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Glossaire

Les termes médicaux

Antalgique : substances destinés a lutter contre la douleur, en agissant sur le Systéme
nerveux

Anti-inflammatoire : qui combat I’inflammation.

Antioxydant : substances s’opposant aux effets de I’oxydation.

Antiseptique : détruisant les germes.

Antispasmodique : qui combat les contractions, crampes et convulsions.

Antitumorales : contre les tumeurs.

Anti-ulcéreuse : contre I'ulcére.

Aromatique : plante d’odeur agréable, généralement du a une essence.

Arythmie: variation anarchique et anormale du rythme cardiaque

Asthme : maladie allergique ou chronique, caractérisée par une géne respiratoire temporaire
mais intense, accompagnee de toux et de sifflements.

Astringent : qui resserre et raffermit les tissus.

Bronchectasies : dilatation pathologique des bronches.

Broncho spasmolytique : dilatation des bronches provoquée pour faciliter la respiration en
cas d'infection des voies respiratoires supérieures.

Cancer : maladie caractérisée par la prolifération anarchique de cellules malignes qui
essaiment et détruisent de proche en proche les tissus sains.

Carminatif : qui facilite I'expulsion des gaz hors de l'intestin.

Diabéte : maladie métabolique due a une carence ou a un défaut d’utilisation de I’insuline
dont les principaux symptémes sont une soif et une élimination excessive d’urines.

Dioique : Les fleurs males est femelles se trouve sur des axes différentes.

Eczémas : est une maladie de la peau d’origine allergique, elle se manifeste par des zones
rouges surmonté d’une Vésicule.

Goutte: maladie métabolique due a une hausse d'acide urique dans le sang, provoquant
notamment des douleurs aux articulations.

Hypertension artérielle : pression artérielle anormalement élevée.

Infarctus : destruction d'une partie du muscle cardiaque due a l'obstruction d'un Vaisseau
sanguin du cceur.

Maladie d’Alzheimer : maladie neurologique dégénérative, caractérisée par une



Glossaire

atrophie diffuse du cortex cerébral provoquant une démence progressive.

Migraine : est un mal de téte.

Monoique : Les fleurs males est femelles se trouve sur méme axe

(Edeme : infiltration sérieuse de divers tissus, qui se révele par un gonflement
indolore et sans rougeur au niveau de la peau.

Rhumatisme : affection des articulations ou des muscles, de nature inflammatoire ou
dégénérative.

Scavenger : terme anglo-saxon qui signifie piégeur.

Thérapeutique : relatif au traitement des maladies pouvant guérir.

Termes botaniques

Arbuste : petit arbre (en général moins de cing métre a I’age adulte.

Calice : enveloppe extérieur des fleurs.

Corolle : enveloppe des pieces florales connus sous le nom de pétales.

Dicotyledones : plante dont la graine contient une plantule a deux cotylédons.

Epis dense : sorte de grappe dont les fleurs sont sessiles ou subsessiles sur un axe simple.
Inflorescence : ensemble des fleurs groupées autour d'un méme axe floral.

Limbe : Partie principale, élargie et étalée de la feuille.

Lobe : découpure large et courbe (des organes végétaux).

Panicule : inflorescence en grappe d’épillets.

Pétiolées : se dit des feuilles qui sont attachées a la tige par une queue.

Vivace : se dit pour une plante qui vit plusieurs années.
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Matériel et méthodes

1-Echantillonnage

Le travail porte sur 1’étude phytochimique des feuilles de cing plantes médicinales, récoltées
durant le mois de février 2013, dans deux régions différentes de la wilaya de Bejaia ; /’Aloés
Vera et |'Urtica dioica sont récoltées dans la région de Chemini, alors que la Dryopteris
filix-mas, Lavandula stoechas et Marrubium vulgare a Souk- el- tenine (région Tamridjt). Le
prélevement des échantillons a été fait au hasard (Figure).

Marrubium vulgare L Aloe vera L

Urtica dioica L Mrrubium vulgare L

Figure 10 : Photos montrant les cing plantes étudiees
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2-Traitement des échantillons

2-1- Nettoyage et séchage

Les plantes fraichement récoltées, ont été bien lavées afin de les débarrasser de la poussiere
et de mauvaises herbes, puis séchées dans une étuve ventilée a une température de 40°C
pendant quelques jours , jusqu’a stabilisation du poids des feuilles des plantes.

2-2-Taux d’humidité

Le contenu en humidité des plantes a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve. Des
échantillons représentatifs (feuilles) de 1g et 10g sont portés a 105C°, pendant 4h jusqu'a
stabilisation du poids. Les résultats des taux d'’humidité des différents échantillons sont
exprimés par I'équation ci-dessous (Bergoin, 2005).

TH (%) = [(Pay-Pap)/Pay] X 100

TH : humidité du produit exprimé en %

Pap : poids aprées séchage

Pav © poids avant séchage

2-3- Broyage, tamisage et conservation

Aprés le séchage, les plantes ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique (IKA All
BASIC) jusqu'a I’obtention d’une poudre fine.

Les poudres obtenues ont été tamisées a I’aide d’un tamiseur électrique, afin de récupérer les
particules dont le diamétre est inférieur a 250 um, dans le but d’optimiser 1’extraction.

Les poudres ainsi obtenues sont conservées dans des flacons en verre opaques, a 1’abri de la

lumiéere et de I’humidité et a température ambiante.

2-4-L’extraction des antioxydants
La méthode utilisée pour I’extraction des composés phénoliques des cing plantes, est celle
décrite par Chan et al, (2009) avec quelques modifications. Le protocole expérimental est

illustré dans la figure (11).

-
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50ml du solvant (40ml d’éthanol 1g de poudre
80%+10ml d’eau distillée) g
Agitation mécanique /24h
1 Filtrat Filtration /20min
} Retentat+30ml du solvant
Evaporation dans I’étuve a 1
40C°
A Agitation/4h
ofMeriftrat Filtration/20min
v
Extrait sec Reconstitution dans
—_— I’éthanol 80%

Figure 11: Protocole d’extraction des composés phénoliques (Chan et al., 2009)
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La reconstitution des extraits est faite avec 1’éthanol et le rendement d’extraction est calculé
comme suit :
Rendement d’extraction (%) = [(p1-po) /E] X100
Tels que :
P1 : poids du bécher aprés évaporation(g)
Po : poids du bécher vide(g)
E : poids de I’échantillon (la poudre) (g)

3-Dosage des antioxydants
3-1-Polyphénols totaux
» Principe

La mise en évidence des composes phénoliques est realisée généralement par des reactions
colorées, apres I’ajout des réactifs spécifiques pour chaque classe de polyphénols. La
quantification de ces derniers, s’opére par la mesure de I’intensité de la couleur obtenue.
Celle-ci est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans I’extrait
(Ribéreau-Gayon et al., 1968).

Le principe de cette réaction est basé¢ sur la réduction en milieu alcalin de I’acide
phosphotungstique (HsPW12040) en un mélange d’oxyde bleu de tungstene (WsOy3) et de
molybdéne (MogO,3) lors de I’oxydation des polyphénols. La coloration bleue produite
possede une absorption maximale aux environs de 700 nm. Cette coloration est
proportionnelle aux taux des composés phénoliques (Lapornik et al., 2005 ; Ribéreau-
Gayon et al., 1982).

» mode opératoire

La quantité de polyphénols contenue dans 1’échantillon a été déterminée selon la méthode de
Velioglu et al, (1998). Afin de réaliser ce dosage ; 1,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteau (dilué
dix fois), additionnés a 200 ul d’extrait de chaque plante, puis incubé a température ambiante
pendant 5 min. 1,5 ml de solution de carbonate de sodium (Na,CQOz3) (6%) est ajouté. Une fois
mélangeés, les tubes ont été portés a I’obscurité pendant 90 min (dans le but d’éviter
I’oxydation des polyphénols). Un témoin a été préparé de la méme fagon en remplacant
I’extrait par 1’éthanol.

Les absorbances de tous les échantillons ont été mesurées & 725 nm en utilisant un
spectrophotometre. La concentration en composés phénoliques des extraits, exprimée en mg

équivalent d’acide gallique (E.A.G) par 100g d’extrait sec, a été déterminée en se référant a

-
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la courbe d’étalonnage obtenue dans les mémes conditions en utilisant I’acide gallique
(Annexe V-1).

3-2- Flavonoides

» Principe
Avec les groupements orthodihydroxyles sur les noyaux A ou B, le groupement hydroxyle
libre en position C3 ou Cs, ou le groupement cétonique C,, les flavonoides ont la capacité de
chélater les métaux tels que le fer et ’aluminium (Rice-Evans et al.,1997) en présence de
chlorure d’aluminium (AICI3), les flavonoides sont capable de donner des complexes de
couleur jaunatre. Ces derniers peuvent étre dosés par spectrophotométre UV-VIS (Bahurum
et al. 1996 ; Ribéreau-Gayon, 1968).

> Mode opératoire
La teneur en flavonoides totaux des extraits de plantes est évaluée selon la méthode décrite
par Ordonez et al, (2006).

Pour 1,5 ml d’extrait sont ajoutées 1,5 ml de chlorure d’aluminium (2%). Apres une heure
d’incubation a température ambiante, ’absorbance est mesurée a 420 nm. Les concentrations
en flavonoides sont déterminées en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec la
quercetine (Annexe IV-2).Les résultats sont exprimeés en mg d’équivalents quercetine (EQ)

par 100g de I’extrait sec.
3-3- Flavonols

» Mode opératoire
La teneur en flavonols a été déterminée selon la méthode de (Jimoh et al., 2010) avec
quelques modifications. 300 ul d’extraits éthanoliques ont été additionnés de 300 pl de
Chlorure d’aluminium (2%) et 450 pl d’acétate de sodium (60g/l). Apres une heure
d’incubation, I’absorbance a été mesurée a 450nm. Les concentrations sont déterminées en se
référant a une courbe d’étalonnage et les résultats ont été exprimés en mg EQ parl00g de

I’extrait sec (Annexe V-3).
3-4- Tannins

La principale propriété des tannins est leur aptitude a se combiner aux protéines, cette

derniére constitue un des principes de leur quantification. Cependant cette propriété est liée
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aux conditions du milieu réactionnel (pH, température, force ionique...etc.) (De Freitas et al.,
2003 ; Naczk et al., 2006).

> Principe
Le principe de la méthode repose sur la précipitation des tannins en présence de la protéine
BSA. Le complexe tannin-protéine réagit avec le chlorure ferrique (FeCls), en milieu alcalin
et en présence de SDS et du TEA, pour former des chélates de couleur violette, dont la
formule générale est Fe (OR®), ou le OR™ représente le polyphénol ionisé, et elle est
proportionnelle a la quantité des tannins présente dans les échantillons (Hegerman et
Butler, 1978).

> Mode opératoire

Le dosage des tanins totaux a été effectué selon la méthode décrite par Hagerman et Bulter

(1978) comme suite : le protocole expérimental est présenté dans la ( figurel7).

Une solution de sérum albumine bovine (BSA) est préparée dans un tampon acétate (pH 4,9 ;
0,20M) a une concentration de 1mg /ml. Un volume de 2ml de cette solution est ajouté a 1ml
d’extrait. Le mélange a été agité immédiatement et incubé a 4°C pendant 24 heures, les tubes
sont ensuite centrifugés a 3000 tours /min pendant 15min, Le surnageant est jete et le
précipité est dissout dans 4 ml de la solution de SDS/TEA (mélanger jusqu’a la dissolution du
précipité), le mélange est incubé a I’obscurité pendant 15 min, puis on mesure la lecture de la
premiére absorbance (Al) a 510 nm, ensuite on ajoute au mélange 1ml de la solution de
FeCls. Aprés une incubation de 15 minutes, la deuxieme lecture de 1’absorbance (A2) est
effectuée au spectrophotométre contre un tube témoin ou 1’échantillon est remplacé par un
volume équivalent d’éthanol. La longueur d’onde maximale est fixée a 510 nm par un

balayage spectral allant de 400 a 800 nm. La lecture due aux tannins est calculée comme suit :

A tannins=A2-Aq

En se référant a la courbe d’étalonnage obtenue avec 1’acide tannique, les concentrations sont
exprimées en mg équivalent d’acide tannique par 100gramme de 1’extrait sec (mg EAT/100g
ES) (Annexe V-4).
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Extrait de plante bovine sérum albumine (1mg/ml)

Aml de chaque extrait +2ml de BSA
Incubation pendant 24 h a 4C°

Centrifugation pendant *Smin 3000 tours /min

Surnageant Précipité +4 ml de*a solution SDS/TEA

l

Mélanger jusqu'a la dissolution du précipité

Incuber pen(}ant 15min

v
Lire les absorbances (Al) a510nm

v
Ajouter au mélange 1ml de la solution de FeCls;

v

Mélanger+incubation de 15min

v
Lecture finale de 1’absorbance(A2) a 510nm

Figure 12 : Protocole de dosage des tannins totaux (Hagerman et Bulter., 1978)
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3-5- Anthocyanines

> Principe
Cette méthode utilise la propriété des anthocyanines d’exister, en milieu acide, sous une
forme colorée et sous une forme incolore en équilibre. La position de I’équilibre dépend du
pH. Par conséquent, la variation de I’intensité colorante entre deux valeurs de pH (1 et 4.5 par
exemple) est proportionnelle a la teneur en pigments.

» Mode opératoire
La teneur en anthocyanines a été déterminee selon la méthode décrite par Sellapane et Akoh
(2002) légérement modifié, en utilisant les tampons de chlorure (pH=1 ; 0,025M) et d’acétate
(pH=4,5 ; 0,4M). Une quantité de la poudre (1g) a été mélangée avec 10ml d’eau distillée,
légerement acidifiée avec 1’acide chlorhydrique (0,1N). Aprés 15min d’agitation, le mélange
est filtré, le filtrat est centrifugé a 1500 tours pendant 10min.
Dans deux tubes a essal, contenant chacun 1ml d’extrait, sont ajoutés 8ml de tampon
(pH=1,0) pour le premier et 8ml de tampon (pH=4,5) pour le deuxieme tube, et ’absorbance
est mesurée a 510nm et a 700nm pour chacun.
La teneur en anthocyanines, exprimée en mg par 100g de I’extrait sec, est calculée selon

I’équation suivante :

Anthocyanines (mg/100g) = (Abs/ e-) x M x Dx (V/P) x 100

D’ou:

___________________________________________________

e : Coefficient d’absorbance molaire de la caynidine-3-glucoside (26900)
L : Epaisseur de la cuve

M : Poids moléculaire de cyanidine-3-glucoside (449.2)

D : Facteur de dilution ;

V : Volume final de I’extrait (ml)

P : Masse de I’échantillon (mg)

<
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3-5- Caroténoides

> Principe
L’extraction des caroténoides comporte deux phases : une phase apolaire (hexanique) qui
permet de récupérer les caroténoides et une phase polaire (acétone et éthanol) pour éliminer
les molécules hydrophiles (Bachir bey, 2006).
Le systeme de doubles liaisons conjuguées au niveau de la longue chaine des caroténoides
explique I’aptitude de ces composés a absorber la lumiére visible, il confére a ces molécules
leur couleur attractive permettant ainsi leur qualification et quantification mais aussi les
rendent trés susceptibles a ’oxydation (Rodriguez-Amaya, 2001).

> Mode opératoire
La teneur en caroténoides totaux des feuilles de plantes est déterminée selon la méthode
décrite par (Zamora et al., 2005), qui consiste a extraire les caroténoides, a I’abri de la
lumiére, en homogénéisant (3g) de feuilles avec 30 ml d’un mélange de solvant (hexane,
acétone, méthanol: 13, 10, 7) pendant 15 mn. Deux millilitres d’une solution de KOH (1M)
sont additionnés au mélange qui sera gardé a I’abri de la lumiére pendant 16 h. Ensuite, sont
ajoutés respectivement, 30ml d’hexane et aprés une minute, 30 ml d’une solution de sulfate de
sodium (1%). Le mélange est laissé décanter, a I’abri de la lumiére, pendant une heure et la
phase supérieure qui représente 1’extrait caroténoide est récupérée. L’absorbance des extraits
est mesurée a 450 nm et la concentration en caroténoides est estimée en se référant a la courbe

d’étalonnage obtenu en utilisant le B-caroténe (Annexe V-6).

4-Détermination de I’activité antioxydante
4-1- pouvoir réducteur
4-1-1- Réduction de chlorure ferrique

» Principe
Cette méthode repose sur la réduction du fer ferrique du complexe ferricyanure- Fe* utilisé
dans cette méthode en fer ferreux Fe** en présence des réducteurs dans Iextrait. La forme
réduite donne des nuances de vert et de bleu proportionnelles au pouvoir réducteur de 1’extrait
(Soares et al., 2009).

» Mode opératoire
La réduction de chlorure ferrique (FeClI3) des extraits est déterminée selon la méthode décrite
par Lim et al. (2006) : Pour 1 ml d’extraits éthanoliques ou de standard (acide gallique) a
différentes concentrations sont ajoutés 1 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de

ferrocyanure de potassium (1%). Apres incubation a 50°C pendant 30 mn dans un bain marie,

-
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1.5 ml d’acide trichloroacetique (10%) sont ajoutés, et le mélange est centrifugé a
3000 tours /min pendant 10min. 1,5 ml du surnageant sont additionnés de 1,5 ml
d’eau distillé et 0,5 ml de chlorure ferrique (0,1%), I’absorbance est mesurée a 700 nm
aprés 10 min. (Annexe V-9).
4-1-2-Réduction de la ferrozine

» Principe

La ferrozine forme avec les ions ferreux bivalents stables, des complexes rouges ou violets
solubles dans I’eau, avec une absorbance de 562 nm. En présence d’agent chélateur, la
formation de complexe est perturbée, entrainant une réduction de la couleur du complexe. La
mesure de réduction de la couleur permet donc ’estimation de chélation de fer (Gulcin et al.,

2010).

» Mode opératoire
Le pouvoir réducteur, par la réduction de la ferrozine, des extraits éthanoliques étudiés est
évalué selon la méthode décrite par Bourgou et al, (2007)
Un volume de 0 ,1ml d’extrait éthanolique est additionné a 2,75ml d’cau distillé et 0.1ml de
la ferrozine (5mM) et 50ul de FeCI2 (2mM). L’absorbance est mesurée a 562 nm aprés une
incubation a I’abri de la lumiére pendant 10min. Le pourcentage d'inhibition est calculé selon

la formule suivante :
P1%= [(ADS pjanc-ADS exirait /ADS pianc)] X100

D’ou:
ADS pjanc : Absorbance du blanc aprés 10 min a 562 nm

ADS exirait - Absorbance des extraits aprés 10 min a 562 nm
4-1-3- Réduction de phosphomolybdate d’ammonium

» Principe
Le test utilisant le molybdate d’ammonium est basé sur la réduction du molybdate sous sa
forme Mo®* vers la forme Mo®" par des substances antioxydantes. Par conséquent, il y a
formation d’un complexe (phosphate-Mo*™) de couleur verdatre, en milieu acide, dont

I’intensité est proportionnelle a la concentration en antioxydants (Bougatef et al., 2009).

» Mode opératoire

Le protocole expérimental est celui décrit par Meot-Duros et ses collaborateurs (2008) avec

quelques modifications. 200ul de I’extrait a ¢té additionnés a 2 ml de la solution de
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phosphomolybdate (0,6 mM d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de
molybdate d’ammonium). La lecture a été faite a 695 nm aprés une incubation du mélange a
90 min au bain-marie a 90°C. La concentration en phosphomolybdate est estimee en se

référant a la courbe d’étalonnage (Annexe V-5)

5-Détermination du pouvoir antiradicalaire
5-1-Neutralisation du radical DPPH

» Principe
Le DPPH est un radical libre, avec une absorbance caractéristique, qui diminue
significativement en présence d’antioxydants a effet scavenger (Tung et al ., 2007) Ce test
est basé sur la mesure de I’aptitude d’un antioxydant d’exercer un « effet scavenger » sur le
radical stable DPPH (2,2diphényl-pycrylhydrazyl). . Ce pouvoir est évalué par un test de
décoloration, La mesure de [D’efficacité d’un antioxydant (capacité a fixer des radicaux
libres) se fait en mesurant la dissipation de la couleur (violet — jaune) qui est due a la
réduction de DPPH avec les composés phénoliques. La perte de cette couleur indique un effet
scavenger dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnel a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons. La décoloration est suivie en
spectroscopie visible a 517 nm (Molyneux, 2004).

» Mode opératoire
L’activité antiradicalaire des extraits a ete évaluée par la méthode décrite par Brand-
Williams et al. (1995), légérement modifiée par Lim et al. (2006).

Un volume de 2 ml d’une solution de DPPH (6. 10° mM), qui doit étre fraichement préparée
dans le méthanol, est ajouté a 500ul d’une solution d’extrait de plantes. En parallele, des
solutions de standard et de contréle sont préparées de la méme facon que les échantillons de
plantes, en remplagant les volumes des extraits par 1’éthanol, et le volume de DPPH par le
méthanol pour le standard. La lecture des absorbances a 517 nm, sont effectuées apres

30minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du radical DPPH donnés par la

Formule suivante :

% DPPH rédUIt: [(AbSContr —AbSech) /AbSCOHtI’] Xloo
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D’ou:
Abscont : Absorbance du controle
Absg, : Absorbance de 1’échantillon
5-2-Neutralisation de peroxyde d’hydrogene(H,0,)

» Principe
L’effet scavenger du peroxyde d’hydrogéne des extraits végétaux peut étre attribué a leurs
teneurs en composés phénoliques. Ces derniers ont la capacité de céder deux électrons au
peroxyde d’hydrogéne et de le neutraliser en formant deux molécules d’eau :

H,O, + 2H" + 2¢ » 2 H,0O

Cette activité est interprétée par la diminution des absorbances des différents extraits en
présence de H,0, (Wettasinghe et Shahidi, 2000).

> Mode opératoire

L’inhibition de ’H,0; par I’extrait des plantes a été determinee selon la méthode décrite par
Yousfi et al. (2003) avec quelques modifications.

Un volume de 1,5ml d’extrait est ajouté a 0,5 ml d’une solution d’H,0, (30%). Le blanc est
réalisé avec I’extrait en absence de H20,.Les absorbances sont lues a 510nm aprés 10min. Le

pourcentage d’inhibition du radical H,O, est calculé selon la formule suivante :

%d’inhibition du H,0,= [(As— Acch)/ Ap] X100

D’ou :
Ay : Absorbance du blanc

A cch: Absorbance de 1’échantillon

6- Analyse statistique

L’analyse descriptive des résultats est réalisée avec le logiciel Microsoft Office Excel 2007,
pour déterminer les moyennes et les écarts types.

Tous les résultats représentent la moyenne de trois essais et sont comparés par une analyse de
la variance, en utilisant ANOVA (STATISTICA 5.5) suivi du test LSD (la plus petite

différence significative) a une probabilité p <0,05.
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Introduction

Malgré les multiples progrés de la medecine moderne, il y 'a un net regain d'intérét vis-a-
vis de la phytothérapie. Ce retour au label du naturel s’accentue sachant déja que, selon
les statistiques de 2003 de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de la population
mondiale a recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire les besoins en soins de

santé primaire. (Bahar et Balouk, 2011).

L'organisme produit quotidiennement des radicaux libres, composés trés réactifs comportant
un électron célibataire et nécessaire a des mécanismes vitaux. La surproduction des radicaux
libres peut étre néfaste pour ’organisme (Hadi, 2004), ce dernier est la principale cause de
plusieurs maladies : cancer, cedéme pulmonaire, viellissement accéléré, maladie d’Alzheimer,

les rhumatismes, diabéte et maladies cardiovasculaires (Favier, 2003 ; Sies et al., 1992).

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir 1’équilibre
oxydant / antioxydant, afin de préserver les performances physiologiques de I’organisme. Les
antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus d’un intérét certain
dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans la prophylaxie

et le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé (Mezziti ,2009).

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’étude des molécules
antioxydantes qui sont capables de stopper ce processus en neutralisant ces radicaux libres et
en inhibant la peroxydation des lipides. Parmi ces antioxydants : les caroténoides, les
vitamines et les polyphénols. Ces derniers sont des composeés tres répandus chez les plantes et
contribuent a leur couleur et flaveur. lls sont largement étudiés pour leurs propriétés
biologiques et pharmaceutiques, notamment antioxydantes, anti-inflammatoires,

antibactérienne et antimutagénique (Chaher, 2006 ; Zeghad, 2009)

Notre travail rentre dans le cadre de la mise en évidence de quelques activités biologiques
des extraits de cing plantes médicinales locales ; Lavande (Lavandula stoechas L), Marrube
blanc (Marrubium vulgare L), I’Ortie (Urtica dioica L), Aloés (Aloe vera L) et la fougere

male (Dryopteris filix-mas L).Pour ce faire nous avons subdivisé cette étude en deux parties :

-
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= Dans un premier temps, une synthese bibliographique qui englobe les matieres
végétales, les composés phénoliques et leurs activités biologiques.

= Une autre partie de ce travail, est une étude expérimentale dont les objectifs sont :

> Quantification de différentes classes phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides,
flavonols, Tannins, caroténoides et anthocyanines).

> Etude de I’activité antioxydantes de différents extraits des plantes étudiées par
différentes méthodes (le pouvoir réducteur, la Ferrozine, le test au phosphomolybdate

d’ammonium, le pouvoir antiradicalaire au DPPH et la neutralisation de radical H202).




Chapitre 1 Généralités sur les plantes étudides

I- Définition des plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui
est utilisee pour prévenir, soigner ou soulager divers maux (Bahar et Balouk, 2011).

| -1-Marrubium vulgare L

I-1-1- Description botanique

L’espéce Marrubium vulgare est une herbe vivace de la famille des Lamiaceae ; qui est
largement utilisée en médecine traditionnelle (Guertin ,2003 ; Meyre-Silva et al .; 2005 ;
Pukalskas, 2008 ;vanet, 1992). Cette espéce a un aspect blanchatre a odeur forte et
légérement musquée, et mesure 30 a 80 cm de hauteur. Elle possede une tige épaisse,
cotonneuse et quadrangulaire tres feuillée, qui se perpétue et se multiplie par des bourgeons
nes sur la tige souterraine .Ces feuilles sont arrondies, crénelées, gaufrées, feutrées a la face
inferieure, dentées et duveteuses. Le Marrube blanc dispose de petites fleurs blanches
bilabiées, caractérisées par un calice a dents crochues est une corolle blanche. (Bézanger-
Beauquesne et al., 1986 ; Bézanger-Beauquesne et al., 1990 ; Iserin, 2001; Schauenberg,
2005).

I-1-2- Répartition géographique

Marrubium vulgare est commune dans toute I’ Algérie, au bord des chemins et des rues des
villages (Delille ,2007). Cette plante fréquente les endroits incultes de presque toute I’Europe
(surtout la région méditerranéenne), Afrique du nord, Asie centrale et occidental et presque
dans tout le continent américain. Cette plante pousse sauvagement dans les terres arides et
sablonneuses (Bézanger-Beauquesne et al., 1990 ; Bremness, 2005 ; lIserin, 2001 ;
Pukalskas , 2008).

I-1-3- Noms vernaculaires

Selon Bock (2013) ; Delachaux et Niestlé, (1977) ; Temani (2006) les noms vernaculaires
sont :

Francais: Marrube Blanc, Marrube commun, Marrube vulgare

Anglais: White Horehound, Wild Horehound

Espagnol: Malrubi Blanc, Marrubio

Etalais: Marrubio comune, Mentastro, Robbio

Almond: Weisser Adorn

Algeria: Roubia, Timeriout, Ifzi, Aferkizoud ( Dellile , 2007) et Halimi , 2004)

Kabyle : Merouyeth
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I-1-4- Classification systematique
Selon Bock, (2013) la classification systématique de Marrubium vulgare L est la suivante :
Régne : végétal (Plantae)

Sous regne : Plantes vasculaires
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Marrubium

Espéce : Marrubium vulgare L.

I-1-5- Composition chimique

Le genre Marrubium est riche en polyphénols, en particulier les flavonoides et les
phénylpropanoides. Il convient aussi de signaler la présence d’acides phénoliques dérives
d’acide cinnamique, et de certains polymeres comme les lignanes .La présence de
diterpenoides labdanes est aussi une autre marque chimiotaxonomique. Cette famille de
composés naturels est jusqu’a présent la plus explorée dans le genre Marrubium (Chebrouk
etal., 2011 ; Guertin , 2003).

Les sommités fleuries receélent des diterpenes amers dont la marrubiine, la prémarrubiine et
I’acide marrubique .Le Marrube contient également des flavonoides, des acides phénols, des
traces d’huile essentielles ainsi que des mucilages aux propriétés antitussives (Hunin et al.;
2008).

I-1-6- Effets thérapeutiques

Le Marrube blanc est prescrit dans le traitement des difficultés respiratoires comme les
bronchites, les bronchectasies (dilatation pathologique des bronches), bronchites
asthmatiformes, toux séches et de coqueluches. Tonique amer, Marrubium vulgare est utilisée
comme apéritif, améliore le fonctionnement de I’estomac régularise le rythme cardiaque et
fluidifie les mucosités. (Bézanger-Beauquesne et al., 1986 ; Djerroumi et Nacef, 2004
Iserin , 2001 ; valnet , 1992).
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Autres effets bénéfiques de cette plante est son utilisation traditionnelle dans le traitement de
Iinflammation liée a des symptomes tels que le rhume, la fiévre et les maux de gorge
(YYamaguchi et al ., 2006).

La marrubiine, principe actif majeur de cette espéce, est un expectorant et une substance

amer puissante .C’est aussi un anthiarrythmique, mais a des doses plus élevée devient

arrhythmogéne (Duke et al ., 2002 ; Iserin, 2001 ; Schauenburg , 2005).

Marrubium vulgare possede, en plus des propriétés antioxydantes, des effets analgésiques,
antispasmodiques et insecticides. Récemment, les chercheurs ont démontré que cette plante
diminue la glycémie et le taux des lipides sériques chez les patients atteint de type Il (Meyer-
Silva et al., 2005 ; Stulzer et al., 2006).

I- 2-Aloe Vera L
I-2-1- Description botanique

C’est une plante arborescente de 70 cm de haut. Possédant de grandes feuilles vertes épaisses
pointues, de section triangulaire et bordées de dents. L’ inflorescence produit une grappe dense
de petites fleurs rouges, oranges ou jaunes, en forme de trompettes. La coupe transversale
d’une feuille, laisse apparaitre une pulpe épaisse gélatineuse (le gel) refoulant a la périphérie
une mince couche externe contenant un liquide jaune ou rougeatre (le suc) (Djerroumi et
Nacef, 2004 ; Gigon, 2009).

I-2-2- Répartition géographique

Depuis des siecles en Espagne, 1’Aloeés est connu et domestiqué par bouturage. De nos jours,
il est mondialement cultivé dans les régions chaudes du globe, notamment dans les régions
sub-tropicales comme 1I’Amérique du sud, les Etats-Unis du sud, 1’Asie, les Caraibes, et I’Inde
(Donnadieur, 2013 ; Gigon, 2009).

Il est cultivé aussi en Italie, en Sicile, a Malte et aux Antilles (Chopra et al., 1960).

I-2-3- Noms vernaculaires

Selon Bertin et Phillipson (2011) les noms vernaculaires sont :
Francais : Aloes vera

Latin : Aloe vera ou Aloe barbadensis, Aloe ferox

Anglais : Aloe, Cape Aloe, Aloe Gel, Aloe Juice, Aloe Concentrate, Aloe Latex.
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Arabe: Al sabar, Al adjaf (Djerroumi et Nacef , 2004)
Kabyle : Assebar

I-2-4- Classification systéematique

Selon Dobignard, (2013) la classification systématique de /’4loe vera L est la suivante :
Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida

Sous-classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Aloaceae

Genre : Aloe

Espeéce : Aloe vera L.

I-2-5- Composition chimique

L’analyse biochimique de la feuille d'Aloés vera est exceptionnelle par sa richesse ; contient
plus de 75 éléments nutritifs et 200 autres composants, ainsi que 20 minéraux, 18 acides
aminés et 12 vitamines; Antraquinones (aloine A et B); Résines (alorésines,

aloénines) ;Tanins ;Polysaccharides ; Aloétine (Donnadieur, 2013 ; Hunin et al.,2008 ).

La pulpe contient beaucoup d’eau, des sucres simples et complexes impliqués dans la réponse
immunitaire (lectines, polysaccarides), une huitieme d’acides aminés essentiels constituant
des protéines, de multiples minéraux et oligoéléments (calcium, chlore, cuivre, chrome, zinc,
sélénium, potassium, fer sodium, manganeése, lithium, magnésium, phosphore), des enzymes
facilitant le métabolisme cellulaire et de la digestion, et enfin une gamme de vitamines (B1,
B2, B3, B5, B6, B9, B12) dont les antioxydantes A, C et E et des polyphénols ( Donnadieur,
2013 ;Hamman , 2008 ).

Le suc ne devrait plus étre employé, car il contient des principes actifs responsables de son
fameux effet laxatif, par irritation de la muqueuse intestinale. Les dérivés anthracéniques

(aloine A et B). Par ailleurs, le suc pourrait étre responsable d’atteintes rénale et hépatique

(Gigon, 2009 ; Hamman, 2008).
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I-2-6- Effets thérapeutiques

L'Aloes Véra est un détoxifiant qui est administré par voie orale, il stimule et accroit 1’énergie
des bonnes cellules, qui soutiendront les cellules déficientes, en renfongant I'immunité.

Il régénére les tissus, accélére ainsi la cicatrisation des Iésions et ulcérations. L'Aloés Véra est
cicatrisant. Utilisé autant qu'antiseptique, antibiotique et bactéricide naturel, constitue un
remede pour nombreuses infections, y compris celles d'origines fongicides :"Teigne, muguet,
vulvite, verrue, hémorroides ...etc. Les aphtes, rougeurs, coupures, blessures, eczéma, acné
et piqures d'insectes...etc. Sont aussi traités avec I'Aloés Vera (Donnadieur, 2013).

On utilise I’Aloes Vera pour lutter contre la constipation chronique. Il entre également dans
la composition de certaines spécialités que 1’on prend pour maigrir, a €éviter en cas de
grossesse ou d’hémorroides .En usage externe, cicatrisant et contre les brulures (Delachaux et

Niestlé , 1977 ; Djerroumi et Nacef, 2004 ).

I-3-Lavandula stoechas L

I-3-1- Description botanique

Lavandula stoechas L est un sous-arbrisseau de 30-60 cm. Tomenteux-blanchétre, a rameaux
peu allonges, tétragones, feuillés jusqu'au sommet ; feuilles blanches-tomenteuses sur les 2
faces, fasciculées aux nceuds, linéaires ou linéaires-oblongues, ou coin a la base ; fleurs d'un
pourpre fonce, en épis courtement pédonculés, ovales ou oblongs, compacts, quadrangulaires,
surmontés d'un faisceau de grandes bractées stériles violacées ; bractées fertiles larges,
obovales-subtrilobées, membraneuses, veinées, plus courtes que le calice tres velu ; carpelles
ovales a 3 angles (Bahar et Balouk , 2011 ; Bock , 2013 ;Léger ,2012).

I-3-2- Répartition géographique

C’est certainement la lavande dont le territoire géographique est le plus vaste, si bien qu’elle
est répondue sur tout le pourtour méditerranéen (sud-ouest d’Europe, Moyen Orient et
Afrique du Nord) et spécifiguement en Californie caractérisée par le climat méditerranéen
(Bahar et Balouk, 2011 ; Bauquesne, 1991 ; Djerroumi et Nacef, 2004 ; Lamnauer,
2002).

I-3-3- Noms vernaculaires
Selon Bock, (2013) et Léger, (2012) les noms vernaculaires sont :
Francais : Lavande stéchade, Lavande a toupet

Englais: Butterfly Lavender, French Lavender, Fringed Lavender, Spanish
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Espagnol: Cabeguda, Cantahueso, Cantueso Morocco, Romani mascle
Etalais : Lavanda di monte, Lavanda selvatica, Steca, Stecaole
Berbére : Amezzir, Timerza, ou imezzir (Catherine et al., 2001).
Arabe: Halhal, Meharga (Johannes, 2005).

I-3-4- Classification systéematique

Selon Léger, (2012) Lavandula stoechas L est classee comme suit :
Régne : végétal (Plantae)

Sous-regne : Chlorobiontes

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Dialypétales

Famille : Lamiaceae

Ordre : Lamiales

Genre : Lavandula

Espéce : Lavandula stoechas L.

I-3-5- Composition chimique

Les constituants chimiques potentiellement actifs du genre Lavandula sont :

e Monoterpenes : a-pinéne, 3- pinene
e Monoterpenes alcool: a-terpineol, borneol, lavandulol.
e Monoterpenes aldéhydes : aldéhyde de cumin.

e Traces de nombreux autres composes, tels que flavonoides.

Lavandula stoechas L. Renferme comme composés phytochimiques : a-pinéne, B- pinéne,
coumarine, acide ursolique (Mohammedi, 2005).Toutes les especes de la lavande et ses
hybrides, sont des plantes hautement aromatiques, qui produisent des mixtures
complexes d’huiles essentielles, par des glandes situées sur la surface des fleurs et des feuilles
(Bahar et Balouk, 2011).

I-3-6-Effets thérapeutiques

L‘importance médicinale de la plante et les médicaments prépares a partir de cette plante

sont enregistrés dans beaucoup de pharmacopées. La plante est employée comme expectorant
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antispasmodique, carminative, bon stimulant et obstruant dans la guérison des blessures. Les
huiles obtenues a partir des brindilles fleurissantes ont été employées comme remede contre
des douleurs coliques, infection respiratoires, les maux de téte et pour le nettoyage des
blessures (Ahmed et al ., 2002 ; Bahar et Balouk, 2011).

Autrefois, Lavandula stoechas était importée du Pakistan et employée par les guérisseurs
traditionnels pour soigner différentes maladies du systéme nerveux central, comme I’épilepsie
et la migraine : on I’appelle “le balai du cerveau” et elle est recommandée en cas de nervosité.
Ainsi, I’infusion ou I’huile essentielle de Lavandula stoechas est utilisée en médecine
traditionnelle contre différentes maladies. Son utilisation contre ces derniéres est tres
diversifiée, en raison de sa répartition géographique trés vaste dans le monde (Gulgin et al .;
2004).

I-4- Utica dioica L

I-4-1- Description botanique

L ortie dioique est une plante herbacée vivace, vigoureuse et a longue durée de vie Sa taille
peut atteindre plus d’un metre. Les feuilles sont d’un vert frais, opposées, pétiolées, stipulées,
ovées, dentées et velues sur les deux faces. Les tiges sont plus ou moins raides,
quadrangulaires et couvertes de poils urticants. L’effet irritant de I’ortie provient de ces
derniers qui renferment de ’acide formique (Beaudoin et Ouellet, 2010)

Fleurs dioiques, parfois monoiques, en grappes rameuses bien plus longues que le pétiole, les

fructiféres pendantes ; périanthe pubescent (Bock, 2013).

I-4-2- Répartition géographique

Le nord d'Asie, ainsi qu'a I’Amérique du Nord et du Sud et en Afrique du Sud d'un vert
sombre, elle est tres commune en France, bien que plus rare en région méditerranéenne. Elle
est présente dans presque toutes les régions du monde: de I'Europe et I'Afrique du sud
(Draghi, 2005).

L’ortie dioique est indigéne au Canada. Au Québec, elle est surtout fréquente dans les
milieux habités, les lieux ouverts, les fossés et en bordure des chemins (Beaudoin et Ouellet,
2010).

I-4-3- Noms vernaculaires

Selon Beaudoin et Ouellet, (2010) ; Bock, (2013) et Vanstippen, (2005) les noms
vernaculaire sont :

Francais : ortie commune, grande ortie, ortie dioique, Ortie piquante, Ortie élevée

Anglais: Nettle, Common Nettle, Stinging Nettle, Tall Nettle, Slender Nettle, Greater Nettle
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Italia: Ortica comune

Espanola: Ortiga gran, Ortiga grossa, Ortiga major, Ortiga mayor
Arabe: Alhraig, Bozkdon (Djerroumi et Nacef, 2004)

Kabyle : Azegthouf.

I-4-4- Classification systéematique

Selon Bock, (2013) et Draghi, (2005) Urtica dioica L classée comme suit :
Régne : Plantae

Classe : Rosideae

Sous-classe : Rosideae dialycarpellées

Famille : Urticaceae

Ordre : Rosales

Genre : Urtica

Espéce: Urtica dioica L.

I-4-5- Composition chimique

la partie aérienne d’Urtica dioica riche en Vit B2, B5, B9, et C, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Si, Zn,
I'histamine, la choline, protéines, flavonoides (10 a 60% de chlorophylle),caroténoides, acide
formique (Vanstippen, 2005).

Acides caféique et chlorogénique, et d’autres substances (sitostérol, acides aminés libres) .Les
racines sont riches en lectines, glycanes, galacturonanes, lignanes, tanins et stérols. Les
graines, enfin, contiennent des protéines, des mucilages et 30%’huile grasse (Djerroumi et

Nacef, 2004 ; Hunin et al ., 2008 ).

I-4-6- Effets thérapeutiques

Redoutée pour ses pigdres, l'ortie est également appréciée pour ses vertus médicinales.

La présence de vitamines B2, B5, d'acide folique, de silice et de zinc permet de lutter contre
les ongles cassants, la chute des cheveux et favorise leur repousse. Le traitement de I'acné est
possible en raison de l'effet anti-inflammatoire du zinc présent dans I'Ortie. Elle est
dépurative, elle « régénére le sang» (dartres, eczéma, maladies de la peau). Il est utilisé par
voie orale, en teinture homéopathique, contre la Varicelle.

L'Ortie est utilisé contre I'anémie et le manque d'énergie: c'est un excellent fortifiant général
grace a sa haute teneur en fer, vitamine C et autre minéraux. Son effet reminéralisant en fait

un reméde efficace pour l'arthrose ou les rhumatismes. Il stimule les fonctions digestives
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(lourdeurs et crampes d'estomac). Il est diurétique et astringente. 1l améliore ['attention
intellectuelle et agit favorablement sur l'anxiété et les états dépressifs (Draghi, 2005 ; Hunin
et al ., 2008 ; Vanstippen, 2005 ).

I-5- Dryopteris filix-mas “Crispa Cristata L”

I-5-1- Description botanique

La fougere méle, polypode méle ou Dryopteris filix-mas, de la famille des Fougéres , C’est
une plante vivace de 30 cm a 1 métre de hauteur. Limbe deux fois divisé, réduit a la base, a
pennes inférieurs symétriques, rachis et axes des pennes peu écailleux, entierement verts, sans
tache a leur point de jonction, pinnules dentées, a dents aigués, limbe non glanduleux et
indusies longuement Persistantes. Sores assez gros, peu nombreux légérement écartés de la
nervure médiane (bavota, 2011 ; Fouler et Canu, 2010 ; Nathalie, 2011).

I-5-2- Répartition géographique

Cette fougere croit en abondance dans les lieux frais, les haies ou les bois, ou elle forme
parfois de belles touffes. Elle est commune en France sauf dans le sud-ouest et
méditerranéenne, on trouve aussi en montagne jusqu'a plus de 2 000 metre (Delachaux et
Niestlé, 1977; Fouler et Canu, 2010 ; Nathalie, 2011).

I-5-3- Noms vernaculaires

Selon Bonet et al. (2001) et Nathalie(2011) les noms vernaculaire sont :
Noms communs: Fougere male, Porte aigle, pétris, filiere

Nom latin: Dryopteris filix-mas

Nom anglais: Male fern ou Common male fern

Nom Arabe : Asarkhas (Djerroumi et Nacef, 2004)

I-5-4- Classification systématique

Selon Auger et Laporte-Cru (1982) Dryopteris filix-mas classée comme suit :

Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Pteridophyta
Classe : Filicopsida

Ordre : Polypodiales
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Famille : Dryopteridaceae
Genre : Dryopteris

Espéce : Dryopteris filix-mas L .

I-5-5- Composition chimique
Selon bavota (2011) ; Bonet et al.( 2001 ) et Nathalie (2011 ) . Le rhizome renferme :

= glucides : notamment des oses et des osides (amidon)

lipides : plus particuliérement des acides gras tels que I’acide caprylique, ’acide
oléique, I’acide palmitique, I’acide cérotique et I’acide butyrique.
= matieres minérales.
= composes phénoliques : constitués de flavonoides dont des tanins condensés : tanins
catéchiques (7 a 8 % d’acide filicotannique et acide protofilicotannique), des
terpénoides : triterpénes : stéroides (phytostérol)
= vitamines B.
= traces d’huiles essentielles.
I-5-6- Effets thérapeutiques
La composition chimique fait que la fougére male est utilisees dans le traitement des douleurs
rhumatismales (goutte et arthrite) et en cosmétique pour des propriétés astringentes et
tonifiantes (produits capillaires, pour le corps et soins du visage (bavota, 2011).
La fougere méle est trés efficace contre le ver solitaire (taenia saginata) et le bothriocéphale,
mais moins, semble-il contre le ténia armé (taenia sodium).
La fougere male est abortive (substances dont I'absorption passe pour provoquer l'avortement,
et des stratégies destinées a interrompre la grossesse), anti- microbienne, antivirale, détergente
(Djerroumi et Nacef, 2004 ; Nathalie, 2011).
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1-Stress oxydatif

1-1-Définition du stress oxydatif

Dans des conditions physiologiques, la production des ROE est parfaitement maitrisée par
les systemes de défense de notre organisme : on dit que la balance anti-oxydants / pro-
oxydants est en équilibre (Halleng et al ., 2011).La perturbation de I’équilibre endogéne entre
radicaux libres et antioxydants de courte ou longue durée, provoque des effets délétéres dus,
soit a une défense antioxydante défaillante, soit a un état pro-oxydatif accru, nommé stress
oxydant (Mette, 2006).

1-2-Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces contenants un ou plusieurs électrons non appariés ( Borel
et al.,1997;Halliwell, 2011) sur l'orbite électronique la plus externe (Stiger-Pouvreau,2006) ,
qui leurs confére une grande réactivité (Goudable et Favier, 1997; Halliwell, 1996). Ces
molécules instables, réagissent avec d’autres molécules, les déstabilisent a leurs tours, et
induisent ainsi des réactions en chaines. Les radicaux libres provoquent notamment des
dommages sur I’ADN, les protéines et les lipides membranaires (Menvielle-Bourg, 2005).
Les dommages provoqués par ces derniers sont a 1’origine de nombreuses maladies telles
que : le cancer, les maladies cardio-vasculaires et les dysfonctionnements du cerveau (Bidie et
al., 2011 ; Fusco et al., 2007 ;Sies et al., 1992).

1-3-Espéces réactives de I’oxygeéne

Espéce réactive de I'oxygéne (ROE) est un terme collectif utilisé pour un groupe d'oxydants,
qui sont les radicaux libres ou les espéces moléculaires capables de produire des radicaux
libres (Amit et Priyadarsini K.I, 2011), inclut les radicaux libres issus de la réduction
partielle de ’oxygéne (Brambilla et al., 2008) : radical superoxyde (O), radical (OH), ainsi
que certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante comme le
peroxyde d’hydrogéne (H,O2) qui peut étre généré par des réactions enzymatiques et non
enzymatiques dans la cellule et dans la membrane cellulaire ( Chaher, 2006 ;Haliwell et
Gutteridge, 1989).

0
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1-3-1-Exemples d’espéces réactives de ’oxygene
A-Anion superoxyde (02)

La molécule d’oxygene, mise en présence d’une quantité d’énergie suffisante, peut acquérir
un électron supplémentaire et former ainsi le radical superoxyde (Gardés-Albert et al.,
2003 ;Hadi, 2004 ). Ce dernier participe a l'inactivation des virus et des bactéries (Goudable
et Favier, 1997). Il n’est pas trés réactif mais il constitue un précurseur d'autres espéces plus
réactives, donc il intervient comme facteurs oxydants dans de nombreuses réactions (Favier,
2003).

O, +1e » O

B- peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Ce n’est pas un radical libre proprement parler mais une molécule car tous ses electrons
périphériques sont appariés (Belkheiri, 2010), generé soit par dismutation du radical
superoxyde (réduction univalente de I’anion superoxyde), par la super oxyde dismutase
(SOD) (Valko et al., 2006). (Réaction 1), soit par la réduction bi électronique de I’oxygeéne
catalysée par des enzymes comme le glucose oxydase (Chaher, 2006 ; Halliwell et al.,
2011). (Réaction 2)

SOD
1) 20y + 2H" » H0,+0O,
Glucose
2) O, +2e +2 H* > H>0,
Oxydase

C- radical hydroxyle (OH)

En raison de leur extréme réactivité, les radicaux hydroxyles (OHe¢) sont les ROS les plus
Toxiques ils diffusent peu et réagissent trés rapidement avec des molécules voisines trés
proches. Puissants agents oxydants, ils s'attaquent a la plupart des molécules organiques et
inorganiques présentes dans les cellules, parmi lesquelles 'ADN, les protéines, les lipides, les
acide-aminés, (Barus, 2008).

Le radical hydroxyle est formé par la réaction de Fenton a partir de la transformation du

peroxyde d’hydrogéne en présence de métaux de transition tels que le Fe®. Le radical

0
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hydroxyle formé est trés oxydant, et c’est le radical le plus dangereux pour 'organisme car il

peut initier une peroxydation lipidique en chaine(Goudable et Favier, 1997; Ré et al., 2005).
Fe > + H,0; o'+ OH + Fe **

1-4-Sources des radicaux libres

Les sources des radicaux libres peuvent étre d’origine endogéne ou exogene, le tableau ci-
dessous résume ces derniéres :

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

Endogéne Exogene

= Mitochondries. = Cigarette

= Phagocytose. » Radiations ionisantes

= Xanthine oxydase. = Pollutions diverses

= Métaux de transition. = Rayonnement UV

= Peroxysome. » Produits chimiques et médicaments
= Exercice physique. = Microorganismes et infections

= Inflammation.

2- Les antioxydants

2-1-Definition

Le terme "antioxydant” se rapporte a toute substance qui inhibe ou retarde significativement
I’oxydation d’un substrat, alors qu’elle présente une concentration tres faible dans le milicu
ou elle intervient. Les antioxydants ont la capacité de contrecarrer les effets préjudiciables des
radicaux libres dans les tissus en empéchant ainsi des dommages oxydants a une molécule
cible et en protégeant le systeme biologique. Ils peuvent étre des molécules simples ou

complexes (Bandyopadhyay et al. 2007 ; Berger, 2006 ; Gutteridge et Helliwell, 2010).

2-2 - Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur origine en antioxydants endogénes ou
exogenes. Les antioxydants endogénes sont des enzymes dont les plus connues sont produites
dans le corps humain (Mates, 2000). Les antioxydants exogenes sont des antioxydants qui
peuvent provenir des composés qui se produisent, naturellement, dans les produits
alimentaires ou des substances formées pendant leur traitement (Pratt et Hudson, 1990).

Les antioxydants peuvent étre classés également selon leur mode d’action (Rolland, 2004) et

leurs natures lipophile ou hydrophile, ce qui est appelé la classification fonctionnelle. Cette

.
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derniere indique la localisation préférentielle des antioxydants (Afonso et al, 2007 ; Cornelli,
2009 ; Durackova, 2008).
2-3 -Systéme de défenses non enzymatiques
2-3 -1- Les composés phénoliques
Les polyphénols sont des métabolites secondaires abondant dans les plantes, dont la structure
comporte un cycle phénolique auquel sont rattaché des substituants hydroxyles. Cette
structure leur confére des propriétés antioxydantes importantes (Blokhina et al.; 2002 ;
Vattem et al.; 2004).
Les composes phénoliques sont devisés en trois groupes :

e les acides phénoliques dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique (Cg-Cy).

e les acides phénoliques dérivés de 1’acide cinnamique.

e les esters phényles propanoides glycosidiques (Skerget et al., 2005).

L’activité antioxydante des polyphénols provient de leur haute réactivité. Ils agissent
comme donneurs de protons ou d’¢lectrons, il chélates les métaux de transition. De plus les
deérivés des polyphénols sont stables (Blokhina et al.; 2002).

2-3 -2- Flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols trés répandus dans le régne végétal avec plus de 8000
composes chimiques distincts identifié, dont plusieurs possédent des propriétes antioxydantes,
anti-inflammatoire, anticarcinogéniques et préventives de maladies cardiovasculaires (Erlund
,2004 ; Wang et Mazza, 2002).

Les flavonoides sont des dérivés des benzo-y-pyranes (figure 6). lls se trouvent comme
aglycones, glycosides ou des derives méthyles. Ils sont classés selon leur degré d’oxydation
en plusieurs classes: flavones, flavonones, isoflavanes, flavanes, flavanoles et anthocyanines.
Le cycle pyrane peut étre ouvert (chalcones) ou recyclé en cycle furone (aurone) (Skerget et
al., 2004).

Figure 1 : Structure de base des flavonoides (Pietta, 2000).
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2-3 -2-1- Flavonols
Ils ont une teinte jaune en générale, et sont caractérisés par la présence d’un groupement
carbonyle en position 4 et d’un groupement hydroxyle en position 3. Parmi les flavonols les

plus répandus on trouve le quercétol et le myricétol (Figure 7) (Marc et al.; 2004).

Figure 2 : Structure de la quercetine (Marc et al. 2004).

2-3-2-2- Flavones

Ce sont des composés flavonoidiques qui se trouve en quantité moindre que les flavonols dans
les fruits et léegumes. La lutéoline et ’apigénine (Figure 8) ont une structure de base de type
flagorne, dont les principales sources recemment identifiées sont le persil et le céleri
(Manach et al ., 2004).

Figure 3 : Structure de ’apigénine (Manach et al., 2004).
2-3 -2-3- Flavanes
C’est un groupe important avec des constituants monomeres, en particulier les catéchines
(Figure 9) et les polymeéres formant les proanthocyanidines (Manach et al., 2004). lls
désignent ’ensemble des produits naturels ayant la structure flava-3-ol possédant le radical
(OH) sur leur noyau latéral (Ribéreau-Gayon, 1968), en revanche, les catéchines se trouvent

dans beaucoup d’écorces végétales a qui elles conferent une saveur astringente (Delaveau,

1988).

Figure 4 : Structure de la catéchine (Manach et al., 2004)

0



Chapitre 11 Stress oxydatif et antioxydants

2-3 -2-4-1soflavones

Ce sont des flavonoides présentant des similitudes structurales avec les cestrogénes. Ils ont des
groupements hydroxyles dans les positions 7 et 4', dans une configuration analogue a celle des
hydroxyles dans la molécule génistéine (Manach et al, 2006).

Figure 5 : Structure de la génistéine (Manach et al., 2006)

2-3 -2-5- Anthocyanes

Ce sont des pigments solubles dans le suc vacuolaire des tissus épidermiques des fleurs et
fruits, auxquels elles conferent la coloration rouge en milieu acide, virant dans le bleu en
milieu alcalin et dans certaines conditions forment des complexes avec les métaux
(Kowalczyk et al., 2003 ;Ribereau-Gayon, 1968). Ces composés phénoliques sont dérives
de flavylium (2phényl-benzopyrylium), ils portent des fonctions phénols libres, éthers ou
glycosides (Mazza G, 2007), le plus répandu est la cyanidine (Figure 11) (Manach et al.,
2004).
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Figure 6 : Structure de la cyanidine (Ghedira, 2005)

2-3 -3-Caroténoides

Les caroténoides sont une classe de pigments liposolubles naturels présents principalement
dans les plantes, les algues et les bactéries photosynthétiques (Curtay et Robin, 2000 ; Steins
E, 2009 ; Stéphanie, 2005) qui contiennent une chaine centrale hydrocarbonée en C18,
hautement polyinsaturée ou s’alternent des simples et des doubles liaisons portant quatre
groupements méthyles, et deux cycles en C6 situés a chacune des extrémités de cette chaine.
Ils sont synthétisés par des plantes et beaucoup de microorganismes, et ils sont responsables
de la couleur jaune, orange ou rouge d’une large gamme d’aliments (Antonio et al., 2007,

Niizu et Rodriguez-Amaya, 2005 ; Quiros et Costa, 2006).
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Chapitre 11 Stress oxydatif et antioxydants

Aussi bien que leurs propriétés de colorant, les caroténoides sont connus pour avoir plusieurs
autres fonctions biologiques, telles que leurs action comme provitamine A et leurs

propriétés antioxydantes en réagissant avec les radicaux libres selon la réaction qui suit
(Dutta et al., 2005 ; Meléndez-Martinez et al., 2007 ; Zanatta et Mercadante, 2007).

-+ T+ *

R- +CAR ——> R +CAR

Les caroténoides peuvent offrir une protection vis-a-vis de certaines maladies telles que les
maladies cardio-vasculaires, certains cancers, la cataracte et la dégénération musculaire
(Antonio et al., 2007 ; Hale, 2003 ; Niizu et Rodriguez-Amaya, 2005 ; Stein E, 20009;
Zanatta et Mercadante, 2007).

Les structures des principaux caroténoides sont montrées sur la (figure 12).

3 - carotene

a- carotene

Lycopéne

Figure 7:Structures chimiques de quelques caroténoides (Lausanne, 2010)

2-3-4-Tannins
Les tannins sont des polyphénols d’origine végétale (Berthod et al., 1999 ; Khanbabaee et
al., 2001) existant dans presque chaque partie de la plante écorce, bois, feuille, fruits et racine.
Leur poids moléculaire s’étendant de 500 a 3000 Dalton (Cowan., 1999), ils sont divisés en
deux groupes :

v’ tanins hydrolysables, résultant d’esters d'un sucre, qui est trés généralement le

glucose, et de l'acide gallique ou de I’acide ellagique (figure 14 a).
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Chapitre 11 Stress oxydatif et antioxydants

v/ tanins condensés ou proanthocyanidines, non hydrolysables résultant de Ila
polymérisation d'unités flavan-3-ols. lls forment dans les vacuoles des solutions
pseudo colloidales et peuvent aussi se fixer au niveau des lignines, renforgant encore
I'imputrescibilité du bois (figure 13b) (Cowan., 1999 ; Oszmianski et al ., 2007 ;
Skerget M ; 2005 ).

OH O

a): Structure d’un tanin hydrolysable. b): Structure de base d’un tanin condensé.
Figure 8 : Exemple d’un tanin condensé et d’un tanin hydrolysable (Anders, 2002 ; Cowan,
1999).
2-3 -5-Vitamines
2-3 -5-1-Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est I’antioxydant hydrosoluble majeur. C’est un
trés bon capteur de radicaux libres (Curtay et Robin, 2000 ; Gardes-Albert et al., 2003). La
vitamine C est un excellent piégeur en neutralisant les EOR dans la phase aqueuse avant
I’initiation de la peroxydation lipidique. Elle peut protéger divers substrats biologiques tels
que les protéines, les acides gras et I’ADN de ’oxydation. Ce composé joue un grand réle en
générant la vitamine E a partir de sa forme radicalaire issue de la réaction entre les lipides et
la vitamine E (Paule Nathan ; 2009). La structure chimique de la vitamine C est représentée
sur la (figure 14).

Les principales sources de vitamine C sont les fruits et les légumes, en particulier le
cassis, les agrumes, le kiwi, les poivrons, les brocolis, le chou et le persil (Pelli et Lyly,
2000).
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Figure 9 : Structure chimique de la vitamine C (Percival, 1998).

.



Chapitre 11 Stress oxydatif et antioxydants

2-3 -5-2- Vitamine E
La vitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature.
Parmi eux les tocophérols (a-, B-, y- et 8-) et les tocotriénols (Curtay et Robin, 2000).

C’est ’a-tocophérol qui est biologiquement le plus efficace. Le caractere hydrophobe
de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein de la membrane biologique riche en acides
gras polyinsaturés ou elle joue un réle protecteur efficace en empéchant la propagation de la
peroxydation lipidique induite par les (EOR) (Pincemail et al., 1998). Cette molécule agit
comme piégeur des radicaux libres et inhibe la peroxydation. Elle a un effet protecteur sur
plusieurs types de cancers tel que le cancer du poumon, de I'utérus et du colon (Tamimi et
al., 2002).

La vitamine E n’est synthétisée que dans les plantes, celle-ci doit étre apportée par
I’alimentation. Elle est présente dans les huiles végétales, les pépins, les germes et les grains

de blé (Pelli et Lyly, 2000).

2-3 -6- Oligo-éléments
% Zinc (Zn) : 1l agit en tant que constituant ou cofacteur pour plus de 300 métalloenzymes
telles que le superoxyde dismutase dans laquelle il joue un réle structural (Bruno et al.,

2007 ; Duzguner et Kaya, 2007).

% Sélénium : coenzyme de la glutathion oxydase (Curtay et Robin, 2000). La viande
et les produits laitiers, les ceufs et les produits a base de blé constituent de bonnes
sources de ce nutriment (Pelli et Lyly, 2003).

% Cuivre : coenzyme de superoxyde dismutase (SOD) (Goussard, 1999). Les
principales sources alimentaires de cuivre sont les céréales, les Iégumes et les produits
laitiers (Pelli et Lyly, 2003).
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Résultats et discussion

I-Traitement des échantillons

I-1-Taux d’humidité

Le séchage a une importance majeure pour ’extraction des polyphénols, car les cellules
végétales contiennent différents types d’enzymes, susceptibles de provoquer des
modifications des composés phénoliques contenus dans le matériel végétal, en particulier des
polyphénols-oxydases et des glycosidases.Cet inconvénient peut étre éliminé par un séchage
du matériel végeétal, aussitot aprés sa récolte (Ribéreau-Gayon ,1968). Dans ce cas-la le
matériel végétal séché, peut étre conservé pendant un certain temps sans modifications
importantes (Owen et Johns, 1999).

Les résultats du taux d’humidité des différents échantillons sont représentés sur la figure 13 :
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Figure 13: Pourcentage d’humidité et de matiere seche des feuilles de plantes étudiées

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3).

Les valeurs désignées par les lettres présentent des différences significatives (p< 0.05).
Les résultats sont classés par ordre décroissant ; a >b >c>d.

Les barres verticales représentent les écarts-types

Les résultats qui portent la méme lettre ne pressentent pas une différence significative

Selon les résultats obtenus, les teneurs en eau des feuilles de cing plantes étudiées sont
comprises entre 69,87 % et 95,19%. Ceci indique leur richesse hydrique, tandis que la matiére
seche ne dépasse pas 30,13% du poids totale des feuilles.

Nous constatons d’apres les résultats obtenus que : /’Ales vera est le plus riche en eau avec
un taux évalué a 95,19% ;une étude realisée par Vega-Galvez et al, (2011), a montré que la
teneur en eau de 1’Aloés vera est comprise entre 98 - 99% ,I’Urtica dioica présente aussi une
proportion considérable de 76,56% qui est similaires a celle trouvée par Draghi (2005)
76,76%, suivit par Marrubium vulgare avec un taux de 75,07% , supérieur au résultat menés

par Bouterfa et al, (2013 ) 40,32%, la méme espece de la région d’Amizour possede un taux
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de 77,68%, similaire a celle obtenue dans notre étude , Lavandula stoechas avec un taux de
74,99%, supérieur a celui noté par Mohammedi (2006) 52,5% , enfin Dryopteris filix-mas
avec le taux le plus bas 69,87%, qui est inférieur au taux estime par Li (2012) qui a travaillé
sur une plante du méme genre Dryopteris fragrans ,ou il a enregistré un taux de 51%. Selon
Ribéreau-Gayon (1968), cette différence peut étre due ; aux variations des facteurs
environnementaux des régions.

I-2-Taux d’extraction

Malgré le développement de la mise en ceuvre de nombreuses techniques d’extraction,
I’extraction classique par solvant demeure dominante et de loin la plus utilisée dans les
laboratoires (Druzynska et al., 2007), I’éthanol étant connu pour étre le solvant par
excellence de D’extraction des polyphénols, ce dernier a donc été utilis¢ dans 1’étape de
I’extraction de la présente étude.

Les résultats d’extraction sont illustrés sur la figurel4 :
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Figure 14 : Taux d’extraction des échantillons étudiés

Les valeurs obtenues, montrent une variabilité des rendements pour les extraits des plantes
étudiées. En comparant les résultats obtenus ; Lavandula stoechas a présenté le rendement le
plus élevé 26,20%, supérieur a celui apporté par Smain et al, (2012) 12,9%, qui ont travaillés
sur les fleurs de la méme espéce. Cependant skerget et al ,(2005) ont trouves le méme
rendement 26,2% en travaillant sur les feuilles d 'Origanum Glandulosum Desfqui (de méme
famille).Pour Marrubuim vulgare notre résultat est légérement supérieur a ceux apportés par
Al-Bakri et Afifi (2007) qui sont de 23,4% et de 20% . Pavela (2004) a obtenu un taux de

27,2 % avec I’extrait méthanolique de la méme espéce.
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Les taux obtenus pour Dryopteris filix —mas, Aloes vera sont respectivement 20,10%, 15,90%,
alors que [’Urtica dioica a donné le rendement le plus bas 13,20%.

Un tel résultat peut étre du a : la composition chimique qui differe entre les cing plantes ou a
la différence de solubilité des constituants biochimiques des plantes dans le solvant
d’extraction (Mau et al.,2005), la méthode utilisée, la granulométrie, le temps d’extraction, la
température (la température croissante favorise I'extraction en augmentant la solubilité du
corps dissout et en élevant le coefficient de diffusion, mais elle peut causer la diminution du
taux des composes phénoliques), les conditions de stockage ,la présence de substances
interférentes, le type du solvant employé et le nombre d’extraction (Atmani et al., 2009 ;
Chehar, 2006 ; Escrbibano-Bailon et Santos-Buelga, 2003 ;Silva et al., 2007).

I1-3-Dosage des antioxydants

I-3-1- Polyphénols totaux

La méthode de dosage des polyphénols totaux utilisant le réactif folin- ciocalteu est une
analyse rapide, qui est couramment utilisee pour étudier tout le contenu phénolique des
matiéres vegétales (Maisuthisakul et al., 2007).

Une des caracteristiques des polyphénols, qu’ils partagent généralement avec 1’ensemble
des métabolites secondaires; est de montrer une répartition tres inégale chez les
différentes especes végeétales (Bouterfa et al., 2013) .

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des échantillons étudiés sont représentés sur

la figure 15:
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Figure 15: Teneurs en polyphénols totaux des extraits

Les résultats obtenues dans la (figure 15), révelent que I’extrait éthanoliques de Lavandula

stoechas est le plus riche en polyphénols totaux, avec une teneur 9528,54+1,55mg EAG/100g

ES en comparaison aux autres extraits.
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Cette derniére est supérieure a celle estimé avec la méme espéce, en utilisant le méme solvant
6850+0,7mg EAG/100g ES, mais de région différente (Sétif), de méme pour celle trouvé par
Bouayad et al, (2007) 1620+0,02mg/100g.

La teneur observée chez Marrubium vulgare est de 6678,66+ 1,66mgEAG/100gES
supérieure a celle trouvé par Moussaid et al,(2011 ) ou ils ont obtenu une valeur de
2420+2,59mg/100gES, et a celle de Matkwski et Piotrowski (2006)

2350+2,1mg/100gES, suivit de [I’'Urtica dioica qui montre une teneur de
5897,03+0,53mgEAG/100gES, elle est faiblement inferieur a celle estimée par Kaledaite et
al,(2011) 5960+0,7mg/100gES, Dryopteris filix -ma 4761,8+ 2,09mgEAG/100ES.

La teneur la plus faible en polyphenols totaux étant observée chez [’Aloes vera
2510,28+4,41mgEAG/100gES supérieur au resultats menés par Monirrozzaman (2012)
1138+0,94mg/100gES.

La quantité en composés phénoliques des extraits éthanoliques des plantes dépend
essentiellement: de leurs origines, la variété, la saison de récolte, les conditions climatiques et
environnementales, la localisation géographique, du solvant d’extraction, la maturité de la
plante et la durée de conservation Zegade (2009) et du choix du standard Atmani et
al,(2009).

I-3-2- Flavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides des extraits etudiés sont représentes sur la figure 16 :
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Figure 16 : Teneurs en flavonoides des extraits.

On remarque d’aprés la (figurel6) que les teneurs en flavonoides des extraits étudiés
montrent des proportions considérables, qui different d’une plante a I’autre.
Selon Herrmann (1988), les concentrations les plus importantes des flavonoides et

des flavonols sont accumulées dans la partie aérienne des plantes, qui est exposée a la
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Lumiére du soleil.

Elle varie aussi selon la famille de la plante, et la partie utilisée Touati (2009), c’est ce

qui est demontré dans la présente étude.

Des teneurs plus importantes en flavonoides sont observées chez Lavandula Stoechas
813,4AmgEQ/100g ES, supérieur a celle trouvé par Touati (2009) 300mg/100g et
Mohammedi (2006) 88,00mg/100g respectivement .

Marrubium vulgare montre aussi un taux important 659,94mgEQ/100gES, qui est deux fois
inférieur au taux mené par Moussaid et al ,(2011) 1318 mg/100g, Dryopteris filix-mas
453,91mgEq/100gES qui présente 1/3 de I’extrait méthanolique trouvé par Skender et al ,
(2012) 12680mg/100g , Urtica dioica avec une concentration de 328,12mgEq/100gES.Une
étude réalisée par Guder et Kormaz (2012), a montré que la teneur de !’Urtica dioica en
flavonoide est de 1030-1910 mg EQ/100g, ces valeurs sont largement supérieurs avec celle
obtenue dans la présente étude.

Le taux le plus faible est observe avec I’extrait éthanolique de 1’Aloés vera 199,99 mg
EQ/100gES et qui est inférieur au taux estimeé par Ozsoy et al, (2009) 363mgEQ/100g.

1-3-3- Flavonols

Les résultats de dosage des flavonols sont représentés sur la figurel7 :
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Figure 17: Teneur en flavonols des extraits étudies.

Les teneurs en flavonols des extraits analyses, sont significativement différentes selon la
I’espece. Les teneurs obtenues sont variables, ou la plus élevée est atteint avec 1’extrait

éthanolique de Lavandula stoechas 610,56 mg EQ/100g ES, et la plus basse par I’extrait
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éthanolique de /’Aloés vera 104,5mg EQ/100g ES, qui est proche de la teneur obtenue par
Bushra et Farooq (2008) 163,6+32,7mg /100g ES.

Marrubium vulgare, Urtica dioica et Dryopteris filix-mas, présentent aussi des teneurs
Concidérables en flavonols qui sont respectivement 371,5mg EQ/100g ES, 290,67mg
EQ/100g ES et 220,23mg EQ/100g ES.

1-3-4- Tannins
Les résultats de dosage des tannins sont représentés sur la figure 18 :
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Figure 18 : Teneurs en tannins des extraits.

D’apres la (figure 18), on peut constater la richesse de ces plantes en tannins, qui peut étre
liée au solvant d’extraction (1’éthanol).

Ceci est en accord avec une étude faite par Naczk et al, (2006), qui ont démontré que les
extraits de plusieurs espéces de plantes avec I’éthanol exhibent des taux éleves en tanins.
Selon Bezanger-Beauquesne (1990) ;Bouterfas et al, (2013) et Valenet (1992), Marrubium
vulgare est tres riche en tannins ,et qui peut étre attribuer la diversité de sa composition
chimique (Tanins condensés et tanins hydrolysables) , qui est le cas dans la présente étude, ou
on a obtenu la plus grande concentration 6275,51mgEAT/100gES en I’a comparant aux autre
plantes. Cette valeur est légérement inférieure a celle obtenu avec la méme espéce de région
différente en utilisant comme solvant d’extraction le méthanol 6580mgEAT/100gES

(Région d’ Amizour).

L’espéce Aloés vera présente aussi une teneur remarquable 4447,12mg EAT/100gES, puis
Lavandula stoechas 3299,96mg EAT/100gES, Urtica dioica 2569,34mg EAT/100gES et
Dryopteris filix-mas 1969,67mgEAT/100gES suivant un ordre décroissant,
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I-3-5- Anthocyanines

Les anthocyanines sont des métabolites phénoliques de plantes, appartenant a la famille des
flavonoides. Ce sont des pigments hydrosolubles responsables des couleurs rouges, bleues, et
pourpres de la plupart des fleurs et fruits (Kosir et al., 2004). Les propriétés antioxydantes
des anthocyanines résultent de leur réactivité élevée comme donneur d'hydrogene ou
d'électron (Duan et al., 2007).

Les résultats de dosage des anthocyanines sont représentés sur la figure 19 :
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Figure 19: Teneur en anthocyanines des extraits.

La (figue 19) montre que les extraits éthanoliques étudiés présentent des teneurs tres faibles
en anthocyanines. Ces derniers sont des composes tres sensibles ; plusieurs facteurs peuvent
les déstabilisés (la température élevée, le pH, la lumiére, la structure de I’anthocyanine)
(Araceli et al., 2009).

En comparants les teneurs obtenues, Marrubium vulgare et Dryopteris filix-mas présentent
statistiguement méme teneurs avec 0,0081mg /100gES et 0,008mg/100gES respectivement.

Lavandula stoechas et /’Aloés vera avec des concentrations de (0,0063mg/100gES) et
0,0056mg/100gES respectivement et enfin [’Urtica dioica qui possede la teneur la plus basse
0,0012mg/100gES.
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I-3-6- Caroténoides
Les résultats de dosage des caroténoides sont illustrés sur la figure 20:
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Figure 20 : Teneurs en caroténoides des extraits de plantes.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que la quantité des extraits en caroténoides est
comprise entre 7,03 et 41,97 mg/100gES, exprimée en mg de B-caroténe/100g de I’extrait sec.
La teneur la plus élevée a été enregistrée avec 1’extrait éthanoliques de Lavandula stoechas
41,97mg/100gES, qui est inférieur au résultat de Touati (2009), ou elle a estimée une teneur
de 59mg/100g ES. Suivi de I’Urtica dioica 31,9mg/100g, inférieur inferieur a la valeur
estimée par Biesiada et al, (2009) 74 mg/100g de ES, puis les deux extraits éthanoliques de
Dryopteris filix-mas et Marrubium vulgare 27,75mg/100g et 25,45mg/100g respectivement.
Stulzer et al, (2006) ont constatés une teneur de 136,1mg /100g ES pour Marrubium vulgare,
qui est nettement élevée par rapport a celle obtenue dans la présente étude.

Enfin [’Aloes vera avec la plus petite teneur 7,05 mg/100g qui présente une légere différence
avec celle obtenu par Ozsey et al, (2009) 1,551mg/100g qui ont travaillés sur les fleurs de
la méme espeéce.

Le faible taux des caroténoides dans les extraits des cing plantes, peut étre expliqué soit par :
leur faible teneur en ce colorant, néanmoins il y a I’influence de la lumiére, donc ce dernier
doit étre effectué¢ trés rapidement, évitant I’exposition a la lumiére ,a I’oxygéne, aux
températures élevées et aux métaux peroxydant , tels que le fer et le cuivre, afin de réduire au

minimum l'auto-oxydation et lI'isomérisation (Costa et Quiros, 2006).
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I-4-Activité antioxydante

I-4-1- Pouvoir réducteur

I-4-1-1-Réduction de chlorure ferrique

Le test du pouvoir réducteur est un bon indicateur de la capacité antioxydante qui determine le
potentiel de réduction du fer ferrique du complexe ferricyanure Fe*® en fer ferreux Fe*?
(kUcuk et al., 2005 ;Soares et al., 2009) selon la réaction suivante:

Fe®* + antioxydant —»Fe®" + antioxydant oxydé

Les reésultats du pouvoir réducteur des échantillons analysés sont représentés sur la figure 21 :
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Figure 21 : Concentration du pouvoir réducteur des échantillons étudiés.

Le pouvoir réducteur le plus important est celui de 1’extrait éthanoliques de Lavandula
stoechas avec une concentration de 34,69+0,04mg/100gES, d’aprés Ksouri et al,
(2008) ;Sfahlan et al, (2009) : le pouvoir réducteur s’accroit avec 1’augmentation du contenu
phénolique des extraits, alors que le plus faible pouvoir réducteur est obtenu avec /’Aloés
vera 5,33+0,005mg/100gES, Marrubium vulgare 14,63+0,004mg/100gES, Dryoptéris filix-
mas 9,01+0,001mg/100gES , ['Urtica dioica 6,601+0,03mg/100gES respectivement .

La différence révélée entre les résultats des cing extraits éthanoliques, est probablement due
a la quantité des antioxydants contenus dans les extraits des plantes étudiées. Ces résultats
peuvent tre expliqués par la présence de composés donneurs d’électrons qui

entrainent la réduction de Fe3+ en Fe2+ et a la capacité réductrice d’un composé qui est un

indicateur significatif de son potentiel antioxydant.
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1-4-1-2-Réduction de la ferrozine

Les résultats du pouvoir réducteur par la réduction de la ferrozine des extraits de plantes sont

représentés sur la figure 22 :
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Figure 22 : Pouvoir réducteur par la réduction de la ferrozine des extraits étudieés.

Les résultats illustrés dans la figure ci- dessus montrent deux catégories de plantes ; celle qui

présente un pouvoir réducteur important : /°’Urtica dioica 34,55%, Dryoptéris filix-ma 25,64%

et Lavandula stoechas 16,6% ; ce résultat indique qu’il n ya pas une corrélation entre

I’activité antioxydante et la concentration en antioxydant, la seconde catégorie celle qui a un

pouvoir réducteur faible par rapport aux autres plantes étudiées : Marrubium vulgare 1,48%

etsuivi par L Aloes vera 0,37%.

I-4-1-3-Réduction de phosphomolybdate d’ammonium

Les résultats de réduction de phosphomolybdates sont représentés sur la figure 23 :
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Figure 23 : L’activité antioxydante (phosphomoybdate) des extraits étudiés.
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La valeur de I’activité antioxydante totale (phosphomolybdate) la plus élevée est obtenue
avec l’extrait de ['Urtica dioica 52,78 mg/100g, suivi de Marrubium vulgare, Lavandula
stoechas, Aloés vera et Dryoptéris filix-mas avec 46,95 mg/100g, 10,84mg /100g,
8,79mg/100g , et enfin 5,57mg/100g respectivement.

Ces différences sont dues essentiellement a la diversité du matériel végétal utilisé.

I-4-2-Détermination du Pouvoir antiradicalaire

I-4-2-1-Neutralisation du radical DPPH

L’activité antioxydante des différents extraits de plantes vis-a-vis du radical DPPH est
évaluée par spectrophotomeétre en suivant la réduction de ce radical (Chang et al., 2007 ;
Wang et al., 2009). Les antioxydants interagissent avec le DPPH en lui transférant un
¢lectron ou un atome d’hydrogéne ce qui entraine son neutralisation, par conséquent la
couleur change de pourpre vers le jaune (Kubola et Siriamornpun, 2008).

Les résultats de I’activité antiradicalaire des extraits éthanoliques de différentes plantes sont

présentés sur la figure 24 :
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Figure 24 : Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les extraits étudies.

Les résultats de la (figure 24) indiquent que tous les extraits étudiés présentent la capacité de
piéger plus de 50%du radical DPPH.

Le pourcentage du pouvoir antiradicalaire le plus élevé est obtenu avec Dryoptéris filix-mas
83,06%, conforme a celui trouvé par Zhang et al ,( 2012) dans leur étude qui est faite sur
Dryopteris erythrosora, ou ils ont estimé un taux de 79,0%.

L’extrait de /’4loés vera présente une activité antiradicalaire est estimée a 73,5%, conforme

a celle trouvés par Milée et al, (2012) ;Ozsoy et al,( 2009), qui ont constaté un taux de 80%
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et 70% respectivement. Suivi par Lavandula stoechas 66,03%,qui est presque similaire a
celle trouve par Gulgin et al,(2004) 71%, nettement supérieur a celle trouver par Costa et
al,(2012) qui ont travaillé sur une espece du méme genre Lavandula viridis 24,61%, puis
Marrubium vulgare 62,46% ,conforme a celle retrouvé par Bukalskas et al,(2012) et par
Stulzer et al,(2006) qui ont estimé 58,2% et 67,6% respectivement. Enfin Urtica dioica avec
le plus bas pourcentage 53,9% supérieur a celui trouvé par Gulcin et al,(2004) qui ont
estimé un taux de 32%.

Moussaid (2011) et N’guessan et al, (2007) ont montré I’existence d’une corrélation entre les
teneurs en phénols totaux et [Pactivité antiradicalaire. Selon Chen et Ho (1995), les
groupements fonctionnels présents dans les composés phénoliques en général peuvent céder
facilement un électron ou un proton pour neutraliser les radicaux libres. La forte activité

antioxydante des cinq plantes serait donc liée a leur forte teneur en phénols totaux.

I-4-2-2-Neutralisation de peroxyde d’hydrogéne(H,0,)

Le peroxyde d’hydrogene est trés important parce qu’il est capable de pénétrer a travers la
membrane biologique. I1 n’est pas réactif, mais il est toxique.

Il peut donner un OH, qui est un risque dans la cellule. Ainsi, son élimination dans le systéme
cellulaire et dans la nourriture est trés importante pour la protection (Chaher ,2006).

Les résultats de I’activité antiradicalaire des extraits de plantes sont représentés sur la figure
25:
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Figure 25 : Activité « scavenger » sur le peroxyde d’hydrogéne des extraits étudiés.

Les reésultats obtenus montrent que I’activité antiradicalaire augmente significativement avec
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L’augmentation de la concentration des extraits. Donc la neutralisation du radical H,O, est
proportionnelle a la concentration des extraits. 1l ya une corrélation positive entre la quantité
en polyphenols et ’activité antiradicalaire pour les cinq extraits étudiés.

Urtica dioica possede le pourcentage d’inhibition le plus élevé 98,14% et qui présente une
légére différence par rapport a |’Aloés vera et Marrubium vulgare 97,08% et 90,9%
respectivement , suivit de Dryopteris filix-mas 87,17 % , Lavandula stoechas 80,68% pour la

méme concentration.

&



Conclusion

Conclusion

Les différents résultats obtenus au cours de cette étude, nous ont permis de conclure que :

Le test d’humidité des différentes plantes a donné des teneurs importantes en eau, ce qui
explique leur richesse hydrique.

Les rendements des extraits éthanoliques des cing plantes sont généralement élevés, ce qui
indique la bonne solubilité des composés des feuilles étudiées dans 1’éthanol.

L’évaluation du contenu des phénols totaux en adoptant la méthode de Folin ciocalteu,
révéle la présence des quantités importantes en polyphénols totaux, dont I’extrait éthanolique
de Lavandula stoechas L a montré la teneur la plus élevée comparé aux autres extraits
éthanoliques. De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AICI3 qui
nous meéne a conclure que; les cing plantes contiennent principalement des teneurs
considérables ; Lavandula stoechas L avec la plus grande valeur et la plus basse est observée
avec L Aloe vara L, de méme pour les flavonoides.

Les résultats de dosage des tannins ont révélé aussi, une forte richesse pour les cing plantes en
ces composés, en particulier I’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L.

Les extraits éthanoliques étudiés présentent des teneurs tres faibles en anthocyanines.

Le dosage des caroténoides permet de constater que les cing plantes présentent des teneurs
faiblement considérables. Concernant 1’évaluation de ’activité antioxydante, les résultats de
la présente étude ont montré que : le pouvoir réducteur le plus important des échantillons
étudies est celui de Lavandula stoechas L, alors que le plus bas est observé avec 1’Aloes vera
L, ce qui explique la présence d’une corrélation entre la quantité des polyphenols et le pouvoir
réducteur.

Pour I’activité antioxydante avec le phosphomolybdate, c¢’est /’Urtica dioica qui montre la
valeur la plus importante, donc il ya une corrélation négative entre la quantité des
antioxydants et I’activité antioxydante.

Le potentiel antiradicalaire des antioxydants a été déterminé par la méthode de

DPPH, dont les résultats montrent que ces derniers possedent une bonne activité, et qui
peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants
contribuent de maniere tres efficace a la prévention des maladies telles que le cancer.
Dryoptéris filix-mas et /’4loés vera ont le pourcentage le plus élevé de piégeage du radical
DPPH, alors que L’extrait d Urtica dioica a présenté le plus bas pourcentage.

L’évaluation de I’effet scavenger du peroxyde d’hydrogeéne a enregistré un fort effet pour les

cing extraits.

-



Conclusion

Afin de compléter cette étude, il serait donc intéressant de :

> Etudier les différents facteurs qui influencent sur la variation de la composition en
différents constituants.

» L’élargissement de 1’étude sur d’autres organes des plantes étudiées afin de déterminer

I’organe le plus riche en composés antioxydants.

» La mesure de I’activité antioxydante en utilisant d’autres tests.

» L’identification des composés antioxydants des cing plantes, par des techniques plus
avanceées tel que L'HPLC.

> Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires de 1’activité antioxydante et antibactérienne des composés
polyphénoliques.

> Effectuer d’autres dosage tel que :le dosage des vitamines (La vitamine C et la
vitamine E).
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Annexes

Annexe | : Classification des antioxydants (Ratnam et al .; 2006).

Antioxydant

|
v v

Antioxydants enzymatiques Antioxydants non enzymatiques

OSD, catalase, glutathion —
Caroténoides itamines
peroxydase, etc. <—>

Minéraux €—

Polyphénols «—l

I
\J v

Flavonoides Acides phénoliques

v ‘l' ¢ ‘l S Acide

Flavonols Flavanols Flavonone Flavones hydroxycinnamigue

Anthocyanidine Isoflavonoide —> Acide hydroxybenzoique



Annexes I1: matériel et réactifs utilisée

Annexes

Matériels

Réactifs

-Agitateur magnétique (RAYPA AG5)
-Bain marie (MEMMERT)

-Balance (SARTORIUS)

-Balance de précisions (BP 310P)
-Broyeur électrique (A 11 BASIC)
-Centrifugation (SIGMA — 16K)
-Etuve (BINDER, BD 53)

-Mixeur.

-Papier filtre.

-pH métre (HANNA, pH210).
-Refrigérateur (ENIEM).
-Spectrophotomeétre (SpectroScan 50).
-Tamiseur électrigue .

-Entonnoirs ;

-Eprouvettes 10, 50, 100 M.

- Béchers de 25,100, 250,500, 1000 mL
-Micropipettes de 50,100 et 1000 L.
-Pipettes en verre de 1, 2, 5,10 mL.
-Plague agitatrice (VELP Scientifica).
-Tubes & essai en verre.

-Vortex (Tehtnica).

-Acétate de sodium (CH3COONa)
-Acétone (CH3COCH3)

-Acide sulfurique (H2S0O4)

- AICI3 (PROLABO)

-BHA(C11H 16 02)

-Carbonate de sodium (Na2CO3) a 20%
-Chlorure de potassium (Kcl)

-Bovine Sérum Albumine (BSA)
-DPPH (C18H12N506)

-Ethanol (80%) (CH3 CH20H)
-Folin-Ciocalteu (1N)

-Acide chlorhydrique (HCI)

-Hexane (C6H14)

-Hydroxyde de potassium KOH (10%)

- Ferrozine (Sigma

-Méthanol (CH30H)
-H,0,(PROLABO)

- SDS(PROLABO)

- TEA (PROLABO)

-Molybdate d’ammonium ((NH4)6 Mo7
024.4H2 O)

-Phosphate de sodium (Na3PO4. 12H20)
-Trichlorure d’aluminium a 2% (Alcl3)
- Standards : acide gallique, acide tannique,

quercetine, et B-caroténe.
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Annexe I11: Préparation des solutions

1- Dosage des composes phénoliques
1.1. Polyphénols totaux

Solution de Carbonates de Sodium 2,4 g de Na2CO3 sont dissoutes dans
(60g/1) 70 ml d’eau distillée

Ethanol 80 pur ajusté a100 avec I’eau

Ethanol 80% distillée.

1.2. Flavonoides

2 g d’AlCl; sont dissoutes dans
Solution d’AICI3 (2%) 100 ml d’eau distillée.

1.3. Flavonols

2 g de poudre d’AlCl3’sont dissoutes dans

Solution d’ AICI3 (2%) 100 ml d’eau distillée.
3,5g d’acétate de sodium dans 70ml d’eau
Solution d’acétate de sodium (50g /I) distilice
1.4. Tannins
| s | Préperstondessofons |
1% SDS (w/v)
5% de triethanolamine (v/v)
Tampon SDS/TEA On met 2,5 ml de TEA dans 50 ml
d’eau distillée et on lui a ajouté 0,5 g
de SDS
FeClI3 (0,01 M), HCI (0,01 N)
Chlorure Ferrigue 0,045 g de FeClI3 (0,01M) sont
mélangé avec 212 ,5 ul d’HCI (0,01N) dans
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250 ml d’eau distillée.

Tampon acétate (pH= 4 ,5)

1,15 ml d’acide acétique +0,994g de NaCl
ajusté de I’eau distillée a 100 ml.

pH ajusté a 4,9 avec du NaOH

Solution de BSA

1 mg/ml de BSA dissoute dans 10ml
tampon acétate. Stockée a 4°C.

1.5.Caroténoides

solution

Préparation des solutions

Solution de KOH (1m)

5,6g de KOH (1M) dans 100 ml de I’eau
distillée

Solution de sulfate de sodium (1%)

l1g de sulfate de sodium dans 100 ml de I’eau

distillée.

1.6.Anthocyanines

solution

Préparation des solutions

Solution de H,O acidifié

0,1ml de HCI dans 9,9ml de I’eau distillée

Tampon de chlorure (PH=1)

KCI (0.25M), HCI (0.1N).

1,869 de KCI (0.25M) dans 100ml d’cau
distillée ajusté avec HCI1 (0.1N) au PH=1d’ou
HCI est préparé comme suit: 0,84ml d’HC1

dans 50ml d’eau distillée.

Tampon d’acide acétique (PH=4,5 ; 0,4M)

Acide acétique, (0,4M), NaOH (0,4M)
2,28ml d’acide acétiqgue dans 100ml d’eau
distillée ajusté avec NaOH (0,4M) au Ph=
4,5 d’ou NaOH est préparé comme suite :
1,6g dans 100ml d’eau distillée
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Annexe I1V. Activité antioxydante

1. Détermination du Pouvoir réducteur

1.1. Neutralisation de radical H,O,

30ml de solution de H,O, dans 10 ml de ’eau
solution H,0, (30%) distillée.

1.2. Réduction de chlorure ferrique

3.483g de K2ZHPO4 dans 100ml d’eau
distillée.

2.721g de KH2PO4 dans 100ml d’eau
Tampon de phosphate (0,2M, pH=6 ,6) distillée.

Meélanger les deux solutions jusqu’a

I’obtention d’une solution a un pH 6,6.

Solution de ferracynnure de potacium (1%) | 0,5g de ferracyannure de potacium dans 50

ml de ’eau distillée

Solution de ’acide trichloracétique (10%). 5g de I’acide trichloracétique dans 50 ml de

I’eau distillée.

Solution de chlorure ferrique (0,1%) 0,05mg de chlorure ferrique dans 50ml de

I’eau distillée.

1.3. Réduction de la ferrozine

Solution de la ferrozine (5mM) 156mg de la poudre de ferrozine sont dissous

dans 60 ml de ’eau distillée
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Solution de FeCI2 (2mM)

25,3 mg de FeCl2 dissous dans 100ml de

I’eau distillée.

1.4. Méthode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH)

DPPH (6 .10-5M)

1,182 mg de DPPH sont dissous dans 50ml
de méthanol.

1.5. Réduction de phosphomolybdates d’ammonium

Molybdate d’ammonium (NH4)2MoO4
(4mM)

Phosphate de sodium NaH2 Po4 (28 mM)
Acide sulfurique(600 mM) (12,85 ml)

1,9774 g de molybdate+ 1,5904 g de
Na,PO4+ 12,85ml de H,SO, sont dissous
dans 387,15 ml de I’eau distillée.

Annexe V: Courbes d’étalonnage utilisées pour le dosage des composés phénoliques.
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Résumé

Lavandula stoechas L, Mrrubium vulgare L, Dryoptéris filix-mas L, Aloés vera L et Urtica dioica L , plantes
utilisées depuis I'antiquité en médecine traditionnelle, reconnues par leurs vertus thérapeutiques.
Dans ce contexte, le présent travail porte sur une étude comparative de la teneur en quelques
antioxydants (polyphenols totaux, flavonols, caroténoides...), et I’activité antioxydante des différents
extraits obtenus.

Dans cette recherche le solvant utilisé pour I’extraction est I’éthanol, qui a donné le meilleur rendement
avec (L .stoechas L). Le test d’humidité a démontré la richesse hydrique des cinq plantes etudiées.
L’analyse phytochimique a montré que la teneur la plus élevée en polyphenol totaux ,flavonoides et
flavonols a été obtenue par (L.stoechas L), alors que la teneur la plus faible avec (A.vera L).

Cependant les tannins ont été détectés chez (M. vulgare L) avec la teneur la plus importante et chez (D.
filix-mas L) avec la moindre teneur.

Des teneurs tres faibles en anthocyanines, alors que les caroténoides ont des teneurs un peu plus élevées.
Le pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium a donné le meilleur résultat avec (L. stoechas L),
tandis que le pouvoir réducteur avec la ferrozine et au phosphomolybdate s’est révélé meilleur dans
I’extrait ethanolique (U. dioica L).

Pour P’activité scavenger au radical libre DPPH le meilleur résultat est enregistré avec (D. filix-mas L),
alors que le pouvoir antioxydant estimé par P’effet scavenger du peroxyde d’hydrogéne a enregistré la
valeur la plus élevée dans I’extrait éthanolique de (U. dioica L).

Mots clés : plantes médicinales, Marrubium vulgare L ,Lavandula stoechas L, urtica dioica L,
Aloe vera L, dryopteris filix-mas L , Activité antioxydante ,especes réactives de 1’oxygéne, polyphenols,

Abstract

Lavandula stoechas L, Marrubium vulgare L, Dryopteris filix-mas L, Aloe vera L, and Urtica dioica L, plant
used since the antiquity in traditional medicine, recognized by their therapeutic properties. In this context,
this paper focuses on a comparative study of some antioxidants content (total polyphenols, carotenoid,
flavonol...), and antioxidant activity of different extracts obtained.

In this research the solvent used for extraction is ethanol, which gave the best performance with
(L.stoechas L). The test of moisture showed the hydrous richness of the five plants studied.

Phytochemical analysis showed that the highest content of total polyphenol, flavonoids and flavonols was
obtained by (L. stoechas L), while the lowest content with (A.vera L).

However, the tannins were detected in (M.vulgare L), with de content most important and at (D filix-mas
L) with the last content.

Very low contents of anthocyanines, whereas the carotenoids have contents a little more raised.Reducing
power of the potassium ferricyanid , gave the best result with (L. Stoechas L),while reducing power with
ferrozine and phosphomolybdate proved best in the ethanolic extract(U. dioica L).

For activity to DPPH free radical scavenger the best result is recorded with (D.filix mas L), While the
estimated effect of the scavenger antioxidant hydrogen peroxide showed the highest value in the ethanol
extract (U.dioica L).

Keywords: medicinal plants, Marrubium vulgare L, Lavandula stoechas L, Urtica dioica L,
Aloe vera L, Dryopteris filix-mas L, antioxidant activity, reactive oxygen species, polyphenols,



	1.pdf
	.2.pdf
	3.pdf
	4.pdf
	5.pdf
	6.pdf
	7.pdf
	8.pdf
	12.pdf
	9.pdf
	10.pdf
	11.pdf
	13.pdf
	14.pdf
	15.pdf
	16.pdf
	17.pdf

