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Urospermum dalechampii est une plante méditerranéenne largement utilisée en

médecine traditionnelle pour ses propriétés biologiques attribuées essentiellement aux

polyphénols.

L’organisme produit quotidiennement des radicaux libres, composés très réactifs

comportant un électron célibataire et nécessaire à des mécanismes vitaux. La surproduction

des radicaux libres peut être néfaste pour l’organisme (Hadi, 2004), cette dernière est la

principale cause de plusieurs maladies : cancer, diabète, maladies cardiovasculaires, maladies

d’Alzheimer et vieillissement accéléré (Favier, 2003).

Pour échapper aux conséquences du stress oxydatif, il est nécessaire de rétablir

l’équilibre oxydant /antioxydant, afin de préserver les performances physiologiques de

l’organisme. Les antioxydants font actuellement l’objet de nombreuses études, car en plus

d’un intérêt certain dans la conservation de denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles

dans le traitement des maladies dans les quels le stress oxydant est incriminé (Kumar et.,

2012).

La tyrosinase est une enzyme qui catalyse l'oxydation des phénols en o-quinones, elle

est très répandue parmi les plantes, les animaux et les mycètes. L’hyperactivité de la

tyrosinase conduit chez l’Homme à une hyperpigmentation qui cause des problèmes

esthétiques, telles que l’éphélide ou taches de rousseur, les lentigos, mélasma et le choasma

(Breime, 2005). Inversement l’inactivation de cette enzyme conduit à la maladie d’albinisme

(Manyatja, 2012). Chez les végétaux, l’activité de la tyrosinase associée à un brunissement

enzymatique indésirable conduit à des conséquences préjudiciables à la qualité organoleptique

de l'aliment en entrainant des modifications de l'apparence, de la flaveur, la texture et de la

qualité nutritionnelle.

Le contrôle de l’activité de cette enzyme est donc important ; chez l’Homme, pour le

traitement des hypo pigmentations et hyperpigmentations. Alors que chez les végétaux, il est

important pour éviter le brunissement enzymatique des légumes et des fruits. Pour cela, des

inhibiteurs et des activateurs de synthèse de cette enzyme, ont été employés dans ce sens, soit

comme agents de dépigmentations ou pigmentation pour le traitement ou la prévention des

désordres de pigmentation (Oualid, 2011) ou bien comme agents conservateurs des aliments

et des boissons d’origine végétale, (Issa, 2009).

Les inhibiteurs de la tyrosinase sont donc une préoccupation majeure aussi dans les

industries alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques. Le fait que les inhibiteurs et les
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activateurs de synthèse présentent des effets néfastes aussi bien sur la qualité nutritionnelle

des produits alimentaires que sur la santé humaine, des travaux scientifiques se sont tournés

vers la recherche de nouvelles molécules inhibitrices ou activatrices de l’activité tyrosinase,

n’ayant pas d’effets indésirables et de préférence d’origine naturelle.

C’est dans cet axe que s’insère l’objectif de la thématique de recherche développée au

sein du laboratoire qui consiste à rechercher à partir des plantes connues comme source

importante de molécules bioactives souvent exemptes d’effets secondaires (Akombi, 2005),

de nouvelles molécules à effet inhibiteur ou activateur de l’activité tyrosinase. Le travail

présenté ici est l’aspect préliminaire de cette thématique. Il consiste à tester l’activité

tyrosinasique et antioxydante des différentes parties de la plante Urospermum dalechampii

cultivée dans la région de Bejaia.

Pour répondre à l’objectif du travail ci-présent, la méthodologie suivie et réalisée a consisté

en :

 Une extraction à différents solvants organiques à partir des différents organes de

l’espèce végétale sélectionnée suivie par une quantification des polyphénols

(phénols totaux, flavonoïdes et tannins) dans ces extraits ;

 L’évaluation de l’activité antioxydante et tyrosinasique de ces extraits ;

 Une analyse corrélative entre l’activité antioxydante et les taux en polyphénols.
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I.1. Etymologie

Le nom Urospermum dalechampii provient du mot grec « ouro » qui signifie une

queue et « sperma » la semence, une graine. Dalchampii vient du nom d’un botaniste français,

jacques d’alchamps (Beloued, 1998). En Méditerranée, le genre Urospermum est représenté

uniquement par deux espèces : Urospermum dalechampii et Urospermum picroides.

Selon (Mauric, 2000) les noms vernaculaires d’Urospermum dalechampii sont :

Français : Urosperme de Daléchamps, chicorée amère.

Anglais : Golden-fleece.

Arabe : Belrhem, Ras el hanech.

I.2. Description botanique

Urospermum dalechampii est une plante vivace, dressée de 40cm de hauteur, velue à

tige isolée. Les feuilles basales, disposées autour de la tige, sont découpées, tandis que les

supérieurs sont entières. Ses fleurs sont de couleur jaune pâle à sommet finement denté et à

contour pourpré. Les fruits (akènes) sont noirs, spatulés à bec, surmontés d’une aigrette de

soies pulmeuses d’un blanc rougeatre. Floraison abondante pendant tout le printemps (Bayer

et al., 1990).

Figure 2 : Photographie d’U. dalechampii
dans son site de récolte.

Figure 1 : Urospermum dalechampii
(Aeschimann et al., 2004).
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I.3. Répartition géographique

Urospermum dalechampii a une distribution Méditerranéenne, de l’Espagne à la

croitie, et en Afrique de nord. En Algérie, elle est commune dans le Tell. Elle pousse sur le

bord des chemins, les prairies sèches et les terres incultes (Aeschimann et al., 2004).

Figure 3 : Répartition géographique d’Urospermum dalechampii (Aeschimann et al., 2004).

I.4. Classification systématique

Selon (Bayer et al., 1990) la classification d’Urospermum dalechampii est la suivante

Règne : plantae.

Sous règne : Tracheobionta.

Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Sous classe : Asteridae.

Ordre : Asterales.

Famille : Asteracea.

Genre : Urospermum.

Espèce : Urospermum dalechampii.
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I.5. Composition chimique

Selon (Giner et al., 1993), la plante urospermum dalechampii montre sa richesse en :

 Composés phénoliques (Acide chlorogenique, Acide isochlorogenique, Acide

dicaffeoylquinique, Acide isoferulique).

 Flavonoïdes (flavonoïdes naringenine, aromadendrine et dihydroflavonol 3-0-

méthyltaxifolin et La quercétine aglycone, quercetin-3-O-glucoside, quercetin-

3-O-galactoside).

 Alcaloïdes indoliques.

 Mucilage.

 Les huiles essentielles (Urospermal A, ,ߚ11 13-dihydrourospermal A,

Urospermal A 15-0-glucoside 6’-p-dihydroxyphenylacetate).

I.6. Effets thérapeutiques

De nombreuses études ont montré que les espèces de genre Urospermum sont riches

en flavonoïdes et plus particulièrement en quercétine aglycone qui leur confère de

nombreuses propriétés thérapeutiques (Ramdani et al., 2014). Parmi ces propriétés

thérapeutiques : l’activité anti-inflammatoire (quercétine), antiulcérogène (protection de la

muqueuse gastrique contre les agents ulcérogènes), anti hypertensive potentielle

(Flavonoïdes), anti hépatotoxique (traitement des affections hépatiques), antiallergique

(inhibition de la libération de l’histamine à partir des mastocytes et des basophiles),

antimicrobienne (surtout l’huile essentielle) et antivirale (Ghedira, 2005 ; Kebieche, 2009).

L’effet antioxydant et anti radicalaire leur permet de prévenir toutes les maladies associent au

stress oxydatif (les maladies cardiovasculaires, cancers, diabète…) (Lacaille-Dubois et al.,

1996).

I.2. Polyphénols

Les polyphénols sont les métabolites secondaires, les plus communs et les plus

répandus dans le règne végétal (Garon et al., 2014). Cette appellation regroupe un vaste

ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui

présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins d’un cycle

aromatique à 6 carbones, lui-même porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles

(OH) (Hennebelle et al., 2004).
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I.2.1. Biosynthèse des polyphénols

I.2.1.1. La voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthèse des composés aromatiques, elle joue un rôle critique

pour contrôler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide.

I.2.1.2. La voie des phénylpropanoides

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus

des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoïdes, flavonoïdes, acide

salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymère le plus

important après la cellulose.

I.2.1.3. La voie de biosynthèse des flavonoïdes

Tous les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait, possèdent

le même élément structural de base. L’étape clé de la formation des flavonoïdes est la

condensation, catalysée par la chalcone synthase, d’une unité phényle propanoïde avec

troisunités malonyl-CoA. Cette chalcone est l’intermédiaire caractéristique de la synthèse des

divers flavonoïdes (Bechami et al., 2016)

I.2.2. Classes des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent être regroupés en de nombreuses classes (tableau

I) qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 à

des formes très polymérisées), ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré

d’oxydation, d’hydroxydation, de méthylation…) (Sarni-Manchado et al., 2006).
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Tableau I : Principales classes de composés phénoliques (Sarni-Manchado et al., 2006).

I.2.3. Rôles biologiques des polyphénols

Des travaux plus anciens (Nitsch et Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977) ont montré

que les phénols seraient associés à de nombreux processus physiologiques : croissance

cellulaire, différenciation organogène, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les

polyphénols sont aussi connus pour leur effet protecteur contre le rayonnement UV, l’effet

attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour ces propriétés antifongique et

antibactérienne. Ils interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant la

saveur, nous citons : les flavanones sont responsables de l’amertume des Cistus et peuvent

donner naissance par transformation chimique à des dihydrochalcones à saveur sucrée, les

anthocyanes, composés de couleur rouge à violet, participent à la coloration des fruits mûrs et

les tannins sont à l’origine de la sensation d’astringence des fruits non mûrs (Belyagoubi-

Benhammo, 2011).

La structure spécifique des polyphénols leur confère des propriétés antioxydantes

importantes qui permettent de contrer des effets des radicaux libres, de lutter contre les

inflammations, les maladies cardiovasculaires et le cancer (Garon et al., 2014).



Chapitre I : Synthèse bibliographique

8

I.3. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des

espèces réactives de l’oxygène et la capacité du corps à neutraliser et à réparer les dommages

oxydatifs (Boyd et al., 2003).

I.3.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes qui possèdent un ou plusieurs

électrons non appariés sur leur couche externe. Ce sont des espèces chimiques, capables

d’existence indépendante, qui peuvent être formées par la perte ou le gain d’électrons à partir

d’un composé non radical. Ils peuvent aussi apparaitre au moment de la rupture symétrique

d’une liaison covalente après laquelle chaque atome conserve un électron et devient un radical

libre. Ce sont des espèces chimiques instables, très réactives, et possèdent un temps de demi-

vie extrêmement court (de la nano- à la milliseconde) (Tessier et Marconnet, 1996).

I.3.2. Sources des radicaux libres

Les sources des radicaux libres peuvent être d’origine endogène ou exogène, le tableau

ci-dessous résume ces dernières :

Tableau II : Les principales sources des radicaux libres (Tacchini et Schriner, 2005).

I.3.3. Espèces réactives de l’oxygène

Espèce réactive de l’oxygène (ERO) est un terme collectif utilisé pour un groupe

d’oxydants, qui sont les radicaux libres ou les espèces moléculaires capables de produire des

Endogène Exogène

 Mitochondries.

 Phagocytose.

 Xanthine oxydase.

 Métaux de transition.

 Peroxysome.

 Exercice physique.

 Inflammation.

 Cigarette.

 Radiations ionisantes.

 Pollutions diverses.

 Rayonnement UV.

 Produits chimiques et médicaments.

 Microorganismes et infections.
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radicaux libres (Amit et Priyadarsini , 2011), inclut les radicaux libres issus de la réduction

partielle de l’oxygène (Brambilla et al., 2008) : radical superoxyde (ܱଶ
. ), radical (OH) , ainsi

que certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante comme le

peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui peut être généré par des réactions enzymatiques et non

enzymatiques dans la cellule et dans la membrane cellulaire (Haliwell et Gutteridge, 1989

; Chaher, 2006).

I.3.4. Conséquences du stress oxydant

Des concentrations élevées en ERO peuvent être un important médiateur de dommages

des structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des protéines (Afonso et al.,

2007).

Selon (Favier, 2003), la plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec

l'âge, car le vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production

mitochondriale de radicaux.

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le

cancer, syndrome de détresse respiratoire aigue, œdème pulmonaire, vieillissement

accéléré…etc. (Gardès, 2003). Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant

l'apparition de maladies plurifactorielles tel que le diabète, la maladie d'Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).

I.3.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont définis par (kumar et al., 2012),comme étant des composés

pouvant être de nature exogène ou endogène et possédant, l'un comme l'autre la capacité

d’empêcher la génération des oxydants toxiques, d’arrêter ceux qui sont déjà produits et de les

inactiver et de bloquer de ce fait la réaction en chaînes de propagation produite par ces

oxydants .

Selon (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) on distingue au moins cinq modes

d’intervention des antioxydants :

 Interruption de la chaine de propagation des réactions radicalaires.

 Chélation des métaux de transition.

 Désactivation des espèces oxygénées réactives.

 Inhibition de l’activité des enzymes de peroxydation.

 Abaissement de la pression partielle en oxygène.



Chapitre I : Synthèse bibliographique

10

La figure 4 illustre la désactivation des espèces réactives de l’oxygène (ERO) par les systèmes

de défenses antioxydantes.

Figure 4 : Régulation de la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) par les systèmes de
défenses antioxydantes (Pincemail et al., 2008).

I.3.6. Classification des antioxydants e

L’organisme possède des systèmes de défense très efficace, de deux types : les

antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques. Ces antioxydants sont

d’autant plus importants que certains peuvent être utilisés en thérapeutique pour tenter de

prévenir le stress oxydatif (Goudable et Favier, 1997). Le tableau ci-dessous résume les

deux types d’antioxydants.
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Tableau III: les principales classes d’antioxydants (Goudable et Favier, 1997 ; Afonso et

al., 2007).

Les antioxydants enzymatiques Les antioxydants non enzymatiques

 Superoxyde dismutases.

 Catalase

 Glutathion peroxydases.

 Couple thiorédoxine/thiorédoxine

réductase

 Hème oxygènase

 Peroxyrédoxine

 Phospholipases

 ADN endonucléases

 Ligases

 Macroxyprotéinases

 Caroténoïdes

 Vitamines C

 Vitamine E

 Glutathion

 Acide urique

 Bilirubine

 Acide lipoïque

 Ubiquinone

 Protéines (transferrine, ferritine,

céruléoplasmine)

 Oligoéléments (le cuivre, le zinc, le

sélénium…)

 Flavonoïdes (quercétine, rutine,

resvératrol, pycnogénol)

I.4. Tyrosinase

I.4.1. Généralités sur la tyrosinase

La tyrosinase (synonymes : monophénol monooxygénase, catécol oxydase,

polyphénol oxydase, phénolase, catécolase) est une enzyme contenant du cuivre très répondue

dans la nature qui catalyse la réaction d’oxydation de la tyrosine, une réaction clé dans les

vois de biosynthèse de la mélanine et d’autre pigments (Whitaker, 1995).Elle a été

découverte pour la première fois en 1856 par Schoenbein dans le champignon Boleyus

luciferus.

La tyrosinase a été extraite pour la première fois simultanément par Kubwitz (1938)
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à partir des pomme de terre et par Keilin et Mann (1938) à partir d’Agaricus bisporus, c’été

la première enzyme purifier par chromatographie d’affinité (Mahendra Kumar et al., 2011).

La tyrosinase a suscité plus d’attention et plusieurs études sérieuses ont été portées

d’une part sur la compréhension de mécanisme réactionnel et d’autre part sur le rôle de

l’enzyme dans le brunissement enzymatique. Actuellement, l’enzyme a été largement

caractérisé dans les règnes végétal et animal. Les tyrosinases les mieux caractérisées sont

celles de Streptomyces, Neurospora crassa et Agaricus bisporus (Chang, 2009).

I.4.2. Classification et nomenclature

La tyrosinase (EC 1.14.18.1), une monophénol oxygénase oxydoréductase appartenant

à la famille des polyphénols oxydase (PPO). En présence d'oxygène moléculaire, cette

enzyme présente deux activités catalytiques ; une activité monophénolase, crésolase ou

hydroxylase où les monophénols sont hydroxylés en o-diphénols et une activité diphénolase,

catécholase ou oxydase où les o-diphénols sont oxydés en o-quinones (Figure 5).

Figure 5 : Le schéma réactionnel de l’activité de la tyrosinase (Cho et Ahn, 1999).

I.4.3. Rôles de la tyrosinase

La tyrosinase est largement distribuée dans les bactéries, champignons, plantes,

insectes, vertébrés et invertébrés. C’est l’enzyme clé de la mélanogenèse, car elle est

responsable de la coloration des cheveux, de la peau et des yeux chez les mammifères, ainsi ;

le brunissement enzymatique des fruits et légumes et comme un mécanisme important de

défonce utiliser par les insectes (Mendes et al., 2014). La tyrosinase catalyse les étapes

limitant la vitesse de la mélanogénèse, elle catalyse l’hydroxylation de la tyrosine en 3,4-

dihydroxyphenylalanine (DOPA), puis l’oxydation de la DOPA en DOPA quinone, par des

voies de synthèse différentes, la dopaquinone, conduit à la formation de l’eumélanine
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(pigment de couleur brun-noir) et la phaéomélanine (pigment de couleur jaune-rouge) (Figure

6). Le rôle majeur de ces mélanines est de protéger la peau contre les effets néfastes des

rayons UV et d’empêcher ainsi le développement de cancers cutanés.

La tyrosinase humaine comme celle de mammifère appartient à la famille des

protéines transmembranaires de type I. C’est une métalloprotéine possédant deux atomes de

cuivre au niveau de son site actif qui sont nécessaires à sa fonction catalytique. Le domaine de

liaison des atomes de cuivre est situé dans la lumière du mélanosome. La structure primaire

de la sous unité principale des tyrosinases , dite catalytique, (Van Gelder et al., 1997; Fan et

Flurkey, 2004) est typiquement organisée en trois domaines (Figure 7 (a)) : le domaine N-

terminal responsable de la maturation de la protéine enzymatique et de son adressage ; le

domaine C-terminal qui couvre le site enzymatique et permet de garder l’enzyme sous forme

inactive sur chemin sécrétoire ; le domaine central catalytique qui est le plus conservé chez

Figure 6 : Le processus réactionnel de la synthèse de la mélanine (Chang, 2009).

I.4.4. Structure moléculaire et site actif de la tyrosinase
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toutes les espèces. L’activation de la tyrosinase est effectuée par élimination des deux

domaines N et C-terminal chez les végétaux et les animaux, ou par la libération de la protéine

de caddie pour les bactéries, les deux régions occupées par les ions de cuivre de la tyrosinase

sont appelées CuA et CuB, elles interviennent dans la constitution de son site actif. Chacune

de ces régions contient trois résidus d'histidine conservés. Cette paire de cuivre est le site

d'interaction de la tyrosinase avec l’oxygène moléculaire et ses substrats (Figure 7) (Okombi,

2005).

a)

b)

La tyrosinase peut catalyser à la fois l’oxydation d’un phénol en catéchol (activité

monophénolase) et d’un catéchol en ortho-quinone (activité diphénolase) (Okombi, 2005).

Dans le cycle de la monophénolase, le monophénol ne peut réagir qu'avec la forme oxy et être

oxydé en o-quinone, ce qui donne une forme désoxy prête pour une autre liaison au

dioxygène. L'oxytyrosinase est ensuite régénérée après la liaison de l'oxygène moléculaire à la

désoxytyrosinase. Si seul le o-diphénol est présent (le cycle de la diphénolase), les deux

formes oxy et met réagissent avec le o-diphénol, l'oxydant à l'o-quinone. Le o-diphénol se lie

à la forme oxy et est oxydé en o-quinone, ce qui donne la forme met de l'enzyme. Cette

Figure 7 : Structure de la tyrosinase : a) organisation en domaine de la chaine polyptidique de la
tyrosinase (Chiara, 2012).b) : la structure monomérique de la tyrosinase de la patate douce Ipomoea

batas (Klabunde et al., 1998).

I.4.5. Mécanisme réactionnel de la tyrosinase
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dernière forme transforme une autre molécule d'o-diphénol en o-quinone et est réduite à la

forme désoxy (Figure 8). Dans la plupart des cas, un diphénol est nécessaire en tant qu'agent

réducteur pour obtenir la forme désoxy, la seule capable de réagir avec l'oxygène moléculaire

et de se poursuivre dans l'action catalytique. Pour cette raison, l'activité de la monophénolase

présente un temps de latence caractéristique qui existe jusqu'à ce qu'une quantité suffisante de

catéchol (nécessaire pour réduire la forme met en désoxy) soit produite par la petite quantité

de la forme oxy présente généralement dans les préparations enzymatiques de repos (Chang,

2009 ; Kim et Uyama, 2005 ; Mahendra Kumar et al., 2010).

I.4.6. Les effecteurs de la tyrosinase

Le contrôle de l'activité de la tyrosinase, est important pour le traitement ou la

prévention des désordres de pigmentation (hyperpigmentation ou hypopigmentation), ainsi

que le brunissement enzymatique des champignons et d'autres végétaux et fruits, pour cela

des effecteurs de la tyrosinase (activateurs et inhibiteurs) sont donc employés en tant

qu’agents de pigmentation ou de dépigmentation.

Figure 8 : Cycles catalytiques de l'hydroxylation du monophénol et oxydation de l'o-
diphénol à l'o-quinone par la tyrosinase (Chang, 2009). Eoxy, Emet et Edeoxy sont les trois
types de tyrosinase, respectivement. EoxyD, EoxyM et EmetM sont des complexes Eoxy-

Diphénol, Eoxy-Monophénol et Emet-Monophénol, respectivement.



Chapitre I : Synthèse bibliographique

16

Tableau IV : les principaux effecteurs de la tyrosinase (Janovitz-Klapp et al., 1990 ; Khan,

2005 ; Kim et Uyama, 2005 ; Mendes et al., 2014).

Les activateurs de la

tyrosinase

Les inhibiteurs de la tyrosinase

 L’urée

 Les alcools

 Les protéases

 Les acides gras

 L’addition des ions

Cu2+

 Les détergents

anioniques (SDS)

 Un choc de PH acide et

alcalin

Inhibiteurs synthétiques Inhibiteurs naturels

 L’hydroquinone

 L’acide kojique

 Les dérivés mercuriels

 Les polyphénols

 Les flavonoïdes

 Les chalcones

 Les stilbènes

 Les coumarines

 Les lipides et les

stéroïdes

à longue chaine

 Les acides aminés,

peptides et protéines

 Les dérivés

d’aldéhyde benzoïque

et de benzoate

 L’acide cinnamiique et ses

dérivés

 Les azotures

 L’oxadiazole

 Les cyanures

 Le monoxyde de carbone

 Les halogénures

 N-phénylthiourée

 Le peroxyde d’hydrogène

(H2O2)

 Le 4-Hexylresorcinol

 Le methimazole

 Le Captopril

 Penicillamine

 Le Tropolone



Matériel

et

méthodes
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II. Matériel et méthodes

II.1. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal sélectionné pour évaluer l’activité antioxydante et enzymatique est

constituée de la racine, tige, feuille et fleur de la plante Urospermum dalechampii. La

sélection de cette plante est basée sur une enquête ethnopharmacologique auprès de la

population ayant connaissance de son usage en médecine traditionnelle. Les différentes

parties d’Uurospermum dalechampii ont été récoltée au mois de mars 2017 dans la région

d’Ighzer Amokrane de la wilaya de Bejaia (Figure 9). L’identification botanique de l’espèce

a été réalisée au niveau du laboratoire biologie végétale de FSNV de l’université de Bejaia.

Ighzer Amokrane

Figure 9 : Localisation géographique de la station de récolte d’Urospermum dalechampii.

Les différentes parties de la plante récoltée ont été nettoyées de tous les contaminants

à l’eau courante, puis séchées à l’étuve à 40°C pendant une semaine jusqu’à la stabilité de

leurs poids. La matière sèche obtenue a été ensuite réduite en poudre à l’aide d’un broyeur

électrique et tamisée jusqu’à l’obtention d’une poudre fine d’un diamètre ≤ 125 μm. Les 

poudres obtenues ont été conservées dans des bocaux en verre à l’abri de la lumière.

II.2. Extraction et dosage des composés phénoliques

L’extraction des polyphénols a été réalisée par la technique d’extraction solide /liquide

(par épuisement) avec différents solvants organiques (méthanol, éthanol, acétone, eau
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distillée, méthanol 70%, éthanol 70% et acétone 70%) à un rapport de 3/10 (P/V). Les

différentes solutions d’extraction obtenues ont été filtrées sur papier wattman. Après

évaporation les extraits obtenus ont été ensuite complètement séché et conservés à 4 °C

jusqu’à utilisation (Romani et al., 2002).

 Calcul du taux d’extraction

Le taux d’extraction exprimé en (%) a été déterminé selon la formule suivante :

Taux d’extraction (%) = [P1 / P0] *100

P1 : poids de l’extrait sec exprimé en gramme.

P0 : poids initial de poudre végétale exprimé en gramme.

II.2.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits a été réalisé par la

méthode de Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin–Ciocalteu.

 Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et phosphomolibdique (H3PMo12O40), il est réduit par les phénols en un mélange

d’oxydes bleues de tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O23) (Ribéreau-Gayon et al.,

1972). Cette coloration bleue dont l’intensité est proportionnelle aux taux de composés

phénoliques présents dans le milieu, donne un maximum d’absorption à 760 nm.

 Mode opératoire

Un volume de 0,2 ml de chaque extrait est introduits dans des tubes à essais, auquel il a

été ajouté 1 ml de Folin Ciocalteu et 0,8 ml de carbonate de sodium à 7,5 % Par la suite, les

tubes sont agités et conservés durant 2h à température ambiante. L’absorbance est mesurée à

765 nm en utilisant le spectrophotomètre. Il est à noter qu’un blanc a été préparé de la même

manière en substituant l’extrait par le méthanol.

Les teneurs en phénols totaux des extraits ont été déterminées en se référant à la courbe

d’étalonnage (Annexe 02). Les résultats ont été exprimés en milligramme (mg) équivalent

d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matière sèche (mg EAG/ g MS).
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II.2.2. Dosage des flavonoïdes

L’estimation de la teneur en flavonoïdes totaux contenus dans les extraits d’Urospermum

dalechampii a été réalisée par la méthode de Bahorun et al., (1996).

 Principe

Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est

susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure

d’aluminium. Les flavonoïdes forment des complexes jaunâtres par chélation des métaux (fer

et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir à deux

atomes d'oxygène de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-

Gayon et al., 1972).

 Mode opératoire

1 ml de chaque extrait d’U. dalechampii a été mis dans un tube à essai, auquel il a été

ajouté 1ml de la solution méthanolique de chlorure d’aluminium (AlCl3 à 2%). Après

incubation pendant 15 mn à température ambiante, la mesure de l’absorbance a été effectuée à

430 nm. Lors de la préparation du blanc, l’extrait a été remplacé par le méthanol.

Les résultats ont été exprimés en gramme équivalent de quercétine par gramme de

matière sèche à partir de la courbe d’étalonnage (Annexe 02).

II.2.3. Dosage des tannins condensés

 Principe

Le dosage des tannins condensés est basé sur la condensation des composés

polyphénoliques (flavanes -3-ols) avec la vanilline en milieu acide (Price et al., 1978).

 Mode opératoire

La méthode d’estimation de la teneur en tannins condensés a été proposée par Swain et

Hillis (1959), 2 ml du réactif de la vanilline ont été mélangés avec 1 ml d’extrait. Après

incubation à 50°C pendant 20 min, l'absorbance est mesurée à 500nm. Les résultats sont

exprimés en gramme équivalent d’acide tannique par gramme de matière sèche à partir de la

courbe d’étalonnage (Annexe 02).
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II.3. Evaluation des activités biologiques des extraits d’Urospermum

dalechampii

II.3.1. Evaluation de l’activité antioxydante

La présente étude a été effectuée in vitro dans le but de déterminer l’activité

antioxydante des extrais méthanolique, éthanolique, acétonique, aqueux, méthanolique à 70%,

éthanolique à 70% et acétonique à 70%) d’U. dalechampii.

II.3.1.1. Activité réductrice du molybdate

 Principe

Cette technique est basée sur la réduction de molybdène Mo (VI) présent sous la forme

d’ions molybdate MoO4
2- à molybdène Mo (V) sous la forme MoO2

+ en présence de l’extrait

pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) à pH acide (Prieto et al., 1999).

 Mode opératoire

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode de

Phosphomolybdène de Prieto et al., (1999).

Un volume de 0,3 ml de chaque extrait a été mélangé avec 3 ml d’une solution préparée

en mélangeant 0,6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate

d’ammonium. Les tubes ont été incubés à 95°C pendant 90 min. Après refroidissement,

l’absorbance des solutions a été mesurée à 695 nm. Un blanc a été préparé dans les mêmes

conditions que l’échantillon qui a été remplacé par le méthanol. La capacité antioxydante

totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide ascorbique par gramme de la

matière sèche (mg EAA/ g MS) à partir d’une courbe d’étalonnage (Annexe 02).

II.3.1.2. Pouvoir réducteur du fer

 Principe

L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) du

complexe ferricyanure-Fe3+en fer ferreux (Fe2+), en présence des antioxydants réducteurs

(Bijoy et al., 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au

pouvoir réducteur de l’extrait (Gulçin et al., 2004).
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 Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été estimé par la méthode de d’Oyaizu (1986). 1ml de chaque

extrait a été mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml

de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] (1%). Les mélanges ont été incubés à 50°C

pendant 20 min. 2,5 ml d’acide trichloracétique (10%) ont été ajoutés au mélange. Après

centrifugation à 3000 tours pendant 10 min, 2,5 ml du surnageant ont été mélangés avec 2,5

ml d’eau distillée et 0,5 ml de chlorure ferrique (0,1%). L’absorbance a été mesurée à 700nm.

L’augmentation de l’absorbance dans le milieu réactionnel indique l’augmentation de la

réduction de fer.

La concentration IC50 qui est définie comme la concentration des antioxydants nécessaire

pour réduire 50% de la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé pour

comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactive.

II.3.1.3. Activité « scavenger » du radical DPPH

 Principe

Un antioxydant a la capacité de donner un hydrogène au radical synthétique DPPH. (2,2-

diphenyl-1-picryl hydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le réduire en DPPH-H

(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine) (Figure 10), de coloration jaune-verte (Hadbaoui, 2012).

Figure 10 : Réduction du radical DPPH.

 Mode opératoire

Le protocole de l’activité scavenger du radical DPPH suivi est celui de Hemalatha et

al., (2010).

DPPH
.

DPPH-H
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Une solution de DPPH (0,1 mM) a été préparée dans du méthanol, 0.5 ml de cette

solution a été ajouté à 1,5 ml de d’extrait à différentes concentrations (30, 50, 100, 150

µg/ml). Après une incubation pendant 30 mn à température ambiante, l’absorbance a été

mesurée à 517 nm.

Un blanc pour chaque extrait a été préparé en mélangeant 0,5 ml du méthanol avec 1,5 ml

d’extrait.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH. est exprimé par la formule suivante :

A témoin : Absorbance du témoin.

A échantillon : Absorbance de l’extrait.

II.3.2. Evaluation de l’activité de la tyrosinase vis-à-vis des extraits d’U.

dalchampii

II.3.2.1. Matériel végétal

Le champignon de couche Agaricus bisporus ou champignon de Paris a été utilisé

comme source de la tyrosinase. Le champignon doit être blanc, frais, jeune et petit si possible

(Figure 11).

Figure 11 : Champignon de paris Agaricus bisporus.

% = [(A témoin‐ A échantillon)/A témoin] × 100
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II.3.2.2. Préparation de l’extrait enzymatique brut

L’extrait tyrosinasique du champignon de Paris « Agaricus bisporus » a été obtenu

selon le protocole décrit par Janovitz- Klapp et al., (1989).

100 g de champignon sont lavés abondamment à l’eau distillée afin d’éliminer tous les

contaminants, ils ont été découpés et broyés à l’aide d’un mixeur électrique dans 100 ml de

tampon phosphate (0,05 M, PH 7,0) préalablement refroidi à 4 °C, la suspension a été

centrifugée à 15000 tours à 4°C pendant 30 min. Le surnagent obtenu a été filtré sur papier

wattman N°1 afin d’éliminer toutes particules solides restantes, ce filtrat a été homogénéisé et

conservé dans le congélateur dans des aliquotes de 2 ml.

II.3.2.3. Mesure de l’activité de la tyrosinase

L’activité tyrosinase a été déterminée par spectrophotométrie en utilisant la L-tyrosine

comme substrat. En présence de l’enzyme, la L-tyrosine est oxydée en o-quinone, un composé

qui présente une absorbance maximale à 475 nm (Espin et al., 1995).

L’activité tyrosinasique a été mesurée en absence et en présence d’extrait végétal selon le

protocole de Vanni et al (1990) in Zong-Ping et al (2008).

Dans des conditions de température ambiante, 1ml de L-tyrosine (3mM) a été mélangé

avec 100µl de tampon phosphate (0,05 M, pH7) et 100µl d’extrait enzymatique d’Agaricus

bisporus. La variation de l’absorbance a été suivie pendant 20min à 475 nm.

NB :

 Pour l’activité antityrosinase, le tampon phosphate (0,05 M, pH 7) a été remplacé par

les extraits de plante dilués dans le même tampon.

 La solution de L-tyrosine a été préparée dans un tampon phosphate 0,05 M à pH 7.

 Expression des résultats

L’activité enzymatique de la tyrosinase est le résultat de la variation de l’absorbance pendant

un laps de temps : (∆ DO (nm) / ∆ temps (min). 

Le pourcentage d’inhibition par l’extrait phénolique a été calculé selon la formule donnée par

Zheng et al., (2008).
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A = Activité tyrosinase en DO475nm/ min mesurée en absence d’extrait végétal ;

B = Activité tyrosinase en DO475nm/ min mesurée en présence d’extrait végétal.

La concentration inhibitrice à 50% (IC50) qui correspond à la concentration d’extrait végétal

nécessaire pour réduire 50% de l’activité enzymatique de la tyrosinase a été déterminée

graphiquement à partir de la variation du taux d’inhibition de la tyrosinase en fonction de la

concentration de l’extrait végétal.

II.4. Etude statistique

L’analyse statistique des résultats a été effectuée avec l’application ANOVA

(SATISTICA 5.5) et la comparaison des résultats est prise à la probabilité p˂0,05. Toutes les 

données représentent la moyenne de trois essais ± ecartype. Les valeurs des IC50 ont été

calculées en utilisant le logiciel Origin 9.

L’analyse des données des régressions linéaires et des régressions non linéaires a été

effectuée en utilisant les programmes suivants : Microsoft Excel 2007 et Sigma Plot 2012.
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III. Résultats et discussion

III.1. Taux d’extraction

Les rendements d’extraction des différents extraits bruts d’Urospermum dalechampii

sont reportés dans le tableau V et représentés dans la figure 12.

Tableau V : Taux des extraits bruts d’Urospermum dalechampii.

Parties de la
plantes

Solvants
d’extraction

Rendement
%

Parties de la
plantes

Solvants
d’extraction

Rendement
%

Racines

Méthanol
100%

9,86

Feuilles

Méthanol
100%

11,57

Ethanol 100% 10,43 Ethanol 100% 24,86

Acétone 100% 2,28 Acétone 100% 1,57

Eau distillée
100%

32,71 Eau distillée
100%

18,71

Méthanol 70% 15,28 Méthanol 70% 15,28

Ethanol 70% 14,28 Ethanol 70% 17,57

Acétone 70% 11 Acétone 70% 12,57

Tiges

Méthanol
100%

16,43

Fleurs

Méthanol
100%

31

Ethanol 100% 24 Ethanol 100% 20

Acétone 100% 4,28 Acétone 100% 12,6

Eau distillée
100%

30 Eau distillée
100%

40,8

Méthanol 70% 28,43 Méthanol 70% 29,6

Ethanol 70% 29,86 Ethanol 70% 28,2

Acétone 70% 19,14 Acétone 70% 26,2

Les rendements représentés dans la figure 12 dépendent à la fois de l’organe de la

plante, du solvant d’extraction et aussi de la concentration. Il a été constaté que quelque soit

l’organe utilisé, le rendement d’extraction obtenu avec l’eau distillée est toujours le plus

élevé, à l’exception de l’extrait éthanolique (100%) qui s’est révélé le meilleur solvant
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d’extraction des feuilles d’Urospermum dalechampii. Le plus faible rendement d’extraction a

été obtenu avec l’acétone 100% et cela pour les quatre parties de la plante étudiée.

Ces résultats sont similaires à ceux trouvés par Beddou, (2015) sur Rumex vesicarius

L. (polygonaca) et Anvillea radiata Coss et Dur (asteraceae), qui a rapporté que l’eau

distillée est le solvant qui a donné le rendement le plus élevé en substances actives.

L’extraction des composés est plus importante en utilisant l’eau comme solvant

d’extraction, cela pourrait s’expliquer par la forte polarité de l’eau, ce qui lui a permis

d’extraire une large gamme de substances (Bonnaillie et al., 2012).

Par ailleurs, le taux d’extraction obtenu avec les fleurs (26,91%) est supérieur par

rapport aux autres organes, suivi par la tige (21,73%), alors que les feuilles et les racines ont

enregistré les plus faibles rendements (14,59% et 13,69% respectivement).

Figure 12 : Rendements des extraits bruts d’Urospermum dalechampii.

III.2. Détermination de la teneur en composés phénoliques

III.2.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux sont représentés sur la figure

13.
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Les résultats obtenus ont montré qu’il existe une différence significative entre les teneurs

en polyphénols totaux des différents extraits de la plante (P<0,05).

Figure 13 : Teneur en polyphénols totaux dans les différents extraits bruts des racines, des
feuilles, des tiges et des fleurs d’U. dalechampii.

Les teneurs les plus élevées ont été obtenues avec l’extrait méthanolique à 70%, avec

des valeurs allant de 10,11 mg EAG/g jusqu’à 48,93 mg EAG/g de matière végétale sèche.

L’analyse statistique n’a montré aucune différence significative (P<0,05) entre les

extraits éthanoliques de racine et les extraits : acétoniques (100%) de la tige, aqueux de la

tige, méthanoliques ( 100%) de la tige et de la racine et aqueux des feuilles et entre les

extraits : acétoniques (100%) de la tige, aqueux de la tige, méthanoliques (100%) de la racine,

méthanoliques (100%) de la tige, aqueux des feuilles et aqueux des racines. Aucune

différence significative n’a été constaté aussi entre les extraits : méthanoliques (100%) de la

tige, aqueux des feuilles, aqueux des racines, méthanoliques (70%) des racines ; et entre les

extraits : aqueux des feuilles, aqueux des racines, méthanoliques (70%) des racines,

acétoniques (100%) des racines et éthanoliques (100%) des feuilles.

La variation de la teneur en composés phénoliques en fonction de la partie de la plante

est significative (P < 0,05). Les fleurs ont donné les teneurs les plus importantes en

polyphénols (39,02 mg EAG/g MS en moyenne). Aucune différence significative (P< 0,05),

n’a été constaté entre les tiges et les feuilles avec les teneurs de 12,75 mg EAG/g MS et 15,93

mg EAG/g MS, respectivement. Les tenneurs les plus faibles en polyphénols totaux ont été

obtenues par les racines soit 8,42 mg EAG/g MS.
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La répartition inégale des polyphénols dans les différents organes d’une même plante a

été rapportée par plusieurs auteurs (Falleh et al., 2007 ; N’Guessan et al., 2011 ; El-Haci et

al., 2012).

Les solvants d’extraction ont permis de récupérer des substances non phénoliques comme

les sucres, les protéines et les colorants (Djeridane et al., 2006 ). Le dosage par le réactif de

Folin-Ciocalteu donne donc une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un

extrait. (Tawaha et al., 2007).

III.2.2. Détermination de la teneur en flavonoïdes totaux

La teneur en flavonoïdes totaux des extraits bruts d’U. dalechampii a été déterminée

selon la méthode au trichlorure d’aluminium. Les résultats sont exprimés en termes

d’équivalents de quercétine à l’aide d’une courbe d’étalonnage (Annexe 02).

Il existe une différence significative entre les teneurs en flavonoïdes totaux et les

différents organes. Les fleurs d’U. dalechampii ont enregistré un maximum de flavonoïdes

(44,58 mg EQ/g MS) suivies par les feuilles (17,20 mg EQ/g MS), tandis que les tiges et les

racines n’ont montré aucune différence significative, renfermant des teneurs de 5,59 et 9,36

fois plus faibles (7,98 et 4,76 mg EQ/g MS en moyenne respectivement) par comparaison aux

fleurs.

L’étude statistique a montré une différence significative (P < 0,05) entre les teneurs en

flavonoïdes en fonction de l’extrait de la plante. Elle ne présente aucune différence

significative entre les extraits : acétoniques (100%) des racines, aqueux des racines, aqueux

des tiges, acétoniques (70% des racines, méthanoliques (100%) des racines ; et entre les

extraits : aqueux des tiges, acétoniques (100%) des racines, méthanoliques (100%) des

racines, éthanoliques (100%) des racines. Aucune différence significative n’a été aussi

enregistré avec les extraits : éthanoliques (70%) des racines, méthanoliques (100%) des tiges,

aqueux des feuilles, acétoniques (70%) des tiges, éthanoliques (70%) des tiges.

Il a été constaté que l’extrait éthanolique a été le meilleur solvant d’extraction des

flavonoïdes contenant dans l’espèce U. dalechampii, soit en moyenne de 28,54 mg EQ/g MS

par comparaison au méthanol et au méthanol aqueux qui ont exhibé des teneurs de l’ordre de

26,6 mg EQ/g MS et 20,08 mg EQ/g MS, respectivement. L’éthanol, l’acétone et l’acétone

aqueux ont montré des teneurs considérables en flavonoïdes à savoir en moyenne 15,59, 15,20

et 14,10 mg EQ/g MS respectivement. La teneur la plus faible par contre a été obtenue avec

l’eau distillée, qui est de 10,31 mg EQ/g MS en moyenne.
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Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Djeridane et al., (2006) et (2007) sur

Artemisia campestris (asteraceae), qui ont rapporté que l’éthanol aqueux est le meilleur

solvant d’extraction des flavonoïdes.

Figure 14 : Teneur en flavonoïdes totaux contenant dans les différentes parties d’U. dalechampii.

III.2.3. Détermination de la teneur en tannins condensés

L’analyse des résultats de la teneur en tannins condensés consignés dans la figure 15

révèle qu’il y a une différence significative entre les différents extrais de la plante (P < 0,05).

Figure 15 : Teneurs en tannins condensés des extraits bruts d’U. dalechampii.
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Aucune différence significative n’a été présentée entre les extraits éthanoliques (70%)

des tiges, méthanoliques (100%) des fruits, méthanoliques (100%) des tiges.

Il a été constaté que, l’extrait éthanolique (100%) est le meilleur solvant d’extraction

des tannins condensés qui a donné une teneur de 0,54 mg EAT/g MS en moyenne, tandis que

la plus faible teneur en tannins a été enregistrée avec l’extrait acétonique (100%) avec une

valeur de 0,18 mg EAT/g MS.

Au regard de ces résultats, U. dalechampii s’est avérée pauvre en tannins condensés

présentant ainsi des valeurs allant de 0,058 à 1,23 mg EAT/g MS.

Il est à signalé qu’aucune différence significative n’a été révélée entre les teneurs en

tannins condensés entre les différents organes de la plante, à l’exception des racines qui ont

donné une valeur 3 fois inférieure à celle évaluée pour la fleur (0,16 mg EAT/g MS, en

moyenne) (Figure 15). Les tannins condensés sont essentiellement localisés dans les fleurs

d’U. dalechampii (0,53 mg EAT/g MS, en moyenne).

Au vu des résultats obtenus, il ressort que, l’extraction des composés phénoliques est

une étape cruciale pour la valorisation des principes actifs. Elle dépend à la fois du solvant

d’extraction et de la nature de l’organe étudié. Pour cela, la sélection d’un système de solvant

approprié reste l’une des étapes les plus importantes dans l’optimisation d’extraction des

polyphénols, des flavonoïdes et d’autres composés antioxydants (Zhao et al., 2006).

Une étude menée par El-Amier et al., (2016) sur une espèce du même

genre Urospermum picroides a montré que la teneur en phénols totaux, en flavonoïdes et en

tannins de la partie aérienne, est de 19,34 mg/g, 8,28 mg/g et 17,11 mg/g respectivement. Ces

valeurs sont nettement inférieures à celles trouvées avec la partie aérienne d’U. dalechampii

étudiée.

III.3. Etude des activités biologiques d’Urospermum dalechampii

III.3.1. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits

Dans la présente étude l’activité antioxydante des extraits phénoliques de U.

dalechampii, a été déterminée en utilisant trois tests différents à savoir ; l’activité réductrice

du molybdate, le pouvoir réducteur du fer et l’activité « scavenger » du radical DPPH.

III.3.1.1. Activité réductrice du molybdate
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Les résultats du pouvoir réducteur du molybdate des extraits phénoliques d’U.

dalechampii présentent des différences significatives qui varient en fonction de la

concentration étudiée et du solvant d’extraction utilisé (P˂ 0,05) (Figure 16).

Aucune différence significative (P< 0,05) n’a été révélée entre les extraits (R.AC 100%,

F.AC 100%, T.AC 100%), entre les extraits (T.AC 100%, F.M 70%, R.M 100%, F.ET 70%,),

entre les extraits (F.M 70%, R.M 100%, F.ET 70%, F.M 100% F.AC 70%, R.ET 100%), entre

les extraits (R.M 100%, F.ET 70%, F.M 100%, F.AC 70%, R.ET 100%, F.ED, Fr. AC 100%,

R.AC 70%), entre les extraits (F.M 100%, F.AC 70%, R.ET 100, F.ED, Fr.AC 100%, R.AC

70%, T.M 100%), entre les extraits (T.AC 70%, R.M 70%, F.ET 100%, Fr ED), entre les

extraits (R.ET 70%, Fr.ET 70%, Fr.M 100%, Fr.ET 100%, Fr.M 70%), entre les extraits

(Fr.M 100%, Fr.ET 100%, Fr.M 70%, T.M.70%, T.ET 100%, T.ED) et entre les extraits (T.M

70%, T.ET 70%, T.ET 100%, T.ED). En autre, l’extrait aqueux d’U. dalechampii possède la

meilleure capacité antioxydante totale de l’ordre de 22,43 mg EAA/g MS en moyenne, par

rapport aux autres solvants utilisés, alors que la plus faible capacité antioxydante a été enregi

Figure 16 : Capacité antioxydante totale, exprimée en mg EAA/g MS, des extraits bruts des

différentes parties d’U. dalechampii.

Il a été constaté que, l’extrait aqueux d’U.dalechampii a exhibé la meilleure capacité

antioxydante totale de l’ordre de 22,43 mg EAA/g MS en moyenne, par rapport aux autres

solvants utilisés, alors que la plus faible capacité antioxydante a été enregistrée par l’extrait

acétonique (100%), soit 4,32 mg EAA/g de matière végétale sèche.

L’analyse statistique a montré une différence significative (P<0,05) entre les capacités

antioxydantes totales de toutes les parties de la plante. Cependant, aucune différence

significative n’a été révélée entre la racine et la tige, et entre la tige et la fleur.

La fleur a exhibé la meilleure capacité antioxydante totale qui est de 22,18 mg EAA/g MS,

suivie par la tige et les racines qui ont montré des valeurs de l’ordre de 18,75 et 14,84 mg

EAA/g MS, respectivement, alors que la plus faible capacité antioxydante totale a été

enregistrée avec les feuilles d’U. dalechampii avec une valeur de 7,48 mg EAA/g MS en

moyenne.

Selon une étude rapportée par Beddou, (2015), l’extrait aqueux a donné la meilleure

capacité antioxydante totale par rapport aux autres extraits de la plante, ces résultats sont

similaires à ceux obtenus dans la présente étude.
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III.3.1.2. Réduction de fer

Les résultats de l’étude de la capacité des extraits d’Urospermum dalechampii à

réduire le fer a montré une différence significative selon la concentration testée et le solvant

d’extraction utilisé (p˂0,05) (Figure 17).

Figure 17 : Pouvoir réducteur du fer des extraits bruts.

L’étude statistique des résultats indique que le plus fort pouvoir réducteur du fer a été

obtenu en utilisant l’extrait méthanolique (70%), comme solvant d’extraction, avec la plus

faible valeur en IC50 (482,07 µg/ml) par rapport aux autres extaits.

Alors que l’IC50 la plus élevée a été enregistée par l’extrait aqueux (2153,06 µg/ml)

pour les quatre organes de la plante), ce qui signifie la plus faible activité réductrice du fer.

L’analyse des résultats de cette activité a montré que le plus fort pouvoir réducteur du

fer a été trouvé avec les feuilles, les racines et les fleurs d’U.dalechampii (IC50 = 704,54

µg/ml, IC50 =716,98 µg/ml et IC50 =781,35 µg/ml, respectivement), alors que les extraits des

tiges ayant une IC50 de 1315,13 µg/ml, ont présenté le pouvoir réducteur le plus faible.
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III.3.1.3. Activité « scavenger » du radical DPPH

Les résultats de la capacité des extraits d’Urospermum dalechampii à piéger le radical

DPPH en fonction de la concentration et du solvant d’extraction sont présentés sur la figure

18.

Figure 18 : Valeurs des IC50 du DPPH obtenues avec les extraits bruts d’U. dalechampii.

A des fins comparatives, un antioxydant standard est utilisé, la BHA. Il a montré une

activité antiradicalaire très puissante avec un IC50 de l’ordre de 1,25 µg/ml.

L’analyse statistique des concentrations inhibitrices à 50% (IC50) des extraits bruts

des différentes parties de la plante étudiée contre le DPPH, a montré une différence

significativement importante (P < 0,05) entre les différents extraits à l’exception des extraits :

acétoniques (100%) des racines, acétoniques (100%) des tiges ; et entre les extraits :

acétoniques (70 %) des feuilles et acétoniques (100%) des feuilles ; entre les extraits :

acétoniques (70% des tiges et éthanoliques (100 % des tiges) ; et enfin entre les extraits

aqueux des feuilles et méthanoliques (100%) des tiges, où aucune différence significative n’a

été révélée.

L’extrait acétonique a montré un pouvoir réducteur plus important par rapport aux

autres extraits de la plante (IC50 = 21,73 µg/ml, en moyenne) tandis que l’extrait aqueux

présente l’IC50 le plus élevé, ce qui signifie les plus faibles activités antiradicalaires.

L’analyse des résultats a montré que l’IC50 du DPPH est dépendante de la nature de

l’organe étudié chez U. dalechampii, les extraits des fleurs présentent les pourcentages
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significativement plus importants (IC50 = 16,40 µg/ml), suivies par les racines et les feuilles

(IC50 = 19,82 µg/ml et IC50 = 32,02 µg/ml, respectivement). Par contre, les valeurs d’IC50 les

plus élevées été obtenues avec les extraits des tiges, ce qui signifie que cet organe a exprimé

les plus faibles activités antiradicalaires contre le radical DPPH. Le standard a marqué l’effet

antioxydant le plus puissant.

Il est à noter que, les extraits les plus riches en composés phénoliques se sont révélés,

les extraits les plus actifs.

Une étude menée par El-Amier et al., (2016) sur une espèce d’Urospermum picroides

a montré une IC50 de la partie aérienne, de l’extrait méthanolique qui est de 2780 µg/ml. Cette

valeur est nettement supérieure à celle trouvée avec l’extrait méthanolique d’U. dalechampii

(IC50 de 30,69 µg/ml).

III.3.2. Analyse de corrélations entre les polyphénols et les activités antioxydantes

III.3.2.1. Corrélations entre les teneurs en polyphénols et l’activité antioxydante totale

En établissant la relation entre les teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et en

tannins et la capacité antioxydante totale des différents extraits de la plante étudiée, la figure

19 montre qu’il n’y a pas de corrélation entre les teneurs en tannins et la capacité

antioxydante totale (R2 = 0.0823), mais concernant les phénols totaux, cette relation est

moyenne R2 = 0,509. Par contre, l’activité réductrice est fortement liée à la teneur en

flavonoïdes avec R2 = 0.718.
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Figure 19 : Relation entre la capacité antioxydante totale et les teneurs en phénols totaux (A)
flavonoïdes (B) et les tannins (C) d’U.dalechampii.

III.3.2.2. Corrélations entre les teneurs en polyphénols et l’activité scavenger du radical

DPPH● 

Une corrélation a été établie entre l’efficacité antiradicalaire du radical DPPH et les

teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et en tannins des différents extraits de la plante. Les

résultats obtenus ont montré, la présence d’une faible corrélation entre le pouvoir

antiradicalaire contre le radical DPPH et la teneur en phénols totaux (R2 = 0,171) (Figure 20).

En ce qui concerne, les flavonoïdes et les tannins, les corrélations de ces composés à piéger le

radical DPPH ne représentent que 14,9% et 0,8 % où les coefficients de corrélation égalent à

0,149 et 0.008.
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Figure 20 : Relation entre la capacité antioxydante anti- radical DPPH et les teneurs en phénols totaux
(A) flavonoïdes (B) et les tannins (C) d’U.dalechampii.

III.3.2.3. Corrélations entre les teneurs en polyphénols et l’activité réductrice du fer

Il a été remarqué, qu’il y’ a une faible corrélation entre les teneurs en phénols totaux

de la plante et l’activité réductrice de fer avec un R2 = 0483 (Figure 21), ceci représente 48.3

% de l’activité antioxydante des composés phénoliques.

D’autre part, il a été constaté, qu’il y a une moyenne corrélation entre la capacité à

réduire le fer et la teneur en flavonoïdes avec un R2 = 0,561, alors que les tannins, ont obtenu

une très faible corrélation avec R2
= 0,207, ce qui laisse à suggérer, que la capacité réductrice

du fer est due à la participation de 56,1% des flavonoïdes et 20,7% des tannins.
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Figure 21 : Relation entre la capacité antioxydante de la réduction de fer et les teneurs en phénols
totaux (A) flavonoïdes (B) et les tannins (C) d’U.dalechampii.
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III.4. Activité antityrosinase

III.4.1. Activité tyrosinase du champignon de Paris

Pour déterminer l’effet antityrosinase des extraits bruts des différentes parties d’U.

dalechampii, nous avons opté pour la tyrosinase du champignon de Paris (Agaricus bisporus)

car il présente une source importante de tyrosinase (Chiara, 2012). Les conditions optimales

du milieu réactionnel pour mesurer l’activité de cette enzyme dans l’extrait brut du

champignon ont été préalablement mises au point. D’autres parts, pour avoir la gamme la plus

large possible de concentrations d’extrait végétal à tester lors des essais de la cinétique

enzymatique, l’activité de ce dernier a été mesurée en présence d’éthanol, méthanol, acétone

et du tampon phosphate, car une faible solubilité aqueuse des extraits a été révélée.

Les résultats obtenus (Figure 22) ont montré que la meilleure activité de l’extrait

tyrosinasique du champignon de Paris est observée dans des conditions de tampon phosphate

0.05mM, à pH 7, en présence d’une concentration de tyrosine de 3 mM. Dans ces conditions,

l’activité tyrosinasique est de l’ordre de 0.020 nm /min.ml. Ces résultats sont proportionnelles

à celles obtenus par Solomon et al., (1996) in kim et hyama, (2005) et celles de Schurink et

al., (2007) et Guozi, (2011). Comme, il a été démontré expérimentalement que l’éthanol,

méthanol et l’acétone exercent eux même un effet inhibiteur sur la tyrosinase.

Tempo phosphate Ethanol Méthanol Acétone

Figure 22 : Variation de l’absorbance à 475 nm en fonction du temps de l’activité enzymatique de la tyrosinase durant
la réaction d’oxydation de L- tyrosine (3 mM) par 100µl/ml d’extrait brut du champignon de Paris à pH 7 en présence
du tampon phosphate, éthanol, méthanol et acétone.
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Lors de mesure de l’activité tyrosinase à température ambiante, on a observé que la variation

d’absorbance à 475nm en fonction du temps suit un profil de cinétique atypique avec une

phase de latence d’environ 5 min (Figure 22). Ce profil enzymatique est typique des

tyrosinases. En effet, la phase de latence de quelques minutes avant d'atteindre l'état

stationnaire est le résultat d’une inhibition temporaire de la forme met de la tyrosinase par un

excès de substrat monophénolique (Nufiez-Delicado et al., 1996).

III.4.2. Effet des extraits bruts sur l’activité de la tyrosinase

Pour évaluer l’effet des différents extraits des différentes parties d’U.dalechampii sur

l’activité de la tyrosinase du champignon de Paris Agaricus bisporus, les extraits secs de cette

plante ont été solubilisés dans le tampon phosphate 0.05mM, à pH 7; En effet, une faible

solubilité aqueuse se révèle, souvent être un handicap pour des évaluations biologiques in

vitro et in vivo (Okombi, 2005) et le choix du tampon phosphate comme un solvant de

solubilisation de nos extraits phénoliques de la plante est optimisé expérimentalement comme

un meilleur solvant pour solubiliser les extraits de la plante et/ou même sans inhibition de

l’activité enzymatique, car les solvants d’extraction utilisés et d’autres solvants organiques

possèdent une limite de solubilité de ces extraits avec une forte inhibition enzymatique, même

à des faibles concentrations (Bnao, 1999). Un test préliminaire à une concentration de l’ordre

de 1mg/ ml a été réalisé, les vitesses initiales en présence et en absence d’extraits de plante

ont été déterminées à partir de la partie linéaire de la courbe d’absorbance en fonction du

temps de la phase stationnaire. Les résultats de ce test (1mg/ml) sont résumés dans le Tableau

VI et sont représentés sur la Figure 23.

A l’issu des résultats obtenus de l’activité de la tyrosinase du champignon Agaricus bisporus

par les extraits des différentes partie d’U. dalechampii à la concentration de 1 mg/ml

(Tableau VI), deux séries d’extraits ont été constatées, dont la première regroupe les extraits

qui exercent un effet inhibiteur sur la cinétique enzymatique de la tyrosinase avec des

pourcentages d’inhibition variables (l’extrait méthanolique et aqueux de la tige, les extraits

aqueux de la feuille et de la fleur) et dans la deuxièmes série, on a constaté un effet activateur

de la tyrosinase par les extraits organiques et aqueux de la racine, et les extraits organiques de

tige, feuille et de la fleur.
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Tableau VI: Effet des extraits bruts des différentes parties d’U.dalechampii sur l’activité

tyrosinase de champignon de Paris.

Ces résultats montrent également que la meilleure inhibition est représentée par

l’extrait aqueux de la fleur d’U. dalechampii avec un rapport de 84,43 %, suivi par les extraits

aqueux de la feuille et de la tige soit 46,39% et 36,71% respectivement. Ce rapport reste

toutefois plus faible chez l’extrait méthanolique de la tige par rapport aux autres extraits de la

plante avec un pourcentage de 22,78%.

Parties
de

plante

Solvant

d’extraction
Effet sur la

tyrosinase

(%)

d’inhibition

1mg/ml

d’extrait

Parties
de

plante

Solvant

d’extraction
Effet sur la

tyrosinase

(%)

d’inhibition

1mg/ml

d’extrait

R
ac

in
e

Méthanol 100% Activation //

F
eu

il
le

Méthanol 100% Activation //

Ethanol 100% Activation //
Ethanol 100% Activation //

Acétone 100% Activation //
Acétone 100% Activation //

Eau D 100% Activation //
Eau D 100% Inhibition 46,39

Méthanol 70% Activation //
Méthanol 70% Activation //

Ethanol 70% Activation //
Ethanol 70% Activation //

Acétone 70% Activation //
Acétone 70% Activation //

T
ig

e

Méthanol 100% Inhibition 22,78

F
le

u
rs

Méthanol 100% Activation //

Ethanol 100% Activation // Ethanol 100% Activation //

Acétone 100% Activation // Acétone 100% Activation //

Eau D 100% Inhibition 36,71 Eau D 100% Inhibition 84,43

Méthanol 70% Activation // Méthanol 70% Activation //

Ethanol 70% Activation // Ethanol 70% Activation //

Acétone 70% Activation // Acétone 70% Activation //
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La forte activité inhibitrice de la tyrosinase par l’extrait aqueux de la fleur d’Urospermum

dalechampii, peut être expliquée par la richesse de cette dernière en substances actives

(composés phénoliques) inhibant l’activité de la tyrosinase. On constate que les organes de la

plante les plus riches en composés phénoliques sont les organes les plus actifs.

III.4.3. Efficacité inhibitrice de la tyrosinase par les extraits d’Urospermum

dalechampii

Afin de se renseigner sur la puissance d’inhibition de nos extraits des différentes

parties d’Urospermum dalechampii sur l’activité de la tyrosinase de champignon Agaricus
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Figure 23 : Evaluation de l’activité enzymatique de la tyrosinase par les différents extraits des différentes parties
d’U. dalechampii a la concentration 1mg/ml en fonction du temps avec le L- tyrosine (3 mM) par 100µl/ml
d’extrait enzymatique du champignon de Paris à pH 7 en présence de tampon phosphate (0.05mM) (A) : Fleur;
(B) : Feuille ; (C) : Racine ; (D) : Tige.
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bisporus, nous avons testé une gamme de concentrations (250µg/ml à 5mg/ml), correspondant

à chaque partie qui est déjà pourvue de l’activité antityrosinase à la concentration de 1 mg/ml.

On a remarqué expérimentalement, lorsqu’on additionne un volume défini de l’extrait

phénolique aux milieux réactionnels contenant de la tyrosinase et la tyrosine comme substrat,

la cinétique enzymatique diminue en fonction du temps, ainsi la solution change de couleur

jaune pâle au noir sombre en fonction des concentrations, suivi par une augmentation dans le

pourcentage d’inhibition. Les valeurs d’IC50 sont calculées pour les différents extraits et les

résultats obtenus sont illustrés dans la Figures 24.

Les IC50 de l’activité antityrosinase des différents extraits de la plante varient entre 0,2 mg/ml

à 2,5mg/ml. La Figure 24 montre que les concentrations inhibitrices de tous nos extraits sont

plus faibles que l’acide ascorbique (IC50 = 0.183 mg/ml), un métabolite connu pour être un

puissant inhibiteur des tyrosinases (Jo et ses collaborateurs, 2011). D’autre part, il est à

noter que l’extrait inhibiteur le plus efficace est celui de fleur eau distillée qui présente une

IC50 proche à celle d’acide ascorbique et le plus faible est celui de tige méthanol 100%.

L’analyse statistique des concentrations inhibitrices de l’activité enzymatique de la

tyrosinase de champignon Agaricus bisporus à 50 % (IC50) montre des différences hautement

significatives entre les différents extraits (p <0.05) avec une forte activité enregistrée par la

fleur eau distillée, suivie par la feuille eau distillée puis la tige eau distillé et tige méthanol

100%.
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Figure 24 : Représentation des IC50 de l’activité inhibitrice de la tyrosinase par les extraits par les
extraits aqueux de feuille, fleur et tige et méthanolique de tige d’Urospermum dalechampii
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La forte activité inhibitrice de la tyrosinase par les extraits aqueux, peut être expliquée

par la richesse de ces derniers en substances actives inhibant l’activité de la tyrosinase. Qui se

caractérisent par une forte polarité car une étude qualitative des substances actives de la plante

Urospermum dalechampii réalisée par (Giner et al., 1993) montre la richesse de cette espèce

en quercétine et ses drivées surtout glycosyilées, en acides myristiques, luteoline, acide

gallique, le kaempferol. Ces substances sont connues par leur forte activité inhibitrice de la

tyrosinase, sachant que l’acide gallique et le kaempferol sont utilisés comme des molécules de

référence de l’inhibition enzymatique de la tyrosinase par certain auteurs (Hatamnia et al.,

2013).

Les composés actifs constituant l’Urospermum dalechampii, tels que la quercétine et

le kaempferol (Giner et al., 1993) ont été identifiés comme étant de bons chélateurs de

cuivre, ce qui explique l’effet inhibiteur de la tyrosinase exercé par cette plante (Hung et al.,

2012). Comme on peut constater que les substances les plus polaires sont les plus puissantes

dans l’inhibition de la tyrosinase car les meilleures inhibitions on été enregistrées dans les

extraits aqueux.

III.4.4. Analyse de corrélation entre les teneurs en polyphénols et l’activité

antityrosinase

Dans le but d’établir la relation entre l’IC50 de l’activité antityrosinase et les teneurs en

polyphénols (phénols totaux, flavonoïdes et tannins), la Figure 25 illustre la variation d’IC50

en fonction des teneurs de ces substances.
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Figure 25 : Les corrélations entre les composées phénoliques (A : polyphénols ; B : flavonoïdes ; C :
tannins et les IC50 de l’activité inhibitrice de la tyrosinase par les extraits d’Urospermum dalechampii.



Chapitre III : Résultats et discussion

44

Les résultats de corrélation entre les IC50 de l’activité de la tyrosinase et les teneurs en

polyphénols et en flavonoïdes montre une même et une moyenne corrélation entre l’activité

antityrosinase et les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes (R2 = 0.689) et une très bonne

corrélation avec les tannins (R2 = 0.838). Il semble aussi que les capacités antityrosinases des

différentes parties étudiées d’Urospermum dalechampii soient liées à la concentration des

polyphénols, ce qui confirme les données bibliographiques où la majorité des antityrosinases

sont des flavonoïdes.

III.4.5. Analyse de corrélation entre l’activité antityrosinase et l’activité

antioxydante d’Urospermum dalechampii

La corrélation entre les IC50 de l’activité inhibitrice de la tyrosinase et les valeurs IC50 de

l’activité antiradicalaire ainsi que les pourcentages de réduction du fer de l’activité

antioxydante de la plante étudiée, a pour but de montrer la relation de ces deux activités avec

les composés phénoliques qui réagissent soit comme antioxydants et/ou antityrosinases dans

le milieux réactionnel de chaque activité (Figure 26).

Les résultats d’étude des corrélations entre les IC50 DPPH et IC50 pouvoir réducteur de

l’activité antioxydante et IC50 de l’activité antityrosinase, nous permettent de déduire une forte

corrélation IC50 DPPH et IC50 antityrosinase (R²= 0.767) et une faible corrélation avec IC50 du

pouvoir réducteur (R²= 0.155), ce qui nous permet de suggérer la relation entre les deux

activités, car le balayage du radical DPPH est réalisé par des protons (H+), comme on trouve

le même mécanisme d’inhibition de la tyrosinase par la chélation du site actif par la formation
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Figure 26 : Corrélation entre l’activité inhibitrice de la tyrosinase (AIT) et l’activité antioxydante

d’Urospermum dalechampii.
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des complexes entre le cuivre du site actif d’enzyme et les groupements hydroxyles des

polyphénols (Hung et al., 2012).

Les corrélations positives entre l’activité antioxydante et l’activité antityrosinase avec

les teneurs en composés phénoliques peuvent être dues à la présence des flavonoïdes, ces

derniers possèdent des propriétés antioxydantes et antityrosinases puissantes, ainsi le nombre

et/ ou la position des groupes hydroxyles sur les noyaux de ces molécules, les substitutions

sur les cycles B et A avec la présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la

fonction 4-oxo sur le cycle C renforcent l’activité antioxydante et antityrosinase par les

flavonoïdes (Cai et al., 2006).

Figure 27 : Principaux éléments de l'activité antioxydant et antityrosinase des flavonoïdes
(Belyagoubi, 2011).
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Conclusion et perspectives

La présente étude avait pour objectif principal l’évaluation de l’activité antioxydante et

l’activité tyrosinasique des extraits des différentes parties d’Urospermum dalechampii. En

effet, cette étude n’est qu’une approche sur la cinétique d’oxydation de phénols en quinones

par la tyrosinase et éventuellement une estimation des antioxydants qui pourraient agir

comme des anti-hypopigmentants.

L’analyse quantitative des différents extraits d’Urospermum dalechampii a révélé que

cette plante est riche en polyphénols et en flavonoïdes mais pauvre en tannins.

L’étude statistique des résultats a révélé que les teneurs en composés phénoliques

totaux, flavonoïdes et en tannins condensés présentaient des différences significatives qui

varient en fonction des solvants d’extraction utilisés et des concentrations considérées P˂0,05. 

Il a été constaté que quel que soit l’organe utilisé, le rendement d’extraction obtenu avec l’eau

distillée est toujours le plus élevé, à l’exception de l’extrait éthanolique (100%) qui s’est

révélé le meilleur solvant d’extraction des feuilles d’Urospermum dalechampii. Le plus faible

rendement d’extraction a été obtenu avec l’acétone 100% et cela pour les quatre parties de la

plante étudiée.

Les résultats de la présente étude, ont montré que les extraits d’Urospermum

dalechampii L ont une activité antioxydante qui varie toujours en fonction du solvant

d’extraction et de la concentration (P˂0,05). 

Les extraits d’Urospermum dalechampii ont exercé une activité réductrice du

molybdate et du fer et une activité anti radicalaire vis-à-vis du radical DPPH.

Les activités antioxydantes exercées par les extraits d’Urospermum dalechampii

peuvent êtres expliquées par la richesse de cette plante en molécules antioxydantes comme les

polyphénols qui sont à l’ origine des bienfaits de la plante.

L’analyse statistique a montré qu’il n’y a pas de corrélation entre les teneurs en

tannins et la capacité antioxydante totale (R2 = 0.0823) mais cette relation est moyenne avec

les phénols totaux avec R2 = 0.509. Une faible corrélation a été observée entre le pouvoir

antiradicalaire contre le radical DPPH et la teneur en phénols totaux (R2 = 0,171). Les

résultats de la corrélation ont montré que, l’activité réductrice est fortement liée à la teneur en

flavonoïdes avec R2 = 0.718.
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La meilleure inhibition de la tyrosinase a été obtenue avec l’extrait aqueux des fleurs

d’U. dalechampii avec un rapport de 84,43 %, suivis par les extraits aqueux des feuilles et des

tiges soit 46,39% et 36,71% respectivement. La forte activité inhibitrice de la tyrosinase par

l’extrait aqueux de la fleur d’Urospermum dalechampii, peut être expliquée par la richesse de

cette espèce en substances actives (composés phénoliques) inhibant l’activité de la tyrosinase.

L’évaluation des activités biologiques de ces extraits notamment les activités

antioxydante et tyrosinasique, a montré une interaction entre les extraits avec les radicaux

libres (DPPH) et la tyrosinase, cette interaction a eu pour conséquence, une activité anti

radicalaire, et une activité antityrosinase des extraits de la plante U. dalechampii.

De cette étude il semblerait que la plante U. dalechampii constitue une bonne source de

molécules bioactives à effet antioxydant et inhibiteur de la synthèse des mélanines. Il est donc

intéressant de valoriser cette source végétale par l’application de ses métabolites dans les

domaines cosmétiques, comme agents de dépigmentation et de pigmentation, dans les

domaines agro-alimentaires, comme conservateurs de fruits et légumes, et pourquoi pas en

application pharmacologique pour traiter, prévenir ou atténuer les symptômes des pathologies

liées au stress oxydatif et au vieillissement cellulaire.

Pour valoriser ce travail, d’autres études plus poussées seraient nécessaires pour permettre la

caractérisation qualitative, des extraits d’U. Dalechampii, principalement en polyphénols et en

flavonoïdes. Puis identifier et isoler ces principes actifs responsables des effets antioxydants

et anti-enzymatiques.
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Termes botaniques

 Akène : Fruit sec qui ne s’ouvre pas à maturité. Ce type de fruit contient le plus

souvent une seule graine.

 Graine : Structure provenant de la maturation de l’ovule fécondé chez les

spermatophytes.

 Vivace : Est une plante pouvant vivre plusieurs années. Elle subsiste l'hiver sous

forme d'organes spécialisés souterrains protégés du froid et chargés en réserve

(racines, bulbes, rhizomes).

 Dressé : Qualifie un élément plus ou moins perpendiculaire au sol.

 Velue : Couvert de poils longs, mous et rapprochés.

 L'inflorescence : Est la disposition des fleurs sur la tige d’une plante à fleur.

 Floraison : Est le processus biologique de développement des fleurs. Elle est

contrôlée par l'environnement (lumière, humidité, température) et

les phytohormones. Dans la nature, la floraison est contrôlée par le phénomène

d'induction florale.
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Annexe I : matériels et réactifs utilisés.

Matériels

 Bain-marie (MEMMERT).

 Balance de précision

 Etuve (BINDER, BD 53).

 Plaque chauffante agitatrice (VELP Scientifica).

 Spectrophotomètre UV-visible VIS-723 G.

 Tamiseur électrique.

 Vortex.

 Agitateur magnétique (RAYPA AG5).

 Broyeur électrique.

 Papier filtre.

 PH mètre (HANNA, PH210).

 Réfrigérateur (Condor).

Solvants

 Méthanol 100 %, Ethanol 100%, Acétone 100%, Eau distillée 100%, Méthanol

70%, Ethanol 70%, Acétone 70%.

Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont :

 Réactif de Folin-Ciocaltu.

 DPPH.

 Quercétine.

 Carbonate de sodium à 7.5 %.

 Acide gallique.

 Chlorure d’aluminium (AlCl3 à 2%).

 La vanilline.

 Acide tannique.

 Acide sulfurique ( 0 ,6 M).

 Phosphate de sodium (28Mm).

 Molybdate d’ammonium (4mM).

 Acide ascorbique.

 Ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] (1%).

 L’acide trichloracétique (10%).

 FeCl3.



Annexes

 L-tyrosine (3mM).

Annexe II : Courbes d’étalonnages.

 Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux (référence l’acide

gallique).

Figure 1 : Variation de l’absorbance à 760 nm en fonction de la concentration de l’acide
gallique.

 Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoïdes (référence quercétine).

Figure 2 : Variation de l’absorbance à 430 nm en fonction de la concentration de la
quercétine.
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 Courbe d’étalonnage pour le dosage des tannins condensés (référence l’acide

tannique).

Figure 3 : Variation de l’absorbance à 500 nm en fonction de la concentration de l’acide
tannique.

 Courbe d’étalonnage pour l’évaluation de l’activité antioxydante totale (référence

l’acide ascorbique).

Figure 4 : Variation de l’absorbance à 695 nm en fonction de la concentration de l’acide
ascorbique.
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Résumé

Les plantes médicinales possèdent une grande importance pour la santé des individus et des
communautés en général. Le présent travail porte sur une étude de la teneur des différents
antioxydants (polyphénols, flavonoïdes, tannins condensés), et l’activité antioxydante et enzymatique
des différents extraits d’Urospermum dalechampii.

Dans cette recherche, sept solvants (méthanol 100%, éthanol 100%, acétone 100%, eau distillée,
méthanol 70%, éthanol 70%, acétone 70%) ont été utilisés pour l’extraction des composés phénoliques
par épuisement. Le meilleur rendement a été obtenu avec l’extrait aqueux de la fleur. L’analyse
phytochimique a montré que l’extrait hydrométhanolique est le meilleur extracteur des phénols
totaux, tandis que l’extrait éthanolique possède la capacité d’extraire plus de tannins et de
flavonoïdes. La fleur d’U. dalechampii a montré les teneurs les plus élevées en ces composés.

L’évaluation, in vitro, de l’activité antioxydante des différents extraits bruts d’U. dalechampii a été
réalisée par trois méthodes, a savoir : la capacité antioxydante total (CAT), le pouvoir réducteur de
fer, le piégeage du radicale 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH.). Ces extraits ont présenté des
activités anti radicalaires et anti oxydantes intéressantes, dépendantes du contenu en polyphénols
totaux et en flavonoïdes. Pour la capacité antioxydante totale, le meilleur résultat a été enregistré par
l’extrait aqueux d’U. dalechampii, alors que l’activité scavenger du radical DPPH et la capacité
réductrice du fer ont enregistré la valeur la plus élevée dans l’extrait acétonique et l’extrait
hydrométhanolique respectivement.

Les extraits des différentes parties de la plante U. dalechampii ont présenté des activités inhibitrices, la
plus efficace est marquée par l’extrait aqueux de la fleur, et des activités activatrices de la tyrosinase
de champignon Agaricus bisporus.

Mots clés : Urospermum dalechampii, composés phénoliques, activité antioxydante, tyrosinase, activité
enzymatique.

Abstract

Medicinal plants have great importance for the health of individuals and communities in general. The
present work deals with a study of the content of the various antioxidants (polyphenols, flavonoids,
condensed tannins), and the antioxidant and enzymatic activity of the various extracts of Urospermum
dalechampii.
In this research, seven solvents (100% methanol, 100% ethanol, 100% acetone, distilled water, 70%
methanol, 70% ethanol, 70% acetone) were used for the extraction of the phenolic compounds by
exhaustion. The best yield was obtained with the aqueous extract of the flower. Phytochemical
analysis showed that the hydromethanol extract is the best extractor of total phenols, whereas the
ethanolic extract has the capacity to extract more tannins and flavonoids. The flower of U.
Dalechampii showed the highest levels of these compounds.
Evaluation, in vitro, of the antioxidant activity of the various crude extracts of U. Dalechampii was
carried out by three methods, namely: total antioxidant capacity (CAT), iron reducing power,

trapping of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH.). These extracts exhibited interesting
anti-radical and antioxidant activities, dependent on the content of total polyphenols and flavonoids.
For the total antioxidant capacity, the best result was recorded by the aqueous extract of U.
Dalechampii, whereas the scavenger activity of the DPPH radical and the reducing capacity of iron
recorded the highest value in the acetone extract and the hydromethanol extract respectively.
The extracts of the different parts of the U. dalechampii plant showed inhibitory activities, the most
effective of which was marked by the aqueous extract of the flower and the activating activities of the
fungus tyrosinase Agaricus bisporus.

Key words: Urospermum dalechampii, phenolic compounds, antioxidant activity, tyrosinase,
enzymatic activity.


