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Introduction Generale

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I'utilisation des plantes médicinales dans le but de vaincre la souffrance et d'améliorer la santé
des hommes. Depuis I'Antiquité, ces plantes ont joué un role essentiel dans les pratiques
thérapeutiques de nombreuses civilisations a travers le monde ( Zekhnini A. and Hatimi A,
2015).

Aujourd'hui, les plantes medicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments, considérées comme une source de matiere premiére inestimable pour la
découverte de molécules bioactives nécessaires a la mise au point de futurs traitements. En
effet, les propriétés thérapeutiques des plantes sont dues a la présence de centaines, voire des
milliers de composés naturels bioactifs appelés métabolites secondaires. Ces derniers sont par
la suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante
(Barla et al. 2007).

Parmi ces métabolites secondaires, on retrouve de nombreuses familles de composés doués
d'activités biologiques, telles que les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les
tannins, les terpénes et les flavonoides. Ces molecules naturelles suscitent un intérét grandissant
dans le domaine de la recherche pharmaceutique et nutraceutique, en raison de leurs propriétés

bénéfiques pour la santé, notamment leurs vertus antioxydantes. (Iserin, 2001).

Dans notre étude actuelle, nous nous intéressons particulierement a 1’évaluation de I’activité

antioxydante des extraits de

Aquilaria malaccensis, plante aromatique et médicinale, est un type d'arbre appartenant a la

famille des Thymelaeaceae. Il pousse dans les régions tropicales et subtropicales d'Asie.

Saussurea costus. C'est une espece de plante a fleurs de la famille des Astéracées. Son pays

d'origine est I'Asie (Himalaya, Cachemire, Inde, Pakistan).

Cette activité antioxydante des extraits de Saussurea costus et d’Aquilaria malaccensis suscite

un intérét croissant dans le domaine de la valorisation des plantes médicinales.
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Ainsi, une étude approfondie des propriétés antioxydantes de cette plante aromatique constitue
un axe de recherche important pour mieux comprendre et exploiter son potentiel thérapeutique

et nutritionnel.

Dans le cadre de cette étude, cette thése est constituée de trois chapitres. Dans le premier
chapitre de ce manuscrit, nous avons commencé par une étude bibliographique de Saussurea
costus et Aquilaria malaccensis (caractéristiques botaniques et classification) , [lintérét
biologique et quelques travaux antérieurs realisés sur cette plante et ses composés phénoliques,
leur biosynthese, les huiles essentielles présentant leurs différentes structures chimiques, ainsi
que leur intérét thérapeutique.

Dans le deuxieme chapitre, nous avons discuté de la partie expérimentale qui se déroule dans
Deux axes :

Dans le premier axe, nous avons extrait et déterminé la teneur en composés phénoliques

(phénols totaux, flavonoides).

Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir antioxydant d'extraits
vegétaux a travers quatre techniques chimiques (capture de radicaux libres DPPH, test au
phosphomolybdate , test FRAP est test ABTS).

Dans le troisieme chapitre, nous avons discuté des resultats obtenus, notamment la teneur en
composés phénoliques et I’étude de Iactivité antioxydante des extraits de de Saussurea costus

et Aquilaria malaccensis. Enfin, le travail se cléture par une conclusion

21
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Chapitre | Synthése bibliographique

I. Généralités sur la plante étudiée

I 1.1 Aquilaria malaccensis

| .1.1.1. Origine et distribution

La premiére description du genre Aquilaria a été faite par Lamarck en 1783, revisitée par
Hutchinson en 1924 et par Hou en 1960 (Lee et al., 2013). Il est classé dans la famille des
Thymelaeaceae (Lim et Noorainie, 2010 ; Mitra, 2007). Gréce a certaines études, on constate
que les différentes espéces d'Aquilaria sont assez facilement identifiables par leurs traits
végetatifs (Lee et al. 2013). L'espéce la plus dominante, dont la population est répartie dans
plusieurs pays, est A. malaccensis. Cette espece est originaire du Sud et du Sud-Est asiatique.
L’Indonésie et la Malaisie sont les deux principales sources de bois d'agar (Ahmad et al.,
2016). Ce type d'espéce se trouve également au Bangladesh, au Bhoutan, en Inde, en Iran, au
Myanmar, aux Philippines, a Singapour et en Thailande (Tableau 01) (Huda et al., 2009).
Leur répartition basée sur les enregistrements précédents et leur état de conservation tel que
classé par 'UICN (Union internationale pour la conservation de la nature), sont compilés dans
le tableau ci-dessous (Shiou et Rozi, 2016)

Tableau 1: Les synonymes et répartition d'A. malaccensis selon UICN.

Nom D’espéce Synonymes Distribution

Aquilaria malaccensis Agallochum malaccense Bhoutan
Aloexylum agallochum India
Aquilaria agallocha Indonesia
Aquilaria agallochum Iran
Aquilaria ovate Malaisie
Aquilaria moluccensis Myanmar
Aquilaria secundaria Philippines
Aquilariella malaccense Singapour
Aquilariella malaccensis Thailande

Bangladesh
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1 .1.1.2. Description morphologique et botanique

Les arbres du genre Aquilaria peuvent mesurer entre 10 et 30 metres (Photo 01-A) (Leti et
al., 2013). Les feuilles sont vert fonce, recouvertes d'une cuticule cireuse et brillante & maturité
(Photo 01-B). Les jeunes pousses sont vert pale et peuvent virer au jaune si la plante pousse sur
des sols pauvres en azote. La forme et la taille des feuilles dépendent de l'espéce (Sampson,
2017). A. malaccensis présente des feuilles oblongues lancéolées, caudées acuminées, lisse.
Cette espece produit des capsules avec une forme ovoide ou ovoide oblongue, ronde et lisse, un
lobe du calice ovoide oblongue, 2-3 mm de long, étalé ou réfléchi avec un tube du calice en
forme de cloche (Shiou et Rozi, 2016). Les fleurs d'’A. malaccensis sont petites, jaunatres,
bisexuelles d’environ 8 a 10 mm de diamétre (Photo 01-C) (Venugopal et Estre, 2015).

Figure 01: Photographie d'arbres d'Aquilaria (A), les feuilles matures sont vert-foncé avec une
cuticule brillante et de forme elliptique (B), les fleurs sont petites, jaunes et regroupées en
inflorescences velues (C).
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1.1.1.2.1 L'écorce de I'Aquilaria

L'arbre est un élément structurellement et fonctionnellement important, caractérisé par sa
texture lisse, sa couleur gris pale et son épaisseur remarquable, qui lui permet d'exercer de
multiples fonctions protectrices et metaboliques. L'écorce est constituée de couches qui
comprennent I'écorce externe et I'écorce interne (phloéme), qui transporte les matieres
organiques des feuilles vers le reste de la plante. De plus, I’écorce joue un réle central dans la
réponse de I’arbre aux facteurs qui stimulent la formation de la canne, tels que les blessures
mecaniques, les infections fongiques et les stimuli chimiques. Il contribue & activer les voies de
défense et a produire des composés aromatiques secondaires, notamment des terpenes, qui
s'accumulent ensuite dans le bois intérieur pour former le bois d'agar. Les preuves suggérent
que ce processus commence souvent dans les zones adjacentes a 1’écorce et s’étend vers le tissu
vasculaire, reflétant le role de ’écorce dans la transmission des signaux vitaux et la régulation
des réponses de défense. Des études moléculaires ont également révélé une augmentation de
I’expression génétique de certaines enzymes telles que la squaléne synthase et la terpene
synthase dans les cellules du phloéme lors de la stimulation, renforcant I’hypothése selon
laquelle le phloéme est un point de départ crucial dans la formation de ce précieux produit

vegétal.

Figure 02 :Ecorce d'Aquilaria malasinensis
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Tableau 2 :Les propriétés médicinales d’A. malaccensis
Propriétés Partie d'arbre Description Références
médicinales
La cucurbitacine contenue dans les
cales et les pousses a montré une
Anti cancer activité cytotoxique envers les cellules
cancéreuses du sein humain. (Knecht et al.,
2010) (Zhong
Les cals et les et al., 2014)
pousses
La cucurbitacine contenue dans les
Antifongique cals et les pousses a montré une
activité antifongique Chenetal.,
2014)

Anti arthrite

Le bois de coeur

Les constituants chimiques présents
dans I'huile d’oud présentaient des
propriétés anti-arthrite.

(Rahman et al.,

2016)
Une fraction active provenant des
feuilles a augmenté le niveau de
GLUT4 dans le muscle squelettique
Antidiabétique des rats Wistar diabetiques. (Said et al.,
2016)

Antioxydante

Antibactérienne

Les feuilles

Des propriétés antioxydantes de
I'extrait éthanolique obtenu a partir du
bois d'agar ont été confirmées.

(Simatupang et
al., 2015)

L'extrait méthanolique des feuilles
contenait de l'acide hexadécanoique,
qui présentait une activité
antibactérienne.

(Saidana et al.,
2008) (Khalil et
al., 2013)
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| .1.2 Saussurea costus
1.1.2.1 Généralité

Saussurea costus (synonyme de Saussurea lappa). Appartient de la famille Astéracées
localement connu sous le nom de Kuth (plantes, 2011) .Ou S. costus c’est une herbe pérenne
robuste de I'Himalaya . Les racines de Saussurea costus alliant une odeur aromatique forte et
douce avec un goQt amer. Saussurea costus est une l'espéce la plus viable sur le plan
commercial. Ses propriétés médicinales notamment des terpénes, des alcaloides, des
anthraquinones et des flavonoide sont bien documentées dans la médecine traditionnelle
Chinoise ,Indien, Islamique qui s'est en réle dans le Saint Hadith dit par le Prophéte
Muhammad (que la paix soit sur lui),comme Il est connu dans les pays arabes sous le nom de
«Al-Kost Al Hindi» est utilisé par les guérisseurs traditionnels de puis I'ére de la civilisation
islamique . Cette plante est connue depuis a I'époque utilisé pour la médecine traditionnelle

indienne (Kulsoom et al,2014)

Figure 03 :La plante Sausssurea lappa.(a) : feuilles, (b) racine, (c) extrait en poudre

La racine séchée qui a un go(t amer est de couleur gris sale a marron jaune et mesure environ 8
a 12 cm de long et 1 a 3 cm de diameétre. Elle est généralement ridée et striée et elle dégage une
forte odeur caractéristique. La plupart du temps, I’huile essentielle de la racine et la poudre de

racine sont utilisées a des fins médicinales (Madhuri et al., 2011) (Figure 04).
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Figure 04 :Racines de Saussurea costus

. 1.2.1.1 Phytochimie du Saussurea costus

Plusieurs phytocomposants ont été isolés des racines du S.costus notamment des terpenes qui
leurs conferent des effets benéfiques sur la santé humaine mais elles contiennent aussi des
anthraquinones, des saponosides tritérpeniques, des flavonoides, des alcools polyenes et des

alcaloides et dont certains ont doués aussi de propriétés thérapeutiques (Zahara et al. ,2014).

I. 1.2.1.2Phytocomposants des racines du S.costus

Les racines du S.costus contiennent plusieurs molécules biologiquement actives, y compris
les terpenes, les lignanes, les phytosterols, les alcaloides, les anthraquinones etc. Cependant
elles sont notamment riches en sesquiterpénes lactones et en flavonoides qui sont largement les

responsables des effets pharmaceutiques (Zhang et al. ,2014).
1 .1.2.2 Distribution géographique (Habitat)
La plante de costus se trouvent couramment dans les pays suivants :

En Inde, Pakistan (plantes, 2011). Cette plante est endémique des régions subalpines du
Jammu et Cachemire , de I'Himachal Pradesh et de I'Uttaranchal, & des altitudes de 3200 a 3800
m. La disponibilité de cette plante importante dans la nature. Elle est diminue de jour en jour en
raison de la surexploitation a différentes fins médicinales et commerciales. Inscrite a lI'annexe
de la Convention sur le commerce international des espéces de faune et de flore sauvages

menacées d'extinction (CITES), cette espéce médicinale en danger critique d'extinction est l'une
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des 37 plantes médicinales menacées de I'Himalaya et a été priorisée pour la conservation in
situ et ex situ . ( Pandey et al,2006).

| .1.2.3 Description Botanique de S costus

lappa (Decne.) C.B. Plante Clarke S. lappa C.B. Clarke , syn. Yaconaceae Composite,
communément appelée costus. C'est une grande herbe vivace, atteignant 1 a 2 m de hauteur la
tige est droite, robuste, fibreuse et la racine est une longue branche d'environ 60 cm de long,
avec une odeur particuliere. Les feuilles sont lobées, pétiolées, membraneuses, irréguliérement
dentées ; les feuilles supérieures sont petites, les feuilles basilaires sont grandes, les pétioles
sont long lobés, ailés, les fleurs sont sessiles, violet foncé a noires, disposées en terminales,
axillaires. D'environ 1,7 cm de long, la papaye est duveteuse et plumeuse, ce qui donne au
capitule fructifere un aspect particulier. Les fruits de S.costus est en forme de coupe, incurve

comprimé et poilu.(Kulsoom et al,2014).

Tableau 3: Utilisation ethno médicales du Costus (Pandey et al,2006)

Conditions Mode de candidature

Maux d'estomac

appliquée sur lI'estomac

La poudre de racine se prend avec de l'eau. La décoction de racine est

prise. La poudre de racine est torréfiée I'nuile de moutarde et la pate est

Mal de téte L'huile chauffée avec la racine est appliquée

Toux et rhume La poudre de racine se prend avec de l'eau tiede

Infection de la gorge La racine est machée

Maux de dos et douleurs

thoraciques L'huile chauffée a la racine est massé la zone touchée

La poudre de racine se prend avec du lait/décoction de poudre de racine.

Rhumatismes et

articulations

douloureuses

La racine est rotie dans du ghee/beurre, réduite en poudre et prise avec
du lait. Le ghee mentionné ci-dessus / le beurre est frotté sur la zone

touchée et bandé pour garder au chaud

Epuisement

Des morceaux de racines sont brlés dans le narguilé et la fumée inhalée
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I .2. Composés Phénoliques (Polyphénols)

| .2.1. Généralités

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. A I’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées
(Mompon et al. 1998). lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des

graines ou la maturation des fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides, tannins,
quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les flavonoides représentent le

groupe le plus commun et largement distribué (Bruneton., 1993).

Et aussi sont des substances ayant des propriétés antioxydantes trés importantes, permettant de
lutter contre la formation de radicaux libres en excés dans l'organisme (substances qui vont
favoriser le vieillissement cellulaire), ils possedent des propriétés bénéfiques pour la santé
(Kaliliet de Villier, 2011).

OH

Figure 05 : Structure chimigue du noyau phénol.
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| .2.2. Différentes classes des polyphénols

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent étre
classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones. En simplifiant, les

polyphénols sont séparés en 4 grandes classes (Crozier et al, 2006).

1.2.2.1. Phénols simples et les acides phénoliques

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette
dénomination est réservé aux seuls déerivés des acides benzoique et cinnamique (Bruneton,
1993).

1.2.2.2. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de I’acide benzoiques et ont une formule de base de
type C6-C1. lls sont particulierement représentés chez les Gymnospermes et les Angiospermes
d’ou ils sont souvent libérés aprés hydrolyse alcaline du matériel végétal. Les acides
hydroxybenzoiques existent fréquemment sous formes d’esters ou des glycosides. Les principaux
acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végetaux sont les acides phydroxybenzoique,

protocatechique, vanillique, gallique et syringique (Bruneton, 1993).

CO,H
R4
R2 R4
Rs
R;=R,=R4=H, R;=0OH Acide p-hydroxybenzoique
R;=R4=H., Ry=R;=0OH Acide protocaatéchique
R;=Rs=H, Ry=0OCHj3. R3=OH Acide vanillique
R;=H. R»=R3= R=0H Acide gallique
R;=OH. Ry=R;=R4~H Acide salicylique

Figure 06 :Quelques exemples des acides hydroxybenzoiques.

1.2.2.3. Acides hydrox-cinnamiques

Les acides hydroxy-cinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure de base
C6-C3 dérivé de celle de I’acide cinnamique. De plus, I’existence d’une double liaison dans la

chaine latérale conduit a deux séries isomeres (cis ou Z et trans ou E) dont les propriétés

11
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biologiques peuvent étre différentes. Les formes trans sont cependant naturellement
prépondérantes et il est possible que les formes cis ne correspondent qu’a des artefactes

d’extraction (Macheix, 2005).

COH
Ry
R
R;=R>=H Acide cinnamique (non phénolique)
R;=H. R,=OH Acide p-coumarique
R;=R,=0OH Acide caféique

R;=0OCH;. R»=OH Acide férulique
Figure 07 :Quelques exemples des acides hydroxy-cinnamiques.
1.2.2.4.Stilbénes

Les stilbenes présentent une structure en C6-C2-C6, avec un cycle A portant deux fonctions
hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou méthoxyles en
métal, ortho et para. Les deux noyaux aromatiques sont reliés par une double liaison. Les
stilbénes se trouvent en petites quantités dans I’alimentation humaine (Belkheiri, 2010). Leur
solubilité est négligeable dans I’eau et accrue dans la plupart des solvants organiques (Jean-

Denis, 2005 ; Crozier et al, 2006).

R;

R;=R;=R’»=0OH. R=R’;=R’;=H Resvératrol
R;=R3=0CH; . R2=R";=R’;=H. R',=OH ptérostilbéne
R;=glucose. R,=R";=R";=H. R3=R’,=OH picéide

Figure 08:Quelques exemples des structures chimiques des stilbénes.
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1.2.2.5. Flavonoides

Ils constituent le plus large groupe des phénols dans la plante. Les flavonoides identifiés jusqu'a
maintenant sont de 4000 composes ; ces pigments sont responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et des feuilles aussi sont susceptibles d'assurer la protection des tissus contre les effets

nocifs du rayonnement UV.

1.2.2.6. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet
la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Trés répandu
dans le regne vegétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une accumulation

plus particulierement dans les tissus agés ou d’origine pathologique.

Ils sont localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. On

distingue : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Catier et Roux, 2007).

1.3. Propriété thérapeutique des composés phénoliques

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les domaines
thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les polyphénols a la

santé, nous pouvons citer les suivants
1.3.1. Contre les maladies cardiovasculaires
Consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations cardiaques et

vasculaires (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols pris lors d’un repas permettraient de lutter contre I’oxydation du mauvais
cholestérol(LDL). Cela empécheraient ainsi les phénoménes a 1’origine de 1’obstruction des

arteres.

1.3.2. Activité anti-cancérigéne

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la défense
anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse peuvent étre
blogués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser les agents mutagenes
(Ames et al, 1995).
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Récemment, une étude vise a évaluer I’effet hépatoprotecteur de plusieurs polyphénols, plus
particuliérement des flavonoides sur les dommages causés a I’ADN des cellules hépatiques par
divers composés hépatotoxiques et carcinogens (qui oxydent les bases, et cause de la rupture
des deux brins d’ADN). La myricétine et la quercétine ont permis de diminuer la rupture des 2

brins d’ADN (Delgado et al, 2004).
1.3.3. Activité anti-inflammatoire

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides, notamment les flavonols, peuvent
prévenir de la douleur musculaire en accélérant la réparation des tissus au niveau moléculaire.
De maniere spécifique, ils inhibent ’enzyme NOS responsable de la syntheése de ’oxyde
nitrique, qui est déclencheur chimique de I’inflammation. D’autres études, affirment 1’action
inhibitrice de ces flavonoides, plus particuliérement la lutéoline, ’apigenine, catéchine sur la
cyclo-oxygénase enzyme synthétiques des molécules impliquées fortement dans le processus
inflammatoire (Scalbert et al, 2005).
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|.4. Radicaux Libres et Les Antioxydants
1.4.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les pro-
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Pincemail et al, 1999), ce déséquilibre
provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants, soit d’une altération des

meécanismes de défense (Morena et al, 2002).

1.4.2. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés (Jacques et André, 2004),cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui
arrachant son électron, et la molécule attaquee devient elle-méme un radical libre (Martinez,
1995).

1.4.3. Nature des radicaux libres
1.4.3.1. Espéces réactives de ’oxygéne (ERO)
Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules transforment

les nutriments apportés par I’alimentation en énergie et en eau.

Cette transformation génere environ 2% de molécules d’oxygeéne. L’oxygene peut s’avérer
délétére en raison de son caractére oxydant, il est a I’origine de la formation de dérivés plus

réactifs appelés espéces réactives de I’oxygene (Ichai et al, 2010).

* Anion superoxyles

La molécule d’oxygene, en présence d’une quantité d’énergie suffisante, peut acquérir un
électron supplémentaire et former ainsi 1’anion superoxyde. Cet anion intervient comme facteur
oxydant dans de nombreuses réactions (Koechlin, 2006 ; Al-Mamun et al, 2007).

O+1le —— 0-_2
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*Radical hydroxyle

Est formé principalement par la dégradation du H202 en présence de O2e- et de métaux de
transition sous la forme réduite, comme le présente la réaction de Haber-Weiss, ou par des

voies qui ne font pas appel a I’anion superoxyde (réaction de Fenton) (Lacolley, 2007).

H202 + 0— — 02 + OH- +OH' (Réaction de Haber-Weiss)

Fe*? + HoO—— OH- +OH- (Réaction de Fenton)

*Peroxyde d’hydrogene H202

C’est un oxydant faible, sa demie durée de vie se chiffre en heures. Le H202 est le résultat
d’une dismutation spontanée ou enzymatique (superoxide dismutase “SOD”) du radical

superoxide (Dacosta, 2003).

2H™+ 20— O2+H,0;

Le peroxyde d’hydrogéne (eau oxygénée) est également un agent oxydant trés réactif ; c’est
pour cela qu’on I'utilise souvent comme désinfectant et comme agent de blanchiment. S’il n’est
pas rapidement detruit, il peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles qui

s’attaquent aux macromolécules de la cellule (Karp, 2010).

*Oxygéne singulet Q2

Lorsque de I’énergie est apportée a I’oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente la
forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de

nombreuses molécules. Il est formé a partir de 1’ion superoxyde selon la réaction suivante :

O-0 ———» 10

1.4.4. Antioxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation
de ce substrat (Park et al, 2001). Et capables de minimiser efficacement les rancissements,

retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et nutritionnelle du
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produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la durée de

conservation du produit.

1.4.4.1 Systemes antioxydants

La nature des systemes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon
qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses antioxydantes de

notre organisme peuvent se diviser en deux systemes : enzymatiques et non enzymatiques.

1.4.4.1.1. Antioxydants enzymatiques

Représentés principalement par trois enzymes :
* Le superoxyde dismutase (SOD).

» La catalase.

« La glutathion peroxydase (GPx).

1.4.4.1.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils peuvent se
comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes sur les
molécules pro-oxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition, empéchant

ainsi la réaction de Fenton (Piquet et Hébuterne, 2007).

Ces agents piégeurs possédent plusieurs avantages par rapport aux antioxydants enzymatiques,
en particulier par leur petite taille qui leur permet de traverser la membrane cellulaire et
d’atteindre facilement leurs cibles. Parmi les antioxydants naturels de faible poids moléculaire,

on peut citer les plus connus et les plus importants ci-dessous :

* Vitamine E

Le terme générique de vitamine E désigne en fait la famille constituée des tocophérols et
tocotriénols, la forme la plus active étant I'a-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme étant
le principal antioxydant liposoluble dans le plasma chez 'homme. L’a-tocophérol est capable,
d'une part, de piéger chimiguement I'oxygéne singulet (O2) en s'‘oxydant en quinone, d'autre part,
de réagir avec le radical hydroxyle (OH¢) mais son principal réle biologique est de réagir avec

les radicaux peroxyles (ROO¢) pour former un radical tocophéryl.
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¢ Vitamine C

L'acide L’ascorbique ou vitamine C est présent le plus couramment sous forme d'ascorbate. 1l est
considéré comme le plus important antioxydant dans les fluides extracellulaires. C'est un piégeur
trés efficace des anions superoxydes, du peroxyde d'hydrogene, des radicaux hydroxyles et de
l'oxygéne singulet (Evans, 2000). Le role antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction
avec les radicaux peroxyles aqueuses, le produit formé étant le radicale ascrbyle. En piégeant les
radicaux peroxyles dans la phase aqueuse avant qu'ils initient la péroxydation lipidique, la

vitamine C protege les biomembranes et lipoprotéines.

Pour la partie d’antioxydants non enzymatiques, le tableau suivant rassemble les principaux

antioxydants non enzymatiques et leurs sources alimentaires associées (Tableau 04) :

Tableau 4 : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associée.

Principauxnutriments antioxydants  Sourcesalimentaires

VitamineC Agrume,melon,brocoli, fraise,kiwi, choux,poivron
VitamineE Huiledetournesol, desoja, demais,beurre, ceufs,noix
p-caroténe Legumesetfruitsorangés etvertfoncés

Sélénium Poisson,ceufs,viandes,céréales, volaille

Zinc Viande,paincomplet,légumesverts

Flavonoides Fruits,legumes,thévert

Acides phénoliques Céréalescomplétes,baies, cerises

Tanins Lentilles,thé,raisins,vin

1.4.4.2. Utilisation des antioxydants

Les antioxydants jouent un r6le important dans le métabolisme humain. Les réactions
biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres initiant des
réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les cellules de notre corps, en les
abimant et en accélérant le processus de vieillissement. Normalement, le corps humain maintient
I’équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres en produisant simultanément les deux
types de substances dans le processus métabolique. Le déséquilibre entre ces deux types de

composés conduit @ un phénomene appelé stress oxydatif. L initiation des phénomenes de
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réactions d’oxydations en chaine dans I’organisme humain peut conduire a des pathologies

comme l'athérosclérose, le cancer, I’infarctus, les allergies, les rhumatismes et d’autres.

* Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie pour

protéger les métaux de I’oxydation.
* Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

* Dans l'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou des colorants de

cuve lors de la teinture.
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Chapitre 11 : PARTIE EXPERMENTALE

I1.1Matériels et méthodes

Notre travail de recherche est realisé au niveau du laboratoire de génie des procédés de
I'université Amar Telidjide Laghouat, I’ensemble des méthodes expérimentales que nous avons

mené dans ce travail se structure comme illustré 1’organigramme suivant :

Matériel végétale

}

Extraction assisté par
macération

}

Extraits phénoliques

Dosage des Dosage des

Phénols totaux Flavonoides totaux

\ 4

Evaluation de I’activité antioxydante

Test de Frap Test de DPPH Test de ABTS Test de

Phosphomolybdat

Figure 09 :Organigramme expliquant les différentes étapes dans ce travail
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11.2-Matériel végétal

Les racines du costus indien (Saussurea costus) et I'écorce de tronc d'Aquilaria malaccensis
sont le matériel végétal utilisé dans ce travail. Elles ont été achetées chez un herboriste. Les
racines et les écorces ont été nettoyées, sechées a I'air libre, puis broyées en poudre fine

Ces derniere sont été conservées a température ambiante dans des récipients hermétiquement

fermés a l'abri de la lumiére vive jusqu'a le début de 1’expérimentation.

Figure 11: Racines et Poudre du Costus indien

11.2-L’extraction des composés phénoliques :

Une quantité de 30 g de poudres Les racines du costus indien (Saussurea costus) et I'écorce de

tronc d'Aquilaria malaccensisont été mise en contact avec un systéme de solvant
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(hexane/méthanol) aux proportions (30/70) (v/v)dans un bécher en utilisant une plaque
d’agitation pendant 24 h. Apres filtration, les solutions de partie concernée sont évaporées a
sec a l’aide d’un rota vapeur. Les résidu secs pesés sont reconstitués par le solvant
correspondant (I’éthanol) et les extraits obtenus sont conservés dans des flacons ombré en verre

dans un réfrigérateur a -4 °C jusqu’a utilisation ultérieure.

11.2.1. Analyse quantitative des composés phénoliques et evaluation de Davtivité
antioxydant

11.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols produits par les végétaux en tant que métabolites secondaires constituent une
large gamme de molécules chimiques, dont leur nature chimique et teneur sont extrémement
variables d’une espéce a autre. Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la
quantification des polyphénols totaux. L’analyse par le réactif de Folin— Ciocalteu est le plus

utilisée.
a) Principe :

Le dosage des polyphénols totaux a eté effectué par une méthode adaptée par (Gaoétal.2000)
avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif est formé d’acide phosphotungestique et acide
phosphomolybdique, qui sont réduits lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne, ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur
d’onde de I’ordre 760 nm.

b) Courbe d’étalonnage :

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique de
concentration massique variant de 0.25 jusqu’a 1 mg/ml. Introduire 100 pl extrait dans des tube
a essai, puis ajouter 200 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) et 2ml de I’eau distillé
apreés deux minutes ajouter encore 1ml de carbonates de sodium Na>CO3(20%) , puis mettre les
solutions a 1’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. Les lectures de la densité
optique 2 760 nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de

I’acide gallique.
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Figure 12:La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

11.2.1.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des composés dont la structure de base est C6-C3-C6 et sont constitues de
deux noyaux aromatiques (Cycle A et B) reliés par un hétérocycle oxygené (Cycle C), c'est le

squelette de base des flavonoides.
a) Principe :

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la formation de
Complexes entre les composés phénoliques et le trichlorure d'aluminium AICls. Les complexes

produits sont de couleur jaune absorbent dans le visible a 430 nm (Ahn et al.,2007) .
b) La courbe d’étalonnage :

Des volumes égaux de I’extrait et une solution AICl3 (2%) sont mélangés. L absorbance est
Mesurée a 430 nm, aprés incubation a température ambiante pendant 15min. Dans les
mémes conditions et de la méme facon sont mesurées les absorbances de la série des
Solutions standards de la rutine préparées a partir d’une solution mére de concentration

égale a 0,1 mg/ml.
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Figure 13: La courbe d’étalonnage de rutine.

11.2.2.Etude d’évaluation de I’activité antioxydant

Pour évaluer I’effet antioxydant des extrait de grains de pollen de différents régions, trois
techniques ont eté réalisées en utilisant le radical 2.2'-diphenyle-1-picrylhydrazyl (DPPH),
I’ABTS+(Acide 2,2’azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) et la méthode de
phosphomolybdate.

112.2.1.Méthode de DPPH (2.2’-diphenyle-1-picrylhydrazyl)
a) Principe :
b) Cette méthode mesure la capacité réductrice d’un antioxydant (composés phénoliques
dans notre cas), la réduction du radical libre DPPH" s’accompagne de la diminution de
la coloration violette qui peut €tre suivie par mesure de 1’absorbance a une longueur

d’onde de 517 nm.
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Figure 14: Réduction de radical libre DPPH" en présence d’antioxydant.
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Le radical libre DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a température ambiante et en solution,
présente une coloration violette intense. Le passage a la forme non radicalaire s’accompagne du

changement de cette coloration.

c) Mode opératoire :
L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée dans le protocole suivant. Dans des tubes
on introduit 200 ul de chaque extrait dilué est additionné et 1.8 ml de la solution méthanoique
au DPPH, aprés agitation, les tubes sont placés a I’obscurité a température ambiante pendant 30
minutes. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm (Brand-Williams
W.,1995).
Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des

radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

P1 (%) = [(Acontrol - Atest) / Acontrol] x 100

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur d’ICsp, sachant que 1’ICso est la

concentration d’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du radical DPPH.

112.2.2.Piégeage du radical ABTS'+ (Acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique))

a) principe :

Le radical cation de I’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) est
stable sous sa forme libre. Ce radical est facilement formé a partir de I’acide correspondant par
oxydation en présence de persulfate de potassium. La concentration de ce radical peut étre
déterminée en mesurant ’absorbance a 734 nm. L’addition d’un antioxydant a une solution de
ce radical cation entraine sa réduction et une diminution de 1’absorbance. Cette diminution
dépend de I’activité antioxydant du composé testé mais, souvent, aussi du temps et de la

concentration.
b) Mode opératoire :

La solution ABTS+ était préparée en mélangeant 7 mM de sel ABTS avec 2.45 mM de

persulfate de potassium dans 25 ml d'eau distillée, a la température ambiante dans I'obscurité et
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conservée pendant 16 h avant l'utilisation. La solution ABTSe+ a été diluée avec de I'éthanol a
95% (environ 600 pL. ABTSe+ a 40 ml d'éthanol a 95%), afin d'obtenir une absorbance de 0,8
a 0,9 a 734 nm (Dorman, H.,2004). 15 ul d’extrait est ajouté a 1.485 ml de la solution
radicalaire d’ABTSe+. Le mélange est incubé a 37°C a I’abri de la lumiére.les résultats peuvent
étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou [I’inhibition des radicaux libres en

pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

Activité antiradicalire I:ur{:r} = |{Ah§{ ontrile— Ahﬂ_‘rhmmlﬂnjfﬁhﬁ{ 'nntrﬁlel

Abs Controle: Absorbance du contréle du milieu réactionnel sans 1’antioxydant.

Abs Echantillon: Absorbance de I’échantillon du milieu réactionnel avec 1’antioxydant.

112.2.3.Méthode de phosphomolybdate

a) Principe:

La méthode de Prieto et autres a éte employé pour évaluer la capacité réductrice

des extraitsde gland de chéne. Cette méthode est baseée sur la réduction du molybdéne de

I’étage d’oxydation (VI) a I’étage d’oxydation (V) en présence de I’antioxydant.

Cette réduction, se matérialise par la formation d’un complexe verdatre a un pH acide

détectable dans le visible a 695nm.
b) Mode opératoire :

0,3 ml de chaque extrait dilué est ajouté a 3 ml de la solution de réactif phosphomolybdique
contenant le Molybdate d'ammonium (4 M), phosphate de sodium (28 mM) et l’acide
sulfurique (0,6 M) préparé dans 1’eau distillée. Le mélange a été placé dans un bain marie a une
température 95°C pendant 90 minutes. Apres refroidissement a une température ambiante,
l'absorbance a été mesuré a 695 nm contre un blanc contenant 0,3 ml d’éthanol mélangé avec 3

ml de réactif Phosphomolybdique. Prieto, P.,1999).
Une courbe d’étalonnage a été préparée en utilisant différentes concentrations de la vitamine C,

Les résultats sont exprimés comme (mole de vitamine C) par g et la capacité réductrice

exprimés en tant qu'équivalent de la vitamine C.
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique

11.2.2.4. Pouvoir réducteur du fer (Ferric reducing antioxydant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antioxydant. L’activité réductrice
du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode decrite par Oyaizu , (1986)., basée sur la
réaction chimique de réduction du Fe3* présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe?* . La
réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe3*) en couleur bleu vert
du fer ferreux (Fe?"). Cette capacité réductrice peut servir comme un indicateur significatif de
I’activité antioxydante potentielle d’un composé. L’absorbance du milieu réactionnel est
déterminée a 700 nm.

Cette méthode consiste a mélanger 1 ml de I’extrait a différentes concentrations avec 2,5 ml
de tampon phosphate 0.2 M a pH 6.6 et 2.5 ml d’une solution de KzsFe(CN)sa 1% (m/v). Le
mélange obtenu est incubé pendant 20 minutes a 50°C, puis 2.5 ml d’acide trichloracétique
(CCI:COOH) a 10% sont ajoutes pour arréter la réaction. Le meélange est centrifugé a 3000
rpmpendant 10 mn a température ambiante et 2.5 ml du surnageant est additionné de 2.5 ml
d’eau distillée et 0.5 ml de chlorure de fer (FeCls) a 0.1%. La lecture de ’absorbance se fait a

700 nm contre un blanc ou I’extrait est remplacé par le tampon d’extraction (Pan et al.,2008 )
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I11.1 Teneurs en composés phénoliques totaux

La détermination des teneurs en phénols totaux dans les deux extraits d’Aquilaria malaccensis
et Saussurea costusont été faite en utilisant séparément les méthodes colorimétriques (Folin-
Ciocalteux ) . La teneur en phénols totaux estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu pour

chaque extrait a été rapportée en mg équivalent d’acide gallique/g d'extrait sec.

Les résultats des dosages ont révelé des teneurs élevées en composés phénoliques pour les deux
extraits étudiés. L’extrait de Saussurea costus présente une teneur en composés phénoliques

totaux de 154,411 + 40,649 mg EAG/g d'extrait sec

Quant a L’extrait d’Aquilaria malaccensis, la teneur est de 151,203 + 14,179 mg EAG/g

d'extrait sec , comme le montre le tableau 05:

Tableau 5 : Teneurs en composés phénoliques totaux

Les extraits Teneurs en phénols totaux
(mg EAG/g d’extrait sec)

Extrait éthanolique des racines de S. costus 154,411 + 40,649

Extrait éthanolique des écorces d’ A. malaccensis 151,203 + 14,179

En effet, BOUHAQUS. 2022 ont travaillaient sur I'extrait d’Aquilaria malacsensis et ont
estimé la teneur totale en composeés phénoliques a239,23 + 9,65 mg EAG/g

Le stress environnemental, la sécheresse, la carence en éléments nutritifs du sol et la forte
lumiere du soleil peuvent contribuer a l'augmentation des niveaux de production de composes
phénoliques chez certaines plantes (Timmermann et al. 1984), y compris les stimulants
biotiques et abiotiques qui régulent la biosynthése des métabolites secondaires. Les plantes de
la méme espéce qui poussent dans des environnements différents peuvent avoir différentes

concentrations de métabolites secondaires (Radusiené et al. 2012 )

111.2 Teneurs en et flavonoides

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 1 . Le dosage des flavonoides a été réalisé
par la méthode au chlorure d'aluminium (AICI3) en utilisant la rutine comme étalon. La teneur

en flavonoides est exprimée en milligrammes d'équivalent équivalent de rutine /g d’extrait sec.
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Tableau 6:Teneurs en flavonoides

Les extraits Teneurs en flavonoides

(mg ER/g d'extrait sec)

Extrait éthanolique des racines S. costus 137,817 £ 10,825

Extrait éthanolique des écorces d’ A. malaccensis 131,256 £ 7,732

Les résultats de ce test révelent que ’extrait de Saussurea costussemble contenir le taux le
plus élevé en flavonoides avec une concentration de 137,817 + 10,825 mg ER/g d'extrait sec
tandis que D’extrait ethanolique d’Aquilaria malacsensis soit de 131,256 + 7,732 mg ER/g

d'extrait sec.

Une étude précedente de BOUHAOUS. (2022) ont observé que le meilleur teneur en
flavonoides était obtenu est 35,78+4,91 pug EQ/g

Cette variabilité est due a plusieurs facteurs : les conditions de séchage (Couto et al. 2012),
d’extraction en terme de méthode, temps, température, solvant, 1’état et la provenance

géographique (Luthria, 2008 ; Kahouli, 2010 ; Rodriguez et al. 2012).

I11.3 Activité antioxydante

— Test DPPH

Le piégeage des radicaux libres DPPH détermine le potentiel de I'échantillon testé, ce qui
montre son efficacité, sa prévention, son mecanisme de piégeage et de réparation contre les
dommages dans un systéme biologique (Rashmika et al. 2012) . Les résultats sont exprimés en

ICs,, et présentés dans le tableau 07:

Tableau 7:Valeurs des ICs, obtenues par le test DPPH

Les extraits ICso (Mg/ml)
Extrait éthanolique des racines de S. costus 0,0002 + 7,65E
Extrait éthanolique des écorces d” A. malaccensis 0,0010 + 0,0001
Acide ascorbique 0,0011 £ 0,005
BHT 0,001269 + 0,002
BHA 0,00785 £ 0,0004
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Les résultats montrent que I’extrait éthanolique de Saussurea costus posséde une activité
antioxydante exceptionnelle avec une valeur d’ICs, de 0,0002 + 7,65E° mg/ml, et supérieur a

celle des antioxydants standards comme I’acide ascorbique, le BHT ou le BHA.

L’extrait éthanolique des écorces d’Aquilaria malaccensis, avec une ICs, de 0,0010 + 0,0001
mg/ml, présente également une bonne activité antioxydante, bien que légérement moins
marquée. Ces résultats indiquent que Saussurea costus est particulierement efficace pour piéger
les radicaux libres a trés faibles concentrations, ce qui peut étre attribué a la nature de ses

composés phénoliques.

Les résultats de cette recherche de BOUHAOUS. (2022) ont montré que le pouvoir réducteur

d’Aquilaria malacsensis (1Cs0=5,71+1,39 mg/ml)

Dans une étude antérieure (Ridwanto et al., 2022), I'extrait méthanolique des écorces d'A.
malaccensis préparé par macération pendant 48h a montré une Clso de 0,094 mg/ml, indiquant
une activité antioxydante moins efficace comparée a nos resultats. Cela suggére que les

conditions de préparation des extraits peuvent influencer cette activité antioxydante.

Une autre étude (Huda et al., 2009) a rapporté une Clso de 0,0033 mg/ml pour un extrait
méthanolique de feuilles d'A.malaccensis extraites par macération, démontrant une activité
antioxydante beaucoup plus élevée que celle des écorces dans I'étude précédente (Ridwanto et
al., 2022) et dans la nétre. Cela suggere que les feuilles pourraient avoir une activité

antioxydante supérieure aux écorces de cette plante.

D'apres Zhao . (2014), Les valeurs de DPPH des extraits aqueux et méthanolique de Saussure

costus sont 47,85+0,49 et 29,74+2,63 umol respectivement
— Test du phosphomolybdate

Le test de phosphomolybdate d’ammonium est aussi utilis¢ pour déterminer la capacité
antioxydante totale ; il est basé sur la réduction d’ions Mo®" en ions Mo®" par les antioxydants
contenus dans 1’extrait. Par conséquent, il y a formation d’un complexe phosphate-Mo®* de
couleur verdatre, en milieu acide, dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en
antioxydants (Prieto et al., 1999) . Les valeurs VCEAC obtenues sont rapportées dans le
tableau 08:
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Tableau 8 : Valeurs VCEAC mesurées par le test du phosphomolybdate

Les extraits VCEAC (M)
Extrait éthanolique des racines de S. costus 0,087 + 0,002
Extrait éthanolique des écorces d’ A. malaccensis 0,097 + 0,012

Les résultats indiquent clairement que I’extrait d’Aquilaria malaccensis et de Saussurea costus
ont une capacité antioxydante faible pour réduire les ions Mo®* en ions Mo®*,

L’extrait d’Aquilaria malaccensis possede une valeur VCEAC de 0,097 £ 0,012 M, légerement
plus élevée que celle de Saussurea costus (0,087 + 0,002 M).

D'autre part, les résultatsont été rapporté par Hamidi, (2022) . L’absorbances maximales de

I’extrait d’Aquilaria malaccensis est 3,882 pour lacapacité antioxydante totale .

— Test ABTS

La méthode ABTS de réduction des radicaux et des cations est I'une des méthodes les plus
largement utilisées pour déterminer la concentration de radicaux libres. En réagissant avec le
persulfate de potassium (K2S20s), I'ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) forme le radical ABTS™ Couleur bleu (vert). L'ajout d'un antioxydant réduira ce
phénomene. La couleur du radical mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est
proportionnelle a la concentration en antioxydant (Zaabat et al. 2010). Les résultats sont

présentés dans le tableau 09:

Tableau 9 : Valeurs des ICs, obtenues par le test ABTS

Les extraits ICso (Mg/ml)

Extrait éthanolique des racines de S. costus 0,009 + 0,002
Extrait éthanolique des écorces d” A. malaccensis 0,0065 + 0,0003
TROLOX 0,004 + 0,0002

En effet, I’extrait d’Aquilaria malaccensis et de Saussurea costus ont une activité antioxydante
qui varie de maniére dose-dépendante, ou la meilleure capacité de piégeage du I’ ABTS™ a été

montrée par l'extrait d’Aquilaria malaccensis (ICso de 0,0065 = 0,0003 mg/ml), suivi par
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I’extrait de Saussurea costus avec des valeurs 1Csp (0,009 = 0,002 mg/ml ), et se inferieur du
standard TROLOX (I1Cso de 0,004 + 0,0002 mg/ml )

Dans une étude antérieure sur l'activité de piégeage du radical ABTS, les extraits d'éthanol,
d'acétate d'éthyle et d’hexane de feuilles d'A. malaccensis préparés par Soxhlet ont montré des
valeurs de Clso variables. L'extrait éthanolique a présenté l'activité antioxydante la plus élevée
avec une valeur de Clso de 0,066 mg/ml, tandis que l'extrait n-hexane a montré l'activité
antioxydante la plus faible avec une valeur de Clso de 0,267 mg/ml (Aprilliani et al., 2021).
Ces valeurs indiquent une activité antioxydante moins efficace comparée a nos résultats. Ceci

confirme la conclusion précédente concernant I'effet des solvants sur l'activité antiradicalaire.

Les résultats d’étude des tests de décoloration radicalaire des cations ABTS ont. Egalement
exprimés en umol Trolox Equivalents (ET)/g d'extrait végétal. L'extrait de résidu de racine de
costus était le moins efficace en AOC (155,71 umol TE/g d'extrait). (Zhao . 2014).

— Test FRAP

La méthode FRAP est basée sur la réduction de 1’ion ferrique (Fe®*) en ion ferreux (Fe?*). Cette
méthode évalue le pouvoir réducteur des composes (Ou et al., 2001). La présence des
réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe®/complexe
Ferricyanide a la forme ferreuse. Par conséquent, le Fe?* peut étre évalué en mesurant et en
surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a
700 nm (Chung et al., 2002).

Tableau 10 : Valeurs VCEAC mesurées par le test FRAP

Les extraits VCEAC (M)
Extrait éthanolique des racines de S. costus 1,955 £ 0,247
Extrait éthanolique des écorces d’ A. malaccensis 2,449 + 0,448

D’apres les résultats, on n’observe que ’extrait éthanolique des écorces d’A. malaccensis
présente la meilleure activité du pouvoir réducteur (2,449 + 0,448 M ), suivie par I’extrait
¢thanolique des écorces d” A. malaccensis avec VCEAC=1,955 + 0,247 M
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Selon Hamidi. (2022 ) I’absorbances maximales de I’extrait des écorces d’ A. malaccensis
3,437 pour le pouvoir réducteur de fer

Pour Zhao (2014) . Dans le test FRAP de I'extrait de résidu de S.costus, sa valeur est (extrait
de 561,85 umol TE/g).
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Conclusion

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a analyser I’extrait éthanolique de ces deux
plantes ainsi qu'a évaluer leurs pouvoirs antioxydant . A lissue de l'étude de lactivité
antioxydante et du dosage des polyphénols totaux et des flavonoides, il apparait que les plantes
Saussurea costus et Aquilaria malaccensisest doté d'une activité antioxydante considérable
avec une teneur élevée en polyphénols et flavonoides. Leur activité antioxydante est

comparable ou meilleure que dans d'autres pays.

Les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides dans les deux extraits sont tres proches
, la plante Saussurea costus a teneur de l'ordre de 154,411 + 40,649 mg EAG/g d'extrait sec et
de l'ordre del37,817 = 10,825 mg ER/g d'extrait sec respectivement (la plante Aquilaria
malacsensis a teneur de l'ordre de 151,203 + 14,179 mg EAG/g d'extrait sec et de l'ordre de
131,256 * 7,732 mg ER/g d'extrait sec respectivement

Les resultats obtenus a travers différents tests (DPPH, ABTS, phosphomolybdate et FRAP) ont
révélé des profils complémentaires. Saussurea costus s’est distinguée par une activité
antiradicalaire exceptionnelle dans le test DPPH, surpassant méme les antioxydants de
référence. En revanche, Aquilaria malaccensis a montré une supériorité dans les tests du

phosphomolybdate, de I’ABTS et du FRAP, suggérant un pouvoir réducteur global plus élevé.

Il existe une corrélation entre les activités antioxydantes et la teneur totale en phénols, et avec
la teneur totale en flavonoides. Ceci est attribué au fait que les polyphénols sont des composes

qui présentent des propriétés redox conduisant a I'inhibition des radicaux libres.

Cette complémentarit¢ dans les mécanismes d’action antioxydants souligne [’intérét
pharmacologique des deux espéces. Tandis que Saussurea costus est particulierement efficace
pour neutraliser rapidement les radicaux libres, Aquilaria malaccensis présente une efficacité

remarquable dans la réduction d’agents oxydants et dans les environnements hydrophiles.

Les résultats obtenus constituent une justification scientifique de 1’'usage traditionnel de deux
plantes étudiées et confirment la pertinence des remedes traditionnels dans le traitement de
nombreuses maladies. Ils sont encourageants mais ne constituent qu’une premicre étape dans la
recherche de substances biologiquement actives. Il serait par conséquent intéressant de

continuer cette étude dans le but :
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- d’isoler les molécules responsables des différentes activités biologiques de ces plantes, afin de
détecter leurs modes d’action et les interactions éventuelles entre elles et de confirmer ou
d’infirmer les activités attribuées a ces plantes ;

- d’étudier la toxicit¢ des molécules purifiées sur différents modeles biologiques, afin de

prévenir tout effet secondaire indésirable ;

- d’¢largir le panel des tests biologiques afin de mettre en évidence d’autres activités

anticancéreuse, antidiabétique, anti-inflammatoire ou autres.
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+ Test de DPPH :
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Annexe

4+ Test de molybdate :
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Annexe

+ Test de FRAP
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Annexe

+ Testde ABTS:
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Memory title : Study of the antioxidant activity of phenolic extracts of Aquilaria malaccensis and Saussurea
costus
Name: Abdessalaame . First name: Mechikel . Directed by: H .Guennane

Taher Dennaka
Abstract :This study focuses on the analysis of ethanolic extracts of Saussurea costus and Aquilaria malaccensis,
with a comparative evaluation of their antioxidant activity. Quantitative assays revealed high and relatively
similar levels of total phenolic compounds and flavonoids: S. costus presents 154.411 + 40.649 mg EAG/g E and
137.817 + 10.825 mg ER/g E, respectively, while A. malaccensis displays 151.203 + 14.179 mg EAG/g E and
131.256 + 7.732 mg ER/g E. The antioxidant tests carried out (DPPH, ABTS, phosphomolybdate and FRAP)
highlighted complementary profiles between the two species. S. costus stood out for its remarkable antiradical
activity in the DPPH test, outperforming the reference antioxidants, while A. malaccensis demonstrated superior
efficacy in the ABTS, FRAP and phosphomolybdate tests, suggesting a higher overall reducing power, especially in
hydrophilic media. These results confirm a positive correlation between antioxidant activity and polyphenol and
flavonoid contents, highlighting the central role of these compounds in neutralizing free radicals. The
complementarity observed in the mechanisms of action of the two plants reinforces their pharmacological
interest: S. costus acts effectively on unstable free radicals, while A. malaccensis stands out for its ability to
reduce oxidizing agents. These results provide a scientific justification for the traditional use of these two
medicinal species, while constituting an encouraging basis for further in-depth research.
Key words : Saussurea costus, Aquilaria malaccensis, composés phénoliques, flavonoides, activité antioxydante

Titre du mémoire: Etude de I'activité antioxydant des extrait phénolique d’Aquilaria malaccensis et Saussurea
costus
Nom : Abdessalaame . Prénom : Mechikel . Encadreur : H .Guennane

Taher Dennaka
Résumé : Cette étude porte sur I'analyse des extraits éthanoliques de Saussurea costus et Aquilaria malaccensis,
avec une évaluation comparative de leur activité antioxydante. Les dosages quantitatifs ont révélé des teneurs
élevées et relativement proches en composés phénoliques totaux et en flavonoides : S. costus présente
respectivement 154,411 + 40,649 mg EAG/g E et 137,817 + 10,825 mg ER/g E, tandis que A. malaccensis affiche
151,203 * 14,179 mg EAG/g E et 131,256 + 7,732 mg ER/g E. Les essais antioxydants réalisés (DPPH, ABTS,
phosphomolybdate et FRAP) ont mis en évidence des profils complémentaires entre les deux espéces. S. costus
s’est distinguée par une activité antiradicalaire remarquable dans le test DPPH, surpassant les antioxydants de
référence, tandis que A. malaccensis a démontré une efficacité supérieure dans les tests ABTS, FRAP et
phosphomolybdate, suggérant un pouvoir réducteur global plus élevé, notamment en milieu hydrophile. Ces
résultats confirment une corrélation positive entre I'activité antioxydante et les teneurs en polyphénols et
flavonoides, soulignant le réle central de ces composés dans la neutralisation des radicaux libres. La
complémentarité observée dans les mécanismes d’action des deux plantes renforce leur intérét
pharmacologique : S. costus agit efficacement sur les radicaux libres instables, tandis que A. malaccensis se
distingue par sa capacité a réduire les agents oxydants. Ces résultats apportent une justification scientifique a
l'usage traditionnel de ces deux espéces médicinales, tout en constituant une base encourageante pour la
poursuite de recherches approfondies.
Mots clés : Saussurea costus, Aquilaria malaccensis, composés phénoliques, flavonoides, activité antioxydante,
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