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Introduction

Le corps humain est toujours en face de plusieurs dangers tels que les radicaux libres

qui sont, spontanément produits dans nos systèmes biologiques. Ce sont des molécules

capable d’engendrer certaines pathologies (les maladies cardiovasculaires, le cancer, le

diabéte…etc.), et susceptibles d’altérer la qualité de l’aliment (Favier, 2003).

Grâce à leurs propriétés de lutter contre les radicaux libres, les antioxydants

synthétiques ont toujours été utilisés dans l’industrie agro-alimentaire comme additifs.

Cependant, il semblerait que ces substances présentent un certain potentiel de toxicité.

Actuellement, des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées pour

l’extraction, l’identification et la quantification des composés phénoliques à partir de

plusieurs substances naturelles à savoir, les plantes médicinales et les produits

agroalimentaires (Demichel, 2010).

Dans ce but, l’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la

découverte de nouvelles substances à caractère antioxydant, si l’on considère que chacune de

ces plantes peut contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires. Ces

derniers, représentés actuellement par 100.000 substances identifiées, appartiennent à trois

classes principales (Cowan, 1999) : Les terpènes, les composés phénoliques et les alcaloïdes.

Pour cet intérêt, des substances naturelles bioactives, les composés phénoliques

conservent une place de choix dans la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques, et

capturent d’intérêt de plusieurs recherches vue le nombre de leurs propriétés biologiques

indénombrables. Elles font l’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme traitement

dans diverses pathologies associées au stress oxydant telles que les cancers, les maladies

cardio-vasculaires ou maladies inflammatoires.

Les feuilles d’Inula viscosa sont choisies sur la base de leurs utilisations en médecine

traditionnelles locale dans le traitement de nombreuses pathologies à caractères

inflammatoire. Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche dont l’objectif est de

tester l’activité antioxydante des extraits aqueux et organiques des feuilles d’I.viscosa par

trois méthodes complémentaires: piégeage du radical (DPPH), chélation de fer et l’activité

scavenger du H2O2.
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I- Les espèces oxydantes

Le terme « espèces oxydantes ou pro-oxydantes » essaie de rassembler trois

caractéristiques : espèce (molécule, atome ou radical) capable d’en oxyder une autre ou

capable de générer une espèce réactive, de manière spontanée et relativement aspécifique

(Vamecq et al., 2004). Cet état leur confère une instabilité énergétique et cinétique.

Parmi ces espèces pro-oxydantes, les espèces réactives de l’oxygène (ERO) et les

espèces réactives de l’azote (ERN) que nous désignerons par l'abréviation ERON; occupent

une place centrale dans les systèmes biologiques dont plusieurs travaux leur accordent un

intérêt croissant tant sur leurs rôles pathologique que physiologique.

Actuellement, on emploie le terme ERON pour désigner un ensemble plus large de

molécules, à savoir les espèces réactives radicalaires qui réfèrent aux entités chimiques

possédant un ou plusieurs électrons non appariés.

I-1- Les espèces réactives de l’oxygène (ERO)

Le terme ERO réfère aux espèces oxygénées qu’elles soient radicalaires tels l’anion

superoxyde et le radical hydroxyle ou non radicalaires tel l’oxygène singulet, le peroxyde

d’hydrogène (Pincemail et al., 2002).

 L’anion superoxyde (O2
-)

Lors du métabolisme oxydatif, 2 à 5% de l’oxygène consommé est converti en radical

superoxyde (réaction [1]). Ceci est du à des électrons qui s’échappent de la chaine respiratoire

et se fixent directement sur l’oxygène moléculaire (O2) (Ré et al., 2005).

O2 + 1é O2
-° [1]

L’anion superoxyde peut également se former lors de la phagocytose grâce à la NADPH

oxydase (réaction [2]) dans la membrane plasmique des cellules phagocytaire (Valko et al .,

2007)

2O2 + NADPH 2O2
-° + NADP+ + H+ [2]

Cytochrome oxydase

NADPH oxydase
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La réduction de l’oxygène par la xanthine oxydase (OX) permet également la

formation de l’anion superoxyde O2·-, selon la réaction [3] (Beaudeux et al., 2006b).

Xanthine + 2O2 + H2O Acide urique + 2O2
-°+ H+ [3]

Figure N°1 : Anion superoxyde et ses dérivés (Afonso, 2007).

 Oxygène singlet (1O2)

L’oxygène singlet correspond à un état excité de l'oxygène moléculaire dont il se

distingue par sa configuration électronique. Il n’est pas un radicale libre, car il ne possède pas

un électron non apparié. Il est formé par action de la lumière sur l’oxygène. Il joue un rôle

mineur dans la panoplie des effets toxiques des formes actives de l’oxygène (Houée-levin,

2005)

 Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Le peroxyde d'hydrogène est une espèce réactive non radicalaire ayant tous ses

électrons périphériques appariés, plus stable que le radical superoxyde, mais c'est un

redoutable précurseur de radicaux libres (Halliwell, 2000). L’absence de charge à sa surface

rend cette espèce réactive très lipophile et peu réactive en milieu aqueux et la majeure partie

de sa toxicité provient de sa capacité de générer le radical hydroxyle (HO°). En effet, le

peroxyde d'hydrogène en présence des ions ferriques (Fe2+) donne le radicale hydroxyle lors

Xanthine oxydase
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de la réaction de Fenton (réaction [4]) (De Leiris, J. 2003; Vamecq et al., 2004; Edreva,

2005).

H2O2 + Fe+2 OH° + OH- + Fe3+ [4]

Le fer ferreux (Fe2+) peut se produire à partir du fer ferrique (Fe3+) par interaction

avec le radical superoxyde qui est oxydé en oxygène moléculaire. La résultante de cette

dernière réaction et la réaction de Fenton (réaction [5]) est connue sous le nom de réaction de

Haber Weiss (réaction [6]) (Vamecq et al 2004; Edreva, 2005).

Fe3+ + O2-° Fe2+ + O2 [5]

H2O2 + O2
-° OH° + OH- + O2 [6]

 Le radical hydroxyle (OH°)

La majeure partie de la toxicité de l'eau oxygénée provient de sa capacité à générer le

radical hydroxyle OH•. Ce dernier est particulièrement délétère vis-à-vis des matériaux

biologiques ayant une durée de demi-vie très courte, il peut réagir pratiquement avec toutes

les macromolécules. C’est une espèce qui ne diffuse quasiment pas au sein des milieux

biologiques et qui réagit sur le lieu même de sa production. Il ne peut être mis en évidence

dans les milieux biologiques que par ses produits d'oxydation (Gardès-Albert, 2006).

L’hydroxyle constitue le radical libre le plus toxique en biologie. Il est notamment à

l'origine de la production des radicaux libres dit « secondaires », suite à sa réaction avec

différents composés cellulaires (Rochette, 2008).

 Radical peroxyle (ROO°)

Les radicaux peroxyles (ROO°) se forment par l’addition d’oxygène moléculaire sur

des radicaux libres carbonés, ou de l’oxydation des lipides. Ils sont peut réactifs, capables de

diffuser, à travers les membranes biologiques (Marfak, 2003 ; Valko et al., 2007).
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 Radical alcoxyle (RO°)

Les radicaux alcoxyles (RO°) se produisent, lors de la dégradation des peroxydes

organiques ou à partir des chaines d’acide gras poly-insaturées (Goudable et Favier, 1997 ;

Jerez et al., 2006).

I-2- Les espèces réactives nitrogénées (ERN)

La production d’espèces réactives de l’azote commence avec les réactions catalysées

par les NO synthases (Valko et al., 2007). Les ERN représentées par le monoxyde nitrique

(NO°) et le peroxynitrique (ONOO-) sont généralement désignées comme étant des

médiateurs chimiques (Bérard, 1997).

 Le radical oxyde nitrique (NO°)

Le monoxyde d’azote est une molécule diatomique gazeuse non chargée sous forme de

radical libre, contenant un électron non apparié sur sa dernière couche électronique. Il est

synthétisé à partir de L-Arginine par les NO synthases en présence de l’oxygène et du

NADPH et d’oxygéne (réaction [7]). En biologie, l'intérêt de cet élément est focalisé sur son

effet vasodilatateur (Gutteridge, 1995; Valko et al., 2007).

L-arginine NO° + L-citrulline [7]

 L’anion peroxynitrite (ONOO-)

L’anion peroxynitrite est un puissant oxydant qui traverse les membranes biologiques.

Il est généré par interaction entre le monoxyde d’azote et l’anion superoxyde (réaction [8]).

(Delemasure et al., 2006).

O2
-° + NO° ONOO- [8]

La figure suivante présente les relations mutuelles entre les différents radicaux libres.

NO synthétase

NADPH + O2
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Figure N°2 : Relation mutuelles entre les radicaux libres (Durachova, 2008)

I-3- Source de formation des radicaux libres

La production de radicaux libres est largement physiologique dont l’importance varie

selon les tissus (figure N°3). Elle est déterminée et dirigée par un grand nombre de

mécanisme et sources tant endogènes qu’exogène. Bin que physiologique, cette production

peut être accidentelle et potentiellement délétère. Elle est dommageable si elle est prolongée

ou incontrôlée, dépassent les capacités de neutralisation de l’organisme (Berger, 2006).

Figure N°3 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de l’oxygène (Afonso et al., 2007).
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I-3-1- Sources endogènes

 Source mitochondriale

Dans les conditions physiologiques, la chaîne de transport d'électrons située dans la

membrane interne mitochondriale est la source la plus importante de production d'ERO.

Environ 2% de l'oxygène utilisé par les mitochondries est partiellement réduit en superoxyde

par des électrons qui s'échappent des transporteurs d'électrons de la chaîne respiratoire au

niveau de la NADH déshydrogénase du complexe I et du site ubisemiquinone du complexe III

(coenzymeQ) (Beaudeux et al., 2006).

 La xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme soluble qui génère les ROS en réduisant

l’hypoxanthine en xanthine (réaction [9]) et la xanthine en acide urique (réaction [10])

(Harrison, 2002). Dans la deuxième réaction l’oxygène moléculaire agit comme un accepteur

d’électrons produisant ainsi l’anion superoxyde (Phillis, 1994).

Hypoxanthine + O2 Xanthine + O2
- [9]

Xanthine + 2O2+ H2O Acide urique + 2O2°
- +2H+ [10]

 La NADPH oxydase

L'autre principale source enzymatique de production de l'anion superoxyde est la

famille des protéines NADPH oxydases. Ces enzymes cellulaires présentes dans la membrane

plasmique des phagocytes. Leur activité peut être régulée par de multiples facteurs dont

l’angiotensine II, les cytokines, l’acide arachidonique et ses métabolites. Dans ce cas de

figure, les radicaux libres produits, agissent au niveau des cellules vasculaires (Bonnefont-

Rousselot et al., 2002; Moldovan et al., 2006).
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Figure N°4: Activation de la NADPH oxydase et ses conséquences sur la paroi artérielle (Beaudeux et al.,

2006).

 Nitrique oxyde synthase (NOS)

La NOS est également considérée comme source potentielle d’ERO. En effet, cette

enzyme catalyse la conversion de la L-arginine en L-citrulline (figure N°5) avec la libération

de O2
°- et de °NO, qui pourrait conduire à une production significative de peroxynitrite

(Beaudeux et al., 2006).

Figure N°5 : Activité de la NO synthase et formation du peroxynitrite (Beaudeux et al., 2006)
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 Les métaux de transition

La formation des (ERO) requiert la présence de métaux de transition comme le fer et

le cuivre (Fontaine, 2003). Ils peuvent facilement céder un électron par les réactions

d’oxydoréduction et générer ainsi les radicaux hydroxyles à partir de l’espèce peu réactive

H2O2 (Valko et al., 2006). Le fer, est le métal de transition le plus abondant pourrait catalyser

la formation des radicaux libres au cours de réaction de Fenton et du cycle d’Haber-Weiss

(Huet et al., 2008).

I-3-2- Sources exogènes

D’autres productions sont anormales, pathologiques, toujours dommageables, et sans

objectif physiologique, comme par exemple celles résultant de la Les polluants de l’air,

comme la fumée des cigarettes et les contaminants industriels, et qui constituent une source

importante des ERO, ils attaquent et causent des endommagements dans l’organisme que ce

soit par interaction directe avec la peau ou après inhalation dans les poumons (Kirkhan et

Rahman; 2006). Aussi, l’augmentation de la consommation de l’oxygène durant l’effort

physique, entraine une formation accrue d’ERO au niveau des mitochondries des cellules

musculaires (Pincemail et al., 2001).

I-4- Rôles physiologiques des radicaux libres

Les radicaux libres ont des origines multiples et exercèrent deux types d’action, des

effets physiologiques et des effets délétères (Barouki, 2006). Ils s’impliquent dans la

transduction de signaux cellulaires (des messagers intra et extra-cellulaires), la défense

immunitaire contre les agents pathogènes (un rôle physiologique important dans la

phagocytose des bactéries et parasites par les macrophages ou polynucléaires) (Pincemail et

al., 2002 ; Valko et al., 2007), la destruction par apoptose des cellules tumorales, la

différenciation cellulaire, la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de

certains neurones et notamment ceux de la mémoire et la fécondation de l’ovule (Favier,

2003). Dans ce cas de figure N°6, les ERO jouent un rôle dans le contrôle de processus

cellulaires physiologiques tels que la croissance, la migration, la sénescence, l’apoptose ou la

survie des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses ou le développement de
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processus pathologiques conduisant à l’augmentation de la perméabilité et l’activation

endothéliale, la réponse inflammatoire et la prolifération des cellules musculaires lisses.

Figure N°6 : Sources et principales cibles des espèces radicalaires de l’oxygène modulant la croissance, la

survie et l’apoptose des cellules endothéliales et musculaires lisses (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).
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II- Le stress oxydant

II-1-Définition

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les systèmes producteurs d’espèces

radicalaires oxydantes et les systèmes de défense anti-oxydants au profit des premiers, il

correspond à une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Bonnefont-Rousselot et al.,

2002 ; De Moffarts et al., 2005).

II-2-Origine du stress

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits par

divers mécanismes physiologiques, car ils sont utiles pour l’organisme à des doses

raisonnables. Cette production physiologique est parfaitement maîtrisée par le système de

défense, la balance antioxydant/pro-oxydante est en équilibre.

Cependant, dans certaines situations, les ERO sont produites en quantité

anormalement importante, dépassant les capacités des systèmes de protection, ce qui induit

une situation d'un stress oxydatif profond, (figure N°7). Dans ce cas de figure, les ERON

exercent des effets délétères sur les lipides, les protéines et le matériel génétique provoquant

ainsi plusieurs pathologies (Fukagawa, 1999; Beaudeux et al., 2006).

Figure N°7 : Modification de l’équilibre redox cellulaire par la production aigue ou chronique des ERO/ERN

(Beaudeux et al., 2006).
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II-3-Cibles moléculaires des ERO

II-3-1- Effets sur les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de

l’attaque par les ERO, réaction appelée la peroxydation lipidique (Lee et al., 2004 ; Ré et

al.,2005), qui est généralement initiée par un radical (R
.
) particulièrement réactif selon la

réaction:

LH + R. L. + RH [11]

Le radical lipidique (L.: radical alkyle) formé lors de cette réaction réagit avec

l’oxygène pour former un radical peroxyle (LOO.) capable de transformer un autre acide gras

polyinsaturé en radical lipidique (Nafia et al., 2005 ; Koechlin-Ramonatsco, 2006), selon la

réaction suivante :

L• + O2 LOO• [12]

LOO• + LH L• + LOOH [13]

Ceci conduit à une réaction en chaine, qui modifie la fluidité et la perméabilité de la

membrane, aboutissant à la désorganisation complète de la membrane, et altérant de ce fait

ses fonctions d’échange, de barrière et d’information (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

II-3-2- Effets sur les protéines

La toxicité des ERO s’exerce également sur les protéines, en particulier celles qui

comportent les acides aminés soufrés, basique et aromatiques (Favier, 2003 ; Baudin, 2006).

Ainsi l’oxydation de ces acides aminés conduit à une modification de la conformation

spatiale et à une altération de la fonction protéique. Les protéines oxydées perdent leur

capacité à se fixer correctement sur un récepteur ou à fixer spécifiquement un ligand, altérant

ainsi la signalisation cellulaire.

II-3-3- Effets sur les acides nucléiques

Les ERO peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques susceptibles d’entraîner

des mutations ou d’altérer l’expression des gènes (figure N°8). Il peut y avoir jusqu’à 70

modifications oxydatives différentes des acides nucléiques, certaines affectant les bases
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d’autres induisant des cassures dans les brins. L’un des marqueurs d’une attaque oxydative

des acides nucléiques est la présence de 8-hydroxy-guanine (8-HOG) (Ré et al., 2005).

Figure N°8: Effet du radical OH° sur la guanine (Valko et al., 2007).

II-3-4- Effets sur les glucides

Le glucose peut s’oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces

métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H2O2 et OH°, qui entraînent la coupure de

protéines et leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomène de

glycosoxydation est très important chez les diabétiques et contribue à la fragilité de leurs

parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

II-4- Le stress oxydant et atteintes pathologiques

La notion de « stress oxydant » et de « radicaux libres » est de plus en plus utilisée

pour expliquer différentes atteintes pathologiques, soit comme un des facteurs déclenchant,

soit comme des causes de complication dans leur évolution (Huang et al., 2004). La plupart

des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge car le vieillissement

diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux

(Favier, 2003).

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cataracte,

sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, œdème pulmonaire,

vieillissement accéléré (Favier, 2003). Le stress oxydant serait également impliqué dans les

maladies neurodégénératives, notamment la maladie d’Alzheimer où la mort neuronale

pourrait être liée à un phénomène d’apoptose impliquant les radicaux libres. Enfin, les

radicaux libres semblent également jouer un rôle non négligeable dans la cancérogenèse,

Guanine (G) 8-hydroxyguanine (8-HOG)
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puisque ces espèces peuvent être responsables de mutations dans l’ADN, ce qui constitue un

facteur de risque dans l’initiation et le développement du cancer (Desport et Couratier, 2002 ;

Roussel et Ferry, 2002).

Pour faire face à ces produits oxydants délétères, le corps humain possède tout un

arsenal de défense que l’on qualifie d’antioxydants. De plus, de nombreuses molécules

d’origine naturelle (composés phénoliques, alcaloïdes, huiles essentielles,…) ou issues de

synthèses organiques (Trolox, BHA, BHT,…) sont étudiées pour leur propriétés

antioxydantes et leur contribution dans la lutte contre les espèces oxydantes de l’organisme.

II-5- Antioxydants

II-5-1- Définition

Un antioxydant est toute substance capable d’inhiber ou de retarder l’oxydation d’un

substrat tout en étant présente à une faible concentration par rapport à la concentration du

substrat oxydable. Ces antioxydants peuvent avoir plusieurs origines, ils peuvent être produits

dans l’organisme ou apportés par l’alimentation ou bien sont issus d’une synthèse chimique

(Al-Mamary et al., 2002 ; Karou et al., 2005 ; Berger, 2006).

Les agents anti-oxydants peuvent retarder l’oxydation par deux moyens ; soit en

piégeant directement les radicaux libres, et dans ce premier cas le composé est appelé

antioxydant primaire ou par d’autres mécanismes indirectes, incluant la fixation des ions

métalliques, la conversion des hydroperoxydes en espèces non radicalaires. Dans ce deuxième

cas, le composé est appelé antioxydant secondaire (Pokorny et al., 2001).

II-5-2-Antioxydants endogènes

L’organisme possède deux grands systèmes de défense : les systèmes enzymatiques et

non enzymatiques qui fonctionnent de façon complémentaires et synergique selon un

compartiment bien précis pour protéger les cellules contre les métabolites cytotoxiques de

l’oxygène (figure N°9).

Systèmes enzymatiques : Les principales enzymes d’antioxydants sont :

 La superoxyde dismutase (SOD) : diminue la durée de vie de l’anion

superoxyde O2
°-.
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 La catalase (CAT): transforme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) en simple

molécule d’eau.

 La glutathion peroxydase (GPx) : détruit le peroxyde d’hydrogène et les

peroxydes lipidiques

 La glutathion réductase (GSHrx) : Réduire le glutathion oxyde en glutathion

réduit (GSSG-GSH) en présence d'un cofacteur, le NADPH (Milane, 2004 ;

Garait, 2006 ; Rahman et al., 2006).

Systèmes non enzymatiques : De nombreuses métalloprotéines telles que la

transferrine et l’albumine permettent de chélater les métaux (Fe, Cu, etc) impliqués

dans la formation des radicaux hydroxyles lors des réactions concomitantes de Fenton

et d’Haber-Weiss (De Moffarts et al., 2005).

Figure N°9 : Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs

métalliques (Favier, 2003).
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En plus des substances propres à l’organisme, la définition d’antioxydant englobe

ainsi toutes les substances chimiques qui, plus spécifiquement, prolongent la durée de

conservation des denrées alimentaires en les protégeant des altérations provoquées par

l’oxydation telles que le rancissement des matières grasses et le brunissement enzymatiques

(Andrian et al., 2003).

II-5-3-Antioxydants de synthèse

Les antioxydants synthétiques peuvent être soit des produits imitant les enzymes telles

que les « SOD like » basées sur des complexes de cuivre, de fer ou de manganèse ; soit des

dérivés de sélénium comme l’Ebselen. Les antioxydants peuvent aussi être des molécules

maintenant le fer dans un état inactif (Desferal, hydroxypyrdines) ou des molécules

inhibitrices d’enzymes responsables de la formation des ROS (Allopurinol).

Ces composés présentent des propriétés peroxydasiques et peuvent appartenir à de

nombreuses familles : les dérivés phénoliques (butylhyroxytolène et le butyldroxyanisole,

esters d’acide gallique et le trolox), les dérivés stéroïdiens (lazaroides), les dérivés soufrés (N-

acétylcystéine), les dérivés de la méthyle xanthine (caféine, allopurinol) (Pincemail et al.,

1998 ; Helm et al., 1999 ; Odabasoghlu et al., 2004).

II-5-4-Antioxydants naturels

En plus de la prévention par les enzymes ou les protéines chélatrices de métaux,

l’organisme peut quant- à- lui tirer profit de nombreux antioxydants présents dans son

alimentation.

 Vitamine E : La vitamine E ou l’α-tocophérol proprement dite, la plus importante de

la famille des tocophérols (α, β,γ, δ), est décrite comme étant le principal antioxydant

liposoluble reconnue, grâce à sa capacité d’inhiber les peroxydations lipidiques au niveau des

membranes cellulaires (Pincemail et al., 1998 ; Cuvelier et al., 2003). Le caractère

hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein de la membrane biologique qui

est riche en acides gras polyinsaturés, ce qui constitue la première défense contre

l’athérosclérose et en fait un protecteur cardiovasculaire majeur (Cuvelier et al., 2003 ;



Chapitre II Le stress oxydant

17

Milane et al.,2004). De plus, l’effet bénéfique de la vitamine E se retrouve renforcée par une

consommation optimale de la vitamine C (Pincemail et al. ,2002 ; Lee et al., 2004).

 Vitamine C : La vitamine C ou l’acide ascorbique, connue comme étant le principal

antioxydant hydrosoluble, est un piégeur efficace des ROS tels que les radicaux peroxyles,

hydroxyles, superoxydes et le peroxintrite. Elle peut protéger divers substrats biologiques de

l’oxydation (protéines, acides gras et ADN) (Servais, 2004 ; Kaliora et al., 2006).

La vitamine C, à une concentration élevée, a une activité pro-oxydante en favorisant la

formation de radicaux hydroxyles en présence de fer et de cuivre (Servais, 2004).

 Caroténoïdes : Les caroténoides sont des pigments végétaux liposolubles ; de couleur

rouge (lycopène de la tomate), orange (β-carotène des carottes) ou jaune (lutéine et

zéaxanthine du mais), sont particulièrement efficaces dans la neutralisation de l’oxygène

singulet et dans protection contre les radiations solaires et protége ainsi le peau des

dommages oxydatifs (Josse, 2003 ; Stahl et Sie, 2004 ; Dutta et al., 2005).
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III-Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux (Morello et

al., 2005) et constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répondu du règne

végétal (Martin et Adriantsithona, 2002).

III-1- Définition

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules à

structures chimiques variées, appartenants à plusieurs classes (acides phénoliques,

flavonoïdes, tanins) (Tanguy et al., 2009), sont très largement répondus dans le règne végétal,

localisées depuis les racines jusqu’aux fruits (Richer,1993). L’élément structural fondamental

qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié

au moins à un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction (Bruneton, 1999 ;

Macheix et al., 2005). Les différentes propriétés, notamment antioxydantes des plantes

médicinales sont essentiellement dues à leurs composés phénoliques. Ils sont étudiés dans le

but de trouver de nouvelles structures modèles pour le développement de médicaments

thérapeutiques ou protecteurs (Bossokpi, 2003).

III-2- Biosynthèse

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies de

biosynthèse : la voie shikimate et la voie polyacétate (Lugasi et al., 2003).

 Voie shikimate :

La voie la plus courante est celle du shikimate, elle débute par la condensation d’ un

phosphoénolpyruvate (PEP) avec l’érythrose-4-phosphate pour former au bout de plusieurs

réactions enzymatiques l’acide chorismique, celui-ci se transforme en acides aminés

aromatiques (tyrosine, phénylalanine) qui par désamination, donnent des acides cinnamique,

producteurs de la majorité des acides phénols (Figure ) (Richter, 1993 ; Bruneton, 1999).

 Voie polyacétate :

Cette voie commence de l’acétate et conduit à des polyacétates qui engendrent, par

cyclisation différentes formes de composés phénoliques composés (Bruneton, 1999). De plus
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la pluralité structurale des composés phénoliques due à cette double origine

biosynthèse étique (figure N°10) est encore accrue par la possibilité, très fréquente, d’une

participation simultanée du shikimate et de l’acétate à l’élaboration de composés d’origine.

Figure N°10 : Voies de biosynthèse des composés phénoliques (Bruneton, 1999).
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III-3- Classification

Selon leur structure de base, les composés phénoliques peuvent être regroupés en

différentes classes, les plus importantes sont : les phénols simples, les flavonoïdes et les tanins

(Bennick, 2002).

II-3-1- Acides phénols simples

Dans cette classe, on compte les dérivés hydroxybenzoiques à sept atomes de carbone

(C6-C1), les dérivés hydroxycinnamiques à neuf atomes de carbones (C6-C3) et enfin des

coumarines (Ribéreau-Gayon, 1968).

Les dérivés hydroxycinnamiques représentent une classe très importante dont la

structure de base C6-C3 dérive de l'acide cinnamique, l'ensemble de ce groupe est souvent

rapporté sous la dénomination commune de phénylpropanoides. Ils sont les plus abondants

des composés phénoliques simples, et leur présence dans le règne végétal est, généralement à

l'état d'ester avec d'autres molécules organiques tels que les glucides (Richter, 1993).

Les dérivés hydroxybenzoiques sont des dérivés de l'acide benzoïque avec une

formule de base C6-C1 (figure N°11). Ces composés peuvent provenir directement de l’acide

3-déshydroshikimique (cas de l’acide gallique) ou de l’acide chorismique (cas de l’acide

salicylique) ; mais en règle générale, ils résultent de la dégradation de la chaîne latérale des

acides cinnamiques. Ils sont moins abondants par apport à leurs précurseurs et peuvent exister

sous forme d'esters ou de glucosides qui représentent des formes de stockage et de circulation

dans les plantes (Bruneton, 1999).

Les coumarines sont des composés qui dérivent aussi des acides hydroxycinnamiques

par cyclisation interne de leur chaîne latérale (figure ). Ils sont les moins répandus des deux

premiers et leur répartition dans la nature est assez limitée. Le composé le plus fréquent est

l’ombelliférone (Guignard, 1996; Bruneton, 1999).

Figure N°11 : Structures des composés phénoliques simples. A) acide benzoïque. B) acide cinnamique.

C) coumarin (Handique et Baruah, 2002)
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III-3-2- Flavonoïdes

Le terme flavonoïde rassemble une très large gamme de composés naturels

appartenant à la famille des polyphénols. Cette classe représente la plus grande et la plus

diverse famille des polyphénols. Leur fonction principale est la coloration des plantes (au-delà

de la chlorophylle, et des caroténoïdes), où ils peuvent être localisés dans divers organes:

racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Bennick, 2002).

Les flavonoïdes possèdent tous un même squelette de base à quinze atomes de

carbones (figure N°12), constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (cycles A et

B) reliés par une chaîne en C3 (cycle C) (Bruneton, 1999 ; Narayana et al., 2001 ; Sellappan

et al., 2002 ; Naithani et al., 2006).

Figure N°12: Structure de base des flavonoïdes (Heim et al., 2002)

Selon le degré d’oxydation du noyau pyranique, les flavonoïdes sont classés sur la

base du nombre, de la position et de la nature des substituants (groupements hydroxyles OH

et méthoxyles OCH 3 principalement), sur la base des deux cycles aromatiques A et B et sur

celle de la chaine de carbone intermédiaire. Ils ont donc en commun une même structure, dont

les multiple substitutions permettent de les diviser en plusieurs classes (tableau I): flavones,

flavonols, flavanones, isoflavanones, anthocyanidines et flavonols (Ouarkoub et al., 2008 ;

Liu et al., 2008).
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Tableau I : Les principales classes de flavonoïdes

Classes Structures Exemples Substitutions Références

Flavanols

Catéchine

Epicatéchine

R2=R3=H
R1=OH

R1=R3=H
R2=OH

Cheynier,
2005

Rasmussen
et al., 2005

Flavanones

Naringénine

Hespéridine

R1=R2=R4=OH
R3=H

R1=R2=R3=OH
R4=OCH3

Rietjens et
al., 2002

Tripoli et
al., 2007

Flavones Lutéoline

Quercétine

R1=R2=R3=R4=OH
R5=H

R1=R2=R3=R4=R5=OH

Skerget et
al., 2005

Tripoli et
al., 2007

Flavonols Kampférol

Myricétine

R1=R2=H

R1=R2=OH

Suzuki et
al., 2008

Ghidouche
et al., 2008

Isoflavone Génistine

génisteine

5,4’=OH
7=glucose

5, 7,4’=OH

Cook et
Samman,
1996

Devi et al.,
2009

anthocyanidines Malvidine-3-
O-glucoside

Delphinidine-
3-O-glucoside

R1=R2=OCH3

R1=R2=OH

Lu et Foo,
2002

Chira et al.,
2008
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II-3-3- Tannins

Ce sont des composés phénoliques complexes qui ont la propriété commune d’être

astringents en précipitant certaines protéines de la salive. La communauté scientifique leur

confère également des propriétés médicinales après leur ingestion par l’homme. Toutes ces

propriétés dépendraient de leur structure et surtout de leur degré de polymérisation (Okuda,

2005 ; Perret, 2001 ; Simon, 2003). Deux groupes de tannins se différent aussi bien par leur

structure que par leur origine biosynthétique : tannins hydrolysables et tannins condensés

(Ribéreau-Gayon, 1968 ; Bruneton, 1999).

 Tannins hydrolysable

Ce sont des esters de glucides et d’acides phénoliques, la molécule glucidique est en

général du glucose (Ribéreau-Gayon, 1968). Ils sont facilement hydrolysables par les acides

ou les enzymes (tannases) en ose et en acide phénolique, selon la nature de celui-ci, on

distingue les gallotannins (figure N°13) et les ellagitannins (Bennick, 2002).

Figure N°13: Exemple de structure d’un tannins hydrolysable (Gallotannins) (Macheix et al., 2005).

 Tannins condensés ou tannins catéchiques

Les tannins condensés sont des oligomères ou des polymères de flavane-3-ols dérivés

de la (+)-catéchine (figure N°14). Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants

à l'hydrolyse, et seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par

traitement acide à chaud, ils se transforment en pigments rouges et, pour cette raison, les
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formes dimères et oligomères sont dénommées proanthocyanidines. L'enchaînement des

différentes unités constitutives se fait soit par liaisons C-C ou par liaisons C-O-C conduisant à

des structures de plus en plus complexes (Bruneton, 1999; Xie et Dixon 2005).

Figure N°14: Exemple de structure d'un tannin condensé (Macheix et al., 2005).

II-4- Rôle et intérêt biologiques des polyphénols

II-4-1- Propriétés physico-chimiques

Les polyphénols sont des composés aromatiques solubles dans les solvants polaires

tels que l’éthanol, le méthanol, l’acétone et l’eau. Les polyphénols moins polaires à savoir, les

isoflavonoïdes, les flavonoïdes, sont solubles dans d’autres solvants, tels que l’éther, le

chloroforme et l’hexane, néanmoins, les formes hétérosides des flavonoïdes sont solubles

dans l’eau ainsi que dans l’eau chaude mélangée avec de l’alcool (Bruneton, 1999 ; Macheix

et al., 2005). Ces métabolites secondaires sont connus par leurs propriétés à former des

complexes avec certaines molécules organiques et aussi avec certaines macromolécules, c’est

le cas de l’association des tannins avec les protéines pour former des complexe insolubles

(Bruneton, 1999 ; Macheix et al., 2005).

Tous les composés phénoliques des végétaux absorbent dans l’UV et certains d’entre

eux comme les anthocyanes, flavonols, chacones et aurones absorbent dans le visible et

participent alors à la coloration des organes végétaux (fleur, fruits….). Leurs spectre

d’absorption résulte en général de la présence combinée des cycles benzéniques, des
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groupements hydroxyles et les différentes doubles liaisons portées par ces molécules. Les

acides phénols absorbent généralement entre 220 et 280nm, le spectre d’absorption des

flavonoïdes est caractérisé par deux gammes d’absorption, une de 320 à 385nm correspondant

au cycle B, et une autre comprise entre 250- 285 nm correspondant au cycle A (Macheix et

al., 2005 ; Naczk et Shahidi, 2006).

II-4-2- Propriétés biologique

 Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie

de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains

microorganismes symbiotiques ou parasites….). Ces métabolites montrent des propriétés

intéressantes dans le contrôle de la croissance et du développement des plantes en

interagissant d’une manière complexe avec les diverses hormones végétales de croissance

(Marfak, 2003). En effet, la capacité d’une espèce végétale à résister à l’attaque des insectes

et des micro-organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Aron,

2007). De même, les polyphénols sont largement répandus dans notre alimentation et jouent

un rôle important dans les qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits (couleur,

astringence, amertume....) (Perret, 2001 ; Fleuriet et al., 2005).

 Chez les humains

Au cours de ces dernières années, les études sur les composés phénoliques et les

plantes médicinales, ont prouvé l’implication de ces composés dans plusieurs activités

biologiques qui leurs sont attribuée, incluant des activités anti-microbiennes, anti-virales, anti-

inflammatoire, anti-diabétiques et anti-tumorales (Martin et Andrantsitohaina, 2002 ; Xiao et

al., 2007 ; Grossman et al., 2008 ; Athamena et al., 2010).

Ces propriétés pharmacologiques sont associées à deux propriétés : d’une part, leur

capacité à se fixer aux protéines, propriétés particulière des tannins, ce qui peut conduire à

l’inhibition d’activités enzymatiques telles que le lipoxygénase, la peroxydase et la xanthine

oxydase qui sont à l’origine de pathologies d’origine inflammatoire (Macheix et al., 2005 ;

Porat, 2006 ; Leopoldini et al., 2011). Et d’autre part, comme cela sera cité ci-dessous, le

caractère antioxydant permet de neutraliser les formes toxiques de l’oxygène et les radicaux
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libres issus de la peroxydation lipidique responsables de vieillissement cellulaire (Fleuriet et

al., 2005 ; Wong et al., 2006).

II-4-3-Propriétés antioxydantes

La reconnaissance des composés phénoliques comme antioxydants naturels est

maintenant bien acquise et elle est pour une part à l’origine du regain d’intérêt que l’on porte

à ces molécules dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie (Macheix et al., 2005).

Grace à leur diversité structurale, les composés phénoliques sont impliqués dans cette activité

via plusieurs mécanismes en agissant à différents niveaux des réactions radicalaires par la

chélation des métaux, l’effet scavenger, l’inhibition des enzymes génératrices des radicaux

libres et l’induction de la synthèse des enzymes antioxydantes ( Halliwell, 1996 ; Rolland et

al., 2004 ; Balasundam et al., 2006 ; Leopoldini et al., 2011).

 Chélation des métaux

Les ions métalliques présents dans notre organisme, comme le fer ou le cuivre, peuvent

donner naissance à des radicaux hydroxyles très réactifs via la réaction de Fenton (Fuorucci,

2006). Les flavonoïdes sont connus par leur capacité à former des complexes stables avec les

ions métalliques (figure N°15) (Marfak, 2003).

Figure N°15 : Sites de chélation des métaux par les flavonoïdes (Pietta, 2006).
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 Effet scavenger

L’effet scavenger des composés phénoliques consiste à piéger et à neutraliser les formes

toxiques de l’oxygène (figure N°16), en les réduisant par transfert direct d’un électron sur leur

dernière couche électronique (Ghedira, 2005). De ce fait, les composés phénoliques

interférent et bloquent la propagation de la réaction radicalaire en chaine grâce à leur

caractère réducteur en devenant, eux-mêmes, des radicaux phénoxyls assez stables grâce au

phénomène de résonance (délocalisation des doubles électroniques) (Pietta, 2000 ; Macheix et

al., 2005).

Figure N°16 : Mécanisme de l’activité scavenging des flavonoïdes via la fonction catéchol (Pietta, 2006).

L’activité des composés phénoliques comme piégeurs de radicaux libres étant bien

établie ; des études récentes suggèrent qu’ils seraient également de puissants piégeurs du

radical NO et O2
- (Nair et al., 2012 ; Sànchez-Vioque et al., 2012). Cette activité est

étroitement liées aux propriétés structurales des composés phénoliques, à savoir le nombre et

la position des groupements hydroxyles et le degré de methylation, de glycosylation et de

polymérisation (Heim et al., 2002).
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Figure N°17 : Groupes fonctionnels de l’activité anti-radicalaire des flavonoïdes (Soobratte et al., 2005).

 Inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres

L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systèmes biologiques

est une autre stratégie de l’effet antioxydant des composés phénoliques. Il a été rapporté par

plusieurs études que les flavonoïdes sont les molécules les plus susceptibles d’être impliquées

dans cet effet (Nagao et al., 2002 ; Lin et al., 2002). La quercetine, par exemple, par exemple,

est l’un des flavonoïdes les plus connus pour son activité inhibitrice sur la xanthine oxydase

(Middleton et al., 2000).

 Induction de synthèse des enzymes antioxydantes

A la lumière des études récentes de biologie moléculaire dans le domaine de la

signalisation cellulaire et le rôle probable des composés phénoliques dans ce processus, un

nouveau mécanisme de défense antioxydante a été avancé. Ce mécanisme indique

l’implication des composés phénoliques, notamment la catéchine et ses déviés dans

l’induction de l’expression des enzymes antioxydants telles que la superoxyde dismutase

(SOD) (Mattie et Freedaman, 2004 ; Masella et al., 2005).
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I- Matériel et méthodes

I-1-Matériel végétal

La présente étude tente de tester quelques propriétés biologiques d’une plante

largement utilisée en médecine traditionnelle locale, les feuilles d’Inula viscosa, afin

d’évaluer l’activité anti-DPPH, chélation du fer et l’activité scavenging de peroxyde

d’hydrogène.

I-1-1- Description

I-1-1-2- Famille des Astéracées

La famille des Astéracées ou Composées est une importante famille de plantes

dicotylédones qui comprend près de 25 000 espèces réparties en 1 500 genres (Bohur et

Stuessy, 2001). Ce sont essentiellement des plantes herbacées même s'il peut exister des

arbres, des arbustes ou des lianes dans cette famille. C’est une famille répandue dans le

monde entier, mais principalement dans les régions tempérées (Guignard, 2001). Les plantes

de cette famille sont très riches en sesquiterpènes notamment les lactones sesquiterpèniques

(Rozerblat et al., 2008).

I-1-1-3- Espèce Inula viscosa L.

Inula viscosa L. (figure N°18) Aiton (syn. : Dittrichia viscosa (L.) Greuter),

appartenant à la famille des Astéracées (Levizou et al., 2000; Hemándaz et al., 2007), est un

sous arbrisseau vivace de 40 à 100 cm de haut à tiges dressées, frutescentes à la base, et très

feuillées. Ses feuilles sont petites vertes lancéolées, simples et alternes, dentelées et

visqueuses (Baba Aissa, 1991). Ses fleurs sont jaunes rayonnantes, en capitules assez gros en

longues grappes pyramidales (Mànez et al., 1999). La floraison a lieu entre la fin du mois

d’août et le mois de novembre. Ses fruits sont des akènes velus ; rétrécis en col au sommet

(Baba Aissa, 2000).

- Noms vernaculaires

Français : Inule visqueuse (Baba Aissa, 2000).

Anglais : Stichky fleabane (Wang et al., 2004)

Berbère : Amagramane (Baba Aissa, 2000).
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-Place dans la systématique

La classification botanique de l’espèce Inula viscosa L. selon Guignard. (2001) est :

Règne : Végétal

Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astérides

Ordre : Astérales

Famille : Astéracées, composées Figure : Photo d’Inula viscosa L.

Genre : Inula Figur N°18 : Photo d’Inula viscosa L

Espèce : Inula viscosa L.

-Distribution

L’inule visqueuse est originaire du bassin méditerranéen, elle est distribuée largement

dans le sud d’Espagne, le nord de l’Afrique et le moyen orient (Maoz et al., 2000 ; Wang et

al., 2004 ; Stavrianakou et al., 2006). Cette espèce pousse sur les lieux incultes et rocailleux

dans des sols secs et calcaires (Hernandez et al., 2001).

I-1-1-4- Usage traditionnel de l’Inula viscosa L.

Son histoire thérapeutique est très diversifiée et connu depuis longtemps dans les

médications traditionnelles. Elle est utilisée pour ses activités (tableau II): anti-inflammatoire,

antipyrétique, antiseptique, antiphlogistique et dans le traitement du diabète (Ali-Shtayeh et

al., 1998 ; Maoz et al., 1999 ; Rozenblat et al., 2008). En Algérie, l’inule visqueuse jouit

d’une grande popularité, où elle est utilisée sous forme du suc de feuilles fraîches pour arrêter

les hémorragies, prévenir les inflammations et activer les cicatrisations (Baba Aissa, 2000).
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Tableau II : Quelques usages traditionnels de l’Inula viscosa L.

Pays Parties

utilisées

Voie Usage Références

Palestine

Plante entière

Externe

Antispasmodique, sédative,

antiseptique,

Antirhumatismale,

Blessures curatives, contre les

maux de têtes, traitements des

hémorroïdes.

Ali-Shtayeh et al.,

2000

Interne Antispasmodique, anti-diabétique,

anti-helminthique, diurétique.

Jordan

Feuilles Orale Abortive, anti-fertilité. Al-Dissi et al., 2001

Parties

aériennes

Injection Anti-inflammatoire,

antiulcérogénique

Alkofahi et Atta,

1999.

Israël Partie aérienne Anti-inflammatoire Alkofahi et Atta,

1999

Espagne

Partie aérienne

Fleurs

Injection

péritonéal

Anti-inflammatoire, Anti-septique Hernandez et

al.2005 ; Hernández

et al., 2007.

Feuilles

Infusion Anti-inflammatoire, antilithique

rénal, diurétique. Antihypertensif.

Fresquet et al., 1993Cataplasme

de feuilles

fraîches.

Topique : Hémostatique.

Antiseptique,

analgésique, Antirhumatismal.

Algérie

Feuilles Cataplasme

Céphalées, les douleurs

rhumatismales. Cicatrisation,

antihémorragiques

Baba Aissa, 2000Plante entière

Orale

Hypoglycémiants, affection des

voies urinaires. Analgésique,

antiseptique, diurétique,

hémostatique, vermifuge

France Racines Orale Expectorant, tonique (estomac),

vermifuge, tuberculose,

antiseptique

Iserin, 2001

Maroc Feuilles Orale Anti-diabétique,

Hypoglycémiants, tuberculose,

affections pulmonaires

Zeggwagh et al.,

2006 ;Sqalli et

al.,2007
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I-2- Méthodes

I-2-1- Préparation du matériel végétal

 Récolte

Les feuilles d’Inula viscosa ont été récoltées en novembre 2011 dans la forêt de Draa El

Gaid ; un site situé dans la localité de Kharrata, wilaya de Bejaia, dans un endroit propre, loin de

tout impact de pollution et après la disparition de la rosée du matin, et ce pour écarter toute

modification dans la composition chimique de l’espèce.

 Séchage

Les feuilles d’Inula viscosa ont été séchées à l’air libre et à une température ambiante puis

mises à l’étuve pour éliminer toutes traces d’humidité.

 Broyage

A l’aide d’un broyeur électrique les feuilles ont été broyés jusqu’à l’obtention d’une

poudre fine.

 Tamisage

Les feuilles séchées ont été réduites en poudres, puis tamisées dans le but d’obtenir une

poudre très fine. Seules les fractions les plus fines de diamètre inférieur à 50 µm qui sont

utilisées pour l’extraction.

I-2-2- Extraction

Le procédé d’extraction que nous employons au niveau de notre laboratoire est celui

de Chiang et ses collaborateurs (1994), qui porte sur trois principales étapes (figure N° 19).

La première est la macération de la matière végétale fine dans l’éthanol (95%) à raison

de 4,0ml pour 1,0g de la poudre végétale sous agitation pendant 24h. La suspension

éthanolique est ensuite laissée se décanter (24 h) pour donner deux phase bien distinctes; une

phase de précipité de la matière végétale et une phase de surnageant qui est la solution

éthanolique de l’extrait végétale. Cette dernière est récupérée soigneusement et soumise au

séchage à la température ambiante de laboratoire loin de la lumière vive.
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A la stabilité de son poids, l’extrait éthanolique, mis à part une petite portion retenue

pour l’étude, est transféré dans un mélange acétate d’éthyle/ eau (3/1 : v/v). Au bout de 24 h

de macération, deux phases non miscibles (une phase aqueuse d'acétate d’éthyle et une phase

organique d'acétate d'éthyle) ont été obtenues; celles-ci ont été séparées soigneusement et

laissées sécher dans les mêmes conditions citées précédemment.

Après avoir mis de côté la phase aqueuse d’acétate d’éthyle et une petite portion de

l’extrait d’acétate d’éthyle, le reste de cette dernière est répartie équitablement en deux

parties; dont chacune est transférée dans un mélange soit d'hexane/eau ou chloroforme/eau (3

:1, v/v). Après une nuit de macération, quatre phases ont été obtenues séparément et laissées

sécher jusqu'à la stabilisation de leur poids sec. Le pourcentage d’extraction de chaque étape

est calculé par la formule suivante :

P1 : poids d’extrait après évaporation (g).

P0 : poids vide du cristallisoir ou boite de pétri (g).

E : poids de la poudre ou de l’extrait sec de la phase précédente (g).

Taux d’extraction (%) = [(P1- P0)/E] 100
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Macération (24h)
Décantation (24h)
Séparation des phases
Évaporation

Macération (24h)

Décantation (24h)

Séparation des phases
Évaporation

Séparation des phases

Évaporation

Figure N° 19 : Schéma récapitulatif des étapes de la procédure d'extraction (Chiang et al., 1994) .

Poudre fine Ø˂ 50 µmExtrait éthanolique

Acétate d’éthyle/ eau
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d’hexane
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I-2-3- Dosage des composés phénoliques

I-2-3-1- Dosage des phénols totaux

 Principe

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu. Ce

dernier est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide

phosphomolybdique (H3PMO12O40) qui est réduit, lors de l’oxydation des phénols en mélange

d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. La coloration bleue produite est proportionnelle

au taux de composés phénoliques. La coloration bleue produite possède une absorption

maximale aux environs de 750 nm (Ribérau-Gayon et al., 1982).

 Mode opératoire

Le protocole que nous avons suivi dans cette étude pour le dosage des phénols totaux

des extraits de feuilles d’I.viscosa est celui de Kähkönen et al (1999).

Nous avons introduit dans chaque tube un volume de 200 μl de la solution d’extrait à une

concentration de 1 μg/ml, par la suite, nous avons rajouté 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu et

800 μl de carbonate de sodium (7,5 %). le mélange est laissé réagir à l’obscurité pendant 30

minutes à température ambiante. Enfin, la lecture des absorbances est faite à une longueur

d’onde de 760nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf l’extrait (Vermerris et

Nicholson, 2006).

Une courbe d’étalonnage a été préalablement préparée dans les mêmes conditions, en

utilisant la catéchine comme référence. Les résultats seront exprimés en mg Equivalent

catéchine/g d’extrait (Annexe 1). .

I-2-3-2-Dosage des flavonoïdes

 Principe

Les méthodes de dosage des flavonoïdes sont le plus souvent colorimétriques ; elles

reposent sur la capacité de ces composés à former des complexes chromogènes avec le

chlorure d’aluminium (AlCl3), qui donne à la solution une coloration jaunâtre dont le pic

d’absorption est fixé à la longueur d’onde de 430nm.
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 Mode opératoire

La méthode du chlorure d’aluminium rapportée par Maksimovié et ses collaborateurs

(2004) est utilisée pour quantifier les flavonoïdes dans les différents extraits de F.angustifolia.

2 ml de l’extrait (1μg/ml) ont été rajoutés à 1 ml de réactif de chlorure d’aluminium (133mg

du chlorure d'aluminium et 400 mg d'acétate de sodium cristalline dans 100 ml d'eau

distillée). Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance est lue à 430nm. La concentration des

flavonoïdes est déduite à partir des gammes d’étalonnage établies avec la rutine et sont

exprimées en milligramme d’équivalent rutine par gramme d’extrait (mg Equivalent Rutine/g

d’extrait) (Annexe 2).

I-2-3-3-Dosage des tanins condensés

 Principe

Le dosage des tanins condensés des extraits de feuilles d’I.viscosa, a été réalisé selon

la méthode décrite par Vermerris et Nicholson (2006). Ces auteurs ont utilisé la méthode

d’hydrolyse acide. Etant donner que les tannins condensés, sont résistants à l'hydrolyse, et

seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide à

chaud, ils se transforment en pigments rouges et, pour cette raison, les formes dimères et

oligomères sont dénommées proanthocyanidines.

 Mode opératoire

Un volume de 100 μl de l’extrait (1μg/ml) a été rajouté à 2 ml de la solution de

ferrosulfate (77 mg du sulfate de fer dans 500 ml de 2:3 HCL /Butanol). Après incubation du

mélange réactionnel pendant 15minutes à 95°C, l’absorbance est lue au spectrophotomètre à

530 nm. Les taux en proanthocyanidines des extraits sont exprimés en milligramme

équivalent cyanidine par rapport à 100 gramme de matière sèche (mg EC/100g MS), sont

calculés selon la formule suivante :

Abs: Absorbance à 530 nm. FD: Facteur de dilution.

MM: Masse molaire de la cyanidine (287,24 g/mol). L: Trajet optique.

ε: Coefficient d’extinction molaire de la cyanidine (ε=34 700 L. mol-1cm-1).

Concentration en proanthocyanidines = Abs*MM*FD*1000/ ε*L
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I-2-4-Evaluation de l’activité antioxydante des extraits

I-2-4-1- Activité anti-radicalaire à l’égard du DPPH

 Principe

La méthode utilisée pour l’évaluation de l’effet scavenger des extraits de feuilles d’I.

viscosa contre le radical DPPH est celle de Balasundram et al. (2007). Cette méthode tire de

la décoloration de la solution méthanolique du radical DPPH lors de sa réduction par les

antioxydants. La différence de l’absorbance, entre la solution du radical DPPH en absence et

en présence de l’extrait reflète le potentiel des composés responsables de cette activité à

réduire le radical DPPH, et le taux réduit du DPPH par ces molécules est exprimé en

pourcentage suivant la forme suivante :

AT : absorbance de témoin (méthanol + 1ml DPPH).

AE: absorbance de l’échantillon (300 μl extrait + 1ml DPPH).

AB : absorbance du blanc de l’échantillon. (300 μl extrait+1ml méthanol).

 Mode opératoire

Chaque 300 μl des solutions méthanoliques des extraits (1μg/ml) a été additionnée de

1ml de la solution DPPH préparée à 6.10-5M dans du méthanol (95%). Après 30 minutes

d’incubation à l’obscurité, l’absorbance a été mesuré à 517nm. A titre d’indication, un

standard : l’acide ascorbique, connu pour leur effet anti-radicalaire a été testé en parallèle.

I-2-4-2-Activité scavenger du peroxyde d’hydrogène (H2O2)

 Principe

La capacité des extraits à piéger le peroxyde d’hydrogène est déterminée suivant la

méthode rapportée par Atmani et al. (2009). Le principe de la réaction est de neutraliser le

peroxyde d’hydrogène par un antioxydant qui va faciliter sa décomposition en molécule

d’eau. Le pourcentage d’inhibition du H2O2 est calculé comme suit :

AT : absorbance de témoin.

AE: absorbance de l’échantillon.

% scavenger de radical DPPH = [(AT - (AE - AB))/AT] x 100

% scavenger du H2O2 radical DPPH = (AT - AE/AT) x 100
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 Mode opératoire

Un volume de 2 ml d’extrait est mélangé avec 1,2 ml de la solution de H2O2 (40mM)

qui est préparé dans un tampon phosphate (pH= 7,4). L’absorbance de H2O2 est mesurée à 230

nm après 10 min de réaction.

I-2-4-2- Chélation de fer

 Principe

Le principe de chélation de fer est basé sur le fait que le réactif de la ferrozine peut

quantitativement former un complexe avec le fer (Fe2+-Ferrozine) ; chromophore violet ayant

un maximum d’absorption à 562nm. En présence d’agents chélateurs, la formation de ce

complexe est perturbée aboutissant à une diminution de la couleur violette qui est suivie

spectrophotométriquement. L’effet séquestrant des échantillons vis-à-vis du fer est exprimé en

pourcentage de chélation selon l’équation suivante :

AT : absorbance de témoin.

AE: absorbance de l’échantillon.

 Mode opératoire

L’activité de chélation de fer des extraits de feuilles d’Inula viscosa a été réalisée selon

le protocole de Dinis et al modifie (1994). Il s’agit d’introduire dans un tube à essai 100 μl

d’extrait (1 μg+/ml), 200 μl de FeCl2 (0,2 mM) et 500 μl de H2O. Après agitation, un volume

de 200 μl de ferrozine (5mM) a été ajouté suivi d’une agitation rigoureuse du mélange. Après

10 min d’incubation à température ambiante, la lecture d’absorbance a été effectuée à 562 nm.

Le même procédé a été réalisé sur l’EDTA, qui est utilisé comme chélateurs de référence.

I-3- Etude statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. L’analyse statistique des

résultats est effectuée avec l’application « ANOVA » à l’aide d’un logiciel STATISTICA 5.5

et le seuil de significativité est fixé à P< 0,05.

% Chélation = (AT - AE)/AT) x 100
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II- Résultats et discussions

Le présent travail s’articule sur trois parties, on retrouvera ainsi les résultats

concernant l’extraction et le dosage des composés phénoliques suivi de ceux relatifs à

l’activité antioxydante.

II-1- Préparation des extraits

Les procédés d’extraction des antioxydants phytochimiques à partir des plantes

médicinales constituent une étape cruciale, car elle est déterminante de la qualité et de la

quantité de principes actifs recherchés, qui reflètent directement leurs activités

pharmacologiques. Considérant la diversité et les propriétés structurales complexes de ces

composés, notamment les composés phénoliques, il est impossible de mettre au point des

méthodes exhaustives pour leur extraction (Vercauteren et al., 1998). Ainsi, les conditions de

l'extraction, à savoir le type du solvant, la taille des particules, l’état du matériel végétal (sec

ou frais) et les conditions thermiques de l'extraction peuvent influencer significativement le

taux et la nature des composés extraits (Naczk et Shahidi, 2006 ; Lim et Murtijaya, 2007).

Dans notre cas, avant de procéder à l’extraction, nous avons d’abord séché le matériel

végétal à l’air libre et à l’abri de la lumière comme préconisé par Rijke et al (2006), afin

d’éviter la dégradation de certains composés phénoliques sous l’effet des hydrolases qui

peuvent exister dans le matériel végétal frais. Par la suite, la matière sèche retenue est réduite

en poudre fine, pour augmenter la surface de contact avec le solvant et améliorer le rendement

de l’extraction. Dans le but d’optimiser l’extraction, le broyage et le tamisage ont été réalisés

de façon à pouvoir récupérer la poudre la plus fine possible ayant un diamètre inferieur à

50μm. Selon Escribano et ses collaborateurs (2003), l’efficacité de l’extraction dépend de

plusieurs paramètres ; entre autres, le diamètre des particules de la poudre, le volume et le

type de solvants utilisés et le nombre d’extraction. D’après Lim et Murtijaya (2007), le taux

d’extraction des principes actifs est inversement proportionnel avec la taille des particules

obtenues après le broyage.

Le protocole d’extraction choisi utilise des solvants de degré de polarité décroissant

afin de séparer et sélectionner les composés phénoliques (Chiang et al., 1994). L’utilisation de

l’éthanol dans la première étape d’extraction est connu comme un excellent solvant
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d’extraction de métabolites secondaires tels que les polyphénols avec une faible toxicité

(Contini et al., 2008).

Le taux d’extraction de l’extrait éthanolique a été calculé à partir de la poudre initiale

et la suite des taux sont calculés à partir de l’extrait issu de l’étape précédente. Le taux

d’extraction de notre plante est présenté dans le tableau III.

Tableau III : Taux d’extraction (%) de feuilles d’Inula viscosa.

Solvants Taux d’extraction (%)

Ethanol 8, 54

Acétate d’éthyle

Aqueux acétate d’éthyle

43,92

41,98

Chloroforme

Chloroforme aqueux

70,45

9,84

Hexane

Hexane aqueux

28

10

-Chaque pourcentage est calculé par rapport à l’extrait dont il est issu précédemment.

D’après les résultats obtenus, on remarque que les taux d’extraction sont différents

d’un solvant à un autre. L’extrait éthanolique des feuilles d’I. viscosa a présenté un taux

d’extraction de 8,54%.

Un taux d’extraction de 31,72% de l’extrait éthanolique des feuilles d’I. viscosa

cultivée en Maroc, est obtenu par une étude menée par Bssaibis et al. (2009), ceci peut être

expliqué par la différence de la période de récolte et la méthode d’extraction.

La deuxième étape, l’extraction liquide-liquide est beaucoup plus qualitative que

quantitative, car elle repose sur la répartition sélective des composés contenus dans l'extrait

éthanolique retenu selon leur solubilité entre les phases organiques utilisés: acétate d’éthyle,

chloroforme et hexane et leurs phases aqueuses correspondantes. Nous constatons que la

majeure partie des composés de l’extrait éthanolique de feuilles d’I.viscosa ont tendance à se
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répartir presque équitablement, entre les deux phases d’acétate d’éthyle, dont les taux

d’extraction atteignent une moyenne de 40%.

Concernant l’extrait chloroforme, on constate un taux d’extraction de la phase

organique largement supérieure, de celui de la phase aqueux des feuilles d’I.viscosa (70,45%,

9,84% respectivement). La même tendance de variation est observée lors de la comparaison

des deux phases d’extrait hexane, où le taux d’extraction de la phase organique est beaucoup

plus élevé (28%) par rapport à celui de la phase aqueuse (10%), ce qui donne un signe de sa

richesse en composés apolaires. A titre comparatif, selon Velazquez et al. (2003), les taux

d’extractions par chloroforme et hexane des composés phénoliques d’une plante Schinus

weinmannifolia de famille anacardiaceae sont largement faibles 3% et 5,3% respectivement

comparé à nos résultats. Ce qui laisse présumer la richesse de notre plante en composés

phénoliques.

Par ailleurs, une autre étude menée par l’équipe Wang (2004) sur la même espèce

rapporte un rendement de 28,2% pour l’extrait hexane, ce qui est proche du rendement obtenu

dans la présente étude.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la littérature, car le

taux n’est que relatif et semble être influencé non seulement par la méthode appliquée dans

l’extraction, mais aussi par la nature chimique des composés à extraire et le solvant à utiliser.

Mais ce taux est lié surtout aux propriétés génétique des plantes ainsi qu’à l’origine

géographique qui contribuent aux différences de rendement enregistrées d’une plante à une

autre et même au sein de la même espèce (Kordali et al., 2003 ; Kivkac et Akay, 2005).

Le critère de taux d’extraction n’est pas suffisant pour préconiser la richesse d’un

extrait en composés phénoliques car les extraits de plantes contiennent d’autres pigments.

Cette évidence est montrée dans l’étude de dosage des phénols totaux, des flavonoïdes et des

tannins discutés ci-dessous.
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II-2- Dosage des composés phénoliques

Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives des extraits

feuilles d’Inula viscosa, un do

effectué. La principale raison pour le choix de ces substances résidus dans le fait que la

majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

II-2-1- Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des extraits

par gramme d’extrait (mg Eq Cat / g d’extrait),

dans les mêmes conditions (Annexe1)

dessous.

Figure N° 20 : Histogramme des t

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec +
-Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).
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Dosage des composés phénoliques

Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives des extraits

dosage des phénols totaux, des flavonoïdes et des tannins a été

effectué. La principale raison pour le choix de ces substances résidus dans le fait que la

majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

es phénols totaux

en phénols totaux des extraits ont été exprimées, en équivalent catéchine

par gramme d’extrait (mg Eq Cat / g d’extrait), à partir de la courbe d’étalonnage réalisée

dans les mêmes conditions (Annexe1). Les résultats sont représentés dans la figure ci

Histogramme des teneurs en phénols totaux des différents extraits des feuilles d’

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.
Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).
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préparés à partir de

ux, des flavonoïdes et des tannins a été

effectué. La principale raison pour le choix de ces substances résidus dans le fait que la

équivalent catéchine

à partir de la courbe d’étalonnage réalisée

Les résultats sont représentés dans la figure ci-

eneurs en phénols totaux des différents extraits des feuilles d’Inula viscosa.

Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

Ethanol Acétate Aqueux Chloroforme Aqueux Hexane Aqueux

chloroforme hexane
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Le dosage quantitatif des phénols totaux des différents extraits des feuilles d’Inula

viscosa a révélé que les extraits d’acétate d’éthyle, aqueux d’acétate d’éthyle et aqueux de

chloroforme marquent les taux les plus élevés (P˂ 0,05) avec des teneurs de 645,58 ± 8,77,

403,28 ± 6,78 et 308,41 ± 11,93 mg Eq cat/g d’extrait, respectivement. Par contre, l’extrait

éthanolique a montré le taux le plus faible avec 110,71 ± 4,56 mg Eq cat/g d’extrait, ce qui

pourrait être dues à l’encombrement qui empêche le contact entre le réactif et certains

composés qui se trouvent liés. D’autre part, trois valeurs importantes en phénols totaux de

242,76 ± 9,01, 170,46 ± 9,82 et 122 ± 25mg Eq cat/g d’extrait ont été enregistré par les

extraits aqueux hexane, chloroforme et hexane, respectivement. Ce qui indique que l’I.viscosa

est riche en composés phénoliques

Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques

polaires et les solutions aqueuses et sont peu solubles dans les solvants organiques apolaires

(Bruneton, 1999 ; Macheix et al., 2005). Cette propriété est prouvée par nos résultats de

dosage des phénols totaux dont l'évaluation globale des teneurs des extraits en ces composés

indique qu'ils sont plus concentrés dans l’extrait organique polaire (acétate d’éthyle) et dans

les phases aqueuses, que dans les extraits organiques apolaires (chloroforme et hexane). En

effet, la richesse des extraits aqueux en phénols totaux peut être due à la présence des

composés phénoliques riches en groupements hydroxyles (OH) (Topçu et al., 2007).

II-2-2- Dosage des flavonoïdes

Pour le dosage des flavonoïdes on utilise souvent la méthode de chlorure d’aluminium

basée sur la capacité de ces composés à former des complexes de couleur jaune avec l’AlCl3

(Huang et al., 2004 ; Prasad, 2009). Dans notre étude, l’évaluation des teneurs des extraits de

feuilles d’I.viscosa en flavonoïdes a été déduite de la courbe d’étalonnage (Annexe 2) réalisée

avec la rutine et les valeurs sont exprimées en mg Eq rut/g d’extrait. Les résultats sont

représentés dans la figure suivante :
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Figure N°21 : Histogramme des t

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.
-Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

A la première lecture des résultats

sont concentrés principalement au niveau de la phase organique de chloroforme avec

180,69±5,64 mg eq rutine / g d’extrait, suivi par les deux extraits éthanolique et acétate

d’éthyle qui renferment les teneurs

respectivement. Par ailleurs, les taux les plus faibles sont observés

hexane, aqueux d’acétate d’éthyle

05±2,33 et 23,50±1,23 mg eq rutine /g d’extrait, respective

affirment la richesse de cette espèce en flavonoïdes et sont accord avec les résultats rapportés

par plusieurs études (Grande et

Catalan, 2007 ; Harnandez et al
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Histogramme des teneurs en flavonoides des différents extraits des feuilles d’

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.
Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

A la première lecture des résultats, les flavonoïdes des extraits de

sont concentrés principalement au niveau de la phase organique de chloroforme avec

/ g d’extrait, suivi par les deux extraits éthanolique et acétate

qui renferment les teneurs de 115, 60±2,25 et 150,50±2,22 mg eq rutine

respectivement. Par ailleurs, les taux les plus faibles sont observés au niveau des extraits

acétate d’éthyle et aqueux d’hexane avec des taux de 72, 46±2,13, 76,

05±2,33 et 23,50±1,23 mg eq rutine /g d’extrait, respectivement. Ces résultats obtenus

affirment la richesse de cette espèce en flavonoïdes et sont accord avec les résultats rapportés

Grande et al., 1985 ; Wollenweber et al., 1991 ; Bruce et

al., 2007).
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des différents extraits des feuilles d’Inula viscosa.

Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

feuilles d’I.viscosa

sont concentrés principalement au niveau de la phase organique de chloroforme avec

/ g d’extrait, suivi par les deux extraits éthanolique et acétate

de 115, 60±2,25 et 150,50±2,22 mg eq rutine / g d’extrait,

au niveau des extraits

avec des taux de 72, 46±2,13, 76,

ment. Ces résultats obtenus

affirment la richesse de cette espèce en flavonoïdes et sont accord avec les résultats rapportés

; Bruce et al., 2001 ;

H.O H.AEthanol Acétate Aqueux Chloroforme Aqueux Hexane Aqueux

chloroforme hexane
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A la lumière des résultats obtenus, nous constatons qu’il y a une répartition hétérogène

de ces composés entre les différents solvants d’extraction utilisés. Cela s’expliquerait d’une

part, par la diversité moléculaire des flavonoïdes (Ghedira, 2005) e

que ces composés ne se trouvent pas à l’état libre dans les tissus des végétaux ; par

conséquent, leur complexassions avec d’autres composés que se soit polaire ou apolaire peut

influencer sur leur solubilité (Macheix, 2005). De

extraits d’I.viscosa sont plutôt riches en flavonoïdes apolaires.

II-2-3- Dosage des tannins condensés

Les taux en proanthocyanidines

milligramme équivalent cyanidine

cyanidine/100g d’extraits). Les résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante

Figure N°22: Histogramme des teneurs en

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.
-Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).
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A la lumière des résultats obtenus, nous constatons qu’il y a une répartition hétérogène

de ces composés entre les différents solvants d’extraction utilisés. Cela s’expliquerait d’une

part, par la diversité moléculaire des flavonoïdes (Ghedira, 2005) et d’autre part, par le fait

que ces composés ne se trouvent pas à l’état libre dans les tissus des végétaux ; par

conséquent, leur complexassions avec d’autres composés que se soit polaire ou apolaire peut

influencer sur leur solubilité (Macheix, 2005). De cette présente analyse, on déduit que les

sont plutôt riches en flavonoïdes apolaires.

condensés (Les proanthocyanidines)

proanthocyanidines des extraits de feuilles d’I. viscosa

cyanidine par rapport à 100 gramme d’extraits (mg eq

. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante

eneurs en tannins condensés des différents extraits des feuilles d’

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.
Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).
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A la lumière des résultats obtenus, nous constatons qu’il y a une répartition hétérogène

de ces composés entre les différents solvants d’extraction utilisés. Cela s’expliquerait d’une

t d’autre part, par le fait

que ces composés ne se trouvent pas à l’état libre dans les tissus des végétaux ; par

conséquent, leur complexassions avec d’autres composés que se soit polaire ou apolaire peut

cette présente analyse, on déduit que les

I. viscosa sont exprimés en

par rapport à 100 gramme d’extraits (mg eq

. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante :

des différents extraits des feuilles d’Inula viscosa.

Les valeurs désignées avec les mêmes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

H.O H.AEthanol Acétate Aqueux Chloroforme Aqueux Hexane Aqueux

chloroforme hexane
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A la lumière de ces résultats, on déduit qu’il existe la même tendance de variation de

la teneur en tannins condensés comme celle observée dans les résultats des dosages des

flavonoïdes. En effet, les extraits organiques présentent des teneurs en proanthocyanidines

nettement plus élevées (P˂0,05) comparativement aux extraits aqueux. Cette répartition 

pourrait être expliquée par l’insolubilité des tannins condensés à haut poids moléculaire, dans

les solutions aqueuses (Cheynier, 2005). En effet, Tian et al. (2009), en utilisant 5 solvants de

polarité différentes, n’ont rapporté que 91,5% du totale des tannins sont solubles dans les

solvants de faible polarité ou apolaires (éther et acétate d’éthyle) et que seul 8,5% des tannins

sont solubles dans les solvants à forte polarité (éthanol et eau).

En analysant les résultats obtenus, il ressort d’une part, seul l’extrait chloroforme

affiche un taux important estimé à 37,84±0,43 mg eq cyanidine / 100 g d’extrait, suivi par les

extraits éthanolique, acétate d’éthyle et chloroforme qui dépassent 20 mg eq cyanidine / 100

g d’extrait. Tandis que les extraits aqueux enregistrent des teneurs inférieurs à 7 mg eq

cyanidine / 100 g d’extrait.

II-3- Activité antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour évaluer l’activité antioxydante in vitro.

Ces méthodes se basent exclusivement sur la capacité réductrice, piégeage des radicaux ou

chélation des ions comme étant un indicateur de son potentiel antioxydant (Javanmardi et al.,

2003 ; Marc et al., 2004).

Dans la présente étude, l’activité antioxydante des extraits de feuilles d’I.viscosa ont

été menées par trois méthodes complémentaires: piégeage du radical (DPPH), chélation de

fer et l’activité scavenger du H2O2.

Comme il n’y a pas de consensus scientifique pour une méthode de référence pour

évaluer l’activité antioxydante d’un échantillon, ainsi la combinaison de différents tests est un

indicateur de la capacité antioxydante de l’échantillon à tester (Amic et al., 2003).



Chapitre II Résultats et discussions

47

II-3-1- Evaluation de l’activité anti-radicalaire contre le radical DPPH

Le radical DPPH (2,2 diphényl 1-picryl hydrazyl) est largement utilisé pour

l’évaluation de l’activité antioxydant des molécules biologiques, c’est un radical synthétique

organique stable, qui peut être réduit en présence des antioxydants par transfert d’électron ou

de proton (figure N°23). Ainsi la coloration violette typique du DPPH se dissipe et l’intensité

de la réaction dépendra du potentiel antioxydant des substances testées (Elmastas et al.,

2006).

N

N

NO2

NO2O2N

N

NH

NO2

NO2O2N

DPPH DPPH-H

Figure N°23 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant (Amic et al., 2003).

Les résultats de l’activité anti-radicalaire des extraits et de standard exprimés en

pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont illustrés dans la figure (N°24).

Après analyse de ces résultats, il ressort que les effets des extraits de feuilles

d’I.viscosa sont variables d’un extrait à un autre. Cela peut s’expliquer par la teneur et la

nature des composés phénoliques extraits par chaque solvant utilisé lors du procédé

d’extraction. Ce résultat, est déjà observé par Shyu et ses collègues (2009) ainsi que

Simirgiotis et ses collègues (2009), en utilisant plusieurs solvants d’extraction.



+ AH + A


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Figure N°24 : Effet scavenger contre le DPPH des extraits des feuilles d
à 1μg/ml. 1 : Ethanol ; 2 : Acétate d’éthyle ;
chloroforme ; 6 : Hexane ; 7 : Aqueux d’hexane
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.

Selon les résultats illustrés dans cette figure, on constate que les extraits organiques

polaires et les extraits aqueux ont exhibé de puissants effets svacengers contre le radical

DPPH à 1μg/ml. En effet, les extraits

l’extrait éthanolique présentent les meilleures activités avec des taux de

92,45%, respectivement, et qui

(81,32%). Les mêmes constations sont signalées par

concernant l’efficacité des extraits de feuilles d’

rapport aux molécules de références

Cependant, les extraits organiques apolaires (chloroforme et

aqueux d’hexane ont exhibé les plus faibles activités avec des taux de 3

11,60%, respectivement.
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Effet scavenger contre le DPPH des extraits des feuilles d’I.viscosa et une molécule de référence
: Acétate d’éthyle ; 3 : Aqueux d’acétate d’éthyle ; 4 : Chloroforme ;

queux d’hexane ; 8 : Acide ascorbique.
Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.

Selon les résultats illustrés dans cette figure, on constate que les extraits organiques

polaires et les extraits aqueux ont exhibé de puissants effets svacengers contre le radical

es extraits aqueux du chloroforme, aqueux d’acét

éthanolique présentent les meilleures activités avec des taux de 87,61%

et qui sont supérieurs (P<0,05) à celui de

Les mêmes constations sont signalées par Danino et ses collaborateurs (2009)

l’efficacité des extraits de feuilles d’I. viscosa à piéger le radica

rapport aux molécules de références.

Cependant, les extraits organiques apolaires (chloroforme et hexane)

ont exhibé les plus faibles activités avec des taux de 3
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e molécule de référence
Chloroforme ; 5 : Aqueux du

Selon les résultats illustrés dans cette figure, on constate que les extraits organiques

polaires et les extraits aqueux ont exhibé de puissants effets svacengers contre le radical

d’acétate d’éthyle et

87,61% ; 88,25% et

l’acide ascorbique

et ses collaborateurs (2009)

à piéger le radical DPPH par

hexane) et l’extrait

ont exhibé les plus faibles activités avec des taux de 38,17% ; 7,92% et

H.A AA3 4 5 6 7 8



Chapitre II Résultats et discussions

49

La divergence des résultats s'expliquerait non seulement par la richesse des extraits

polaires en phénols totaux, mais pourrait être attribuée à la présence des groupements

hydroxyles qui jouent un rôle primordial dans l'activité anti-radicalaire (Robards et al., 1999).

En effet, l’acide ascorbique qui est connu comme étant un antioxydant pauvre en noyau

phénolique mais avec quatre groupements hydroxyles (Erkan et al., 2008), a montré une très

forte activité anti-radicalaire par rapport au BHA et à l’ α-tocophérol avec un et deux

groupements hydroxyles liés à un noyau aromatique respectivement. En outre, Brand-Willams

et al. (1995) ont montré que l’acide caféique portant deux groupements hydroxyles a eu une

très forte activité scavenger contre le radical DPPH que l’acide rosmarinique, portant quatre

groupements hydroxyles. Ainsi, le nombre de groupements hydroxyles présents dans la

structure chimique d’une molécule antioxydante n’est pas toujours le seul facteur déterminant

son activité antioxydante (Choi et al., 2002 ; Jun et al., 2005). La position des groupements

hydroxyles, la présence d’autres groupes fonctionnelles dans la molécule telles que les

doubles liaisons conjuguées avec les groupements OH également ainsi le caractère hautement

nucléophilique du noyau aromatique jouent des rôles importants dans les activités

antioxydantes (Erkan et al., 2008). Tous ces paramètres permettent une délocalisation des

électrons offrant une résonance et une structure stable à cette molécule antioxydante.

D'après ces résultats, on conclut que les extraits aqueux de feuilles d’I.viscosa

possèdent un potentiel anti-radicalaire hautement appréciable contre le radical DPPH. Ces

résultats se justifieraient par les teneurs variables et la diversité des molécules contenues d'un

extrait à un autre.

Dans cette étude, la détermination des coefficients de corrélation entre les phénols

totaux et les flavonoïdes a révélé des valeurs positives moyennes pour les extraits des

feuilles d’I.viscosa avec r=0,66 et r=0,46 (annexe N°3 et N°4), respectivement. Il a été

rapporté par plusieurs auteurs que les composés phénoliques sont les antioxydants

majoritaires des extraits de plantes médicinales (Cai et al., 2004, Wong et al., 2006).

Cependant, la corrélation entre l'effet anti-DPPH des extraits de feuilles d’I. viscosa et leurs

teneurs en tannins condensés est de 0,27 (annexe N°5), suggérant probablement un rôle

modeste des tannins. Ce résultat s’expliquerait par le fait que les tannins, à des concentrations

élevées, peuvent interagir entre eux et réduit par conséquent la disponibilité des fonctions

hydroxyles des groupements galloyles impliqués dans cette activité.
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D’après tous ces résultats obtenus, il est claire qu’il ya une contribution des

antioxydants dans l’effet anti- DPPH tels que les terpènes, vitamines, caroténoïdes

(Javanmardi et al., 2003). Effectivement, il a été rapporté que l’I. viscosa est riche en

monoterpènes oxygénés, en sesquiterpènes et en huiles essentielles (Robertet, 2000 ;

Hernández et al., 2007 ; Máñez et al., 2007; Rozenblat et al., 2008).

II-3-3- Chélation de fer des extraits de feuilles d’I.viscosa

La chélation est un processus physico chimique au cours duquel est formé un

complexe entre un ligand, dit chélateur ou chélatant, et un cation métallique (ion de fer ou de

cuivre), on appelle le complexe formé un chélate. En effet, le fer est responsable de la

production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogène selon la réaction

de Fenton et Haber-Weiss (Pietta, 2000). Ces radicaux peuvent mener à la peroxydation de

lipide, à la modification de protéine et aux dommages d’ADN. Les agents de chélation

peuvent inactiver ces ions métalliques (Finefrock et al., 2003). Les polyphénols considérés

comme des bons chélateurs, ont un pouvoir de capter, stocker et transporter des métaux de

transition tel que le fer (Stadtman, 1992).

Cette étude a été effectuée dans le but de mesurer la capacité des extraits de feuilles

d’Inula viscosa à inhiber la formation du complexe ferrozine-Fe2+.Les pourcentages

d’inhibition des extraits ainsi que celui d’un standard EDTA sont présentés dans la figure

(N°25).
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Figure N°25 : Activité chélatrice
1 : Ethanol ; 2 : Acétate d’éthyle ; 3
6 : Hexane ; 7 : Aqueux d’hexane ; 8
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.

A la première lecture des résultats illustrés dans la figure (N°2

l’activité chélatrice de fer diffère d’un extrait à un autre, et que la plupart des extraits affichent

des taux d’inhibition, allant de 20% à 52%, hautement supérieure à celle de molécule de

référence EDTA (30,97%). La raison de cette différence dans les activité

quantité variable des composés phénoliques contenue dans les extraits (Laughton et

En effet, la meilleure activité chélatrice de fer a été obtenue à partir de l’extrait aqueux

d’acétate d’éthyle 51,89%, suivi de l’extrait a

qui présentent une activité de 41,51% et 33,76%, respectivement. Les activités les plus faibles

mais qui restent satisfaisantes par rapport aux standard utilisé, ont été obtenues avec l’extrait

organique et aqueux d’hexane avec des taux de 13,37% et 19,89%, respectivement.

On remarque que les phases aqueuses et les extraits organiques polaires (éthanol,

acétate d’éthyle) ont enregistré des valeurs appréciables. Cela peut être expliqué par le fait
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des extraits de feuilles d’I.viscosa et une molécule de référence à 1
: Aqueux d’acétate d’éthyle ; 4 : Chloroforme ; 5 : Aqueux du chloroforme ;

8 : EDTA.
Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.

A la première lecture des résultats illustrés dans la figure (N°25

ité chélatrice de fer diffère d’un extrait à un autre, et que la plupart des extraits affichent

des taux d’inhibition, allant de 20% à 52%, hautement supérieure à celle de molécule de

. La raison de cette différence dans les activités peut être due à la

quantité variable des composés phénoliques contenue dans les extraits (Laughton et

En effet, la meilleure activité chélatrice de fer a été obtenue à partir de l’extrait aqueux

d’acétate d’éthyle 51,89%, suivi de l’extrait aqueux de chloroforme et l’extrait éthanolique

qui présentent une activité de 41,51% et 33,76%, respectivement. Les activités les plus faibles

mais qui restent satisfaisantes par rapport aux standard utilisé, ont été obtenues avec l’extrait

eux d’hexane avec des taux de 13,37% et 19,89%, respectivement.

On remarque que les phases aqueuses et les extraits organiques polaires (éthanol,

acétate d’éthyle) ont enregistré des valeurs appréciables. Cela peut être expliqué par le fait
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et une molécule de référence à 1μg/ml.
: Aqueux du chloroforme ;

5), on constate que

ité chélatrice de fer diffère d’un extrait à un autre, et que la plupart des extraits affichent

des taux d’inhibition, allant de 20% à 52%, hautement supérieure à celle de molécule de

s peut être due à la

quantité variable des composés phénoliques contenue dans les extraits (Laughton et al., 1989).

En effet, la meilleure activité chélatrice de fer a été obtenue à partir de l’extrait aqueux

queux de chloroforme et l’extrait éthanolique

qui présentent une activité de 41,51% et 33,76%, respectivement. Les activités les plus faibles

mais qui restent satisfaisantes par rapport aux standard utilisé, ont été obtenues avec l’extrait

eux d’hexane avec des taux de 13,37% et 19,89%, respectivement.

On remarque que les phases aqueuses et les extraits organiques polaires (éthanol,

acétate d’éthyle) ont enregistré des valeurs appréciables. Cela peut être expliqué par le fait

7 8
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qu’ils contiennent des composés polaires riches en groupements hydroxyles (responsables de

l’effet scavenger) tel que les flavonoïdes et les phénols simples.

En outre, il a été démontré par plusieurs auteurs que la chélation des métaux Fe2+ par

les polyphénols est due principalement aux flavonoïdes (Davis et Brodbelt, 2004 ; Valko et

al., 2006). En effet, il a été démontré que l’effet piégeur des flavonoïdes dépend de leur

structure, ils sont connus pour leurs capacités de chélation des métaux (Morel et al., 1994).

Ainsi, la rutine et la quercetine sont de très bons chélateurs de fer et de cuivre impliqués dans

la génération des radicaux libres. Ils peuvent prévenir l’oxydation et empêchent la formation

du radical OH, inhibant ainsi le développement de la réaction de Fenton (Wei et al., 2002 ;

Lee et al., 2004; Cillard et Cillard, 2006).

Malgré la richesse des deux extraits organiques d’acétate d’éthyle et chloroforme en

flavonoïdes, comme il a été rapporté par les résultats de dosage (150.3mg eq rut/g d’extrait et

180.23mg eq rut/g d’extrait, respectivement) et malgré le puissant effet anti-radicalaire de

cette classe de composés phénoliques, qui intervient en chélatant le fer comme expliqué

précédemment, le rendement de ces deux derniers extraits reste modéré en les comparant à

celui des extraits aqueux .Par ailleurs, il n’ya pas une bonne corrélation entre l’activité

chélatrice du fer et la teneur en phénols totaux, ainsi que les flavonoïdes des extrait (r=0,09) et

(r=0,1), respectivement (Annexe N°6 et N°7).

Notre résultat témoigne encore une fois, comme s’est fait par Chen et ses

collaborateurs (2002) et Chung et son équipe (2006) que l’activité chélatrice est fortement

associée à la structure chimique des composés et pas uniquement à leur concentration. En

effet, d’après Pietta (2000), les groupements fonctionnels responsables de cette chélation de

Fe2+ peuvent être :

 Les groupements en position 3’, 4’ dihydroxyle dans le noyau B.

 La fonction 4-oxo et le groupement 3-OH du cycle C.

 La fonction 4-oxo et le groupement 5-OH entre les cycles A et C.

Donc un échantillon riche en composés phénoliques ne pourrait pas chélater les

métaux de transition si ses polyphénols ne disposent pas les groupements fonctionnels

nécessaires pour l’activité chélatrice, par exemple la conjugaison d’un composé phénolique à

structure catéchol avec une partie glucidique entraine la perte de l’activité chélatrice (Wong et
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al., 2006). Une autre étude réalisée par Andjelkvic et al. (2006) a montré que le pouvoir

chélateur du Fe2+ par les acides phénoliques dépend de la nature et la structure des différents

composés testés, avec une activité très importante exhibée par les acides phénoliques à

groupements catéchols et moins efficace avec ceux présentant le groupement galloyls. Tandis

que l’acide férulique, l’acide syringique et l’acide vanillique (composés dépourvus des

groupements catéchols et galloyls) n’ont démontré aucun effet chélateur de fer.

D’autre part, cette étude de corrélation nous a permis de constater qu’il ya une

corrélation positive entre la teneur en tannins condensés des extraits de feuilles d’Inula

viscosa et l’activité chélatrice du fer (r= 0,45) (Annexe N°8). Ce résultat est en accord avec

ceux d’une étude menée par Karamać (2009) sur les extraits de noix qui présente une activité

chélatrice du fer grâce à leur richesse en tannins condensés.

Tous ces résultats rejoignent ceux obtenus par plusieurs auteurs, qui indiquent que la

structure des polyphénols est le facteur clé de leur pouvoir chélateur (Pietta, 2000),

Andjelkvic et al., 2006).

II-3-2- Evaluation de l'effet anti-radicalaire contre le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Le peroxyde d’hydrogène est une espèce réactive non radicalaire ayant tous ses

électrons périphériques appariés, plus stable que le radical superoxyde, mais c’est un

redoutable précurseur de radicaux libres (Halliwell, 2000). L’absence de charge à sa surface

rend cette espèce réactive très lipophile et peu réactive en milieux aqueux et la majeure part

de sa toxicité provient de sa capacité à générer le radical hydroxyle (HO.).

En effet, le peroxyde d’hydrogène en présence des ions ferriques (Fe 2+) donne le

radical hydroxyle par la réaction de Fenton ou bien par la réaction de Haber-Weiss (De Leiris,

2003 ; Vamecq et al., 2004 ; Edreva et al., 2005).

H2O2 + Fe 2+ OH. +OH- + Fe 3+ (Réaction de Fenton).

H2O2 + O2
.- OH. + OH - +O2 (Réaction de Haber-Weiss).
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Le test H2O2 choisi pour cette étude, est basé sur le piégeage du radical libre stable

H2O2 par une molécule anti-radicalaire, ce qui entraîne sa décomposition en molécule d’eau

(Rajeshwar et al., 2005 ; Wang et al., 2008) selon la réaction suivante :

H2O2 +2H+ + 2 é 2 H2O2 (Wang et al., 2008).

A la première lecture des résultats illustrés dans la figure (N°26) et contrairement aux

effets des deux premiers tests anti-oxydants réalisés, discutés précédemment, nous

remarquons qu’il n’y a pas une grande diversification dans les valeurs obtenues pour l’effet

anti- H2O2 des divers extraits. Ainsi, tous les extraits (organiques, aqueux, polaires et

apolaires) ont exhibé des effets svacengers importants contre le H2O2 à 1μg/ml, avec une

moyenne d’inhibition de 65%, alors qu’elle n’est que de 38,47% pour α-tocophérol. Le taux

le plus élevé est enregistré au niveau de l’extrait d’acétate d’éthyle (84.19%), ce qui pourrait

être attribuée à sa richesse en composés phénoliques, suivi par les extraits chloroforme,

éthanolique et l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle qui ne présentent pas d’ailleurs de différence

significative (P<0 ,05) avec une moyenne d’inhibition de 77,24%. Le plus faible taux est

obtenu par l’extrait aqueux de chloroforme (26.86%). Par ailleurs, il existe une très bonne

corrélation entre l’activité anti-H2O2 et la teneur en composés phénoliques dont les

coefficients de corrélation varient de 0,46 à 0,80 .Ce résultat peut être expliqué par deux

suggestions ; soit les molécules responsables de l’activité anti- H2O2 sont communes et donc

présentes dans tous les extraits ou bien l’effet scavenger de cette espèce réactive n’est pas

amplement lié à la structure moléculaire des composés phénoliques, donc elle peut être

neutraliser par différentes classes de composés (polaire et apolaires) pourvu que ces derniers

soit de bons donneurs d’électrons pour accélérer la conversion du peroxyde d’hydrogène en

eau.
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Figure N°26 : Effet scavenger contre le H
1μg/ml. 1 : Ethanol ; 2 : Acétate d’éthyle ;
chloroforme ; 6 : Hexane ; 7 : Aqueux d’hexane
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.

Nos résultats témoignent un bon effet scavenger de l’extrait éthanolique, vis

peroxyde d’hydrogène comparativement au r

sur l’extrait éthanolique de l’arachide (légumineuse), où le pourcentage d’inhibition est de

89,1% mais à la concentration de 500

La faible activité scavenging

extraits testés peut être expliquée par la pureté de cette molécule mais aussi par la présence

d’un effet synergique entre la gamme de composés existants dans les extraits

2009). Les interactions synergiques entre les antioxydants dans le mélange font de l’activité

antioxydant non seulement dépendante de la concentration, mais également de la structure et

la nature de ces derniers ( Djeridane et
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Effet scavenger contre le H2O2 des extraits des feuilles d’I.viscosa et une molécule de référence à
: Acétate d’éthyle ; 3 : Aqueux d’acétate d’éthyle ; 4 : Chloroforme ;

: Aqueux d’hexane ; 8 : α-tocophérol.
Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype.

Nos résultats témoignent un bon effet scavenger de l’extrait éthanolique, vis

peroxyde d’hydrogène comparativement au résultat obtenu par Wang et ses collègues (2007),

sur l’extrait éthanolique de l’arachide (légumineuse), où le pourcentage d’inhibition est de

89,1% mais à la concentration de 500 μg/ml.

La faible activité scavenging de la molécule de référence par rapport aux certains

extraits testés peut être expliquée par la pureté de cette molécule mais aussi par la présence

d’un effet synergique entre la gamme de composés existants dans les extraits

2009). Les interactions synergiques entre les antioxydants dans le mélange font de l’activité

antioxydant non seulement dépendante de la concentration, mais également de la structure et

la nature de ces derniers ( Djeridane et al., 2006 ; Fellah et al., 2008).
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et une molécule de référence à
: Chloroforme ; 5 : Aqueux du

Nos résultats témoignent un bon effet scavenger de l’extrait éthanolique, vis-à-vis du

ésultat obtenu par Wang et ses collègues (2007),

sur l’extrait éthanolique de l’arachide (légumineuse), où le pourcentage d’inhibition est de

de la molécule de référence par rapport aux certains

extraits testés peut être expliquée par la pureté de cette molécule mais aussi par la présence

d’un effet synergique entre la gamme de composés existants dans les extraits (Shukla et al.,

2009). Les interactions synergiques entre les antioxydants dans le mélange font de l’activité

antioxydant non seulement dépendante de la concentration, mais également de la structure et
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Conclusion et perspectives

Dans le but de rechercher de nouveaux composés antioxydants naturels à intérêt

thérapeutique, les extraits d’une plante médicinale, Inula viscosa, ont fait l’objet d’une étude

détaillée, commençant par l'extraction et le dosage des composés phénoliques, l’évaluation de

leur effet anti-radicalaire contre le DPPH et le H2O2, enfin, l’étude de l’activité chélatrice de fer.

Le procédé d'extraction que nous avons employé a permis de retenir 7 extraits à partir des

feuilles d’ I.viscosa, où il a permis d’obtenir un rendement d’extraction avec l’extrait chloroforme

organique relativement élevé (70,45%). Les résultats d'évaluation des phénols totaux, des tannins

et des flavonoïdes montrent que ces extraits en sont riches selon leur solubilité dans les solvants

utilisés lors de leur extraction. L'analyse de ces résultats révèle que les extraits polaires des

feuilles de I.viscosa, dont les extraits les extraits d’acétate d’éthyle, aqueux d’acétate d’éthyle et

aqueux de chloroforme, sont marqués par les teneurs les plus élevées en phénols totaux, tandis

que les extraits apolaires, en sont les plus pauvres. Les résultats des teneurs des extraits en

flavonoïdes confirment que les feuilles d’I.viscosa sont une source importante en ces composés,

notamment l’extrait de chloroforme qui renferme la teneur la plus élevée, 180,69 mg eq rutine /g

d’extrait, suivi par les deux extraits éthanolique et acétate d’éthyle qui renferment les teneurs de

115, 60 et 150,50 mg eq rutine / g d’extrait, respectivement. Quant aux tannins condensés, les

résultats de dosage varient des teneurs les plus élevées pour l’extrait chloroforme avec un taux de

37,84 mg eq cyanidine / 100 g d’extrait jusqu'aux teneurs les plus faibles enregistrées dans les

extraits aqueux qui enregistrent des teneurs inférieurs à 7 mg eq cyanidine / 100 g d’extrait.

L’estimation de l’activité anti-radicalaire contre le radical DPPH des extraits de feuilles à

une concentration de 1μg/ml, a prouvé que l'effet de l’extrait éthanolique présente une meilleure

activité avec un taux de 92,45%, une valeur supérieure même à celui de standard (acide

ascorbique).

L’évaluation de l’activité antioxydante par la chélation de fer, à la concentration de

1μg/ml a prouvé que la plupart des extraits affichent des taux d’inhibition, allant de 20% à 52%,

hautement supérieure à celle de molécule de référence EDTA.
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Les résultats du test anti-H2O2 indiquent que tous les extraits exhibent une haute activité

au voisinage de 70% à une concentration de 1μg/ml. L’extrait d’acétate d’éthyle, a exprimé

l’effet scavenger le plus important contre ce radical avec un taux de 84.19%.

Nous concluons à partir de cette étude que les extraits de plante d’I.viscosa constituent

une source inestimable en divers composés phénoliques doués d’activité antioxydante, ce qui

témoigne et justifie leur utilisation en médecine traditionnelle dans le traitement des maladies à

caractère inflammatoire. Cependant, malgré leur importance, ces résultats restent partiels et

d’autres travaux sur cette plante s’imposent aux niveaux pharmacologiques et chimiques, il serait

intéressant à l’avenir :

 De déterminer les concentrations minimales d’inhibitions (IC50) de différents extraits.

 D’évaluer l’activité antioxydante in vitro par d’autres tests complémentaires tels que

l’activité scavenging de l’anion superoxyde et du radical hydroxyle.

 D’étudier d’autres propriétés biologiques, à savoir les propriétés antifongiques, anti-

inflammatoires, anti-virales et autres.

 De procéder à une séparation par des méthodes plus avancées telles que l’HPLC, la GC-

MS et la RMN, afin d’identifier les composés responsables des activités antioxydantes.
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Annexe N°1 : Courbe d'étalonnage avec la catéchine pour le dosage des phénols totaux.

Annexe N°2: Courbe d'étalonnage avec la rutine pour le dosage des flavonoïdes.
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Annexe N°3 : Corrélation entre les teneurs en phénols totaux et l’activité anti-DPPH.

Annexe N°4 : Corrélation entre les teneurs en flavonoïdes et l’activité anti-DPPH.

Annexe N°5 : Corrélation entre les teneurs en proanthocyanidines et l’activité anti-DPPH.
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Annexe N°6 : Corrélation entre les teneurs en phénols totaux et la chélation de fer.

Annexe N°7 : Corrélation entre les teneurs en flavonoïdes et la chélation de fer.

Annexe N°8 : Corrélation entre les teneurs en proanthocyanidines et la chélation de fer.
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Annexe N°9 : Corrélation entre les teneurs en phénols totaux et l’activité anti-H2O2.

Annexe N°10 : Corrélation entre les teneurs en flavonoïdes et l’activité anti-H2O2.

Annexe N°11 : Corrélation entre les teneurs en proanthocyanidines et l’activité anti-H2O2
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Résumé

Les antioxydants jouent un rôle fondamental dans l’élimination de l’excès toxique en espèces

réactives de l’oxygène qui est à l’origine de diverses maladies dégénératives. Ainsi,

l’exploitation des molécules végétales naturelles serait très bénéfique pour la santé humaine.

Par conséquent, on s’est intéressé à l’évaluation de l’activité antioxydante des composés

phénoliques extraits à partir d’une plante médicinale locale, Inula viscosa, et cela en faisant

deux types de manipulations, après, bien évidement, avoir obtenu les différents extraits de

feuilles de la plante. D’abord, on a effectué le dosage des composés phénoliques (phénols

totaux, flavonoïdes et tannins condensés), pour pouvoir faire une appréciation quantitative ;

puis, on est passé à la mesure de l’activité antioxydante par trois méthodes complémentaires:

piégeage du radical (DPPH), chélation de fer et l’activité scavenger du H2O2. Les résultats

expérimentaux ont montré que la plante a présenté des teneurs appréciables en composés

phénoliques. Quant aux résultats de l’activité antioxydante, nous constatons qu’Inula viscosa

a exhibé un pouvoir antioxydant très important. Ces constations nous laissent penser à réaliser

des études plus approfondies sur d’autres composés de cette plante.

Mots clé : Inula viscosa, activité antioxydant, DPPH, H2O2, Chélation de fer, composés

phénoliques.

Abstract

The antioxidants play a fundamental role in the elimination of toxic excess reactive in species

of the oxygen and at the origin of various degenerative diseases. Thus, the exploitation of the

natural vegetable molecules would be very beneficial for the human health. Consequently, we

was interested in the evaluation of the antioxidant activity of the phénolic compounds

extracted starting from a local medicinal plant, Inula viscosa, and that by making two types

of manipulations, of cource, after getting, the various extracts of the leafs of the plant.

Initially, we carried out the proportioning of the phenolic compounds (total phenols,

flavonoïdes and condensed tannins), to be able to make a quantitative appreciation; then, we

passed to the measurement of the antioxydant activity by three complementary methods:

trapping of radical (DPPH), iron chelation and the scavenger activity of the H2O2. The

experimental results showed that the plant presented appreciable contents of phenolics

compounds. As for the results of the antioxydant activity, we note that Inula viscosa exhibé a

very important antioxydant capacity. These noted let themselves think of making thorough

studies on others composed of this plant.

Keywords: Inula viscosa, antioxydant activity, DPPH, H2O2, iron Chelation, phenolic

compounds.


