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Introduction

Historiquement, les plantes ont été une source d'inspiration pour de nouveaux Composes
médicamenteux, comme les médicaments dérivés des plantes ont apporté une importante
contribution a la santé humaine. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2008,
plus de 80% de la population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs

besoins de soins de santé primaires (Pierangeli et al., 2009).

Il 'y a environ prés de 240 000 a 300 000 espéces de plantes a fleur sur terre. Moins de
10% de ces espéces auraient été étudiés scientifiguement pour leurs propriétés

pharmacologiques et antioxydantes (Anthony et al., 2005).

Ces plantes produisent des métabolites secondaires tels que les composés phénoliques
dont leur role d’antioxydant naturel est di a leurs propriétés redox qui leur permettent d’agir
soit comme des agents réducteurs (donneurs d’hydrogéne), piégeurs de 1’oxygene singulet
(O2%) ou des chélateurs de métaux (Rice-Evans, 2005).

Grace a leurs effets bénéfiques sur la santé, les études sur les composés phénoliques
connaissent une importance croissante. En effet, ils interviennent dans la prévention et le
traitement de maladies liées au stress oxydatif tels que les cancers, la cataracte,
I’athérosclérose, le diabéte, I’hypertension artérielle, les maladies neurodégénératives,
I’arthrite... (Suhaj, 2006)

La famille des rubiaceaes, est 1’une des plus grandes familles de plantes, elles associent
pres de 10 000 plantes. Elle est surtout représenté par des arbres et arbustes, des buissons, des
lianes et des plantes herbacées et a fleurs qu’on trouve surtout dans les régions tropicales et
humides, mais aussi dans les lieux froids et tempérées. Elle est d'un ordre économique majeur

au niveau mondial (on y inclut le caféier) (Tadhani et al., 2007) .

Putoria calabrica fait partie des Rubiaceae, mais n’est pas encore étudiée du point de
vue phytochimique et biologique. Or, plusieurs plantes de cette famille sont utilisées pour le
traitement de diverses maladies dont I’inflammation de la gorge, la dysenterie, la fi¢vre, les
maux de dents, les maux d’oreilles I’hypertension, les dysfonctionnements cardiovasculaires,
les perturbations mentales et les désordres alimentaires (Sikorski et Kolakowska, 2003).
C’est une plante méditerranéenne assez commune dans le Tell algérien affectionnant les
rochers calcaires (Abi-Saleh et al., 1976).

C'est dans ce cadre que notre étude s'inscrit avec comme objectifs d'évaluer les effets
potentiels de I'extraction des différents solvants sur le contenu en antioxydants et activités

antioxydante et antiradicalaire de la partie aérienne de Putoria calabrica.
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Introduction

Ce travail est organisé en deux parties :
La premiére résume les données bibliographiques, elle est organisée en deux chapitres :
- le premier chapitre traite des plantes médicinales ;
- le deuxieme chapitre, par le manque et la privation en documentation sur 1’espéce, la

synthése bibliographique est inclinée beaucoup plus vers sa famille (Rubiaceae).
La deuxiéme partie englobe 1’étude expérimentale qui est organisée comme suit :

- présentation des méthodes suivies pour 1’analyse des différents paramétres physico-
chimiques (humidité, extractions et dosages des composés phénoliques et caroténoides) et la
détermination de deux activités antioxydante et antiradication (réduction du fer, inhibition du

radical DPPH) des extraits de Putoria calabrica obtenus par différents solvants d’extraction.

- présentation des différents résultats obtenus et leur discussion.
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Chapitre | Plantes médicinales

1. Genéralités
1.1. Phytothérapie et plantes médicinales

La phytothérapie est le traitement curatif ou préventif des maladies et des divers troubles
par I’utilisation de préparations obtenues a partir de plantes entiéres ou d’organes de plantes :
Feuilles, fleurs, racines, fruits et grains (Fintelmann et Weiss, 2004 ; Pribitkin, 2005). Les
plantes ainsi employées, sont communément appelées plantes médicinales, possedent une
quelle conque propriété thérapeutique. Ainsi, ce sont des plantes particulieres, capables

d’opérer des modifications physiologiques aprés consommation ou application (Harding,

2005).
1.2. Plantes médicinales

Une plante médicinale n'a pas de définition légale. C'est la jurisprudence qui décrete
gu'une plante est médicinale. Pour cela elle doit étre inscrite a la Pharmacopée et avoir un
usage exclusivement médicinal. C'est uniquement la partie de la plante inscrite a la

Pharmacopée qui appartient au monopole pharmaceutique.

Elles sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies

humaines ou animales (Ghabrier, 2010).

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés
présents (Sanago, 2006).

Des plantes ayant des propriétés médicamenteuses peuvent avoir également des usages
alimentaires ou condimentaires ou encore servir a la préparation de boisson hygiénique
(Abayomi, 2010).

Les plantes médicinales sont parfois récoltées a 1’¢tat sauvage mais beaucoup d’entre elles
sont cultivées a grande échelle (Digitale, Pavot, Chanvre, etc.) pour répondre a la
consommation. Les méthodes de sélection ou de manipulation génétiques sont également

utilisées pour augmenter leur teneur en principes actifs (Chabrier, 2010).

Certaines familles sont particulierement riches en principes actifs (Papaveracées,
Apocynacées, Liliacées, Rubiacées, Solanacées, Lamiacées). Certaines plantes sont

inoffensives telles que le Tilleul, la Camomille, la Menthe, etc. D’autres, trés nombreuses,
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Chapitre | Plantes médicinales

sont toxiques et ne doivent étre utilisées que sous forme pharmaceutique, telles que la

Digitale, la Belladone, le Colchique, etc. (Marouf et Reynaud, 2007).

2. Substances actives des plantes médicinales

Les plantes sont capables de synthétiser des substances actives, dont la majorité sont des
métabolites secondaires. Plus de 12000 métabolites secondaires ont été identifiés, ces derniers
représentant moins de 10% seulement des métabolites totaux des plantes (Cowan, 1999).

Selon Boudet et David (2003), les substances végétales actives sont présentes a faibles
doses dans les plantes, et peuvent assurer différents réles, notamment comme systéme de
défense contre les bactéries et champignons, les insectes et les herbivores, ou conférer aux
plantes leurs odeurs ou leurs couleurs.

Les constituants chimiques des cellules végétales exercant des activités biologiques sur les
cellules humaines et animales sont répartis en deux groups distincts: les métabolites

primaires et les métabolites secondaires.

2.1. Métabolites primaires

Ce sont des composeés issus du metabolisme primaire, par la voie du cycle de Krebs, qui
est commune pour toutes les plantes. Ces métabolites tels que les acides a-aminés, les
hydrates de carbone, les lipides, les protéines et les acides nucléiques sont tous essentiels pour
la croissance et la survie de la plante et représentent environ 90 % de la matiére biologique
rencontrée au niveau de la plante. Ainsi, ils sont exigés pour la croissance des plantes
(Kintzios et Barberaki, 2004).

2.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés appartenant a des groupes chimiques
extrémement divers, tels que les acides organiques, les composés aromatiques, les terpénes,
les stéroides, les alcaloides, les carbonyles, les composés phénoliques etc (Kintzios et
Barberaki, 2004).

Leur fonction dans les plantes est habituellement liée a la régulation métabolique, la
croissance, le processus de lignification, la coloration de certaines parties des plantes et la
protection contre 1’attaque des organismes pathogenes (Bratt, 2000).

Les métabolites secondaires les plus étudiés sont : les alcaloides, les huiles essentielles, et

les composés phénoliques.
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2.2.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées, plus ou moins basiques, d’origine naturelle et
de distribution restreinte. Ils sont issus au moins pour une partie du métabolisme des acides
aminés et possedent des propriétés pharmacologiques marquées (Bruneton, 2001).

La figure 01 présente les structures de deux alcaloides : la nicotine et I’arécoline.

CO=CH
y '\\‘ 2 3
| H (l)Ha

=y I'iq
CHg

Nicotine Arécoline

Figure 1 : Structures de Nicotine et arécoline (Krief, 2003).

Les alcaloides présentent diverses activités biologiques, ainsi, ils ont un rdle essentiel dans
la protection des végétaux contre les agressions extérieures. De plus, diverses activités
associées aux alcaloides ont des roles bénéfiques pour I’Homme, certaines incluent des vertus
thérapeutiques  (morphine). Aussi, certaines molécules présentent des activités
antimicrobiennes (antibactérienne, antifongique et antivirale). D’autre part, d’autres

molécules sont connues comme des drogues (cocaine) (Louis, 2004).

2.2.2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits naturels utilisés comme matiéres premieres dans
plusieurs domaines, notamment en parfumerie, cosmétiques, aromathérapie et phytothérapie
(Mouhssen, 2004).

Une huile essentielle est un mélange hétérogene complexe qui renferme principalement
des terpénes (monoterpenes, sesquiterpenes) et dans certains cas des dérivés

phénylpropaniques (Bruneton, 2001).

2.2.3. Les composés phénoliques

Les composés phénoligues constituent un des groupes hétérogenes les plus importants de
métabolites secondaires distribues dans les plantes, ils ne possedent aucune fonction
métabolique spécifique. Cependant, il apparait que ces composes sont essentiels a la survie de
la plante (Rauha, 2001).
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Actuellement, ils constituent I’'un des groupes de métabolites secondaires végétaux les
plus nombreux, avec plus de 8000 structures phénoliques actuellement connues, variant des
plus simples molécules (acides phénoliques, phenylpropanoides, flavonoides) aux composes
hautement polymeérisés (lignines, mélanines et tannins) (Lugasi et al., 2003).

Les composés phénoliques sont parmi les substances bioactives les plus puissantes et les
plus promettantes en thérapeutique. Des activités antitumorales, antivirales et antibiotiques
significatives sont attribuées a ces substances naturelles (Moldovan et Hodisan, 2004).

Leur réle d’antioxydants naturels dans les plantes est di a leurs propriétés redox qui leur
permettent d’agir comme : des agents réducteurs (donneurs de protons et d’électrons),
piégeurs de 1’oxygéne singulet (*O2), inhibiteurs des enzymes impliquées dans le stress
oxydant et chélateurs des traces de métaux (N’Guessan, 1993).

Plusieurs classes de composés phénoliques sont définies selon le squelette de base
(Tableau I).

Tableau I : Les différentes classes de composés phénoliques (Daayf et Lattanzio, 2008).

Squelette carboné | Classes de composés phénoliques

C6 Phénols simples et benzoquinones

C6-C1 Acides phénoliques

C6-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques
C6-C3 Acideshydroxy-cinnamiques, coumarines,phénylpropénes
C6-C4 Naphthoquinones

C6-C1-C6 Xanthones

C6-C2-C6 Stilbénes et anthraquinones

C6-C3-C6 Flavonoides et isoflavonoides

(C6-C1)2 Tannins hydrolysables

(C6-C3-C6)2 Biflavonoides

(C6-C3) n Lignines

(C6-C3-C6) n Tannins condenses
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a. Acides phénoliques

Ce sont des unités simples des composés phénoliques. lls peuvent étre présents a I'état
libre, liés entre eux ou attachés aux autres molécules (glucides, protéines, etc.). Deux acides
phénoliques sont distingués ; il s'agit des acides hydroxybenzoique et cinnamique ; leurs
squelettes de base sont respectivement C6-C1 et C6-C3. lls sont synthétisés via la voie
shikimate pour le premier et par la voie de phénylpropanoide pour le second (Haslam, 1998).
b. Flavonoides

Les flavonoides sont des molécules a faible poids moléculaire, caractérisées par le noyau
flavane (Figure 2). Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés ; ils sont largement distribués
dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs ; (Heim et al ., 2002).

La famille des flavonoides est depuis bien des années définie par la nature de son
squelette carbonée qui comprend 15 atomes de carbone répartis selon la séquence Cs-C3-Cs
commune a tous les flavonoides ( Figure 2) et dans laquelle deux cycles benzéniques A et B
sont reliés par un élément a 3 atomes de carbone (Duthie ,2003).

Les flavonoides sont généralement de coloration jaune, mais il existe d’autres de couleurs
variées ou méme incolore (Richter, 1993). Au sens large du terme ce groupe comprend
principalement trois familles: les flavan-3-ols (ou catéchines), les flavonols et les
anthocyanes (Perret, 2001).

Parmi leur propriétés thérapeutiques connues : le piégeage des radicaux libres, prévention
de I’oxydation des LDL, inhibition des enzymes hydrolytiques et oxydatives et des propriétés
anti-inflammatoires. 1ls jouent un réle dans la protection contre les rayonnements ultraviolets,
dans la défense des plantes contre les microorganismes pathogenes, dans la fertilité des

plantes et dans les interactions plantes-microorganismes (Girotti-Chanu, 2006).

[any

Figure 2 : Structure de base des flavonoides (Girotti —Chanu, 2006).
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c. Tannins

Ce sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM)
compris entre 500 et 3 000 Da qui présentent, a coté des réactions classiques, des phénols, la
propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines ». Ainsi, les tannins sont
désormais définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant jusqu’a 20 000 Da
(Hagerman, 2002).

Selon leur structure biochimique, il est usuel de distinguer deux classes: les tannins

hydrolysables et les tannins condensés.

c.1.Tannins hydrolysables
Ce sont des esters de glucose, c’est a dire un noyau central de glucose sur lequel se fixent,
au moyen d’une liaison ester, des acides : 1’acide gallique pour le groupe des gallotanins,

I’acide ellagique pour le groupe des ellagitanins (Figure 3) (Sébastien ,2006).

0
d
(@) (b) COOH
HO P
d OH HO OH
0 OH
Acide ellagique Acide gallique

Figure 3 : Structures de I’acide ellagique (a) et I’acide gallique (b) (Nkhili, 2009)

c. 2. Tanins condensés (proanthocyanidines)

De structure plus complexe, ils sont présents dans les plantes vasculaires, des
dicotylédones aux plantes plus primitives, fougéres et gymnospermes. Ce sont des polymeres
de flavan-3-oles (Catéchine) et de flavan-3,4-dioles (leucoanthocyanidines), ou un mélange
des deux.

Les chaines de polyméres comptent de 2 & 20 unités environ, et il existe de nombreuses
hydroxylations possibles en différents endroits de chaque monomére. Cette diversité

structurale explique les variations d’activités biologiques (Bouzid, 2009).
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La figure ci desous montre la structure des tannins condensés .

OH

OH

OH

Figure 4 : Structure de base des tannins condensés (Lim et al., 2007).

De nombreux tannins présentent des propriétés antioxydantes par le piégeage des radicaux
libres ou encore par 1’inactivation des ions pro-oxydants (Lim et al., 2007). Grace a leurs
fonctions phénoliques, qui ont un fort caractére nucléophile, les tannins sont d’excellents
piégeurs de radicaux libres. Les radicaux libres, tels le fer et le cuivre sous forme libre, sont
des espéces chimiques instables et tres réactives qui peuvent s’attaquer a I’ADN et perturbent
le processus de réplication, induisant des mutations cancérigenes. Ainsi, des activités
antimutagenes et anticancéreuses ont été attribuées a certains tannins en raison de leur

propriété antioxydante (Ellis, 2001).

2.2.4. Les pigments

Parmi les pigments répandus dans les plantes, les anthocyanes et caroténoides. Ces deniers
constituent le plus grand et probablement le groupe le plus important de pigments naturels. Ils ont
un réle crucial grace a leurs propriétés antioxydantes (He et Giusti, 2010).

a.l. Caroténoides

Les Caroténoides sont une classe de composés phytochimiques tres importante, trouves
dans les légumes et fruits. Ce sont des molécules tétraterpéniques, constituées de
I'enchainement de 8 unités isopréniques, possédant un chromophore caractéristique (au moins
10 doubles liaisons conjuguées) expliquant leur couleur jaune-orangée et leur sensibilité a
I'oxydation.

Les plus importants sont : le B-caroténe, 1’a-caroténe, le lycopéne, la B-cryptoxanthine, la
lutéine et la zéaxanthine (Figure 5). Ces molécules ont suscité I'intérét grace a leurs propriétés
provitamine A et anti-oxydantes (Rao, 2007).

Les caroténoides empéchent les dommages génétiques, protégent contre les dommages

oxydants en augmentant le métabolisme de désintoxication, empéchent 1’expression des
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oncogenes. Les caroténoides sont impliqués dans la prévention de nombreux types de cancer ;
cancer de prostate ; cancer du poumon (Perez et al., 2006).

Leur structure polyéne leur permet d’absorber la lumiere et de neutraliser 1’oxygene
singulet par I’absorption de son énergie excédante pour donner un oxygeéne moléculaire triplet
et un caroténoide active.

Les caroténoides peuvent également inhiber les radicaux libres par transfert d’hydrogene

Pour devenir un radical caroténoides stable (Beutner et al., 2001 ) .
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Figure 5 : Structures de I’a-carotene et de la lutéine (Borel et al., 2005).

b.2. Anthocyanines

Les anthocyanines appartiennent a la famille des flavonoides et sont responsables des
colorations orange, rouge, rose et bleue dans la plupart des fleurs, fruits et 1égumes (Figure 6).
La stabilité des pigments anthocyanines est influencée par des facteurs divers tels que le pH,

la température, présence de I’oxygene, des enzymes et (Vatai et al., 2008).

Figure 6 : Structure des anthocyanines (Manach et al., 2004)
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3. Intérét des plantes médicinales et leurs domaines d’application
3.1. Intérét des plantes médicinales

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples dans I'industrie, en
alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. La pharmacie utilise encore une forte
proportion de médicaments d'origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des
molécules actives nouvelles, ou des matieres premieres pour la semi synthése (Bahorun,
1997).

Il 'y a eu donc un réveil vers un intérét progressif dans l'utilisation des plantes médicinales
dans les pays développés comme les pays en voie de développement, parce que les herbes
fines guérissent sans effet secondaire défavorable (Mohammedi, 2005).

Il est d'abord intéressant de remarquer que 30% environ des médicaments prescrits par le
médecin sont d'origine naturelle, alors que cette proportion est de 50% pour les médicaments
en vente libre (Anthoula, 2003).

Parmi les derniers médicaments obtenus a partir des plantes: le taxol isolé de I'if
(Taxusbaccata, Taxaceae) qui a sa place dans le traitement des cancers gynécologiques.
L'artémisinine, substance isolée d'une armoise chinoise (Artemisiaannua, Asteraceae) est
utilisée dans le traitement des formes résistantes de malaria. On peut encore citer la
galanthamine, obtenue de la perce-neige (Galanthusnivalis, Amaryllidaceae), utilisée depuis

peu dans le traitement de la maladie d'Alzheimer.

Le ginkgo (Ginkgo biloba, Ginkgoaceae) est certainement la plante réalisant le plus grand
chiffre d'affaires. Il est utilisé sous forme d'extrait lors de troubles de la circulation cérébrale,

comme le manque de concentration et les pertes de mémoire (Bruno 1999 ; Lyons 2005).

3.2. Domaines d’application des plantes médicinales

En raison de leur importance économique, sociale, médicinale, écologique et culturelles,
les plantes médicinales commencent, ces derniéres années, a occuper une place de choix au
niveau des différents secteurs, et notamment, celui de la recherche, de I’agriculture, de

I’industrie, de la médecine et de I’environnement.

a. Utilisation en médecine
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Selon les estimations de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80 % de la
population mondiale, surtout dans les pays en voie de développement, ont recours aux
traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiere de santé et de soins primaires
(Hamza, 2011).

b. Utilisation en alimentation

Les plantes médicinales sont utilisées en tant que composants de compléments
alimentaires, colorants, composés aromatiques et épices... etc (Delaveau, 1987).

c. utilisation en cosmétique et agriculture

Les plantes médicinales sont utilisées pour soigner diverses maladies de la peau ainsi que
dans la fabrication de produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits
d'hygiene...etc.

Les huiles de quelques arbres comme l'arbre azadirachta indica, qui se développe au
subcontinent indien et dont la hauteur atteint 12 a18 m, ont des utilisations dans l'agriculture
dans le contrdle de divers insectes et nématodes (vers parasites) (Calvet, 2005 ; Bathily,
2002).

12
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1. La famille des Rubiaceaes

La famille des Rubiaceaes est connue depuis le crétacé supérieur, appartient a 1’ordre des
Gentianales qui renferme cing familles : Les Apocynaceaes, les Gelsemiaceaes, les
Gentianaceaes, les Loganiaceaes et les Rubiaceaes (Guy, 1988).

Elle est I’une des plus vastes familles d’angiospermes, a répartition cosmopolite, compte
13 000 espéces pour 620 genres.

Les genres les plus connus sont : Coffea, Cinchona, Ixora, Gardinia, Psytoria, Morindra,
Rubia et inclut le genre Putoria (Nicolas, 2016).
1.1. Description botanique

Les Rubiaceaes sont morphologiquement trés différentes, on y retrouve des plantes
herbacées annuelles comme les Limnosipanea et certains grands arbres de la canopée comme
Chimarrhi (Dupont et guignard, 2007).

La plante est composée de :

- Feuilles : sont généralement opposées ou verticillées simples entiéres et stipules.
- Tige : est souvent quadrangulaire.
- Fleurs : sont en panicule, en cyme ou en capitule. L'inflorescence est généralement assez
dense. Les fleurs sont bi sexuées, réguliéres, de type 4 ou 5. Le calice est gamosépale a dents
tres petites, avec parfois une dent hypertrophiée qui devient pétaloide ; 4 ou 5 pétales qui sont
les lobes d'une corolle gamopétale.2 carpelles plus ou moins unis, soudés, formant un ovaire
infere biloculaire. Loge a 1 ou plusieurs ovules anatropes en placentation axile, style entouré
d'un disque nectarifére (Backlund et al., 2000).
- Fruit : produisent une baie mais beaucoup de rubiaceaes donnent des fruits secs.
- Graines : sont ailées ou non.
- Racines : présentent des renflements avec des réseaux de cavités ou se trouvent des
fourmis (Nicolas, 2016).
La figure ci-dessous montre la structure botanique de la famille des Rubiaceae

13



Chapitre 11 Famille des Rubiaceae et espéce Putoria calabrica

: Feuilles
: Fleurs

: Tiges

: Racines
: Calice
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Figure 7: Structure botanique de la famille deRubiaceae (Cephaelis ipecacuanha)
(Kungl, 1987).

1.2. Répartition géographique
La plupart des individus de la famille des Rubiaceaes sont largement répandues sur tous
les continents, allant des climats froids a tropicaux, mais la plus importante concentration est

située dans les régions tropicales et subtropicales (Bennidir, 2012).

1.3. Composition chimique

Souvent, ce sont des accumulateurs d'aluminium (exemple : Psychotia). Des études ont
rapporté la présence d'alcaloides tels que la quinine, la cinchonine, la caféine, des substances
émétiques (ipéca) et d'aspéruloside. Ces plantes sont aussi connues pour leurs racines qui
contiennent de l'alizarine, des saponines, des tannoides et des oxyanthoquinone (Judd et al.,
2002).

Une analogie dans la composition phytochimique de différents organes de Rubiaceaes est

marquée ; ils sont riches en :

a. Composés phénoliques totaux: acide gallique, acide caféique, acide p-coumarique, acide
hydrox benzoique, vanilline (Goetz et Le Jeune., 2011).

Les écorces de Mitragyna inermis contient: 19,5 mg EAG/g de MS de Composés phénoliques
(Donatien ,2009), les Péricarpes des grains de Coffea arabica : Polyphénols totaux : 2 ,23%
(Evaetal., 2016).
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b. Flavonoides : une concentration de 11,1 mg EQ/g de MS a éte enregistree dans les écorces
de Mitragyna inermes (Cheng et al., 2002).

Les racines de Nauclea latifolia : 0,3628 mg E Q/g de MS (Kabore et al., 1995).

C. Tannins : les tannins catechiques ont été trouvés dans le Péricarpe des grains de Coffea
arabica avec une teneur de 0,55 % (Eva et al., 2016) et de 8 % dans les écorces de cinchona
succirubra (Ghedira et Goetz ,2012).

d. Alcaloides : les alcaloides ont eté détectés dans les écorces de Cinchona succirubra (6,5 %)
, les feuilles et racines de Nauclea latifolia (0,55%) (Kabore et al., 1995).
e .Térpenoides: Les plus fréquents triterpenes et stérols sont les triterpénoides et
monoterpenes (Cheng et al., 2002).

Rodrigo et al. (2014) ont révélé la présence des monoterpenes dans la partie aérienne de
Mitracarpus frigidu.
C .Hétérosides : les plus fréquents sont 1’aspéruloside, le monotropéine et I’anthraquinone.
Goetz et Le Jeune. (2011) ont rapporté la présence, dans I’Asperula odorata, des

saponosoides et iridroides a 0,05 %.

d. Huiles essentielles : des traces de a-terpinéol, linalol, limonéne ont été obtenues par
Ghedira et Goetz (2012) dans les écorces cinchona succirubra.

1.3. Intérét economique

Les Rubiaceaes sont probablement peu utilisées en rapport a leur diversité, mais sont d'un
ordre économique majeur au niveau mondial. En effet, Coffea robusta et Coffea arabica, avec
lesquelles le café est préparé par infusion de leurs graines, considéré I'un des marchés les plus
fructueux issus du monde végétal, apres les céréales (Jean et Pierre., 2010). Un autre
exemple Morinda citrifolia est commercialisée a grande échelle comme supplément
alimentaire, principalement aux Etats-Unis, sous forme de jus de fruit pasteurisé mais aussi de
jus séché ou d’extrait sec (CCE., 2003).

1.5. Utilisations traditionnelles
La quinine, premiére molécule antimalarique, extraite a partir des écorces de differentes
espéces de Cinchona et I’ipéca, un vomitif, produit par Psychotria ipecacuanha. Le gardénia

(Gardenia Ellis) est une fleur emblématique depuis les cbtes asiatiques jusqu'aux Tles de
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Polynésie orientale ou il entre dans la composition du monoi pour son odeur agréable et
intense (Arnaud, 2016).

En médecine traditionnelle sub-saharienne, on retrouve un certain nombre d’espéces de
Rubiaceae utilisées pour traiter plus de 70 indications médicales telles que le paludisme et
I’hépatite, 1’eczéma, I’cedéme, 1’hypertension et le diabete.

Le genre Uncaria, est souvent employé en médecine traditionnelle pour le traitement des
ulceres, fiévres, maux de tétes et des cas d’infections fongiques (Lionel, 1999).

1. Le genre putoria et I’espéce Putoria calabrica
2.1. Le genre Putoria

Les Putoria sont des sous arbrisseaux rameux, fétides, a tiges couchées, a feuilles
opposées et coriaces. La corolle, de couleur pourpre, a la forme d'un entonnoir prolongé a la
base par un long tube. Il existe 3 especes méditerranéennes dont une en Europe (P.
calabrica).

En Algérie, on retrouve ces 3 trois especes :
- Putoria de Calabre (Putoria calabrica) qui habite surtout les stations rocheuses ; il est le plus
répandu,
- Putoria a feuilles courtes (Putoria brevifolia) dont les tiges sont veloutées ; il est rencontré
surtout a Santa-Cruz (prés d'Oran). On peut y rattacher le Putoria microphylla qui est une
plante en petites touffes et & feuilles d'un 1/2 centimétre de Kalaa a I'est de Mascara (Lapie,
2010).
2.2. L’espéce putoria calabrica
2.2.1. Systématique botanique

La systématique végétale est la partie de la botanique qui a pour objet le groupement des
plantes en des classes ou systémes, en prenant en compte les caracteres morphologiques,
cytologiques, biochimiques et de biologie moléculaire.

Celle de P. calabrica est tirée du livre «la nouvelle flore de 1’Algérie et des régions

désertiques méridionales » (Querzel et Santa, 1963).

Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes
Sous Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Rubiales Gentianales

® & & & oo o

Famille : Rubiaceae
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¢ Genre : Putoria

¢ Espéce : Putoria calabrica

2.2.2. Description botanique

C’est un arbrisseau nain de 10 & 100 cm, trés ramifie, formant des tapis de 1 m de
diamétre et de 10 & 30 cm de hauteur avec des petites fleurs a quatre pétales roses groupés a
I’extrémité des rameaux, elle est caractérisee par une trés longue floraison qui a lieu de mai a
novembre. Les feuilles, a pétiole court, sont oblongues et opposées, lisses vert foncé et
persistantes. Elle donne un fruit bilobé, drupacé et rouge sombre a maturité (Marie de Paris
et Wilaya d’Alger, 2012).

La figure 8 illustre P. Calabrica avec ses différentes parties.

P. Calabrica Le fruit de P. Calabrica

Les fleurs de P. Calabrica Les feuilles de P. Calabrica

Figure 8 : photographies de P différentes parties de P.calabrica (Anonyme 1).
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2.2.3. Origine et synonymes

P. Calabrica est caractérisé par une odeur désagréable obtenue par froissement des
feuilles, d’ou son ancien nom de Putoria, qui signifie putois, et calabrica fait référence a
I’origine de la plante : la Calabre de I’Italie (CNDRB, 2012).
P. calabrica dispose de plusieurs synonymes: Plocama Calabrica, Putoria Cymosa,
Asperula Calabrica.
Son nom arabe : Djefna (4sal)) (Leflouch et al ., 2010)

2.2.4. Habitat
P. Calabrica pousse sur les rocailles, affectionnant les roches calcaires, argileux, et les
lieux pierreux et ensoleillés dont I’altitude est de 150 a 1100 m (Vela, 2006).

2.2.5. Répartition géographique

P. Calabrica est une plante du bassin méditerranéen, distribuée de fagon discontinue :
Sud de I’Italie (Calabre, Sicile), Sud de I’Espagne, Afrique du Nord (assez commune dans le
Tell algérien), Méditerranée oriental (de la Yougoslavie a la Palatine) : elle est présente dans
les iles de Crete, Rhodes, Chypre (Cynthal et Frasier, 2008).

La figure 9 montre la distribution de P. calabrica dans le monde.

: Répartition géographique de P. Calabrica

Figure 9 : Répartition géographique de P. calabrica (Botanical muséum, 2015).
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1. Echantillonnage

La récolté de la plante (Putoria calabrica) est effectuée a la fin du mois de Février 2016
sur les sentiers dans la région de Barbacha (Bejaia) (figure 10). L’espéce est identifiée par
Mr Abbaci (enseignant et doctorant au Laboratoire d’Ecologie et Environnement) et
confirmeée par la suite par le professeur Moualai (Laboratoire de Zoologie Appliquée et
d’Ecologie Animale).
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Figure 10 : Le site d’échantillonnage de P. calabrica (Barbacha) (Anonyme 2).

2. Préparation des échantillons
La partie aérienne de la plante récoltée (565¢) est debarrassée des racines et des tiges
puis séchée pendant six jours a température ambiante et a 1’ombre. La figure 11 illustre la

plante avant et aprées séchage.

(b)

Figure 11: Photos de P. calabrica avant le séchage (a) et apres le séchage (b).
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Apres le séchage, la plante (205g) est soumise au broyage a 1’aide d’un broyeur
électronique de type PLANESAT (Chine) (figurel2) jusqu’a obtention d’une poudre fine

qui est conservée au congélateur pour servir aux analyses chimiques.

(© (d)
Figure 12 : Broyeur électronique (c) : Poudre de P. Calabrica (d)

3. Analyses physicochimiques
3.1. Détermination du taux d’humidité

L’humidité est mesurée par la méthode de séchage a 1’étuve ; 2g d’échantillon sont
séchés a I’étuve a 105°C jusqu’a obtention d’une masse constante. La différence entre le

poids avant et apres séchage exprime la teneur en eau de 1’échantillon initial (Lako, 2007).
TH (%) = [(PF — PS)/PF] * 100

Ou
TH : taux d’humidité.
Pr : poids frais.

Ps: poids sec.

3.2. Extraction et dosage des caroténoides
Les caroténoides contiennent dans leur structure plusieurs doubles liaisons

conjuguées qui sont responsables de 1’absorption de la lumiére par excitation des électrons

des liaisons  (Rodriguez-Amaya, 2001).
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La méthode de Sass-Kiss et al. (2005) est suivie pour doser les caroténoides de la
partie aérienne P. calabrica avec quelques modifications. Pour cela, un poids déterminé de
la poudre est additionné & 10ml d’un mélange de solvant (hexane, acétone, éthanol)
(2 :1:1, viviv). Apres agitation pendant 15 min, le mélange est centrifugé a 4500 tours/min
pendant 15 min. La phase supérieure (hexanique) contenant les pigments, est récupérée et
le culot a subit une deuxiéme extraction dans les méme conditions. Les deux phases
hexaniques sont mélangées puis 1’absorbance de ce mélange est lue a 450 nm.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent B-caroténe par g de matiere végétale

séche en se référant a la courbe d’étalonnage de la B-caroténe (ug E B-C/g) (Annexe I11).

3.3. Extraction et dosage des composes phénoliques
1. Extraction

L’extraction est réalisée selon la méthode de macération avec agitation. Quatre
solvants sont utilisés : Méthanol 70 %, Ethanol 70 %, Acétone 70 %, et I’ Acétate d’éthyle.
Un poids déterminé de poudre de la plante est mélangé a 50ml de chaque solvant. Le
mélange obtenu est agité pendant 24h a température ambiante a 1’aide d’un agitateur
magnétique, puis filtré a travers le papier filtre WATTMAN.

Une deuxiéme extraction est réalisée sur le retentat dans les méme conditions. Les
deux filtrats sont mélangés et sont évaporés a pression réduite & 40°C a 1’aide d’un
évaporateur rotatif (HEIDOLPH, Allemagne).

Les extraits obtenus sont ensuite reconstitués dans du méthanol pur et sont conservés

au congélateur pour servir aux différents tests (figure 13).
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Poudre de P. calabrica

+ 50ml de solvant
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Figure 13: Protocole d’extraction des composés phénoliques totaux de P. calabrica

2. Dosage des composés phénoliques totaux
2. 1. Principe

Le dosage des composés phénoliques totaux est réalisé suivant la méthode
spectrophotométrique dont le principe repose sur le fait que les ions phénolates formés par
addition de carbonates de sodium sont oxydés par le réactif Follin Ciocalteu, cette

oxydation inclut la réaction du melange des acides phosphotungstique et
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phosphomolybdique qui se réduisent dans le milieu alcalin. A cette réaction, un mélange
des oxydes de tungstene (WsO23) et de molybdene (MosO.3) est formé, donnant ainsi a la
solution une coloration bleue qui est proportionnelle au taux de composés phenoliques
(Bucic-Kojik al., 2007).

2.2. Mode opératoire

Le dosage des composes phénoliques est effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
décrite par Velioglu et al. (1998); 1,5ml de réactif de Folin- Ciocalteau, dilué 10 fois, sont
mélangés avec 250ul de chaque extrait. Aprés 3min d’incubation a 1’obscurité, 1,5ml de
carbonates de sodium (6 %) sont ajoutées. Le mélange est agité puis incubé a 1’obscurité et
a température ambiante pendant une heure. L’absorbance est mesurée a 760nm contre un
blanc.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiére
végétale seche en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (mg EAG/g de M
S) (Annexe ).

3. Dosage des flavonoides
3.1. Principe

Le dosage des flavonoides est basé sur la formation de complexes flavonoides-métaux
tel que I’aluminium utilisé sous forme de chlorures d’aluminium (AICl3). La liaison des
atomes d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides forme avec les chlorures

d’aluminium des complexes jaunéatres (Ribereau-Gayan, 1868).

3.2. Mode opératoire

La méthode de Djeridane et al., (2006) est adoptée pour doser les flavonoides dans
les extraits de P. calabrica. Pour cela, 1,5ml de chlorure d’aluminium (2 %) sont
additionnés a 1,5ml de chaque extrait. Apres 30min d’incubation, I’absorbance est mesurée

a 430nm contre un blanc.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent quercetine par gramme de matiére
végétale seche en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercetine (mg EQ/g de MS)
(Annexe I11).
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4. Dosage des tannins condensés (proantocyanidines)

Le dosage des tannins condensés est réalisé a 1’aide de la méthode du Butanol-HCI
décrite par Vermerris et Nicholson (2006) ; elle est basée sur la réaction de
dépolymérisation des tannins condensés en milieu acide. Cette réaction conduit a la
libération des anthocyanidines (molécules colorées) correspondants aux monomeres clivés.

Un volume de 2,5ml de sulfate de fer acide [(Fe2(SO4)s dissous dans (3:2 butanol,
HCI)] est additionné a I’extrait de poudre de P. calabrica. Apres 50min d’incubation a 95
°C I’absorbance est mesurée a 530 nm. Les teneurs en tannins sont estimées selon la

formule suivante :

C 1=Abs 530*FD*PM /e. L

CT : concentration en tannins condensés en g/l

PM : masse molaire de cyanidine (287,24 g/mol)

€ : coefficient d’extinction molaire (3700 I/mol/cm)

L : longueur de la cuve (cm)

Les tannins condensés sont exprimes en mg équivalent cyanidine / g de MS (mg CE /g
MS).

4. Evaluation des activités antioxydante et antiradicalaire

4.1. Pouvoir réducteur
4.1.1. Principe

Le pouvoir réducteur est 1’aptitude des antioxydants présents dans 1’extrait a réduire
le fer ferrique Fe®* du complexe ferricyanure en fer ferreux Fe?*. La forme réduite donne
une couleur verte proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait (Odabasoglu et al.,
2004).
4.1.2. Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode de Gulcin et al. (2001). Un volume
de chaque extrait, préparé a différentes concentrations [éthanol 70 % (1-0,2 mg/ml),
méthanol et acétone 70 % (5-1,25 mg/ml), acétate (100-25mg/ml)], est additionnés a 1,25
ml de tampon phosphate (0,2M, PH 6,6), a 1,25ml de ferricyanure de potassium (1%) et a
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1,25 ml d’acide trichloracétique (10 %). Aprés incubation a 50°C pendant 20min, un
aliquote de 1,25ml du mélange est transféré dans un tube a essai et additionné de 1,25ml
d’eau distillée et de 0,25ml de chlorure ferrique (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700
nm.

Le BHA et la quercetine deux standards sont préparés respectivement a des
concentrations de 0,4 a 0,1 mg/ml et de 0,16 a 0,04 mg/ml. Ces standards sont utilisés
comme contr6le positif dans les mémes conditions expérimentales.

Le pouvoir réducteur des extraits et des standards est exprimé par les valeurs des
concentrations effectives a 50% (CEso) qui correspondent a la concentration de
I’antioxydant nécessaire pour réduire de moitié¢ 1’absorbance a 700 nm.

Les résultats sont exprimés en mg/ml et sont déterminées graphiquement par des
absorbances en fonction des différentes concentrations des extraits et des standards testés.

Les ECso sont calculées a partir de 1’équation logarithmique de la courbe tracée.

4.2. Pouvoir antiradicalaire
4.2.1. Principe :

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé a
propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (Sanchez, 2002).

La structure ainsi que la réaction impliquant le DPPH se résume dans la figure 14 de la

facon suivante :

oye oye

N
| + Antioxydant -OH > ! + Antioxydant-O.
N NH
NO; NO» NO, | NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 14 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH
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4.2.2. Mode opératoire

Un volume de 2,44 ml de solution methanolique de DPPH est additionné a chaque
extrait, préparé a différentes concentrations [éthanol 70 % (4-0,8mg/ml), méthanol et
acétone 70 % (5-1,25mg/ml), acétate (200-80mg/ml)]. Le mélange est vigoureusement
agité, puis laissé a 1’obscurité pendant une heure et la décoloration par rapport au contréle
contenant la solution de DPPH est déterminé par la mesure de I’absorbance a 517nm
(Brand et al., 1995).

Le BHA et la quercetine preparés a des concentrations de 0,2 a 0,04mg/ml et de 0,2 a
0,02mg/ml, respectivement sont utilisées comme contrdle positif dans les mémes

conditions expérimentales

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

% inhibition DPPH= (Al- A2/ Al) x 100
Ou

Al : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).
A2 : absorbance en présence d’extrait.

La concentration permettant d’inhiber de 50% le radical DPPH (ECso) de chaque
extrait est calculée graphiqguement (pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations de chaque extrait ou de standard testés).

Les ECso sont exprimées en mg/ml et sont calculées a partir de 1’équation

logarithmique de la courbe tracée.

5. Analyse statistique

Une analyse descriptive (moyennes et écarts types) des résultats de trois essais est
réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007.

Une étude statistique est faite par I’analyse de la variance entre les différents solvants
utilisés pour doser I’ensemble des composés, en utilisant le test ANOVA-LSD du logiciel
STATISTICA 10.0 a un niveau de signification de 0,05.
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Les corrélations enregistrées entre les parameétres sont évaluées par le coefficient de

correlation de Pearson (r).
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1. Analyses physico-chimiques
1.1.Humidité

Le test d’humidité a une grande importance pour 1’extraction des composés phénoliques,
car la présence d’eau est un élément génant du rendement de I’extraction, en effet c’est une

source de dégradation des composes phénoliques (Cork et Krockenberger, 1991).

Le taux d’humidité de la partie aérienne de P. Calabrica est de 6,15+0,21%.Hongt(2002) a

trouvé une valeur proche pour les feuilles de coffea arabica (8,5%).
1.2. Caroténoides

La quantification des caroténoides dans la partie aérienne de P. calabricaa révélé une
teneur de 724,75+7,9ug EBC/g. Cette valeur est largement plus élevée que celle obtenue
par W-Yang et al. (2009) qui est de I’ordre del2,7+0,11 ug EBC/g pour Gardénia

jasminoides (Rubiaceae).

Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives des extraits préparés a partir de la
poudre de P. calabrica, un dosage de composés phénoliques totaux est effectué. La
principale raison pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des effets

pharmacologiques des plantes leurs sont attribués.
1.2.Composés phénoliques totaux

Les résultats du dosage des composés phénoliques révélent une différence notable entre
les différents extraits. L’étude statistique montre que la nature du solvant a un effet
significatif (p<0,05) sur I’extraction des composés phénoliques de la partie aérienne de P.
calabrica. L’extrait éthanolique est le plus riche avec une concentration de 210,06+18,08
mg EAG/g), suivi par plus de deux fois moins de I’extrait méthanolique (82,66 +15,51mg
EAGI/Q) et de plus de trois fois moins de I’extrait acétonique (66,28+1,66 mg EAG/g); tandis
que I’extrait acétalique est le plus pauvre en ces composeés, la concentration obtenue est de
38,2+2,3mg EAG/g qui est plus de cing fois moins. La Figure 15 illustre les résultats des

teneurs en composés phénoliques obtenues par chaque solvant d’extraction.
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Figure 15: Teneurs en composés phénoliques de la partie aérienne de P. Calabrica.

= Les barres verticales représentent les écarts types.

=  Pour chaque solvant, des lettres différentes indiquent des valeurs significativement

Peu d’études sont disponibles sur 1’effet du solvant sur I’espece étudiée ; la comparaison
avec certaines especes de la méme famille a mis en évidence des variations de
concentrations. En effet, pour exemple I’étude de Madhu et al.(2012)réaliseée sur les
feuilles d’Anthocephaluscadamba (Rubiaceae) a montré 1’efficacité de 1’acétate d’éthyle a
mieux  extraire les composés  phénoliques  (194+4,90mg EAG/g) que
1’éthanol(149,87+4,40mg EAG/g), contrairement aux résultats obtenus dans cette présente
étude. Notons aussi que les concentrations trouvées par les auteurs suscités sont
respectivement plus faible et plus élevée aux extraits éthanolique et d’acétate d’éthyle
enregistrées dans la plante étudiée. Cependant, Sristisri (2013)a enregistré dans Paederia
foetida (Rubiaceae), qui est une plante médicinale, une teneur proche de celle de I’extrait
éthanolique (266mg EAG/g).Alainet al. (2011) dans leur étude sur les tiges feuillées de
Mitragyna ciliata ont obtenu, dans I’extrait de méthanol 96%, une valeur qui est deux fois
plus faible (40+1,36 mg EAG /qg).

1.4. Flavonoides

Les résultats révelent des différences significatives entre les différents extraits a p<0.05
(Figure 16). En effet, I’extrait éthanolique renferme la plus forte teneur (123,78+1,56 mg
EQ/g) qui est quatre fois plus élevée que celle de I’extrait acétonique (31,300,271 mg
EQ/Q), environ six fois plus élevée que celle de I’extrait méthanolique (26,39+£0,65 mgEQ/Q)
et plus de soixante-dix fois supérieure a celle de I’extrait acétalique (1,70+0,02mgEQ /g).
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Figure 16: Teneurs en flavonoides dans les extraits de la partie aérienne de P. calabrica.

= Les barres verticales représentent les écarts types.
= Les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes : a>b > ¢> d. (p<0 .05).

En se basant sur les études réalisées sur des plantes de la méme famille, la plante étudiée
présente des concentrations en flavonoides plus fortes que celles rapportées par Soobratte
et al. (2008) et qui sont de I’ordre de 18 et 7 mg EQ/g pour les extraits d’acétone 70% des
feuilles de Coffea macrocarpaet Chassalia grandifolia (Rubiaceae) respectivement.
Cependant Sristisri (2013) a enregistré une teneur plus forte qui est de 160,2 mg EQ/g dans
I’extrait ethalonique (80%) de Paederia foetida (Rubiacea).

1.5. Tannins condenseés

L’extraction des tannins condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et
des conditions opératoires (Chavan et al., 2001).
D’apres la figure 17, la teneur en tannins condensées de la partie aérienne de P. calabrica
varie selon le solvant d’extraction. L’étude statistique a montré des différences significatives
entre les solvants utilisés (p<0,05).La valeur la plus élevée est obtenue dans 1’extrait
éthanolique (69,04+0,82 mg EC/qg), alors que la plus basse est enregistrée dans I'extrait
acétonique (24,60+2,63mgEC/q).
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Figure 17: Teneurs en tannins condensés dans les extraits de la partie aérienne de P. calabrica

= Les barres verticales représentent les écarts types.

= Les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes : a> b > ¢> d. (p<0 .05).

D’apres la littérature, dans 1’étude menée par Soobratte et al.(2008) sur I’extrait

d’acétone 70% des feuilles de Coffea mauritiana, la teneur en tannins notée est de 1’ordre de

2,71+0,05mg EC/g qui est inférieure a nos resultats.

2. Activités anioxydante et antiradicalaire

2.1. Inhibition du radical DPPH

La concentration nécessaire pour inhiber 50% de radical DPPH (ECso) est calculée pour

chaque extrait ainsi que pour les deux standards BHA et quercetine. Plus faible est I’ECso,

plus actif est I’extrait. Le tableau Il résume les résultats des ECso obtenues ainsi que les

coefficients de corrélation (r).

Tableau 11 : Inhibition du DPPH par les extraits de P.calabrica, quercetine et de BHA.

Echantillon ?ni); /ljnl) (FC=) gorerfgll;?:rtl (r)
Ethanol 70% | 1,55+0,01° 0,9920,00
Méthanol 70% | 2,71+0,02° 0.9720,00
Acétone 70% | 3,140,020 0,960,00
Acétate d’éthyle | 152,64+2,10° 0,990.00
BHA 0,046:0,00° 0,99+0,00
Quercetine 0,0340,02° 0,99+0,00
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Les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes : a>b > ¢> (p<0.05).

D’aprés les résultats obtenus, les ECso varient del,55+0,01 & 152,64+2,10 mg/ml et une
ECso relativement tres faible indique une activité antioxydante trés élevée. Partant de ce
principe, la meilleure activité est obtenue avec 1’extrait éthanolique (1,55+0,01mg/ml). Par
ordre d’efficacité, cet extrait est suivi de prés par I’extrait méthanolique puis de celui
d’acétone. L’extrait acétalique est doté d’un pouvoir antiradicalire mais qui est beaucoup
plus faible.

Selon I’¢étude statistique les extraits éthanolique, acétonique et méthanoliquene présentent
aucune différence significative (p<0,05) ; seule différence significative (p<0,05) observee

est entre ces derniers et I’extrait acétalique.

Les résultats de I’activité antiradicalire des extraits de la partie aérienne de P. calabrica
sont plus faibles par rapport a ceux trouveé avec la quercetine et le BHA dont les valeurs sont
respectivement de 1’ordre de0,034+0,03et0,046+0,00mg/ml. Notons que ces standards
correspondent a des produits purifiés contrairement a nos extraits qui représentent un

mélange de composés.

Autres études ont été rapportés sur I’activité antiradicalire dont les résultats sont plus
performants ; a titre de comparaison, Alain et al. (2011) ont obtenu une valeur de (ECso) de
0,04 mg/ml sur les extraits éthanolique de Sherbournia bignoniifollia (Rubiaceae) et
Maloueki (2015)a également enregistré une forte activité sur I’extrait acétonique de
Massularia acuminata avec une ECsode 1’ordre de 0.063mg/ml vis-a-vis du
DPPH.Contrairement a la présente étude Madhu et al. (2012) a révelé une forte activité
antiradicalire pour 1’extrait acétalique (ECso =1,12 pg/ml) alors que I’extrait éthanolique
95% a enregistré la faible activit¢ (ECso =21,24 pg/ml) pour les feuilles
d’Anthocephaluscadamba (Rubiaceae).

Les propriétés antioxydantes et antiradicalaires rapportées dans les extraits de P. calabrica
pourraient suppléer aux composé phénoliques par leur capacité a capturer des radicaux libres
et de complexer des métaux (Bahorun et al., 2004).

2.2. Le pouvoir réducteur

Les résultats du pouvoir réducteur des extraits de la partie aérienne de P. calabrica et des

standards determinés, exprimés en ECso, sont illustrés dans le tableau I11.

32



Chapitre 1V Résultats et discussion

Tableau 111 : Pouvoirs réducteurs des extraits de Putoria calabrica, quercetine et de BHA.

Echantillon pouvoir réducteur | Coefficient de
(ECso0, mg/ml) corrélation (r)
Ethanol 70% 0,73+0,00° 0,96+0,00
Méthanol 70% 3,16+0,42° 0,98+0,00
Acétone 70% 2,77+0,03° 0,99+0,00
Acétate d’éthyle 30,50+1,518 0,99+0,00
BHA 0,31+0,04¢ 0,98+0,00
Quercetine 0,08+0,01°¢ 0,99+0.00

Les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes : a> b > ¢> (p<0.05).

L’extrait éthanolique présente significativement un fort pouvoir réducteur avec une ECsg
de 0,73£0,002mg/ml. Les extraits méthanolique et acétonique ne sont pas significativement
différents (p<0,05) et leurs ECsg respectives sont 3,16+0,42 et 2,77+£0,03 mg/ml. Tandis que
le faible pouvoir réducteur est exposé par I’extrait acétalique avec une un ECsode
30,506+1,509mg/ml.

L’activité des extraits a réduire le fer ferrique est faible comparé a celle de la quercetine

et le de BHA dont les ECsosont respectivement0,088 +0,01 et 0,31+0,04mg/ml.
Comparés a d’autres plantes de la méme famille, Suthagar et al.(2012) ont trouvé que
I’extrait acétonique 50%(de feuille de Morinda citrifolia posséde une activité de 3,043 mg/ml
qui est moins importante que celle obtenue par les extraits de p. calabrica a I’exception de
I’extrait acétalique.

Le pouvoir réducteur de 1’espece P. calabrica est probablement di a la présence de
composés chimiques qui peuvent servir comme donneur d’¢électron (Siddhuraju et Becker,
2007). Yuguo et al. (2003) ont isolé une nouvelle triglycoside de flavonol & partir des parties
aériennes de P. calabrica, montrant une forte activité de piégeage des radicaux, a été
synthétisé par une combinaison de transfert de phase, catalysée C-3 glycosylation et
homogene Ag OTf promu C-7 glycosylation dans CH2CI2.

Alors que d’autres études antérieures (Tundis et al.,2002) sur les parties aériennes de P.
calabrica ont trouvé d’autres composés tels, phytol, B-sisterol, pleusieurs anthraquinones,
des pigments de naphtalene Quercétine 3-O- [a-L-rhamnopyranosyl- (1 — 2) -a-L-

arabinopyranoside] -7-O-B-D-glucopyranoside (calabricoside A).
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3. Corrélation entre les antioxydants et les activités antioxydante et antiradicalire des
extraits de P. calabrica

En vue de rationaliser les propriétés antioxydantes et antiradicalire de P. calabrica en
fonction de leurs constituants bioactifs, une matrice de corrélation est réalisee.
La matrice de corrélation (tableau VI) montre la présence de corrélations entre divers
parametres. Des interactions positives et négatives sont observées entre les différents
parametres.

L’analyse de correlation est réalisée a trois différents niveaux de signification : p<0,05 ;
p<0,01 et p<0,001
Tableau IV: Coefficients de corrélation des composés phenoliques totaux, flavonoides,

tannins et activités antioxydante et antiradicalire de P.calabrica.

COMDOSES Pouvoir
héngli Ues totaux Flavonoides | Tannins | réducteur
Phenoliq (EC50)

Flavonoides 0,98™

Tannins 0,85™ 0,85***

Pouvoir

Réducteur -0,59* -0,61* -0,12

(EC50)

DPPH (EC50) -0,53* -0,56* -0,06 1,00

(*) Corrélation significative (p<0,05) (***) Corrélation hautement significative (p<0,001)
Les corrélations les plus marquées sont obtenues entre les composés phénoliques, les

flavonoides et tannins. Les composés phénoliques montrent des corrélations tres hautement
significatives avec les flavonoides (r = 0,98), tannins (r = 0,85).Les flavonoides constituent
un groupe trés important parmi les composés phénoliques, la présence des groupements
hydroxyles libres dans leur structure, leur confére la capacité a piéger les radicaux libres
(Pokornyet al., 2001).

Les ECso des deux activités antioxydante et antiradicalaire (Pouvoir réducteur et
inhibition du DPPH) de P. calabrica sont inversement proportionnel au ECsg des composés
phénoliques, flavonoides et tannins. Pouvoir réducteur (EC50) avec les composés
phénoliques (r=-0.59), flavonoides (r=-0.61) et tannins (r=-0.12). L’inhibition du DPPH
avec les composes phénoliques donnent des correélations (r=-0.53), flavonoides (r=-0.56) et
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tannins (r=-0.06), ces résultats montrent que les extraits contenant de fortes teneurs ont une

forte activité : plus la teneur est importante moins le EC50 et donc plus forte activite.

Le coefficient de corrélation entre le pouvoir réducteur et inhibition du DPPH est de r=1
: cela s’explique par le fait que I’ordre des performances des extraits que ce soit pour le

pouvoir réducteur ou I’inhibition du DPPH est le méme.
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Conclusion

Dans le présent travail, ’aspect phytochimique et ’activité antioxydante de Putoria

Calabrica sont étudies.

L'extraction et le dosage des caroténoides et des composés phénoliques (polyphénols
totaux, flavonoides, tannins condenses) de la partie aérienne de la plante en fonction de quatre
solvants (éthanol 70%, méthanol 70%, acétone 70% et éthyle acétate), a permis d'obtenir des
teneurs conséquentes. L’éthanol présente la meilleure extraction de ces composés suivi de
méthanol cependant I’extraction par 1’acétate d’éthyle a donné des résultats tres faibles.

L’activité antioxydante des différents extraits de Putoria Calabrica est évaluée par deux
méthodes : la méthode de réduction de radical libre DPPH et la méthode de réduction de fer
ferrique (pouvoir réducteur). Les résultats ont montré que ces derniers sont efficacement
inhibée par les extraits testés. En effet, la capacité antioxydante la plus élevée a été observée
dans les extraits les plus polaires, il s’agit en occurrence de 1’éthanol suivi du méthanol par
contre I’extrait acétylique a révélé des activités faibles.

Ce pouvoir antioxydant est dd a la présence des composes actifs pour chaque extrait tel

que les flavonol (calabricoside A et B), irodoides et lignanes.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail des tests
antioxydants ainsi que I’isolement et la caractérisation des composés actifs dans les différents
extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables des différentes activités
biologiques de cette plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre €tape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiqguement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydantes et

antimicrobienne des extraits de cette plante
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Annexes

Annexe | : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour la quantification des polyphénols
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Annexe Il : Courbe d’étalonnage de la quercitine pour la quantification des flavonoides
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Annexe 11 : Courbe d’étalonnage de la B caroténe pour la quantification des caroténoides
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Résumé

Putoria calabrica est un arbuste a localisation méditerranéenne de la famille des Rubiaceae. Le
but de ce travail est d'estimer la teneur en composeés phytochimique et d'évaluer in vitro lI'activité
antioxydante de quatre extraits de la partie aérienne de la plante obtenus par différents solvants :
éthanol 70%, méthanol 70%, acétone 70% et éthyle acétate.

Les essais phytochimiques ont montré la présence d’une forte teneur en caroténoides (724,75
g EBC/Qg) et un effet solvant ; comparé aux autres solvants, le solvant éthanol 70% est plus
performant extracteur d’antioxydants. En effet, les teneurs les plus élevées en composés
phénoliques totaux, flavonoides et tannins sont obtenues dans 1’extrait éthanolique et qui sont
respectivement de 1’ordre de 210,06 mg EAG/g, 123,78 mg EQ/g, 69,04 mg EC/g.

L’¢valuation des activités antioxydante et antiradicalaire on révélé également une différence
significative entre les extraits. Les plus fortes activités sont aussi obtenues avec l’extrait
éthanolique dont les valeurs respectives sont ECso=1,55 mg/ml et EC50=0,73) ; ces valeurs sont
assez proches de celles des standards BHA et quercetine. Cela confirme que Putoria calabrica
pourra étre une source d’antioxydants naturels.

Mots clés : Putoria calabrica, Rubiaceae, phytochimie, activité antioxydante.

Abstract

Putoria calabrica is a shrub with Mediterranean location of the family Rubiaceae. The aim of
this study is to estimate the content of phytochemical compounds and evaluate in vitro
antioxidant activity of four extracts of the aerial part of the plant obtained by different solvent:
70% ethanol, 70% methanol, 70% acetone and ethyl acetate.

Phytochemicals tests showed the presence of a high carotenoid content (EBC 724.75 mcg / g)
and a solvent effect; compared to other solvents, the ethanol solvent is 70% more efficient
extraction of antioxidants. Indeed, the higher levels of total phenolic compounds, flavonoids
and tannins are obtained in the ethanoic extract and which are respectively of the order of 210.06
mg EAG /g, 123.78 mg EQ / g, 69, 04 mg CE / g.

Evaluation of antioxidant and antiradical activities is also found a significant difference
between the previews. The highest activities were also obtained with the ethanol extract of
which the respective values are EC50 = 1.55 mg / ml and EC50 = 0.73); these values are quite
close to those of BHA and quercetin standards. This confirms that putoria calabrica may be a
source of natural antioxidants.

Key words : Putoria calabrica, Rubiaceae, phytochemistry, antioxydant activity .
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