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Résumé

L'objectif de ce travail est I'étude des propriétés anti-oxydantes des extraits éthanoliques de
quelques plantes médicinales locales: Lonicera implexa, Rhamnus alaternus, Crataegus
azarolus, Cistus albidus et Adiantum capillus-veneris par la determination de l'activité anti-
DPPH et le pouvoir réducteur suivi par des tests d'inhibition de la peroxydation lipidique
induite par FeSO4 ou par AAPH. Les résultats obtenus montrent que C. albidusest la
meilleurs plantes pour tous les testes, elle a prouvé, d’ailleurs, un taux trés elevé en phenols
totaux (227,90mg EAG/g), un effet anti-DPPH dont I’IC 50(7.21+1.24) est la plus proche de
celle de la rutine (2,34 pg/ml ) utilisée ici comme standard et un effet anti-péroxydation
lipidigue induite par FeSO4 avec ICs, de 13,35 £ 0, 76 pg/ml plus efficace a celle de la rutine
meme (39,18 pg/ml). Le pouvoir réducteur est aussi le meilleur (513, 15 mg Eq Acide
Ascorbique/ 1g)pour cette plante. Les feuilles C. azarolusviennent en deuxiéeme position pour
les meme testes: I’effet anti-DPPH (ICso= 25,06 pg/ml), I’effet antipéroxydation lipidique
induite par FeSO4 (41,21ug/ml) et pouvoire réducteur (370 mgEq Acide Ascorbique/ 1g).
Concernant, I’extrait d’A. capillus-veneris qui fait 1’exception d’étre la plus riche en
flavonoides (837,21pug/ml) parmi les cing plantes étudiées, elle est la plus faible en termes de
teneur en phénols totaux et aussi la moins efficace contre toutes les activités testées. La
chromatographie sur couche mince, appliquée a la fin de ce travail, montre des profils de
séparation avec plusieurs fractions, indiquant la diversité des molécules synthétisées par ces
plantes.

Mots clés: plantes médicinales, composé phénolique, flavonoides, anti-oxydation, anti-
peroxydation, TBARS, AAPH , DPPH.



Abstract:

The objective of this work is the study of antioxidant properties of ethanolic extracts of some
local medicinal plants: implexa Lonicera, Rhamnus alaternus Crataegus azarolus, Cistus
albidus and Adiantum capillus-veneris by the determination of the anti-DPPH, the reducing
power and inhibition tests lipid peroxidation induced by FeSO4 or by AAPH.The results
show that C. albidus is the best for all plants tested, it proved, moreover, a very elevated
levels of total phenols (227.90 mg EAG / g), an anti-DPPH effect which IC 50 (7.21 + 1.24)
is the closest to that of Rutin (2.34 mg / ml) used here as a standard and Inhibition of lipid
peroxidation induced by FeSO4 with ICsq of 13.35 £ 0, 76 g / ml, more effectively than the
Rutin (39.18 mg / ml).The reducing power is also the best (513, 15 mg Eq Ascorbic Acid /
1g) for this plant. Leaves C. azarolus come second for even tests: anti-DPPH effect (IC50 =
25, 06 mg / ml), the effect of lipid peroxidation induced by FeSO4 (41.21 mg / ml) and
reducing power (Ascorbic Acid 370 mg Eq / 1g). On the extract of A. capillus-veneris which
is the exception to be the richest in flavonoids (837.21 mg / ml) among the five plants studied,
it is the weakest in terms of content of total phenols and also less effective against all
activities tested. The thin layer chromatography, applied at the end of this work, shows
separation profiles with several fractions, showing the diversity of molecules synthesized by
these plants.

Key words:

Phenolics compound, anti-peroxidation, antioxidant activity, DPPH, CCM, medicinal plants,
AAPH .
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Introduction

Introduction

A travers les siécles, 1’étre humaine a su développer la connaissance et 1’utilisation des
plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer sa santé (lserin,
2001).

Leurs utilisations a toujours était faites de fagon empirique ce qui a laissé derriére un
patrimoine transmis de génération en génération (Svoboda et Svoboda, 2000).Aujourd’hui
encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours aux propriétés curatives des plantes et
que les traitements a base de ces derniéres reviennent au premier lieu.

Certainement, c’est 1’expérience qui a donné a I’homme le choix d’utilisation d’une
plante par rapport & une autre, cependant cette expérience ne doit pas étre le seul argument
pour justifier 'usage de certaines plantes dans les différentes cultures de médecines
traditionnelles.

En effet, aujourd’hui, les ethnobotanistes et les praticiens de la médecine traditionnelle
sont plus que jadis convaincusur le fait que 1’usage des plantes médicinales sera plus
rationnel et plus efficace en mettant la lumicre sur les principes actifs qu’elles pourraient
contenir.

Avec I’intégration de la technologie dans les techniques d’étude et d’investigation des
phytomolécules, des avancées spectaculaires ont marqué ce domaine en prouvant I’immense
diversité des métabolites secondaires des plantes. Alors, les plantes présente une immense
réserve des substances naturelles.

Une telle évidence ceuvre sur des perspectives qui visent a découvrir de nouvelles
molécules a caractére thérapeutiqgue notamment contre les phénoménes pathologiques pour
lesquelles la médecine actuelle n’a pas encore trouvé de remede. Parmi ces problémes de
santé, il est a citer, les complications inflammatoires, les tumeurs, les problémes
cardiovasculaires, le diabete etc.

Le stress oxydant qui est défini comme un déséquilibre entre la production et
I’élimination des radicaux libre dans notre corps, est largement impliqué dans le développent
de ces pathologies en leur devenant synonyme par le fait qu’il est casé totalement constaté
dans ces cas de maladies. Le stress oxydatif est le dénominateur commun de ces problémes de
santé. Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le role
tragique du processus oxydatif incontr6lable induit par les especes réactives oxygénées(ERO).
Ces oxydants sont a 1’origine directe de différents états pathologiques. Quel que soit le cas, le
risque est aggravé avec 1’accumulation de ces molécules dans I’organisme en aboutissant a

une chaine réactionnelle radicalaire qui dégrade les molécules vitales biologiques notamment
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les lipides. La peroxydation lipidique est I’une des conséquences qui ne passent pas sans
laisser des degats irréversibles en étant a I’origine des problémes d’athérosclérose et
complications cardiovasculaire (Bahlil, 2010).

Parmi les composés qui possedent des activites biologiques et thérapeutiques on site ;
les composes phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, tannins ...), les huiles essentiels,
les alcaloides.

Les composés phénoliques sont d’une grande diversité structurale et ils sont tres
connus pour leur effet antioxydants en agissant par divers mécanismes.

Notre travail se propose pour étudier le potentiel antioxydant (effet anti-radicalaire et
effet anti-peroxydation lipidique) des extraits de cinq plantes médicinales locales d’Algérie a
savoir :Cistus albidus, Crataegus azarolus, Rhamnus alaternus, Lonicera implixa, et
Adiantum capillus-veneris .Tout résultat positif obtenu, pour ces effets, peut étre un témoin
sur I’usage de ces plantes en médecines traditionnelle, d’une part et d’autre, cela nous oriente
sur piste de chercher les molécules qui sont a I’origine de ces propriétés thérapeutiques.

Pour ce faire, on a optépour :

e Réaliser plusieurs extraits : extrait brut des composées phénolique et des flavonoides.
e Etudier I’activité antioxydant : faire des tests ; anti DPPH, pouvoir réducteur.
e Etudier également le pouvoiranti-peroxydation lipidique du cerveau d’animal.

e Etudier également I’effet contre la peroxydation lipidique du plasma du sang humain
induite par AAPH.
e Faire une chromatographie sur couche mince.
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I.1. Historique sur lutilisation des plantes médicinales

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal, voire I’unique recours de la médecine de nos grands-parents, cependant, malgré le
développement de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter
un grand nombre de maladies qui étaient souvent mortelles, les plantes médicinales et les
remedes qu’on pouvait en tirer ne furent jamais totalement abandonnés et les gens ne
cesserent jamais de faire appel a la médecine traditionnelle, ce qui a conduit a maintenir

vivante une tradition thérapeutique connue depuis nos ancétres(Fabre,2003).

Dans I'Antiquité gréco-romaine, mentionnons les grands médecins grecs : Hippocrate;
Dioscoride, Galien ; pour sa part,le Romain Pline I'Ancien , & la fois amiral, écrivain et
naturaliste, a écrit une Histoirenaturelle en 37 volumes. L'ouvrage de Dioscoride Sur la
matiere médicale (De materiamedica), qui décrivait tous les médicaments en usage a son
époque, demeura l'une des sources les plus consultées par les médecins jusqu'a I'aube du XIXe
siecle. Au XVle siécle, la célebre école italienne de Salerne a marqué la médecine de son
temps. Elle conseillait au roi « de conserver un esprit gai, de se ménager du repos, et de se
contenter d'une alimentation modeste»; aujourd'hui, ces conseils pourraient étre suivis
judicieusement par chacun d'entre nous. Jusqu'au XIXe siécle, les médecins se contentaient,
pratiquement, de puiser dans la «pharmacie du bon Dieu» pour soulager les maux de leurs
contemporains. C'est alors que les chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines
plantes importantes (la quinine du quinquina, la digitaline de la digitale, etc.). Poursuivant
leurs recherches, au début du XXe siécle, ils ont fabriqué des molécules synthétiques.
Récemment, des médecins et des professeurs dynamiques ont créé des centres de formation en
phytothérapie, 1ls expérimentent de nouvelles plantes, modernisent la présentation des
médicaments et rendent ceux-ci plus efficaces(par exemple, les nébulisats ou extraits secs de
plantes sont prescrits sous forme de gélules) (Iserin,2001).

Depuis les années 1970, le recours aux plantes a des fins médicales rencontre un
succes grandissant. Plus qu’un effet mode, il traduit une volonté profonde de retour vers la
nature. De nos jours, l’identification de nouveaux principes actifs et la découverte de
nouvelles propriétés pharmacologiques, en balance avec les effets néfastes de certains
médicaments de synthése, ont contribué a faire de la phytothérapie une médecine a part
entiere et a faire comprendre que les plantes pouvaient étre d’authentiques médicaments
(Fabre ,2003).
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1.2. Les plantes médicinales
1.2.1. Définition

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes contenant toute une
gamme de matiéres efficaces peuvent avoir des actions tres différentes suivant leur
préparation (Schauenberg et Paris ,2008).

La pharmacopée européenne definit les plantes médicinales comme « des drogues
végétales dont au moins une partie possede des propriéteés médicamenteuses. Par extension,
on appelle souvent « plante médicinale » ou « plante » non seulement ’entité botanique mais
aussi la partie utilisée (feuille, fleur, racine, écorce, sommité fleurie...). » Ces plantes
médicinales peuvent également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques
(Fabre ,2003).

L’emploi des plantes meédicinales est trés valorisés dans toutes les traditions
médicales.il ya deux cents ans encore, les moyens thérapeutiques naturels étaient les seuls
remédes dont disposait 1’humanité. Leur utilisation et leurs effets ont donc été
minutieusement étudiés, documentes et developpés. Les plantes médicinales comme les autres
remeédes thérapeutiques et 1’étiologie (la recherche des causes de la maladie) ont toujours été
intégrés a la culture d’une époque, ou d’une civilisation donnée (Grunwald et Janicke
,2006).

1.2.2. Utilisation des plantes médicinales dans les traitements des maladies
Les produits naturels des plante-dérivés peuvent étre utilisés pour le traitement de
maladies, donc peut agir comme une base pour le développement de plan naturel de nouveau

médicaments (Hussain, et al ; 2013).

I. 3. La phytothérapie

La phytothérapie est souvent présentée comme une médecine naturelle. Toutefois, il
existe une certaine ambiguité : le terme « naturel » équivaudrait aux termes « bénéfique » et «
inoffensif » alors que la nature n’est ni bonne ni mauvaise, la mort, la maladie, les venins ou
les toxines étant naturels. Des molécules trés connues (I’atropine, la colchicine, 1’opium, la
digitaline) sont extraites de plantes et ne sont pas dénuées de toxicité (Fabre, 2003).
On distingue deux types de phytothérapies. Tout d’abord se place la phytothérapie

traditionnelle. C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une
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affection. Ses origines peuvent parfois étre tres anciennes et elle se base sur l'utilisation de
plantes selon les vertus découvertes empiriquement .La seconde forme existante est la
phytothérapie clinique. C'est une meédecine de terrain dans laquelle le malade passe avant la
maladie. Une approche globale du patient et de son environnement est nécessaire pour

déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet (Chabrier,2010).

1.3.1. Les avantages de la phytothérapie

Aujourd’hui, les traitements & base de 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 médicaments et leur résistent de plus en plus. C'est pourquoi on utilise a nouveau
I'absinthe chinoise (Artemisia annua,) et surtout son principe actif pour soigner la malaria
lorsque les protozoaires responsables de la maladie résistent aux médicaments. La
phytothérapie, qui propose des remédes naturels et bien acceptés par I'organisme, est souvent
associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en
Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme l'asthme ou
I'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les medicaments inquiétent les
utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour I'organisme. On estime que 10
a 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments
chimiques (Iserin, 2001).

1.4. Des traitements a base de plantes

Si les stratégies adoptées par les phytothérapeutes pour prévenir les maladies ou pour
guérir les malades sont différentes selon les nombreuses traditions en usage, les effets sur le
corps des traitements a base de plantes sont eux identiques. Plusieurs milliers de plantes sont
utilisées de par le monde. Leur champ d'action est vaste et leur puissance varie. La plupart ont
des effets spécifiques sur certaines parties de l'organisme et sont reconnues pour pouvoir

traiter divers cas (Iserin, 2001).

I. 4.1. Exemple des actions spécifiques

Allergies : Petasiteshybridus ,

Asthme : Droserearotundifuolia ,Hederahelix, Thymus vulgaris,

Bronchite :  Cinnamomumcamphora ,Droserarotundifolia  ,Eucalyptus  globules
,GlycyrrhizaglabraBrulures :Arnica montana, Calendulaofficinalis ,..

Céphalees : Menthapiperita ,Petasiteshybridus ,Salixsp , Tanacetumparthenium .

Cirrhose du foie :Silybummarianum .
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Constipation : Aloebarbadensis ,Cassiaacutifolia ,Plantagoafra .

Déficit immunitaire (lié ou non a une maladie grave ou auto-immune) : Baptisiatinctoria
,Echinaceapurpuria ,Pelargoniumsidoides , Uncariatomentosa , Viscum album .

Diarhée :Cinnamomumzeylanicium ,Plantagoafra ,Potentillaericta ,Vaccinium myrtillus ,..
Douleurs cardiaques fonctionnelles :Cinnamomumcamphora ,Crataeguslaevigata .
Epuisement : cola acuminata ,Eleutherococcus senticosus,llexparaguariensis ,Panax ginseng
,Paulliniacupana .

Goutte : Colchicumautumnale .

Hémoroides : Hamamelisvirginiana ,Pinusmaritima ,Plantagoafra ,Ruscusaculeatus .
Maladies biliaires :AliliumsativumL ,Cheliddoniummajus ,Curcuma longa ,Cynarascolymus
,Glycine max, ..

Maladies de la peau : Agrimoniaeupatoria ,Arnicamontana ,Calendula officinalis,..
Névralgies : Capsicumfrutescens ,Menthapiperita,Piceasp ,Salixsp .

Trouble de la grossesse : Capsicumfrutescens .Vitex agnus —castus ,Zingiberofficinalis .
(Grunwald et Janicke ,2006).

I. 4.2. L'efficacité des soins a base de plantes

Les médecins concoivent difficilement que des soins naturels puissent étre aussi
efficaces, voire supérieurs aux médicaments. C'est qu'ils ne sont plus formés dans ce domaine
depuis longtemps. Cette attitude évolue cependant a mesure que les chercheurs déterminent
I'efficacité des plantes. L'exemple du millepertuis (Hyperkumperforatum, ),une plante tres
répandue en Europe, habituellement utilisée comme antidépresseur, illustre bien cette
évolution. Les extraits de cette plante sont officiellement reconnus pour leur efficacité contre
les dépressions légéres et moyennes. Depuis 1979, plus d'une vingtaine d'études cliniques ont
révélé que les extraits du millepertuis sont aussi efficaces que les antidépresseurs
conventionnels et qu'ils provoquent moins d'effets secondaires. D'autres recherches ont permis
de découvrir que le mille pertuis pouvait étre utile contre les infections virales, dans la
guérison des blessures et le soulagement des symptdmes de manque dans le sevrage des
drogués et des alcooliqgues. Comme c'est souvent le cas, les recherches confirment la
connaissance traditionnelle. Les phytothérapeutes actuels ont toutefois un avantage sur leurs
ainés : ils comprennent mieux comment la plante agit sur l'organisme et peuvent établir des
dosages trés précis, qui prennent en compte les éventuels effets secondaires , et savent sous
quelle forme administrer la plante. Les recherches actuelles s'orientent vers l'emploi

traditionnel des plantes avec I'espoir de trouver de nouveaux traitements pour les problémes
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de santé de toutes sortes. C'est ainsi que le groseillier indien(Emblica offidnalis, ) semble

protéger le foie contre le cancer, abaisser la cholestérolémie et qu'il peut se montrer efficace

pour soigner la pancréatite, tandis que le thym (Thymus vulgaris, ) est un puissant antioxydant

qui peut prévenir les carences en acides gras essentiels du cerveau et ralentir le vieillissement

(Iserin, 2001).

1.5. Quelques exemples de plantes médicinales méditerranéennes

Ce tableau représente quelques espéces de plantes et leurs usages traditionnels

Tableau 1:Quelques espéces de plantes et leurs usages traditionnels
(Amessis-Ouchemoukh el al ,2014).

Famille

Especes

Nom local

Partie

utilisée

Usages traditionnels

Myrtaceae

Myrtus

communis

Chilmoune

Feuilles

Fruits

- Antiseptique, drogue du désinfectant et
effets hypoglycémiques,
- Antimicrobienne,
balsamique,

- Inhibent la xanthine activité de I'oxydase,
activité anti-inflammatoire

tonique et agent

Apiaceae

Eryngium

maritimum

Tabelyatut

Feuilles

Tige

- Diurétique, antiscorbutique, un cytotonique
un remede de I'urétrite, un inhibiteur de
pierre, un aphrodisiaque, un expectorant, un
vermifuge, anti nociceptive et anti-
inflammatoire

- Utilisé pour morsures de serpent, fievres,
ou femme reproducteur désordres

Anacardiaceae

Pistacia

lentiscus

Amadagh

Feuilles

- Antibactérien, et agent de l'antiulcer,
-Traitement d'eczéma,diarrhée et infections
de la gorge,anti-inflammatoire,

antipyrétique et activités de l'insecticidal

Globulariaceae

Globularia

alypum

Taselgha

Feuilles

Fleurs

- Hypoglycémique, laxatif et agent
diurétique, traitement de
rhumatisme,arthrite,émorroides. Anti-
inflammatoire

Lamiaceae

Marrubium

vulgare

Marruyet

Feuilles

- Traitement de gastroenterical et maladies
respiratoires,antinociceptive,anti
inflammatoire, hypoglycémique et
I'insecticidal effectue.

- Tonique,aromatique,expectorant,
activités diaphorétiques et diurétiques

Liliaceae

Scillamaritima

Lebselwuchen

Ampoule

- Traitement d'insuffisance du coeur,
oedéme et mauvais rein

performance, amélioration et rodenticide de
mémoire.

- Activité anti-inflammatoire, cardiotonique,
diurétique
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I. 6. Quelques exemples de plantes médicinales en Algérie

En Algeérie, une grande gamme de plantes médicinales est utilisée dans la médecine
pour le traitement de différentes maladies et est beaucoup utilisée pour le traitement de
diabete de I'nerba Alba de I'armoise Asso, ou Chih comme s'est communément nomme en
Algérie. Elle est une plante de la famille Lamiacaea qui est largement utilisé dans la médecine
traditionnelle dans des pays différents, cette plante est utilisé pour le traitement debdiabéte en
I'Algérie et au Maroc (Hamza et al, 2010). 1l est aussi essentiel de citer Z. lotus L. (Desf.)
qui est présent partout en Libye en Algérie et au Maroc, et dans les pays européens du sud
comme 1’Espagne, la Sicile, la Grece. En Algeérie c'est connu sous le nom de "Sedra." Z. lotus
est utilisé dans la médecine traditionnelle algérienne pour ses effets anti-diabétique, calmant
et hypoglycémique aussi bien que dans le traitement de diarrhée, fievre et maladies
intestinales (Boulanouar et al ,2013).

Articulatum HaloxylonBoiss (Chenopodiaceae de famille) 1l est fréquemment utilisé
dans la médecine traditionnelle, et est utilise officieusement contre le diabéte, et avec
caractére anti-septique. La famille des Asclepiadaceaes est distribuée surtout dans le Sahara
algérien, il est freguemment utilisé dans la médecine traditionnelle et a été rapporté pour ces
réserves de glycosides stéroidiennes dont les feuilles sont utilisées communément un
purgatif, antipyrétique, expectorant, et antispasmodique.

Pycnanthum EchiumPomel (de famille Boraginaceae) est une autre plante sauvage
endémique au désert aride, qui est reconnu parmi les guérisseurs traditionnels, et quelque fois
pour traiter I'hépatite (Chaouche et al ,2014).

Le Thymus du genre L. qui appartient a la famille des Lamiaceaes,est riche dans les
especes médicinales et aromatiques. Ces espéces sont connues généralement par leurs
propriétés pharmaceutiques. Elles sont utilisées depuis longtemps comme médicament
antimicrobien, antiseptique, aliment,agent de conservation, et comme additif alimentaire. En
outre, dans le domaine cosmétique, les espéces du Thym, ont une importance économique

énorme. Le genre Thymus a été I’objet d’un bon nombre d’études (Benbelaidet al,2013).

1.7. Les plantes médicinales de ’efficacité a la toxicité

Un regain d'intérét envers la phytothérapie durant ces derniéres années a permis
d'approfondir l'analyse de son efficacité thérapeutique et surtout de son aspect
toxicologique. Ce dernier aspect reste en retrait par rapport a l'avancement de la
phytothérapie. En effet, plusieurs études réalisées sur les traitements traditionnels a base de

plantes ont fait état de probleme de toxicite ou d'interaction pouvant causer des échecs
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thérapeutiques ou des accidents. D'autre part, les principes toxiques des plantes sont peu
connus, essentiellement du fait de leur complexité naturelle. Ces plantes médicinales doivent
alors, comme les «médicaments conventionnels », obéir a des regles strictes de culture, de
contréle. Actuellement, 205 drogues végeétales entrent dans la composition de médicaments
dits de phytothérapie et bénéficient d'un dossier allégé d'autorisation de mise sur le marché.

L'Organisation Mondiale de la Santé a établi une liste de monographies de plantes
médicinales qui est divisée en trois catégories : plantes dont l'utilisation est supportée par des
données cliniques, celles dont l'utilisation est supportée par des pharmacopées et des systemes
traditionnels de medecine et celles dont I'utilisation est décrite dans le milieu populaire mais
non supportée par des données cliniques et expérimentales (Zeggwagh, et al 2013).

Des études sur les effets indésirables de la phytothérapie montrent que la plupart des
effets nocifs des plantes médicinales sont rapportés non pas a la plante elle-méme, mais a une
erreur d'identification, a une contamination involontaire (par une autre plante, par des métaux
lourds, par des micro-organismes pathogenes ou par des résidus agrochimiques), & un non-
respect de la dose adéquate ou a une interaction avec les médicaments. A titre d'exemple, le
ginseng a peu d'effets négatifs graves quand il est pris seul, toutefois, s'il est combiné avec la
warfarine, son activité antiplaquettaire risque d'entrainer une anti coagulation excessive. Pour
I'exemple de la contamination des plantes, on peut citer le cas de I'ail, souvent utilisé pour
réduire le taux de cholestérol, qui peut ne pas produire de tels effets s'il est transformé de
certaines maniéres.

L'erreur d'identification des plantes peut étre illustrée par lI'exemple de Belgique ou
plus de 50 personnes ont été atteintes d'insuffisance rénale en 1996 aprés avoir ingéré une
préparation a base de plantes contenant Aristolochiafangchi, une plante toxique, au lieu
de Stephaniatetrandra suite a la confusion entre ces deux especes portant des noms
vernaculaires chinois trés proche (Zeggwagh, et al 2013).

L'effet nocif des remédes a base de plante peut dépendre aussi de facteurs liés aux
consommateurs, tels que I'age, la génétique et les maladies concomitantes.

Les plantes médicinales, doivent, comme les médicaments, obéir a des régles standard
strictes auxquelles seul le spécialiste en phytothérapie peut répondre (Zeggwagh, et al

2013).Ceci implique forcément la réglementation de la profession dans notre pays.
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Chapitre II: les composés phénoliques et leurs propriétés antioxydantes

11.1. Généralité sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances chimiques
car ce sont des produits du métabolisme secondaire, I’élément structural fondamental qui les
caractérisent est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié un
groupe hydroxyle libre ou engagé dans une fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton,
1999).Toutefois, les composés phénoliques, représentent les groupes phytochimiques les plus
importants et les plus largement distribués, et qui varient considérablement en 8000 structures
ayant été identifié (Harborne, 1999).

Les grands groupes des composés phénoliques comprennent: les phénols
simples(catéchol, résorcinol, etc.), les acides phénoliques (acides p-hydroxybenzoique,les
acides hydroxycinnamiques etc.), stilbénes (resveratrol, etc.), flavonoides (quercetine,
cyanidine, etc.), biflavonoides(ormocarpine, etc.), et les proanthocyanidines (epicatechine),

tannins, coumarines, anthraquinones.

11.2. Les phénols simples
Ces molécules sont rares dans la nature a I’exception de I’hydroquinone qui existe
dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae..) le plus souvent a 1’état de glucoside du

diphénol (Arbutoside) ou de son monomethylether (Bruneton ,1999).

11.2.1. Les acides phénoliques

- Les acides p-hydroxybenzoique : en C6-C1 dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique, sont

tres communs, aussi bien sous forme libre que combinés al’état d’ester ou d’hétéroside.
L’acide gallique et son dimere (I’acide Hexahydroxydiphénique AHHD) sont les

éléments constitutifs des tannins hydrolysables. On connait également les aldéhydes

correspondants a ces acides : vanilline (le plus répandu), ani aldehyde(dans certaines huiles

essentielles), salicylaldehyde (Bruneton ,1999).

- Les acides hydroxycinnamiques (C6—-C3; acide caffeique et férulique, etc.)

Ces acides possedent une structure du type C6-C3. Les composés les plus fréequents
sont l'acidep-coumarique, l'acide caféique, I'acide férulique et I'acide sinapique (Ribereau,
1968 ; Goetz et al., 1999).
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Acides hydroxybenzoiques

R, =R, =R;=R;=H acide benzoique (non phénolique)
Ro R, R,=R,=R;=H,R;= QH acide p-hydroxybenzoique
- R, =R,=H,R,=R;=0H acide protocatéchique
R, =R;=H, R, =0CH;, R;=0H acide vanillique
R3 BROE R: =H.R,=R; =R, =0H acide gallique
R R, =H, R, =R, =0CH;, R;=0OH acide syringique
% R, =0OH,R,=R;=R,;=H acide salicylique
R, =R;=0OH,R,=R;=H acide gentisique

Acides hydroxycinnamiques («phénylpropanoides»)

COOH R, =R,=R;=H acide cinnamique (non phénolique)
Rxﬁ\/ R, =R;=H,R,=0H acide p-coumarique
R, =R, =0H,R;=H acide caféique
Ry R, =0OCH;,R, =0OH,R;=H acide férulique
R3 R, =R;=0CH;, R, =0H acide sinapique

Fig. 1.1 Les principaux acides phénoliques.

COOH COOH
OH O-CO-CH;
acide salicylique acide acétylsalicylique
COOCH; COO-glucose COOH
OH OH O— glucose
salicylate de méthyle ester glucosylé 2-0-B-glucoside

Figure 01: Pl’acide salicylique et ses principaux dérivés naturels (salicylate de méthyle, ester glucosylé,
glucoside). L’acide acétylsalicylique, principe actif de 1’aspirine, est également représenté ( Macheix et al
.,2005).

11.2.2. Propriétés biologiques des acides phénoliques

Les acides phénols et ces dérivés sont considérés comme responsables de 1’activité
cholérétique de I’artichaut et les propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés
salicylés. Les composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide
caféique, I’acide gallique et 1’acide chlorogénique. Pour I’acide caféique, il se montre trés
efficace contre les virus, bactéries et champignons. Alors, 1’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 cisplatinepeut étre un
traitement efficace pour ce type de cancer.ll peut aussi prévenir les dommages oxydatifs
d’ADN cellulaire a une faibleconcentration et exerce une forte activité antiproliférative tels
que la quercetine sur les cellules humaines cancéreuses du colon et les cellules epithéliales du
foie chez les rats normaux. Certaines quinones, dérivant de I’anthraquinone, sont des laxatifs

stimulants. Elles sont rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia
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spp.) et les aloés (Aloe spp.). D’autres activités antidépressives (hypericin), anti-protozoaires,
antivirales, antibactériennes, fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs

molécules du groupe ont une toxicité non négligeable (Benhammou,2011).

11.3. Stilbénes : (C6-C2-C6; resveratrol, etc.)

Les composés phénoliques qui possedent deux noyaux benzéniques séparés par un
pont éthane ou éthéne, c’est —a-dire les bibenzyls et les stilbénes. Ces derniers peuvent étre
libres ou hétérosidique, parfois polymériques .llIs sont présents dans de nombreuses familles
de végétaux supérieurs. Ces composes, qui sont parfois des phytoalexines, peuvent, dans
certains cas, étre des régulateurs de croissance. lls sont souvent antifongiques et

antimicrobiens (Bruneton,1999).

11.4. Coumarines

Ce sont des 2H-1-benzopyran-2-ones que I’on peut considérer comme étant des
lactones des acides o-hydroxy-z-cinnamique.Généralement toutes les coumarines sont
substituées en position 7 par un hydroxyle qui peut étre méthyler ou engagé dans une liaison
hétérosidique (Bruneton ,1999). Elles possédent une intense fluorescence bleue en lumiere
ultraviolette (Paris et Hurabielle ,1981).

11.4.1. Propriété biologique des coumarines

Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices,
neurosédatives, diurétiques, stomachiques et carminatives. Ils ont la capacité de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes, etperoxydes. lls préviennent également la peroxydation

des lipides membranaires (Benhammou,2011).

I1.5. Anthraquinones
Ce sont des composés de couleur rouge. Elles appartiennent a la famille des anthracénosides
(regroupent tous les composés phénoliques et hétérosides).Ils sont trés peu solubles dans I’eau

froide, solubles dans les solvants organiques et les alcools.

11.6. Les flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées
répondues chez les vegétaux ; on les trouve dissoutes dans la vacuole a I'état d'hétérosides ou
comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (Guignard, 1996).

Plus de 6400 structures des flavonoides ont été établies (Harborne et Williams,
1992). Les flavonoides appartiennent aux groupe des métabolites secondaires et possedent

tous quinze atomes de carbones C15 (C6-C3-C6), une structure caractérisée par la fonction
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phényl-2-benzopyrane (Ribereau-Gayon,1972). La fraction benzopyrane, appelée aussi
anneau chromane, porte généralement un cycle aromatique en C-2, C-3, ou C-4, elle est
dénommeée cycle ‘A, tandis que le phényl constitutif est connu comme le cycle ‘B’ et I'anncau
benzopyrane heterocycliques comme le cycle’C' (figure 02). Le centre le plus souvent
heterocycliques existe sous trois formes : pyran, pyrilium, ou y-pyrone (Ribereau-Gayon,
1972).

Chez les plantes, les flavonoides sont souvent présents comme O ou C glycosides; O
glycosides en flavonoides se produit beaucoup plus fréquemment que C glycosides. La plus
commune des glucides sont rhamnose, glucose, galactose et arabinose.

Ces composés sont subdivisés en différentes familles (figure 02), tels que les
flavonols, flavan-3-ols, les flavones, flavanones, anthocyanes, chalcones, etc, avec les

flavonols, flavan-3-ols et anthocyanins qui sont quantitativement dominante dans les plantes.

OH o OH o

Flavanones: naringénine (R=H)
ériodictyol (R=OH)

o HO o Flavones: apigénine (R=H)
Flavonols: lutéoline (R=0OH)

kaempférol (R=H)
3
4
5
e

quercétine (R=0OH)

Squelette moléculaire de base des flavonoides 8

o
7 i i o
avec la numérotation classique —_— 5
6 3
OH

OH o

Anthocyanidines:
pélargonidine (R=H)
cyanidine (R=0OH)

Isoflavones: génistéine

OH

Flavane-3-ols: catéchine, épicatéchine

Flavane-3,4-diols: leucorobinétinidine

OH
HO o
QOO
Aurones: aureusidine
OH 4

Figure 02 : les principales classes de flavonoides. Un (ou deux) exemple(s) précis a été donné dans chacun des
cas. La numérotation classique des différentes sommets des cycles est rappelée sur le squelette moléculaire de
base (Macheix et al ., 2005).
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11.6.1. Proprietés des flavonoides

Les flavonoides protégent les plantes contre les radiations UV, elles sont
également impliquées dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales. Agissent comme des pigments ou des co-pigments. Ils peuvent
moduler la distribution d’auxine, comme elles fonctionnent comme des signaux moléculaires
de reconnaissance entre les bactéries symbiotiques et les légumineuses afin de faciliter
la fixation de [I’azote moléculaire. Agis sur la régulation de 1’¢longation des tiges et
interviennent dans la maturit¢ des fruits. Sont a 1’origine des golits amers et astringents

afin de repousser les animaux herbivores (Harrar, 2012).

I1.7. Les tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques a haut poids moléculaire, forment des
complexes avec les protéines, hydrates de carbone, alcaloides, vitamines et les minéraux. Ils
sont répandus dans le cuir, la nourriture et I’industrie pharmaceutique
(Muchuweti et al.,2006).

Les tanins sont diviseés en deux grandes classes :tanins condenses et tanins hydrolysables.

11.7.1. Les tanins condensés

Tanins condenseés, aussi appelés proanthocyanidines, sont des polyméres de flavanols
(flavane-3-ol) rejoint avec les liaisons CCce qui rend ces molécules trés difficilement
hydrolysables.Les unités monomeres qui les composent peuvent étre regroupées par le
nombre de groupement OH sur le noyau-B: procyanidines ont un cycle B dihydroxyl, alors
que prodelphinidins ont un cycle B trihydroxyl. Les liens entre les monoméres sont
généralement C4- C8, méme C4-C6 sont également trouvés, avec une longueur variable de
chaine(Kandra et al.,2004).Selon leur structure chimique et degré de polymérisation (2 a 50
unités de flavonoides), ils peuvent étre solubles ou pas dans les solvants organiques et aqueux
(Waterman et Mole, 1994).

on

ou
\ng\"" —

oH
HO
n
on
on

HO

on

atéchine
éc dc I“b allocatéchine

R=H nité procyanidin
R = OH : unité prodelphi md

Figure 03 : exemple de structure d’un tannin condensé (Macheix et al ., 2005). 14
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11.7.2. Tanins hydrolysables

Tanins hydrolysables peuvent étres  hydrolysés par les acides (ou enzymes) en un
sucre et un acide carboxyphenolique. D’apres, la nature de cet acide (Kandra et al, 2004), ils
sont subdivisés en gallotannins et ellagitannins et qui sont constitués d'acide gallique ou des
esters d'acides hexa-hydroxydiphenique, respectivement, liées a une fraction de sucre. Bien
que les gymnospermes et les monocotylédones ne contiennent que des tanins condenseés, les
dicotylédones peuvent contenir I'un ou les deux types de tannins
(Kandra et al ,2004)

OH OH

OH

HO (o] = OH

/7 o OH
c
HO 5 e
OH
%% o O—c¢

HO N E S
! e}

—cC

o=
OH
HO
OH
OH OH

OH

Pentagalloylglucose

Castalagine

Figure 04: deux exemples de tannins hydrolysables ( Macheix et al .,2005).

11.7.3. Propriétés pharmacologiques des tannins

Plusieurs observations, chez les humains comme chez les animaux de
laboratoires suggérent que les tannins exhibent un large spectre de propriétés
pharmaceutiques, thérapeutiques et chimio protectrices dues a leur propriété anti-radicalaire.
En effet, les tannins protégent contre les toxicites induites par differents
agents(hydrogéne peroxyde, acetaminophene, extraits contenus dans la fumés du

tabac...), contre 1’hypercholestérolémie .
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IIs jouent aussi un r6le dans la prévention contre les deux formes de mort
cellulaire connues, apoptose et nécrose, diminuant ainsi les dommages causés dans
I’ADN lors de ces deux dernieres. L’action cytoprotectrice des proanthocyanidines est

supérieure a celle des vitamines C, B et bétacarotene (Harrar, 2012).

11.8. Stress oxydant et les composés phénoliques
11.8.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydant ou oxydatif est un état caractérise par un déséquilibre dans la
balance métabolique cellulaire entre la production de radicaux libres et les capacités
antioxydants de 1’organisme. Les conséquences cellulaires du stress oxydant sont la
dénaturation des lipides, des protéines, de I’ADN induisant ainsi un grand nombre de
pathologies (Bahlil, 2010)
11. 8.2. Les radicaux libres et leur origine

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
rapparier, déstabilisant ainsi d'autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d'autres radicaux libres et initient une réaction en chaine.

L'oxydation des acides gras constitutifs des phospholipides membranaires est lI'une des

éventualités apparaissant au cours de telles réactions (Favier ,2003).
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Tl MHADPH ox
ikt e I [
0. HOCI
Fe®
Womaryale al'acore Smren superoxyde *
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RO AT Radical hpdroxple
MNitration des Acetivartbom Oy dartboa Peroxydation  Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue 1" AN
de kinases

Figure 05 : origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de I'oxygéne impliqué en biologies (Favier
,2003).
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11.8.3. La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est une réaction en chaine initiée par la captation d'un atome
d'hydrogene par I'HO" ou I'O," a des esters d'acides gras insaturés ou constituants des
membranes lipidique.
Un principal produit de dégradation de lipidique est la malonedialdéhyde(MDA) qui altere la
fluidité et la fonction des membranes ,dont la composition en acides gras insaturés module

I'oxydabilite.

Radicaux libres

Membranes

‘/\- Oxydation des gpts SH des

Peraxydation des AGPI protéines de transport et

-l. des enzymes et adduits
B ———
mouveaux RL

avec les aldéhydes
(L, LOy -, LOO-)
aldéhydes

Altération des fonctions membranaires

hModification de la Perte d' activité de la cytochrome
perméabilité ionique oxydase et de la glucose-6-P
‘L K+ tﬂ- 24 )
activation 4, fmthese
ATP

+ 1 protéases

DOMMAGES CELLULAIRES

Figure 06 : conséquence cellulaire de la peroxydation lipidique (Josiane et Pierre, 2006).

La peroxydation lipidique est suivie d'un changement structural des membranes
biologiques ou d’autres éléments contenant des lipides, ce qui induit une perte de la
perméabilité de la membrane, une inactivation des récepteurs et des enzymes membranaires
(Bahlil, 2010).

Dans les LDL, 1’oxydation des lipides joue un réle majeur dans le développement de
I’athérosclérose. Les LDL oxydes se comportent en effet comme de véritables « chevaux de
Troie », en introduisant dans les macrophages des produits d’oxydation qui participent — par
des mécanismes encore partiellement élucidés a la formation de cellules spumeuses et de
stries lipidiques concomitantes. L.’oxydation des lipides pose également de sérieux problemes
pour les industries agroalimentaires et cosmetiques qui utilisent de plus en plus d’acides gras
polyinsaturés, tels que ceux issus de la famille n-3 (®-3), trés sensibles a

I’oxydation(Laguerre et al., 2007).
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I1. 8. 4. Les composés phénoliques en tant que antioxydants

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,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000). Ces actions sont attribuées a leur
effet antioxydant qui est d0 a leurs propriétés redox en jouant un role important dans la
destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygéne, ou
décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001). Ci-dessous, divers mécanismes de lutte
contre les radicaux libres et leurs dérives sont traités.
I1. 8. 4. 1. Piégeage des radicaux libres

Les flavonoides possedent une structure chimique aromatique permettant une
délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires. A
cause de leur faible potentiel redox (Javanovic et al, 1994), les flavonoides (Flav-OH) sont
thermo dynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (Re¢) comme le
superoxyde, le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OHe par transfert d’hydrogéne.
Le radical flavonoxy (FI-O-) peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure
quinone stable (McCord, 1995).

OH R RH O R RH © o
OH OH OH O
8 -V J»‘ ——0_]

quinone

Figure 07: mécanisme moléculaire de 1’effet anti-radicalaire des flavonoides (Pietta, 2000).

I1. 8. 4. 2. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer (Fe*?) et du cuivre (Cu) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle.

Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques
(Brown, 1998).
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Figure 08: flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques.

I1. 8. 4. 3. Inhibition de diverses enzymes

Les flavonoides sont responsables a I’inhibition de trés nombreuses enzymes ; parmi
lesquelles les enzymes directement impliquées dans le stress oxydant (gluthathione S-transférase, les
lipoxgénases, la xanthine oxydase, et les nitrique oxyde synthases) et les enzymes digestives (comme

la trypsine, I’a-amylase et la lipase)(Nagaoet al., 1999).

1. 8. 4. 4. Effet anti peroxydation lipidique

Selon Buettner les antioxydants susceptibles de protéger les lipides de I'oxydation
peuvent étre réparties en deux types : les antioxydants préventifs qui empéchent la formation
d'espéces réactives de I'oxygene ou interceptent les espéces responsables de l'initiation de la
lipoperoxydation et les antioxydants qui interceptent les radicaux propagateurs de la
peroxydation lipidique et retardent la peroxydation (période d'induction)
(Josiane et Pierre, 2006).

Les briseurs de chaine les plus puissants connus a ce jour appartiennent sans conteste a

la famille des tocophérols qui génere une phase de latence tres distincte. De nombreuses
études ont montré que ce briseur de chaine piége deux molécules de peroxyradicaux (L et

LOO). En théorie, la vitamine C et les polyphénols semblent également capables de réduire
les peroxyradicaux. Néanmoins, leur caractere hydrophile et leur éloignement de ces radicaux

lipophiles semblent empécher toute action directe par contact (Laguerre et al., 2007).
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111.1. Matériel végétal

I111.1.1. Lonicera implexa

- Noms habituels

Nom Francais :chévrefeuille

Nom Arabe : zeher al acel,soltan el gaba
Nom berbeére : Tamthwala

Famille : Caprifoliacées

Genre : Lonicera

Espéce : Loniceraimplexa.
Figure 09 : photo de Lonicera implexa
(http://www.musees.vd.ch)

- Usage traditionnel et courant
Les fruits de lonicera implexa étaient utilisés en Italie contre le rhumatisme, sous forme d’un

cataplasme (Loi et al ,2004).

111.1.2. Rhamnus alaternus

- Noms habituels

Nom vernaculaire : Oued el khir ,Qaced

Nom berbere : mlilés,mlilez, ajrourj( Ait Youssef ,2006)
Nom Francais : Neprum alaterne

Nom Anglais : Evergreenbuckthom

Famille : Rhamnacées

Espece : Rhamnus alaternus Figure10 : photo de Rhamnus alaternus
(www.mediflora.com)

- Usage traditionnel et courant

La décoction des parties aériennes de cette plante semble étre efficace pour le traitement de
I'ictére (Aouadhi ,2010)Les tiges et les feuilles de Rhamnus alaternus étaient utilisés en
Algérie. Dans le Constantinois- contre la jaunisse et les troubles hépatiques (Ait Youssef
,2006)
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111.1.3. Crataegus azarolus

- Noms habituels
Nom Vernaculaire : zaaroura, zaarour
Nom Francais : azarolier

Nom berbeére : tazaraourt ,tafirez ou tefifiha

Famille : Rosacée

Genre : Crataegus

Espece : Crataegus azarolus Figur 11 : photo de Crataegus azarolus
(http://lwww.musees.vd.ch)

- Usage traditionnel et courant

Les fleurs sont employées en Tunisie sou forme de décocté dans le traitement de
I’angine ; elle est réputé utile pour supprimer les douleurs post-partum. (Ait Youssef
,2006)Les fleurs et les feuilles sont capables d'exercer des activités antioxydants et une action
positive sur le coeur, en raison de la teneur en flavonoides et les procyanidines (Bignami et al
,2003)

111.1.4.Cistus albidus

- Noms habituels

Nom Vernaculaire : Tuzzalla I'beyda (Maroc),atai ou
touzzalt (Algérie)

Nom Frangais : Ciste blanc

Famille : Cistacees

Genre : Cistus
Espéce : Cistusalbidus

Floraison : Mai-juin

Aire géographique : ouest méditerranéenne Figure 12 : photo de Cistusalbidus

(www.herbier.sesa-aude.com)

- Usage traditionnel et courant

La plante est utilisée contre les maux d'intestins. Les feuilles sont utilisées, en
infusion Plantes médicinales au Maroc dans du thé, comme digestif (Bammi et
Douira,2002).

Les feuilles de Cistus albidus étaient employés en Algérie, en usage interne sous
forme d'infusion Les fruits sont employés au Maroc du nord en usage externe, mélangés a
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des fruits de I'espece Juniperus phoenicaL., pour la confection du fard a tatouages déenomme
harkus (Ait Youssef,2006) .

111.1.5.Adiantum capillus-veneris
- Noms habituels

Arabe: Maanos el bir

Berbére: Araadat

Famille :Pteridaceae

Genre : Adiantum

Espéce : Adiantum capillusveneris

Figure 13: photo d'Adiantum capillus-
veneris(www.missouriplants.com)

- Usage traditionnel et courant

Est une espece de plante sauvage distribués qui a été largement utilisé dans la
médecine traditionnelle populaire du sud de la Chine. Le genre a été couramment utilisé pour
le traitement de maladies inflammatoires telles que la gastrite, la bronchite, la néphrite, et la
dermatite (Yuan et al, 2013).

A été utilisé comme tonique et diurétique; dans le traitement de froid, la fievre, de la
toux et de troubles bronchiques, comme stimulant, émollient, purgative, adoucissant, tonique
général et tonique capillaire, en plus de maladies de la peau, les tumeurs de la rate, du foie et
d'autres visceres, dans le traitement de l'ictere et I'hépatite et de nombreux d'autres usages
(Ibraheim et al,2011).

111.2. Récolte et séchage

La récolte des feuilles des plantes a été faite dans le nord de I'Algérie (Bejaia) ou le
climat régnant est méditerranéen. La période de récolte était, en mois de mars de I'année de
2013.Apres leur identification par des specialistes en botanique au niveau de parc national de

Gouraia ,les feuilles sont séchées a I'ombre sous la température ambiante.

111.3. Broyage et extraction

Apreés le séchage, des plantes ont été réduites en poudre fine suite au broyage et au
tamisage successif. La poudre obtenue de chaque plante est macérée dans I'éthanol (90%) a
raison de 4ml pour 1g de la poudre, pendant 12heures sous agitation continue a I'obscurité et a

la température ambiante. Le mélange est ensuite laisse décanter pendant 24 heures, et le
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surnageant éthanolique est récupéré et laissé évaporer a la température ambiante de
laboratoire jusqu'a la stabilité de son poids. Le taux d'extraction (%) est calculé en appliquant

la formule suivante:

%=[(P1-Po)/E]x100

P1:poids d'extrait apres I'évaporation(g)

P0:poids vide du boite de pétri(g)

E: poids de la poudre végétale(g)

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

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

Le principe est basé sur la réduction du réactif Folin-Ciocalteu de couleur jaune, qui
est un mélange de l'acide phosphotunstique (H3PW1,040) et l'acide phosphomolybdique
(H3PMO012040) par les groupements hydroxyles des polyphénols, en oxydes bleus de
tungstene et de molybdene qui absorbe dans le visible a 740nm, la réaction s'effectue de
préférence dans un milieu basique (Vermerris et Nicholson, 2006). Pour cette méthode
spectophotométrique, il faut établir une courbe d'étalonnage qui relie les absorbances aux
différentes concentrations, comme celle de l'acide galligue ou chlorogénique. Les
concentrations en composés phénoliques sont alors apportées en équivalent d'acide gallique
ou chlorogénique respectivement (Vermerris et Nicholson, 2006).

Pour estimer la teneur en phénols totaux dans nos extraits, nous avons utilisé cette
méthode, suivant le protocole décrit par Ben Ammar et al(2007), en prenant I'acide gallique

comme étalon.
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111.4.1.2. Protocole expérimental

Pour la réalisation de la courbe d'étalonnage, différentes concentrations de l'acide
gallique allant de 0.025 a 0.2 mg/ml ont été préparées. Par la suite, un volume de 100ul du
réactif du Folin-Ciocalteu (50%) est mélangé avec 100ul de chaque solution préparée, et apres
environ 5mn, 2ml de bicarbonates de sodium Na2CO3 (2%) ont été ajouté au mélange. Le
tout est laissé réagir pendant 30 minutes a I'obscurité. La lecture de la densité optique est
effectuée & 720nm contre un blanc réactif, et les résultats ainsi obtenus ont permis de tracer la
courbe d'étalonnage de I'acide gallique. Les extraits des plantes ont été traités selon les étapes
de protocole suivies lors de la préparation de la courbe d'étalonnage de I'acide gallique, et les

résultats obtenus sont exprimés en mg EAG/g d'extrait sec.

111.4.2. Dosage des flavonoides
111.4.2.1. Principe de la méthode

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

(la rutine par exemple).

111.4.2.2. Protocole expérimental

Pour la préparation de la gamme d'étalon, une série de dilution allant a 0.2 a 2mg/mi
de solution de la rutine est préparée. Dans un tube a essai, on met un volume de 100ul de la
rutine, 300ul d'eau distillé suivie par 30ul NaNO2 (5%).Aprés 5min la température ambiante,
un volume de30uld'AICI3 (10%)a été ajouté .Aprés encore d'autre 5min, la réaction a été
traitée par 200ul de 1IMm de NaOH. En fin, le mélange est dilué. La lecture est effectuée a
510nm et les valeurs des absorbances trouvées pour chaque solution sont utilisées pour tracer
la courbe d'étalonnage. Pour les essais, les mémes étapes suivies sauf qu'a la place de la rutine

on a introduit les extraits des plantes.
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111.5. Evaluation de I'activité antioxydant
111.5.1. Test anti- DPPH
111.5.1.1. Principe de la méthode

Le DDPH(1,1 diphényle-2-dipicrylhydrazyl), est un radical libre de couleur violette
intense, relativement stable et largement utilisé pour eévaluer I'activité antioxydant de différent
composes(Wojodyl et al,2008).Ce radical lorsqu'il est réduit sous I'effet d'un antioxydant se
décolore pour donner une couleur jaune .La mesure de I'efficacité d'un antioxydant(capacité
de fixer des radicaux libres)se fait ,justement ,en mesurant la diminution de la coloration
violette (Rolland,2004; Kubola et Siriamornpu,2008;Khadri et al,2009).
DPPHox+ Antioxydantred ——— DPPH red +Antioxydant ox (Rolland, 2004).

111.5.1.2. Protocole expérimental

L'activité antioxydant des extraits des plantes est évaluée par la méthode de Maaisuthisakul et
ses collaboratteurs (2007), dans laquelle 20ul DPPH (5mM) est ajouté a 980ul d'extrait
préparé a différentes concentrations, 1’absorbance est mesurée a 517 nm aprés 30 min
d'incubation a I'obscurité et a la température ambiante.

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

DPPH par les antioxydants présents dans les extraits.
Effet scavenger contre le radicale DPPH(%)=(AT — (AE-AB)/ AT))x100

Ou  AT: absorbance de témoin(980ul de méthanol +20ul de DPPH).
AE: absorbance de I'échantillon(980ul d'extrait+ 20ul de DPPH).
AB: absorbance du blanc de I'échantillon (980ul d'extrait + 20l de méthanol).

I11.6. Pouvoir réducteur
111.6.1. Principe de la méthode

Le pouvoir réducteur des extraits des plantes et lI'acide ascorbique a été déterminée en
utilisant la méthode de (Oyaizu, 1986).Les substance qui ont une potentiel de réduction
réagissent avec le ferricyanure de potassium (Fe3") pour former la ferrocyanure de potassium
(Fe?*) puis réagit avec le trichlorure de fer pour donner le complexe ferroferrique mesurable &
I’absorbance maximum de 700nm(Singhal et al ,2014).
111.6.2. Protocole expérimental

Des extraits des plants ou une solution d'acide ascorbique a différentes doses ont été

préparéees avec du tampon phosphate(0.5 ml, 0.2 M, pH 6.6)et mélangé avec du ferricyanure
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de potassium [K3Fe (CN) 6] (0,5 ml, 1%). Ensuite le melange a été incubé a 50 ° C pendant
20 min.Un volume (0,5 ml, 10%) de l'acide trichloro acétique a été ajouté au mélange, le tout
est passé par la suite a la centrifugation pendant 10 min & 3000 tours par minute (1000 g).Un
volume 0,5 ml de surnageant est mélangée avec de I'eau distillée (0,5 ml) et du FeCI3 (0,1 ml,
0,1%) pendant 10 min. L'absorbance a été mesurée a 700 nm par spectrophotomeétre contre
un blanc, I'absorbance avec plus élevées indiquent une plus grande réduction de puissance
(Hseu et al; 2008).

111.7. Evaluation de I'effet anti peroxydationlipidique
111.7.1. L'inhibition de la peroxydation lipidique du cerveau a l'aide de thiobarbituric
acid reagent substances (TBARS)
111.7.1.1. Principe de la méthode

En pratique il existe plusieurs méthodes pour évaluer I'effet anti peroxydation
lipidique selon le type de marqueur de la peroxydation. Dans notre étude on a fait le test en
utilisant le FeSO, et I'acide ascorbique selon la méthode de Barreira et al, 2008. Ce test est
réalisé en mésurant la quantité de MDA produit durant la peroxydation induite par le Fe *?sur

les lipide de cerveau selon les reactions suivants:

LOOH+Fe™?  ——» O +Fe™
LOO’ — MDA +nonenal

*Le MDA est mesuré a partir de fixation de ce dernier par la reaction suivant:

MDA MDA-TBA Adduct

1. LH+X — SI'+XH

2. LH+Fe*’active ———— L +Fe*?inactive
3. L'+0O, —» LOO’

4. LOO'+LH —» L +LOOH

5.

6.

Figure 14: la reaction entre MDA et TBA (Arbor, 2014)
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111.7.1.2. Protocole expérimental

Les cerveaux, obtenus a partir des lapins,sont homogéniésés dans une solution tampon
Tris-HCI glacé (20 mM, pH 7,4) 1:2 (p / v) pour produire un homogénat de tissue cérébral
qui a été centrifugé a 3000g pendant 10 min.Une partie (0,1 ml) du surnageant a été incubé
avec des extraits des plantes (0,2 ml) en présence de FeSO4 (1ImM, 0,1 ml)et l'acide
ascorbique (0,1 mM; 0,1 ml) a 37 ° C pendant 1 h. Pour provoquer la formation de complexe
de revelation de la peroxidation lipidique (TBARS), un volume d'acide trichloroacétique
(28% p / v, 0,5 ml),et de I'acide thiobarbiturique (TBA, 2%, 0,38 ml) sont ajoutés et le
mélange a été ensuite chauffé a 80 °C pendant 20 min (Barreira et al ,2008).
Apres centrifugation a 3000g pendant 10 min, l'intensité de couleur de TBARS dans le
surnageant a été mesurée a 532 nm. Le taux d'inhibition (%) a été calculé en utilisant la

formule suivante:
Taux d'inhibition (%)=[(A-B)/A]*x100%

ou A et B sont les absorbances de témoin et de la solution de I’échantillon d’extrait,

respectivement.

La concentration de I'extrait fournissant 50% d'inhibition de la peroxydation lipidique
(IC50) a été calculée a partir du graphe de pourcentage d'activité anti-oxydante en function

des concentrations en extrait. La rutine a été utiliée comme standard.

111.7.2. L'inhibition de la peroxydation des lipids plasmatique par PAAPH

111.7.2.1. Principe de la méthode

Le réactif AAPH est utilisé comme initiateur de la peroxydation lipidique, il se
décompose pour générer le radical alkyle (R’ ), qui en présence de I'oxygéne est converti en
radicaux pyroxyle correspondant (ROO") (2) et (3). Ces radicaux pyroxyles induisent
I'oxydation des lipides polyinsaturés (LH) causant une réaction en chaine connue sous la

peroxydation lipidique (équation 4-6) (Banerjee et al , 2008).

R'-N=N-R’ (AAPH)—> 2R’ "+2N )
R"+0, — ROO (3)
ROO'+LH — R/'OOH+L’ @)
L'+0, — LOO (5)
LH+LOO" — L'+ LOOH (6)

R': C (Me),—C (NH ) = NH,"
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111.7.2.2. Protocol experimental

Le plasma du sang humain est récupéré du service de transfusion du sang de 1’Hopital
« BEN ADJILA Ahmaida de la Wilya de Laghouat ». Le plasma est diluée (1/2) avec la
solution tampon phosphate, PH=7.4. Un volume de 1ml de dilution plasma est traité avec
difféerentes concentration de l'extrait, puis incubé avec AAPH de (v= 0.25ml, et 200mM)
dans 37°C pendant deux heures.

A la fin de l'incubation, on ajoute 0,5ml de TCA (20%) et de 0.5ml de TBA (1%) a
chaque tube et chauffer a 100°C pendant 20min. les tubes ainsi traités sont refondis dans les
glaces, puis centrifugés pendant 5min a 3000xg. le surnageant a été récupéré est mesuré par le
spectrophotometre ,la lecture se fait a 532 nm.

Les pourcentages d’inhibition de la peroxydation lipidique sont calculés selon la
formule appliquée précédemment.

111.8. Chromatographie sur couche mince "CCM"
111.8.1. Principe de la méthode

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminium. Aprés que I'échantillon ait été déposé sur la
phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle
du solvant.

Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont:
» la cuve chromatographique

* la phase stationnaire

« I'échantillon

* I'éluant (Lafargue , 1971)

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'échantillon est placée dans la cuve,
I'¢luant monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque
composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front du solvant. Cette
vitesse dépend d'une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque
stationnaire et, d'autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent
donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile, I'action de rétention de la
phase stationnaire étant principalement contrélée par des phénomenes d'adsorption.
Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible polarité

migrent plus rapidement que les composants polaires (Lafargue , 1971).
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La chromatographie sur couche mince est une méthode plus utilisée pour I’analyse des
flavonoides, ou pour I’identification de nouveau médicament a partir des plantes. Elle a
plusieurs avantages ; un court temps de séparation, possibilité d’utilisation des révélateurs et

possibilité de separer plusieurs échantillons au méme temps (Andersen et Markham, 2006).

..... solvent front
Ry of component A =
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ds

da
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fraction, generallyonly | ———————— (== origin
reported to two decimal
places

Figure 15: schéma représentatif de détermination des rapports frontaux (Gambhir, 2008)

111.8.2. Protocole expérimental
Dans cette étude nous avons utilisé¢ une plaque d’aluminium étalée par une couche mince de
gel de silice, sur laquelle cing spots déposeés sur la ligne de dépét a distance de 1cm de bas de
la plaque, corresponds respectivement de gauche a droite aux extraits de : Cistus albidus,
Crataegus azarolus, Rhamnus alaternus, Lonicera implixa ,Adiantum capillus-veneris de
concentration 100 mg/ ml dans le méthanol , la plaque par la suite est déposée verticalement
dans la cuve de chromatographie contenant le mélange de solvants utilisées pour la
séparation ,nous avons utilisé deux systémes de séparation :

e Systéme 1 : hexane : acétate d’éthyle (9 :1).

e Systeme 2 : toluene : acétone (9 :1).

e Systeme 3 : acétate d'éthyle : acide formique : acide acétique : H,O.
La chromatographie obtenue est observé a la lumiére du jour, et sous une lumiére UV. Les
différentes couleurs observées ainsi que les Rf calculés des différentes taches ont été pris en
considération.
111.9. Outils informatiques
- Les graphes sont établis avec Microsoft Office Excel 2010 et Systat Sigma Plot 1 2.2.

-Les I1Csp sont calculées par ’application de logiciel Origine 6.0Professional.
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1V.1. Rendement de I'extraction

Les composés phénoliques sont des principes solubles dans les solvants polaires, ¢’est
la raison pour laquelle on a choisi 1’éthanol, afin de les extraire avec un rendement de
recouvrement maximal (Vermerris et Nicholson, 2006).

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

Les plantes étudiées dans ce travail sont récoltées pendant les périodes présumées
d’étre propices pour la synthése des niveaux ¢levés de ces métabolites .Le tableau ci-dessous

présente les différents taux d’extraction obtenus.

Tableau I1: taux d’extraction des différentes plantes étudiées

Plantes Taux d’extraction %
C. albidus 16,83
C. azarolus 11,97
R. alaternus 06,38
L. implixa 11,08
A. capillus-veneris 04,64

Sachant que la procédure d’extraction appliquée pour toutes les plantes est effectuée
dans les mémes conditions, les résultats obtenus montrent des rendements d’extractions
variables.

Le taux d’extraction le plus élevé correspond a celui des feuilles de C. albidus
(16,83%), tandis que le taux le plus faible est celui de R. alaternus et A.capillus (06,38% et
04.64 %) respectivement. Cette différence pourrait étre due principalement a la richesse ou la
pauvreté de la plante en composés solubles dans le solvant utilisé ou bien a la taille des
particules de la poudre végétale (Vermerris et Nicholson, 2006).

D’autre part, on observe que les feuilles de C. azarolus et L. implixa ont un taux
d’extraction sensiblement proches (11,97% et 11,08% respectivement).

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

L’analyse quantitative des phénols totaux est déterminée en appliquant de la méthode
de Folin Ciocalteu. La teneur en phénols totaux est exprimée a partir de la courbe

d’étalonnage préparée avec 1’acide gallique utilisée comme molécule standard (Figure 16).
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Absorbance a 720 nm
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Figure 16 : courbe d’étalonnage réalisée avec ’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec *I’écartype).

L’histogramme ci-dessous représente les résultats de la teneur en phénols totaux de

I’extrait éthanolique de chaque plante, exprimés en EAG/g d’extrait sec.
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Dosage des phénols totaux
(Mg Eq Acide Galique/ 1g d'extrait)

Figure 17 : histogramme représentant la teneur en phénols totaux des extraits des plantes (mg EAG/g).
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec * I’écartype).
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La teneur des phénols totaux des extraits éthanoliques des plantes étudiées dépend

essentiellement : de leur origine (Ebrahimzadehet et al,2008) de la variété, de la saison de
récolte, des conditions climatiques et environnementales ainsi que la localisation
géographique (Park et Cha, 2003).
D’apres ces résultats (figure 17), les teneurs en phénols totaux montrent que les valeurs les
plus élevées sont exprimées par 1’extrait de feuilles de C. azarolus (244,37mg EAG/g) et
C.albidus(227,90mgEAG /g).L’extrait de feuilles de R. alaternus (72,48mg EAG /g) et
L .implexa(65,89 mg EAG /g) viennenten deuxiéme lieu avec des valeurs tres proches, tandis
que la plante A. capillus-veneris, d’apres les résultats, elle est la plus pauvre de ces composés
dont la teneur est de 50,29 mg EAG /g.

Dans leur étude trés récente, Gongalves et ces collaborateurs(2013) ont indiqué que,
parmi les dix plantes qu’ils ont étudiées, 1’extrait d’infusion des feuilles de C. albidus est I’un
des plus riches en phénols totaux. Ce résultat est en concordance avec le notre, en ayant
trouvé une teneur relativement importante en ces métabolites au niveau de cette méme plante

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

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

médicinales qu’ils ont analysées.
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IV.2.2. Teneur en flavonoides
Les résultats de dosage des flavonoides sont exprimés a partir de la courbe d’étalonnage

réalisée avec la rutine utilisée ici comme molécule standard (figure ci-apres).

1,0

Y=0,56 X
R2 =0,98 L

0,8 1

0,6

0,4 A - L

Absorbance a 510 nm

0,2

0,0 T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6 1,8

Concentration (mg/ml)

Figure 18 : courbe d’étalonnage réalisée avec la rutine pour le dosage des flavonoides.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + I’écartype.
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Figure 19 : histogramme représentant la teneur en flavonoides des extraits des plantes.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I’écartype.
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L’histogramme ci-dessous représente les résultats de la teneur en flavonoides de

I’extrait éthanolique de chaque plante, exprimés en ER/g d’extrait sec.
D’aprés cet histogramme, on remarque que 1’extrait de A .capillus, qui a marqué le taux de le
plus faible en phénols totaux ,est contrairement le plus riche en flavonoides en exprimant une
valeur de 837,21 mg ER /g ;quatre fois plus élevée par rapport a celle des autres plantes dont
les teneurs en flavonoides ne dépassent pas 200 mg ER /g en moyenne.

L’extrait méthanolique de fruit de Crataegus monogyna, est marqué par le taux le plus
élevé en flavonoides en comparaison aux autres extraits étudiés par Bouzid et al (2011).

Les feuilles de L. implexa contient 22 composants (Cing iridoids, un saponin, un
cyclitol, trois dérivés acides quiniques et 12 flavonoides). Parmi ces derniers, trois nouveaux
flavonoides nommés : Implexa flavone, madreselvin A et madreselvin B, ont été isolés par
(Flamini et al 1997).

1V.3. Activité anti-DPPH

IV.3.1. Résultats de I'activité anti-DPPH a la concentration de 100ug /ml
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Figure 20: histogramme représentant I’effet anti-DPPH (%) a la concentration de 100ug /ml.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n=3) avec + I’écartype.

Une premiére lecture des résultats (figure 20), nous permet de supposer que nos

plantes sont de bonne source de molécules a caractére antioxydant sauf A .capillus.

34



Chapitre IV: résultats et discussion

Selon les résultats rapportées sur 1’histogramme sur 1’effet anti-DPPH a 100g /ml, on
constate que les extraits de quatre plantes : C.azarolus ,C.albidus ,L .implexa, et R .alaternus
qui ont montrées les taux suivants : 93,87, 96,89 81,80 93,30 % respectivement, sont tres
actives contre ce radicale. La rutine testée, en parallele, pour cette activité a prouver un effet
avoisinant 98,88 % a cette méme concentration (100 pg/ml).

Cependant, les feuilles de A. capillus, qui ont montrées la teneur la plus faible en
phénols totaux, ont aussi exprimé 1’effet anti-DPPH le plus faible (13,11%) ce qui laisse
prédire le r6le principale que pourraient jouer les composés phénoliques dans cette activité.
Ces résultats prouvent non seulement la richesse des extraits des plantes en polyphénols ,
mais aussi la nature de leurs composés phénoliques hydrosolubles qui sont caractérisés par la
présence des groupements hydroxyles fortement impliqués dans I'activité anti-radicalaire
(Robards et al.,1999).

IV.3.2. Résultats de I'activité anti-DPPH en fonction de la concentration des extraits

L’évaluation de I’activité anti-DPPH des extraits des plantes suivant leurs
concentrations est menée dans le but de déterminer les concentrations inhibitrices a 50%
(IC50%).Les IC50, par définition, sont inversement proportionnelles a I'effet scavenger dont
les valeurs faibles refletent un effet anti-radicalaire important (Villano et al, 2007 ; Khadri et
al, 2009). Les valeurs IC50 sont déterminées en pg/ml exprimant la concentration efficace de
I’extrait antioxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de DPPH.

D’apres les résultats obtenus on constate que les allures des courbes sont différentes
d’une plante a une autre suivant les différentes séries de dilutions appliquées. Ce qui indique

que ’efficacité contre le DPPH est variable d’une plante a une autre.
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1VV.3.2.1. Effet anti-DPPH de P’extrait de feuilles de C.albidus a différentes contractions
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Figure 21 : effet anti-DPPH d’extrait de C.albidus a différentes concentrations.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + 1’écartype.

La figure 21 représente ’effet anti-DPPH & différentes concentrationsde I’extrait de
feuilles de C. albidus.Nous constatons que cet effet est proportionnelle avec I’augmentation
des concentrations testées.Etant donné I’extrait de feuilles de C. azarolus est trés actif en
terme d’effet anti-DPPH, une série de concentration, a part, a été testée, commencant de 2,5
pg/ml jusqu’a 20 pg/ml. Par consequent, elle a refelté une 1C50 trés basse (7, 21+1.24 pg/ml)
la plus proche a celle du standard (2,85 pg/ml). Ceci confirme que C. albidus est la plus

efficace en terme d'effet anti DPPH.
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IVV.3.2.2. Effet anti-DPPH de I’extrait de feuilles de C. azarolus, L .implexa et R. alaternus
a différentes contractions
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Figure 22: effet anti-DPPH d’extrait deC. azarolus ,L .implexa, et R .alaternusa différentes.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec = I’écartype.

L’extrait de feuilles de C.azarolus, R.alternus et L.implexa sont testés sur une série de
délutions décroissante commencant de 100ug/ml jusqu’a 20pg/ml. A cette concentration
(20pg/ml), les trois plantes marquent les taux anti-DDPH les plus faibles contrairement a
I’extrait de C. albidus qui a montré a cette dilution un effet trés élevé. D’autre part, suivant
I’allure des courbes (figure 22) on constate que C. azarolus a maintenu son effet anti-
radicalaire stable de la concentration 100ug/ml jusqu’a 40ug/ml. Alors que les deux autres
plantes, leurs effets commencent a diminuer dés la premiére dilution (80 pg/ml).

Cette différence dans 1’allure des courbes a reflété des IC 50 différentes dont
C. azalolus est la plus active avec une IC 50 de 25,06 pug/ml alors que R.alternus et L.implexa
sont moins actives en manifestant des IC 50 plus élevés dont la moyenne est proche de

50pg/ml.
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1V. 3. 2. 3. Effet anti-DPPH de I’extrait de feuilles d’A. capillus a différentes concentrations
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Figure 23:effet anti-DPPH d’extrait deA. capillusa différentes concentrations.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + I’écartype.

L’effet anti-DPPH de 1’extrait de feuilles d’A.capillus est testé sur une autre série de
dilution commencant de 100pug/ml jusqu’a 400pg/ml (figure 23). Cette plante, d’aprés ces
résultats est la plus faible contre le DDPH, car son effet n’a atteint les taux les plus élevés
qu’a la concentration de 250ug/ml. Par conséquent, cet extrait a montré 1’IC50 la plus élevée
dont la valeur est 130,46 pg/ml. Nous concluons que cette plante est pauvre en molécules douée

d’effet anti-radicalaire impliqué dans la neutralisation directe des radicaux libres.
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I1V.4. Résultats de pouvoir réducteur
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Figure 24: pouvoir réducteur des extraits des plants étudiées (mg Equivalent Acide Ascorbique /1g d'extrait).
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + ’écartype.

Les résultats de ’activité réductrice des extraits éthanoliques des plantes étudiées sont
représentés dans la figure 24.

En premier lieu, I'extrait de C.albidus(515 mg EAA/g) possede la meilleure capacité de
réduction de fer par rapport aux autres extraits des plantes puis I'extrait de C. azarolus vient
en deuxiéme lieu avec une capacité moyenne (370 mg EAA/g), tandis que les trois autres a
savoir : R.alternus, L.implexa et A. cappilus, elle sont presque égales et faibles d'activité

réductrice , les valeurs sont respectivement (184 , 181, 180 mg EAA/g ).
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IV.5. Résultats de I’effet anti peroxydation lipidique
IV.5.1. Résultats de I’effet anti-peroxydation des lipides cervicales
IV.5.1.1. Résultats d’anti-peroxydation lipidique a 100ug /ml
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Figure 25 : effet anti-peroxydation lipidique des extraits des plantes et la rutine a la concentration 100ug /ml.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + ’écartype.

Pour avoir une idée, ne serait-ce que globale, sur I’activité anti-peroxydation des
lipides de cerveau animal, des extraits des différentes plantes, ces derniéres sont évaluées pour
cet objectif a la concentration de 100 pg/ml. Les résultats (figure 25) montrent que les plantes,
C. albidus et C. azarolus, sont les plus actives (81,34 et 70,78 % respectivement) par rapport
aux autres et méme encore, par rapport a la molécule standard (67,36 %). Ces deux plantes
confirment leur potentiel antioxydant car, elles ont déja montré des propriétés anti radicalaires
(anti-DPPH) importante dans le premier test. Quant a I’extrait de R .alaternus, et L .implexa,
I’effet contre la peroxydation lipidique est juste moyenne avec des pourcentages de 46,11 et
56,84 % respectivement inférieurs a 1’effet de la rutine.

Tandis que, la plante A. capillus, d’apres les résultats, elle est la moins active en
manifestant 1’effet le plus bas(14,97%). Cette plante est jugee tres faible et non efficace de

point de vue potentiel anti-péroxydation lipidique comme elle a été déja considérée faible

contre DPPH.
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IV.5.1.2. Effet anti-peroxydation lipidique en fonction des concentrations de C. albidus
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Figures 26 : effet anti-peroxydation lipidique a différentes concentrations de I'extrait de C .albidus
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + 1’écartype.

Commengant par C. albidus, cette plante est testée sur une série de concentrations qui
commence de 5ug/ml jusqu’a 150 pg/ml.

L’effet s’est montré sensiblement variable entre les concentrations allant de 5 a 25
pa/ml. Au-dela de cette concentration, cet effet augmente Iégérement pour se stabiliser aux

derniéres concentrations testées.

L’effet de cette plante, qui a été variable a des concentrations tres faibles, a refléte
ainsi I’IC 50 la plus basse possible (13,35 + 0, 76 pg/ml). Cette concertation témoigne encore

le potentiel tres estimé des feuilles de C. albidus contre la peroxydation lipidique.
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IV.5.1.3. Effet anti-peroxydation lipidique en fonction des concentrations de
C.azarolus ,R.alatarnus ,L.implexa.
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Figures 27: effet anti-peroxydation lipidique a différentes concentrations des extraits de: C.azarolus

,R.alatarnus , L.implexa.

- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + I’écartype.

Le potentiel anti-peroxydation lipidique des extraits des trois plantes citées ci-dessus
s’est manifesté déependant des concentrations élevées, allant de 25 pg/ml a 300 pg/ml. A partir
de cette derniere, I’effet semble étre stable jusqu’a la concentration de 500 pg/ml (figure 27).

D’autre part, on constate que 1’allure des courbes, est distincte d’une plante a une
autre, et ce, en fonction des capacités de chaque une a lutter contre le phénoméne de la
peroxydation lipidique. En effet, I’extrait de feuilles de C. azarolus est témoin d’une IC50
équivalente a 41,21 pg/ml ; tres proche a celle de la rutine (39,18 pg/ml) alors que les 1C50
de L. implexa et R. alatarnus sont de 1’ordre de 71,20 110,46 pg/ml respectivement.
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IV.5.1.4. Effet anti-peroxydation lipidique en fonction des concentrations de A.capilus
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Figures 28 : effet anti-peroxydation lipidique a différentes concentrations de I'extrait d’A.capillus.

- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + I’écartype.

L’efficacité de d’inhiber la destruction des lipidiques par 1’extrait de d’A.capillus est

tres faible car I’effet prouvé par cette plante est dépendant des concentrations hautement

élevées faisant I’exception par rapport aux autres plantes.

Par conséquent, cette plante n’a donné un effet anti-peroxydation a 50 % qu’a la

concentration 517, 47 pg/ml, prouvant ainsi un effet 38 fois moins efficace par rapport a C.

albidus.
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IV.5.2. Résultats de I’effet anti peroxydation lipidique plasmatique induit par AAPH
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Figure 29 : effet anti-peroxydation sur des lipides de plasma du sang humain induite par AAPH.
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + 1’écartype.

L’évaluation de D’effet anti-peroxydation lipidique en utilisant ’AAPH comme
initiateur de la destruction des lipides plasmatiques est effectué pour deux concentrations (100
et 200ug/ml). L’effet protecteur des extrait des plantes est, d’apres la figure 30, varie entre ces
deux concentrations testées, indiquant un phénoméne dépendant de la teneur en composés
actifs, tout comme cela était vérifié par les résultats précédents sur les lipides du cerveau

animal.

Encore une autre fois, les feuilles de C ;albidus présentent un pouvoir anti-
peroxydation lipidique tres prononcé, les feuilles de C. azarolus sont aussi active car elles
viennent juste aprés. Cette derniére a été rapportée par Ljubuncic et al. 2005 comme étant
une plante trés active contre la peroxydation des lipides du plasma induite par AAPH. Il est
indiqué dans cette étude que des concentrations croissantes de Crataegus azarolus provoquent
une inhibition significative, dépendante des concentrations sur l'oxydation des lipides de

plasma induite par AAPH atteignant 90% a la concentration la plus élevée (667 pg/ml).
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IV.6. Résultats de chromatographie sur couche mince CCM

Figure 30 : photo des profils chromatographiques, des extraits des plantes obtenus avec le mélange Hexane :
Ethyle acétate (9 :1). (A) observation a la lumiére du jour. (B) observation sous une lampe UV. 1 :C. albidus

.2 :C. azarolus.3 : R. alathernus. 4 :L. implexa. 5 :A. capillus.

LY e

Figure 31: photo des profils chromatographiques, des extraits des plantesobtenus avec le mélange Toluéne :
Acétone (9 :1).(A)observation a la lumiére du jour. (B) observation sous une lampe UV. 1 :C. albidus .2 :C.
azarolus.3 : R. alathernus. 4 ;L. implexa. 5 :A. capillus.
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Figure 32: photo des profils chromatographiques, des extraits des plantes obtenus avec le mélange acétate d'éthyle : acide
formique : acide acétique : H,O. (A) observation a la lumiére du jour. (B) observation sous une lampe UV. 1 :C. albidus

.2 :C. azarolus.3 : R. alathernus. 4 :L. implexa. 5 :A. capillus.

Le développement de la méthode pour la chromatographie sur couche mince commence non
seulement par le choix de la phase mobile de séparation mais aussi le choix de la phase stationnaire, la
technique de développement choisie. Les dimensions de la chambre de développement, et de I'espace
vapeur ont un effet prononcé sur la séparation (Yrjonen, 2004).

Les résultats présentent des taches de couleurs variées : orange, jaune, bleu, verte,
marron, qui peuvent correspondre a plusieurs classes de métabolites secondaires.

La distinction entre les différents composés des plantes est basée sur la comparaison
des Rf et couleurs observées a la lumiére du jour et sous une lampe UV (voir annexe VI et
VII).

Pour le mélange de séparation Héxane : Ethyle acétate (9 :1), les extraits des feuilles,
C.azarolus, R.alternus,L.implixa sont apparues trés riches en divers molécules présumées et
ont des profils trés similaires selon la figure (30). D’autre part, les feuilles de A.capillus ont
montré un profile déférent a celui des autres extraits, tandis que le dépot de I’extrait de
feuille de C.albidus n’a pas donné une bonne séparation. Ceci serait lié a la nature des
substances contenues dans les feuilles de cette plante

D’autre part, I’autre systeme de solvant (figure 31) montre une bonne séparation pour
tous les dépdts des extraits des plantes. Pour le dépdt des extraits des feuilles C.albidus et
C.azarolus R.alternus,L.implixa, les profils sont semblables, indiquant ainsi que ce systéme
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de solvant sépare une série de molécules partagées entre ces plantes. Cependant A. Capillus
donne un profil déférent, donc déférents composes. De ce dernier résultat, on signale

I’apparition d’une fraction de couleur jaune trés intense partagée entre toutes les plantes.

En fait, le systeme de séparation (EA-AF-AAc-H,0) /(100-11-11-26) que nous avons
appliqué (figure 32) exerce selon (Andriambelson et al 1998) une hydrolyse acide sur les
formes complexes telles que les tannins (tannins hydrolysables), permettant ainsi la migration
des unités issues de cet effet.

L’application de ce systéme, a montré des profils qui présentent peu de séparation et
moins de résolution ce qui ne permet pas de distinguer facilement entre les fractions séparées.
Notre hypothése stipule la présence de molécules a haut poids moléculaire et trés polaire.

Ces résultats et les observations nous renseignent et confirment que les extraits bruts des
plantes étudiées sont d’une diversité moléculaire assez frappante témoignant sur la
biodiversité des principes actifs qu’elles pourraient nous offrir afin de les exploiter dans le

domaine thérapeutique.
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Conclusion

Conclusion

La valorisation des plantes médicinales appliquées dans les différentes cultures
ethniques, en étudiant leurs activités biologiques, est une étape clé pour tenter de trouver des
remedes pour plusieurs problemes de santé et ouvre sur des perspectives de découvrir de
nouvelles molécules naturelles et la mise au point de nouveaux remedes thérapeutique.

Lors de ce travail, les extraits des cing plantes médicinales : Cistus albidus, Crateagus
azarolus, Rhamnus alaternus, Lonicera implixa et Adiantum capillus-veneris ont fait I’objet
d’une étude détaillée, commengant par l'extraction et le dosage des composés phénoliques
ainsi que 1’évaluation de leur effet anti-radicalaire DPPH et le pouvoir réducteur FRAP, en
suite I’estimation de 1’effet anti-peroxydation lipidique induite par FeSO4 et AAPH, enfin la
caractérisation des extraits & I’aide d’une chromatographie sur couche mince.

L’extraction des composés phénoliques a ¢été faite a partir d’une poudre fine de ces
plantes en utilisant I’éthanol comme solvant d’extraction. Les rendements de cette extraction
montrent que les feuilles de C.albidus sont les plus importantes en comparaison aux autres.

Le dosage des phénols totaux, par la méthode de Folin-ciocalteu, affirme que
C.albidusest relativement riche en ces composés (227,90mg EAG/g). La méme qualité a été
constatée pour les feuilles de C.azarolus en montrant le meilleur taux des phénols totaux
(244,90mg EAG/g). Cependant, le taux le plus faible est exprimé par les feuilles d’A.
capillus-veneris(50,29 mg EAG/g).

Quant aux teneurs des plantes en flavonoides, 1’extrait d’A. capillus-venerisen est le
plus riche en démontrant un taux de (837,21mg ER/qg), suivi par les extraits des feuilles de
C.albidus et R.alaternu savec des valeurs suivantes 888,47mg ER/g et 152,62mg ER/g
respectivement.

L’¢évaluation de I’activité anti-radicalaire contre le DPPH affirme que 1’extrait de
feuilles de C.albidus est le plus puissant avec unelCsg tres basse (7,21ug/ml) et la plus proche
a celle de standard rutine (2.85ug/ml). Ceci serait expliqué par la richesse de cette plante en
composés phénoliques. L’extrait de feuilles de C.azarolus, classées en deuxiéme lieu, est
aussi marqué par une 1Cso importanted’environ 12,06pg/ml, alors que les extraits de feuilles
de R.alaternus et L.implixa ont montré des ICsq plus élevées (51,74 et 53,23 pg/mi
respectivement)

Tandis que I’extrait d’A.capillus-venerisa exprimé unelCsg la plus élevee, reflétant ainsi

’activité anti-radicalaire la plus faible.
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Conclusion

Concernant la capacité des plantes a réduire les ions ferriques, elle a été déterminée par

I'analyseFRAP. L’extrait de C.albidus, d’aprés les résultats, est le plus puissant en pouvoir
réducteur (513,15 Mg Eq Acide Ascorbique/ 1g) suivi, dans un ordre décroissant, par 1’extrait
de C. azarolus, R. alaternus, L. implixa et A. capillus.
L'activité anti-peroxydation lipidiqgue montre que I'effet le plus puissant est celui de I'extrait
de Cistus albidusavec un 1Cso (ug/ml) de (13.35+£0.76) suivi par l'extrait de Crataegus
azarolus (41.21+2.15) puis vient Lonicera implexa en troisieme lieu(71.20+£3.24) et en fin
I'extraits de Rhamnus alaternus et Adiantum capillus-veneris qui sont les plus faibles
(110.46£1.03 et 517.46+1.33).

La peroxydation lipidique du plasma testée a deux concentrations (100 et 200 pg/ml)
montre un effet assez important au niveau des feuilles les feuilles de C.albidus.

Les analyses effectués par la chromatographie sur couche mince sur gel de silice avec
trois systemes solvants différents ont montré, sous I’UV, ont confirmé la richesse des extraits
des plantes étudiées en divers composes.

L'ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu'une premier étape de la recherche de
substances de source naturelle biologiquement active.il serait essentiel, a I'avenir de préciser
la nature des composés phénoliques, en utilisant des méthodes plus avancées .Sans oublier

I'étude de l'effet toxique de ces composés.
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Annexe I :: valeurs des IC50 (pg/ml) de I’activité anti-DPPH

Extraits IC50 (ng/ml)
C. albidus 7,21 £1.24
C. azarolus 25,06 £0.15
R. alaternus 51,74+7.03
L. implixa 53,23 £5.24
A. capillus-veneris 130,46 + 0,45
Rutine 2.85+0.17

Annexe II : valeurs des IC50 (ng/ml) de I’activité anti-peroxydation.

Extraits IC50 (ng/ml)

C. albidus 13,35 £0, 76
C. azarolus 41,21 +£2.15

R. alaternus 110,46 +1.03
L. implixa 71,20 £3.24
A. capillus-veneris 517,46 + 1,33
Rutine 39.18 +0.37

Annexe III : structure de la molécule de DPPH (Diallo, 2005)

Annexe IV : structure de ’acide gallique(Kubola et Siriamornpun, 2008).
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Annexe V: effet anti-peroxydation lipidique de la rutine en fonction de la concentration
- Les valeurs sont la moyenne de trois essais (n= 3) avec + I’écartype.
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Annexe VI: tableau despropriétés des fractions obtenues avec le mélange, Toluéne : Acétone.

Couleur observée Couleur , . | Crataegus | Rhamnus | Lonicerai | Adiantum
a la lumiére du observée Cistusalbi azarolus alaternus mplexa capillus- | Rf
jour sous UV dus L veneris
Vert Bleu claire + + + + + 0,013
jaune Vert + + + + + 0.166
Vert foncé Bleu + + + + + 0.2
Vert tés foncé Bleu + + + + - 0.33
Bleu- vert Noir + + + + + 0.416
Bleu foncé Noir - + + + + 0.45
Jaune Vert - + + + + 0.95
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Annexe VII: tableau despropriétésdes fractionsobtenues avec le mélange Hexane : Ethyle acétate

Couleur Couleur . . Adiantum
L s . , . Crataegus | Rhamnus | Lonicerai .
observée a la observée | Cistusalbid capillus- Rfs
oy . azarolus alaternus mplexa .
lumiére du jour | sous UV us L veneris
jaune Vert + + + + + 0.05
Vert Bleu + + - - + 0.167
Vert foncé Bleu + + + + - 0.21
Vert Claire Bleu claire + + + + + 0.23
Bleu Noir + + + + + 0.26
Bleu foncé Noir + + + + + 0.31
Orange Gris claire + + + + + 0.5

Annexe VIII: Exemples de formes combinées des acides hydroxycinnamiques(Macheixet al ,2005).

COO
R e COOH
(i
HO = OH
OH

R=0H acide chlorogénique (= 5-caféoylquinique)

R=H acide p-coumaroylquinique
HOOC:

H-C-OH
COO —Cl =H

HOOC'

HO ]ij(\/
HO

acide caftarique = acide caféoyltartarique

Cco0
HO X
Q COOH
HO i
OH

acide caféoylshikimique

. /CO0H
o CH,OH
= 00C 0 .
OH \/@\ HO \OH
OH T
OH

g i I’acide p-coumarique
p-coumaroylglucose glucoside de p q

i
C —N—CH,—CH, — OH

féruloyltyramine
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