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Resumé :

Notre étude a pour objectif de valorisation des plantes médicinales et en évaluant la quantité des
Notre travail porte composés phénoliques et de I'étude de I'efficacité antioxydante a six échantillons.
sur I’étude de la phytochimie et des activités antioxydantes des plantes : Cistanche tinctoria Bubonium
graveolens Ruta tuberculata Atractylis delicatula Asphodelus microcarpus Ammodaucus leucotrichus.

La premiere étape de ce travail est représentée dans I'extraction des composés phénoliques en utilisant
cings solvants : I’hexane ; dichloromethane et I'acétate d'éthyle ; éthanol et méthanol successivement et
la quantification des composés phénoliques par la méthode de folin-ciocalteu et la quantification des
flavonoides par la méthode de AICI3.nous avons estimeé ces composés par spectroscopie UV -VIS.
L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par deux méthodes ; le test
phosphomolybdate et le piégeage du radical libre DPPH et comparé avec des standards acide galique,
quercetine et acide ascorbique.

Mots-clés:plante, extraction, flavonoides, composés phénoliques, activité antioxydante, le piégeage du
radical libre DPPH, la réduction du phosphomolybdate

Abstract

Our study aims to valorize medicinal plants and by evaluating the quantity of phenolic compounds and
the study of antioxidant efficacy with six samples. Our work deals with the study of phytochemistry
and antioxidant activities of plants: Cistanche tinctoria Bubonium graveolens Ruta tuberculata
Atractylis delicatula Asphodelus microcarpus Ammodaucus leucotrichus.

The first step of this work is represented in the extraction of phenolic compounds using five solvents:
hexane; dichloromethane and ethyl acetate; ethanol and methanol successively and the quantification
of phenolic compounds by the folin-ciocalteu method and the quantification of flavonoids by the AICI3
method. We have estimated these compounds by UV-VIS spectroscopy.

The antioxidant activity of the various extracts was evaluated by two methods; the phosphomolybdate
test and the trapping of the free radical DPPH and compared with standards galic acid, quercetin and
ascorbic acid.

Keywords: plant, extraction, flavonoids, phenolic compounds, antioxidant activity, DPPH free radical

scavenging, phosphomolybdate reduction
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Introduction

L’Homme a toujours utilisé les plantes pour se soigner, elles ont constitué

pendant des siécles le principal moyen de lutte contre plusieurs maladies (Caroline, 2013).

Bien qu’une grande partie du XXeme si¢cle ait été consacrée a la mise au point
des molécules de synthese, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le
screening de sources naturelles a résult¢ dans la découverte d’un grand nombre de
médicaments utiles qui commencent a jouer un rble majeur dans le traitement de
nombreuses maladies humaines, les plantes qui sont une source importante pour les
produits pharmaceutiques, soit utiliser la plante ou partie de plante ( feuilles, tiges,
fleur...), servir a des préparation de type galénique (teintures, extraits, pommades,
sirops ....),ou l’extraction de substances médicamenteuses ( alcaloides , hétérosides

mucilage, saponosides etc.) ,(Baba aissa ,1990).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains
sont issus du meétabolisme secondaire, (Chaabi ,2008).Cette molécule présentant un intérét
thérapeutique curatif ou préventif pour I'hnomme ou 1’animale, (Benghanou, 2012).

On retrouve des antioxydants dans toutes les plantes, ils sont qualifiés en métabolites
secondaires. Ces composés présentent plusieurs propriétés pharmacologiques, parmi
lesquelles nous citerons les propriétés antimicrobienne, anti-inflammatoires,
vasodilatatrices, anticancérogéne, (Gomez et al, 2006).

L’Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition
séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes. La sélection des plantes Cistanche
tinctoria Bubonium graveolens Ruta tuberculata Atractylis delicatula Asphodelus
microcarpus Ammodaucus leucotrichus est basée sur le fait qu’elles sont peu étudiées
dans les travaux précédents.

Le but de cette étude consiste a renforcer la connaissance phytochimique des
extraits De ces plantes & savoir : les phénols totaux et les flavonoides, et a mettre en
évidence leurs activités anti oxydantes.

Ce travail sera donc répartit en deux parties :

- la premiére est consacrée a la synthése bibliographique.
- La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres :
e le premier présentera les méthodes d’extraction et quantification des composés

phénoliques.
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e le deuxiéme présentera 1’évaluation de I’activité anti oxydante de ces extraits par
différentes méthodes chimiques (tests de DPPH et phosphomolybdate).

En fin en discutera les résultats obtenus dans cette étude. Nous rapportons aussi

une étude comparative sur la propriété anti oxydante des différents extraits obtenus afin de

choisir les composés les plus efficaces.
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1. Définition d’une 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 trés différentes suivant leur préparation (Schauenberg,
1977).

2. Définition d’un principe actif
Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants naturellement

présents dans cette plante; ils lui conférent son activité thérapeutique. Ces composants sont

souvent en quantité extrémement faible dans la plante (Moulay, 2012).

3. Les composés phénoliques
a. Définition

Les composants phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par
la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec des glucides. (Zoughlache, 2008).
b. Classification

Le terme de composés phénoliques couvre un groupe trés vaste et diversifié de
produits chimiques. Ces composés peuvent étre classés dans un certain nombre de facons.
Harborne et Simmonds (1964) ont classé ces composés dans les groupes en fonction du
nombre d'atomes de carbone dans la molécule. (Bouras .F.Z et Houchi.n A, 2013).

Tableau 01 : classification des composés phenoliques, (Boubakri, 2014).

C6 Phénol simple Catéchol Nombreuses espéeces
C6-C1 Acideshy droxybenzoique p- hydroxybenzoique Epices, fraise

Acides Acide caféique, Pomme de terre
C6-C3 Hydroxycinnamiques Acide férulique pomme, citrus

Phényle propéne Myristicin Eugénol

Coumarines Scopolitine

Iso coumarines Myristicine, Eugénol

Chromones Eugénine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Plumbagine Noix

Polyphénols
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C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine

C6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol Vigne
Anthraquinones Anthraguinones

C6-C3-C6 Flavonoides, Quercétine, Fruits, légumes,
isoflavonoides cyanidine, daidzéine fleurs, soja, pois

(C6-C3)2 Lignanes Pinorésino I Pin
Néolignanes Eusidérine

(C6-C3-C6)2 Biflavonoides Amentoflavone

(C6-C3) n Lignines Bois, fruits a noyaux

raisins, kaki
(C6-C3-C6) n Tanins condensés

4. Stress oxydatif et ’activité antioxydante

a. Stress oxydatif
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactives de I’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les

dommages oxydatifs, (Boudjouref, 2011)

b. Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons
non appariés, (Obame, 2009). Cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus
proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical
libre, (Boudjouref, 2011)

¢. Formes des radicaux libres

Tableau 02 : Différents types des espéces réactives (Tarabsa, 2015)

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02e Acide hypochlorique HO ClI
Monoxyde NO- Oxygene singulet 102
d’azote

Radical alkoxyle RO Peroxyde d’hydrogéne H202
Radical OH- Peroxyde organique ROOH
Hydroxyle

Radical peroxyle ROQO- Peroxynitrite ONOO-
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5. Les antioxydants
Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un

produit naturellement oxydable a 1’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénomeéne

d’oxydation. (Zerargui, 2015).

a. Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés dans trois catégories différentes (Tableau 3).

Tableau 03: classification des antioxydants

Les antioxydants synthétiques. Butylhydroxyanisole(BHA);
Butylhydroxytolu ne(BHT)

Les antioxydants enzymatiques Superoxyde dismutase(SOD) ; lactase

Les antioxydants non enzymatiques Vitamine c ; caroténoide.

b. Mécanisme d’action des antioxydants

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre
substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une
structure de donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de

dérives du phénol.

En plus leurs radicaux intermediaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonance et par mangue de positions appropriées pour étre attaqué par

I’oxygeéne moléculaire.

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation
en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits
finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puissent réagir
avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie
excédentaire de I’oxygéne singlet pour la transformer en chaleur. (BERSET C. et

CERVELIER M.E, 1996).
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6. Tests antioxydants

Le tableau 04
actuellement pour évaluer I’

Tableau 04 : les principaux

résume quelques tests chimiques in vitro les plus utilisés
activité antioxydante des extraits de plantes.

types des tests antioxydants avec leurs principes d’action.

Test

Principe

Estimation du pouvoir

antiradicalaire par Ia

méthode au DPPH

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur|
diaprait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par
un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration.
L’intensité de la couleur est

proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons (Sanchez-Moreno, 2002).

Test de blanchissement

du p-carotene

L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, ces radicaux
libres vont par la suite oxyder le p-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa
couleur rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence
d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de D’acide
linoléique et donc prévenir 1I’oxydation et le blanchissement de (-carotene. Dans
ce test la capacité antioxydante est déterminée en mesurant I’inhibition de la
dégradation oxydative du B-carotene (décoloration) par les produits d’oxydation
de I’acide linoléique. (Boudjouref, 2011)

Méthode de

oxydase

la xanthine

Cette méthode est basée sur l'inhibition de XO (xanthine
oxydase) qui conduit une diminution de la production d'acide urique, qui a été

déterminée par spectrophotométrie (Oskoueian et al, 2011).

Méthode de thiocyanate
ferrique (FTC)

La capacité antioxydante a été déterminée par la mesure de 1’absorbance d'un|
complexe coloré généré par la réaction entre le péroxyde et le chlorure ferreux qui
forment les ions ferriques. Les ions ferriques réagissent avec le thiocyanate
d'ammonium et produisent le thiocyanate ferrique qui donne une couleur rouge
(Medjoujda et Benlifa,

2014).

Méthode de DEPG: N, N-
dimethyl-pphenylene

diaminedihydrochloride

Cette méthode est basée sur la réduction de couleur de la solution tamponnée de
DEPG dans un tampon acétate et le chlorure ferrique. La procédure implique Ia
mesure de la diminution de l'absorbance de DEPG en présence d'accepteurs avec
maximum d’absorption de 505 nm. L'activité a été exprimée en pourcentage de

réduction de DEPG (Nur-Alam et al, 2012).
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1. Présentation des plantes :

Classification

Régne : Spermaphytes
Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots

Famille : Apiacée

Genre : Ammodaucus
Espéce:Ammodaucus leucotrichus
Nom arabe : 4% 2

Quézel et Santa (1963) ; Guignard et
Dupont (2007)

Figure 01 :Ammodaucus leucotrichus(chehma,2008)

Principe actifs . Huiles essentielles ( Velasco-Negueruela et al ., 2006)

Régne : Plantea
Embranchement : Tracheophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Asterales

Famille : Asteracees

Genre : Atractylis

Espece : Atractylis delicatula
Nom arabe : <! !l Gls

Principe actifs :non connu

Régne : Plantae
Embranchement : racheophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Asteriscus

Espéce: Asteriscus graveolens
Nom arabe : (b
(Hakim.,2012)

Figure 03 :Bubonium graveolens(chehma,2008)

Principe actifs : Huiles essentielles
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Régne : plantea
Embranchement:Spermatophytes
Classe : Eudicots

Ordre : Lamiales

Famille : Orobanchaceae

Genre : Cistanche
Espeéce: Cistanche tinctoria L

Nom arabe : o2
(Beck et al., 1904)

Principe actifs : Alcaloides,et flavonoides,et Tanins , et Saponines et les Anthocyanines
(Bouchouka., 2016).
Régne : Plantea

Figure 04 :Cistanche tinctoria(chehma,2008)

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Monocotyledones
Ordre : Liliiflorae

Famille : liliaceae
Genre : Asphodelus
Espéce: Asphodelus microcarpus

Nom arabe : &s_»
(Zellagui ., 1998)
Principe actifs : Alcaloides ; Lipides ; Glucides. (Zellagui., 1998).
Régne:Plantae

Classe Magnoliopsida (dicotylédons)
Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : Ruta tuberculata L.

Nom vernaculaire : dd

(Attou, 2011).

Figure 05 :Asphodelus microcarpus(chehma,2008)

Figure 06 :Ruta tuberculata(chehma,2008)

Principe actifs : La partie aérienne est tres riche en tanins, moyennement riche en alcaloides et
flavonoides ( Belkheir et al., 2009).
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2. Préparation des extraits
Les six plantes de notre étude ont été achetées a partir d’un herboriste, elles
sont broyées finement et tamisées afin d’obtenir une poudre fine. La figure 7 montre les

étapes d’extraction des composés phénoliques de nos plantes.
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L 1 g de plante J

.

Macération dans 20 ml d’hexane jusqu’a

épuisement
iltration e
evaporation

Macération dans 20 ml de solvant a polarité croissante

| L

Dichlorométhane Acétate d’éthyle Ethanol Méthanol

N _

I

{ Séchage des extraits dans 1’étuve a 45 c°

¢

Solubilisation dans 10 ml de méthanol

—

Figure 07 : Organigramme explicatif de la méthode d’extraction des composés
phénoliques a partir des différentes plantes étudiées.
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3. Dosage des phénols et des flavonoides

a. Dosage des phénols

On prend 100ul de chaque solution diluée d’acide gallique choisi comme
standard suivi de 1’addition de 500ul du réactif de folin-Ciocalteu (diluée 10 fois). Apres 2
min, 2 ml de carbonates de sodium Na,COj3 (4%) ont été ajoutées, puis le mélange est
maintenu a I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.

L’absorbance est mesurée par un spectrophotometre UV Visible, a une
longueur d’onde de 760 nm contre un blanc préparé de la méme maniére sauf qu’il ne
contient pas d’acide gallique (I’extrait phénolique).Les lectures de la densité optique a 760
nm, des solutions ainsi préparées nous ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique.

L’analyse quantitative des phénols totaux des extraits phénoliques a été réalisée
par la méme procédure, en effectuant des dilutions pour obtenir des absorbances comprise
entre 0,1 et 1. (Boussoussa et al, 2014).

b. Dosage des flavonoides totaux:

On prend 500ul de chaque solution diluée de quercétine suivi par 1’addition de
500ul du chlorure d’aluminium AlCl3 (2%), puis le mélange est maintenu a I’obscurité
pendant 20 minutes a température ambiante.

L’absorbance est mesurée par un spectrophotometre UV Visible, a une
longueur d’onde de 409 nm contre un blanc préparé de la méme maniére sauf qu’il ne
contient pas la quercetine. Les lectures de la densité optique a 409 nm, des solutions ainsi
préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de la quercetine.

L’analyse quantitative des flavonoides des extraits phénoliques a été réalisee
par la méme procédure, en effectuant des dilutions pour obtenir des absorbances comprise
entre 0,1 et 1. . (Boussoussa et al, 2014).
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4. Evaluation de pouvoir antioxydant

a. Test DPPH
Pour chaque extrait une série de concentration ont été préparé dans le méthanol

et 0,5ml de chaque concentration a été mélangé avec 0,5ml d’une solution méthanolique de
DPPH (250puM), Le mélange est incubé a 1’abri de la lumiére pendant 30 min et
I’absorbance a été mesuré a 517 nm. L’inhibition du radical libre de DPPH exprime en

pourcentage (I %) a été calculée de la maniere suivante:

I % = [(A blanc — A échantillon) / A blanc] x 100

Les pourcentages d’inhibition %l en fonction des concentrations de chaque
extrait sont présentés sous forme de courbes a partir desquelles le parametre 1Cso est
calculé. Celui-ci est défini comme la concentration en composés requis pour diminuer la
concentration du DPPH initiale de 50%

L’activité antioxydante de la quercitine, ’acide gallique et I’acide ascorbique a été

déterminée dans les mémes conditions. . (Boussoussa et al, 2014)

b.Test phosphomolybdate

Le test du pouvoir réducteur du molybdate phosphate est un essai direct qu’on
emploi principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il
repose sur la réduction des molybdates en molybdene en présence des extraits en donnant
une coloration verte détectable par I’'UV a une longueur d’onde de 695 nm.

Le test phosphomolybdate (PPM) a été réalisé selon la méthode décrite par
Prieto et al, en 1999 qui consiste & introduire dans un tube 0,1 ml de I’extrait de plante
mélangé avec 1 ml d’un réactif composé de H,SO, de NaH,PO, et du molybdate
d’ammonium. Le tube a été ensuite bien fermé puis incubé a 95C° pendant 90 min. apres
refroidissement, 1’absorbance a été mesuré a 695 nm. L’acide ascorbique a été utilisé
comme standard.

La capacité antioxydante est exprimée en mg équivalent acide gallique par

gramme de matiere séche. (mg EAG /100g MS). (Boussoussa et al, 2014)
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1. Détermination du rendement d’extraction

La préparation des extraits des plantes étudiées est réalisée par 1’utilisation
d’une série de solvants a polarité croissante permettant ainsi la séparation des composés
selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction. Ces procédés d’extraction ont
permis d’obtenir cinq extraits : I’extrait hexanique ; 1’extrait Dichlorométhanique, I’extrait
d’acetate d’ethyle, I’extrait éthanolique et 1’extrait Méthanolique. On constate que tous les

extraits ont un aspect visquex.

Apreés extraction et récupération des extraits, leur rendement a été déterminé
par rapport & 1 g de matiére végétale seche exprimée en pourcentage. Les rendements
d’extraction ont été déterminés par la formule suivante :

_ masse de résidus drextrait

R%= %100

masse de la poudre végétale

La couleur, I’aspect ainsi que le rendement de chaque extrait par rapport au

poids du fruit sec pulvérisé sont représentés dans le Tableau 5
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Tableau 05 : Teneur et couleur des extraits des six plantes étudiées.

Chapitre 03: résultats et discussions

Plante Extrait Couleur Teneur (%)
hexane Jaune claire 7,5
Ammodaucus dichloromethane Jaune claire 10,3
leucotrichus Acetate d’ethyle Jaune claire 1,1
ethanol Vert militaire 2,6
methanol Jaune claire 5,2
hexane Jaune claire 1
Atractylis dichloromethane Jaune claire 1,7
delicatula Acetate d’ethyle Jaune claire 0,9
ethanol Vert 85,1
methanol Jaune 8,7
hexane Vert militaire 9,6
Asteriscus dichloromethane Vert militaire 1,8
graveolens Acetate d’ethyle Vert militaire 2
ethanol Vert militaire 7
methanol Vert militaire 6,4
hexane Vert militaire 1,4
Cistanche dichloromethane Vert militaire 2,7
tinctoria L Acetate d’ethyle Vert militaire 0,6
ethanol Vert militaire 7,8
methanol Vert militaire 9,8
hexane Orange foncé 3
Asphodelus dichloromethane Orange foncé 7,7
microcarpus Acetate d’ethyle Orange foncé 2,3
ethanol Orange foncé 21,1
methanol Orange foncé 6,5
hexane Jaune claire 3,1
Ruta dichloromethane Jaune claire 1,1
tuberculata L. | Acetate d’ethyle Jaune claire 0,3
ethanol Vert 3,7
methanol Vert 6,4
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Nous constatons que les rendements de 1’extraction varient considérablement.
Les pourcentages enregistrés sont compris entre 0,3 et 85,1 %. L’espéce Atractylis
delicatula donne clairement le meilleur rendement (85,1 %) suivie par la plante Asphodelus
microcarpus avec un rendement de 21,1 %. Le rendement le plus faible est celui de la

plante Ruta tuberculata L de I’ordre de 0,3 %.

Les résultats obtenus montrent que le rendement le plus élevé est celui de
I’extrait ¢éthanolique (85,1%), suivi par I’extrait éthanolique (21,1 %). Cependant le
rendement d’extrait acétate d’éthyle est le plus faible (0,3%).

Le rendement d’extraction est tributaire de plusieurs facteurs qui peuvent
influencer les performances de 1’extraction, tels que la taille des particules, la nature du

solvant, la température et le temps d’extraction

2. Dosage des composes phénoliques

Le dosage de polyphénols et de flavonoides totaux a été effectué par la
méthode spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le trichlorure

d'aluminium (AICI3), respectivement.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 06. Les courbes étalons
de T’acide gallique et la quercetine sont représentées dans les figures 08 et 09

respectivement.
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Tableau 06 : Les teneurs en phénol et flavonoides de différents extraits des plantes

investiguees.

Chapitre 03: résultats et discussions

Plante

Teneur en flavonoides

Extrait Teneur en phénol
Dichloromethane 1,07 £0,046 0,21 +0,069
Acetate d’ethyle 0,32 +0,10 0,22 +0,07
Ammodaucus
) Ethanol 1,13 +0,10 0,38 +0,20
leucotrichus
Méthanol 1,29 +0,08 0,31 +0,21
Dichlorométhane 1,06 £0,021 0,30 +0,06
Acetate d’ethyle 0,41 +0,02 0,12 +0,09
Atractylis delicatula
Ethanol 3,04 +0,03 0,54 +0,14
Methanol 1,97 +0,05 0,35 +0,20
dichloromethane 1,22 +0,06 1,03 £0,40
. Acetate d’ethyle 0,37 0,03 0,35 0,16
Asteriscus
Ethanol 0,78 £0,12 0,25 +0,19
Graveolens
Methanol 2,62 +0,17 0,26 +0,12
Cistanche tinctoriadichloromethane 0,31 +0,10 0,13 +0,20
L Acetate d’ethyle 0,45 +0,01 0,31 +0,12
Ethanol 1,56 +0,65 0,42 +0,13
Méthanol 2,74 +0,43 0,42 +0,15
Asphodelus dichloromethane 1,002 +0,05 0,50 +0,39
microcarpus Acétate d’éthyle 0,35 +0,05 0,43 +0,14
Ethanol 1,008 +0,08 0,22 +0,05
Méthanol 0,55 +0,001 0,12 +0,06
dichlorométhane 0,55 +0,04 0,27 £0,11
Acétate d’éthyle 0,33 +0,07 0,11 +0,02
Ethanol 1,47 +0,07 0,22 +0,12
Ruta tuberculata L.
Méthanol 1,24 +0,08 0,19 +0,12
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a. Dosage des phénols totaux

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 6, les teneurs en phénols totaux
varient largement dans les extraits bruts (de 0,31 a 3,04 mg EAG/g MS).
Parmi les six espéces étudiées, Atractylis delicatula possedent la meilleur teneur (3,04 £
0,07 mg EAG/g MS). Les espéces Cistanche tinctoria L et Asteriscus graveolens ont aussi
des teneurs en composés phénoliques tres élevées par rapport aux teneurs des autres plantes
(2,74 £ 0,22 et 2,62 £ 0,08 mg EAG/g MS respectivement). La teneur la plus faible a été
enregistrée dans 1’extrait brut de Ruta tuberculata (0,31 = 0,05 mg EAG/g MS).

D’aprés les résultats du dosage de polyphénols, nous remarquons dans
I’ensemble des extraits que les fractions éthanolique et méthanolique renferment les taux
les plus élevés en polyphénols suivi par les extraits de dichlorométhane et d’acétate

d’éthyle avec des taux faibles.
b. Dosage des flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides totaux réveéle que 1 extrait
Dichloromethanique est en premier ordre avec une teneur de (1,03 £0,389 ugEQ/mgMSs),
suivi par I’extrait éthanolique (0,54+0,290 mg EQ/mgMS). Par la suite viennent les extraits
d’acétate d’éthyle et méthanolique avec les teneurs suivantes 0,35+0,739 et 0,31+£0,085 mg
EQ/mgMS successivement.

On remarque aussi que 1’espéce Asteriscus graveolens posséde la meilleur
teneur (1,03 £ 0,07 mg EQ/mgMS). L’espéce Atractylis delicatula vient aprés avec une
teneur de 0,54 +0.14 mg EQ/mgMS). La teneur la plus faible a été enregistrée dans
I’extrait brut de Ruta tuberculata (0,11 £ 0,02 mg EQ/mgMS).

En fonction de ces résultats en remarque une différence entre la composition
des plantes en composés phénoligues. Cela pourrait étre relié aux conditions climatiques
dures des endroits ou elles poussent (température éelevée, grande exposition au soleil,
sécheresse et salinité) qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires comme les

polyphénols (Bouchouka ,2016).
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Si on compare les teneurs en flavonoides a celles des teneurs en composes
phénoliques pour tous les extraits, on remarque qu’elles sont toutes inférieures a ces
dernieres, ce qui indique que les extraits contiennent d'autres composes phénoliques

possédant autres structures chimiques que celles des flavonoides.

3. Evaluation de I’activité antioxydante
a. Test DPPH
Le profil d’activité antiradicalaire de chaque extrait testé vis-a-vis du radical

DPPH est présenté dans les figures (11,12,13,14,15 et 16) (voir annexe) . Ces courbes
réveélent que le pouvoir anti-radicalaire est proportionnel & la concentration des extraits. A
partir de ces données, la concentration efficace 1Csy a été déterminée. Les résultats obtenus
sont conciliés dans le tableau 07. On rappelle que I’'ICso représente la quantité de réactifs

nécessaire a I’inhibition de la moitié de la quantité initiale de radicaux libres présents.

L’activité antioxydante des extraits et des antioxydants standards (acide
ascorbique et quercetine) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un
spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage
de la couleur violet (DPPH") a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm. Cette

capacité de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance.

Tableau 07 : valeurs d’ICs obtenus par le test DPPH

Ammodaucus  Atractylis Asteriscus  Cistanche  Asphodelus Ruta
leucotrichus delicatula graveolens tinctoriaL  microcarpus tuberculatal.
Dichlorométhane 8,55 +0,31 ND 1,03£0.01 ND 0,99 +0,01 0,46 +0,00
Acétate déthyle 1,14 +0,06 ND 0,19+0,01 0,25+0.02 ND 0,26 +0,02
Ethanol ND 34,20+0,97  0,23+0.00 002900 584 +0,00 0,58+0,03
0,05 +0,00
Méthanol 0.22+0.00 3,86+ 0,04 0,17 0,03 1,56 0,33 0,45 +0,04
Quercetine 0,0075+- 0.00
Standards

Acide ascorbique 0,016+-0.00
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D’aprés la synthése des résultats obtenus les valeurs d’ICso de DPPH varient
entre 0,02 et 34,2 mg/ml.

Parmi les quatres extraits des plantes étudiées ; 1’extrait de dichlorométhane le
plus active est celui de Ruta tuberculata L avec une valeur d’ICsq de (0,46+0.00mg/ml) et la
plus faible activité a été observée chez 1I’espece Ammodaucus leucotrichus avec une valeur
égale a (8,55+0.31 mg/ml). Concernant I’extrait d’acétate d’ethyle la plante la plus active
est celui de Cistanche tinctoria L avec une ICsy égale a (0,25+0.02mg/ml) ; et la valeur la
plus faible (1,14+0.06mg/ml) est observée a 1’espéce Ammodaucus leucotrichus. Et
concernant 1’extrait éthanolique la plante la plus active est Cistanche tinctoria L avec une
EC50 égale a (0,029+0.00 mg/ml);et la valeur la plus faible (34,2+0.97mg/ml) est observée a
I’espéce Atractylis delicatula .Dans I’extrait méthanolique la plantes la plus active est
Cistanche tinctoria avec une valeur d’ICsp (0,05+0.00 mg/ml) et la plus faible activité est

observée a I’espéce Atractylis delicatula avec une valeur égale a (3,86+0.04 mg/ml).

D’aprés ses résultats en conclue que la meilleure plante possédant une trés forte
activité antioxydante est Cistanche tinctoria et concernant les extraits on a observé que le

méthanol est le meilleur solvant.

En comparant ’activité de six plantes étudiées avec les IC50 du standard utilisé

on observe que tous les standards ont une activité plus forte que les extraits étudiés.

Nos résultats montre un pouvoir antioxydant plus important pour I’échantillon
de Cistanche tinctoria L, ce qui serait liée directement a la variation de la composition en
métabolites secondaires et a I’apparition de métabolites spécifiques dotés de pouvoir
antioxydant. Dans ce contexte, les travaux de Slimestad et Verheuil (2005) ont montré que
la composition des plantes en métabolites secondaires et notamment en antioxydants varie
au cours des différentes saisons .Ces variations saisonniéres sont attribuables entres autres

aux conditions de lumiére et de température (Riga et al ; 2008).

b. Test phosphomolybdate

L’évaluation de I’activité antioxydante de nos extraits est comparée par rapport
a celle d’acide ascorbique (Vit C) dont la courbe d’étalonnage est montrée dans la figure

18(voir annexe) et les résulta des valeurs d’AEAC dans le tableau 8.
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Tableau 08 : valeurs d’AEAC  de test d’évaluation de [1’activité antioxydante

phosphomolybdate
Ammodaucus  Atractylis Asteriscus  Cistanche  Asphodelus Ruta
leucotrichus delicatula graveolens tinctoriaL  microcarpus tuberculat
aL.
Dichloro- 0.016+0.00 ND 0,13+0,01 ND 0,04+0.00 0,3+0.01
méthane
Acetate ND ND 0,08 £0,01 ND ND ND
d’ethyle
Ethanol 0,27+0.00 0,012+0.00 0,1+0,00 0,17+0.00  0,07+0.02 0,13+0.00
Méthanol 0,06+0.01 0,03+0.00 0,08+0.00  0,13+0.00  0,03+0.01 0,08+0.00
Standard Acide ascorbique 0,86 £ 0.00
Quercetine 0,59+ 0.00

Parmi les quatre extraits des plantes étudiées; dans [D’extrait
dichlorométhanique la plantes la plus active est Ruta tuberculata L avec une valeur
d’AEAC (0.3£0.01) et la plus faible activité est observée a 1’espéce Asphodelus
microcarpus avec une valeur égale a (0,04+0.00).Et concernant 1’extrait d’acétate d’ethyle
la plante Asteriscus graveolens est la seule plante active avec une valeure d’AEAC de
(0,0840.01). Et concernant I’extrait éthanolique la plante la plus active est Ammodaucus
leucotrichus avec une AEAC égale a (0,27+0.00);et la valeur la plus faible (0,07+0.02) est
observée a I’espéce Atractylis delicatula .Dans I’extrait méthanolique la plantes la plus
active est Cistanche tinctoria avec une valeur d’AEAC égale a (0.13+0.00) et la plus
faible activité est observée a I’espéce Atractylis delicatula et [’espéce Asphodelus

microcarpus avec une valeur égale a (0,03+0,00).

Pour tous les extraits, 1’activite la plus importante est celle de I’extrait
¢thanolique puis les deux extrait méthanolique et dichlorométhanique et ’acétate d’ethyle
le moins actif. Et la plante la plus active est Ruta tuberculata L avec la valeur la plus forte
de ’activité inibitrice de 0,3.

En comparant Iactivité de six plantes étudiées avec les ICsy des standards
utilisés, on observe que tous les standards ont une activité plus forte que les extraits

étudiés.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede
des propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans
divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les
médicaments inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs
pour 1’organisme.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a [’étude
phytochimique et du pouvoir antioxydant de différents extraits des plantes : Cistanche
tinctoria, Bubonium graveolens, Ruta tuberculata, Atractylis delicatula, Asphodelus
microcarpus et Ammodaucus leucotrichus .

La premiére étape qui consiste a I'extraction des composés phénoliques par la
macération a froid dans des solvants a polarité croissante nous a permis de calculer le
rendement de chaque extrait. Nous constatons que les rendements de 1’extraction varient
considérablement. Les pourcentages enregistrés sont compris entre 0.3 et 85.1 %. L’espece
Atractylis delicatula donne clairement le meilleur rendement ( 85.1 %)

La teneur des phénols totaux la plus élevée est constatée dans La plante
Atractylis delicatula posséde la teneur la plus élevée de 'ordre de 3.04 + 0,07 mg
EAG/g MS.

En parallele, La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode
du trichlorure d'aluminium qui donne une couleur jaune avec les flavonoides. Nous avons
observé que ’espéce Asteriscus graveolens posséde la meilleur teneur (1.03 + 0,07 mg
EQ/mgext).

L’activité antioxydante des différents extraits d’Artemisia campestris a été
évaluée par deux méthodes: la méthode de réduction de radical libre DPPH et le test
phosphomolybdate.

Les résultats du test de DPPH, offrent aussi un index putatif du potentiel
antioxydant des extraits des plante étudiée. On a observé des valeurs considérables d’IC50
de ces extraits comparées a celle de la vitamine C .En comparent I’ativité de six plantes
étudiés avec les EC50 des standard utilisés en observe que tous les standards ont une
activité plus forte que les extraits étudiées.]’extrait d’acétate d’ethyle représente 1’extrait le

plus actif avec une EC50 de I’ordre de 0.02.

28



Conclusion

Pour les resultats du test PM, la plante Ruta tuberculata Lest la plus active. Les
valeurs d’AEAC des extraits sont plus faibles que celui de 1’acide ascorbique.
Selon les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons dire que toutes les plantes
étudiées sont riches en phénols totaux et en flavonoides. Les extraits donnes une bonne
activité antioxydante soit une capacité de piégeage de radicaux libres et la réduction de
phosphomolybdate.

Notre perspective d’avenir est d’étudier chaque extrait séparément puis isoler
et identifier les différents composes qui existent.

Enfin, nous recommandons une culture des plantes médicinales et alimentaires
pour permettre a la population d’avoir des médicaments et des denrées alimentaires moins

chers et d’éviter la disparition de certaines especes intéressantes.
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Figure.09 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Figure.11 : Courbes représentant I’activité antioxydant des extraits phénoliques
De I’Asphodelus microcarpus (Test du DPPH).
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Figure.12 : Courbes représentant I’activité antioxydant des extraits phénoliques

De la Cistanche tinctoria (Test du DPPH).
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Figure.13 : Courbes représentant I’activité antioxydant des extraits phénoliques
De la Ruta tuberculata (Test du DPPH).

37




Annexe

70 DCM >0 1 Acétate d’éthyle
45 -
60
40 -
50 35 y = 41.536x
40 y = 6.0008x 30 - R?=0.9502
N R?=0.9821 | g5 -
30 20 -
20 15 -
10 10 A
5 .
0 T T 1 O T T ]
5c . t_10 N 15 0 0.5 1 15
oncentration(g/l) Concentration(g/I)
90 )
Méthanol
80
70
60 y =261.21x
R2=0.9988
50
X
40
30
20
10
0 T T T 1
0.1 0.2 0.3 0.4
Concentration(g/I)

Figure.14 : Courbes représentant I’activité antioxydant des extraits phénoliques
De I’Ammodaucus leucotrichus (Test du DPPH).
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Figure.15 : Courbes représentant I’activité antioxydant des extraits phénoliques

De I’Atractylis delicatula (Test du DPPH).
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Figure.16 : Courbes représentant I’activité antioxydant des extraits phénoliques
De I’Asteriscus graveolens (Test du DPPH).
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Figure.17 : Courbe d’étalonnage de I’Acide Ascorbique (Teste phosphomolybdate).
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Figure.18 : Courbes représentant le pouvoir réducteur des standards (Teste
phosphomolybdate).
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Figure.19 : Courbes représentant le pouvoir réducteur des extraits phénoliques de
L’>Asphodelus microcarpus. (Teste phosphomolybdate).
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Figure.20 : Courbes représentant le pouvoir réeducteur des extraits phénoliques de la
Cistanche tinctoria (Teste phosphomolybdate).
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Figure.21 : Courbes représentant le pouvoir réducteur des extraits de la phénoliques

de

L ’Asteriscus graveolens (Teste phosphomolybdate).
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Figure.22 : Courbes représentant le pouvoir réducteur des extraits phénoliques de la
Ruta tuberculata. (Teste phosphomolybdate).
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Figure.22 : Courbes représentant le pouvoir réducteur des extraits phénoliques de
I’Ammodaucus leucotrichus. (Teste phosphomolybdate).
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Figure.23 : Courbes représentant le pouvoir réducteur des extraits phénoliques de
L’Atractylis delicatula. (Teste phosphomolybdate)
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