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Introduction

Introduction

L’ étude de la chimie des plantes médicinales est toujours d’ une actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’ une immense variété de mol écul es bioactives. Cette matiere végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I'industrie
aimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composes on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides
(Bahorun et al., 1996).

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un
réle trés important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait leur grande utilisation
dans la fabrication des médicaments. Ils interviennent aussi dans la protection des plantes
contre les différentes attagues microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la perte
d’ une grande quantité de végétation (Bruneton, 1999).

Arbre a feuilles caduques et originaire du Nord-ouest de I'Inde, Melia azedarach
(communément appelé margousier ou « lilas de Perse »), a été introduit dans plusieurs pays
d’ Asie, et d Amérique (du Nord, et Amérique latine) et s est adapté aux régions du Moyen-
Orient et d' Afrique du Nord. Ses propriétés exploitées par la médecine traditionnelle chinoise
(MTC) depuis 350 avant JC (Ji et al., 2009) ont connu un net regain d’intérét depuis le début
du vingtieme siécle, lors des grandes invasions acridiennes (Palestine en 1915, Inde en 1926
et Algérie entre 1888-1894) durant lesquelles I'arbre était épargné par les criquets
(Hajaniaina,1996). Ce dernier rapporte que la recherche de matieres actives a partir de
feuilles de M. azedarach a permis d’ extraire et isoler une substance ameére appelée meliatine.
Depuis, d'autres constituants chimiques sont révélés et isolés tels que le polyketide
antibactérien citrinine des fruits, les phénylpropanoides amides de I'écorce de racine,
I’ azedarachine, les triterpenoides et |es composés phénoliques.

Melia azedarach est reconnu comme une importante source de nombreux composés
bioactifs caractérisés par leurs multifonctions exploitées aussi bien en médecine (anti-
cancéreux, anti-oxydants, anti-microbiens, anti-inflammatoires et immunosuppresseurs) que
dans la protection phytosanitaire pour leurs activités insecticides, anti-appétants, régulation
de la croissance et la capacité de prévention des maladies (M acidl et al., 2006; Alouani et al.,
2009).

]



Introduction

L’ objectif de ce travail est de déterminer les teneurs en composés phénoliques et
composants antioxydants des feuilles de M. azedarach poussant a Béaia L’activité
antioxydant est évaluée au moyen de divers tests (laréduction du fer, le piégeage du radical
libre DPPH, chélation de fer ferreux, test du blanchiment du p-caroténe et le test de
thiocyanate Ferrique). Diverses recherches dans le monde mettent |I’accent sur le potentiel
antioxydant de diverses plantes dont Melia azedarach. Le principal objectif de ces
investigations réside dans I’ utilisation de substances naturelles pour la protection contre le

stress oxydatif.
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Etude Bibliographique Chapitre I : Composés phénoliques

1. Généralités sur les composes phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). A I’ heure actuelle, plus de
8000 molécules ont été isolés et identifies (Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques
structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al.,
2004). Ces espéces sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse
moléculaire peut atteindre 9000 Da (Har bone, 1993).

IlIs sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les
flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué (Figure 1). La
grande diversité structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation globale
des méthodes qui permettent leur extraction et leur isolement, des processus mis en jeu au
cours de leur biosynthese, de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques (Bruneton,
1993).

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles
de tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les
boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les
légumes secs. Les fruits et Iégumes contribuent environ pour moitié a notre apport en
polyphénols, les boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste
(Middleton et al., 2000).

Les recherches des dix a quinze derniéres années ont démontré que les composés
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. Ils subissent dans les
tissus végétaux d'importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans de
processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification physiologique ne
sont pas encore toujours claires. Un role important est attribué aux phénols dans la résistance
des plantes aux maladies, comme c'est le cas de la résistance du cotonnier a la maladie de
flétrissement, la verticilliose. Le phénomene d’accumulation des substances phénoliques dans
les tissus végétaux infectés ou dans les zones proximales est également observé a la suite de
blessures causées par des facteurs mécaniques (Brzozowska et al., 1973) et dans le cas de

carence en certains é éments minéraux comme |’ azote et le soufre (L oche, 1966).
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Etude Bibliographique Chapitre I : Composés phénoliques

Des travaux plus anciens (Nitsch et Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977) ont montré que
les phénols seraient associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation organogéene, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols
sont aussi connu pour leur effets protecteurs contre le rayonnement UV, |’ effet attracteur sur
les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour leurs propriétés antifongiques et
antibactériennes (Heimeur et al., 2004). lIs interviennent dans la qualité alimentaire des fruits
en déterminant la saveur, nous citons : les flavanones sont responsables de I’ amertume des
Cistus et peuvent donner naissance par transformation chimique a des dihydrochalcones a
saveur sucrée (Dubois et al., 1977), les anthocyanes, composés de couleur rouge a violet,
participent & la coloration des fruits mdrs et les tannins sont a I’origine de la sensation
d’ astringence des fruits non mars.

A partir des années quatre-vingt, ¢ est la découverte du role des radicaux libres dans
les processus pathologiques qui a relancé I'intérét des polyphénols en particulier les

flavonoides dont |es propriétés antioxydantes sont tres marqueées.

2. Biosynthese:

L’ origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous dérivant de
la I’acide shikimique (Figure 1). Cette voie shikimate conduit a la formation des oses aux
acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces derniers,
aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : acide benzoiques, acétophénones,

lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).

]
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Figure 1 : Biosynthese des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie de
shikimate (Crozier et al., 2006).
PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnamate 4-hydroxylase.

3. Classes des polyphénals::
Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’ arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau I). Ces

molécules sont généralement trouvés conjugueées aux sucres et |es acides organiques.

B
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Tableau | : Structure des squel ettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre Squelette Classification Exemple Structurede
d’atomesde base
carbones
7 Ce6-C1 Acides phénols Acide galique
8 ce-C2 acétophénones Gallacetophénone
8 ce6-C2 Acide Acide p-
phénylacétique Hydroxypheényl-
acétique
9 C6-C3 Acides Acide p-
hydroxycinamiques | coumarique
9 C6-C3 Coumarines Esculitine
10 Ce6-C4 Naphthoquinones | Juglone
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine
14 C6-C2-C6 | Stilbénes Resveratrol @’V©
15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine

3.1. Flavonoides:

C’est le groupe le plus représentatif des composes phénoliques. Ces molécules ont des

structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les

fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d autres parties de la

plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Elles sont considérées comme des pigments

guas universels des végétaux qui peuvent participer dans les processus photosynthétiques

(Mukohata et al., 1978), dans la régulation de gene et dans le métabolisme de croissance

(Havsteen, 2002). Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus

(Edenharder et Griinhage, 2003) et ont tous le méme squel ette de base a quinze atomes de
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carbones qui sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce

qui est synonyme avec la structure 2-phényle chromane (Yao et al., 2004) (Figures 2 et 3).

a b

Figure 2 : Structure du 2-phényle chromane. Figure 3 : Structure générae des flavonoides.

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence des doubles liaisons C2-C3, du groupe 3-
O et lafonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). En basant
sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes
anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes,
flavanals, isoflavanals, flavanones, isoflavanones et aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder

et Grunhage, 2003) (Figure 4).




Etude Bibliographique Chapitre I : Composés phénoliques

;/ T ©L Lig;gém
OH \J/ )

Flavonole isoflavonole

C) Q
Flavones isoflavones flavanones
0. - = o OH
YICE b - TOL XUk
-~ = | = o
'o ’@E e :
o
isoflavanones flavanols isoflavano
HO
R OH
~ _ o
= H o O
= O ~ -
< oL
R’ (@]
Flavanes isoflavanes aurones

Anthocyanidines

Figure 4 : Structures des squel ettes de base des flavonoides (Havsteen, 2002)

3.2. Anthocyanosides :

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de
la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). |ls sont caractérisés par I’ engagement de
I"hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines

(les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
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appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les

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

Figure 5 : Structure des anthocyanosides

3.3. Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymeériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une
saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : I'écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins

différents par leur structure et par leur origine biogénétique :

3.3.1. Tannins hydrolysables qui sont des oligo ou des polyesters d’ un sucre et d'un nombre
variable d acide phénol. Le sucre est tres généralement le D-glucose et |’ acide phénol est soit
I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit I’ acide ellagique dans le cas des tannins

classiquement déenommeés ellagitannins (Figure 6) (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

o
<o

cooH HO
OH
HO oH o
OH o

Figure 6 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B)

3.3.2. Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols qui différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s agit des polymeéres
flavaniques constitués d’'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone
carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés et identifiés dans tous les groupes végétaux,

gymnospermes et fougeres (Bruneton, 1999).
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3.4. Phénolssimples et les acides phénoliques
Le terme d’ acide phénol peut s appliquer atous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de

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

3.4.1. Acide phénols dérivés de I'acide benzoique : les acides phénols en C6-C1, dérivés
hydroxylés de I’acide benzoique, sont tres communs, aussi bien sous forme libre que
combinés a I'état d'esters ou dhétérosides. L’acide galliqgue et son dimére (I’acide
hexahydroxydiphénique) sont les ééments constitutifs des tannins hydrolysables. D’ autres
aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est trés utilisé dans le secteur

pharmaceutique (Bruneton, 1993).

3.4.2. Acide phénols dérivés de I'acide cinnamique : la plupart des acides phénols en C6-
C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique) ont une distribution tres large ; les
autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont peu fréquents (Bruneton, 1993). Les acides
cinnamique et caféique sont des représentants communs du groupe de dérivés
phénylpropaniques qui different par son degré d hydroxylation et de méthoxylation (Cowan,
1999).

3.4.3. Phénols simples : tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutét rares dans
la nature a I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae,
Rosaceae...). Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et |e pyrogallol

avec trois, ont été montré pour satoxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).

3.5. Coumarines:

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont
substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a |’ état libre ou bien
combiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin (Cowan,
1999).
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3.6. Quinones:

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

3.7. Stilbene:

Les membres de cette famille possedent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides,
ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principaes des stilbénes
sont lesraisins, lesvins, le sojaet les arachides (Crozier et al., 2006).

3.8. Lignanes:

Ce sont des composés dont la formation impliqgue la condensation d unités

phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de

COmposés ont été isolés dans environ soixante dix familles.

4. Propriétés biologiques des polyphénols:

Les recherches récentes sur les composés phénoligues en générae et les flavonoides
en particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiol ogiques comme les
activités  antiallergique,  anti-artherogenique,  anti-inflammatoire,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirde, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces actions
sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle
important dans la destruction oxydative par |a neutralisation des radicaux libres, piégeage de
I’ oxygene, ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particuliérement deux domaines : la
phytothérapie et |’hygiene alimentaire (Leong et Shui, 2002). D’ apres les éudes multiples
attestant de |I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention
des maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols
ou des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure
conservation des denrées aimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans
I"industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant
contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la peau. En

phytothérapie, méme s certaines indications sont communes a plusieurs classes (les




Etude Bibliographique Chapitre I : Composés phénoliques

propriétés vascul oprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides qu’ aux
anthocyanes, tanins et autres coumarines), chague classe chimique semble étre utilisée pour
des bénéfices spécifiques (Hennebdlle et al., 2004).

En ce qui concerne les flavonoides, ces composes peuvent empécher les dommages
oxydatifs par différents mécanismes d'actions : soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002) ; soit par chélation des métaux (le
fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’ initiation des réactions radicalaires ; soit
I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Van Acker et al.,
1996 ; Benavente-Garcia et al., 1997). Ils jouent un réle tres important dans le traitement du
diabéte (inhibant I'adose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des
inflammations (inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygenase), des
hépatites, des tumeurs, de | hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des
alergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (Anderson et al., 1996 ; Cowan,
1999 ; Yao et al., 2004). Mais, on attribue également aux flavonoides des propriétés
neurosédatives, antispasmodiques, diurétiques, anti-oestrogénes (isoflavones), contre la
senescence cérébrale et ses conséquences telle I'altération de la mémoire et la confusion.
D’autres part, les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et le fragilité
capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) (Hennebelle et al., 2004).

L es anthocyanes sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire
(vigne rouge, Vitis vinifera L.), mais aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques
urinaires. Leur plus grande spécificité reste cependant leur propriété d’améliorer la vision
nocturne en facilitant la régénération du pourpre rétinien (myrtille, Vaccinium myrtillus L. ;
cassis, Ribes nigrumL.) (Hennebelle et al., 2004). Présente comme des couleurs brillant dans
les fruits et les légumes, les anthocyanidines ont montré leur effet inhibiteur de la croissance
des lignées cellulaires humaines (Zhang et al., 2005).

Les tanins sont considérés comme des anti-nutriments grace aux divers effets
nuisbles a savoir la digestion réduite des aiments, la faible biodisponibilité des
micronutriments et les dommages du foie (Chung et al., 1998). Ils sont dotés d’un certain
pouvoir astringent, par lequel on explique leurs propriétés vascul oprotectrices, cicatrisantes et
anti-diarrhéiques (chéne, Quercus spp.). Les proanthocyanidines dimeres de |’aubépine
(Crataegus spp.) seraient de bons sédatifs cardiaques (Hennebelle et al., 2004). Concernant le
pouvoir antioxydant des tannins, cette propriété est trés remarquable due a leurs noyaux
phénols et |a présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les groupes méta s, 7

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

Les coumarines sont utilistes pour leurs propriétés vasculoprotectrices,
neurosédatives, diurétiques, stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). lIsont la
capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. lls préviennent
également la peroxydation des lipides membranaires (Ander son et al., 1996).

Les acides phénols et ces dérivés sont considérés comme responsables de I’ activité
cholérétique de I’ artichaut et les propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés
sdlicylés (Hennebelle et al., 2004). Les composés possedant les activités antioxydantes et
antiradicalaires sont I'acide caféique, I'acide galique et I’acide chlorogénique (Bossokpi,
2002). Pour I'acide caféique, il se montre tres efficace contre les virus, bactéries et
champignons (Cowan, 1999). Alors, I’ acide gallique a pour pouvoir de réduire laviabilité des
cellules cancéreuse du poumon chez les sourisin vitro et que la combinaison de cet acide avec
les médicaments anticancéreux tels la cisplatine peut étre un traitement efficace pour ce type
de cancer (Kawada et al., 2001 in Rangkadilok et al., 2007). Il peut auss prévenir les
dommages oxydatifs d ADN cellulaire a une faible concentration et exerce une forte activité
antiproliférative tels que la quercétine sur les cellules humaines cancéreuses du colon et les
cellules épithéiales du foie chez les rats normaux (L ee et al., 2005).

Certaines quinones, dérivant de |’ anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. Elles
sont rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloes
(Aloe spp.). D’autres activités antidépressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antialergiques ont été décrites et plusieurs molécules du
groupe ont une toxicité non négligeable. (Bruneton, 1993 ; Hennebelle et al., 2004).
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1. Généralités sur lesradicaux libres et pouvoir antioxydant

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’ agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
meétaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, dd a I’ exagération d’ un phénomeéne physiologigue, normalement trés contrélé,
la production de radicaux dérivés de I’ oxygene (Walker et al., 1982).

2. Différentstypesdesradicaux libres

Un radical libre est une espéce caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir
oxydant fort, il se différencie par la présence d'un électron non apparié sur la couche
électronique la plus externe. Parmi toutes les especes réactives oxygenées (ERO), on
distingue un ensemble restreint de ces composés qui jouent un réle particulier en physiologie
et que nous appelons les radicaux primaires a savoir : |’anion superoxyde (O2"), le radical
hydroxyle ("OH), le monoxyde d'azote (NO"), le radical peroxyle (ROQO") et leradical akoxyle
(RO).
Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires tels que I’oxygeéne singulet 'O, le
peroxyde d’ hydrogene (H20>) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

3. Originede production desERO :

Les radicaux libres nocifs sont produits dans I’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente en rapport avec I'élévation de la consommation
d’ oxygene (Gauche et Hausswirth, 2006). Plusieurs mécanismes et systemes responsables
de la production de radicaux libres ont été identifiés jusgu’ a présent, parmi eux nous citons :

» des fuites d' éectrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie

(Aurausseau, 2002) ;
» des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées (Milan,
2004 ; Van Antwer pen, 2006) ;

» du systeme xanthine déshydrogénase/oxydase activé lors d'ischémie-reperfusion (Lin

etal., 2002 ; Valko et al., 2004 ; Valko et al., 2006) ;

» dexposition a des agressions de I’ environnement, comme les agents infectieux, la

pollution, les UV, lafumée de cigarette et e rayonnement (Tamer, 2003).
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4. Dommages oxydatives desradicaux libres:

Les phénoménes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de
I’ organisme.
L’ altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsgue
I’intensité de ces phénomenes augmente anormalement et dépasse la quantité d’ antioxydants
disponibles. La conséguence de ce déséquilibre va entrainer une agression appelée « stress
oxydatif » (Rahman, 2002). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés :
lipides, protéines, glucides et ADN (Aurausseau, 2002 ; Valko et al., 2006). Toutes ces
altérations augmentent le risque de plusieurs maladies (Aruoma, 1998). Parmi les maladies,
nous citons, I’ Alzheimer (Smith et al., 1996 ; Smith et al., 2004), le Parkinson (Bolton et al.,
2000), le Creutzfeldt Jacob et la méningo-céphalites (Ali et al., 2008), les maladies
cardiovasculaires et déficience cardiague (Jha et al., 1995), les oedemes et vieillissement
prémature de la peau (Geor getti et al., 2003) et e cancer (Ali et al., 2008).

5. Moyens de défense contre lesradicaux libres:

D’apres Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogene ou exogene
présente en faible concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire
Iampleur de la destruction oxydante des biomolécules.

Les systemes de lutte contre les ERO sont classés dans 3 catégories : la prévention a temps
plein (la prévention passive), la détoxification active suite a une attague oxydante et la
détoxification passive (Virot, 2004).

5.1. Prévention a plein temps:

Ce type est un systéme qui agit en permanence pour but de prévenir la surproduction
de radicaux libres de I’ oxygene en inactivant les molécules endogenes (Fe, Cu) ou exogenes
(quinone) susceptibles de les générer. Par exemple, la liaison de la transferrine (protéine
chélatrice) avec deux atomes de fer ferrique par molécule a pH physiologique rend ce métal
incapable d’étre impligqué dans les mécanismes d’ oxydoréduction générateurs de radicaux

libres.

5.2. Détoxification active suite a une attaque oxydante :
Ce systéme de défense repose principalement sur 3 enzymes (Valko et al., 2006).
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5.2.1. Super oxyde dismutase (SOD) :

Super oxyde dismutase catalyse la dismutation de |’anion superoxyde en peroxyde
hydrogéne (H20z) et en oxygene.
SOD

20" +2HY H202 + Oz

Chez |’ére humain, il y a3 isoformes des SOD a cofacteurs métallique (Cu, Zn-SOD,
Mn-SOD) et sont localisés dans |e cytoplasme et la mitochondrie (Landis et Tower, 2005).

5.2.2. Catalase:
Cette enzyme est localisée essentiellement dans |es peroxysomes (Valko et al., 2006).

Elle permet de convertir deux molécules de H20- en H20 et O».

HXO2+HXO, —— 5 2HO0+ 0O

5.2.3. Glutathion per oxydase:

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’ hydrogéne (H202) (Valko et al., 2006).

GPx
2GSH (réduit) + H.O, —  GSSG (oxydé) + 2H20

GPx
2GSH (réduit) + ROOH ——» GSSG (oxydé) + ROH + H20

5.3. Détoxification passive:

Elle permet la réduction des radicaux oxygenés qui ont pu passer les deux premieres
lignes de la défense. Elle incluse tous les antioxydants non enzymatiques capables de
neutraliser seulement un radical libre par molécule tels que les vitamines C et E, les
caroténoides, les composés phénoliques, les flavonoides, I’albumine, |’acide urique, les
polyamines, |’ acide lipoique, etc.... (Svoboda et Hampson, 1999 ; Valko et al., 2006).
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5.3.1. Vitamine E (tocophéral) :

Elle est considérée comme le principa antioxydant attaché ala membrane utilisé par 1a
cellule pour inhiber 1a peroxydation lipidique (Pryor, 2000 ; Valko et al., 2006). Durant la
réaction antioxydante, le a-tocophérol est converti en radical a-tocophérol beaucoup plus

stable en perdant un hydrogene arraché par une espéce radicalaire (radical peroxyle).

5.3.2. Vitamine C (acide ascorbique) :

Ses propriétés antioxydantes sont attribuées a sa capacité d étre réduit en radical
ascorbyle apres la perte d'un éectron ou d’'un proton. Ce radical peut facilement s oxyder en
captant I’anion superoxyde et certaines especes radicalaires (perhydroxyles et peroxyles)
(Valko et al., 2006, Van Antwer pen, 2006).

5.3.3. Caroténoides:
L’ activité antioxydante de ces molécules repose principalement sur la présence de
nombreuses doubles liai sons conjuguées au sein de leur structure (Mortensen et al., 2001).
Généralement, elles interagissent avec les radicaux libres (ROO", R’) par 3 mécanismes, soit
par I’ abstraction d’hydrogene, transfert d'éectron et addition du radical (EI-Agamey et al.,
2004).

5.3.4. Acide lipoique (acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique ; C8H1402S2) :

Cet acide est aisément absorbé et converti rapidement dans de nombreux tissus a la
forme réduite dithiol, I’ acide dihydrolipoique (Figure 7) (Smith et al., 2004). Il joue un réle
important dans le piégeage des ERO, la régénération des antioxydants endogenes et exogenes
tels que les vitamines C et E et |e glutathion, la chéation des métaux Cu?* et Fe** (Valko et
al., 2006).

S—S SH SH
MCOOH < > W/\
+2H*, 26 coon
Acide a-lipoigue Acide dihydrolipoique

Figure7 : Structure de |’ acide lipoique et | acide dihydrolipoique (Valko et al., 2006)

=
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5.3.5. Albumine:

Albumine se trouve en grande quantité dans le plasma qui possede une fonction thiol
qui lui permet de jouer un rdle d’antioxydant puissant capable de fixer les différents métaux
(Cu?*, Fe**...) et de prévenir leur effets oxydants (Halliwell et Gutteridg, 1990).

5.3.6. Composés phénoliques::

Ces substances sont trés utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne pour
leurs activités antioxydantes (Rice-Evans et al., 1996 ; Kolesnikov et Gins, 2001). Vue leurs
propriétés redox éleveées, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs, donneur
d’ hydrogene en piégeant les radicaux libres et en chélatant lesions (Rice-Evans et al., 1995;
Cook et Samman, 1996; Valko et al., 2006).

6. Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantesin vitro :

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

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

Cependant, les méthodes du deuxieme groupe sont celles qui interviennent dans la
mesure de I'habilité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent La réduction du
peroxyde d hydrogéene (H202), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’ hydroxyle ("OH), des
anions superoxyde (O" 2), du peroxyle (ROO’) et de I'oxyde nitrique (NO") (Sanchez-
Moreno, 2002).

Parmi ces techniques, nous citons :
> la méthode d ORAC (Capacité d'absorbance du radical de I’oxygene) (Cao et al.,

1993) ;

» laméthode d ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC

(Capacité antioxydante équivaente de Trolox) (Miller et al., 1993) ;

> laméthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’ antioxydants) (Benzie et Strain,

1996) ;

» laméthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand-Williams et al.,

1995) ;

|



Etude Bibliographique Chapitre II : Radicaux libres et pouvoir antioxydant

>

la méthode de DMPD (piégeage du radical cation N, N- dimethyl-p-
phenylenediamine) (Li et al., 1994) ;

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

la méthode TRAP (piégeage du radical pyroxyle)
(Wayner et al., 1985) ;

la méthode photochémiluminescence (PCL) (Popov et al., 1987) ;

la méthode d'hémolyse (Charfi, 1995).

&
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1. Propriétés botaniques
1.1. Généralités

Melia azedarach, connue sous le nom de chinaberry ou lilas de Perse est un arbre qui
appartient a la famille des Méliacées, mondialement reconnue pour Ses propriétés
meédicinales, insecticides et phytosanitaires (Huang et al ., 1996; Alché et al., 2003 ; Al-
Rubae 2009 ; Ntalli et al., 2010).

Cet arbre originaire du Nord-ouest d’'Inde, a été introduit dans plusieurs pays de
I’ Asie, en Amérique du Nord, et en Amérique latine. Il aété utilisé en Jordanie comme plante
ornementale pendant de nombreuses années. |l est abondant au Liban et d'autres pays
méditerranéens ou il est principalement planté pour avoir de I’ombre (Jazzar e¢ Hammad
2003).

Pour les indigenes indiens, il est connu depuis trés longtemps, que les plantes de la
famille des méliacées sont une bonne source de médicaments populaires. Ce fait a attiré
|'attention de nombreux scientifiques atravers le monde pour étudier ces plantes et trouver un
produit efficace et respectueux de I'environnement permettant de lutter contre les ravageurs
et ou lesmaladies (Al-Rubae, 2009).

1.2 Nomenclature et classification
1.2.1 Classification botanique

La famille des Médiacées compte 51 genres et 550 espéces (Timbo, 2003). Selon
(Azam et al., 2013), Melia azedarach est classé selon le tableau I1.

Tableau Il : Laclassification de Melia azedarach (Azam et al., 2013)

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Meliaceae
Genre Méelia

Espece Melia azedarach

1.2.2 Nomenclature
Melia azedarach, appelé «chinaberry » possede plusieurs noms vernaculaires

(tableau I11) selon les régions géographiques.
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Tableau I11: Quelgues noms vernaculaires pour Melia azedarach

Situation Nom vernaculaires Références
géographique

Angleterre Persian lilac or Chinatree, Chinaberry, Chinatree

France Fleurs lilas, Lilas des indes, Lilas de chine, Lilas de

perse, Paraiso, Margoiser

Amérique du | Paraiso ou paradise

sud US Lilades Indes ou cedre blanc

Inde Bakana Nimb, Bakain, Ramyaka Rishi et Singh., 2003;

Singapore Lelaila, Aldli, Pasilla, Violeta, Yogender et al., 2009;

Malaiaie Mindi kechil, Persischer zedrachbaurn, Lungu etal., 2011 ;

Allemagne Chiwesischer holunder, Poteronosterbaurn, | Deepika  Sharma et
Paradiesbaurn, Persischer fleider Yash Paul, 2013.

Bresil Cinarnorno

Chine Ku/ian

Argentine Giant paradise

Afriquedesud | syringatree

1.2.3 Etymologie

Faye en 2010 rapporte dans sa thése que selon les arguments dével oppés par Watt
(1889), les Perses étaient bien familiers d'un arbre : Mélia azedarach, communément connu
sous le nom de Chinaberry (Baie de Chine), mais appelé en perse “Azadirakhat” ; “Aza’
signifie “amer” et “drakhat” signifie “arbre”’. Ainsi le nom de Méelia azedarach (azadirakhat)
devient en perse |’ arbre amer”.

Selon Al-Rubae (2009), le nom Melia azedarach ; Melia. Nom grec : manna =fréne,
se référe alaressemblance de ses feuilles avec celles du fréne. Azedarach, du persan : azad =

noble et darch= arbre ; arbre noble

1.3. Origine et répartition géographique

Plusieurs données bibliographiques évoquent I'origine géographique de Melia
azedarach (Carpinella et al., 2003 ; Honglei et al., 2004 ; Senthil 2006; Al-Rubae 2009).
C'est une plante originaire de I’Asie tropicale, plus précisement du Nord-Ouest de I’ Inde:

Himalaya, Cachemire, etc. Mais €lle pousse également dans les régions méditerranéennes,
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européennes, dans toute I'Asie, I’Amérique du sud, I’Australie, en Afrique et dans les
Mascareignes (Hajaniaina, 1996 ; Huang et al., 1996 ; Al-Rubae 2009). Cet arbre est trés
répandu en Argentine, utilisé pour le bois et a des fins ornementales (Carpinella et al., 2003).

Les travaux menés par Hammad et al. (2001) rapportent que M. azedarach se trouve
dans presque toutes les régions climatiques chaudes. Elle est généralement propagée par des
graines et des boutures, et peut également ére multipliée in vitro a partir de différents
explants de jeunes plants et plantes matures (Marino et al., 2009). En Afrique, I'arbre est
planté comme plante ornementale et d'ombrage résistant a la sécheresse. Il est aussi largement
distribué dans les régions arides du sud et de I'ouest des Etats-Unis, en Espagne, et dans la
province de Lleida. Il est présent dans de nombreuses villes comme arbre d'ornement dans les
jardins, les parcs et les rues (Juan et al., 2000).

De cette tres large répartition géographique découle une vingtaine d’ appellations a
travers le monde.

1.4. Caractéistiques morphologiques

Melia azedarach, est une espéce d'arbre a feuilles caduques et persistantes, cultivées
dans les différentes parties des sous-continents indiens. Généralement, |’ arbre mesure 8 a 15
m de hauteur, mais il peut atteindre jusgu’a 30 m et de 30 a 60 cm de diamétre. Il est aussi
caractérisé par son tronc sombre trés rameux, une écorce craguelée et blanche claire avec les
cicatrices apparentes sur les feuilles, lui donnant son aspect noueux.

Cet arbre se reconnait facilement par son feuillage Iéger, en buisson d un beau vert,
contrastant avec le tronc. La densité du feuillage a I’extrémité des rameaux est due a sa
disposition en spires serrées (Fig. B). Les feuilles sont caduques surtout au moment de la
maturation des fruits. La floraison alieu au mois de septembre-novembre (avant |a saison des
pluies), et la fructification, de novembre a mars (Hajaniaina, 1996). L'installation est
caractérisée par la présence d'une cime étalée, vert, dense et sombre. Son écorce est sombre,
de couleur brune, relativement lisse, et fissurée. Les feuilles sont alternes, des dépliants sont a
court traquées et mince, chauve, vert foncé et relativement péle. Les fleurs (Fig8-C) sont
blanches avec rayures pourpres et sont caractérisées par la présence d'un parfum typique.
Fruits ou baies sont jaunes, ronds, lisses et charnus. Les fruits secs contiennent 4 a 5 graines
(Fig8-D) (Ramya et al., 2009).

La maturation alieu a partir du mois de février jusgu’au mois de mai. Les fruits mars
peuvent rester longtemps sur I’ arbre. 1ls sont globuleux comme de petites boucles ocre portées
par des grappes pendantes (Fig 8-D). Ce fruit est une drupe jaune suspendue sur |’ arbre tout

I”hiver en devenant de plus en plus ridée et presgue blanche. Le noyau de la drupe est blanc et

)
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strié dans le sens de la longueur, il contient quatre petites graines ressemblant a des grains de
riz noir. Les graines de Melia contiennent approximativement 40 % d huile (Schmutterer,
1995).

(A) Tige de Melia azedarach (B) Feuilles de Melia azedarach

(C) Fleurs de Mélia azedarach (D) Fruitsde Melia azedarach
Figure 8: les photos de Melia azedarach ; (A) latige, (B) feuilles, (C) fleurs et (D) fruits
(Deepika Sharma et Yash Paul, 2013)
2. Composition chimique
2.1. Composition physico-chimiques globales
D’apres Chiffelle et al. (2009), le contenu des feuilles en cendres, protéines et en
fibres crues n‘ont pas montré des différences dans les étapes du développement. Il y avait une

diminution du contenu de lipide prés de 60% du stade juvénile al'éape mdre (tableau 1V).
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Tableau IV: Analyses chimiques (moyen + écarte type) des feuilles de Melia azedarach
selon |” étape de maturité (Chiffelle et al., 2009).

Feuille
Analyses (%) Juvénile Mdare
Cendres 13.14 £ 0.02 11.92 + 0.47
Protéines 6.60 + 0.32 6.10+0.28
Lipides 2.80+0.08 1.08+0.10
Fibrescrues 10.94+0.33 10.33+£0.39
NNE 66.52 + 0.75 70.57+1.24

NNE: extractif de non- nitrogéne.

2.2. Teneurs en composés phénoliques

Dapres Aoudia et al. (2013), I'HPLC a été employée pour déterminer les composants
d’ extraits éthanoliques (50%) et aqueux de feuilles de Melia azedarach. L'analyse aindiqué
la présence de 34 composés polyphénoliques comportant 16 composés non identifiés, 7
dérivés acide chlorogénique, 2 dérivés quercétine, 3 dérivés acide p-coumarique et 2 dérivés
kaempferol-conjuguée. Trois composés de ce dernier non identifié et un quercétine-
conjugué n'ont pas été détectés dans les extraits a I’ éthanol 50% et aqueux des feuilles
respectivement. Les résultats récapitulés (tableau V) ont montré que les différences
significatives en composition entre les extraits de feuilles a l'éthanol (50%) et aqueux, et des

différences mineures entre des extraits dégraissés et non dégrai ssés.
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Tableau V: L'analyse par HPLC des extraits ethanoliques (50%) et agueux des feuilles de
Melia azedarach en mg/g MS (Aoudia et al., 2013)

Concentration des
composees ETOH (extrait é&hanolique) | H20 (extrait aqueux)
mg/gdeMS Non Dégraissé Non Dégraissé
dégraissé dégraissé
Acide chlorogenique-C | 2.67 3.38 5.56 4.98
Acide p-Coumarique-C | 0.52 0.59 0.92 0.79
Gentisique-C 0.06 0.03 0.07 0.06
Kaempferol-C 2.37 2.63 1.85 1.77
Quercetine-C 12.09 13.31 7.02 7.37
Acide chlorogenique 0.27 0.45 0.30 0.35
Kaempferol-3-O-f- 1.61 1.77 1.10 1.07
rutinoside
Quercetin- 3-O- B-D- 0.23 0.24 0.11 0.11
glucoside
Rutine 9.11 9.90 4.67 5.17

C-représente les conjugués (ou le groupe de polyphénal)

La composition chimique de M. azedarach est complexe. Sa composition chimique
principale est un mélange de 3 a 4 principaux composés apparentés et plus de 20 autres
présents en plus petites quantités mais complétement utilisables. Ces composés sont
principalement les triterpénes avec la plus efficace: «limonoides», abondantes dans son
huile. Au moins, neuf limonoides sont efficaces dans |'inhibition de la croissance des insectes,
en particulier, une partie de la plupart des variétés mortelle nocive pour la santé humaine et
I'agriculture. Parmi ces limonoides, |’ azadirachitin a été trouvé pour étre I'ingrédient principal
pour combattre les insectes et les parasites, efficace a 90%. Il repousse et perturbe le cycle de
la vie, mais ne tue pas immédiatement, mais est néanmoins |'un des plus efficace pour la
croissance et de dissuasion d'aimentation jamais examinés. Meliantriol est un autre inhibiteur
daimentation qui empéche les dommages causés par les Criquets, et il a donc éé
traditionnellement utilisé pour la protection des cultures. Aussi nimbin et nimbidin se trouvent
dans neem, ils ont des propriétés anti-virales et anti-fongiques, utiles pour les humains et les
animaux. Gédunine, un limonoide mineur, est efficace dans le traitement du paludisme en

infusion de ses feuilles (M ugnai, 2009).
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2.3. Composition en d’autres métabolites secondaires

Ahmed et al. (2008) ont rapporté le criblage phytochimiques préliminaire des extraits
de feuilles éhanoliques de Melia azedarach, a montré la présence d'alcaloides, les saponines,
etc... (tableau VI1).

Deux nouveaux triterpénoides et un nouveau stérol avec six autres constituants dgja
connus ont été isolés des feuilles et des branchettes de Melia azedarach. Leurs structures
chimiques ont été élucidées a partir del’anayse aRMN (Zhang et al., 2014).

Alché et al. (2003) ont rapporté I'isolement d’un limonoide a partir d extrait de
feuilles de Melia azedarach qui est le 1-cinnamoyl-3,11-dihydroxymeliacarpine.

Selon Wu et al. (2009) I'extrait éthanolique des feuilles de Mélia azedarach chinoise
a été successivement soumis a la chromatographie sur colonne au-dessus de gel de silice,
M CI-gel-Sephadex LH-20, et HPLC semipreparative pour avoir les moyens de six stéroides
(figure 9). Comparer leurs données avec spectrométrie de masse et la résonance magnétique
nucléaire, aussi bien que leurs propriétés physiques, avec ceux rapporté dans la littérature, les
stéroides connues ont été identifiées comme 5-stigmastene-33,7a, 20-triol (4) et 5-
stigmastene-343,7a-diol (Zhao et al., 2005) et 2a, 3a, 16f-trihydroxy-5a- pregnane 20 R-
méthacrylate (6) (Nakatani et al., 1985).

R, R; Ry R

H OH OH CH,

Me
H OH OH =y

M
Ac  OAc OH ,.,,,,‘,HE
H H OH --Et
H

"y

H H H Et
”’;!n‘?H

Rz 3 OH H 6
3a H OH

Figure 9. Structures chimiques des composés 1 -6
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Tableau VI : Analyses phytochimiques d’ extrait a I’ éthanol de Melia azedarach (Ahmed et
al., 2008).

Phytochimiquestests  Résultats

Alcaloides +
Stéroides +
Saponines +
Terpénes +

+ = indique la présence de composé

3. Intéréts et propriétés biologiques
3.1. Utilisations traditionnelles

Melia azedarach (faux neem) est connu depuis des siécles pour ses nombreuses vertus
curatives. Baptisé parfois arbre aux merveilles ou arbre pharmacie du village, le faux neem
contient de nombreuses substances ayant des activités anti-inflammatoires, antibactériennes
ou immunostimulantes (Allamed et al., 2001). Plusieurs écrits font référence aux effets
bénéfiques de ses fruits, de ses graines, de son huile, de ses feuilles, de ses racines ou de son
écorce. Chacun d'eux est utilisé depuis des siecles par la médecine ayurvédique pour traiter
divers problemes de santé (Chopra et al., 1952). Divers utilisations traditionnelles de Mdlia

azedarach sont mentionnées dansle Tableau VII.
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Tableau VII: Remédes folkloriques et utilisations traditionnelles de Melia azedarach (Azam

Chapitre III: Propriétés biologiques de Melia azedarach

et al., 2013)
Parties Utilisations M éthode Références
utilisées
Feuille Lepre, scrofule, antihelminthique,
antilithique, diurétique, deobstruent,
résolutif, insecticide, brdlures, malaria
(paludisme), gingivite, pyrexie, variole de
poulet, variole et
les verrues, éliminent des toxines, épurent
le sang et empéchent des dommages
provoqués par les radicaux libres,
enroulements de moustique.
Racine Résolvent, deobstruent, antiseptiques, les
maladies antimicrobiennes et | Extrait frais Ramya et al. (2009)
inflammatoires.
Graine Rhumatisme, antihelminthique, Mugnai (2009)
antileprotique, antipoison,  enroulements
de moustique. Rastogi et Mehrotra
Huile  de| Antiseptique pour des blessures et des (1991)
graines ulceres, rhumatisme et maladies de la peau
telles que la teigne tonsurante et gale, fievre Rastogi et Mehrotra
de maaia e lépre, antibactérien, (1993)
dépression du systéme nerveux central,
analgésique doux, aromathérapie. Rastogi (1998)
Fruit Insecticide, diabétes, purgative, | La poudre en
antihemorrhoide et antihelminthique. poussiére Khan et al. (2002)
Bois et | Insecticide
écorce Ismail et al. (2010)
Ecorce  de | Anticancéreux, antispasmodique, antiviral,
tige blennorragie, fatigue, toux, fiévre, perte
d appétit, infestations des vers, blessure, | Extrait brut
vomissement, maladies de peau.
Fleur Toux, astringent, antihelminthique.
Jeune Les maladies des dents Brossage
Branche

)
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3.2. Utilisations pharmaceutiques

Selon Ben Ghnaya et al. (2013), Melia azedarach est une plante médicinale,
présentant essentiellement un intérét pharmaceutique. Elle contient plusieurs substances qui
sont naturellement insecticides (Hadjiakhoondi et al., 2006). L’ extrait méthanolique est anti-
pyrétique, analgésique, anti-inflammatoire, avec une capacité a inhiber |’agrégation des
plaquettes (Subapirya et Nagini, 2005). L’extrait aqueux est modérément anti-infectieux,
anti-inflammatoire et anti-ulcéreux gastrique, I’extrait hydroalcoolique serait modérément
diurétique (Silva et al., 2007) et les feuilles auraient une action spermicide (Priscila et al.,
2009).

L'huile de Melia azedarach possede également des propriétés purgative, anti-
helminthique, anti-parasitaire externe (pou), anti-mycosique et anti-diabétique (Silva et al.,
2007). Elle contiendrait des composeés anti-viraux (certains actifs sur le virus du sida) et
antipaludéens (Subapirya et Nagini, 2005). L’extrait hydroalcoolique ainsi que I’huile de
faux neem présentent également des activités antifongiques et antibactériennes.
Particuliérement, les extraits de feuilles et |"huile de faux neem ont montré leur efficacité
contre certains champignons qui infectent I’ organisme humain.

Selon Azam et al. (2013), les éudes expérimentales et cliniques prouvent qu'elle
possede des propriétés anti-oxydantes, anti-microbiennes, anti-inflammatoires, cardio-
protecteurs, analgésiques, anti-cancéreuses, anti-ulceres, antipyrétiques, anti-plasmodiales et
contraceptives masculines propriétés et bien d'autres activités qui sont résumés dans le

tableau VIII.
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Tableau VIII : Activités pharmaceutiques de Melia azedarach (Al-rubae, 2009)

Activités médicinales | Organisme ou maladie Extraits Références
Antibactérienne Proteus mirabilis F Abdul Vigar et al. (2008)
Shigella flexeneri,

Plessmonas shigellidis
Saphyloccocus aureus

Bacillus subtilis

Antivirale Fiévre aphteuse F Wachsman et al. (2008)
Herpes simplex, (VSV), F Wachsman et al. (1982)
(HSV)(VSV), (HSV]) F Alcheet al. (2002)
Herpes Oculaire simplex, F Pifarri et al. (2002)
(HSV1)

Antiprotozoaire Trichomonas vaginalis GF Leeet al. (2007)

Antinephrolihiasis Ethylene glycol-Induced F.G Christina et al. (2006)
Nephrolthiasis

Antiulcéreuse Ulcer destomac chez les| F,G Oursi et al. (1984)
rats

Anti helminthique Haemonchus contortus F.G Maciel et al. (2006)

Akhtar et al. (2008)

F= Feuille, G= Graine

3.3. Potentiel antibactérien

Selon Chebaibi et al. (2007), I’émergence de microorganismes pathogenes
multirésistants, due a I’usage abusif et inapproprié d’ antibiotiques, pose actuellement un
probléme de santé publique particuliérement préoccupent. En effet, la résistance des bactéries
aux antibiotiques rend quelque fois le traitement thérapeutique inefficace, et met le praticien
dans des situations délicates, surtout lorsque la vie du malade est en jeu. La solution de ce
probléme s avere donc urgente et impose la recherche de nouveaux agents antimicrobiens. Le
recours aux plantes médicinales aux propriétés antimicrobiennes constitue aors une des plus
intéressantes pistes a explorer, parmi ses plantes on trouve Melia azedarach.

D’ apres Saleem et al. (2008), des extraits méthanoliques de fleur de Melia azedarach
ont été préparés et employés sous forme d’une creme pour traiter les infections bactériennes
de la peau chez les enfants, et les résultats ont prouvé que cette creme était un traitement
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sensiblement efficace dans plusieurs cas. Les extraits de fleurs de melia ont montré leur
potentiel en traitant des lapins souffrant  d'une infection dermique produite par
Saphylococcus aureus. Les effets curatifs de la creme préparée ont été trouvés comparables
alanéomycine connue comme médicament (Saleem et al., 2002).

Asadujjaman et al. (2013) ont décrit que |’ extrait ethanolique de feuilles de Méelia
azedarach a montré une activité antibactérienne contre toutes les souches bactériennes testées
avec des zones d'inhibitions qui sétendant de 8,40 mm a 10,39 mm et 11,56 mm a 15,87 mm
pour 250 pg / disque et 500 pg/disque de I’ extrait respectivement (Tableau | X). Cette activité
peut ére due a la présence des alcaloides, flavonoides, glycosides, saponines et tannins

trouvées dans |’ extrait ethanolique des feuilles.

Tableau | X : L’ activité antibactérienne de feuilles de Melia azedarach par | essai de diffusion

sur disque
Typede dediametre dela zoned’inhibition (mm)
Souche bactérienne Blanc A B C
bactérie
Escherichia coli Gram(-) |- 24.65 10,39 15,87
Salmonella typhi Gram(-) |- 23,30 8,54 12,15
Shigella dysenteriae | Gram (-) | - 22,12 8,40 11,56
Saphylococcus Gram (+) | - 22,15 9,45 14,05
aureus
Staphylococcus Gram (+) | - 24,34 921 12,55
epidermidis

A: Ciprofloxacin (5 pg/disque), B: Extrait (250 pg/disque), C: Extrait (500 pg/disque

3.4. Potentiel antifongique

Carpinela et al. (2003) ont montré que les extraits hexaniques et éthanoliques du
fruit, amandes et des feuilles sénescentes de M. azedarach, expriment une activité
fongistatique contre Aspergillus flavus, Diaporthe phaseolorum var. meridionales, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Fusarium verticillioides, et Sclerotinia sclerotiorum. Que ce
soit I extrait haxanique des feuilles ou I’ extrait éthanolique d’ amande tous les deux s avérent
tres efficace sur toutes les souches fongiques testées avec des valeurs de concentration
minimale inhibitrice (CMI1) qui s étendent de 0,5a25 mg/ml et 0,5a5 mg/ml.
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3.5. Potentiel Insecticide

Les énormes potentiaités de Melia azedarach pour le controle et la lutte contre les
insectes ravageurs ne sont devenues claires que récemment, en particulier en réponse au
probléme pose par la bioaccumulation et la toxicité des pesticides de synthese utilisés pour
I’agriculture. Les plantes de la famille des Méliacées ont suscité beaucoup d'intéréts pour
I’ exploration de leur activité insecticide (Timbo, 2003). Elles sont connues pour contenir une
variété de composés, lesquels ont montré des propriétés insecticides, anti-appétantes, anti-
nutritionnelles, de régulation de la croissance, et de modification du développement
(D’Ambrosio et Guerriero, 2002; AL-Rubae, 2009).

L'activité dinsecticide du Melia |'azedarach est di aux triterpénoides biol ogiquement
actifs avec un effet antiappétante, c.-&d., ils empéchent I’aimentation des insectes de
phytophage en produisant la mort et la malformations des géenérations suivantes (Vergara et
al., 1997; Carpinella et al., 2003).

Beaucoup des triterpénoides prestent dans les plantes appartenant a la famille des
Méliacées sont décrits pour montrer une activité insecticide. Bohnenstengal et al. (1999)
rapportent I’isolation de trois meliacarpine dérivées des feuilles de Melia azedarach, |’ activité
des dérivés ont été examinés sur les larves de parasite d'insecte polyphagique de Spodoptera
littoralis en l'incorporant dans leur régime artificiel dans un essai biologique d’ alimentation
chronique. Les résultats ont indiqué l'activité insecticide comparable au lipopesticide
d'azadarachtine qui a été trouve dans |'arbre de neem bien connu. L’ extrait brut ethanolique de
graine de Melia azedarach Bazilian a montré les deux activités inhibition phagocytaire et
anti-mue d’insectes de Rhodnius prolixus vecteurs de la maladie de chagas.

Selon AL-Rubae (2009), I'analyse phytochimique d’ extraits ethanoliques de Melia
azedarach, a révélé la présence de triterpénoides et stéroides respectivement, et les deux,
graines et feuilles ont également présenté des alcaloides et des tannins condenses. Ces
composés sont capables d'inhiber le développement ou I’alimentation des insectes et ils
montrent aussi une activité ovicide. Divers effets pesticides sont résumés dans le tableau X

suivant.

|



Etude Bibliographique

Chapitre III: Propriétés biologiques de Melia azedarach

Tableau X: Potentialité pesticide de Melia azedarach (Al-rubae, 2009)

Activités pesticides Lesravageursciblés Extraits Références
Larvicideet Anti ponte Aedes aegypti Fr, Fr Carolina et al. (2008) ; Carolina et al. (2004) ;
Coria et al. (2008) ; Correges (1994) ; Omena
(2007) ; Wondscheer, et al. (2004).
Larvicide, Pubicidal, Anti | Anopheles stephensi G Nathan et al. (2006)
ponte, Dissuasion de
morsure
Larvicide Spodoptera littoralis F Bohnensstengel et al. (1999)
Inhibition  phagocytaire, | Rhodinis prolixus G Kelecom et al. (1996)
Anti-mue
Larvicide Anti ponte, anti | Boophilus microplus Fr Borgeset al. (2003), Williams (1993), M ansingh
embryogenése et Williams (1998).
Pédiculicide et ovicide Pediculus humanus capitis | Fr Caprinella et al. (2003-2007)
Biopesticide Bamisia tabaci Fr,F Abou-Fakhr et al. (2001), Falectos et al. (1993),
Krauset al. (1987)
Anticholinesterase Spodoptera frugiperda Fr Breuer et al. (2003)
Larvicide Busseola fuscala G F Gebre et Azerfegne (1999)
Anti ponte, Anti éclosion | Eriasvitella G Gajmer et al. (2001)
Antiappétante Pseudal etia unipunctata G Akhtar et al. (2008)
Trachiaplusia ni G Carpinella et al. (2002)
Soodoptera eridania Fr
Anti ponte, Antiappétante | Orseolia oryzae Chiu et al. (1984)
Mythimna separata
Antiappétant Plutella xylostells Fr Charlestone et al. (2005)
Biopesticide Panonychus citri G Chiu (1989)
Aleurocanthus spiniferus G
Rodenticide Albino rat G Roop et al. (2005),
F Keshri et al. (2003),
Keshri et al. (2004)
Fongicide Aspergillus flavus G Carpinella et al. (1999-2003-2005)

fusarium monitiform
Microsporum cans
Diaporthe phseolorum
Schlertina sclertiorum

F= Feuille, Fr= Fruit, G= Graine

|
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3.6. Potentiel antioxydant

D’ aprées Ahmed et al. (2008), I'activité antioxydante de Melia azedarach a été éudiée
chez les rats avec les dommages érythrocytes induit par éthanol. L'administration chronique
de I'éhanol (20% wl/v, 2 g/lkg quotidiennement pendant quatre semaines) a augmente le
niveau de la peroxydation de lipide (LPO), diminué I'activité de la superoxide dismutase
(SOD), de la catalase et réduit la teneur du glutathion (GSH) (tableau Xl). Le traitement
concourant des rats administrés d’éthanol avec I’ extrait acoolique des feuilles de Melia
azedarach a une activité antioxydante in vivo efficace et son |’ effet était comparé a celui des
vitamines E et C. L’ extrait a base de cette plante peut étre aussi employé pour protéger le tissu

contre le stress oxydatif induit par les drogues ou médicaments.

Tableau XI: Effet d'extrait ethanolique de Melia azedarach sur I'effort oxydant chez les rats
(Ahmed et al., 2008)

Traitements Per oxydation Glutathion um | Superoxyde Catalase
de lipide nm | conjugé DTNB/ | dismutase unitémg
DA /gHB gHB unité/mg protéine

proténe

Témoin 70.1+1.29 4.42+0.17 29.34+1.36 287.17£3.57

Ethanol 169.93+1.49 2.51+0.19 16.41+0.54 191+2.50

Ethanol + 70.51+2.72 4.32+0.53 19.53+2.44 233.68+2.82

Melia azedarach

Ethanol + | 98.19+2.63 4.48+0.26 20.02+1.39 251.95+2.69

VitamineE et C

Meliaazedarach | 63.20+2.83 4.68+0.27 29.63+1.07 279.42+1.11

Vitamines E et | 68.97+3.29 4.76+0.22 30.89+0.81 279.28+2.35

C

Nahak et Sahu (2010) ont rapporté que les composés phénoliques possedent des

activités antioxydantes remarquables qui sont présents tout a fait couramment dans la famille
des plantes Meliaceae. Selon leurs résultats I’ activité antioxydante des extraits d’' Azadirachta
indica et de Melia azedarach augmentent avec | augmentation de la teneur en polyphénols de
I’extrait et que I'extrait éthanolique de feuilles de Melia azedarach a révélé |’ activité
antioxydante la plus élevée de piégeage des radicaux libre par le DPPH avec 68,23 +0,03 %
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suivi de son extrait agqueux a 64,34+0,04 % et extrait méhanolique a 64,34+0,05 %

(tableauX|1).

Tableau XII: I’activité antioxydant de différents extraits de Melia azedarach (Nahak et

Sahu, 2010)

Concentratio

Activité antioxydante

Activité antioxydante

Activité antioxydante

n desextraits | (%) Extrait aqueux (%) Extrait (%) Extrait é&hanolique
(mg/ml) méthanolique
Azadirachta | Melia Azadirachta | Melia Azadirachta | Melia

0,02 45.24+0.04 | 53.69+0.0 | 34.11+0.04 | 55.29+0.0 | 44.10+0.01 | 52.94+0.0
3 3 5

0,04 44.18+0.03 | 55.75+0.0 | 35.84+0.06 | 47.05+0.0 | 47.05+0.03 | 64.11+0.0
5 3 3

0,06 47.48+0.02 | 60.43+0.0 | 39.43+0.06 | 48.20+0.0 | 48.20+0.06 | 64.70+0.0
3 6 4

0,08 48.47+0.05 | 63.14+0.0 | 40.00+0.10 | 50.02+0.1 | 50.02+0.13 | 66.47+0.0
4 3 3

0,1 49.48+0.03 | 64.34+0.0 | 41.17+0.04 | 50.48+0.0 | 50.48+0.03 | 68.23+0.0
4 3 3
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1. Préparation du matériel biologique végétal

e Reécolte et séchage
Nous avons travaillé sur les feuilles de Melia azedarach récolté au mois de

juillet 2011 au niveau de la résidence de Targa Ouzemmour et séché préalablement
(figurel0-A).

e Broyage et tamisage

Les feuilles ont été broyées a I’aide d'un moulin a café électrique pour obtenir une

poudre dont lataille des particules est inferieure 20,5 mm (figurel0-B).

A ] :

Figure 10 : Photographie des feuilles séches (A) et des feuilles apres broyage (B)

2. Composition chimique globale

La composition chimique globale est réalisée selon le schéma de Weende. La
détermination des teneurs en Matiere Minérale (MM) et la teneur en protéine brute a été
déterminée par la méthode de Kjeldahl (quantité d’' azote* 6,25), en Cellulose Brute (CB) et en
Matiere grasse (MG) est effectuée selon les méthodes classiques (AOAC, 1975).

Les Sucres totaux sont déterminés selon la méthode de (Dubois, 1956). Pour les

teneurs en caroténoides sont évaluées par |la méthode de Sass-Kiss et al. (2005).
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2.1. Teneur en matiere minérale
La matiere minérale d' un échantillon est le résidu obtenu aprés incinération de la matiére

organique de I’ échantillon dans un four a’550 °C + 15 °C pendant 04 heures

2.2. Dosage dela cellulose brute
La teneur en cellulose brute est déterminée par la méthode de Weende (1809). Les
matieres cellulosiques constituent le résidu organique obtenu aprés deux hydrolyses

successives, I'une en milieu acide et I’ autre en milieu dcalin.

2.3. Lateneur en protéinebrute (Kjeldahl, 1883)

Le principe de la méhode Kjeldahl consiste a transformer cet azote organique en
azote minéral (minéralisation), puis a déplacer I'ammoniac du sel d'ammonium obtenu
(distillation) pour le neutraliser par une solution acide de titre connu (dosage).

% Mode opératoire

On introduit dans un matras de minéralisation 0,5 g de poudre fine de feuille de mélia
azedarach obtenue et une pincée de catalyseur (le sélénium, le sulfate de cuivre et du
potassium), puis on goute 20 ml d'acide sulfurique pur; on applique un chauffage
progressif : d'abord une attague a froide pendant 15 min jusqu’'a |’ apparition de vapeur
blanche d’'anhydride sulfurique, puis le chauffage est rendu plus énergique, attaque a chaud
pendant 4 a 5 heures sous une hotte qui aspire les vapeurs sulfureuses résultant de la
décomposition partielle de I'acide sulfurique; le chauffage est maintenu jusgu’a |’ obtention
d'un filtrat limpide ou verdétre. Apres refroidissement, le minéralisat est transvasé dans une
fiole ou le volume est gjusté a 100 ml avec de |’ eau distill ée.

La distillation est réalisé dans un distillateur automatique (Gerhardt) ou |’ gjout de 20
ml de lessive de soude a 40% dans le matras et 20 ml de solution d’ acide borique (25%)
contenant I’indicateur coloré (mélange de bleu de méthylene et de rouge de méthyle).
L’ammoniac est aorstitré par I’ acide sulfurique 0,02N. Un témoin est réalisé dans les mémes

conditions sans échantillon.
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% Expression desrésultats

Les résultats sont exprimeés selon les formules suivantes :

(M x C(H2S04) x V(H2S04)) %1

00
PE

N(%) =

P(%) = N(%) X 6,25

M : masse molaire de I'azote (g/mol)

Chzso4: Concentration d’ acide sulfurique (mole/l)
VH2so4: VolumeH2SO4 versé pour titrer I’ échantillon (ml)
PE : Prised essai (Q)

2.4. Détermination de la matiére grasse
% Principe

Quand le balon est chauffé (figure 11), les vapeurs du solvant passent par le tube
adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de |’ extracteur, faisant
ainsi macérer le solide dans le solvant. Le condensét s accumule dans |’ extracteur jusgu’'a
atteindre le sommet du tube-siphon, ce qui provoqgue le retour du liquide dans le ballon,
accompagné des substances extraites. Le cycle reprend et le solvant contenu dans le ballon
S enrichit progressivement en composés solubles. Comme seul le solvant peut s évaporer de
nouveau, la matiére grasse saccumule dans le ballon jusgu'a ce que |'extraction soit

complete.

Figure 11 : Extraction de lamatiére grasse par soxhlet.

¢
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% Mode opératoire

La matiére grasse contenue dans les feuilles de Melia Azedarach est extraite a partir de
30g de poudre en utilisant la méthode de Soxhlet, le solvant utilisé est |I"hexane. Apres la

distillation le pourcentage des lipides est exprimé en poids de la matiere séche.
% Expression desreésultats

Le rendement d’ extraction correspondant au taux de matiere grasse obtenue est calculé

sdon laformule suivante :

(P1-P)
3

x 100

MG (%) = —

Soit :

P1 : Poids du ballon vide (g).

P2 : Poids du ballon avec I’ huile extraite (Q).
P3: Poidsdelaprise d’ essai (g).

3. Extraction et dosage des sucr es totaux
3.1. Extraction des sucrestotaux
L’ extraction des sucres est faite par une triple extraction selon la technique décrite par
Chow et Landhausser (2004).
- Peser précisément environ 50 mg de la poudre non délipidée et mettre dans un tube a essai
de 15 ml.
- Ajouter 5 ml de I’ éhanol 80 % (ETOH 80%) froid et bien mélanger (vortex).
- Mettre les tubes au bain-marie 95° /10 min.
- Refroidir dansla glace.
- Centrifuger 10 min a 2500 tours.
- Récolter délicatement le surnageant dans un second tube de 15 ml.
- Verser anouveau 5 ml d ETOH 80 % sur le culot du premier tube. Bien mélanger (vortex) et
chauffer a nouveau au bain-marie 95° /10 min.
- Récolter le surnageant et mettre dans le second tube.
- Refaire une troisieme extraction.

- Mesurer le volume du surnageant recueilli et I’ utiliser pour le dosage des sucres solubles.
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3.2. Dosage des sucres totaux
Les sucres totaux sont mesurés par le test au phénol (Duboiset al., 1956).

En présence de I’ acide sulfurique concentré, les oses sont déshydratés en composés de
la famille de dérivés furfuriques. Ces produites se condensent avec le phénol pour donner des
complexes jaune-orangés. L’apparition de ces complexes est suivie en mesurant

I”augmentation de la densité optique a 490 nm.

% Mode opératoire
1 ml d'extrait est introduit dans un tube, auquel sont ajouté 1ml de solution de phénol
(5%, p /v) et 5 ml d'acide sulfurique (98 %). Aprés agitation, les tubes sont maintenus pendant
30 minutes a température ambiante et a |’ obscurité puis I'absorbance est lue a 490 nm, la
coloration est stable pendant 3 a4 heures.
La teneur en sucre est déterminée par référence a une courbe d’ étalonnage (Annexe 1)
obtenue avec le glucose utilise comme standard. Les résultats sont exprimeés en g équivalent

de glucose /100g de matiere seche (g Eq Glucose /100g MS).

4. Détermination delateneur en caroténoides

Les caroténoides sont extrait par la méthode da Sass-Kiss et al. (2005). 20 ml du
mélange hexane/acétone/éthanol (2 :1:1) sont gjoutés a 0,5 g de poudre des feuilles de Melia
azedarach. Apres agitation pendant 30 min, la phase supérieure et récupérée. 10 ml d’ hexane
sont gjoutés pour une deuxieme extraction. Le mélange des deux phases est utilisé pour le

dosage des caroténoides totaux par spectrophotométrie a450 nm.

Les concentrations des caroténoides sont estimées en se référant a la courbe
d’ étalonnage utilisant le B-caroténe et les résultats sont exprimeés en g/100g de matiére séche

(Annexel).

5. Extraction et dosage des composés phénoliques

Cette partie a pour but de mettre en évidence la présence des polyphénols dans
I’extrait brut des feuilles de Melia azedarach et pour éviter les interférences possibles des
matieres grasses dans le dosage des composeés phénoliques et compte tenu de nos conditions

expérimental es, nous avons travaillé sur des échantillons délipidés aux préalables.
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5.1. Extraction des composés phénoliques

L’ extraction des composés phénoliques est faite par macération selon la méthode

d’Oomah et al. (2010) par |’eau distillée et |’ éthanol a différente concentration 30%, 50% et
70%.

% Principe

Quand une matrice est en contacte avec un solvant, les composants solubles dans le
matériel migrent vers le solvant ; Ainsi, I'extraction est due au transfert de matiere du

principe actif delamatrice vers le solvant, selon un gradient de concentration (Handa et al.,
2008).

% Modeopératoire

[ 160 ml de solvant d’' extraction ]

___________________

' Agitation pendant 2h

\ l}

—_— e e e e e e e, e = ——




Chapitre | Matériel et méthodes

Les extraits |yophilisés sont pesés et conservés a sec jusgu’ a utilisation et le rendement

d’ extraction de chaque extrait est calculé par laformule suivante :

Taux d’extraction (%)= [Pf/Pi] *100

Pf : Poids de |’ extrait aprés lyophilisation(g).
Pi: Poids del’ échantillon initial(g).

5.2. Dosage des composes phénoliques

Pour quantifier les différentes fractions phénoliques divers méthodes sont utiliseées.
Nous avons utilisé la méthode rapportée par Skerget et al. (2005) pour déterminer les teneurs
en phénols solubles totaux. Pour les flavonoides nous avons utilisé la méthode décrite par
Lamaison et Carnet (1990) citée par Bahri-Sahloul (2009). Pour les tanins hydrolysables et
condensés les techniques utilisées respectivement sont : Mole et waterman (1987) et Price
et al. (1978).

5.2.1. Dosage des polyphénolstotaux

Lateneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Skerget et al. (2005).

« Principe

Le réactif Folin-Ciocalteu's est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d acide phosphomolybdique (HsPM012040). |l est réduit, lors de I’ oxydation
des phénols, en un mélange d’ oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdene (M0ogOsy).
La coloration bleue est proportionnelle au taux de composeés phénoliques présents dans le

milieu donne un maximum d’ absorption a 760 nm (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

« Modeopératoire
500 ul d extrait sont mélangés avec 2,5 ml du réactif de Folin Ciocalteu. Aprés 5 min,
2 ml de carbonate de sodium (75 g/l) sont gjoutés. Le mélange est incubé a 50 °C pendant 5
min ; apres refroidissement |’ absorbance est mesurée au spectrophotométre a 760 nm contre

un blanc préparé dans les mémes conditions.

Les concentrations en composés phénoliques sont déterminées par référence a une
courbe d’ étalonnage obtenue avec de I’ acide gallique utilisé comme standard (annexe ). Les
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résultats sont exprimés en mg équivalent d’ acide galique par g de matiere seche (mg Eq
AGIgMS).

5.2.2. Dosage des flavonoides

Le contenu en flavonoides des différents extraits est estimeé par la méthode de L amaison
et carnet (1990) cité par Bahri-Sahloul (2009).

% Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyl (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO en position 4, un complexe coloré avec le
chlorure d’ duminium (fig.13). Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation
des métaux (fer et aluminium) (Boulekbache, 2005). Ceci traduit le fait que le métal (Al)
perd deux éectrons pour s unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant

comme donneur d’ électrons (Ribéreau-Gayon, 1968).

/
— o .
| i —
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Figure 13: Mécanisme de réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides (Ribereau-
Gayon, 1968).

% Mode opératoire
2 ml de chlorure d auminium (AICls. 6H20) a 2% sont gjoutés a 2 ml d extrait. Le
mélange est homogenéisé et incubé a température ambiante pendant 10 min a I’abri de la
lumiére. L’ absorbance est |ue au spectrophotometre a 430 nm contre un blanc préparé dans les

mémes conditions.

La teneur en flavonoides est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec de la Quercétine utilisée comme standard (annexe 1). Les résultats sont exprimeés
en mg équivalent de Quercétine par g de matiére seche (mg Eq Q/g MS).
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5.2.3. Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide
(Price et al., 1978). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les
unités des tanins condensés en présence d’ acide pour produire un complexe coloré mesuré a
500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n'implique que la premiére unité du
polymeére. Les quantités des tannins sont estimées en utilisant la méthode de vanilline décrite
par Julkunen-Titto (1985).

% Mode opératoire

Un volume de 50 pl de Dextrait brut est ajout¢é a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4%, m/v) puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pl de 1’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min. L’ absorbance est mesuré a 550 nm contre un blanc a
I’ aide d’ un spectophotomeétre Jenway 6504 UV/VIS.

Une courbe d'étalonnage est réalisee en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la catéchine comme contrdle positif.
Les résultats de la plante étudiée sont exprimés en milligramme (mg) équivaent de la
catéchine par gramme de la matiére végétae seche (mg EC/g de MS).

5.2.4. Dosage des tanins hydrolysables
% Principe
Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une coloration

bleue mesurée par spectrophotométrie (Mamadou, 2002).

% Mode opératoire
3.5 ml du chlorure ferrique (FeClz & 0.01M dans I’ acide chlorhydrique a 0.001M) sont
goutés a 1Iml d' extrait. Apres homogénéi sation, |'absorbance est mesurée a 660 nm contre un
blanc préparé dans les mémes conditions.
La teneur en tannins hydrolysables est déterminée par référence a une courbe
d étalonnage obtenue avec de I’ acide tannique (annexe 1). Les résultats sont exprimés en mg
équivaent d’ acide tannique/g de matiere seche (mg Eq AT/g MS).
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5.2.4. Mise en évidence de la présence d’ autres métabolites secondaires dans les extraits

e La détection des saponines est réalisée au moyen du test de Yadav et Agarwala
(2011). A 1ml d' extrait, sont gjoutés 3ml d’ eau distillée. Aprés agitation pendant 2min
laformation d’ une mousse persistante indique |a présence des saponines.

e La présence d Alcaloides est révélée par la méthode d Amana (2007).Quelques
gouttes du réactif de Bouchardat sont gjoutées a 2ml d extrait. La formation d' un
précipité brun-noir, brun-terne ou jaune-brun indique la présence de ces métabolites
dans le milieu.

e La méthode dAziman et al. (2012) permet de mettre en évidence la présence de
terpénoides. A 2.5 ml d extrait est gjouté 1ml de chloroforme. Aprés homogeénéisation,
1.5 ml d’'H2SOs4 concentré sont gjoutés au mélange. La formation d’ une couleur brun-

rouge al’interface indique la présence de ces composes.

6. Etude del’activité antioxydante

Dans notre éude, la mise en évidence de I’ activité antioxydante in vitro de nos extrais
des composes phénoliques a été réalisée par cing techniques chimiques asavoir : laréduction
du fer, le piégeage du radical libre DPPH, chélation de fer ferreux, test du blanchiment du 3-
carotene et le test de Thiocyanate Ferrique.

6.1. Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d'un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été dével oppée pour mesurer la capacité des extraits testés aréduire le fer ferrique
(Fe*") présent dans le complexe K3Fe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet e Fe** participe ala
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’ absorbance du milieu réactionnel
est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986). Une augmentation de I’ absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

« Modeopératoire
Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu
(1986). En effet, 1 ml de I'extrait a différentes concentrations (0,005 a 1,604 mg/ml) est
mélangé avec 2,5 ml dune solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d'une
solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. L’ ensemble est incubé au bain-marie
a 50 °C pendant 20 min ensuite, 2.5ml d acide trichloroacétique a 10% sont gjoutés pour

stopper laréaction et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote (2,5
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ml) de surnageant est combinée avec 2,5 ml d eau distillée et 0,5 ml d’ une solution agueuse
de FeCl3 4 0,1%. La lecture de I’ absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un
blanc semblablement préparé, en remplacant I’ extrait par de |I’eau distillée qui permet de
calibrer I'appareil (UV-VIS spectrophotométre). Le contrdle positif est représenté par une
solution d’un antioxydant standard ; I’ acide ascorbique dont I’ absorbance a éé mesuré dans
les mémes conditions que les échantillons.

Le blanc contient tous les réactifs a I’ exception de I’ extrait a tester qui est remplacé
par un volume égal de méthanol (solvant de reconstitution). Le contréle positif est représenté
par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont |'absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats sont rapportés a une
gamme étalon (Annexe 1) et exprimés en mg équivalent de |’ acide ascorbique/ g de lyophilisat
(mg Eq AA/ g lyophilisat).

La concentration (IC50) en extrait brut permettant d’avoir une ABS de 0,5 (Jabri-
Karoui et al., 2012) est déterminée en tragcant une courbe des absorbances (ABS) en fonction

de la concentration par le biais du logiciel graph pad.

6.2. Piégeage du radical libre DPPH"

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composes anti-radicalaires, le radical DPPH est
réduit et change de couleur en virant au jaune (Figure 14). Les absorbances mesurées a 517
nm servent a calculé le pourcentage d'inhibition du radical DPPH, qui est proportionnd au
pouvoir antiradicalaire de |’ échantillon (Parejo et al., 2002).

Figure 14: Réduction d’ un donneur d’ hydrogene (antioxydant) avec le radical DPPH"
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% Mode opératoire
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’ effet de chagque extrait sur le DPPH est mesuré par |a procédure décrite par
Benhammou et al. (2007).
Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1,950
ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025 g/l) fraichement préparée. En ce qui concerne
le contrdle négatif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 50 ul du méthanol avec
1950 ml d’'une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprées
incubation a I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des
absorbances est effectuée a 515 nm al’ aide d’ un spectrophotometre.
Un témoin positif avec I'acide ascorbique et BHT est réadisé dans les mémes
conditions. La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimée en pourcentage

d’inhibition du radical DPPH" par laformule suivante :

| %= (Ac-At/Ac)* 100

Ac : absorbance du contrble ;
At : absorbance du test effectué.

Le contréle contient tous les réactifs al’ exception de |’ extrait a tester qui est remplacé
par un volume égal de méthanol. Le blanc contient tous les réactifs a |’ exception du DPPH et
del’extrait atester qui sont remplacés par un volume égal de méthanol.

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 %, est la concentration de I’ échantillon testé
nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH". Les IC50 sont déterminées en tracant la
courbe des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions
testées par le biais du logicid graph pad.

6.3. Chéation du fer ferreux
% Principe
Le principe de ce test est |la complexation des ions ferreux avec un compose ligand : 3-
(2-pyridyl)-5, 6-diphényl-1, 2, 4 triazine-4’ 4"’ -disulfonate de sodium (ferrozine). Le
complexe ferrozine-fer 11 de couleur violette présente un maximum d’ absorption a 562 nm
selon laméthode cité par Le et al. (2007).
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% Mode opératoire
A 50ul de FeCl2 (2 mM) sont ajoutées 100ul d’extrait. La réaction est initiée avec
100ul de ferrozine (SmM) et 2,75ml d’eau distillée. Le mélange est homogénéisé et incubé
pendant 10min atempérature ambiante et |’ absorbance est lue a 562 nm.
Un témoin positif avec I'EDTA est réalise de la méme maniere. Le pourcentage d’inhibition

est calculé selon laformule suivante :

| %= (Ac-At/AC)* 100

Ac : absorbance du contrdle;
At : absorbance du test effectué.

L’EDTA est utilise comme chélateur de référence a des intervalles de concentration de
(0,06-1 mg /ml). Pour déterminer |I'ICso par le biais du logiciel graph pad de|’EDTA et de ces

extraits, nous avons utilisé des concentrations différentes.

6.4. Test du blanchiment du B-caroténe couplé a ’auto-oxydation de I’acide linoléique
« Principe

Dans ce test, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant |'inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide

linoléique (Prakash et al., 2011).

« Modeopératoire
Préparation de I’émulsion du B-caroténe : Une quantité¢ de 5 mg de P-caroténe est
dissoute dans 10 ml de chloroforme. 1 ml de ce mélange est ajouté a un mélange de 200ul
Tween 40 et 25 pl d’acide linoléique. Cette solution est évaporée a 40°C jusqu’a la disparition
du chloroforme. 100 ml de I’eau distillée sont gjoutés au mélange précédent et la solution

résultante est agitée vigoureusement.

Dans des tubes a essai, 2,5 ml de I’émulsion [-caroténe/acide linoléique est
additionnée a 350 pl des solutions méthanoliques de I’extrait ou de 1’antioxydant de synthese
BHT. Aprés homogénéisation, |’ absorbance est mesurée immeédiatement a 470 nm, ce qui

correspond a t=0min.

La cinétique de décoloration est suivie a 470 nm a des intervalles de temps réguliers
(30 min) pendant 2 heuresa50° C.
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6.4. Test de Thiocyanate Ferrique (FTC)
% Principe

L’analyse d' activité antioxydante en utilisant le thiocyanate ferrique a été exécuté

selon |e procédé rapporté L ee et al. (2004).

La méhode de FTC est employée, pour déterminer la quantité de peroxyde formée
lors de I’ oxydation des lipides. Durant I’ oxydation de I’ acide linoléique il ya formation de
peroxyde dans I’ émulsion ol le fer ferreux (Fe?*) est oxydé en fer ferrique (Fe**). Ce dernier
forme un complexe avec le thiocyanate d’ammonium (SNC’) pour donner le thiocyanate
ferrique Fe(SNC)?*, de couleur rouge brique qui posséde une absorbance maximale & 500 nm
(Below et al., 1958).

[Fe3+ (aq) + SCN" (aq) — Fe (SCN)** (aq) J

% Mode opératoire

Le mélange réactionnel contenant respectivement 0,12 ml d’extraits ou de contréles
positifs, 2,88 ml d'acide linoléique (2,52 % dans I'éhanol absolu) et 9 ml de tampon
phosphate (pH 7,4) est incubé dans des tubes a essais bouché a |’ étuve 40°C pendant 72
heure. Un aliquote (0,1 ml) ont éé pris du mélange chaque 24 heure, puis dilué avec 9,7 ml
d’ éthanol 75%, suivis par 0,1 ml de thiocyanate d’ammonium a 30% aprés 3 min exactement
avoir giouté 0,1 ml de FeCl2 (0,02 M dans 3,5% HCI). L’ absorbance de |a couleur rouge a é&té
mesurée a 500 nm. Le rapport de cette absorbance al’ absorbance d’ un blanc sans extrait a été
pris comme mesure de la capacité d’ empécher la peroxydation des lipides ce qui est une
alternative pour la mesure d’ activité antioxydant.

Par ailleurs, le contrdle contient tous les réactifs a I’ exception de I extrait a tester qui
est remplacé par un volume éga de méthanol. Le blanc contient tous les réactifs al’ exception
de I’acide linoléique et de I’échantillon a tester qui est remplacés par un volume égal de
I’ éthanol pur et du méthanol respectivement.

Contrdle : Une solution de contréle (BHA) a été préparée et un contrble négatif a été
également préparé contenant tous les réactifs a |’ exception des composés phénoliques totaux
ou |’ agent antioxydant.
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7. Analyse statistique

Toutes les déterminations sont menées en triples. Les résultats sont exprimeés par |la moyenne
+ écart type avec Excel de Microsoft Office 2007.

Les résultats sont traités par I’analyse un facteur de la variance (ANOVA) suivie d’'une
comparai son multiple des moyennes grace au logiciel statisticaversion 5.5.

Les concentrations ICso des activités antioxydantes sont déterminées par le biais de logiciel

Graphe Pad version 5.0.
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1. Composition chimique globale

La figure 15 résume la composition chimique globale des poudres de feuilles séchées
de Méelia azedarach. Elle renferme 8,68% de cellulose brute, 9,79 g Eq Glucose /100g de
sucres totaux, 20.62 % de protéine totale brute et 3,14 % de lipides. La teneur en
minéraux s éléeve a 11,96 % de la MS. Les caroténoides sont présents a hauteur de 0,27 g
Eq p-carotene/100g MS.
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Figure 15: Composition chimique global e des feuilles de Melia azedarach

2. Teneurs en composés phénoliques

Pour |’ obtention des différents extraits de la poudre des feuilles étudiées, nous avons
réalisé des extractions avec de |’eau distillée (ED), éthanol 30% (EtOH 30%), éthanol 50%
(EtOH 50%) et éhanol 70% (EtOH 70%) par la méthode de Oomah et al. (2010).

2.1. Lesphénolstotaux solubles

Les différents résultats des teneurs en phénols totaux solubles (PTS), rapporté par la
figure 16, nous montrent une variabilité de teneurs entres les extraits. Ces teneurs varient de
13,82 mg Eq AG/ g de MS (extrait aqueux) a 16,22 mg Eq AG/ g MS (extrait a |’ éthanol
50%).
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SOLVANT; LS Means

Current effect: F(3, 8)=9,1997, p=,00568

Effective hypothesis decomposition
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ED EtOH 30% ETOH 50% EtOH 70%

Solvant

Lesvaleurssuivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

Figure 16: Teneurs en phénols totaux solubles des extraits de feuilles en fonction des solvants

La substitution partielle de I'eau par de I’ éthanol s accompagne d’une augmentation
des teneurs en phénols totaux solubles (3,28% a 17,35%). L’amplitude des augmentations
dépend du taux de substitution ; les taux de substitution de 30% et 50% induisent une
augmentation de 10,03 et 17,35% respectivement des PTS aors que pour I’ éthanol 70%,
I’ augmentation n’ est que de 3,28%.

2.2. Flavonoides

Les teneurs en flavonoides (figure 17) varient d' un extrait al’ autre. Elles varient de 0,33 &
1,90 mg Eq de Q/g MS. L’analyse de la variance montre un effet significatif du facteur
solvant (P<0,05).

&
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SOLVENT; LS Means
Current effect: F(3, 8)=1085,4, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
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Figure 17: Teneur en flavonoides des extraits bruts des feuilles

Les plus faibles teneurs sont notés pour |'extrait aqueux (0,33 mg Eq Q/g MS.
L’incorporation d’ éthanol al’eau s'accompagne d’une éévation des teneurs en flavonoides ;
elles sont multipliées par 1,26 (éthanol 50%), 1,74 (éthanol 30%) et 4,72 (éthanol 70%).

2.3. Teneur en tanins condensés

Les résultats présentés dans la figure 18 montrent une variation des teneurs en tanins
condensés en fonction du solvant utilisé. L’analyse statistique de la variance révéle un effet
significatif (p<0,05) du facteur solvant. Ces teneurs varient de 4,72 mg Eq vanilline/g de MS
(extrait aqueux) a 12,42 mg de vanilline/g de M S (extrait éhanolique).

Nos résultats montrent que ¢ est |” éthanol 70% qui solubilise le plus les tanins condensés

&
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S; LS Means
Current effect: F(3, 8)=114,89, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
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Figure 18: Teneur en tanins condensés des extraits bruts de feuilles

La solubilisation des tanins condensés est d’autant plus marguée que la teneur en
éthanol du solvant est élevée. Par rapport a I’ extrait aqueux, les augmentations de solubilité
des tanins condensés varient de 36,82% (éthanol 30%), 63,87% (éthanol 50%) et 325,53 %
(éthanol 70%).

2.4. Teneur en tanins hydrolysables

Lafigure 19 montre les teneurs en tanins hydrolysable des feuilles de Melia azedarach
qui varient de 7,34 mg EQ AT/ gMS a 31,26 mg Eq AT/ g MS.

L’ analyse statistique de la variance montre un effet significatif (p<0,05) du facteur solvant sur

lateneur en tanins hydrolysable.
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S; LS Means
Current effect: F(3, 8)=509,34, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
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Lesvaleurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
Figure 19: Teneur en tanins Hydrol ysabl es des extraits bruts de feuille

Nous résultats montrent que I’ éthanol 70% solubilise mieux les tanins hydrolysables :
31,260 mg Eq AT/ g MS. Par rapport a I’eau distillée, les améliorations induites par la
présence de I’éthanol dans le solvant varient de 142,7% (éthanol 30%), 156,18% (éthanol
50%) et 325,53% (éthanol 70%).

2.5. Résultats du Screening chimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
meétabolites secondaires dans les extraits de feuilles de Melia azedarach (tableau Xl111). La
détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants,
des réactions de précipitation, de turbidité et un changement de couleur spécifique. Les
résultats du criblage phytochimiques qualitatifs montrent la présence d'acaloides, de
terpenoides et stéroides.

D’apres Zhang et al. (2014) ont confirmé la mise en évidence de deux nouveaux
triterpénoides et un nouvel stérol, avec six constituants connus, ont été isolés a partir des
extraits de feuilles et des branchettes de Melia azedarach. Leurs structures chimiques ont été

élucidées a partir del’analyse aRMN.

%
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Tableau XI11: Résultats de la présence d’ autres métabolites secondaires dans les extraits bruts

de Medlia azedarach

Extraits Alcaloides Saponines Terpenoides
EtOH 30% + + +
EtOH 50% + + +
EtOH 70% + + +
ED + + +

+ = présence de composé

La présence (figure 20) d’un précipité brun-noir, brun terne ou jaune-brun indique la présence

d alcaloides.

EtOH 30%

EtOH 50%

EtOH 70%

Figure 20: photos de mise en évidence des alcaloides dans les extraits

L’ apparition de la mousse (figure 21) traduit |a présence de saponines.

EtOH 30%

EtOH 50%

EtOH 70%

ED

Figure 21: photos de mise en évidence des saponines dans les extraits.




Chapitre II Résultats et discussion

Laformation d’une couleur brun-rouge al’ interface indique la présence de ces composeés.

EtOH 30% EtOH 50% EtOH 70% ED

Figure 22: photos de mise en évidence des terpenoides dans les extraits
3. Activités antioxydantes

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits de plante a été réalisée par
cing méthodes (réduction du fer, piégeage du radical libre DPPH°, chélation du fer,
blanchiment du S-caroténe et test de thiocyanate ferrique).

3.1. Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe®*
en fer ferreux Fe?*. La puissance de réduction est I’ un des mécanismes antioxydants
(Karagozler et al, 2008).

Nos données anal ytiques (figure 23) montrent que les extraits issus des feuilles ne manifestent

pas le méme pouvoir réducteur (p<0,05).
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VAR1; LS Means
Current effect: F(3, 8)=1527,8, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
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Figure 23: Comparaison de pouvoir réduction du fer (FRAP) des extraits bruts

Comparativement a I’ extrait aqueux, le pouvoir réducteur des extraits est augmenté
par la présence de I’éhanol dans le solvant. Nous avons enregistré des augmentations de
7,23% (éthanol 30%) et 54,44% (éthanol 50%) contre 41,97% pour I’ é&hanol 70%.

Nos données analytiques (Figure 24) montrent que tous les extraits testés manifestent
un pouvoir réducteur inférieur a celui de I’ acide ascorbique pris comme témoin. Ce sont les
extraits éthanolique 50% et éhanolique 70% qui manifestent une augmentation brusque de
pouvoir réduction du fer ferreux avec I’ éévation de la concentration de |’ extrait. Nous notons
par contre une augmentation progressive du pouvoir réducteur pour I'extrait aqueux et
éthanoligue 30%.

&
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Figure 24: Effet de laconcentration des extraits et standards sur le pouvoir réducteur du fer
ED : extrait agueux ; EtOH 30% : extrait é&hanolique 30% ; EtOH 50% : extrait éthanolique
50% ; EtOH 70% : extrait éthanolique 70% ; AS Ascorb : acide ascorbique.

La capacité a réduire le fer de 50 % des extraits varie 0,90 mg/ml a 1,26 mg/ml (tableau

XVI) et nettement supérieur acelles de I’ acide ascorbique (0,05 mg/ml).

La concentration 1C50 la plus faible des extraits est relevée pour I’ extrait é&hanolique

50% (0,90 mg/ml) et la plus élevée est enregistrée pour I’ extrait aqueux (1,26 mg/ml).

Le classement des |C50 des différents extraits testés s’ établit comme suit :
Acide ascorbique > EtOH 50% > EtOH 70% > EtOH 30% > Eaq.

Tableau XVI: Concentration ICso de pouvoir réducteur des extraits bruts

ExtraitsStandard IC50 (mg/ml)
Aqueux 1,269
EtOH 30% 1,168
EtOH 50% 0,903
EtOH 70% 0,961
Acide ascorbique 0,050

Nos résultats montrent que le pouvoir réducteur est corrélé significativement (p<0,05)

alateneur en tanins hydrolysables (R= 0,668) et tanins condensés (R= 0,662).
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3.2. Piegeage du radical libre DPPH"

Les résultats de I’ activité antiradicalaire des extraits bruts et standards sont présentés
dans la figure 25. La réduction du radical libre DPPH" par les extraits dépend du solvant
d extraction utilisé (p<0,05).

SOL; LS Means
Current effect: F(5, 12)=16234,, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
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ED EtOH 30% ETOH 50% EtOH 70% A Asc BHA
Solvant

Figure 25: Activité antiradicalaire du DPPH des extraits bruts

Nos résultats expérimentaux montrent que I'activité antiradicalaire de I'acide
ascorbique (97,46) et de la BHA (97,56 mg/ml) utilisés & une concentration de 0,5 mg/ml est
supérieur a celle de nos extraits.

Les résultats de la figure 25 montrent que la valeur élevée est obtenue avec I’ extrait
éthanolique 50% (85,98%) suivi respectivement par I'extrait éhanolique 30% (79,9 %),
I’ extrait éthanolique 70% (62,29%) et |’ extrait aqueux (58,59%).

La Figure 26 montre I'effet de la concentration des extraits sur le pouvoir
antiradicalaire. Les extraits éhanolique 50, 70 et 30% manifestent dans une premiére phase
une augmentation brusgue du pourcentage d’inhibition du DPPH avec I'éévation des
concentrations des extraits suivie d'une éévation progressive et faible aux forts

concentrations (>10 mg/ml) dans le cas de |’ extrait aqueux.

]
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Figure 26: Effet de la concentration des extraits et des standards sur

I' activité antiradicaaire du DPPH

ED : extrait aqueux ; EtOH 30% : extrait éthanolique 30% ; EtOH 50% : extrait éthanolique
50%; EtOH 70% : extrait éhanolique 70%; AS Ascorb : acide ascorbique; BHA':

Hydroxyanisole butyl é.

Les antioxydants standards sont utilisés (acide ascorbique) et BHA ont montré une

activité antiradicalaire trés puissante avec des IC 50 faible de I'ordre de 0,14mg/ml et

0,15mg/ml respectivement (tableau XVII).

Tableau XVII: Concentration |Csode |’ activité antiradicalaire des extraits bruts

Extraits/Standard IC50 (mg/ml)
Aqueux 7,103
EtOH 30% 4,167
EtOH 50% 2,722
EtOH 70% 3,462
Acide ascorbique 0,143
BHA 0,152

Les quatres extraits utilisés seul |’ extrait éthanolique 50 % présente la concentration la

plus faible (2,72 mg/ml) donc un pouvoir antiradicalaire plus élevé. En effet I'activité

antiradicalaire est inversement proportionnelle alavaleur 1C50.
Les polyphénols totaux solubles est corrélé significativement (p<0,05) a I'activité
antiradicalaire de DPPH (R=0,86).
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3.3. Chéation du fer ferreux

Le pouvoir chélation du fer des extraits testés varie de 49,24 % a 89,15 % et dépend
du solvant d’ extraction utilisé (p<0,05). Les résultats obtenus sont présentés dans lafigure
27.

SOLV; LS Means
Current effect: F(4, 10)=5,2341, p=,01547
Effective hypothesis decomposition
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Figure 27: Pouvoir chélation du fer ferreux des extraits bruts

Nos données montrent que le pouvoir chéation de I’EDTA (1 mg/ml) est supérieur a

celui detous les extraits utilisés.

Nous notons que I’ extrait é&hanolique 70% a le plus faible pouvoir de chélation du fer;
ce pouvoir diminue d autant plus que I’ é&thanol est utilisé en plus forte concentration dans le

solvant.

La Figure 28 montre |’ effet de la concentration des extraits sur le pouvoir de chélation
du fer, 'EDTA montre des pourcentages de chélation plus importante a faible concentration
en comparaison a d autres extraits. Nous constatons ainsi |’extrait agueux manifeste une
augmentation brusgue du pourcentage de chélation du fer suivie d'un plateau. Les autres
extraits affichent une augmentation plus modérée avec I'éévation des concentrations

d’ extraits.

al
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Figure 28: Effet de la concentrationdes extraits et standards sur le pouvoir de chdation de
fer ferreux

ED: extrait agueux; EtOH 30% : extrait éthanolique 30%; EtOH 50% : extrait
éthanolique 50% ; EtOH 70% : extrait éthanolique 70% ; BHA : Hydroxyanisole Butylé

Les valeurs ICso calculées nos a permis d' évaluer et de comparer |’ efficacité des

extraits (tableau XVII1).

Tableau XVII1: lesvaeursd IC 50 des extraits bruts du pouvoir de chélation du fer

ExtraitsStandard IC50 (mg/ml)
Aqueux 0,781
EtOH 30% 0,968
EtOH 50% 1,217
EtOH 70% 5,935
EDTA 0,116

L’ extrait agueux nécessite la plus faible concentration (0,781 mg/ml) pour chélater

50% des métaux suivi de I’ extrait éhanolique 30% (0,968 mg/ml).

L'EDTA est un bon chéateur des méaux qui révéle une puissante activité

antioxydante avec une plus faible IC 50 (0,116 mg/ml).

Les tanins hydrolysables, tanins condensés et les flavonoides sont corrélés
négativement (p<0,05) avec la chélation de fer (R= -0,817, R= - 0,9046 et R= -0,900

respectivement).
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3.4. Test du blanchiment du p-caroténe

L’activité des différents extraits s’accompagne d’une inhibition de blanchiment de B -
caroténe de 34,84 a 68,17 %. Cette variation d activité dépend (P<0,05) de I'extrait utilisé
(figure 29).

VAR1; LS Means

Current effect: F(4, 10)=10074,, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
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Figure 29: Inhibition de blanchiment du -carotene des extraits bruts des feuilles

Dans nos conditions expérimentales, les différents extraits manifestent un potentiel

(P<0,05) inférieur acelui du standard (BHA) utilisé ala concentration de 2 mg/ml.

Comparé al’ eau distillée, nous notons que I’ effet de I’ éthanol dépend de son taux dans
le solvant : diminution de I’ activité (47,87% et 22%) respectivement pour |’ éthanol 30% et
50% suivi d une tendance al’ augmentation pour I’ é&hanol 70% (2%).

Lafigure 30 illustré I’ évolution au cours du temps de I’ inhibition du blanchiment de B-

carotéene en fonction de I’ extrait utilisé.

Alors que le BHA (2mg/ml) maintient constant son activité, nos extraits manifestent tous une

réduction variable de leur pouvoir inhibiteur (24,67 a54,05%).

Les baisses d’ activités enregistrées sont nettement plus marquées pour les extraits al’ éthanol
30% et 50% (54,05 et 40,40% respectivement), que les extraits agueux et éhanolique 70%
(26,78% et 24,67 %).

-
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Figure 30: Cinétique de blanchiment de -caroténe des extraits bruts des feuilles

Lesvaleurssuivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

Nos données analytiques n'ont pas mis en évidence de corréation significative

(p>0,05) entre le blanchiment de b-carotene et la teneur en composés phénoliques.

3.5. Test dethiocyanate ferrique (FTC)

L’ analyse des données résumees par la figure 31 illustre la variation d’ activité des

différents extraits.
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Figure 31 : cinétique d inhibition de peroxydation de |’ acide linoléque
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Au bout de 24 heures d’ incubation, I’ extrait agueux manifeste (P<0,05) la plus forte

activité (95,12%).
La substitution partielle de I'eau par de |’éthanol s accompagne d une inhibition de la
peroxydation lipidique allant de 86,76% (é&thanol 50%) a 69,82 (éthanol 70%). L’ allongement
du temps d’incubation s'accompagne d’une différence de comportement des extraits testés
définis entre deux phases de durées inégales.

Dans une premiére phase d'une durée de 24 h, I’extrait aqueux enregistre une
augmentation (2,87%) de I’inhibition de la peroxydation lipidique, qui atteint alors son
optimum a 97,85%. Un déclin de I'activité (2,96%) est ensuite enregistré durant
I’ alongement de I’ incubation (48h a 96h).

Les extraits a I’ é&thanol manifestant dans un premier temps une augmentation de leur
activité (7,6 a 33,42%) qui attend son optimum a 72h d’incubation (93,15%, 93,36% et
97,43% respectivement pour I’ é&hanol 70, éhanol 50 et éthanol 30%).

De 72h a 96h d’incubation, nos notons que I’ extrait éhanolique 30% affiche une
régression d activité de 3,43% adors que |'extrait éthanolique 50% et éthanolique 70%
enregistre une augmentation de I'inhibition de la peroxydation de 2,80 et 0,1%
respectivement.

Le thiocyanate ferrique (pendant 24 heures) est corrélé significativement a la teneur

en polyphénols totaux solubles (R=0,79).

Le thiocyanate ferrique (pendant 48 heures) est corrélé négativement aux teneurs en
flavonoides (R= - 0,88), tanins hydrolysables (R= - 0,88) et les tanins condensés (R= - 0,91).
Une corréation significative (p<0,05) entre |e thiocyanate ferrique (pendant 72 heures) et la
teneur en phénols totaux solubles (R=0,77).

Le thiocyanate ferrique (pendant 96 heures) est corrélé négativement aux teneurs en
flavonoides (R= - 0,66), tanins hydrolysables (R= - 0,70) et les tanins condensés (R= - 0,81).
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Discussion générale

La mise en évidence de la présence de divers classes de composés phénoliques (phénols
totaux solubles, les flavonoides, tanins hydrolysables et tannins condensés) dans les extraits
de Melia azedarach, est en accord avec les données de nombreux auteurs (Chiffelle et al.,
2009 ; Nahak et Sahu, 2010 ; Adil et al., 2012 ; Ahmed et al., 2012).

Les teneurs en phénols totaux solubles (PTS) varient de 13,82 mg Eq AG/ g de MS
(extrait agqueux) a 16,22 mg Eq AG/ g MS (extrait a I’éthanol 50%). Nos résultats sont
inférieurs a ceux rapportes par Adil et al. (2012) pour des extraits méthanoliques 82,54 mg
Eq AG/g. Nahak et Sahu (2012) rapportent des teneurs variant de 140 a 360 mg Eq
catéchine/ g pour divers extraits de feuilles de Melia azedarach.

Les teneurs en flavonoides varient de 0,33 a 1,90 mg Eq de Q/g MS, restent faibles
comparées aux donnés de Adil et al. (2012) : 16,99 420,75 mg Eq Q/g MS.

Pour les tanins condensés et hydrolysables les teneurs varient de 4,72 mg Eq
vanilline/g de M S (extrait aqueux) a 12,42 mg de vanilline/g de M S (extrait éthanolique) et de
7,34 mg Eq AT/ gMS a 31,26 mg Eq AT/ g MS, respectivement.

La comparaison du contenu phénolique avec les données de la littérature est difficile
tant divers facteurs peuvent intervenir et modifier significativement les teneurs en ces
métabolites secondaires. Les conditions de séchage (Couto et al., 2012), d extraction (en
terme de méthode ,temps, température , granulométrie , solvant , nombre d'étapes
d’extraction), I’ expression des résultats, I’ état et la provenance géographique (L uthria, 2008;
Kahouli, 2010; Rodriguez-Rojo et al., 2012), le stade de maturité de la plante et les
différentes maladies qui peuvent I'affecter (Park et Cha, 2003) , la durée de conservation
(Ozgiven et Tang, 1998) ains que la saison de collecte et e cultivar ne peuvent pas étre
exclus (L uis et Johnson., 2005; Osinska., 2012; Zaouali et al., 2013).

De telles différences peuvent étre aussi attribuées au degré de polymeérisation des
composés phénoliques, a leur diversité structurale (Naczk et Shahidi, 2006), ou a leur
implication dans d autres structures moléculaires formant ainsi avec d autres composants
(glucides et protéines ) des complexes insolubles (Caecace et Mazza, 2002 et Falleh et al.,
2008).

Comme le soulignent différents auteurs (Ryan et al., 2002; Escribano, 2003; Naczk
et shahidi, 2006; Chethan et Malleshi, 2007; Alothman et al., 2009; Sulaiman et al., 2011;

Ahmed, 2012) I’extraction a pour but de faire diffuser dans la phase liquide les composés

KA
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phénoliques présents dans la matiére végeétale. L’ efficacité de I’extraction des composes
phénoliques a partir d'une matrice végétae est influencée par la polarité des solvants
d’ extractions et dépend et du nombre de groupes hydroxyles inclus dans les structures de ces

composés et de leur solubilité.

Dans nos conditions expérimentales, I'incorporation de I’ éhanol a |I’eau améliore la
solubilité des composés phénoliques pour les feuilles. En effet, I’ utilisation de solvant binaire
s accompagne d’ une augmentation globale de I’ extraction des PTS par rapport al’ eau distillée
de 3,28% a 17,35% ; pour les flavonoides, elle varie de 126.80 a 472.28 % contre 36,82 a
162,75% pour les tanins condenseés et 142,77 a 325,53 % pour les tanins hydrolysables. Cette
différence de solubilité des composés dosés s accorde avec les résultats de nombreux auteurs,
ou les systemes de solvants binaires sont plus efficaces dans I’extraction des composés
phénoliques que le solvant organique pur (Sabir et al., 1974 ; Nawaz et al., 2006; Turkmen
et al., 2006; Kim et al., 2007; Yang et Zhang, 2008).

L’addition de I'eau au systeme d'extraction améliore le rendement en composés
phénoliques glycosyles et des phénols avec un degré de polymérisation plus élevé. D’autre
part, I’augmentation de I’eau dans le systeme de solvant d extraction (0-50 % éthanol) fait
extraire en quantité importante les composes non phénoliques comme les glucides et les
protéines, susceptibles de polymeériser avec les composes phénoliques ce qui conduit a la
formation des complexes colloidales qui ne sont pas détectes par le test utilise (Poncet-
L egrand, 2003).

Aoudia et al. (2013) rapportent que I’ activité des polyphénols dans les extraits dépend
du type de composé phénolique mis en jeux, de taux d hydroxylation et de conjugaison.
L’extrait agueux renferme des quantités plus éevées en composés conjugués (acide
chlorogénique-C, et acide p-coumarique-C) que les extraits al’ éhanol. En revanche, |'extrait
a l'éthanol (50 %) renferme des quantités significativement plus élevées en rutine, quercétine
et en composés conjugués (kaempférol -3 -O- B - rutinoside, la quercétine -3 -O- B -D-
glucoside) par rapport aux extraits a 1'eau. La teneur en quercétine -3 -O- B -D- glucoside

d'extraits al’ éhanol représente plus de deux fois celle des extraits agueux.

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits de feuilles de Mdia
azedarach a été rédisée par cing méthodes (réduction du fer, piégeage du radical libre
DPPH°®, chéation du fer, blanchiment du S-caroténe et test de thiocyanate ferrique).
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Les extraits bruts des feuilles de M. azedarach montrent une activité antiradicalaire du
DPPH qui varie de 58,59 % (extrait agueux) a 85,98% (extrait a I’ éthanol 50%). Nahak et
Sahu (2010), Ahmed et Rao (2013) et Adil et al. (2012) rapportent des pourcentages
d’inhibition du DPPH plus faibles (48.54 % a 71.42 %) comparés a nos résultats. Les valeurs
de I'lIC50 varient de 2,72 a 7,10 mg/ml ; la comparaison des IC50 entre les extraits montre
gue I'extrait éthanolique 50% (IC50 la plus faible) manifeste une activité antiradicalaire
meilleure.

La haute activité de piégeage du DPPH d’ extraits de M. azedarach peut étre due aux
groupes hydroxyles présents dans les composés phénoliques (Ahmed et al., 2012;
Samudram et al., 2009).

Nos données montrent une bonne corrélation (P<0,05) entre |’ activité antiradicalaire et
les teneurs en phénols totaux solubles (r = 0,86). Une corréation fortement significative est
obtenue par Sultana et al. (2007), entre I'activité de piégeage du DPPH avec les phénols
totaux (r = 0,940) chez une plante appartenant alafamille des méliacées (Azadirachta indica).
Cette corrélation suggere une participation élevée des PTS dans la manifestation de cette

activité.

Le pouvoir réducteur des extraits bruts de feuille ont montré que I’ extrait aqueux
(41,36 mg Eq AA/g de lyophilisat) expriment une activité antioxydante inférieure (P<0,05) a
celle des extraits éthanoliques qui varient de (44,35 a 63,88 mg Eq AA/g de lyophilisat). Une
telle activité est rapportée par Adil et al. (2012) travaillent sur des extraits de feuille de Melia

azedarach cultivé en Pakistan.

Nos donnes anal ytiques montrent que la capacité a réduire le fer de 50 % des extraits
varie 0,90 mg/ml a 1,26 mg/ml. La comparaison des IC50 entre tous les extraits révele que la
plus faible concentration est obtenue avec I’ extrait éhanolique 50% (0,90 mg/ml contre 1,26

mg/ml pour |’ extrait aqueux).
Cette différence d’ activité antioxydante des composes naturels selon Larson (1988)

Shahidi et Wanasundara (1992), dépend de la quantité de molécules spécifiques présentes
dans la matrice, de facteur structural, tels que le nombre et les positions des groupements
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hydroxyles dans la molécule et |'activité peut étre renforcée par |'encombrement stérique
(Nakatani et al., 2000).

Des corrélations moyenne sont relevés entre le pouvoir réducteur et les teneurs en
PTS, flavonoides, tannins hydrolysables et tanins condensés (r = 0,52, 0,49, 0,66 et 0,66
respectivement). Des corrélations plus faibles sont rapportées par Sultana et al. (2007). Cette
faible corréation entre les flavonoides et puissance de réduction pourrait étre attribué au fait
gue la plupart des flavonoides sont sous forme glycosides et sont moins efficaces par rapport a
leur formes d'aglycone (Shahidi, 1997).

Le pouvoir chéation du fer des extraits bruts donne des taux de chéation variant de
49,24 % (I'extrait a |’ éthanol 70%) a 89,15 % (I’ extrait a |’ éhanol 30%) ; nous avons noté
gue la capacité des extraits phénoliques pour chélater le fer est inférieure a celle de I'EDTA
utilisé a une concentration 1 mg/ml.

Nos donnés restent plus élevées comparativement a celle enregistrées par Chimeray et
al. (2009) et Orhan et al. (2012).

Les valeurs IC50 des extraits calculées montrent que I’ extrait aqueux donne la plus
faible concentration (0,781 mg/ml) capable de chélater 50% des métaux ; I’ extrait éhanolique
70% nécessite une concentration 7,6 fois plus éevée (5,93 mg/ml) pour chélater 50% des
métaux.

La capacité chélatrice des métaux par des composés phénoliques dépend de leur
structure chimique, du nombre et de la localisation des groupements hydroxyles (Santoso et
al., 2004).

En fait, certains dérivés des I'acides phénoliques ont été trouvés posséder un fort effet
chélateur du fer (Pitt et al., 1986) et |’ effet de chélation métallique des extraits de feuilles
étudiés par Orhan et al. (2012) pourrait étre liés a leurs acides phénoliques, |'analyse par
HPLC des extraits montre que les acides protocatéchique et p-hydroxybenzoique prédominent
dans les extraits aqueux et I'acide caféique, synergique et p-coumarique dans |’ extrait
méthanolique de feuille.

Nous avons relevé que I’ extrait aqueux a montré une capacité de chélation du fer
sensiblement plus élevée que celle des extraits éthanoliques qui sont en accord avec les
données de Chimeray et al. (2009).

L’analyse statistique de corrélation entre I’ activité chélatrice des extraits et leurs

teneurs en flavonoides, tanins hydrolysables et condensés est négative (r =- 0,9, r=-09 et r =
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-0,81 respectivement). Mezti et al. (2012), suggérent que les composés phénoliques des
extraits testés pourraient ne pas étre les principaux chélateurs du fer. La présence de saponines
dans les extraits agqueux participerait a I’expression du pouvoir chélateur de ces derniers
(Ashraf et al., 2013).

Dans le test d’acide linoléique/B-caroténe, les taux d’inhibition par les extraits de
feuilles (34.84 % a 67.84%) sont comparables aux données rapportées par Adil et al. (2012)
de la méme plante cultivé au Pakistan (33,87 &52,11%), et Ghimeray et al. (2009) pour les
extraits de feuille d’ Azadirachta indica du Népal (45.07 % a53,04%).

Nos résultats suggérent que les composés phénoliques des extraits ne sont pas les seuls
facteurs impliqués dans I'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléque. Comme le suggérent
Bourgou et al. (2008) et Falleh et al. (2008) I'inhibition de la peroxydation lipidique
enregistrée traduit une interaction synergique entre les antioxydants présents dans les extraits,
cette hypothése est corroborée par les résultats mis en évidence par la matrice de corrélation.

Nos données analytiqgues n'ont pas mis en évidence de corrédation significative
(p>0,05) entre le blanchiment de b-caroténe et |a teneur en composés phénoliques. L'absence
de corrélation peut s expliquer en partie par |'effet synergique qui devrait étre obtenu avec une
matrice complexe riche en composés phytochimiques en comparaison avec des substances
pures, en raison de I'hétérogénéité dans les composés et leur contenu (Bender et al., 2014).

L’ activité de blanchiment de B-caroténe peut étre due a la participation des autres
métabolites secondaires identifié dans les extraits tels que : caroténoides, stérol, terpenoides et
alcaloides.
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Conclusion

L’ objectif de ce travail était de déterminer les composes phénoliques et composants
antioxydants des feuilles de M. azedarach poussant en Algérie. L activité antioxydant est
évaluée au moyen de divers tests (réduction du fer, piégeage du radical libre DPPH, chélation

du fer ferreux, test du blanchiment du B-caroténe et le test de Thiocyanate Ferrique).

Nos données analytiques ont montré gue tous les extraits des feuilles possedent des
sources appréeciables en composes phénoliques et en dautres métabolites secondaires

(alcaloides, terpenoides et stéroides).

L es résultats obtenus nous ont révélé la teneur en phénols totaux solubles des extraits
qui varie de 13,82 a 16, 22mg Eq AG/g MS ; pour les flavonoides de 0,33 a 1,9 mg Eq Q/g
MS ; pour les tanins condensés et hydrolysables de 4,72 412,42 mg Eq vanilline/lg MS et 7,34
a 31,26 mg Eq AT/g M S respectivement.

Dans la deuxiéme partie, nous nous sommes intéresses par |'étude des propriétés
antioxydantes des extraits bruts des feuilles de Melia azedarach par cing méthodes. En effet,
Les extraits bruts éhanoliques des feuilles se caractérisent par un fort pouvoir réducteur du
fer ; I'IC50 varie de 0.90 a 1.16 mg/ml contre 1,26 mg/ml pour | extrait agueux, la
concentration la plus faible est obtenu avec |’ extrait éhanolique 50% qui correspond a un
pouvoir plus éevé (63,88%). Pour le pouvoir antiradicalaire, cette valeur oscille entre 2.72 a
4.16 mg/ml pour les extraits a I’éhanol contre 7,10 mg/ml pour I’ extrait agueux avec un
pourcentage d'inhibition le plus important qui est obtenu ainsi par |’ extrait éhanolique 50%
(85,98%). Pour le test de thiocyanate ferrique I’ extrait éthanolique 50% montre une meilleure
protection contre la peroxydation de I'acide linoléique au cours du temps avec une
augmentation linéaire des pourcentages d'inhibitions de 86,76% (24 heures) a 95,98% (96
heures). Pour le pouvoir de chélation, I’l1C50 varie de 0,78 a 5,93 mg/ml contre 5,93 mg/ml
pour I’ extrait éhanolique 70% qui correspond a un pourcentage de chélation la plus faible
(49,24%).

L'activité de blanchiment de pB-caroténe, I'extrait éthanolique 70% a réveéle une

activité antioxydante plus importante de 68,17%. Cette activité n'est pas corrélée avec les
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teneurs en composés phénoliques des extraits cela peut étre expliqué par la présence de autres

composes secondaires dans les extraits responsable de I’ activité.

Per spectives:

e Identification et quantification des différents constituants phénoliques.

e |dentification, quantification et caractérisation des constituants non phénoliques
solubilisés par les solvants d’ extraction.

e Utilisation in vivo des extraits et effets sur la qualité nutritionnelle.

e Utilisation in vivo des extraits et effets sur hygiénique et organoleptique des aliments.

e Evaluation du potentiel antimicrobien des extraits de feuilles.

e Déterminer la sécurité d emploie des extraits des feuilles (toxicité).

&
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Annexes| : Courbesd’ étalonnage

Courbe d'etalonnage des sucr es totaux

Coure d'etalonnage des proteines solubles
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Annexell : préparation des solutions

Solution

Réactifs

Folin ciocalteau 1/10

10 ml defolin ciocalteau a+90ml d’ eau distillée

Tampon Acétate (0,2 M acide acétique et 0,17M
NaCl)

11.4 ml D’acide acétique +9.86 g NaCl +800ml
eau distillé

le pH est gjusté 8 4.9 avec NaOH (4N)
levolume est gjusté a 1L avec |’ eau distillée.

HCI (0,001M)

0.085ml d’'HCI 36% est gjusté a 1litre avec |’eau
distillée.

Chlorure ferrique FeCl; (0,01M dans HCI 0,01
M)

0,083 ml de HCL concentré dilué dans un 1 L
d’eau distillée puis en dissout 1,62 g de FeCl3
dans cette solution

BSA

1mg de BSA dans 1ml du tampon acétate

Phénol 5% (p/v)

5 g de phénol sont dissout dans 100 ml d'eau
distillée, la solution doit étre incolore et limpide,
stable atempérature ambiante.

Ferrozines 5mM

0,123g ferrozines dans 50 ml d’ eau distillé

FeCl2 a2mM

0,025g de FeCl2.2H20 dans 100ml d’ eau distillé

Vanilline-Acide sulfurique (H2SO)

1g vanilline +2ml H2SO4 dans 1000 ml de
methanol

Solution DPPH (0,025 g/l)

0,025 g DPPH dans 1000 ml méthanol pur

Ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6)1%

1g de K3Fe(CN)6 dans 100mid’ eau distillée

Acidetrichloracétique(TCA) 10%

10g de TCA dans 100ml d’ eau distillée.

Chlorure ferrique (FeCl3) a0,1%

0.1g de FeCl3 dans 100 ml d'eau distillée.

Chlorure d’ Aluminium (ALCl3 2%, P/V)

2g ALCI3.6H20 dans 100ml de méthanol

Vanillinea5.8 % (P/V)

5.8g de vanilline dans 100ml de méthanol

Réactif de Bouchardat

2g d’'iode bisublimé (12) + 2 g de KI dans 100ml
d eau distillée

Tampon phosphate (0,2M, pH 7)

0.68 g de KH2PO2 dans 50 ml d'eau distillée.
0.87g de K2HPO2 dans 50 ml d’eau ditillée. la
solution acide est gjuster avec la solution basique
jusgu’al’ obtention d’un pH 7.

Carbonate de sodium (NaCOs) a 7.5%

7.5 g dans 100 ml del’ eau ditillée

Réactif de Liebermann et Burchard

d acide
d’ éthanol

5 ml dacétique anhydride +5 ml
sulfuriqgue concentré + et 50 ml
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(Préparé a basse température et juste avant
utilisation).

L’ acide sulfurique & 1,25%

Pour préparer 1000 ml H2S04 1,25%
e On préleve un volume de 12,755 ml
H2S04 a 98% puis complété avec 987,244
ml d’ eau distillée

d’ hydroxyde de potassium (KOH) a 1,25%

Dissoudre 12,5 g de KOH dans 1000 ml d'eau
distillée

Tampon phosphate (0,1 M, pH 6,5)

1.36 g de KH2PO2 dans 100 ml d’eau distillée.
1.74 g de K2HPO2 dans 100 ml d'eau distillée. la
solution acide est gjuster avec la solution basique
jusgu’al’ obtention d’un pH 7.

sulfate d ammonium 80%

Réactif de Bradford

- 100 mg de poudre de bleu de coomassie
G250

- 50 ml d éthanol 96 %

- 100 ml d' acide ortho-phosphorique a 85 %

- Le mélange résultant est gjusté avec de I’ eau
distillée a un volume de 1000 ml

soude a 40%

40 g de NaOH dans 100 ml d'eau distillée

Acide sulfurique 0,02N

H2S04 (MM= 98,07g/mole, d= 1,84, %= 97 %)

vanilline/méthanol (4%, m/v)

4 g de vanilline dans 100 ml de méthanol
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Tableau : Matrice de corré ation des résultats

Corrélations

(new.sta)

Corrélations significatives marquées a p <,05000

N=12 (Suppression des observ. a

VM)

Variable | PTS FLAVO TANIN_HY | TANIN_CO | FRAP DPPH CF BC THIO_24H | THIO 48 | THIO_ 72 | THIO_96H
PTS 1| -0,0879 0,0471 0,1406 0,5223 0,862* 0,3508 -0,5411 0,796* -0,0094 | 0,7741* -0,5535
FLAVO -0,0879 0,9562* 0,9678* 0,4988 -0,1471 | -0,9005* 0,2079 -0,2444 |  -0,8871% 0,3058 | -0,6674*
TANIN_HY 1 0,9649* 0,6687* -0,1086 | -0,9046* 0,3316 -0,2552 |  -0,9431% 0,336 | -0,7003*
TANIN_CO 1 0,6623* 0,0671 | -0,8179* 0,1051 -0,0582 | -0,9102* 0,5018 | -0,8132*
FRAP 1 0,4209 -0,4209 0,162 0,1998 | -0,7794* 0,6909* |  -0,8354*
DPPH 1 0,5001 -0,78* 0,9711* 0,0796 0,8869* | -0,5983*
CF 1 -0,605* 0,618* 0,8774* 0,053 0,3872
BC 1| -0,8988* -0,4136 | -0,5937* 0,2665
THIO_24H 1 0,2616 0,7968* -0,4582
THIO_48 1 -0,374 0,7367*
THIO_72 1| -0,8991*
THIO_96H 1




Résumé : Activité antioxydante d’ extraits de Melia azedarach

Melia azedarach est une plante largement utilisée dans la pharmacopée, pour le traitement de diverses affections ou maladies de
I"homme (eczéma et soulagement des attaques asthmatiques) et dans la protection phytosanitaire (traitement insecticide). Elle est utilisée en
Algérie comme tonique et antipyrétique.

La premiére partie de cette éude concerne la caractérisation physico-chimique des poudres de feuilles, I'extraction et
quantification des composés phénoliques et mise en évidence de la présence d’ autres métabolites secondaires. La deuxiéme partie porte sur
I é&tude des activités antioxydantes.

Les résultats obtenus montrent la richesse des extraits en polyphénols avec des teneurs de 13,825 a 16,224 mg Eq AG/g MS; la
teneur élevée a éé obtenu par I'éhanol (50%). Les tests de I’ activité antioxydante montrent que tous les extraits présentent des propriétés
antioxydantes a différents niveaux ; I’ extrait éthanolique (50%) posséde une meilleure capacité réductrice de tous les extraits (63,88%, 1C50
= 0.903 mg/ml), une forte capacité de piégeage des radicaux DPPH° (85,98%, IC50 = 2.722 mg/ml) et une meilleure protection contre la
peroxydation lipidique au cours du temps. L’extrait agueux a révélé un pouvoir de chélation plus important (85,62%, IC50=0,781mg/ml).
L’ extrait éthanolique (70%) a exprimé une activité de blanchiment de 3-caroténe intéressante par rapport aux autres extraits (68,17%).

Les résultats montrent que tous les extraits possédent des propriétés antioxydantes variables dues aux teneurs en composés
phénaliques et a d’ autres métabolites secondaires identifiés dans les extraits de feuilles de Melia azedarach.

Mots clés: Meliaazedarach, composés phénoliques, métabolites secondaires, activité antioxydante.

Summary: Antioxidant activity of extracts of Melia azedarach

Melia azedarach is a plant widely used in the Pharmacopoeia, for the trestment of various conditions or diseases of humans
(eczemaand relief of asthmatic attacks) and plant protection (insecticide treatment). It is used in Algeria astonic and fever reducer.

The first part of this study concerning the physico-chemical characterization of powders of leaves, the extraction and quantification
of compounds phenolic and put in evidence for the presence of other secondary metabolites. The second part focuses on the study of the
antioxidant activities.

Results show the richness of polyphenols that assayed extracts from13,825 to 16,224 mg Eq AG/g DM; the high content was
obtained by ethanol (50%).Antioxidant activity tests show that all extracts exhibit antioxidant properties at different levels; the ethanolic
extract (50%) has a better reductive capacity of all extracts (63.88%, IC50 = 0.903 mg/ml), a strong capacity of DPPH® radical scavenging
(85.98%, IC50 = 2,722 mg/ml) and better protection against lipid peroxidation during the time. The agueous extract showed a greater
chelating power (85.62%, IC50 = 0, 781 mg/ml). The ethanolic extract (70%) expressed a bleaching activity of interesting f-carotene
compared with other extracts (68.17%).

The results show that all extracts have varying antioxidant properties due to the levels of phenolic compounds and other secondary
metabolitesidentified in extracts of leaves of Melia azedarach.

K ey wor ds: Melia azedarach, phenolic compounds, secondary metabolites, antioxidant activity.
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