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Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources
naturelles, nous sommes intéresses dans ce travail a I’étude des composés phénoliques ,
flavonoides et I’évaluation des propriétés antioxydants des extraits de deux (02) plantes
médicinales Asphodelus tenuifolius, Marrubium deserti du Sud-Est Algérien : Ghardaia (El-
Atteuf).

Les résultats obtenus montrent que le rendement de la macération en différente solvant
organique a polarité croissante de ces plantes est plus élevés correspondent a ceux de I’extrait
HEX et DCM de I’espéce Marrubium deserti (4,49 % et 3,59% respectivement) ; et méme
I’extrait HEX et DCM de I’espéce Asphodelus tenuifolius (2.59 % et 2,36 % respectivement).
Tandis que le taux le plus faible de I’extrait ACET et ACT est celui de I’espéce Marrubium
deserti (1,25 % et 0,65% respectivement) et I’extrait de I’espéce Asphodelus tenuifolius
(0.43% et 0,57 % respectivement).

Les teneurs en phénols totaux mesures a I'aide du réactif de Folin-Ciocalteu varient de
52,14 a 106,05 mg EAG/g de la plante Marrubium deserti et 14,16 a 98,51 mg EAG/g) de
la plante Asphodelus tenuifolius. Les teneurs en flavonoides exprimées en équivalent de
quercetin sont de I’ordre de 4,73 +0,38 mg EQ/g d’extrait de I’espéce Marrubium deserti et
2,50 = 0,029 mg EQ/qg de résidus sec d’extrait de I’espéce Asphodelus tenuifolius.

D’apres le test « DPPH » et « FRAP », I’évaluation de I’activité antioxydante des

extraits exprimée par I’ECso et I’indice TEAC respectivement, montre une activité plus élevé

de la fraction d’acétone (ACT) de I’échantillon M. deserti et A. tenuifolius que celles des
autres fractions, dont les valeurs d'ECso (DPPH) sont 34,53 =+ 0,71 pug/mL M. deserti et 48,36
+10,83 ug/mL A. tenuifolius. Le test FRAP révele des valeurs de TEAC hautement supérieur
pour la fraction d’acétone (ACT) de I’échantillon Marrubium deserti (209,66 + 0,26 mg

Equivalent Trolox/g residus sec) que la fraction d’acétone de I’échantillon Asphodelus
tenuifolius (64,20 £ 2,96 mg Equivalent Trolox/g résidus sec).

Mots clés :
Composé phénolique, Flavonoides, Activités antioxydants, FRAP, DPPH, Asphodelus

tenuifolius, Marrubium deserti.




Abstract

Through the discovery of new antioxidants from natural sources ,We are interested in
this work to the study of phenolic and flavonoids compounds and their antioxidant properties
from two medicinal plants “Asphodelus tenuifolius™ , “Marrubium deserti’” in the Ghardaia

(El Atteuf ) region.
The results of the different maceration in organic solvent increasing polarity, show that

a higher yield of the HEX and DCM extract for Marrubium deserti (4.49% and 3.59%)
respectively, and HEX and DCM extract of Asphodelus tenuifolius (2.59 % and 2,36 %
respectively). However, a lowest yield was shown of (AcET) and (ACT) extract of
Marrubium deserti (1.25% and 0.65%), respectively, and Asphodelus tenuifolius (0.43 %
and 0.57%) respectively.

The total phenolic compounds vary from 52.14 to 106.05 mg EAG/g of Marrubium
deserti plant and from 14.16 to 98.51 mg EAG/g plant Asphodelus tenuifolius. The flavonoid
content expressed as equivalent of quercetin are in the order of 4.73 + 0.38 mg EQ/g extract
of Marrubium deserti specie; and 2.50 + 0.029 mg EQ/g of dry extract residues of

Asphodelus tenuifolius specie.

According to DPPH and FRAP test, the values of ECso was shows a higher activity of
acetone (ACT ) fraction of M. deserti and Asphodelus tenuifolius than other fractions with
ECso values (DPPH) were 34.53 = 0.71 pg/mL (M. deserti) and 48.36 = 10.83 mg / mL
(Asphodelus tenuifolius). The TEAC values of FRAP test was a highly superior for the
acetone (ACT) fraction (Marrubium deserti : 209.66 + 0.26 mg Equivalent Trolox/g dry
residue and Asphodelus tenuifolius: 64.20 + 2.96 mg Trolox Equivalent/g dry residue).

Key words:
Phenolic, flavonoids, antioxidant activityy, DDPH, FRAP, Asphodelus tenuifoliius,

Marrubium deserti
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Introduction

L’Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans
les régions cétieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes, on y trouve plus de 3000 espéces végétales. (Duraffourd et al., 1997).

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré I’important développement
de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre
de maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports
de la médecine traditionnelle & base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques
de nos ancétres (EL Rhaffari et Zaid, 2004).

En effet, les plantes possedent des milliers de substances actives a I'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,...) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,
distillation,....), permettre l'isolation du principe actif pour I’utiliser en pharmacie. Ces
remédes naturels sont bien souvent trés efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus
que beaucoup de médicaments de synthéese, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques
pour I'organisme lorsqu'ils sont mal utilises (Duraffourd et al., 1997). De multiples études,
certes dispersées, portent sur la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les
composes phénoliques, les huiles essentielles, qui ont des intéréts multiples mis en faveur de
I’industrie agroalimentaire (additifs, colorants, arémes, agents de conservation) et
pharmaceutique, malheureusement I’exploitation et la valorisation de ces ressources
naturelles reste trés limitée et trés artisanale.

Toutefois, I’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydantes
demeure une tache tres intéressante et utile en particulier pour les plantes d’une utilisation
rare ou moins fréquente ou non connues dans la médecine.

C’est dans cette optique que notre etude a été scindée en trois parties :

La premiére partie, est une synthése bibliographique qui résume les principales
caractéristiques des deux especes sélectionnées appartenant a la famille de lamiacées,
Marrubium deserti et la famille des liliacées Asphodelus tenuifolius des effets thérapeutiques

de chacune d’elles, et des substances actives vegétales.
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La deuxiéme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a :

>  Extraction et dosage des phénols totaux et des flavonoides.
»  L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits phénolique

Dans la troisieme partie, nous discutons les résultats obtenus lors de cette étude

Et enfin, notre travail est achevé par une conclusion et des perspectives.
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1. La phytothérapie et les plantes medicinales
1.1. Definition de la phytothérapie
Traitement ou prévention des maladies par I'usage des plantes, la phytothérapie fait
partie des médecines paralléles ou des médecines douces.
1.2. Différents types de la phytothérapie

» Aromathérapie :

C’est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles essentielles,
substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces huiles sont des

produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

> Gemmothérapie :

Se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les
bourgeons et lesradicelles.

> Herboristerie :

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante entiére, soit
une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples,
le plus souvent & base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi

sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante seche que le sujet avale.

» Phytothérapie pharmaceutigue:

Utilise des produits d'origines végetales obtenus par extraction et qui sont dilués dans
de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont doses en quantités suffisantes pour
avoir une action soutenue et rapide. Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de
gélules, de lyophilisats (Strang, 2006).

1.3. 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 derniéres
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.
Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux

infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux
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médicaments et leur résistent de plus en plus .La phytothérapie qui repose sur des remédes
naturels est bien acceptée par I'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 l'arthrite (Iserinet al., 2001).

1.4. Les plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante qui
est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés medicamenteuses
(Farnsworth et al., 1986). Environ 35 000 espéces de plantes sont employees par le monde
a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les
étres humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).

1.5. Importance des plantes entiéres

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes,
depuis XVIlleme siécle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler les
substances chimiques gu'elles contiennent. 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.

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 (Bruneton, 2009; Iserin et al., 2001).

1.6. Intérét de I'étude des plantes médicinales

La plupart des especes végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur I'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine
classique qu'en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments
sont souvent dépourvus. La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux
proviennent de processus biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que I'essentiel
des médicaments de synthése sont des xenobiotiques aux effets secondaires tres mal

maitrisés (Iserinet al., 2001).
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2. Descriptions des plantes étudiées

2.1. Asphodelus tenuifolius

La premiére mention en frangais (1553) se trouve déja chez Rabelais car le mot n’a pas
été composé par un botaniste ; il nous vient directement des Grecs (Frangois et Sandra,
2011). Dans la Mythologie grecque entre lier au 4éme siécle avant christ I’asphodéle est
considéré comme plante infernale, ce choix n’est sans doute pas dd uniqguement a son aspect.
Dans les périodes de grande famine, les Grecs consommaient ses racines mélangées avec des
mauves et des figues. Peut-étre la considéraient-ils également comme nourriture des morts
(Murr et Baumann, 1984).

L’Asphodele est une plante annuelle appartenant a la famille des liliacées qui se
développe dans des conditions désertiques, elle est trouvée dans I’ Afrique du nord (y compris
le Sahara algérien) (Benhouhou, 2005).

2.1.1. Position systématique (Rebbas, 2003)

Reégne Planta

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones

Ordre Liliflores /liliales

Famille Liliacées

Sous-famille Lilioides

Genre Asphodelus

Espece Asphodelus tenuifolius Cav.

Figure 1 : Photo Asphodelus tenuifolius

2.1.2. Description botanique

Plante annuelle, avec des tubercules a la base, a partir de 20 a 30 cm de hauteur, les
feuilles ne sont pas attachés a une tige aérienne mais ressortent du tubercule souterrain,
souvent de 15 a 20 cm de long, légerement charnu, cylindrique, creuse au milieu, glabre et
sombre vert. Les feuilles forment une grappe circulaire a la base de la plante. L'inflorescence
est une simple grappe, allongée, groupe indéterminée avec traqué fleurs. Les petites fleurs
ont six pétales blancs. Les fruits sont de petites capsules avec des graines noires. La floraison
a lieu au début du printemps de Mars a Mai (Benhouhou, 2005).
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2.1.3. Propriétés et usages thérapeutique de I’asphodeéle

Partie utilisée : Les feuilles et les fruits sont recueillies au printemps et préparés par
macération dans de I'huile d'olive, les graines sont broyées. Les graines écrasées sont prises
par voie orale, mélangées avec du miel ou de I'huile d'olive, le liquide obtenu a partir des
feuilles macérées est utilisé a I'extérieur (voie cutanée) comme un massage. Pris pour les
rhumes et les hémorroides (semences); fébrifuge; utilisé pour les douleurs rhumatismales.
Ce petit Asphodelus est également largement utilisé a diverses fins culinaires. Les feuilles
sont soit bouillis ou cuits a I'huile, les graines sont broyées et mélangées avec de la farine
pour faire du pain, et les jeunes pousses sont ajoutés aux aliments crus pour rehausser le
godt. Cette plante est peu appréciée comme paturage. Les graines sont mélangées avec des
céréales pour faire du pain traditionnel et sont aussi consommées comme spécialités

lorsqu'il est mélange avec des dates. (Abdel-Mogib & Basaif, 2002).

2.1.4. Travaux antérieurs

Plusieurs travaux ont été effectués sur Asphodelus tenuifolius, nous citons comme

exemples:

v' Etudes comparative effectuée sur les différences morphologiques, génétiques et
biologiques entre Asphodelus tenuifolius et Asphodelus fistulosus (Rejon et al.,
1990).

v" Mise en évidence de deux nouveaux métabolites secondaires (Asphorin A et B :
triterpenes glycosides) (Safder et al., 2012).

v Evaluation in vitro de I’activité antimicrobienne des plantes médicinales vis-a-vis
d’especes microbiennes isolées cliniqguement des patients atteints de cancer de la
bouche traités (Panghal et al.,2011).

v/ Evaluation de l'activité antioxydante des plantes couramment utilisées dans le

systéeme de la médecine grec (Kalim et al.,2010).
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2.2. Marrubium deserti
2.2.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963)

Régne Planta

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement  Angiospermes

Classe Endicots

Sous-classe Astérides

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Marrubium

Espéce Marrubium deserti De Noé

Figure 2 : Photo illustrant I’espece Marrubium

deserti De Noé
2.2.2. Description botanique

C’est une espéce endémique saharienne trouvée en Algérie et au Maroc, sous forme

d’arbrisseau blanchatre trés rameux a poils laineux. Les tiges et les feuilles sont blanchatres

a pilosité apprimée tres courte.Les épis sont gréles, laches, interrompus et larges de 12-15 mm

Les fleurs rose péle en tube sont entourées par un calice vert et disposées au-dessus de chaque

paire de feuilles. C’est une plante broutée parles herbivores. Elle est commune dans le nord
du Sahara et le Sahara central, ou on la trouve sur tout dans les paturages désertiques
(Quezel et Santa, 1963).
2.2.3. Propriétés et usages thérapeutiques

Dans la médecine traditionnelle Européenne, les extraits aqueux et hydro-alcoolique
de la partie aérienne fleuris de Marrubium sp. sont employés contre le toux, comme
neurosédatif, cholérétique dans les troubles digestives et biliaires et pour ces propriétés anti-
inflammatoire et antimicrobienne (Rigano et al., 2007). Cependant, les feuilles, les rameaux
et les jeunes bourgeons de M. deserti sont utilisés en décoction, infusion et macération contre
les troubles intestinaux, les maladies respiratoires, la fiévre, la toux, la dysménorrhée, la
pigdre de scorpion et les allergies (Ould EI Hadj et al., 2003; Hammiche et Maiza, 2006).
2.2.4. Travaux antérieurs

Les especes du Marrubium sont riche en composés phénoliques, flavonoides et en
phenyethanoides mais le genre est mieux connu & produire les diterpénoides tels que le
marrubiine qui est étudié pour ces propriétés chimiques, thérapeutiques (antitumoral) et
pharmacologiques (Hennebelle et al., 2007 ; Sarikurkcu et al. , 2008).
D’autres auteur sont montré I’activité antioxydante des extraits méthanoliques et aqueux de M.deserti

(Benhamou et al., 2009 ; Djeridane et al., 2010).
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3. Les composés phénoliques

3.1. Généralité

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne
vegétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de definir amplement (Bruneton, 1993). Ils sont présents partout
dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux .Les principales sources
alimentaires sont les fruits et Iégumes, les boissons vin rouge, thé, café, jus de fruits.
(Middleton et al., 2000).

3.2. Biosynthese

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de I’acide shikimique (Figure 3). Cette voie shikimate conduit a la formation des
oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trées nombreux dérivés: acide benzoiques,

acetophénones, lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).

COOH COOH
o il HH: ‘ o
~
L
Phénylalanine Acide cinnamique
COOH mt COOH COOH COOH COOH
"N, J = ] l
l-- _,-':::'I s . R~ g | o | -! A
~F e [ oM 7 TOMe MeO” " “OMe
OH OH OH OH OH
Tvrosine Acide p-coumarique Acide caféique Acide férulique  Acide sinapique

Figure 3 : Biosynthése des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie de shikimate
(Crozier et al., 2006). PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate4-hydroxylase.

3.3. Classe des polyphénols
Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifies selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 1).

Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques.
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006)

N° de e . Structure
carbones Squelette Classification Exemple de base
7 Ce-C1 Acides phénols Acide gallique @CG{}H
‘é:‘l
8 C6-C2 Acétophénones Gallacetophénone Q DCH;
Acide 5 g
8 C6-C2 Acide phénylacétique | p- hydroxyphényl- \}—" JOH
acétique
) Acides hydroxy- . . COOH
9 C6-C3 Cinamiques Acide p- coumarique @f
Q O
9 C6-C3 Coumarines Esculitine w
)
10 Ce6-C4 Naphthoquinones Juglone z);:j
C
13 C6-C1-Co Xanthones Mangiferine w
O
rl"h
14 C6-C2-Cp Stilbénes Resveratrol @/W
15 C6-C3-Co Flavonoides Naringénine o X

3.3.1. Phénols simple 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 phyto chimie, I’emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique.

a) Phénols simples

Tels que le catéchol, guaiacol, phloro glucinol...sont plutdt rares dans la nature a
I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...).
Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois,

ont été montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).
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b) Acide phénols dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en Cg-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide
gallique et son dimere (I’acide hexa hydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des
tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline,

est tres utilisé dans le secteur pharmaceutique (Bruneton, 1993).

¢) Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en Cg-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution tres large ; les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont
peu fréquents (Bruneton, 1993).Les acides cinnamique et caféique sont des représentants
communs du groupe de dérivés phényl propaniques qui différe par son degré d’hydroxylation

et de méthoxylation (Cowan, 1999).

3.3.2. Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules sont
des structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omni présentes
dans les fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres
parties de la plante (Tsimogiannins et Oreopoulou , 2006). Actuellement, environ de 4000
composés flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage, 2003) et ont tous le méme
squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration C -C -

Ce de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-phényle chromane

(Yao et al., 2004) (Figures 4 et 5).

Figure 4 : Structure du 2-phényle chromane Figure 5 : Structure générale des flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisatiozn,sdes substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C C groupe de 3-O

et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006).

10
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En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines ;
flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ; flavanols ;
isoflavanols;flavanones;isoflavanones ; aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder et

Grinhage, 2003) (Figure 6).

\2\-\\/ R

H ) (C)
L O AT R
Al s |

OH Q

isoflavones flavanones

S

1soflavanols

|

isoflavanones flavanols

N

flavanes isoflavanes aurones

=
o
S =
=
OH

Figure 6 : Structures des squelettes de base des flavonoides (Havsteen, 2002)

3.3.3. Les anthocyanosides

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de
la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). lls sont caractérisés par I’engagement de
I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides).Leurs génines
(les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les

animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Brouillard et al., 1997 in Bahorum, 1997).

R,
OH

e [
HO ‘ Ox R,
Z OGlucose
OH

Figure 7 : Structure des anthocyanosides

11
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3.3.4. Coumarines

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C‘BC‘3 appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-a-pyrone (O Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont
substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien

combine avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin. Cowan,1999).
3.3.5. Quinones

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés
aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-
dicétocylohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motifl,2-
dicétocyclohexa-3,5- diénique (ortho-quinones) (Bruneton,1993). Elles sont ubiquitaire
dans la nature, principalement dans le régne végétal et sont fortement réactifs (Cowan,1999)
3.3.6. Stilbénes

Les membres de cette famille possédent la structure Cg-C2-Ce comme les flavonoides,
ce sont des phyto alexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbénes

sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).
3.3.7. Lignanes

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités phényl
propaniques (Ce-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de composes

ont été isolés dans environ soixante-dix familles.

3.3.8. Tannins

Cette classe désigne le nom général des criptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et

d’autres proteines (Haslam,1996 ;Cowan,1999) On distingue deux groupes de tannins
différents par leur structure et par leur origine biogénétique :

a) Tannins hydrolysables :

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol.
Le sucre est trés généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit I’acide gallique dans le
cas des gallo-tannins soit I’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés
ellagitannins (Figure 8) (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

12
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HO oH

A B

Figure 8 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B)

b) Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols :

Qui se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas
de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. 1l s’agit des
polymeres flavaniques constitués d’uniteé de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone- carbone. Les proanthocyanidol sont €té isolés ou identifiés dans tous les groupes

végétaux, Gymnospermes et Fougéres (Bruneton, 1999).

3.4. Propriétés biologique des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides
en particulier sont tres poussees en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme
les activités antiallergique ,anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépato protective,

antimicrobienne , antivirale ,antibactérienne, anticarcinogénique anti-thrombotique,

cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al.,2000;Ksouri et al.,2007).

Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox
en jouant un réle important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux

libres, piégeage de I’oxygéne, ou decomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).
Les effets bénéfiques des polyphénols intéres sont particulierement deux domaines :

la phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Leong et Shui, 2002).

Dans I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application
pratique en luttant contre la production des radicaux libres nefastes dans la santé et la beauté

de santé de la peau. (Hennebelle et al., 2004).
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3.4.1. Les anthocyanes

Sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire, mais aussi comme
diuretiques, voire méme antiseptiques urinaires. Leur plus grande spécificite reste cependant

leur proprieté d’améliorer la vision (Hennebelle et al., 2004).

Présente comme des couleurs brilles dans les fruits et les Iéegumes, les anthocyanidine
sont montré leur effet inhibiteur de la croissance des lignées cellulaires humaines (Zhang et
al., 2005).

3.4.2. Lestanins

I1s sont considérés comme des anti-nutriments grace aux divers effets nuisibles a savoir
la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les
dommages du foie (Chung et al., 1998).

Les tannins catéchiques du thé vert : gallate d’épicatéchine, gallate d’épigallocatéchine
et I’épicatéchine sont des puissants extracteurs des radicaux libres (Rahman et al., 2006 ) ,
ils inhibent les ions Cu?* qui catalysent I’oxydation des lipoprotéines dans les macrophages
in vitro (Yoshida et al., 1999).

3.4.3. Les coumarines

Sont utilisées pour leurs propriétés vasculo-protectrices, neuro-sédatives, diurétiques,
stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). lls ont la capacité de capter les
radicaux hydroxy les superoxydes, et peroxydes. lls préviennent également la peroxydation

des lipides membranaires (Anderson et al., 1996).

3.4.4. Les acides phénols et ces dérivés

Sont considerés comme responsables de I’activité cholérétique de I’artichaut et les
propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés salicylés (Hennebelle et al.,
2004). Les composes possedant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont I’acide
caféique, I’acide gallique et I’acide chlorogénique (Bossokpi, 2002). Pour I’acide caféique,
il se montre tres efficace contre les virus, bactéries et champignons (Cowan, 1999). Alors,
I’acide gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon
chez les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments
anticancéreux tels la cis platine peut étre un traitement efficace pour ce type de cancer
(Kawada et al., 2001 in Rangkadilok et al., 2007).
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4. Le stress oxydatif
4.1. Définition

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des Especes Réactives de
I’Oxygéne (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).

4.2. Origine du stress

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour I'organisme a dose raisonnable .Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la
balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par
déficit en antioxydants ou par suite d'une sur production énorme de radicaux, lI'excés de ces

radicaux est appelé «stress oxydant» (Favier, 2003).

4.3. Les radicaux libres

4.3.1. Définition

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 Especes Réactives de I'Oxygene (Figure 9)
(Favier, 2003).

L appellation “dérivés réactifs de I’oxygene” n’est pas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres de I’oxygene proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygéneés réactifs

non radicalaires dont la toxicité est importante tel peroxyde d’hydrogene (H202), peroxy
nitrite (ONOO") (Novelli, 1997).

4.3.2. Principaux radicaux libres

L’anion super oxyde: la molécule d'oxygene, mise en présence d'une quantité d’énergie

suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi I'anion superoxyde. Cet

anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions.
0, +e” - 05

Le radical hydroxyle : (OH*) Il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et joue un

role initiateur dans lI'auto-oxydation lipidique.
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Le radical peroxyde (ROQO?®)

L'oxygéne singlet (O2°*) forme « excitée » de I'oxygéne moléculaire, est souvent assimilé a

un radical libre en raison de sa forte réactivité (Hadi, 2004).

4.3.3. Origine des radicaux

IIs sont produits par divers mécanismes physiologiques (Figure 9) afin de détruire des
bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler
des fonctions cellulaires létal est-elle la mort cellulaire programmée ou apoptose (Favier,
2003).

Toutefois, au contact entre l'oxygene et certaines proteéines du systéme de la
respiration, une production d'anions super oxydes se produit lors du fonctionnement de la
chaine respiratoire mitochondriale.

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

L'ingestion d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers

mécanismes, également des antibiotiques, des anticancéreux (Hadi, 2004).

4.3.4. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes des molécules
biologiques : oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides.

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiee
de l'attaque par le radical hydroxyle, réaction appelée peroxydation lipidique. Les
conséquences seront différentes : I'attaque des lipides circulant s’aboutissant a la formation
de LDL oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépét lipidique de la plaque
d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'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 mutagéne sou l'arrét des réplications de
I’ADN. Il sagissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN-protéine sou
des ruptures de brins (Hadi, 2004). lls inhibent la sécrétion d’insuline (Krippeit-Drews et
al., 1994), modifient les structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines (Pincemail
etal., 1999).
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Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de
traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H.O> et OH*, qui entraineront la coupure
de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénoméne de
glycosoxydation est nifaste chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs

parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

oyl
‘o, Io, . HO,
Cayginr vinpuled Cxygine Superoxyde dpdrogine
Cyeles redox Elsmemess TapELopertxidase
NADPH ox
mitochondzie Fe* vy
NO' 0, HOC]
Feh+
Moneoydr d'sete Arien sepervde
ONOO » [OH

vl

Nitration des. Activation Oxydetion Pun:,ﬁﬁm Oxydation de
protéines descasendes  des protéines I'ADN
de kinaseg

Figure 9 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et Especes réactives de I’oxygene impliqué en
biologie (Favier, 2003)

4.4. Les antioxydants
4.4.1. Définition

Un antioxydant est defini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003), ce sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004).

La raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que I'oxygene
est un élément potentiellement toxique puis qu'il peut étre transformé en formes plus
réactives telles que le superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne, lI'oxygene singulet et les
radicaux hydroxyle ,collectivement connus sous le nom d'oxygene actif (Boyd et al., 2003).
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Ils agissent en formant des produits finis non radicaux, d’autres en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’autres
antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de I’oxygéne singlet pour la transformer en
chaleur. D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre
substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. En méme temps, les
antioxydants arrétent la réaction, la plupart du temps parce que la structure des antioxydants
est relativement stable (Vansant, 2004).

D'un point de vue biologique les composés antioxydants peuvent protéger les
systémes cellulaires des effets des processus potentiellement nocifs qui causent I'oxydation
excessive, ils sont la stratégie préventive la plus prometteuse contre la formation des
cataractes (Hale, 2003).

4.4.2. Les antioxydants endogenes

Les défenses antioxydantes de I’organisme peuvent se diviser en :

¢+ Un systeme de défense primaire: composé d’enzymes et de substances antioxydantes

v" le superoxyde dismutase (SOD): diminue la durée de vie de I’anion superoxyde 02_

v’ La catalase: transforme le peroxyde d’hydrogéne(H202)en simple molécule d’eau

v La glutathion peroxydase (GPx): détruit le peroxyde d’hydrogéne et les peroxydes
lipidiques.

v Les molécules piégeurs: le glutathion réduit (GSH), I’acide urique, les protéines a
groupement thiols, ubiquinone, ... etc.

s Un_ systeme de défense secondaire: composé d’enzymes protéolytiques, des

phospholipases, des ADN endonuclease et ligase, des macroxy protéinases (Pincemail
et al., 1998).

4.4.3. Les antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in-vivo ont été proposé. Elles
incluent le béta caroténe, I'albumine, I'acide urique, les cestrogénes, les polyamines, les
flavonoides, l'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E ... etc. Elles
peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles sont également une

capacité de lier les acides gras libres (Svoboda et Hampson, 1999).
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La vitamine E est un antioxydant important qui protége les cellules contre les
dommages associés aux radicaux libres et par conséquent, prolonge la vie cellulaire tout en
ralentissant le processus de vieillissement (Maydani, 2000a) et la diminution de
I’athérosclérose (Maydani, 2000b). La vitamine E joue un réle important dans I'agrégation
de la p-amyloide, d‘ailleurs, les données cliniques ont prouvé que les patients d'Alzheimer
obtiennent des savantages remarquables au traitement par la vitamine E (Pieroni et al., 2002).
Il a été determiné que la vitamine E naturelle, semble étre deux fois plus biodisponible que
la vitamine E synthétique (Burton et al., 1998).La vitamine E est rencontree surtout dans

les huiles végeétales, les noix et les germes de diverses graines (Vansant, 2004).

Les Caroténoides sont une classe de composés phytochimiques trés importante,
trouvés dans les légumes et fruits, également dans le lait, empéchent les dommages
génetiques, protegent contre les dommages oxydants en augmentant le métabolisme de
désintoxication, empéchent I’expression des oncogénes, augmentent [I’activité de
communication des gap jonctions. Leur structure polyene leur permet d’absorber la lumiéere
et de neutraliser I’oxygene singulet de cette chaine polyéne, par mécanisme d’addition, permet
I”incorporation des especes réactives ou radicaux libres et de ce fait ralentir leur propagation,
les caroténoides sont impliqués dans la prévention de nombreux types de cancer; cancer de

la prostate; cancer du poumon (Hale, 2003).

La vitamine C est largement répandue dans les fruits (Vansant, 2004), L’influence
sur les dégats protéique sa été examinée dans des études d’apports de suppléments,
principalement sur des modeles de rats et il y a eu quelques essais chez I’lhomme . L’apport
de suppléments de vitamine C prévient également des dégats oxydatifs sur les protéines
induits par la fumée de cigarettes (Panda et al., 1999 ). Des études animales avec du p-
caroténe (Sarkar et al., 1995 ) et de I’acide-lipoique (Cakatay et al., 2000) ont aussi

démontré qu’ils empéchaient les degats protéiques.

L’acide alphalipoique lorsqu’il fut isolé il’ya cinquante ans, I’acide alphalipoique fut
identifié comme vitamine. Il a depuis été reclassé comme antioxydant et peut piéger les
radicaux libres aux niveaux intracellulaire et extracellulaire. Du fait qu’il est aussi bien
liposoluble qu’hydrosoluble, il peut accéder a toutes les parties de nos cellules (Packer
,1995) .L’acide lipoique réduit la glycation et favorise le transfert du glucose sanguin aux
cellules par 1" insuline (Kahler et al., 1993).
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4.4.4. Méthodes d'évaluation des propriétés anti oxydantes in vitro

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité anti oxydante des aliments
et les systemes biologiques (Ali et al., 2008; Scherer et Godoy, 2009). Elles peuvent étre
classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogéne,
soit par le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang et al., 2005).

Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la peroxydation
lipidique en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette
propriété est exprimee par la mesure du degré d’inhibition de I’oxydation (Sanchez-Moreno
et Larrauri, 1998).

Alors, lgs méthodes du deuxiéme groupe sont celles qui interviennent dans la mesure

de I’habilité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du peroxyde
d’hydrogéne (H20.), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (‘OH), des anions

superoxyde (O7), du peroxyle (ROO") Et de I’oxyde nitrique (NO*) (Sanchez-Moreno,
2002).

Parmi ces techniques, nous citons :

v la méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand Williams et
al., 1995)

v' la méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) (Benzie et
Strain, 1996)

v la méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne) (Cao et al.,
1993)

v'laméthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6sulphonate) ou TEAC
(Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Miller et al., 1993)

v" la méthode de DMPD (Balayage du radical cation N,N-dimethyl-phenyle ne
diamine) (Li et al., 1994)

v la méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux) (Winston et al.,
1998)

v'la méthode TRAP (Parameétre du piégeage du radical total) (Wayner et al., 1985)

<

la méthode photochémiluminescence (PCL) (Popov et al., 1987)
v la méthode d'hémolyse (Charfi, 1995)
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1. Objectif

Ce travail a été realisé au sein de laboratoire de Biochimie, département de Biologie
Université de Laghouat.

Le présent travail a pour objectif d’évaluer I’activité anti-radicalaire/anti-oxydante des
composés phénoliques de deux plantes médicinale saharienne « Asphodelus tenuifolius » et
« Marrubium deserti » par le biais de deux méthodes : piégeage de radicaux libre DPPH" et
la réduction de fer (FRAP).

Les matériels et les méthodes expérimentales utilisés dans ces travails, sont décrits

comme sulit.
2. Matériel végétal
2.1. Origine géographique et période de récolte des plantes

Les especes sélectionnées ont été récoltées dans la région d’El Jaoua, de la commune
d’El Atteuf wilaya de Ghardaia (tableau 2), durant le mois d’Avril 2014.

Ces deux especes sont tres utilisées par la population locale. Leurs propriétés
thérapeutiques et pharmaceutiques n’ont pas donné lieu a d’importantes recherches
scientifiques.

Tableau 2 : Situation géographique des stations de récolte

Région Latitude Longitude Etage bioclimatique
Ghardaria (EI o Ay A o A1y e .
Atteu) 32°28°39” N 3°44’ 52" E Aride

2.2. ldentification botanique

Les deux espéces ont été identifiées par le Dr. Saridi Abdelkader botaniste au niveau du

département de biologie université Amar Telidj Laghouat (Algérie).

ALGIERS Annaba,
Oran, - Bida’ oo °
Tiamcen™~ Sidi Bel Abbbs  Constanting
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Figure 10 : Situation géographique de station d’étude
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3. Produit chimique utilisée

Hexane, Dichlorométhane (DCM), Acétate d'éthyle, Acétone, Méthanol, Folin-
Ciocalteu, Carbonate de sodium (Na2COs), Trichlorure d’aluminium (AICls), Acide

gallique, Quércetine.

4. Extraction des composés phénoliques
4.1. Préparation des échantillons

Les plantes récolées et triées sont séchées a I’air libre, a ’ombre et a température

ambiante pendant plusieurs jours, puis broyées au mortier.

4.2. Préparation des extraits

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques contenues
dans les parties aériennes de la plante en utilisant des solvants organiques qui accélérent et
augmentent le rendement d’extraction.

Pour une bonne démarche et une manipulation plus aisée, nous avons choisi des lettres
pour nommer les deux plantes étudiées d’ou : « AT » signifié I'espece Asphodele et « MD »
signifie Maruubium desertie.

La méthode d’extraction est effectuée comme décrite dans les travaux de Diallo et al.
(2004). Le protocole consiste a des macérations successives dans quatre solvants a polarité
croissante a suivre : Hexane, Dichlorométhane, Acétate d’éthyle et Acétone.

» Macération par I’hexane (HEX)

Maceration de 10g de chaque plante broyée (AT et MD séparément) dans de 100ml de
solvant organique (Hexane), cette macération est répétée 2 fois en renouvelant le solvant
chaque 24 heures, puis filtrées et évaporé a I’aide d’un rota-vapeur a 45°C. La phase

résiduelle obtenue subit une solubilisation dans le méthanol pour I’obtention de I'extrait HEX

» L’extraction par Dichlorométhane (DCM)

Le résidu de la plante a pres le séchage macérés deux fois avec 100 ml DCM, avec
renouvellement le solvant chaque 24 heures puis filtrées et évaporé a I’aide d’un rota-vapeur
a 45°C. La phase résiduelle obtenue subit une solubilisation dans le méthanol pour
I’obtention de 1'extrait DCM.
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» L’extraction au I’acétate d’éthyle (AcET)

Le résidu de la plante a pres le séchage macérés deux fois avec 100 ml de I’acétate
d’éthyle, avec renouvellement le solvant chaque 24 heures puis filtrées et évapore a I’aide
d’un rota-vapeur a 45°C. La phase résiduelle obtenue subit une solubilisation dans le

méthanol pour I’obtention de I'extrait ACET.
» L’extraction par I’acétone (ACT)

Le résidu de la plante a pres le séchage macérés deux fois avec 100 ml de I’acétone,
avec renouvellement le solvant chaque 24 heures puis filtrées et évaporé a I’aide d’un rota-
vapeur a 45°C. La phase résiduelle obtenue subit une solubilisation dans le méthanol pour
I’obtention de | ACT.

10g./ 100ml (hexane) 2 foiz 48heurs

e

s
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v
100ml (acétone) 2fois 48heurs

Figure 11 : Protocol expérimental exprime les démarches d’extraction des composes phénoliques
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4.3. Calcul du rendement

Le pourcentage en extrait bruts sec méthanoliques a été calculé par la formule
suivante :
R % = (m/mo)x100

R % : Rendement exprimé en %.
m : Masse en gramme de I’extrait sec résultant
mO0 : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

5.  Méthodes de dosage des composés phénolique
5.1. Dosage des polyphénols totaux

Tout le contenu phénolique dans l'extrait brut des extraits a été déterminé par
spectrophotometre au biais de la méthode Foline-Ciocalteu, rapportée dans Slinkard and
Singleton (1977), le réactif est formé d’acide phospho-tungestique H3sPW12040 et d’acide
phospho-molybdique HsPM12040, qui sont réduits lors de I’oxydation des phénols en oxydes
bleus de tungsténe (WsO23) et de molybdéne (Giner-Chavez, 1996).

Mode opératoire

Quarante microlitre pour chaque solution des extraits (AT, MD) et 2,16 ml d’eau
distillée sont ajouté a 200uL de réactif de Folin-ciocalteu, aprés 3min d’incubation, 600uL
de la solution Na,COs3 (20%) est ajouté ; la solution final est incubée pendant 30min a 40°C.
L’absorbance a été déterminé a A = 765 nm contre le blanc (40uL MeOH).

La courbe d’étalonnage
Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique
de concentrations allant de 0,25 g/L jusqu’a 1 g/L.

5.2. Dosage des flavonoides

Le contenu en flavonoides a été déterminé en adoptant le procédé modifié, décrit par
Djeridane et al. (2006). Le mélange s'est composé de 20uL de 1'échantillon, 30uL de MeOH,
un millilitre de "AICI3" préparé dans le MeOH et 0,95 ml d’eau distillée, le tout a été incube

pendant une heure a I’obscurité. L’absorbance a été¢ mesure a A = 420 nm.

La courbe d’étalonnage

La Quercétine a été utilisée comme étalon pour tracer la courbe d’étalonnage. Une
solution mere de concentration 0,5 g/L préparé dans le MeOH a été diluée pour obtenir des
solutions filles de concentrations différentes varient entre 0,01 g/L et 0,5 g/L.
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6. Evaluation de I’activité antioxydant
6.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

Pour évaluer I’activité antioxydante, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2
diphényl- 1-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno et al., (1998).
Dans ce test les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un composé
jaune (figure 20) dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité
des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons.

DPPH*(Ox) + Antioxidant (Red) — DPPH (Red) + Antioxidant* (Ox) (Rolland, 2004)

INOQ Q .l‘\i’_‘. 5 ;

O,N N—N M,, O,N- NN
Ya 't - Q)
vor ¢

Figure 12 : Réduction du radical libre DPPH (Molyneux, 2004)

Mode opératoire

Cinquante microlitres de chaque solution méthanoliques des extraits a différentes
concentrations ou de standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution
méthanoliques du DPPH (0,0025¢/l). En parallele, un controle négatif est préparé en
mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH. La lecture
de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517nm apres
30 minutes d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante. Le contréle positif est
représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont I’absorbance

a été mesure dans les mémes conditions que les échantillons.

Expression des résultats

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante

vy ey Ac - Ae
%Inhibition = [A—] x 100
Cc

A c : Absorbance du contrble
A e : Absorbance de I’échantillon testé

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures obtenues.
Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur EC50 qui est la concentration du substrat
qui cause la perte de 50% de I’activité du DPPH (Samarth et al., 2008).
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6.2. Méthode de réduction du fer « FRAP » (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe3+) présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet le Fe®*
participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du
milieu réactionnel est déterminée a 750 nm. Une augmentation de I’absorbance correspond

a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Berker et al., 2007).

Mode opératoire

400 pl de Pextrait a différentes concentrations est mélangé avec 1ml de l'acide
chlorhydrique HCI (1M) et 200 pl de SDS (1%) et 300 pl d’une solution de ferricyanure de
potassium KsFe(CN)s (1%.), L’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 20
minutes puis refroidi a tempeérature ambiante. 200 ul d’une solution de chlorure ferrique
FeCls (0,1%) a éte ajouté au mélange réactionnel. La lecture de I’absorbance du milieu
réactionnel se fait a 750nm a I’aide de spectrophotomeétre UV-Vis contre, un blanc
semblablement préparé, en remplacant I’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil.
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Chapitre 1l : Résultats et Discussion

1. Reésultats du rendement d’extraction

Dans notre travail, nous nous intéressons aux procédés d’extraction a partir d’un systeme
solide (la partie aérienne de la plante).

Les résultats du pourcentage en extraits bruts sec ainsi les couleurs et aspects sont consignés

dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Rendement en extraction des composé phénolique de et (AT) et (MD)

Rendement %

Les extraits MD AT Aspect est couleur
Hexane (HEX) 3,59 2,59 Marron visqueux
Dichlorométhane (DCM) 4,49 2,36 Vert visqueux
Acétate d’éthyle (AcET) 1,25 0,43 Vert visqueux
Acétone (ACT) 0,65 0,57 Vert visqueux

Sachant que la procédure de I’extraction appliquée pour les deux plantes est effectuée
dans les mémes conditions experimentales, les résultats obtenus montrent des rendements
d’extraction variables. En effet, les taux d’extraction les plus élevés correspondent a ceux de
I’extrait HEX et DCM de I’espéce "MD" (4,49 % et 3,59% respectivement), et méme
I’extrait HEX et DCM de I’espéce "AT" (2.59 % et 2, 36 % respectivement), tandis que le
taux le plus faible de I’extrait ACET et ACT est celui de I’espéce "MD" (1,25 % et 0,65%
respectivement) et I’extrait de I’espéce "AT" (0.43% et 0,57 % respectivement). Cette
différence pourrait étre due principalement a la richesse ou la pauvreté de la plante en
composés solubles dans les solvants utilisés ou bien a la taille des particules de la poudre

vegétale (Vermerris et Nicholson, 2006).

2. Résultats de dosages des composés phénoliques
2.1. Teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des espéces étudiees ont été déterminées en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu, ce dernier forme un complexe rédox avec I’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et I’acide phosphomolybdique (H3zPMO12040) lors de
I’oxydation des phénols.

Malgré la sensibilité et la simplicité de la méthode Folin, elle n'est pas spéecifique des
polyphénols. En effet, le réactif peut réagir avec des protéines, des sucres réducteurs, l'acide

ascorbique et des composés soufrés (Singleton et al., 1999).
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Une étude comparative en phénols totaux a été faite grdce a une courbe d’étalonnage

(figure 13), réalisée avec un extrait d’acide gallique a différentes concentrations

1,0

y =1,1268 x
084 r?=0,998

0,6

0,4 1

Absorbance a 765 nm

0,2

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

[ Acide Gallique ] (mg/mL)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (mg/ml)

Les teneurs en phénols totaux mesurés a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteu varient de 52,14
a 106,05 mg EAG/g de la plante "MD" et 14,16 & 98,51 mg EAG/Q) de la plante "AT". Les
teneurs en polyphénols totaux de différents extraits sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Teneur en polyphénols totaux de deux plantes

Polyphénols totaux (mg EAG/g résidu sec)

MD AT
Extraits
Hexane (HEX) 52,14 £ 5,46 14,16 £ 2,82
Dichlorométhane (DCM) 46,90 + 4,83 18,10+ 1,63
Acétate d’éthyle (ACET) 32,66 £ 5,77 50,45 + 3,07
Acétone (ACT) 106,05+ 12,17 98,51 + 3,64

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a
autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :
v Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,

agressions et maladies...etc. (Ebrahimi et al., 2008).
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v' Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de
la plante (Miliauskas et al., 2004).

v' La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également

influencer I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).

2.2. Teneur des flavonoides

Des dosages spectrophotométre ont été effectues par la méthode d’AICI 3a partir des

extraits bruts des deux plantes afin de déterminer la teneur totale des flavonoides. Pour cette

objectif, une courbe d’étalonnage réalisée par la quercetin a été tracée (figure 14). Les

résultats des teneurs en flavonoides totaux sont représentés dans le tableau 5.

0,4

0,3 A

0,2

Absorbance a 420 nm

0,1

y =7,1936 x
r?=0,999

0,0
0,00

0,01

0,02 0,03

0,04 0,05 0,06

[ Quercitine ] (mg/mL)

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la quercetin (mg/ml)

Tableau 5 : Teneur en flavonoides totaux de deux plantes (MD) et (AT)

Flavonoides (mg EQ/g résidu sec)

MD AT
Extraits
Hexane (HEX) 0,47 £0,12 0,23 £ 0,09
Dichlorométhane (DCM) 0,98+0,18 0,22 £ 0,07
Acétate d’éthyle (ACET) 0,73+0,64 2,22+1,29
Acétone (ACT) 4,73 +£0,38 1,87 £ 0,00

Les resultats indiquent que "MD" présente la teneur la plus élevee en flavonoides qui

est de 4,73 £ 0,38 mg EQ/g d’extrait en le comparant avec I’espéce "AT" dont sont extrait
contient 2,50 + 0,029 mg EQ/g de résidus sec.

31



Chapitre 1l : Résultats et Discussion

Ces analyses sont similaires en moyenne a celles trouvées par Miliauskas et al. (2004)
dont les valeurs sont comprises entre 1,4 - 5,7 mg EQ/g d’extrait pour les especes de la sauge.
Ainsi les résultats de Madi (2010) montrent une teneur en flavonoides de 1,7 + 0,001 mg

EQ/qg d’extrait qui est aussi une valeur proche a celle exprimée dans nos résultats.

D’autre part nos résultats de la teneur de I’asphodéle en flavonoides (5,42 + 0,88) sont
inférieurs a ceux trouvé par Mehar et al. (2010) qui sont de I’ordre de 11,98 £ 0,74.

De méme une faible corrélation (R> = 0,728) est observée entre le contenu
polyphénolique et flavonoides (figure 15). C’est le cas des extraits de nos plantes étudiées
qui sont riches en phénols totaux, mais ils ne présentent pas la teneur la plus élevée en
flavonoides. Ces mémes résultats sont obtenus par Madi (2010), lors d’une étude effectuée
sur les especes de la famille des lamiacées, ainsi que les résultats de Miliauskas et al.,

(2004). Ce phénomene peut étre di aux méthodes analytiques utilisees.

2,5
y =0,0281x + 0,0386 °
2 R2=0,728
. .
%’ 1,5
‘S
[=]
o
&
=1
"
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0 10 20 30 40 50 60 70 80

Polyphénol totaux

Figure 15 : Représentation graphique présente la corrélation entre les polyphénols totaux et les flavonoides
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3. Résultats du pouvoir antioxydants
3.1. Test DPPH*

L activité antioxydant des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH" a été évaluée
par spectrophotometre en suivant la reduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

La figure 16 regroupe les résultats du pouvoir antioxydants des quatre extraits de deux
plantess MD et AT (pourcentage d’inhibition de radical DPPH" en fonction de la

concentration des échantillons de plante), par la méthode de piégeage du radical libre DPPH".

Les valeurs d’ECso (concentration efficace pour réduire 50% des radicaux libre de
DPPH*) ont été déterminées pour nos extraits a partir des représentations graphiques
(figure 16). De méme, on a calculé I’ECso des antioxydants de référence (Trolox, Vitamine

C et BHA) a fin de les comparer avec nos extraits (figure 17).
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ACET - AT
ACT - MD
ACT - AT
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Figure 16 : Courbes représentes le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations des
extraits de plantes (MD et AT)
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Pourcentage d'inhibition %
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Les valeurs calculées d’ECso en (ug/ml) pour les différents extraits des échantillons

(MD et AT) et les standards (antioxydant de référence), sont regroupés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Les valeurs EC50 du test DPPH des extraits de plante (MD et AT)

Valeurs de I’ECso (ng/mL)

MD AT

Extraits

Hexane (HEX) 68,36 £ 6,27 >1000

Dichlorométhane (DCM) 103,38 £ 15,57 >1000

Acétate d’éthyle (AcET) 163,52 + 22,27 118,25+ 17,78

Acétone (ACT) 34,53+0,71 48,36 + 10,83
Standards

Trolox 1,85+0,12

Vitamine C 3,77+0,17

BHA 3,17+0,13

Toutes les extraits testees (HEX), (DCM), (AcET) et (ACT) ont été provoqué une

diminution importante de I’absorbance a 517 selon leur concentrations.

De maniére générale, il ressort que les valeurs de I’ECso des extraits phénoliques HEX,
DCM, AcCET et ACT des deux plantes (MD) et (AT) et les antioxydants de référence se

présentent dans I’ordre suivant (figure 18) :

Trolox < BHA < Vit. C < MD (ACT)< AT (ACT)< MD (HEX)< MD (DCM)< AT (ACET)< MD
(ACET) <AT (HEX, DCM)

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

EC50 (pg/mL)

Figure 18 : Classement croissant des valeurs EC50 (Extraits et Standards)
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3.2. Test FRAP (Ferric Reducing Ability Antioxidant)

L activité antioxydante des extraits des plantes étudiées a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP (Ferric Reducing Ability Antioxidant). Le pouvoir réducteur d’un extrait
est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a été développée pour mesurer la
capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*) présent dans le complexe
KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet le Fe3* participe a la formation du radical hydroxyle
par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 750 nm. Une
augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (figure 19).
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Figure 19 : Courbe représentes I’activité antioxydante par test FRAP(I’absorbance des
extraits de plante (MD et AT) en fonction de leurs concentrations)

Les valeurs de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant capacity) ont été déterminées
pour nos extraits a partir des representations graphiques (figure 19). Les valeurs de TEAC

sont regroupées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Les valeurs TEAC du test FRAP des extraits de plante (MD et AT)

TEAC (mg Equivalent Trolox/g résidu sec)

MD AT
Extrait
Dichlorométhane (DCM) 67,24 + 4,27 20,71+ 0,45
Acétate d’éthyle (AcET) 52,12 + 0,01 65,57 £ 0,78
Acétone (ACT) 209,66 + 0,26 64,20 + 2,96
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3.3. Discussion

On constate que la fraction d’acétone (ACT) de I’échantillon (MD) et (AT) a présenté
une activité plus élevé que celles des autres fractions, dont les valeurs d'ECso (DPPH) sont
34,53 £ 0,71 pg/mL (MD) et 48,36 + 10,83 pg/mL (AT)

En revanche, le test FRAP réveéle des valeurs de TEAC hautement supérieur pour la
fraction d’acétone (ACT) de I’échantillon (MD) (209,66 + 0,26 mg Equivalent Trolox/g
résidus sec) que la fraction d’acétone de I’échantillon (AT) (64,20 + 2,96 mg Equivalent

Trolox/g résidus sec).

Cette activité pourrait étre liée a sa richesse en polyphénols totaux (106,05 + 12,17 mg
EAG/g de résidu sec).

Ces résultats s’expliquerait non seulement par la richesse des extraits en polyphénols,
mais aussi par la nature de leurs composés phénoliques hydrosolubles (flavonoides ; notre
cas 4,73 + 0,38 mEQ/g de résidus sec de I’échantillon (MD)) qui sont caractérisés par des
groupements hydroxyles fortement impliqués dans I’activité anti-radicalaire (Robards et
al., 1999).

D’aprés Molyneux, 2004 ; les valeurs ECsg sont inversement proportionnelles a I’effet
inhibiteur des radicaux libres dont les valeurs petites indiquent un potentiel anti-radicalaire

important.

Selon Turkmen et al., 2007, les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces
d'’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. Les autres
composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négliges, par ce que la synergie entre
les différents produits chimiques devrait étre prise en considération dans l'activité biologique
(Bourgou et al., 2008).

Nous avons trouvé une corrélation moyenne (R? = 0,797) entre le pouvoir antioxydant
exprime par la valeur de Log [ECso] et la teneur en phénols totaux (figure 20), par contre
nous n’avons pas trouvé une bonne corrélation (R? = 0.412) entre I’activité antioxydante et

la teneur en flavonoide (figure 21).

Présence de composés phénoliques dans les extraits végétaux contribue de maniere

significative a leur potentiel d'activité anti-oxydante. La corrélation entre les composes
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phénoliques et l'activité antioxydante a été décrite dans de nombreuses études (Anesini et
al., 2008 ; Pasko et al., 2009).

Cependant, certain auteur suggere qu’il n y a pas de relation entre la teneur en phénols
totaux et les valeurs de I’efficacité anti-radicalaire, et que cette activité n’est pas limité aux
composés phénoliques, elle peut étre due a la présence d’autres antioxydant des métabolites
secondaires, comme les lignanes, les alcaloides, les terpénes, les caroténoides et les
vitamines (acide ascorbique) (Javanmardi et al., 2003).
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Figure 20 : Représentation graphique présente la corrélation entre les polyphénols totaux
et les valeurs de Log [EC50]
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Figure 21 : Représentation graphique présente la corrélation entre les flavonoides et les
valeurs de Log [EC50]
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La connaissance et I’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est tres accentuée dans
ces dernieres années grace aux thérapeuties qu’elles procurent. Cette diversité en
propriétés biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une
gamme extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement
comme des agents chimique contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi

comme des agents médicinaux tels que les antioxydants.

L’objectif primordial assigné par cette étude englobe le méme contexte afin d’évaluer
les propriétés antioxydantes des plantes médicinales et sahariennes qui poussent dans des
conditions biotiques et abiotiques stressantes. Rappelant que, I’aridité du milieu saharien par
rapport aux autres endroits biologiques a développé des modifications non seulement au

niveau de la morphologie mais aussi au niveau du métabolisme de la plante.

Lors de ce travail, les extraits des plantes, on fait I’objectif d’une étude détaillé,
commencant par I’extraction et quantifications des composés phénoliques, ainsi que

I’évaluation de I’activité de leur effet antioxydant.

Le rendement d’extraction en composés phénolique de deux plantes (Asphodelus
tenuifolius, Marrubium deserti) d’une seule région que nous avons étudié, est de 0,57% et

4,49 % respectivement.

La teneur en composés phénoliques pour les différentes fractions étudiés (HEX, DCM,
ACET et ACT) est varié entre 14,16 + 2,82 et 106,05 + 12,17 mg d’équivalent d’acide
gallique par gramme d’extrait sec, ainsi la teneur en flavonoides de nos extraits révéle une
variation de 0,22 + 0,07 a 4,73 £ 0,38 exprimés en mg équivalent de quercétine/g d’extrait

Sec .

L’étude de I’activité antioxydante des extraits phénoliques de nos échantillons
présente une activité plus élevé mais la fraction d’acétone (ACT) de I’échantillon (MD) et
(AT) a présenté une activité plus éleve que celles des autres fractions, dont les valeurs
d'EC50 (DPPH) sont 34,53 + 0,71 pg/mL (MD) et 48,36 + 10,83 pg/mL (AT).

Nous avons trouvé aussi une corrélation moyenne (R2 = 0,797) entre le pouvoir

antioxydant exprime par la valeur de Log [EC50] et la teneur en phénols totaux, par contre
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nous n’avons pas trouvé une bonne corrélation (R2 = 0.412) entre I’activité antioxydante et

la teneur en flavonoide.

Cette activité et aussi remarquée par le test de réductions de fer (FRAP). Il est révele
des valeurs de TEAC hautement supérieur pour la fraction d’acétone (ACT) de I’échantillon
(MD) (209,66 + 0,26 mg Equivalent Trolox/g résidus sec) que la fraction d’acétone de
I’échantillon (AT) (64,20 + 2,96 mg Equivalent Trolox/g résidus sec).

De tous les résultats obtenus, nous avons déduit que la fraction acétone (ACT) de deux
plantes présente une bonne activité antioxydante qui pourrait étre utilisé dans le domaine

pharmaceutique.

Nous concluons a partir de cette étude que les extraits de deux plantes constituent une
source en composeés phénoliques et un faible taux de flavonoides avec une bonne d’activite

antioxydant.

En perspective, il est souhaitable d’étre approfondie cette étude, afin de permettre
d’isoler et de caractériser d’éventuelles nouvelles molécules naturelles responsables a cette

activité et qui pourront étre utilisées pour des diverses études pharmacologiques.
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