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Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a
leur disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la
tuberculose ou lamalaria (I serin,2001).

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’ améiorer la
santé des hommes (Iserin, 2001). Aujourd’ hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont
recours aux propriétés curatives des plantes et que les traitements a base de ces derniéres
reviennent au premier lieu car |'efficacité des médicaments décroit vue leurs effets
secondaires sur la santé publique (Iserin, 2001).

Les antioxydants naturels font I’objet de nombreuses études vers la recherche d'une
nouvelle haleine par I'exploitation des meétabolites secondaires généraement et les
polyphénols particuliérement tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer)
gue dans I'industrie agro-alimentaire. Ces composes qui sont représentés par la famille des
flavonoides sont largement recherchés pour leurs propriétés biologiques : antioxydantes, anti-
inflammatoires, antialergiques et anti-carcinogénes. Notant que |’ efficacité puissante de ces
substances a stopper les réactions radicalaires en neutralisant les radicaux libres est due
principalement a leurs structures phénoliques avec la présence des groupements hydroxyles
(Small et Catling, 2000).

Notre travail s'inscrit dans |le cadre de la recherche des antioxydants naturels en évaluant
les propriétés antioxydantes des polyphénols de Cing (05) plantes médicinales d’origine

saharienne et méditerranéennes (Santolina africana, Matricaria pubescens, Centaurea

incana, Anvilearadiata et Salvia verbanica).
La présente étude a été consacrée al’ évaluation et la comparaison de la teneur en composés

phénoliques et les activités antioxydantes entre ces especes.

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants:

> Extraction des composés phénoliques a partir de ces cing plantes, en utilisant le

méthanol comme solvant.

)
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» Le dosage de quelques substances antioxydantes dont les polyphénols, les

flavonoides, et lestanins ;

» Ladéermination del’ activité antioxydante de I’ extrait en utilisant quatre méthodes,

activité scavanger du radical libre DPPH™ , I'activité scavenger du radical libre

ABTS™*., pouvoir réducteur et chéation du fer.

)
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|.1. Salvia verbenaca

|.1.1.Description botanique et r épartition géographique

Le genre Salvia est un arbuste ou plante herbacée, Les tiges sont quadrangulaires et
poilues modérément a densément. Les feuilles sont portées par paires le long des tiges et sont
de forme assez variable (Figure 1). Elles vont de laforme élliptique alaforme ovale avec des
contours dentel és (crénelées), lobés ou profondément divisées (pinnatisées ou pinnatisectes).
Les fleurs sont tubulaires de 7 a 13 mm de long, portées dans des grappes allongées au bout
des branches ou les racémes terminales..Les Fruits : (le schizocarpe) se divise en quatre
segments d'une seule graine (des mericarpes ou des nutlets) a maturité.La racine est longue,
fibreuse, et pousse une ou deux tiges gréles, un peu velues, presgue simples, et hautes de 50
cm. (Belkhiri, 2018), Cette espéce préféere souvent les terrains calcaires et argileux ; elle se
trouve en général, al'assez basse dtitude ;. Elle séléve en Europe, au sud-ouest de I'Asie, en

nord de I'Afrique et naturalisé dans I'Amérique du nord (Bonnier, 1990).

Figure 1: photographie originale de Salvia verbenaca.

|.1.2.Noms ver naculaires: Le nom générique, dérivé du latin «Salvus» Signifiant « Sain
et sauf » est di aux propriétés médicinales de Salvia officinalis autre fois réputée quasiment
universelle Verbenaca sapplique a I'aspect des feuilles - rappelant celle de la verveine- (latin
verbéna) (Beniston, 1984).Les noms vernaculaires de salvia verbenaca sont indiqués dans le
(Tableau:l ) :Selon (Bonnier G, 1990) .

Tableau |I: Les noms vernaculaires de Salvia verbenaca.

Nom commun Essafaya.
Nom en anglais Vervain-Clary.
Nom en francais Prud’homme, Orvale sauge.
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|.1.3.Classification botanique
La classification systématique de Salvia verbenaca est détaillée dans le (Tableau I1) s
dessous.

Tableau |1: Classification systématique de Salvia verbenaca. (Bonnier, (1990)

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae

ordre lamiale

Famille Lamiaceae
Genre Salvia

Espéce Salvia verbenaca

|.1.4 Composition chimiques

Selon Ben Farhat et al.,(2013), la détermination qualitative et quantitative des
polyphénols dans I’ extrait méthanolique de S. verbenaca évaluée par RP-HPLC couplée a un
détecteur UV multi-longueurs d'onde a révélé un profil chimique composé de 18 composés
phénoliques individuels. Ces composés ont été répartis dans trois classes. 1) sous forme
d'acides phénoliques (acide p-hydroxybenzoique, acide vanillique, acide caféique, acide p-
coumarique, acide férulique et acide rosmarinique), 2) des diterpenes phénoliques (acide
carnosique, carnosol, méthylcarnosate ) et 3) sous forme de Flavonoides: Flavanones
(naringénine, naringine), flavones (lutéoline, cirsiliol, apigenine, cirsilineol, genkwanine) et
flavone glycosides (apigénine-7-glucoside) (Belkhiri, 2018).

|.1.5. Effetsthérapeutiques

Salvia verbenaca est appliquée en cataplasme, sur les plaies et les abces vidés pour faciliter
leur cicatrisation (Salhi et al., 2010; Lakhdar, 2015). La recherche aupres des autochtones
au niveau de la wilaya de Tlemcen a montré que Salvia verbenaca est utilisée avec d'autres

herbes médicinales pour traiter le rhume. (Bonnier G, 1990).
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| .2.Matricaria pubescens

|.2.1.Description botanique et répartition géographique

Matricaria pubescens est une plante annuelle qui pousse juste apreés la pluie et ne dure
pas trés longtemps, elle ne dépasse guéere 20 cm de haut. Ses feuilles sont tres découpées et
plus ou moins-values et ses fleurs sont de couleur jaune vif. Son habitat se réduit aux
dépressions argilo-sableuses et les lits d'oueds. Sa période de végétation et de floraison se
situe en avril-mai. (Chahma, 2006). Elle est largement distribuée dans tout le Sahara, il

S agit d’ une espéce endémique nord-africaine : Sahara Occidental, Maroc, Tunisie, Algérie et
Libye. (Ozenda, 2004).

Figure 2: Matricaria pubescens (Desf.) (Makhloufi, 2010).

|.2.2.Noms ver naculair es

Les noms vernaculaires de Martricaria pubescens sont indiqués dans le (Tableau:lll )
:Selon (Maiza.K ,Brac DeLa Perriereet Hammiche, 1993).

Tableau I11: Les noms vernaculaires de Matricaria pubescens.

Nom vernaculaire Garetoufa ,ouazouaza

Nom en francais camomille
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|.2.3.Classification botanique

La classification systématique de la matricaire est détaillée dans le (Tableau | V) si dessous.

Tableau 1V: Classification systématique de Matricaria pubescens (Zarrour, 2012).

Regne végétale
Embranchement Angiospermes (spermaphytes)
Sous embranchement (angiospermes)

Classe Dicotylédones (M onocotyl édones)
Sous-classe Gamopétales (Compositea)
ordre asterale
Famille Astéracées (compositae)
Genre Matricaria
Espece Matricaria Pubescens

|.2.4.Composition chimiques
Des travaux réalisés sur l'espéce Matricaria pubesens ont permis disoler des
métabolites secondaires divers tels que les flavonoides, les coumarines, |'apigénine, la
lutéoline, la quercétine et la quercétine-3-Oglycoside qui ont été isolés de cette plante ; alors
gu’en Autriche, I’isolement de la herniarine a été cité (Benkiki, 2006).
|.2.5.Effetsthérapeutiques
Matricaria pubescens est utilisée pour traiter les affections oculaires, démangeaison,
dysménorrhée, inflammations des plaies, rhumatismes, toux, otites, calculs biliaires et
affection gastro-intestinales, (Bellakhdar, 1997 ; Ould € hadj, 2003).

| .3.Santolina africana

| .3.1.Description botanique et r épartition géographique :

L'espéce Santolina africana forme des buissons odorants, glabres, de couleur vert fonce
et de 40-50 cm de hauteur. (Ferrari et al., 2000 ; Kisiel et al., 2003). Feuilles étroitement
linaires. Bractées de I'involucre oblongues et entourées par appendice scarieux et lacéré : ssp
pectinata ; forets paturages ; région montagneuse (Quezel et Santa, 1993).
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|.3.3. Classification botanique

Figure 3 : Santolina africana [1]

La classification systématique de Santolina africana est détaillée dansle (Tableau V) s

Dessous.

Tableau V: Classification systématique de Santolina africana (Dupont et Guignard, 2007)

Regne Plantae

Embranchement Angiospermes (plantes afleurs),
Classe Dicotylédones

Sous classe Asteridae Gamopétales,

ordre Astrales,

famille Asteraceae

Gere Santolina,

Espece Santolina africana

|.3.4.Composition chimiques

Le genre Santolina est représenté par plus de 10 espéces largement distribuées dans la

région méditerranéenne (Derbesy et al., 1989). Plusieurs espéces ont été investiguées
phytochimiquement et un nombre de composés acétyléniques (Christensen, 1992), d huiles

essentielles, de coumarines et de flavonoides (Ferrari et al., 2005) ont été identifiés.
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|.3.5. Effetsthérapeutiques

L'espéce Safricana est largement utilisée en médecine traditionnelle (Ushakov et
al.,1975). En Algérie, elle est employée comme stimulant, antispasmodique et vermifuge et
elle est utilisée auss comme insecticide car leurs feuillages aromatiques éoignent les
insectes. (Kabissi, 1998).

|.4. Anvillea radiata

|.4.1. Description botanique et r épartition géographique
Plante endémiqgue sahariennes, cette arbisseau (20-50 cm de hauteur). Reconnaissable a ses
feuilles vert bleuté en forme de triangle allongé et a bord denté , Dégageant ,comme la plupart
des plantes de la famille des Asteraceae, une fort odeur aromatique. Cette espece constitue un

excellente péaturage pour les chameaux et les chevres. (Quézel et santa,1993 ;Bullard, 2001).

Figure 4: Anvillearadiata. [2]

|.4.2.Noms ver naculaires
Nom vernaculaire en arabe :Nougd ( regions de Ain sefra Béchar et ain abbeés)
|.4.3. Classification botanique

La classification systématique de Anvillearadiata est détaillée dansle (Tableau VI) s

Dessous.
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Tableau VI: Classification systématique d’ Anvillearadiata (Quézel et Santal993)

Embranchement spermatophyte.
Sous Embranchement Angiospermes.
Classe Eudicots

Ordre Asterales
Famille Asteraceae.
Genre Anvillea

Espéce Anvillea radiata

| .4.4. Composition chimiques

Anvillea radiata a fait I’objet de quelques études phytochimiques et pharmacol ogiques.
En 2004, El Hassany et son équipe ont isolé a partir de la partie aérienne d’ Anvillea radiata
un nouveau pathénolide (CisH1804), avec deux autres germacranolides déja connues : 9-a-

hydroxyparthénolide et parthénolid-9-one.

| .4.5. Effetsthérapeutiques

Selon latradition locale, I'infusion (ou la macération) des feuilles et des tiges sont  utilisées
dans letraitement des pathologies broncho-pulmonaires (refroidissement pulmonaire) et
digestive. Les pousses d' A. radiata, en infusion afroid ou chaud, sont utilisés comme remede
contre le diabéte, Traite les maux de I’ estomac ; contre le microbe de I’ appareil génital des
femmes, Contre latoxicité. (Maiza et al ., 1993 : chehma, 2006).

|.5. Centaurea incana

|.5.1.Présentation du genre Centaurea

Le genre Centaurea fait partie de la famille des astéracées. 1| compte environ 700 especes
et est tres répandu aussi bien sur le territoire algérien qu’en Europe méridionale, le bassin
meéditerranéen, I’ Ouest de I’ Asie et le continent (Américain Mabberley, 1987).

Centaurea incana est utilisée par les habitants des Oras dans la banlieue de Batha comme
une médecine populaire traditionnelle car elle aun effet efficace sur les cellules du foie et ses
racines ont été utilisées comme médicament pour certaines maladies du foie (Aclinou , 1982).
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Figure5: Centaureaincana d aprésozenda

.1.5.2. Classification botanique

La classification systématique de Centaurea incana est détaillée dansle (Tableau VII) s

Dessous. Les systématiciens de la botanique S accordent a classer cette espéce comme suit :

Tableau VI: Classification systématique de Centaurea incana. .

Regne plantae
Enchainement Spermatophyta
Sous tribu angiosperme
Classe Dicotyledones
Famille Asteraceae

Genre Centaurea
Espéce Centaurea .incana .

[.5.3 composition chimiques: selon (Akkal et al., 1992)

L’ espéce C.incana afait I’ objet de plusieurs travaux, qui ont montré la présence des
lactones quiterpénique (Salotenolide, Cnicine, L’acétoxycnicinel1f, 13dihydrosalonitenolide,
110, 13dihydro salonitenolide....) deux d’entre elles sont dominantes et type germacranolide,
il sagit delaCnicine et la Salotenolide. Ces travaux ont également révélé que cette espéce est
trés riche en flavonoides.
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I1.1. Lestress oxydatif :

L’ oxygéene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais I’ oxygéene peut étre
également une source d’agression pour ces organismes. Tout fois des dérivés hautement
réactifs de I’oxygene(ERO) appelées radicaux libres peuvent apparaitre (Ekoumou,
2003).Ces dernieres sont cependant contrblées par les antioxydants. Un stress oxydatif
survient lorsque I’ équilibre est rompu en faveur des radicaux libres. En effet, une production
excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut

déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant (Favier, 2003).

/ \
/| Pro-oxydants,
¥ A

i A
Figure 6 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que I'exposition aux radiations
ionisantes(exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution,
le contact avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d'acool, la prise
de certains médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de
surcharger les réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids
importante(L ee et al.,2004) .Les formes de I’ oxygéne provoquant ces troubles sont: |’ oxygene
singulet O2, le peroxyde d hydrogeneH202, les peroxydes akyles ROOH, le radica
superoxyde O2, les radicaux hydroxyles HO, peroxydes ROO et alkoxyles RO (Favier, 2003 .
-Les conséquences au niveau de I’organisme se fontressentir sur I'’ADN, les lipides et les

protéines (berger, 2006).
I1.2. Qu'escequ’un radical libre?

Un radical libre est une espece chimique, molécule, ou ssimple atome, capable d'avoir une
existence indépendante (« libre») en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron
non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande réactivité. En effet, ce radica libre
aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un éectron pour devenir plus stable :

il vadonc se réduire en oxydant un autre compose (Halliwelle, 1996).
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11.2.1.0xygene, especesréactives de I’ oxygene (ERO)

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laguelle les étres aérobies puisent leur énergie,
joue un réle capital dans la cellule en couplant I’ oxydation de coenzymes transporteurs d’ hy-
drogene ou d’ électrons avec la phosphorylation de I’ ADP (Adenosine DiPhosphate) en ATP
D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule une source d' énergie importante puisque 36
molécules d’ ATP a haut potentiel énergétique sont générées lors de la réduction de I’ oxygene.
Par contre, dans les conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % d' électrons s échappent,
réagissent directement avec |’ oxygene dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des
EOA (Haleng et al ., 2007).
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protéines des cascades des protéines lipidigue 1" AT

de kinases
Figure 7 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de I’ oxygene impliqué
en biologie (Favier, 2003).

11.2.3. Conséquences du stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsgu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants. Ils s attaquent alors les
membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés on parle de
lipidoperoxydation des membranes cellulaires Cela déclenche aors une réaction en chaine sur
les divers acides gras du voisinages jusqu’'a ce qu'ils soient neutralisés ; ils agressent
eégalement les protéines, les microfibrilles de collagene, I'acide hyaluronique, les acides

nuclé ques des chromosomes et I’ ADN lui-méme est transformé entrainant I’ apparition d’ une
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série d’anomalie dont le risque de cancérisation. Cette oxydation provoque des dommages sur
tout I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-

dégénératives, cancer, diabete...) et ladégradation des cellules et destissus (Favier, 2003).

[1.3. Lesantioxydants
[1.3.1. Définition d’un antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui, présente afaible concentration
par rapport au substrat oxydable, est capable de raentir ou d’'inhiber I’oxydation de ce
substrat. (Barnoud et al ., 2002).

Les antioxydants sont des molécules capables d'interagir sans danger avec les radicaux
libres en piégeant ces derniers et en captant |'électron célibataire, les transformant en
molécules ou ions stables (Benbr ook et charle, 2005).

11.3.2. Systeme de défense antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I'organisme dispose d'un ensemble de
complexe de défenses antioxydants. Ces systémes de défense sont enzymatiques (SOD,PX)
ou non enzymatiques (vitamines oligoéléments).

02 (oxygéne fondamental)

Cl -MPO
SOD, Vit C

peroxyde’d hydrogéne

anion superoxyde acide hypochloreux

(eau de Javel)
[ \F%Cq‘ '>K
7r Vit C, flavonoides,
GSH
ferrmne, transfe
gents chélateurs \
rad!cal hydroxyle
lipoperoxydes
Seypimsingniot acide urique, Vlt C, GSH
H/\ﬂ —caroténe Vit E, Se-GPx, ubtqumone

Figure 8 : Régulation de la production d’ especes réactive de I’ oxygene par les systémes de défenses
antioxydants (Pincemail et al., 2002).
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[1.3.3.Antioxydants enzymatiques

Trois types d’ enzymes antioxydantes sont mis en oeuvre pour la destruction des especes
réactives de I’ oxygene. Comme illustre lafigure 10.
e Les superoxyde dismutases (SOD) qui catalysent la dismutation de I’anion superoxyde en
peroxyde d’ hydrogene (Frank et al., 2002).
e La catalase qui catayse la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau permettant
I’éimination de celui-ci. (Valko et al ., 2006).
e Lagluthathion peroxydase (GPX) qui décompose aussi |e peroxyde d’ hydrogene en utilisant

le gluthation comme donneur d hydrogene (El Abed et al., 2009).

Glutathion

peroxydase Catalase
Chélateurs
Fer Cuivre

Chaine Respiratoire

NADPH oxydase '02 q H O —— 'OH
Xanthine oxydase \

> ONoo-
NO-synthase NO-

Scavengers

Figure 9 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de I' oxygene
(Boubekri , 2014).

I1.3.4.Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturellement présent presque dans tout les plantes, les
microorganismes, les champignons et méme dans les tissus animaux, (Pelli et Lyly , 2003)..
Ce type d antioxydants possede un avantage considérable par rapport aux antioxydants
enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet pénétrer facilement au ceeur des

cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques. (Boubekri , 2014).

On disingue deux types d antioxydants non enzymatiques endogéne qui présent dans la
cellules tels que le glutathion, I’ acide urique la bilirubine,|’ ubiquin ...... etc et exogénes qui

représent une famille des compsés phénoliques (Boubekri , 2014).
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11.3.4.1. Les composés phénoliques

IIs constituent une famille importante d antioxydants présents dans les végétaux.
Globalement, ce sont d’ excellents piégeurs des EOA et de tres bons chélateurs des métaux de
transition comme lefer et le cuivre. (Haleng et al., 2007) .ce sont des composés possédant un
noyau aromatique contenant un ou plusieurs substituants Hydroxyle, incluant différents
groupes fonctionnels dérivés (ester, glucosides, etc.) (amadou, 2004) .Les groupes hydroxyle
des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d hydrogénes ; ils peuvent réagir avec les
espéces réactives de I’ oxygene et les espéces réactifs de I'azote, enfin de réaction, le cycle de

génération de nouveaux radicaux est interrompu (Haleng et al., 2007) .
> lesflavonoides

Les flavonoides représentent une classe importante de métabolites secondaires largement
répandus dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui
sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Lahoue et al.,
2006).Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (C6-C3-C6).

Figure 10 : Structure de base des flavonoides (krishna et al ., 2001)

» Lestanins

Les tanins sont des substances polyphénoligues de structures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau animale en la transformant en cuire (Bravo ,1998) .on distingue
classiquement deux grand groupes de tannins |es tannins condense et |es tannins hydrosoluble
(Alaiset al., 2008).

» Lesvitamines

Les vitamines captent |’ éectron libre d’ un radical libre qui devient une molécule ou un ion
stable. La vitamine devient un radical détruit ou régénéré, Vit C antioxydant puissant, inhibe
peroxydation lipidique, régénére vitamine E. Vit E antioxydant puissant, inhibe la
peroxydation lipidique.et laVit A. (Haleng et al., 2007) .
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» Lesoligo-ééments

Zn cofacteur SOD, protection des groupements thiols des protéines, induction de protéines
antioxydants, inhibition partielle de la formation des EOA. Cu cofacteur SOD, métal de
transition. Sélénium cofacteur GPX. Manganese cofacteur SOD. (Haleng et al., 2007).
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|.1. Materie

[.1.1. Matériel végétale

Les plantes ont été récoltées de différentes zones de I’ Algérie. Les parties aériennes de
salvia verbanica (tiges, feuilles, fleurs) ont été récoltées dans une région rurale, Akbou, dans
lawilaya de Bejaia .Larécolte est faite le mois de Mars 2018 ; Centaurea incana et Santolina
africana ont éé récoltées en mars 2017 dans la wilaya d Oum El bouaghi et Matricaria
pubescens et Anvillea radiata ont été récoltées en mars 2017 dans une région saharienne de la

wilayad’ Ouargla.

Apres séchage a température ambiante et al’ abri de lalumiere, afin de préserver le maximum
I’intégrité de sa composition chimique .ensuite les parties végétales ont été bien conservées

jusqu'aleur utilisation a des fins pratiques.

|.1.2. Appareils et réactifs
Le matérid et les différents réactifs utilisés pour |’ extraction et les différents tests sont
reportés dans les annexes (Annexe ).

|.2. Méthode

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques contenues dans
les parties aériennes de la plante en utilisant un solvant organique qui accélére et augmente le
rendement d’ extraction.

|.2.1.Préparation de la poudre végétale

Les parties récoltées de différentes plantes ont été lavées avec de |’ eau de robinet, séchées
al’ar libre ensuite transférées al’ étuve (40°C) pendant 48h et broyées a l’aide d’ un broyeur
électrique jusgu’ a I’ obtention des poudres fines, |es poudres obtenues ont été stockées par la

suite dans des flacons en verre couvris avec du papier aluminium.

&
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Poudre de salvia verbanica

Broyage dans un broyeur éectrique

Figure 11 : salvia verbenaca seforme fraiche, seche et poudre.

|.2.2. Extraction des composes phénoliques

» Extraction par macération

L’ extraction est effectuée dans le méthanol a 95% (10 g de poudre/ 100 ml de méthanol) sous
agitation pendant 3 jours a température ambiante et a |’abri de la lumiére. Le tout est par la
suite filtré avec labonde a gaze, une fois sur papier filtre et une fois sur le coton (filtrat 1). Le
résidu 1 a été reemélangé avec le méthanol et a été remis a une agitation pendant une journée
et ensuite, filtré dans les mémes conditions. Ainsi, le filtrat 2 a été ajouté au premier. la
solution obtenue a éé soumis a une évaporation sous une hotte a vapeur a température

ambiante afin d’ obtenir I’ extrait brut sec (Figure 12).
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Figure 12: Procédure d’ extraction des composés phénoliques des parties aériennes par
macération (Belhattab et al., 2004).

Letaux d’ extraction de chaque extrait sec a é&té calculé suivant laformule ci-dessous :

R%=M / Mox 100

R% : Rendement exprimeé en %
M: Masse en gramme de |’ extrait sec résultant.

Mo: Masse en gramme du matériel végétal atraiter.
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|.2.3. Dosage des composés phénoliques

|.2.3.1.Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de différentes plantes étudiées, est
effectué selon la méthode de Folin Ciocalteu. Le réactif utilisé est constitué d’un mélange
d acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012Os) de
couleur jaune (Boizot et al.,2006).
Principe

Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif, qui entraine la formation d'un nouveau complexe d oxydes métaliques de
tungstene(WgO23) et de molybden (MogOs) de couleur bleu. L’intensité de la coloration est
proportionnelle & la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ribéreau-
Gayon, 1968).
> Procédureexpérimentale:

Extait méthanolique
I

¥ ¥ > v =¥
Salvia Matricaria Santolina Centaurea Anvillea Blanc
T - CR L
0. 3ml de chaque extrait [ 0,3ml de méthanol,
) — — =
1,5 ml du réactif de fol¢in—ci ocateu a 107 (v/v)

0,2ml de carbonate de sodium a 7,5 % (w/v)

Agitation au vortex

v
Incubation 1h 30 min aT° Ambiant et al’abri de lumiere

2
L ecteure des absorbance a 765nm

Figure 13 : Dosage des polyphénoles totaux selon la méthode de FolinCiocalteu (Boizot et al.,2006).

&
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|.2.3.2.Dosage des flavonoides
» Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunétres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux éectrons pour S unir & deux
atomes d'oxygene de la mol écul e phénolique agissant comme donneur d’ é ectrons (Riber eau-
Gayon, 1968).

» Protocole expérimentale

La teneur en flavonoides des extraits a éé déterminée en utilisant la méhode
colorimétrique au trichlorure d aluminium (Bahorun et al., 1996).
Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits végétales ont été calculées en se
référant a la courbe d étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard, les

résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/ g d’ extrait.

Extait méthanolique

, |
| J ! 1 g

Salvia Matricaria Santolina Centaurea Anvillea Blanc
verbinaca pubescens africana incana radiata

v

0,3ml de méthanol

1ml de chadue extrait

v

+1ml de solution AlClza 2%

v
10 minutes d’incubation

v
Lecture a430nm

Figureld: Dosage des flavonoides totaux par la méthode de (Bahorun et al., 1996).
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|.2.3.3.Dosage des tanins condensés
Laméthode de n-butanol est utilisée pour le dosage des tanins condensés (Dohou et al.,2004),
» Principe:
Les tanins sont des polymeéres caractérisés par la présence d’ un nombre suffisant de
groupe hydroxyphénoligues permettant des combinai sons plus stables avec les proténes et
alcaloides. Ces composes sont généralement amorphes, solubles dans |’ eau et insolubles dans

les solvants organiques apolaires (Quettier-Deleu et al., 2000).
» Protocole expérimentale

500ul d’extrait

v
3000ul de I’ acide butanol réagent

Agitation
v
100ul d’ions réagents
v
Agitation
v
Incubation dans une bain marie 290" pendent 20

Lalecteur & 550nm

Figure 15: Protocol e de dosage des tannins condensés ((Dohou et al.,2004)

Selon Vermerris et Nicholson (2006), la concentration de proanthocyanidines est exprimée
en équivalent de la cyanidine. Le coefficient d’extinction molaire «&» qui est utilisé pour
convertir les valeurs d’ absorption en concentrations est égal a 34700 L mol-l cml.

La loi de Beer-lambert : A= ¢.l.c est employée pour déterminer les concentrations en tanins

condensés.
AM,
€= —7 (mg/ml)

C : laconcentration de proanthocyanidines en mg/ml ;

€ . coefficient d’ extinction molaire de la cyanidine en L mol-icm-1;
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M m: masse molaire de la cyanidine (égale a 287,24g/mal) ;

|: largeur delacuve en cm (égale a1l cm).

|.2.4. Evaluation del’activité antioxydante des extraits

1.2.4.1. Activité «scavenger» du radical DPPH" .

» Principe

Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH.), permet de mesurer le pouvoir
réducteur par le calcul de la Clso des substances antioxydantes contenues dans un extrait.au
cours de ce test ce radical DPPH de couleur violette devient jaune quand il est réduit par un
donneur de proton H+.DPPH + AH — > DPPH-H + A. Ou AH est un composé
capable de céder un H+ au radical DPPH. Cette capacité de réduction est déterminée par une

diminution de I" absorbance induite par des substances antiradicalaires (M olyneux, 2004).

» Protocole expérimentale

Le protocole expérimental utilisé est celui de (Brand-Williams et al., 1995). Avec quelques
modifications. La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4mg de DPPH dans
100 ml de méthanol.

&
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Extrait méthanolique

I
v v v v v [ Controle ]
Salvia Matricaria Santolina Centaurea Anvillea

Qr benaca pubescens africana incana radi ay l

La solution de DPPH seul

100ul de chaaue extrait
L 2

+ 5 ml delasolution du DPPH
v

Incubation al’ obscurité pendant 30 min
2

Lecture 2517 nm

Figure 16: Protocole d’ étude de I’ activité « Scavenging » du DPPH. (Brand-Williams et al.,1995).

La quercétine a été utilise comme standard a différentes concentrations et |’ activité anti
radicalaire de chaque extrait a été estimée en pourcentage d'inhibition selon la formule

suivante:

Pourcentage d’inhibition du radical DPPH = [(AT-AE) /AT] x100

AT : absorbance du control (solution du DPPH )

AE : absorbance de |’ échantillon

|.2.4.2.Activite «scavenger» du radical ABTS+

» Principe
Cetest est basé sur |le mécanisme d’ oxydoréduction de I’ ABTS (sel d’ammonium d I’ acide

2,2-azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).Au cours de ce test, le sel I’ABTS perd
un éectron pour former un radical cation (ABTS'™) de couleur sombre (vert bleu) en solution.

En présence de I’agent antioxydant, le radical ainsi formé est réduit pour donner le cation

ABTS+,ce qui entraine la décoloration de la solution (Owen et Johns ,1999).
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Figure 17 : Oxydation partiellede’ABTS (Osman et al ., 2006).

» Protocole expérimentale

Lamesure de I’ activité scavenging du radical ABTS a été effectuée en suivant le protocole
de (Mighri et al . 2010)., qui est schématisé dans lafigure (18)

Solutiond’ABTS a Solution de persulfate de potassium(K20sS2) a 2,45mM
7.4mM

Mélange

Incubation al’ obscurité (16h) et aT°
ambiante

Solution d ABTS+ 2,45mM de (K208S2)

Dilution avec I’ eau distillée

Solution d ABTS+ (abs de 0.7+0.02 a 734 nm)

100 pl de différente concentration d’extraits

T
1,9 ml delasolution d ABTS *diluée |

Mesure de I’ absorbance a 734 nm aprés 7 min d’incubation

Figure 18 : protocole d' étude de I’ activité antioxydante de I’ ABTS+. (Mighri et al ., 2010).

Letrolox aété utilise comme standard a différentes concentrations. Le pourcentage de

I’ activité scavenging du radical ABTS+ des différents extraits est calculé comme suit :

Pourcentage d’ inhibition du radical ABTS+ = [(Ac-A1)/Ac] X100
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AO : absorbance du controle

A1l : absorbance del’ extrait + ABTS+

[.2.4.3. Pouvoir réducteur

» PRINCIPE

Cette méthode est basée sur la capacité des composés réducteurs, a réduire le fer ferrique
(Fe3+) du ferrocyanure de potassium pour donner du fer ferreux (Fe2+).
La réaction est révélée par le virement de couleur jaune de (Fe3+) en couleur bleu vert de
(Fe2+), I’ absorbance est mesurée a 700 nm (Oyaizu,1986) .une augmentation de |’ absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert,2006).
» Protocole expérimentale
La détermination du pouvoir réducteur a été réalisée selon laméthode de (Berker et al.,2007).

Extait méthanolique
|

v , ! ! '

A
Salvia Matricaria Santolina Centaurea Anvillea
verbenaca pubescens africana incana radiata
- —
N

1 ml del’ extrait

2,5 ml de ksFe(CN) 6 (1%0) 2,5 ml Tampon Phosphate (0,2 M, pH

Incubation a 50 C° pendant 20 min dans un bain Marie

Centrifugation a 3000 rpm 2,5 ml TCA (10%)
Pendant 10min

Préléevement de 2,5 ml du Surnageant

0,5 ml FeCls (0,1%) 2,5ml d eau distillée

Lecture a 700 nm

Figure 19: Protocole d’ é&ude du pouvoir réducteur (Berker et al., 2007).
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.2.4.4.Test dechéation du Fer- Ferreux

Lachélation du fer ferreux a été estimée selon laméthode de (Bourgou et al., 2008).

» Principe

La ferrozine réagit avec les ions divalents pour former un complexe violet ou rouge trés

soluble dans I’eau. L’'absorbance du complexe ferrozine-Fe2+ est maximale a 562 nm

(Norshazila et al., 2010). En présence d'agents chélateurs, la formation de ce complexe est

perturbée aboutissant a une diminution de la couleur qui est suivie au spectrophotometre.

» Protocole expérimentale

100ul d'extrait

50 ul de FeCI2 (2mM) l

100ul de ferrozine (5Mm)

2,75ml Eau distillée

}

Homogénéi sation et Incubation pendent 10 min

Absa562 nm

Figure 20: Activité antioxydante de chélation du fer ferreux (Bourgou et al., 2008)

Un contrdle est réalisé dans les mémes conditions.
Un témoin positif avec I’'EDTA est réalisé de laméme maniere.

Le pourcentage d'inhibition est calculé selon laformule suivante
% I nhibition = [(AbC contrsle_ ADC echantilion)/ ADC contrate] *100
v Abccontrale : correspond a |’ absorbance du contrdle

v" AbcCehantilion : correspond al’ absorbance de I’ extrait

|.3 Etude statistique

Les données expérimentales du dosage et I’ évaluation de I'activité antioxydante obtenues ont

€té exprimés par une moyenne et plus ou moins |’ écart type. En utilisant le test de student.




Chapitre | |
Reésultats et discussion



Chapitrel| Résultats et discussion | 2018

I1.1.Rendements et teneur s des composeés phénoliques

[1.1.1. Rendements des extraits bruts

L’ extraction des composés phénoliques par |e méthanol des plantes étudiées, nous a permet de
déterminé les rendements de leurs extraits bruts (T ableau | X).

Tableau | X : Rendements des extraits bruts méthanoliques.

Extraits des plantes Rendements Familles
(%)
Lamiacées ou
S.verbenaca 20 Labiées
Aradiata 4
C.incana 16 Astéracées ou
M.pubesence 15 Composees
Safricana 10

Le calcul des rendements de différents extraits des parties aériennes de cing plantes a révélé
gue I’ espéce S. verbenaca présente le rendement le plus éevé (20%) suivi par C.incana (16%)
et M.pubesence (15%) qui présentent presgue des rendements similaires. Puis un rendement de
(10%) pour S Africana et un faible rendement a été obtenue avec A.Radiata (4%). Nous
constatons que les rendements de I’'extraction méthanolique varient considérablement. De
nombreux facteurs influencent le rendement, la teneur, les caractéristiques physico-chimiques et
la composition chimique de I'espéce, les conditions environnementales, la technique
d’extraction, le séchage, la période et le milieu de récolte, les pratiques culturales et I’age du
matériel végétal. (El oualilalami et al ., 2013).

Dans une autre étude réalisée par (Belkhiri, 2018) sur I’ espece Sverbenaca reécolté dans la
wilaya de Bordj Bou Arreridj. L'extraction des composés phénoliques de |a partie aérienne de S.
verbenaca est réalisé par macération dans un mélange hydrométhanolique a donné un
rendement de 14.97% qui est inférieur au rendement obtenue dans la présent éude. D’ apres
(Hayouni et al., 2007) La nature du solvant est I'un des paramétres les plus susceptibles

d’influencer le taux d’ extraction et affecter ains |’ activité antioxydante des extraits.
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plusieurs études ont montré la capacité de méthanol a extraire le maximum de composees
phénoliques comparent a d’ autres solvants (Perez et al., 2007).
(Bouchouka ,2016) a obtenu un rendement de 16.42 % dans I'extrait hydrométhanolique
d’ Aradiata.

Metrouh et ses collaborateurs (2015) ont obtenue avec M. pubescence des rendements en
utilisant comme solvant |’ éthanol (50%), |’ acétone (50%) et |’ acétone pur qui sont de I’ ordre de
34.38%,34.44% et 5.02% respectivement.

L’ étude réalisée par (Djihane, 2017) sur I’espece du genre centaurea, a donné des rendements
varient entre (0.8) et (1. 19%) chez les feuilles et les fleurs de C. choulettiana respectivement
dans différentes extraits a savoir Cyclohexane Chloroforme, Acétate d’ éthyle et le n-butanol.

Les rendements obtenus par hydrodistilation de S. africana sont de (0.73%) et (0.54%) et pour
les feuilles et les fleurs respectivement, par contre un rendement élevé a été obtenue avec les

parties aériennes de la plante qui est de (1.6%).
[1.1.2. Teneursen phénolstotaux, en flavonoides et en tanins condensées

Les composes phénoliques constituent le groupe principal qui contribue a I'activité
antioxydante des veégétaux, (Tachakittirungrod et al., 2007).
Pour cette raison, on achoisi dans ce présent travail d’ extraire au préalable ces composants actifs
a partir des plantes investiguées et de déterminer |leurs teneurs.

L e dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode au réactif folin -ciocalteu qui
est parmi les méthodes de quantification des composés phénoliques la plus répondue et

largement utiliser (Boizot et Char pentier ,2006).

Au cours de dosage des polypheénols, apres I'addition de réactif de Folin-Ciocalteu et le
carbonate de sodium a |’ extrait une coloration bleu a été obtenue, ce qui confirme la présence des
polyphénols, cette coloration varie en fonction de la concentration de différents extraits de
plantes étudiées.

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode AICIs qui est une méthode simple,
peu colteuse et offre une bonne sensibilité. Cette méthode permet de déterminer la teneur en
flavonoides totale, qui forment un complexe avec AlClzs méme en présence d'autres composés
polyphénoliques, qui ne peut pas former un complexe avec AIClz (Matyushchenko et
Stepanova, 2003). Au cours de dosage des flavonoides aprés I’ addition d' AlCls au différentes

extraits et apres incubation, une coloration jaunétre est apparue a été obtenue dont I’ intensité est
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proportionnelle a la concentration des extraits de Cing plantes, ce qui confirme la présence des

flavonoides dans ces extraits.

Le dosage des tanins condensé est réalisé par la méthode de n-BuOH. rapportée par (dohou et
al.,2004). Lors de ce dosage, apres |'addition de n-BuOH, une coloration rouge a été obtenue

avec les différents extraits, ce qui confirme la présence des tanins dans ces extraits.

Les analyses quantitatives des phénols totaux, et des flavonoides sont déterminées a partir
des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’ étal onnage exprimées successivement
en mg équivaent d’ acide gallique et mg équivalent de quercétine par gramme d’ extraits (les
courbes d’étalonnage d’acide gallique et de la quercétine sont représenté respectivement
danslesannexes 3 et 4).

Les teneurs en polyphénol es totaux, flavonoides et en tannins sont représenté respectivement
danslesfigures 21, 22 et 23.

Comme montre la (figur e 21).Lateneur la plus élevé en polyphénols totaux a été obtenue chez
C.incana avec 42.42mgEAG/ g d extrait alors que les teneurs obtenue avec les autres plantes
Acradiata, Sverbenaca, Safricana, M.pubesence, sont presque similaires qui sont de 39.57,
39.56, 39.48, 38.87mg EAG/g d’ extrait respectivement.

44 mSA mMP mCl =SV mAR
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Figure 21: Teneur en polyphénols totaux chez les Cing plantes étudiées.
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La (figure 22) montre que lateneur la plus élevé en flavonoide a été obtenue chez C.incana avec
125.5mg EQ/g d'extrait suivi par Sverbenaca 114.89 mg EQ/g d' extrait puis Safricana 108
mgEQ/g d’ extrait et A.radiata avec 104.74 mg EQ/g d’ extrait aors que les teneurs obtenue avec
M.pubescence est de 93.01 mg EQ/g d’ extrait .

mSA mMP mCl =AR mSV
2 140 125,5
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o 1 104,74
€ 100 93,01 I
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= 20
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Figure 22: Teneur en flavonoides chez les Cing plantes étudiées

La (figure 23) montre que les teneurs en tanins condensées varient considérablement de 3.1 a
3.9.mg EC/g d'extrait entre les extraits de différentes plantes étudiées. Lateneur la plus élevé a
été obtenue chez C.incana qui est de 3.9mgEC/g d’ extrait.
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Figure 23 : Teneur en tanins chez les cing plantes étudiées
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Le dosage des polyphénols totaux des flavonoides et des tanins des extraits de différentes
plantes étudiées montre que C.incana est la plante la plus riche en composees phénoliques aors

gue peu d’ études ont été réalisées sur cette espéece.

La richesse de C.incana en composees phéenoliques a éé confirmée par une étude réalisée par
Akkal et al., (1992).

La teneur en polyphénols obtenue par (Djihane, 2017) des extraits des feuilles de C.
choulettiana varient entre 133.13 + 0.002¢et 325.81 + 0.038 (mMgEQ/g d’ extrait) dansles extraits
AcOEt et n-BuOH.

La teneur en polyphénols de M. pubescens obtenue par Khacheba et al., (2014), est de 0,32g

EAG/100g de matiere seche en utilisant comme solvant d’ extraction le méthanol.

Djeridane et ses collaborateurs (2010) ont trouvé des teneurs en phénols totaux de la fraction
d’ acétate d' éthyle de 14,36 mg EAG/g de matiére seche pour A. radiata.

La teneur en polyphénols totaux obtenue par Bammou et al., (2015) dans I'extraits
méthanoliques, safraction d’' acétate d’ éthyle et |’ extrait agqueux des parties aériennes d’ A.radiata
récolté au sud de Maroc donnent respectivement les teneurs suivantes : 216,31 6,14 ; 127,54 +
1,79 et 93,66 + 2,85 mg EAG/g d extrait qui sont largement supérieure a celle de la présente
étude.

La teneur en phénols totaux obtenue dans I’ é&ude réalisée par (Belkhiri, 2018) avec I’ espece
Sverbenaca dans un extrait hydrométhanolique est de 177.56 + 2.51 mg EAG/g d extrait, qui

est largement supérieure a celle de la présent étude.

La teneur en flavonoides obtenue dans I'éude réalisée par (Belkhiri, 2018) avec I’espece
Sverbenaca dans un extrait hydrométhanolique est de 08.13 + 0.45 mg EQ/g d' extrait, qui est
largement inférieure a celle de la présente étude

La teneur en flavonoides obtenue par (Khacheba et al., 2014), est de 0,10g ER/100g MS, en
utilisant le méthanol pour I’ extraction, et a celles de (Djeridane et al.,2006), qui ont rapporté des
teneurs comprises entre 0,75 et 1,31g ER/100g MS dans les extraits é&hanoliques et agueux

respectivement.

Lateneur en flavonoides obtenue par (Djihane, 2017) des extraits des feuilles de C. choulettiana
varient entre 122.33 + 0.003 et 263.73 £ 0.004 (mgEQ/g d’ extrait) dans les extraits ACOEt et n-

BUuOH .ces résultats sont supérieure a celle obtenue dans la présente étude.
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Des études récentes ont montrés que plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en composés
phénoliques, tels que des facteurs géographiques, climatiques, génétiques, ains que le degré de
maturation de la plante et la durée de stockage. (Aktumsek et al., 2013).

[1.2. Pouvoir antioxydant des composeés phénoliques

Il existe de nombreuses méthodes qui différent sur le plan de leurs principes d'analyse et les
conditions expérimentales et les antioxydants ont des contributions différentes au potentiel
antioxydant total (Wojdylo et al., 2007). Pour cette raison I'utilisation de plusieurs tests
antioxydants complémentaires est utile afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits
(Ksouri et al., 2009).

Dans ce travail, nous avons utilisé quatre méthodes pour évauer I’ activité antioxydante in vitro
des plantes étudiées a savoir : DPPH, ABTS, réduction de chlorure ferrique et chélation de Fer

ferreux. Cestests ont été choisis parmi lestests les plus cités dans lalittérature.
I1.2.1.Activité «Scavenger» du radical DPPH"

L’ activité anti -radicalaire réalisée par la méthode du radica 2,2diphényl-1 picryhldrazyl
(DPPH) est I’une des méthodes largement utilisée comme un systéme, modéle pour déterminer
I’effet scavenger de multiples produits naturels tels que les composes phénoliques, les
flavonoides et |es différents extraits de plantes (Chang et al., 2002). Cette activité est définie en
pourcentage de piégeage du radical libre DPPH" qui montre la capacité de 1’extrait, a une
concentration fixée, de réduire ou non les radicaux libres. La capacité de piéger le radical DPPH
est déterminé en comparant |’ absorbance dans un mélange réactionnel qui contient le radical
libre et |’échantillon de I’antioxydant avec I’absorbance du mélange sans aucun antioxydant
(solution contréle) (Katalinic et al., 2006). L’ activité antioxydante des extraits méthanoliques
de cing plantes étudées vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement a 517

nm en suivant laréduction de ceradical.

Les résultats de cinétique d’ inhibition de DPPH montrent que tous les extraits ont une activité
anti-radicalaire a dose dépendante. Pour S. verbenaca le pourcentage d’inhibition est de (61%)
obtenue avec une concentration de 0.009 mg/ml ,Tandis que les autres especes,S. africana, A.
radiata ,C. incana, M. pubescens ont permis de donner une activité anti radicalaire importantes
et presque similaires avec des pourcentages égales a 88%, 89 %,81%,84% respectivement a
différentes concentrations qui sont d 0.0198, 0.198,0.02, 0.198mg/ml respectivement (Figure
24).

)
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Figure 24 :Effet scavenger contre le radical DPPHe de I’ extrait Méthanolique des plantes étudiées a
différentes concentratio (SA : Santolina africana, MP : Matricaria pubescens Cl : Centaurea incana ,
AR : Anvillearadiata, SV : Salvia verbanica).

On peut remarquer aussi que méme a des faibles concentrations, les cing extraits montrent un
pourcentage d’inhibition important, ce qui nous a permis de déduire que les composes
phénoliques contenus dans les extraits methanoliques des parties aériennes de cing plantes sont

tres efficaces comme antioxydants.

La (figure 25) représente les 1Cso des différents extraits avec e standard, ce paramétre est utilisé
pour estimer |"activité antioxydante. Plus cette concentration est faible plus I’ effet antioxydant

est trés élevé (Boumarfegue et al., 2012).
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Les valeurs des IC 5o calculé pour les extraits de cing plantes et le standard sont éucidées sur
I’histogramme (Figure 25) et elles sont exprimées en mg/ml (moyenne * écart-type, en

triplicata).
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Figure 25: Histogramme représentant les 1Cso pour les extraits des plantes étudiées et la quercétine.

Les pourcentages de réduction de DPPH sont exprimés comme moyenne + SD. La différence est
significative a*P < 0,05, trés significative a**P < 0,01 et trés hautement significative a***P <

0,001 comparé au standard.

D’ apreés les résultats de la (Figure 25), nous avons remarqué que |’ extrait de Sverbenaca
est le plus actif car il est le plus proche de la quercétine avec une valeur d'IC s qui est de 0.007
+0.00022 mg/ml ce qui est largement inférieure aux autres extraits suivi par Safricana,
Aradiata et C.incana. Avec des valeurs d'ICso de |'ordre 0.05+ 0.0015, 0.05+0.0051et
0.04+£0.60 mg/ml respectivement, cependant |'extrait le moins actif est obtenu chez M.
pubescence avec une valeur d'1Cso qui est de 0.102+0.00099 mg/ml.

L’ ICso de la quercétine est de I’ ordre de 0.0034mg /ml, il est largement inférieure a celles

de toutes les plantes donc la quercétine présente une grande activité anti- radicalaire

De méme les cing extraits présentent une bonne activité anti- radicalaire contre le DPPH mais a

des concentrations beaucoup plus éevées.

L’¢étude statistique a révélé une différence significative (P<0.001) de I’activité anti- radicalaire

contre le DPPH entre les extraits obtenus et de méme on les comparant ala quercétine.
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L’ étude réalisés par (Baddou, 2015) a montré des valeurs de ICso de 0.385 + 0.045,
0.113+0.001, 0.212+0.06 mg/ml de différentes parties d’ extrait méthanolique d’ A.radiata ; fleurs

feuilles et tiges respectivement.

(Djihane, 2017) a montrer que I'extrait ACOEt des feuilles de C. choulettiana présente un
pourcentage dinhibition important (94,29%) comparativement a I’acide ascorbique utilisé
comme standard(96,54%) et ce a la méme concentration de 100 pg/ml. Ceci peut s'expliquer par

larichesse de cet extrait en composés phénoliques signal é précédemment.

Tepe et al., (2008) ont trouvé la capacité anti radicalaire de |’ extrait méthanolique de S
verbenaca (ICso = 14.30 £ 1.42 pg/mg), ce qui est supérieure a I’extrait méthanolique de la

présente étude sur la méme espece.
11.2.2. Activité «Scavenger» du radical ABTS

Le test de décoloration du radical cationique ABTSs+ dont |e spectre d’ absorption maximal
est a 734nm est souvent utilisé pour évaluer la capacité de I'extrait a donner un atome
d hydrogene ou un éectron et par conséquent exhiber une activité anti radicalaire (Re et
al.,1999),La mesure de |’ activité scavengning du radical ABTS selon le protocole de Mighri et
cescollaborateurs (2010), nous a fourni les résultats exprimée en pourcentage d’inhibition dans

la(Figure 26).
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Figures 26: Pourcentage d’inhibition du radical ABTSs+ de |’ extrait Méthanolique des plantes étudiées

adifférentes concentrations. (SA : Santolina africana, MP : Matricaria pubescens Cl : Centaurea incana
, AR : Anvillearadiata, SV : Salvia verbanica)

D’apres la ( figure 26 ) nous avons remarqué gue les extraits de cing plantes étudiées présente

une importante activité inhibitrice vis-avis le radical ABTSe+,

en effet pour la méme

concentration de 0.1mg/ml, C.incana a permis de donner |’ activité anti- radicalaire la plus forte

avec un pourcentage d'inhibition qui est de 88%, suivi par S verbenaca, Safricana, A.radiata

gui présentent des pourcentages d’inhibition presque similaires, qui sont de 87%,84%,83%

respectivement, puis un pourcentage de 59% est obtenue avec M.pubesence.
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Nous avons constaté aussi que méme a des concentrations faibles les cing extraits ont exhibé un
bon pourcentage d’inhibition ce qui nous a permis de déduire que les composés phénoliques
contenant dans les extraits méthanoliques des parties aériennes de cing plantes sont trés efficaces

comme antioxydants.

Les résultats d'inhibition de 502 du radical libre ABTSe+ par les cing extraits et celui de trolox

ont présenté une différence significative selon I’échantillon (P<0.001) (Figure 27).
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Figure 27: Histogramme représentant les ICso pour les extraits des plantes étudiées et le trolox.
Les pourcentages de réduction de I’ABTS sont exprimés comme moyenne + SD. La différence es
significative & *P < 0,05, trés significative a **P < 0,01 et trés hautement significative a ***P <

0,001comparé au standard

La IC s la plus faible a été signalée dans le trolox avec 0.0055mg/ml suivi par S. verbenaca
avec 0.02+0.001 mg/ml, et C.incana 0.029+0.001 mg/ml, aors que , Safricana et A.radiata
présentent des valeurs d'1Csp présque similaires, qui sont de,0.043+0.001 et 0.0047+0.0003

mg/ml respectivement, puis une valeur de 0.071+ 0.001 mg/ml a été obtenue avec M.pubesence.
L’ analyse statistique a montré une différence significative entre les différents échantillons.

Les travaux réalisés par (Baddou, 2015) a montré des valeurs de ICsp de 0.647 + 0.004,
0.355+0.007, 0.0.370+0.013 mg/ml de différentes partie d extrait méthanolique A.radiata;

fleursfeuilles et tiges respectivement.

Salah eddin et al, (2016) ont montré que la valeur ICsp d’ extrait métanolique de M. pubescens
est de 0.02 +0.82mg /ml, cette valeur est plus proche a celle de la présente étude.
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Cette différence entre ces résultats pourrait s’ expliquer par la nature des composés phénoliques
contenus dans I’ extrait qui est influencé par la période de récolte, sachant que nos échantillons
ont été récoltés au mois de mars. Comme €elle pourrait s'expliquer aussi par la différence des conditions
climatique et celles du sol ou la plante est cultivée. Mais essentiellement par la polarité des solvants
utilisés.

Diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturels a piéger les

radicaux libres. Cette activité dépend d' un certain nombre de paramétres: la dose, la structure, les

substituant et le degré de polymérisation de lamolécule (Kitagawa et al., 1992).
11.2.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité d’ un extrait a réduire le Fer-ferrique en Fer- ferreux par

le donneur d’un éectron selon laréaction suivante.
Fe®* +é — » Fe** (réaction deréduction)

La capacité réductrice d'un composé peut servir comme indicateur significatif de son potentiel
antioxydant (Huang et al ., 2005).

Au cours de ce test nous avons remarqué que la couleur jaune de la solution de ferricyanure de
potassium vire vers une couleur bleu vert dont |’ intensité dépend du pouvoir réducteur de chague
extrait. Le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques de cing plantes est déterminé par la
mesure de I’ absorbance a 700 nm, I’ augmentation de I’ absorbance indique une augmentation du
pouvoir réducteur (Hubert, 2006).

Les résultats de I’ activité réductrice des extraits méthanoliques des plantes étudiées et celui de
standard sont représentés dans la (figure 28). Nous constatons que la capacité réductrice est
proportionnelle al’ augmentation de la concentration.

-
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Figure 28 ; Graphes représentent les absorbances a 700nm de I’ extrait méthanolique des plantes

étudiées .(SA : Santolina africana, MP : Matricaria pubescens Cl : Centaureaincana, AR : Anvillea

radiata, SV : Salvia verbanica et AG : acide gallique.

D’ apres les résultats obtenue nous avons constaté que le pouvoir réducteur de chaque extrait des

plantes étudiées varie d’ une espece a une autre. L’ absorbance augmente avec la concentration de

I’ extrait donc le pouvoir antioxydant augmente ala concentration de 2mg/ml.

Ferid et ses collaborateurs (2012), qui ont montré que I’extrait méthanolique de la partie

aérienne de S. officinalis récoltée de la région de Hammam Chatt de Tunisie présente une faible

capacité réductrice par rapport a celle de |’ acide ascorbique.
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[1.2.4. Test dechéation du Fer-Ferreux

Dans cette étude, I'activité de chélation du Fer ferreux a éé mesurée par I'inhibition de la
formation de complexe Fe**-ferrozine aprés I'incubation des extraits avec le Fe?* suivant la
méthode de Decker et Welch (1990).La Ferrozine peut quantitativement former des complexes
avec le Fe?*. Cependant, en présence d'agents chél atants, la formation du complexe est perturbée
de telle sorte que la couleur du complexe est diminuée. La mesure de la réduction de la couleur,
par conséquent, permet |'estimation de I'activité de chéation de I'agent chélatant coexistante
(Kaur et al., 2006).Les résultats obtenues ont montré que tous les extraits de cing plantes

présentent une activité de chélation dose dépendante (Figure 29).
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Figure 29 : Activité chélatrice des extraits méthanoliques de cing plantes é&udiéeset del’EDTA vis-a-
vis laferrozine exprimeé en pourcentage de chdlation.SA : Santolina africana, MP : Matricaria pubescens

Cl : Centaureaincana , AR : Anvillearadiata, SV : Salvia verbanica

Les résultats montrent que les extraits de cing plantes exercent un effets chélateur concentration
dépendant .un effets chélateur maximal de 83% est atteint par |’ extrait méthanolique de C.incana a la
concentration de 0.333mg/ml, tandis que les activités chélatrice de Safricana,A.radiata, montrent des
pourcentages de 75%,72% avec des concentration de 1.67et 0.666 mg/ml respectivement et pour
Sverbenaca et M.pubesence montre des pourcentage presque similaires qui sont de 62% a des

concentration différentes qui sont de 0.666et 1.67mg/ml respectivement.

La (Figure 30) montre les concentrations effectrices a 50% (ICso) €t I’ activité des extraits en
termes d’ équivalent d EDTA
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Figure 30 : Histogramme représentant les | Cso pour es extraits de cing plantes étudiées et

Lafigure 30, montre que tous les extraits présentent une capacité de chélation desions de Fe?*
avec la ferrozine. C.incana exhibé une capacité chélatrice la plus puissante avec une valeur
d' 1Cso del’ordre 0.1 £ 0.002 mg /ml suivi par A.radiata ,Sverbenaca , S .africana, M.pubesence
qui présentent des ICso d'ordre 0.34+0.017, 0.47+0.02, 0.82+0.62 et 1.20+0.061 mg/ml
respectivement. Cependant leur comparaison avec I'EDTA montre que les extraits de cing

I"EDTA.

plantes sont tres hautement significative a***P < 0.001.

Les travaux réalisés par (Baddou , 2015) amontré des valeurs de ICso de chélation de fer qui
sont de 8.169+0.368,46.639+18.354 et 18.637+1.078 mg/ml pour les différentes parties des

extrait méthanolique A. radiata ;fleursfeuilles et tiges respectivement.
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Conclusion et perspective

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal d’ évaluer les propriétés
antioxydantes de cinq plantes de différentes zones de la région de I’ Algérie, largement
utilisées dans la médecine traditionnelle. Elles étaient choisies parmi les especes les moins
étudiées tout en prenant en considération leur caractere endémique. Donc, ce travail se veut
une contribution a une meilleure connai ssance de ces espéces végétales.

L’extraction des parties aériennes de nos plantes a montré de bons rendements. Les
résultats obtenus montrent que I’extrait méhanolique de S verbenaca a présenté le
rendement le plus élevé (20%)  suivi par C.incana (16%) et M.pubesence (15%) qui
présentent presgue des rendements similaires. Puis un rendement de (10%) pour S. Africana et
un faible rendement, tandis que I’ extrait méthanolique d’A.radiata a montré le rendement le
plus faible (4%).

Dans la premiere partie, la quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a
permit de déterminer les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu, en
Flavonoides par le trichlorure d’auminium et les tannins condensées par la méhode de
résultats obtenus nous ont révélé que toutes les plantes éudiées possedent des quantités
considérables en composées phénolique et les teneurs en les plus éevées ont été trouvée chez
C.incana qui sont del’ordre de 42.42mgEAG/ g d extrait, 125.5mgQ/g d’ extrait, 3.9mgEC/g
d’extrait. tandis que les teneures les plus faibles en polyphénols totaux et en flavonoides ont
été enregistrées avec M.pubesence qui sont de I’ordre de 38.87mg EAG/g d' extrait, 93.01
mgEQ/g d’ extrait, 3.1mgEC/g d’ extrait pour le dosage des polyphénols totaux ,flavonoides et
en tannins respectivement.et pour les autres espéces: Sverbenaca,Safricana et A .radiata
présentent des teneurs en polyphénols totaux en flavonoides et en tanins condensées presgque
similaires varie de ( 39.48 a39.57 mgEAG/ g dextrait), entre (104.74a114.89 mgEQ/g
d’extrait) et de( 3a3.93.9mg EC/g d' extrait ) respectivement.

Dans la deuxiéme partie, nous sommes intéressés par I’ é&ude des propriétés antioxydantes
des extraits méthanoliques de ces plantes par quatre techniques complémentaires DPPH,
ABTS*, réduction de chlorure ferrique et le teste de chélation de fer.

L’ évaluation de potentiel anti radicalaire des extraits par le test au DPPH. et ABTS™ a
montré que les composés phénoliques des cing plantes éudiées éaient doués de I’ activité
Antioxydante .le test DPPH révéle que Sverbenaca la plante a présenté I’ activité la plus
élevée avec une vaeur d'IC50 dordre de 0.007 +0.00022 mg/ml et d’'IC50 d' ordres de
0.05+ 0.0015, 0.05+0.0051et 0.04+0.60 mg/ml pour Safricana, A.radiata et C.incana

respectivement.
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Cependant pour le test ABTS, L’extrait méthanolique de C.incana a donnés une bonne
activité d'IC50 qui est de I’ ordre de 0.029+0.001 mg/ml, alors que S. verbenaca, Safricana,
Aradiata présentent des vaeurs dIC50 presque Similaires, qui  sont de
0.02+0.001 ,0.043£0.001 et 0.0047+0.0003 mg/ml respectivement, puis une valeur de 0.071+

0.001 mg/ml a été obtenue avec M.pubesence.

En ce qui concerne le pouvoir réducteur, et |'effet chélateur des extraits des plantes
étudiées a révéler une capacité réductrice du fer dont I'activité réductrice augment avec
I’augmentation de la concentration des extraits. Et que tous les extraits présentent une
capacité de chélation des ions de Fe2+ avec la ferrozine. C.incana exhibé une capacité
chélatrice la plus puissante avec une valeur d’'IC50 de I’ordre 0.1 + 0.002 mg /ml suivi par
Aradiata ,Sverbenaca , S .africana, M.pubesence qui présentent des IC50 d ordre
0.34+0.017, 0.47+0.02, 0.82+0.62 et 1.20+0.061 mg/ml respectivement.

» Lesreésultats obtenus nous ameénent a avancer les conclusions suivantes :

> La flore d'Algérie, particulierement sahariennes semble étre une source riche en

antioxydant naturelle.

» L’espéce C.incana possede une bonne activité antioxydante grace a leurs richesses en

composes phénoliques comparé a d’ autres especes etudeées.

» L’évauation de I'activité antioxydante des plantes dépende de leurs teneurs en

composées phénoliques.

L’ ensemble de ces résultats a permis d’ évaluer les activités antioxydantes des plantes
choisies et de sélectionner les composés bioactifs afin de mieux connaitre, de valoriser et
d’ utiliser ces ressources dans le domaine thérapeutique. Pour plus d’ efficacité, de nombreuses
perspectives peuvent étre envisagees :

> Elargir le pand des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’ autres
tests biologiques : antitumoral e, anticancéreuse et anti-inflammatoire
» Caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés

pharmacol ogiques.
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Annexe 1 : Lesréactifs chimiques utilisés

- Le méthanol (CH40) -Sodium phosphatedibasic (Na, HPO4
- Leréactif de Folin-Ciocalteu a (10%) - Le carbonate de sodium a (7,5%)

- L’acide gallique - Laquercétine

- AlClz a(2%) - L’eau distillée

- Le DPPH - Le Trolox

-L’ABTS - Le persulfate de potassium (K208S2)
- Le tampon phosphate a (0,2M, pH =6,6) - Le FeClza(0,1%)

- Leferricyanure de potassium (KsFe (CN) 6a(1%) - Le TCA a(10%)

- Acide chlorure ( Hcl) -chlorure de potassium (Kcl )

Annexe 2 : L’ appareillage employé dans |’ é&ude

- L’ éuve - Le broyeur éectrique

- Labalance de précision - L’ agitateur magnétique
- La Rotavapeur - Levortex
- Le spectrophotomeétre UV-visible - Le bain-marie
- Le pH metre

Annexe 3 : Courbe d’ étalonnage de I’ acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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Annexe 4 : Courbe d’ étalonnage de quercétine Pour |e dosage des flavonoide

Abserbance € 430 nm
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Annexe 5 :Variation del’inhibition du DPPHe pour lestrois essais en fonction de

laconcentration de Santolina africana
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Annexe 6 :Variation de I’ inhibition du DPPH. pour lestrois essais en fonction de la
concentration de Matricaria pubescens
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Annexe 7: Variation de I’ inhibition du DPPH. pour les trois essais en fonction de la
concentration de Centaurea incana
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Annexe 8:Variation de I’ inhibition du DPPH. pour les trois essais en fonction de la
concentration de Anvilea radiata
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Annexe 9:Variation de I’ inhibition du DPPH- pour les trois essais en fonction de la
concentration de Salvia verbeneca
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Annexe 10:Variation de |’ activité scavenging contre I’ ABT S+ pour lestrois essais en fonction

de la concentration de Santolina africana
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Annexe 11:Variation de I’ activité scavenging contre I’ ABTS-+ pour lestrois essais en
fonction de la concentration de Matricaria pubescens
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Annexe 12: Variation del’ activité scavenging contre I’ ABTS-+ pour les trois essais en fonction
de la concentration de Centaurea incana
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Annexe 13:Variation de I’ activité scavenging contre I’ ABTS-+ pour lestrois essais en
fonction de la concentration de Anvilea radiata
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Annexe 14:Variation de I’ activité scavenging contre I’ ABT S+ pour lestrois essais en
fonction de la concentration de Salvia verbeneca
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I I . 2+ . . .
Annexe 15:Variation de chélation desionsferreux (Fe ) pour lestroisessaisen fonction de

la concentration de Santolina africana
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Annexel6 :Variation de chélation desionsferreux (Fe +) pour lestrois essais en fonction de
la concentration de Matricaria pubescens.
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Annexe 17:Variation de chéation desionsferreux (Fe +) pour les trois essais en fonction de
la concentration de Centaurea incana
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Annexe 18 :Variation de chéation des ions ferreux (Fe2+) pour les trois essais en fonction
de la concentration de Anvile radiata
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Annexe 19:Variation de chélation desions ferreux (Fe”) pour lestroisessaisen fonction
de la concentration de Salvia verbeneca
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Résume :

Nous sommes intéressés dans ce travail a 1’é¢tude des composés phénoliques et 1’évaluation des propriétés
antioxydants des extraits de cinq (05) plantes médicinales de différentes zones de la région de 1’ Algérie : A.radiata
C.incana M.pubescence S.verbenaca.et S.africana La premiére partie de cette étude concerne I’extraction et la
quantification des phénols totaux, des flavonoides et des tannins par le réactif du Folin-Ciocaleu, par le trichlorure
d’aluminium et par le test de n-Butanol respectivement. La deuxiéme partie est ’étude de I’activité antioxydante
des extraits de plantes en utilisant ainsi quatre techniques : piégeage du radical DPPH", ABTS *, réduction de
chlorure ferrique et chélation de fer -Ferro (ferrozine).Les résultats obtenus montrent la richesse de C.incana en
composées phénoliques dont la teneur sont de I'ordre de 42.42mgEAG/ g d’extrait, 125.5mgQ/g d’extrait,
3.9mgEC/g d’extrait. Tandis que pour les autres espéces présente des teneurs en polyphénols totaux e flavonoides
et en tanins condensées presque similaires varie de (38.87a 39.57 mgEAG/ g d’extrait), entre (93.01 a114.89
mgEQ/g d’extrait) et de (323.93.9mg EC/g d’extrait) respectivement. En ce qui concerne le pouvoir réducteur et
I’effet chélateur des extraits des plantes étudiées a révéler une capacité réductrice et chélatrice a dose dépendent.
C.incana exhibé une capacité chélatrice la plus puissante avec une valeur d’IC50 de I’ordre 0.1 + 0.002 mg /ml
suivi par A.radiata ,S.verbenaca , S .africana, M.pubesence qui présentent des IC50 d’ordre 0.34+0.017,
0.47+0.02, 0.82+0.62 et 1.20+0.061 mg/ml respectivement.

Mots clés : Plantes médicinales ; Polyphénols ; Flavonoides ; Tannins ; Activités antioxydantes ; ABTS " ;

DPPH"
Abstract:

We are interested in this work in the study of phenolic compounds and the evaluation of antioxidant properties
of extracts of five (05) medicinal plants from different areas of the region of Algeria: A.radiata, C.incana,
M.pubescence, S .verbenaca.and S.africana .The first part of this study concerns the extraction and quantification
of phenols total, flavonoids and tannins by the Folin-Ciocaleu reagent, by trichloride of aluminum and the n-
butanol test respectively.The second part is the study of the antioxidant activity of plant extracts, using four
techniques: trapping of the radical DPPH", ABTS ", reduction of ferric chloride and ferrous iron (ferrozine)
chelation. richness of C.incana in phenolic compounds whose content is of the order of 42.42mgEAG / g of extract,
125.5mgQ / g of extract, 3.9mgEC / g of extract. while for the other species, the total polyphenol e flavonoids and
almost similar condensed tannins range from (38.87a 39.57 mgEAG / g extract), between (93.01 a114.89 mgEq /
g extract) and ( 3a3.93.9mg EC / g extract) respectively., Regarding the reducing power and the chelating effect
of the extracts of the plants studied to reveal a reductive and chelating capacity to dose out. C.incana exhibited a
most potent chelating capacity with an IC50 value of order 0.1 + 0.002 mg / ml followed by A.radiata, S.verbenaca,
S.africana, M.pubesence that exhibit order IC50s. 0.34 £ 0.017, 0.47 £ 0.02, 0.82 £ 0.62 and 1.20 £ 0.061 mg / mi
respectively

Key words: Medicinal plants; Polyphenols; Flavonoids Tannins; activities antioxidants; ABTS *; DPPH".
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