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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé¢ diverses plantes trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
'avantage d'étre d'une grande diversité de structures chimiques et ils posseédent un tres large
éventail d'activités biologiques. L'évaluation de ces activités demeure une tache trés
intéressante qui peut faire l'intérét de nombreuses études (Nkhili, 2009).

L’Algérie bénéficie d’un climat favorable qui permet le développement d’une flore
trés riche et hautement variée ou on y trouve plus de 3000 espéces végétales. Parmi ces
ressources naturelles, les plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et
jouent un grand réle dans I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines :
industrie alimentaire, conserverie, pharmaceutique et phytothérapie (Duraffourd et al.,
1997).

L’oxygéne, ¢lément indispensable a la vie, peut dans certaines conditions devenir un
danger mortel pour I’organisme via la formation d’especes oxygénées activées hautement
réactionnelles (radicaux libres, peroxyde d’hydrogene, oxygeéne singlet, acide hypochloreux).
Une fois formées, les especes oxygénées activées (EOA) peuvent en effet induire des cassures
de I’ADN, inactiver des protéines ou induire des phénoménes de peroxydation lipidique
(attaque d’acides gras polyinsaturés). Ces derni¢res conduisent a une perte de la perméabilité
membranaire des cellules (Pincemail et al., 1998). Afin de limiter les effets délétéres de ces
especes réactives, plusieurs stratégies des plantes médicinales sont mises en évidence pour
renforcer le systeme antioxydant (Heim et al, 2002 ; Rietjens et al, 2002 ; Cillard et
Cillard, 2006). Ainsi, le but de ce travail est d’évaluer le potentiel antioxydant de quelques

plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle Algérienne.

La présente étude est scindée en deux parties : la premicre partie est une synthése
bibliographique donnant des généralités sur les plantes étudiées, leurs compositions chimiques
et leurs utilisations, des définitions sur les radicaux libres et leurs origines et des généralités
sur le systeme antioxydants. La deuxiéme partie comprend la préparation du matériel végétal
en vue de son utilisation dans la deuxiéme étape qui consiste en dosage des antioxydants
(polyphénols totaux, flavonoides, ortho-diphénols) et la détermination des activités

antioxydantes des extraits des plantes par 7 méthodes différentes.
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Chapitre I Généralités sur les plantes médicinales étudiées

Chapitre I : Généralités sur les plantes médicinales étudiées
1. Inula viscosa L.
1.1. Description botanique et répartition géographique

Inula viscosa est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse, a odeur
forte qui appartient a la famille des Astéracées (Composées). Elle peut atteindre de 50 cm a
Im de hauteur et présente des capitules a fleurs jaunes trés nombreux au sommet de la tige.

Les feuilles sont entiéres ou dentées, aigués, sinuées ; les caulinaires amplexicaules,
plus largement lancéolées, les capitules assez gros en longues grappes pyramidales (Quezel et
Santa, 1963). Les racines sont forte pivotante lignifiées prouvent attendre 30 cm de long
(Bayer et al., 1990). Les fleurs sont linguiformes et jaunes, dépassant 1’involucre. Elles sont
longues de 5 a7 mm (Judd et al., 1999).

Inula viscosa appelée communément Inule visqueuse est abondante dans les Iles
Canaris (Bayer et al., 1990). Répandue dans tout le bassin méditerranéen, sur les sols salés,
les prairies humides et les bords de cours d’eau (Quezel et Santa, 1963), largement répandue

dans le nord de 1’ Algérie dans les rocailles et les terrains argileux (Benayache, 1991).

1.2. Classification botanique

Elle est classée comme suit (Judd et al., 1999) :

Reégne : plantae

Sous reégne : Tracheobionta
division : magnoliophyta
Superdivision : Spermaphytes
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Inula

FFE R FEFEFEFFOF

Espéce : Inula Viscosa L.

Figure 1: Photographie de /nula viscosa (Anonyme 1, 2013).
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1.3. Noms vernaculaires

Nom commun : Inule, aunée visqueuse

Noms vernaculaires : Magramane ou Amagramane en Afrique du Nord (Quezel et Santa,
1963).

1.4. Composition chimique

Les travaux de Benayache et al. (1991) rapportent que les parties aériennes d’Inula
viscosa contiennent des flavonoides, des acides sesquiterpéniques et des esters triterpénes. Les
racines contiennent de nombreux composés : I’inuline, I’helénine, paraffine, sesquiterpénes
essentiels (I’alantole, 1’alantolactone et 1’acide allantique) (Fournier, 1947 ; Ulubelen et

Goun, 1986; Chiarl, 1986).

La plante contient d’autres substances dites mineures comportant des résines et des
pectines constituant une matiére noiratre : la phytomélane (Oksuz, 1976).

1.5. Utilisations

Inula viscosa est utilisée dans la médecine traditionnelle dans la région
méditerranéenne pour traiter les blessures, les entorses et des contusions (Fernandez-Ocana
et al., 1996), et a lutter contre les troubles intestinaux et la jaunisse (Font Quer, 1978 ;
Lopez, 1982).

Les feuilles, en cataplasme ou en inhalation, sont utilisées contre la fiévre. En
décoction. Elles sont recommandées en cas de coliques abdominales et de maux urinaires.
Les branches fleuries sont utilisées, en décoction, contre les bronchites, la tuberculose,

I’anémie et la malaria (El1 Ouafi, 1997).

2. Pistacia Lentiscus L.

2.1. Description botanique et répartition géographique

Pistacia lentiscus est un arbuste ou un arbre ligneux qui appartient a la famille des
Anacardiaceae. Elle peut atteindre jusqu'a 3 ou 4 m. C’est une espece dioique (fleurs males et
femelles), toujours verte sclérophylle, avec une forte odeur de résine. Les feuilles sont

pennées persistant et de petite taille (4-5 mm Diamétre) (Zohary, 1952).

Les fruits femelles ont des ovaires uni et tri-carpelles et les fruits males ont 8 a 10
¢tamines (Verdu et Garcia-Fayos, 1998), les graines drupes en fin d'été et en automne. La

couleur des fruits est fortement associée a la viabilité des semences: fruits noirs contiennent




Chapitre I Généralités sur les plantes médicinales étudiées

généralement des graines viables alors que les rouges contient des graines non viables (avorté

ou parthénocarpique) (Verdu et Garcia-Fayos, 1998).

Le pistachier lentisque est trés commun dans le bassin méditerranéen, il se trouve a
|'état sauvage, dans les maquis et les garrigues dans tout type de sols, bien qu’il préfére les
terrains siliceux. En Algérie, le lentisque se trouve sur le long du tell et dans les zones

forestieres (More et White, 2005).

2.2. Classification botanique

La classification de Pistacia lentiscus est établie par Ansari et al. (2012) :

Régne: Plantae

Division : Magnoliophyta
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiaceae
Genre : Pistacia

Espece : Pistacia lentiscus L.

Figure 2 : Photographie de Pistacia lentiscus (Anonyme 2, 2013)

2.3. Nons vernaculaires

Anglais : Chios mastic tree.

Allemand : Mastixbaum.

Francais : Arbre au mastic, Lentisque.
Espagnol : Lentisco.

Afrique du nord : Derw, darw (arabe).

Berber: Amadagh (Torkelson, 1996; Feidemann, 2005)

2.4. Composition chimique
Les composants les plus importants de Pistacia sont les résines et les terpinéols.
L’huile essentielle des feuilles contient le B -caryophylline, le germaerene et le y -cadinéne.

Les polyphénols des feuilles sont les acides galliques et dérivés galloyl, glycoside de flavonol
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et anthocyanines (delphinidine 3-O-glucoside et glucoside de la cyanidine 3-O-), les
nortriterpenoids, le o - tocophérol et les protéines (Ansari et al., 2012).
La composition des huiles des fleurs est : les monoterpénes, sesquiterpénes comme

composant principal, de I'a-pinéne, myrcéne et terpinéne-4-ol (Castola et al., 2000).

2.4. Utilisations

Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité
(Palevitch et Yaniv, 2000). La décoction des racines séchées est efficace contre
I’inflammation intestinale et d’estomac ainsi que dans le traitement de 1’ulcere
(Ouelmouhoub, 2005).

Les feuilles possédent des propriétés emménagogues, astringentes, diurétiques,
analgésiques et antipyrétiques (Bellakhdar, 1978, 1997; El Ouafi, 1997). Les feuilles et
I’écorce sont employées en décoction ou en poudre, dans le traitement des maux du ventre, de

I’intestin, des diarrhées et de diabéte (Bellakhdar, 1978, 1997; El Ouafi, 1997).

3. Myrtus Communis L.

3.1. Description botanique et répartition géographique

Myrtus communis ou le myrte vrai est un arbuste ou petit arbre appartenant a la
famille des Myrtaceae , de hauteur 1a3 m, les feuilles sont ové-lancéolée, aigues, enticres,
coriaces, ponctuées et tres aromatiques. Les fleurs sont blanches et peuvent atteindre jusqu'a
3 centimetres de diametre. Le fruit est une baie multi-semée.

Le myrte se trouve dans 1’Europe, I'Afrique du Nord et 1'Asie occidentale. Il est
distribu¢ en Amérique du Sud, I'Himalaya occidental du nord et I’ Australie et répandu dans la

région méditerranéenne (Messaoud et al., 2011).

3.2. Classification botanique

Myrtus communis est classé selon Guignard (2001).
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Régne : Végétal
Division : Magnoliphyta
Classe : Magnolipsida
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae

T S O N

Genre : Myrtus

* Espéce : Myrtus communis L.

Figure 3 : Photographie de Myrtus communis (Anonyme 3, 2013).

3.3. Noms vernaculaires (Bock, 2013)

Frangais : Herbe du lagui, Myrte commun.

Englais: Common Myrtle, Greek Myrtle, Myrtle, Sweet Myrtle.
Italie : Mirtella, Mirto, Mortella, Mortine.
3.4. Composition chimique

Le myrte est principalement composée d'huiles volatiles, des tanins, des sucres, des
flavonoides et des acides organiques tels que les acides citrique et malique (Martiin Lopez et
al., 1999). Ainsi que cette plante contient des fibres et beaucoup de composés
biologiquement actifs. Les composés phénoliques, les flavonoides et les anthocyanines sont
les principaux composants des baies. Les huiles de myrte sont constituées des acides gras tels
que : acide oléique, linoléique, myristique, palmitique, linolénique et I’acide laurique
(Sumbul et al., 2011).

3.5. Utilisations

Myrtus communis est traditionnellement utilisée comme un médicament désinfectant
antiseptique et un agent hypoglycémiant (Elfellah et al., 1984). Différentes parties de la
plante trouvent diverses utilisations : les feuilles en décoction sont indiquées contre les maux
d’estomac et comme purgatif. En inhalation, elles sont employées contre la fievre (Kamal,

1997).
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Le décocté de la plante, mélangé au henné, est tres utilisé pour noircir et assouplir les
cheveux. L’infusion des feuilles est employée contre les affections respiratoires, les maladies

cardiaques et hépatiques (Kamal, 1997).

Les fruits ont une longue histoire d'utilisation dans la parfumerie, industries
cosmétique, alimentaire et pharmaceutique (Nuvole et Spanu, 1996). En Sardaigne (Italie),
les fruits sont surtout employés pour le secteur industriel de formulation de liqueurs sucrées

(Mulas et al., 2000).
4. Globularia alypum L.
4.1. Description botanique et répartition géographique

Globularia alypum est une plante vivace appartenant a la famille des Globulariaceae
(Es-Safi et al., 2007). C’est un sous arbrisseau de 30-60 cm, trés rameux en buisson,
ordinairement dress¢, des feuilles toutes éparses sur les rameaux, coriaces, persistantes, avec
des fleurs larges de 15 a 20 mm, d'un beau bleu, odorantes, en tétes sub-sessiles, terminales et

latérales (Chocri et al., 2010 ; Anonyme 4, 2013).

C’est une plante trouvée dans toute la région méditerranéenne (Ben Mansour et al.,

2012).
4.2. Classification botanique

La classification de Globularia alypum est décrite par Bock (2013).

Régne : Végétal.
Ebranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédone.

Sous Classe : Astérides.

Ordre : Lamiales.

Famille : Globulariacées.

Genre : Globularia.

FF R FF

Espece : Globularia alypum L.

Figure 4 : Photographie de Globularia alypum (Anonyme 4, 2013)
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4.3. Noms vernaculaires
Francais : Globulaire, Globulaire buissonnante (Bock, 2013).
Anglais : Shrubby Globularia (Bock, 2013).
Arabe : Ain Larneb (Jouad et al., 2001 ),
Berber : Tasselgha (Taleb-Dida et al., 2011).

4.4. Composition chimique

Globularia alypum contient des glycosides, iridoides et des polyphénols tels que les
flavonoides et leurs dérivés tels que I'apigénine, la lutéoline et la quercétine (Es-Safi et al.,
2005, 2006 ; Taleb-Dida et al., 2011),
4.5. Utilisations

Globularia alypum est utilisée comme agent hypoglycémiant, laxatif, cholagogue,
stomachique, purgative et sudorifique, ainsi que dans le traitement des maladies
cardiovasculaires et rénales. Elle est utilisée dans le traitement des maladies de la peau,
notamment 1'eczéma, les troubles digestifs, les douleurs intestinales, 1'hypertension artérielle,
troubles cardiaques et le diabéte (Es-Safi et al., 2007 ; Ben Mansour et al., 2012).

5. Eryngium maritimum L.
5.1. Description botanique et répartition géographique

Eryngium maritimum, désignée plus couramment sous le terme de panicaut des mers,
est une plante glauque, plus ou moins bleuatre, parfois méme d’une teinte bleue vers le haut,
trés épineuse, de 30 a 60 cm de hauteur, qui croit dans les sables maritimes ou elle est souvent

abondante.

La floraison s’étend depuis le mois de juin jusqu’au mois de septembre (Giudicelli,
2011). Les feuilles sont raides et trés coriaces, ondulées sur les bords, a nervures trés
marquées, a lobes et a dents étalés de tous cotés et terminées par de fortes épines. Les fleurs
sont groupées en capitules hémisphériques presque globuleux (Giudicelli, 2011 ; Anonyme
5, 2013). C’est I'une des espéces les plus caractéristiques de la Méditerranée, 1’Asie

occidentale et I’Europe (Bock, 2013).




Chapitre I Généralités sur les plantes médicinales étudiées

5.2. Classification
La classification d’ Eryngium maritimum est décrite par Bock (2013)

+ Régne : végétal.

+ Embranchement : Spermaphytes.

#*

Sous embranchement :
Angiospermes.

Classe : Dicotylédone.
Sous classe : Rosidae.
Ordre : Apiales.
Famille : Apiacées.

Genre : Eryngium.

-k F F F F

Espece : Eryngium maritimum L.

Figure 5 : Photographie d 'Eryngium maritimum (Anonyme 5, 2013).

5.3 Noms vernaculaires
Francais : Chardon bleu, Chardon des dunes, Panicaut de mer, Panicaut des dunes (Bock,

2013).

Anglais: Sea Holme, Sea-holly (Bock, 2013).
Arabe : Lahict el Maaza (Kholkhal et al., 2012).
5.4. Composition chimique

Eryngium maritimum contient des polyphénols tels que les flavonoides, des
coumarines, des terpeénes, des saponines et des huiles essentielles (Kiipeli et al., 2006 ;

Kholkhal et al., 2012).
5.5. Utilisations

Eryngium maritimum est une plante qui favorise les flatulences, élimine les
obstructions du foie, des reins et la vésicule biliaire. Cette plante provoque les mictions et les
menstruations. Elle est efficace dans le traitement de certains troubles neurologiques comme

la paralysie et les convulsions (Kiipeli et al., 2006).
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6. Marrubium vulgare L.
6.1. Description botanique et répartition géographique

Marrubium vulgare est une plante herbacée vivace de la famille des labiées. La plante
présente des feuilles dentées et duveteuses, ainsi que des petites fleurs blanches a saveur trés
amere renfermant un principe actif essentiel « la marrubine » (Temani, 2006). Elle peut
arriver jusqu'a 80 cm de hauteur, pousse dans les lieux incultes, les terres incultes et a
proximité des chemins avec des fleurs blanches, en verticilles axillaires nombreux,
multiflores, trés compacts, espacés sur les tiges (Bock, 2013). Elle est trés commune dans les
régions méditerranéennes, I’Europe et I’ Asie (Elberry et al., 2011 ; Bock, 2013). En Algérie,

Marrubium vulgare est répandu au nord du pays (Temani, 2006).
6.2. Classification botanique
La classification du marrube blanc est décrite par Bock (2013) :

Régne : végétal.
Embranchement : Spermaphytes.

# +

#

Sous embranchement :
Angiospermes

Classe : Dicotylédone.
Ordre : Lamiales.
Famille : Lamiacées.

Genre : Marrubium .

=+ F F

Espece : Marrubium vulgare L.

Figure 6 : Photographie de Marrubium vulgare (Anonyme 6, 2013).

6.3. Noms vernaculaires

Francais : Marrube blanc, Marrube commun, Marrube vulgaire (Bock, 2013).

Anglais: White Horehound (Bock, 2013).

Berber : marriouet (Temani, 2006).

10
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6.4. Composition chimique

L’analyse chimique du marrube blanc a montrée la présence de terpeénes,
sesquiterpenes, des huiles essentielles, des alcaloides, et des composés phénoliques tels que
les flavonoides (Elberry et al., 2011), auxquels s’ajoutent les glucosides et les lactates

(Sahpaz et al., 2001 ; Pukalskas et al., 2012 ).
6.5. Utilisations

Le marrube blanc fluidifie les sécrétions bronchiques et facilite 1'expectoration. Il est
antitussif et soigne les toux rebelles. La présence de mucilages adoucissants et anti-
inflammatoires le rend utile dans le traitement des inflammations de la gorge. Aussi, c'est un

dilatateur des bronches, donc il a une action bénéfique sur 1'asthme (Temani, 2006).

Il est employé pour favoriser la perte de poids en augmentant le métabolisme des
graisses (diminution des triglycérides et du cholestérol) (Temani, 2006). Les huiles
essentielles de la plante sont appréciées pour leurs efficacités bioactives : fongicides,

bactériostatique et antioxydantes (Kadri et al., 2011).

1
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Chapitre II : Les radicaux libres et le stress oxydant
1. Radicaux libres

1.1. Définition d’un radical libre

Un radical libre est une espeéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, ce compos¢ peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un

oxydant), soit en cédant un électron (agissant alors comme un réducteur) (Blandine, 2006).

La production de radicaux libres est largement physiologique : elle est déterminée,
dirigée et utile. Parmi les exemples les plus communs, on peut citer la production de
superoxyde pendant la phagocytose et la libération du monoxyde d’azote (NO) par
I’endothélium, qui constitue un des mécanismes de régulation du tonus vasculaire. Les
radicaux libres interviennent aussi dans la signalisation cellulaire (Mette et Berger, 2006)
1.2. Sources et production des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes soit par voie

endogénes ou par voie exogenes figure 7.

0,
' " . NAD(P)H
_i:(:q“ < ll\r’[ltnchnndrle oxydase
l:._}'_r--

H-O5 2 GSH NADP'

GSSG NADPH

Figure 7 : Sources métaboliques de production et d’¢limination des radicaux libres.

(Afonso et al., 2007)
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1.2.1. Production interne (endogéne)

1.2.1.1. Mitochondrie
La mitochondrie est la source de production majeure de superoxyde O, dans la cellule
intacte. Dans les conditions physiologiques, la formation de ce radical est liée a I’activité

physique et a I’intensité d’oxygénation (Favier, 2003).

1.2.1.2. Cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires possédant une enzyme membranaire, la Nicotinamide
adénine dinucléotide Phosphate réduit (NADPH oxydase), qui est spécialisée dans la
fabrication du radical superoxyde (O,"). La production du peroxyde d’hydrogene (H,0O,) est a
I’origine de la production de molécule comme I’anion superoxyde ou I’hypochlorite (CI1O),
indispensable a la distribution du matériel phagocyté (Aruna et al., 2003 ; Mette et Berger,
2000).

1.2.1.3. Xanthine-déshydrogénase
La xanthine -déshydrogénase est une enzyme ubiquitaire qui peut &tre modifié en
xanthine- oxydase. Cette enzyme génére du superoxyde en présence d’oxygene et de

xanthine ou d’hypoxanthine (Berger, 2006 ; Keechlin-Ramonatxo, 2006).
1.2.1.4. Ions métalliques

Les ions métalliques tels que le chrome, vanadium, cuivre, mais aussi le fer libres
(existant lors de surcharges générales ou localisées) générent en présence de peroxyde
d’hydrogene (H,0,) des radicaux hydroxyles tres réactifs par une réaction appelée réaction de
Fenton (Favier, 2003).

1.2.2. Production externe (exogene)

Les radicaux libres peuvent étre produits par des sources exogénes comme les
rayonnements UV, les particules inhalées, le tabac, I’ingestion de I’alcool et également les
médicaments comme les antibiotiques des anticancéreux (Favier, 2003). La figure 8 montre

la production et la neutralisation des especes réactives de I’oxygene.
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Figure 8 : Production et neutralisation des espéces réactives de 1’oxygene (Berger, 2006).
1.3. Différents types de radicaux libres
1.3.1. Espéces réactives de I’oxygeéne

1.3.1.1. Anion superoxyde O,

L’anion superoxyde est un radical chargé négativement provenant de la réduction
monovalente de l'oxygéne moléculaire qui capte un électron. La dismutation de cet O, ~
entraine la formation d'oxygeéne fondamental et de peroxyde d'hydrogéne H,O, (Blandine,
2006).

0, +e-=> 02.
1.3.2. Peroxyde d’hydrogéne H,O,

Le peroxyde d’hydrogene, appelé également eau oxygénée, résulte soit de la
dismutation du radical superoxyde par la superoxyde dismutase (SOD) ou par la réduction
bi¢lectronique de 1’oxygene catalysée par des enzymes comme le glucose oxydase

(Cheeseman et Slater, 1993; Helliwell et al., 2000).

SOD
20, +2H" ——— H,0, + 0, (Valko et al., 2006)
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1.3.3. Radical hydroxyle OH®
Le radical hydroxyle est le radical le plus dangereux dans 1’organisme, il est formé de

la réaction de I'anion superoxyde avec I'hydrogene peroxyde.

0O, +H,O, — 3OH+OH + 0,

Le radical hydroxyle réagit avec les lipides, polypeptides, protéines, et ADN,
spécifiquement la thiamine et la guanosine (Ashoka et Ali, 1999).

1.3.1. Oxygéne singulet (‘O,)

L’oxygéne singulet n’est pas un radicale libre, car il ne posséde pas un ¢électron non
apparié, c’est une forme excitée de I’oxygene. Il est formé par action de la lumiére sur

I’oxygene (Houée-Levin, 2005).

L’oxygéne singulet n’est pas un puissant oxydant, mais un pro-oxydant, via sa
capacité de s’unir a différentes biomoléculaires. Sa formation nécessite la présence de 1’acide
hypochloreux (HOCI) et de I’eau oxygénée, selon la réaction suivante (Khan et Kashat,

1994) :

HOCI + H,0, » HClI+H,O+0;

1.3.2. Especes radicalaires de I’azote

Les espéces réactives de 1’azote sont essentiellement produites a base d’arginine et
d’oxygeéne par l’intermédiaire d’une enzyme, monoxyde d’azote synthétase (Rochette et

Vergely, 2002).
1.3.2.1. Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote est un radical avec un électron non apparié. Il est formé par

l'action du NO synthétase sur L-arginine (Fang et al., 2002).

O, +Arginine + NADPH »NO" + Citrulline + H,O + NADP
(Aurousseau, 2002).

Le monoxyde d’azote est toxique, il amorce indirectement la peroxydation. Il est

relativement inerte, et oxydé en NO;', selon la réaction suivante (Fossey, 1993):

15



Chapitre II Les radicaux libres et le stress oxydant

NO +1/20;, —— NOy
1.3.2.2. Peroxynitrite (ONOO")

Le peroxynitrite ONOO" est formé par la combinaison de monoxyde d’azote et
I’anion superoxyde, agent non radicalaire a la fois oxydant et nitrosant responsable
d’attaques tissulaires. Il est aussi impliqué dans I’hypertension artérielle, le diabéte et

I’athérosclérose (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

0,” + NO » ONOO

y

1.7. Réles physiologiques des radicaux libres

Les radicaux libres sont indispensables a la vie. En effet, ils remplissent de tres
nombreuses fonctions utiles qui par la phagocytose, ont été découvertes récemment. Les
radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la défense immunitaire
contre les agents pathogenes, a la distribution par apoptose des cellules tumorales, au cycle
cellulaire, a la différenciation cellulaire et a la régulation de la dilatation capillaire (Favier,
2003). Elles participent au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la
mémoire, a la fécondation de I’ovule, a la régulation des genes, a I’amélioration du captage
musculaire du glucose, a la reconstitution des stocks en glycogéne musculaire (Yohan, 2004 ;

pastre, 2005 ; Kechlin-Ramonatxo, 2006).

Les radicaux libres tels (H,O;, et le NOO-) joueraient un réle primordial dans la

transduction du signal (Pastre, 2005).
1.8. Roles pathologiques des radicaux libres

Le stress oxydant est un état caractérisé par un déséquilibre entre la production des
especes réactives de 1’oxygene et les capacités antioxydantes de I’organisme. Cet équilibre
peut étre rompu lorsque 1’alimentation ne contient pas assez d’antioxydants, les systemes de
défense enzymatique ne sont pas efficaces ou que la production de radicaux libres dans notre

corps est anormalement élevée (Hennebelle et al., 2004 ).
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2. Stress oxydant
2.1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des especes réactives de
I’oxygeéne (ERO) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
(Boyd et al., 2003), soit par déficit en antioxydants ou suite a une surproduction de radicaux

libre (Favier, 2003).
2.2. Maladies engendrées par le stress oxydant

Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans le développement du
vieillissement ou de pathologies associées au vieillissement telles que les maladies
cardiovasculaires, neuro-dégénératives (Pincemail et Defrangne, 2004). Il est la principale
cause initiale d’autres maladies comme la cataracte, sclérose latérale amyotrophique,
syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, la maladie d’Alzheimer et les

rhumatismes (Favier, 2003).

La relation entre le stress oxydant et le cancer s’avére tres étroite, les radicaux libres
interviennent dans ’activation des pro-carcinogeénes en carcinogenes, créant des lésions de
I’ADN (Favier, 2003). La surproduction des radicaux libres serait a la base du développement
de complication du diabéte et également accompagné d’un risque accru de maladies

cardiovasculaires (Ceriello, 2004).
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Chapitre III : Systeme antioxydant
1. Définition d’un antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme étant toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder ou
empécher l'oxydation de ces substrats (Halliwell et Gutteridge, 1990 ; Pincemail et al., 2002).

Dans I’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité anti-oxydante :
les enzymes anti-oxydantes directement synthétisées par I’organisme (superoxyde dismutases,
glutathion peroxydases, catalase...) et les composés antioxydants d’origine exogene c'est-a-dire
alimentaire (les vitamines A, C et E ; les caroténoides comme le lycopéne et la lutéine ; la taurine ;
les polyphénols ; certains minéraux et oligoéléments comme le magnésium, le zinc, le sélénium et
le manganése). Ces systemes antioxydants interviennent en protégeant les cellules des dommages
oxydatifs induits par les radicaux libres (Percival, 1998 ; Berger, 2006 ; Pastre et Priymenko,

2007), ou issus d’une synthése chimique (Papas, 1999).

2. Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions, leurs localisations
cellulaires, leurs origines ou encore selon leurs caractéristiques physico-chimiques : liposolubles ou
hydrosolubles (Pastre, 2005).

2.1. Antioxydants primaires

Les antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais, permettent I’interruption de la chaine
autocatalytique : AH + Re — Ae + RH. La molécule AH est antioxydante si le radical formé Ae est
plus stable. La stabilit¢ du radical Ae peut s’expliquer par sa conversion en composés non

radicalaires (Rolland, 2004).

Dans cette classe se trouve les antioxydants de synthése tels que le BHA et le BHT et les

antioxydants naturels parmi lesquels les tocophérols et les composés phénoliques (Judde, 2004).

2.2. Antioxydants secondaires

Les antioxydants secondaires ou préventifs qui assurent I’inhibition de la production des
radicaux libres. Ce sont des substances décomposant les hydroperoxydes en alcool, des thiols
(glutathion, acides aminés soufrés) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des UV, comme les
caroténes, des chélatants des métaux promoteurs d’oxydation type fer et cuivre, comme 1’acide
citrique et les lécithines) ou enfin de séquestrant d’oxygeéne comme I’acide ascorbique (Rolland,

2004). IIs retardent I’oxydation lipidique selon différents modes d’action: absorption des radiations
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ultraviolettes, inactivation de 1’oxygeéne singulet, chélation des métaux, décomposition des
hydroperoxydes (Himed, 2011).
3. Systémes de défense antioxydant

Afin de protéger les cellules et les systémes organiques du corps contre les espéces réactives
de ’oxygene, I’organisme posseéde un complexe systeme de défense : les antioxydants. Il s'agit
d'une défense a la fois endogénes et se compose d’enzymes (SOD, gluthathion peroxydase,
catalase) et exogene apportée par 1’alimentation de fruits et légumes riche en éléments nutritifs
dérivés d'acide ascorbique (vitamine C), tocophérols (vitamine E), caroténoides et flavonoides,
(Percivel, 1998 ; Hamadi, 2010), ou encor des oligo-¢éléments tels que le cuivre, sélénium et le zinc
(Pelli et Lyly, 2002).

3.1. Systeme de défense enzymatique
3.1. 1.Superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation
des ions peroxydes en oxygenes moléculaires et peroxydes d’hydrogénes composés stables et moins
toxiques (Comhair and Erzurum, 2001) selon la réaction suivante :

20,7 +2H" 2, H,0,+0;

11 existe trois isoformes compartimentées de I’enzyme SOD une SOD contenant du cuivre et
du zinc (CuZnSOD), localisée dans le cytosol des cellules eucaryotes et dans les globules rouges;
une SOD contenant du manganése (Mn), située dans les mitochondries, et un facteur de haut poids
moléculaire a activité SOD (EC-SOD) situ¢ dans le plasma et les poumons humains (Pincemail et

al., 1998 ; Afonso et al., 2007).

cell membrane

CuZn-50D

—— * Hy0,

_____...--_.' 02-

oxidazses

0y —— HyO-

i ,

Figure 9: Les trois types de la SOD (Frank et al., 2004).

3.1.2. Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) qui détruit le peroxyde d’hydrogéne mais aussi tous les
peroxydes lipidiques ROOH (ou R représente un acide gras polyinsaturé). Il s’agit d’un
sélénoenzyme (Se-GPx) utilisant le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur et localisé dans le

cytosol et les mitochondries des cellules (Pincemail et al., 1998).
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3.1.3. Catalase

La catalase est une composante importante du systéme de défense antioxydant endogene elle
est principalement présentée dans les peroxysomes de diverses cellules, dans les plaquettes et le
stroma des érythrocytes. C’est une enzyme catalysant la dismutation de 1'eau oxygénée (peroxyde
d'hydrogéne) en simple molécule d’eau. La réaction globale catalysée par les catalases est la

suivante (Nadji, 2010).
2 H202 A 02 +2 HzO

3.2. Systéme de défense non enzymatique (exogéne)
3.2.1. Composés phénoliques

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques »regroupe un vaste ensemble de
plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-
méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). Les représentants les plus
nombreux (plus de 5 000 molécules isolées) et les plus connus en sont les « flavonoides ».
Néanmoins, de nombreuses autres structures existent, tels que les acides phénols (dérivés de I’acide
cinnamique, par exemple), tanins hydrolysables, coumarines, lignanes, quinones et autres
phloroglucinols (Hennebelle et al., 2004).

La classification des polyphénols est basée d’une part sur 1’atome constitutif et d’autre part
sur la structure de squelette de base, les principales classes les plus répandues sont : les flavonoides,

les tanins et les lignines (Harborne, 1980).

3.2.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes
peuvent étre distingués, les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont 1’acide
salicylique et I’acide gallique et les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont
I’acide caféique et I’acide férulique (Harbone, 1980).
3.2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du régne végétal
(Ghedira, 2005), qui sont caractérisés par la présence dune structure phénolique dans leur
molécule, et méme d'une structure flavone ce qui les distingue des autres polyphénols (Toufektsian
et al., 2008).

Les flavonoides possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitués de deux

cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones (structure enC6-C3-C6). La
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chaine en C3 entre les cycles A et B est communément cyclis¢ pour former le cycle C figure 10

(Bruneton, 1999).

Figure 10 : Squelette de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes dont les plus importants sont: les
flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les
isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Nkhili, 2009).

Les flavonoides sont capables d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a leurs
groupements hydroxyles fortement réactifs. Ils inhibent aussi l'oxydation des LDL et, de ce fait,
peuvent prévenir l'athérosclérose et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires. En plus des
propriétés antioxydantes, les flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et

antiulcérogénes (Bougandoura, 2011).

3.2.1. 3. Ortho-diphénols

Les ortho-diphénols représentent un groupe important parmi les polyphénols, et sont
caractérisés par la fonction O-dihydroxyle dans le noyau catéchol figure 11. Ils exercent une activité
antioxydante meilleure que celle des composés parahydroxylés (tyrosol) ou mono-hydroxylés, grace
a la présence d’un groupement hydroxyle donneur d’¢lectrons en position ortho qui réduit 1’énergie
de dissociation de la liaison O-H, favorisant ainsi le transfert de 1’atome d’hydrogéne sur le radical

peroxyle. Ce sont également de puissants chélateurs de métaux (Visioli et Galli, 1998).

O

-

OH u

Figure 11: Structure chimique des ortho-diphénols (Akroum, 2006).
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3.2.1.4. Tanins

Les tanins sont une famille complexe de principes actifs qu'on trouve dans I'ensemble des
végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). Ils ont la capacité de former
des complexes avec des macromolécules (les protéines ...) et des liaisons entre les fibres de
collageénes, d'ou leur viennent la plupart de leurs propriétés, leur structure chimique est
particuliérement variable, mais comporte toujours une partie polyphénolique (Paolini et al., 2003).
Il existe deux catégories de tanins : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton,
1999).
3.2.1.4.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables anciennement appelés tanins pyrogalliques, sont des polyesters de
glucides et d’acide-phénols. Ils sont facilement scindés par les acides ou les enzymes (Tannases) en
ose et en un acide-phénol. Selon la nature de ces tanins, on distingue: les tanins galliques dans le cas
d’acide gallique et les tanins ellagiques dans le cas d’acide ellagique (Bruneton, 1999).
3.2.1.4.2. Tanins condensés

Les tanins condensés sont des structures plus complexes, on les appelle également
proanthocyanidines, largement présents dans le régne végétal, et que I’on rencontre dans de
nombreux produits alimentaires (fruits, [égumes, boissons....). Ils ne renferment pas de sucres dans
leurs molécules, ils ne sont hydrolysés ni par les acides, ni par les tannasses mais en présence
d’acide forts ou d’agents d’oxydation, ils se transforment en substances rouges : les phlobaphénes
(exemple : rouge de cola) (Boudjellal, 2009).

3.2.2. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles de couleur jaune, orangée a rouge. Malgré
I’identification de plus de 600 caroténoides spécifiques, seul un nombre limité d’entre eux sont
présents en quantité sensible dans le sang et les tissus humains. Les principaux caroténoides sont la
provitamine A, le lycopéne et la lutéine (Curtay et Robin, 2000).

Le plus important est le B-caroténe. Il est apporté par l'alimentation et est dou¢ de plusieurs
capacités : il est précurseur de la vitamine A, il capte l'oxygeéne singulet sous faible pression
d'oxygene et, avec les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de
lipoperoxydation. Il protége aussi les structures cellulaires contre l'agression oxydante (Goudable

et Favier, 1997).
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3.2.3 Vitamines
3.2.3.1 Vitamines C

L’acide ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant dans
les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions superoxydes, du peroxyde
d’hydrogene, de I’hypochlorite, des radicaux hydroxyles et pyroxyles, et de I’oxygene singulet. Le
role antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux pyroxyles aqueux, le
produit formé étant le radical ascorbyle. Empiégeant les radicaux pyroxyles dans la phase aqueuse
avant qu’ils initient la peroxydation lipidique, la vitamine C protége les biomembranes et les
lipoprotéines, ainsi participe a la régénération de la vitamine E (Delattre et al., 2005 ; Pastre,
2005).
3.2.3.2. Vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a-, a-, vy, d-ocophérol,
tocotriénols...). La forme la plus active étant 1’a-tocophérol. Elle est capable, d’une part, de piéger
chimiquement 1’oxygéne singuet (‘O,) en s’oxydant en quinone, d’autre part, de réagir avec le
radical hydroxyle (OH’). Mais son principal rdle biologique est de réagir avec les radicaux
peroxyles (ROO¢) pour former un radical tocophéryle. L’a-tocophérol est régénéré essentiellement
selon deux voies ; d’une part, la vitamine C, ou I’acide ascorbique, est capable de réduire le radical
tocophéryle, d’autre part, une enzyme spécifique, glutathion dépendante, la tocophéryl réductase,

est capable de réduire le radical tocophéryle en a-tocophérol(Pastre, 2005 ; Bouldjadj, 2009).

3.2.4. Oligo-éléments
3.2.4.1. Sélénium

Le sélénium joue un role clé dans la protection des cellules et de leurs constituants contre
I’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des glutathions
peroxydases sélénodépendantes (Burk, 2002).
3.2.4.2. Zinc

Le zinc (Zn) joue un réle d’antioxydant indirect en assurant la stabilisation du superoxyde
dismutase aux ions cuivre zincCu-ZnSOD. Cependant, au-dela de cette fonction, le zinc possede
d’autres propriétés antioxydantes pour lesquelles le mécanisme précis reste encore incomplétement
connu (Powell, 2000).
- Le zinc inhibe la production des especes radicalaires de 1’oxygéne ERO par les métaux de
transitions, en entrant en compétition avec le fer et le cuivre dans la réaction de Fenton.
- L’activité antioxydante du zinc pourrait également passer par 1’induction de metallothionéines

pouvant piéger les ERO (Delattre et al., 2005).
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3.2.4.3. Manganese

Le manganése appartient au superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale. Cette enzyme fait
partie du systéme de défense antioxydant endogene de I’organisme (Pastre, 2005).
3.2.4.4. Cuivre

Le cuivre est un oligo-¢lément qui participe au maintien des systémes de défense anti-
oxydants dans I’organisme car il a un effet protecteur contre 1’oxydation nocive dans les globules
rouges (Pelli et Lyly, 2003).
4. Les antioxydants synthétiques

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone(TBHQ),
sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels.
Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils générent un besoin de recherche comme maticre de

substitution d’apres des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture (Lisu et al, 2003).
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Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

Matériel et méthodes

Des feuilles de six plantes médicinales sont étudiées dans le présent travail : Inula

viscosa, Pistacia lentiscus, Myrtus communis, Marrubium vulgare, Eryngium maritimum et

Globularia alypum.

La récolte a été effectuée d’une maniere aléatoire, dans la région d’Aboudaou, Wilaya

de Bé¢jaia (tableau I). L’identification botanique des six plantes est faite a 1’état frais par les

membres du laboratoire de Physiologie Végétale de I'université de Bejaia.

Tableau I : Périodes de récolte des six plantes.

Inula Pistacia Myrtus Marrubium | Eryngium | Globularia
viscosa lentiscus communis vulgare maritimum alypum
Date de Mars 2013 | Mars 2013 | Mars 2013 Mars 2012 | Avril 2012 | Avril 2012
récolte

2. Traitement des échantillons

Apres récolte et identification, les six plantes doivent subir une série d’opérations afin

d’obtenir des poudres des plantes qui vont servir pour 1’extraction du matériel végétal.
2.1. Nettoyage et lavage

Les feuilles des différentes plantes sont débarrassées des branches, des poussieres, des
petites pierres, toutes impuretés, et toute partie qui ne fait pas 1’objet de cette étude, puis sont

soigneusement lavées a I’eau courante.
2.2. Séchage et broyage

Une fois le nettoyage et lavage sont faits, les feuilles sont séchées dans une étuve a

40°C jusqu'a la stabilisation du poids.

. r r ’ , . R .
Les feuilles séchées sont broyées avec un broyeur électrique (IKA™ A;basic) afin
d’obtenir des poudres trés fines. Ces derniéres sont conservées dans des flacons en verre et

stockées a 1’abri de la lumiére pour des utilisations ultérieures.
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3. Préparations des extraits des plantes

Le protocole utilisé pour I’extraction est représenté dans la figure 12.

4g de Poudre pour chaque
plante

100 ml d’éthanol

Agitation pendant 24h

Filtration

Centrifugation a 3000t/20min

Récupération du surnageant

Figure 12 : Protocole de préparation des extraits.

Les solutions récupérées sont mises a 1’étuve pour I’évaporation a 40°C jusqu’a
I’évaporation totale du solvant (stabilisation du poids du bécher). L’extrait est récupéré puis

pesé afin de calculer les taux d’extractions selon la formule suivante:

26



Partie expérimentale Matériel et méthodes

Taux d’extraction = [(P; - Po) /E]*100

Ou:
P, : poids du bécher apres évaporation en g.
Py : poids du bécher vide en g.

E : poids de la poudre en g.

4. Dosage des polyphénols
4.1. Dosage des polyphénols totaux
4.1.1. Principe

Le dosage des polyphénols est basé sur 1’utilisation du réactif de Folin Ciocalteu qui
est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW,040) et d'acide phosphomolybdique (H;PMo0;,049). Il est réduit, lors de I'oxydation
des composées phénoliques, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne dans
le milieu alcalin. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité des polyphénols

présents dans les extraits (Ribereau-Gayon, 1968).

4.1.2. Mode opératoire

La teneur en polyphénols totaux a ét¢ déterminée selon la méthode de Marinova et
al. (2005). Un volume de 100 pl d’extrait est additionné de 100 pl du réactif de Folin-
Ciocalteu (50%). Aprés 3 min, 2 ml de carbonate de sodium Na,CO;3 (2 %) sont ajoutés.
Apres incubation pendant 30min, la lecture est effectuée a 750 nm. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait sec (mg EqAG/g d’extrait sec)
(annexe 1).
4.2. Dosage des flavonoides
4.2.1. Principe

L’estimation de la teneur des flavonoides est couramment basée sur l’utilisation du
chlorure d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes avec 1’ion Al; apres
décomposition du chlorure d’aluminium. Ils forment des complexes jaunatres par chélation
des métaux (fer et aluminium). Ces complexes peuvent étre utilisés pour la réalisation des
spectres d’absorption de nombreux composés phénoliques des végétaux (Ribereau-Gayon ,

1968 ; Haenena et al., 2000).
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4.2.2. Mode opératoire

La teneur en flavonoides est déterminée selon la méthode de Djeridane et al.
(2006). 400 pl d’extrait sont additionnés a 400 pl d’une solution de chlorure d’aluminium (2
%). Apres 15 min, ’absorbance est lue a 420 nm. Les résultats sont exprimés en mg
équivalent de quercétine par g d’extrait sec (annexe 1).

4.3. Dosage des ortho-diphénols

La méthode adoptée pour le dosage des ortho-diphénols est celle de Tovar et al
(2002). Un volume de 1 ml d’extrait est mélangé avec 1 ml de molybdate de sodium (5 %).
L’absorbance est lue aprés 15 min d’incubation a 370 nm. La teneur en ortho-diphénols est
exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait sec (annexe 1).

5. Détermination des pouvoirs réducteurs et scavengers

Les pouvoirs réducteurs et scavengers des extraits de plantes médicinales sont
déterminés par plusieurs méthodes : pouvoirs réducteurs en utilisant le ferricyanure de
potassium, le test du pouvoir réducteur du fer ferrique (FRAP) et le test de
Phosphomolybdate. Les pouvoirs scavengers d’acide 2,2’- azinobis (3 enthlbenzothianzoline-
6-sulfonique) (ABTS°+), du radical hydroxyle (OH), du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et du
monoxyde d’azote (NO) sont aussi déterminés.

5.1. Pouvoir réducteur (ferricyanure de potassium)
5.1.1. Principe

Le pouvoir réducteur est 1’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réduire
le fer ferrique du complexe ferricyanure en fer ferreux (Blazovics et al., 2003). La forme
réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait

(Balasundram et al., 2005).

5.1.2. Mode opératoire

La méthode utilisée pour estimer la capacité réductrice des extraits est celle de Gulcin
et al. (2002). 250 pl d’extrait plus 2,5 ml de tampon phosphate (0,2M, PH 6,6) et 250 ul de
ferricyanure de potassium (1 %) sont mélangés. Aprés incubation a 50° C pendant 20 min,
250 pl d’acide trichloracétique (10 %) et 1 ml d’eau distillée sont ajoutés. 250 ml de chlorure

ferrique (0,1 %) sont additionnés au mélange, 1’absorbance est lue a 700 nm.
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5.2. Pouvoir réducteur du fer ferrique (test FRAP)
5.2.1. Principe
La méthode FRAP est un dosage colorimétrique basé sur le transfert d’électrons. Il

¢value la réduction du fer c’est-a-dire le passage de fer ferrique en fer ferreux en présence
d’un antioxydant (Pellegrini et al., 2003; ; Cao et Prior, 1998).
5.2.2. Mode opératoire

La méthode de FRAP utilisées est celle décrite par Prior et al. (2005). 500ul d’extrait
sont additionnés a 750ul d’une solution de FRAP puis le mélange est incubé pendant 50min.
La lecture de ’absorbance est faite a 593nm. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent
de catéchine par g d’extrait sec.
5. 3. Pouvoir réducteur utilisant le Phosphomolybdate
5.3.1. Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits est évalué par la méthode de Umamaheswari et
Chatterjee (2008). 3 ml d’une solution de phosphomolybdate sont additionnés de 0,3 ml
d’extrait. Le mélange est incubé a 90° C pendant 1 h. La lecture est faite a 795 nm. Le
pouvoir réducteur est exprimé en mg Equivalent d’acide ascorbique par g d’extrait sec (mg Eq

AG/g ES) (annexe 1).

5.4. Pouvoir scavenger du radical ABTS
5.4.1. Principe

Dans ce test, le principe repose sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical
cationique ABTS ™™ qui a une coloration bleue et qui se transforme en une solution incolore.
Le radical ABTS " est généré de la molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium
selon la réaction suivante (Re et al, 1999):

ABTS+ K;3S,50 —» 2K + 8,05 + 2ABTS —» 2K + 8,04 + 2ABTS™.

5.4.2. Mode opératoire

Le pouvoir scavenger du radical cationique ABTS" est réalisé par la méthode de Ao
et al. (2008). Un volume de 1 ml de la solution d'ABTS est ajouté a 100 pl d’extrait. Le
mélange est tenu a température ambiante. Aprés 6 min, l'absorbance est lue a 734 nm. Les

résultats sont exprimés en mg d’équivalent trolox par g d’extrait sec (EqTrolox /g ES).
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5.5. Pouvoir scavenger du monoxyde d’azote (NO)
5.5.1. Principe

Le pouvoir scavenger du NO est basé¢ sur le principe suivant : le nitroprusside de
sodium, lorsqu’il se trouve dans une solution a pH physiologique, géneére le radical NO. Ce
dernier lorsqu’il interagit avec 1’oxygene, il y’aura production des ions nitrites, qui peuvent
étre détectés par le réactif de Griess (Ebrahimzadeh et al., 2009).
5.5.2. Mode opératoire

Pour la détermination du pouvoir scavenger du NO, la méthode de Gorinstein et al.
(2004) a été utilisée. A un volume de 500ul d’extrait sont ajoutés 500ul de tampon phosphate
(10mM) a pH (7,4), 500ul de sodium nitroprusside, puis le mélange est incubé a 37°C
pendant 2,5h. Aprés I’incubation 2ml du réactif de Griess sont ajoutés a 500ul du mélange
précédent et une incubation est faite pendant 30min. L’absorbance est lue a 540nm. Le

pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :

Inhibition = (%) = [(Ac-Ae /Ac)]*100

Ou:
A, : I’absorbance du controdle.

A, : I’absorbance de I’extrait.

5.6. Pouvoir scavenger du peroxyde d’hydrogéne (H,O;)
5.6.1. Principe

Le principe de cette réaction est basé sur la capacité des antioxydants a neutraliser le
peroxyde d’hydrogene en facilitant sa décomposition en molécule d’eau (Ruch et al., 1989 ;
Rajeshwar et al., 2005).
5.6.2. Mode opératoire

La capacité des extraits a piéger le peroxyde d'hydrogéne est déterminée selon la
méthode de Ruch et al. (1989). 2 ml d’extrait sont mélangés avec 1,2 ml d’une solution de
H,0, préparée dans le tampon a pH 7,4 puis sont incubés pendant 10min. L’absorbance est
lue a 230nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du H,O, déterminés

par la formule suivante :

(%) Scavenging = [(Ac-Ae/Ac)]*100
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Ou:
A, : I’absorbance du controdle.

A, : I’absorbance de I’extrait.

5.7. Pouvoir scavenger du radical hydroxyle (OH)
5.7.1. Mode opératoire

Le pouvoir scavenger du radical OH est déterminé selon la méthode de Gu et al.
(2008). Iml d’extrait est mélangé avec 0,3ml de FeSO4 (8mM), 0,25ml de H,O, (20mM), 1ml
d’acide salicylique (3mM) puis sont incubés pendant 30 minutes a température de 37°C.
Apres ’incubation, 0,45ml d’acide éthyléne diamine tetracetique (EDTA) sont ajoutés puis
centrifugés a 2000tour/ min). Enfin, ’absorbance est lue a une longueur d’onde de 540nm. Le

pourcentage d’inhibition du radical OH est donné par 1’équation suivante :

Inhibition = (%) = [(Ac-Ae /Ac)]*100

Ou:
A, : I’absorbance du contréle.

A, : I’absorbance de I’extrait.

6. Etude statistique

La comparaison entre les différents résultats obtenus a partir des différents tests
réalisés sur les six plantes, est basée sur 1’utilisation d’un logiciel « ANOVA/ MANOVA »
(STATISTICA 5,5), et la comparaison des données est considérée significative a la
probabilité p<0,05, p<0,01, et p<0,001. Les moyennes et les écarts types sont calculés a partir

des trois essais avec Excel Microsoft Office 2007.
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Résultats et discussion
1. Préparation des extraits de plantes

Les taux d’extraction a partir des feuilles sont calculés et sont présentés dans le tableau
suivant :

Tableau II : Taux d’extraction obtenus a partir des feuilles de plantes.

Plantes Taux d’extraction (%)
Inula viscosa 9,625
Pistacia lentiscus 10,2
Myrtus communis 27,76
Globularia alypum 30,42
Marrubium vulgare 11,93
Eryngium maritimum 3,97

Les résultats enregistrés dans le tableau II montrent que les taux d’extractions des
plantes sont généralement moyens et varient de 3,97 a 30,42%. La valeur la plus élevée est
observée pour Globularia alypum (30,42 %) suivie de Myrtus communis (27,76 %),
Marrubium vulgare (11,93%), Pistacia lentiscus (10,2 %), Inula viscosa (9,625 %) et
Eryngium maritimum avec un taux tres faible (3,97%). Ces différences en taux d’extraction
peuvent étre influencées notamment par la composition chimique des plantes (Nawaza et al.,
2006 ; Falleh et al., 2008). Selon Kordali et al. (2003), le taux d’extraction obtenu avec

Pistacia lentiscus est de 11,32 %, ce qui est en concordance avec les résultats de cette étude.
2. Teneurs des composés phénoliques
2.1. Polyphénols totaux

Les résultats des teneurs en polyphénols des extraits des feuilles des plantes exprimés
en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec sont représentés dans

le tableau I11.
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Tableau III : Teneurs en polyphénols totaux dans les feuilles des plantes.

Plantes Concentrations (mg EqAG/g ES)
Inula viscosa (c) 264,37+6,23
Pistacia lentiscus (a) 402,27+2,64
Eryngium maritimum (d) 188,65+2,38
Marrubium vulgare (b) 283,03+0,77
Globularia alypun (c) 263,09+0,45
Myrtus communis (€) 81,74+0,45

= Les plantes qui portent les mémes lettres ne présentent pas des différences
significatives.

Selon les résultats illustrés dans le tableau III, les teneurs en polyphénoles varient de
81,74 a 402, 27 mg EqAG /g ES. La concentration en polyphénoles la plus élevée est celle
des feuilles de Pistacia lentiscus. Les teneurs en polyphénols des feuilles des six plantes sont
représentés par un ordre décroissant: Pistacia lentiscus>Marrubium vulgare>Inula viscosa
>Globularia alypum > Eryngium maritimum >Myrtus communis. Ces résultats confirment la
richesse des feuilles en polyphénols. Une différence significative en terme de teneur (p<0,05)
est enregistrée au niveau de Pistacia lentiscus, Marrubium vulgare, Evyngium maritimum et
Myrtus communis. Les plantes Inula viscosa et Globularia alypum ne présentent aucune
différance significative. Les résultas obtenus par /nula viscosa, concorde avec ceux rapportés
par plusieurs travaux (Ammar et al., 2003 ; Cohen et al., 2006 ; Catalan, 2007 ; Bassaibis
et al., 2009).

La teneur en polyphénols obtenue par Djeridane et al. (2006) en travaillant sur
I’espece Globulria alypum est plus faible que celle obtenue dans la présente étude (21,54 mg
EqAG/g ES). Les feuilles de Myrtus communis sont moins riches que celles étudiées par
Tuberoso et al. (2010) (4,57 mg EqAG/ g ES). La fluctuation des teneurs en polyphénols
entre les plantes étudiées peuvent étre liées non seulement a I’espéce végétale mais aussi la
composition chimique et la période d’échantillonnage (Cabiddu et al., 1989).

2.2. Flavonoides
Les résultats des teneurs en flavonoides des extraits des feuilles de plantes sont illustrés dans

le tableau IV.
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Tableau IV : Teneurs en flavonoides des extraits des feuilles.

Plantes Concentrations (mg EqQ/g ES)
Inula viscosa (¢) 2069,47+13,18
Pistacia lentiscus (b) 2213+5,20
Eryngium maritimum (a) 2864+17
Marrubium vulgare (e) 666,67+9,81
Globularia alypun (f) 167,67+13,32
Myrtus communis (d) 1154,67+4,62

+ Les lettres correspondent a 1’étude statistique.

Comme le montre le tableau IV, les teneurs en flavonoides varient de 167,67 a 2864
mg EqQ/ g ES. Elles sont ¢levées au niveau des feuilles de Eryngium maritimum et Pisatcia
lentiscus suivie d’Inula viscosa. Le tableau IV montre que les feuilles de plantes sont riches

en flavonoides et présentent des différences trés hautement significatives entre elles

(p<0,001).

La valeur obtenue dans cette étude pour I’extrait de Pistacia lentiscus est supérieure a

celle trouvée par Djeridane et al. (2007) et Lopez-lazaro (2010).

La teneur en flavonoides des feuilles d 'Inula viscosa est supérieure a celle trouvée par
Victoriano Hernandez et ces collaborateurs. Selon les résultats de Ho et al. (2008), 1’extrait
méthanolique du Myrtus communis est riche en flavonoides (243,1 = 0,00 mg EqCa/g ES
(équivalent de la catéchine par gramme d’extrait). Un tel résultat est faible par rapport a celui
trouvé dans la présente étude. Cette différence peut étre due au type de standard utilisé pour
le dosage des flavonoides. Dans une autre ¢tude, Athamena et al. (2010) ont trouvés des
valeurs bien supérieures.

La teneur en flavonoide de I’espece Globularia alypum étudiée est supérieure a celle
trouvée par Djeridane et al. (2006).

2.3. Ortho-diphénols

Les résultats du dosage des extraits des feuilles des six plantes sont représentés dans le tableau
V.
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Tableau V : Teneurs en ortho-diphénols des différents extraits des feuilles.

Plantes Concentrations (mg EqAG/g ES)
Inula viscosa (c) 962,38+3,30
Pistacia lentiscus (a) 2371,67£5,17
Eryngium maritimum (d) 656,36+1,07
Marrubium vulgare (b) 1412,95+13,08
Globularia alypun (f) 192,10+£2,51
Myrtus communis (€) 451,94+0,91

+ Les lettres correspondent a 1’étude statistique.
Selon le tableau V, les teneurs en ortho-diphénols varient de 192,10 a 2371,67 mg Eq
AG /g ES. Ces résultats indiquent que les teneurs en ortho-diphénols sont considérables et
différent significativement entre elles. Les feuilles de Pistacia lentiscus présentent la teneur

la plus élevée. Globularia alypum présente la teneure la plus faible.

3. Pouvoirs réducteurs
3.1. Pouvoir réducteur (ferricyanure de potassium)

Le pouvoir réducteur des extraits des plantes est un test simple et direct (Kadri et al,

2011). Le pouvoir réducteur des extraits de plantes est représenté dans la figure 13.

2 -
1,8
£
g 1,6
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= === [nula viscosa
o] 1,2
3 1 === Pistacia lentiscus
Q
§ 0,8 ==te=Globularia alypum
ﬁ 0.6 === Marrubium vulgare
(=] )
é 0,4 === Myrtus communis
0,2 =@== Eryngium maritimum
0 ' ' C(mg/ml)
0 0,2 0,4 0,6

Figure 13 : Pouvoir réducteur des extraits des feuilles de plantes.
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Les courbes obtenues dans la figure 13, montrent que I’absorbance augmente avec
I’augmentation de la concentration ce qui indique une augmentation de la capacité de
réduction. Tous les extraits ont une capacité réductrice et qui différent significativement entre
eux. Les pouvoirs réducteurs des extraits sont donnés par ordre décroissant: Pistacia
lentiscus >Inula viscosa> Globularia alypum >Eryngium maritimum > Marrubium

vulgare.

La grande capacité de Pistacia lentiscus a réduire le fer ferrique en fer ferreux peut
étre due a sa richesse en antioxydants par rapport aux autres plantes. L’activité réductrice
observée peut étre due principalement a la présence des polyphénols qui ont des propriétés
redox qui leur permettent d’agir comme étant d’agents réducteurs et/ou donneurs d’¢électrons
(Djeridane et al., 2006). D’apres Sahreen et al. (2011), ’activité antioxydante est due a la

présence de différents composés phénoliques notamment les flavonoides.

3.2. Pouvoir réducteur du fer ferrique (test FRAP)

D’apres la figure 14, tous les extraits des feuilles possédent un bon pouvoir réducteur.

a
b
| [

f
& & o
.0 M W W\
\\'% Q\.ﬂQ -\\,\.{{\ \

N w w (o)) ~ (0]
o o o o o o
I 1 1 I 1 )
o
o

[any
o
1

Pouvoir réducteur (test FRAP)
5
1
1

o
I

¢
¢
R

O N &

Figure 14: Pouvoir réducteur (test FRAP) des extraits des feuilles de plantes.
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# Les lettres correspondent a 1’étude statistique.

Le pouvoir réducteur le plus élevé est obtenu au niveau des feuilles de Myrtus

communis : 71,96 mg EqCa/g ES et Eryngium maritimum : 47,91 mg EqCa /g ES.

Les valeurs moyennes sont observées pour les feuilles de Pistacia lentiscus, Inula
viscosa et Marrubium vulgare avec 41,29 mg EqCa /g ES, 40,54 mg EqCa /g ES et 34,88 mg
EqCa /g ES, respectivement.

Par ailleurs, une faible activité réductrice du fer est observée au niveau des feuilles de
Globularia alypum. Les résultats obtenus montrent des différences trés hautement

significatives pour toutes les plantes.

Les travaux d’Aidi Wannes et al. (2010) montrent que les capacités de réduction de

fer par les extraits méthanoliques des différentes parties de Myrtus communis sont faibles
comparées a celles trouvées pour le myrte étudié.
Pistacia lentiscus est connue par sa richesse en gallotannins, ces derniers, ayant un grand
nombre de groupements hydroxyles incluant le groupe O-dihydroxyle qui lui confére une
forte activité réductrice des ions ferrique en ions ferreux (Mansouri et al., 2005 ; Tian et al.,
2009).

3.3. Pouvoir réducteur utilisant le phosphomolybdate

La méthode au phosphomolybdate présente un avantage d’€tre une méthode
quantitative car 1’activité¢ antioxydante est donnée en mg équivalent d’acide ascorbique/g ES

(Boussalah, 2010). Les résultats obtenus par cette méthode sont illustrés dans la figure 15.
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Figure 15: Activité antioxydante au phosphomolybdate des extraits des feuilles de plantes.
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#+ Les plantes qui portent les mémes lettres ne présentent pas des différences
significatives.

Les valeurs obtenues par les extraits des plantes, montrent que toutes les plantes
présentent des pouvoirs réducteurs. Ces valeurs varient entre 928,01 et 1455,52 mg EqAasc/g
ES. L’analyse statistique a montré qu’Eryngium maritimum, Pistacia lentiscus, Myrtus
communis, Globularia alypum présentent des différences hautement significatives entre elles
(»<0,01), tandis que Inula viscosa et Marrubium vulgare ne présentent aucune différence

significative.

La plus forte valeur de I’activité antioxydante est obtenue avec Eryngium maritimum
(1455,02 mg EqAA/g ES) suivie de Pistacia lentiscus (1405,47mg EqAasc/g ES), Myrtus
communis (1098,17mgEqAasc/g ES), Globulariaalypum (971,03mgEq Aasc/g ES), Inula
viscosa (944,02mgEqAasc/g ES) et Marrubium vulgare (928,01mg EqAasc/g ES).

Il existe des corrélations significatives entre 1’activité antioxydante utilisant le
phosphomolybdate et les polyphénols totaux (r = 0,49) et flavonoides (r = 0,77), d’ou ces

métabolites secondaires peuvent étre responsables de 1’activité observée.

D’apres Aidi Wannes et al. (2010), 1’inule, le chardon maritime, le marrube blanc,

globulaire et le myrte sont riches en composés phénoliques.

Des études récentes ont montré que de nombreux flavonoides et polyphénols
contribuent de maniere significative dans l'activit¢ antioxydante utilisant le

phosphomolybdate (Sharififar et al., 2009).

Le pouvoir réducteur de Marrubium vulgare est bien nettement supérieur a celui
trouvé par Matkowski et Piotrowska (2006) en étudiant des plantes appartenant a la famille
Lamiaceae. Cette différence peut étre expliquée par la nature du solvant, les concentrations
des solutions meres utilisées, la méthode utilisée ainsi que la position géographique de la

plante et les conditions climatiques.
4. Pouvoirs scavengers
4.1. Pouvoir scavenger du radical ABTS™

Le pouvoir scavenger des extraits des feuilles est évalué par la méthode TEAC (Trolox

equivalent antioxydant capacity). Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 16.
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Figure 16 : Pouvoir scavenger du radical ABTS " des extraits des feuilles de plantes.

+ Les lettres correspondent a I’étude statistique.

Comme le montre la figure 16, le pouvoir scavenger le plus élevé parmi les extraits est

celui des feuilles de Globularia alypum 4715, 18 mg EqQTE/ g ES. En outre, la valeur la plus
faible est celle d’Inula viscosa avec 1275,03 mg EqTE /g ES.

Toutes les feuilles présentent des différences trés hautements significatives. Le pouvoir

scavenger est donné par ordre croissant suivant : Inula viscosa<Myrtus communis<Pistacia

lentiscus<Eryngiummarritimum <Marrubium vulgare< Globularia alypum. Djeridane et al.

(2006) ont obtenu des résultats plus faibles que ceux trouvés dans la présente étude.

4.2. Pouvoir scavenger du monoxyde d’azote

Les pourcentages du pouvoir scavenger du monoxyde d’azote obtenus sont représentés dans

la figurel7.
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Figure 17: Pouvoir scavenger du monoxyde d’azote des extraits des feuilles.

#+ Les plantes qui portent les mémes lettres ne présentent pas des différences
significatives.

D’apres les résultats obtenus, tous les extraits de plantes et les standards piegent le
radical NO avec des pourcentages qui dépassent les 20 %. L’analyse statistique montre qu’il
existe une différence significative au niveau des extraits de Myrtus communis et Eryngium
maritimum. Les extraits de Pistacia lentiscus et Inula viscosa ne présentent pas de différences
significatives. Il en ai de méme pour les extraits de Globularia alypum et Marrubium vulgare.
Le pouvoir scavenger le plus élevé est celui de Myrtus communis (50,57 %) suivi de
Globularia alypum (40,11%), Marrubium vulgare (37,15%), Pistacia lentiscus (33,47 %) et

Inula viscosa (31,004%) et enfin Eryngium maritimum qui présente le pourcentage le plus
faible (24,36 %).

Myrtus communis présente le pouvoir scavenger le plus €levé par rapport aux autres
plantes et cela peut étre dG a sa richesse en différents antioxydants et a I’effet de synergie

entre eux.

Il existe une corrélation hautement significative entre les flavonoides et le pouvoir

scavenger du NO (r = 0,67).

Les standards utilisés présentent eux méme un pouvoir scavenger contre le
monoxyde d’azote avec des pourcentages différents : la catéchine (59,75%) suivi de BHA

(54,85%) et la quercétine (49,15%).
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4.3. Pouvoir scavenger contre le peroxyde d’hydrogene (H,0,)

Le peroxyde d'hydrogéne lui méme n'est pas trés réactif, mais il peut parfois étre
toxique pour les cellules, car il peut donner lieu a des radicaux hydroxyles dans la cellule
(Halliwell, 1991). La figure 18 représente le pouvoir scavenger du peroxyde d’hydrogene par

les extraits de plantes.
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Figure 18: Pouvoir scavenger du peroxyde d’hydrogene par les extraits de feuilles de plantes.

+ Les plantes qui portent les mémes lettres ne présentent pas des différences
significatives.

Selon les résultats obtenus, tous les extraits de plantes et les standards piegent le
radical H,O, mais avec des pourcentages différents et varient entre 14,38 et 98,27 %.
L’analyse statistique a montré que les extraits de Pistacia lentiscus, Myrtus communis,
Eryngium maritimum, Marrubium vulgare ont des pouvoirs antiradicalaires qui sont
significativement différents. Les extraits de Globularia alypum et Inula viscosa ne présentent
pas des différences significatives. Globularia alypum présente le pouvoir scavenger le plus
¢levé avec un pourcentage de (98,27 %) suivi d’Inula viscosa (89,41%), Pistacia lentiscus

(64,14 %), Mrtus communis (39,53%), Eryngium maritimum (30,22 %) et Marrubium vulgare
(14,38 %).

Les pourcentages de réduction par les standards utilisés sont quercétine (99,63 %),

catéchine (98,04%) et BHA (96,10 %). Le pouvoir scavenger de Globularia alypum et Inula
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viscosa sont €levés en comparaison avec les autres plantes ce qui peut €tre di a la présence

d’antioxydants en quantité importantes.
4.4. Pouvoir scavenger du radical hydroxyle OH

Le radical hydroxyle est une espéce extrémement réactive et réagit a une vitesse
¢levée (Halliwell and Gutteridge, 1999). La figure 19 présente les pourcentages du potentiel

scavenger du radical OH obtenus par les extraits de plantes et les standards.
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Figure 19: Pouvoir scavenger du radical OH par les extraits des plantes.

+ Les plantes qui portent les mémes lettres ne présentent pas des différences
significatives.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits de plantes possédent un pouvoir
scavenger contre le radical OH avec des pourcentages qui dépassent les 60 %. L’analyse
statistique montre que les extraits de Marrubium vulgare et Pistacia lentiscus ont des
potentiels scavengers qui différent significativement entre eux. Les extraits de Globularia
alypum et Myrtus communis ne présentent pas des différences significatives. Le pouvoir
scavenger le plus élevée est celui de Marrubium vulgare (95,72 %), suivi de Globularia
alypum(93,91%), Myrtus communis (93,56 %), Inula viscosa (89,77 %), Eryngium maritimum
(75,88 %) et Pistacia Lentiscus (68,51 %).
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Les différents standards utilisés présentent des pouvoirs scavengers contre le radical
OH : BHA (67,85 %), catéchine (34,92 %) et quercétine (25,30 %). Ces derniers sont faibles

comparés a ceux obtenus par les plantes.
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Conclusion

Le but de ce travail est I’étude phytochimique et 1’évaluation de quelques activités

antioxydantes de quelques plantes médicinales.

Les taux d’extraction obtenus a partir des feuilles varient de 3,97 a 30,42 %. Le taux
le plus élevé est obtenu pour Globularia alypum (30,42 %) suivie de Myrtus communis
(27,76%), Marrubium vulgare (11,93 %), Pistacia lentiscus (10,2 %), Inula viscosa (9,625 %)
et enfin Eryngium maritimum avec un taux tres faible (3,97 %). Le dosage des phénols totaux
des extraits éthanoliques a révélé des teneurs considérables. La plus forte teneur est
enregistrée dans 1’extrait de Pistacia lentiscus (402,27mg Eq AG/g extrait) et la plus faible est
observée dans 1’extrait de Myrtus communis (81,74 mg Eq AG/g extrait). L’étude statistique a
montré une différance significative en terme de teneur entre les extraits de Pistacia lentiscus,
Marrubium vulgare, Eryngium maritimum et Myrtus communis. Le dosage des flavonoides a
montré que les extraits présentent des teneurs €levées en ces composés et qui varient de 167,
67 a 2864 mg Eq Q/ g d’extrait. L analyse statistique a révélé des différences trés hautement
significatives entre ces teneurs. Le dosage des ortho-diphénols a révélé des teneurs tres

¢levées et qui varient de 192,10 a 2371,67 mg EqAG /g d’extrait.

Les tests du pouvoir réducteur des extraits ont révélé que tous les extraits de plantes
possédent un pouvoir réducteur et ce dernier augmente avec 1’augmentation des
concentrations des extraits. Quant & I’évaluation du pouvoir scavenger du radical ’ABTS ~,
tous les extraits des feuilles présentent un potentiel scavenger vis-a-vis de ce radical. De
méme, les pourcentages du pouvoir scavenger contre le monoxyde d’azote des extraits des
feuilles dépassent les 20 %. Le test du pouvoir scavenger de H,O, a montré que les
pourcentages varient entre 14,38 et 98,27 %. Tandis que le test du pouvoir scavenger du
radical OH a montré des pouvoirs scavenger qui dépassent les 60 %. Il existe des corrélations

significatives entre les composés phénoliques et les tests du pouvoir scavenger.

L’ensemble des résultats obtenus au fil de cette étude n’est qu'une étape préliminaire

dans la recherche. Alors, il est souhaitable d’accomplir et d’enrichir ce travail par :

% La sélection d’un bon protocole d’extraction.

+» D’approfondir 1’étude sur d’autres parties de plantes étudiées afin de déterminer la

partie la plus riche en antioxydants.
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% L’étude d’autres tests in vivo et la caractérisation des extraits pour cibler les molécules

qui y sont responsables des activités déterminées.
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Annexe 1 : courbes d’étalonnages de composés phénolique (a), Flavonoides (b), Ortho-
diphénols (c), de phosphomolybdate (d), de FRAP (e) et de ’ABTS (f).
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Annexe2 : Matériel et réactif utilisés

a. Matériel
+ Agitateur magnétique(RAYPA)
Balance de précision (BP 310 P)
Bain-marie(MEMMERT)
Broyeur ¢électrique (A11 BASIC)
Centrifugeuse (SIGMA 2-16K)
Etuve (BD 53)
pH meétre (HANNA,pH 211)
Spectrophotometre (UV mni 1240, SHIMADZU)

- = = = -

*.—.

Tube a essais

Micropipettes (100 et 1000ul)

*.—.

A=

Papier absorbant
Réfrigérateur (ENIEM).
Vortex ( VELP).

*.—. *.—.

*.—.

Bechers.

A=

Cuve.

*.—.

Erlenmayer

*.—.

b- Réactifs
Ethanol (CH3; CH,OH)

*.—.

Chlorure ferreux

Solution de ’ABTS

Molybdate de sodium

Folin Ciocacalteu(50%)

Acétate de sodium (CH3COONa)
Carbonate de sodium (Na,CO3 2%)
Catéchine (CisH;1O6 ")

=

*.—.

Chlorure de potassium
Acide sulfurique (Kcl)
Me¢éthanol (CH;OH)

-

*.—.

chlorure d’aluminuim (Alcls)

*.—.



S S SR S S A

A=

*.—.

Vitamine C (C¢HgOg)
Ferricyanure de potassium (1%)
Sodium nitroprusside (10mM)
Tampon phosphate

Solution de Griess

Solution de FRAP

Solution de H,O»,

Acide trichloroacétique

Eau distillé.

Acide salicylique.

Solution de molybdate.

BHA

Quercétine
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Les concentrations des extraits de plantes

Annexe 3 :

Les plantes C C (2mg/ml) C (3mg/mg)
(1mg/ml)

Inula viscosa 7,7 1,298 1,948
Pistacia lentiscus 8,16 1,227 1,888
Mpyrtus communis 55,53 0,450 (a partir de C : 22,212) 0,675
Globularia alypum 24,342 0,410 0,616

Eryngium maritimum 9,548 1,047 1,57
Marrubium vulgare 7,945 1,258 1,838

Les concentrations des extraits de plantes pour les différents tests effectués.

*—. *-. *-.

a-

Pouvoir scavenger du radical ABTS : Solution mére de 0,5mg/ml.

Pouvoir scavenger du monoxyde d’azote : Solution mere de 1mg/ml.

Pouvoir réducteur du fer ferrique (FRAP) : Dilution 3/5 de I’extrait 0,5mg/ml.

Pouvoir réducteur utilisant le phosphomolybdate : Dilution 1/ 2 de I’extrait Img/ml.

% Pouvoir scavenger du peroxyde d’hydrogéne : Solution mére de 1mg/ml.

% Pouvoir scavenger du radical hydroxyle : Solution mére de 1mg/ml.

Les concentrations des solutions meres de standards (mg/ml) :

Pouvoir Quercetine catéchine BHA
scavenger de
NO 0,2 0,4 0,1
H202 0,2 0,4 0,7
OH 0,2 0,4 0,7




Résumé :

Les plantes médicinales sont largement utilisées par la population pour leur effets
thérapeutiques a cause de leur richesse en différents métabolites secondaires : polyphénols, les
huiles essentiels, les alcaloides, etc. Le but de ce travail est le dosage des antioxydants
(polyphénols totaux, flavonoides et ortho-diphénols) et la détermination des activités
antioxydantes par plusieurs méthodes a partir de quelques espéces de plantes : Inula viscosa,
Pistacia lentiscus, Myrtus communis, Globularia alypum et Marrubium vulgare. Les résultats
expérimentaux ont montré que les taux d’extraction des plantes varient de 3,97% a 30,42%.
Les plantes étudiées Pistacia lentiscus, Eryngium maritimum et Marrubium vulgare
présentent des teneurs €levées en polyphénols totaux, flavonoides et en ortho-diphénols par
rapport aux autres plantes. Les plantes Eryngium maritimum, Myrtus communis et Pistacia
lentiscus présentent un pouvoir réducteur, ainsi que des pouvoirs scavengers importants par

rapport aux autres plantes.

Mots clés: plantes médicinales, especes radicalaires, antioxydants et activité

antioxydantes.

Abstract:

The medicinal plants are largely used by the population for their therapeutic effect
because of their wealth of different secondary metabolites with knowing polyphenols,
essential oils, alkaloids,....The aim of this study is the proportioning of antioxydants (total
polyphenols, flavonoides and ortho-diphenols) and the determination of the antioxydant
activities by several methods starting from some species of plants:/nula viscosa, Pistacia
lentiscus, Myrtus communis, Globularia alypum and Marrubium vulgare.The experimental
results showed that the rates of extraction of the plants vary from 3,97% to 30,42%, the
studied plants Pistacia lentiscus, Eryngium maritimum and Marrubium vulgare presents high
percentages of total polyphenols, flavonoides and of ortho-diphenols compared to the other
plants.The plants Eryngium maritimum, Myrtus communis and Pistacia lentiscus present a

reduction power, as well as significant capacities scavengers compared to the other plants.

Keywords: medicinal plants, radical species, antioxidants and antioxydant activity.
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