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Résumé
L’objectif de notre travail est I’étude phytochimique et activité antioxydante des extraits de deux
plantes médicinales récoltées dans la région de Nadma: Hammada schmittiana et Aloysia

citriodora.

Les extraits organiques ont été obtenus par deux techniques:la méthode sous reflux (tiges et
racines), la méthode de macération (feuilles) en utilisant le mélange de Méthanol/eau: 70/30 (v/v).
Les extraits bruts ont été marqués par les meilleurs rendements sont de l'ordre de 28.06% (tiges),
26.44% (feuilles) et 17.46% (racines) chez H.schmittiana, et 29.51% (feuilles), 16.69% (tiges) chez

A.citriodora, les plus faibles ont été enregistrés avec la fraction n-butanol.

Les extraits bruts obtenus de différentes parties de deux plantes étudiées ont subi des dosages en
polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés. L’extrait méthanolique des racines de
H.schmittiana présente les teneurs les plus élevées. Ces teneurs sont de l'ordre de 6,711+0.01 mg
EAG/ g, 5,174+0.07 mg EC/g et 0,826+0.01mg EC/g, respectivement. Pour I'espéce A.citriodora
les grandes valeurs ont été trouves dans des feuilles de l'ordre de 11,158+0.02 mg EAG/ g,
3,104+0.06 mg EC/g et 0,141+0.01mg EC/g, respectivement.

Par la suite, I’activité antioxydante in vitro a été évaluée a travers deux méthodes : le test DPPH et
le test FRAP. Cette étude a révélé une activite modérée dans les fractions acétate d'éthyle et n-
butanol de la partie racinaire de H.schmittiana de l'ordre de 27.48ug/ml, 29.34ug/ml,
successivement. Pour la partie aérienne a été marquée par une faible activité par rapport a 1’acide
ascorbique (IC50= 5.97+0.01 pg/ml). Alors que I’extrait n-butanol des feuilles d'A.citriodora
présente un meilleur pouvoir antioxydant important (7.47+0.01 pg/ml) cette valeur est comparable a

celle du contr6le positif.

Les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des racines de H.schmittiana présentent un pouvoir
réducteur du fer moyen de l'ordre d’EC50 égal a 28 + 0.02 pg/ml et 34 + 0.01 pg/ml,
successivement. La fraction n-butanol des feuilles et des tiges d'A.citriodora donne une meilleure
capacité a réduire le fer 7£0.09 pg/ml et 8+0.02 pg/ml, respectivement. Ces valeurs sont proches a
celles de I'acide ascorbique (EC50 = 4.4+0.02 pg/ml).

Mots clés :Hammada schmittiana, Aloysia citriodora, polyphénols totaux, flavonoides, tanins

condenseés, activité antioxydante.
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Abstract

The objective of our work is the phytochemical study and antioxidant activity the extracts of
two medicinal plants collected in the region of Nadma: Hammada schmittiana and Aloysia

citriodora.

The organic extracts were obtained by two techniques: the reflux method (stems and roots),
The maceration (leaves) method using the mixture of Methanol/water: 70/30 (v/v). The crude
extracts were marked by the best rendement are around 28.06% (stems), 26.44% (leaves) and
17.46% (roots) in H.schmittiana, and 29.51% (leaves), 16.69% (stems) in A.citriodora, the lowest

were recorded with the n-butanol fraction.

The crude extracts obtained from different parts of the two plants studied were assayed for
total polyphenols, flavonoids and condensed tannins. The methanolic extract of the roots of H.
schmittiana presents the highest contents. These contents are about 6.711+0.01 mg EAG/ g,
5.174+0.07 mg EC/g and 0.826+£0.01 mg EC/qg, respectively. For A.citriodora species the high
values were found in leaves in the range of 11.158+0.02 mg EAG/ g, 3.104+0.06 mg EC/g and
0.141+0.01 mg EC/g, respectively.

Subsequently, the in vitro antioxidant activity was evaluated through two methods: the DPPH
and FRAP assays. This study revealed a moderate activity in ethyl acetate and n-butanol fractions of
the root part of H.schmittiana in the order of 27.48 pg/ml, 29.34 ug/ml, successively. For the aerial
part was marked by low activity compared to ascorbic acid (IC50= 5.97+0.01 ug/ml). While the n-
butanol extract of A.citriodora leaves showed a better significant antioxidant power (7.47+0.01

ug/ml) this value is comparable to that of the positive control.

The ethyl acetate and n-butanol fractions of H.schmittiana roots show an average reducing
power in the order of EC50 equal to 28+£0.02 pg/ml and 34+0.01 pg/ml, successively. The n-butanol
fraction of A.citriodora leaves and stems gives a better capacity to reduce iron 7+£0.09 pg/ml and

8+0.02 pg/ml, respectively. These values are close to those of ascorbic acid (EC50 = 4.4+0.02
pg/mil).

Key words: Hammada schmittiana, Aloysia citriodora, total polyphenols, flavonoids, condensed

tannins, antioxidant activity.
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Introduction générale

epuis I’existence de ’homme sur terre il fait le recours aux ressources naturelles pour
vivre. Au début, il a utilisé les plantes médicinales, pour soulager et guérir les maladies
humaines. Le développement des recherches phytothérapies facilite I’identification des
composants efficaces au niveau des plantes qui sont utilisées dans divers secteurs, a savoir en
médecine, pharmacie, cosmétologie. Selon l'organisation mondiale de la santé, pres de 80 % des

gens dépendent de la médecine traditionnelle pour les soins de santé (O.M.S, 2002).

L’Algérie constitue un véritable réservoir phylogénétique avec sa flore riche et diversifi¢e
(Dobignard, 2010 et Chatelain, 2013). Elle posséde un patrimoine botanique trés riche, avec 3000
espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, mais reste peu de recherches et peu
d'exploration pharmacologique (Quezel et Santa, 1963), pour que 1’Algérie devrait rendre le

marché des plantes médicinales a fin de tires profit de son riche potentiel (A.P.S, 2015).

De nos jours, un grand nombre de plantes médicinales posséde des propriétés thérapeutiques qui
sont dues a la présence substances naturelles bioactive appelés: les metabolites secondaires.
Notamment les composés phénoliques qui sont principalement reconnus pour leurs importantes
propriétés antioxydantes. De nombreuses recherches sur les caractéristiques biologiques de certains
extraits de plantes ont permis d'identifier de nombreux composants actifs qui sont employes dans la
synthese de nombreux medicaments utilisés aujourd'hui (Gbenou et al., 2011). Les métabolites
secondaires font I'objet de nombreuses recherches basées sur des cultures in vivo et in vitro de tissus
vegétaux. Les polyphénols veégétaux, en particulier, sont fréeqguemment utilisés en thérapeutique

comme antioxydants, anti-inflammatoires et inhibiteurs enzymatique (Kreif, 2003).

Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) sont impliquées dans des processus physiologiques
comme la défense immunitaire... mais toujours en faible quantité. Lorsqu’il y a une production
excessive de ERO peut étre toxique pour les cellules produire un stress oxydatif entrainant
développement de diverses maladies telles que: le cancer, neurodégénératives (parkinson,
alzheimer), le vieillissement, le diabéte et les maladies inflammatoires (Lehucher-Michel et al.,
2001).

Les chercheurs dans les domaines des sciences biologiques, chimiques et médicinales portent
un intérét sur les antioxydants naturels en raison de leurs propriétés thérapeutiques efficaces, ces
derniers largement présents dans les plantes medicinales et les aliments, en particulier les
polyphénols présentent un large d'effets biologiques, notamment des propriétés anti-inflammatoires,
anti-age, anticancéreux, et anti-athérosclérose. L'extraction efficace et I'évaluation appropriée des

antioxydants des plantes alimentaires et médicinales sont essentielles pour explorer les sources
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potentielles d'antioxydants et faciliter leur application dans divers domaines tels que les aliments

fonctionnels, les additifs alimentaires et les produits pharmaceutiques (Ping et al., 2017).

Le but de notre recherche est I’étude phytochimique des différentes parties de Hammada
schmittiana (feuilles, tiges et racines) et Alyosia ciriodora (feuilles, tiges), ainsi que d’évaluer

I'activité antioxydante de ces plantes de la région de Nadma.
Le travail sera réparti en deux parties essentielles :

= La premiére partie est une synthése bibliographique répartie en trois chapitres :
- Généralités sur les plantes médicinales, phytothérapies et métabolismes secondaires des
plantes
- Description des plantes étudiées.
- L'étude de l'activité antioxydante
= Ladeuxieme partie est I'étude expérimentale divisee en deux chapitres
- Matériel et méthodes

- Les résultats et discussion enfin une conclusion générale et perspectives
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Synthése bibliographique Chapitre 1 : Les plantes médicinales et phytothérapie

I. les plantes medicinales

Toutes les plantes contenant une ou plusieurs substances pouvant étre employées dans le but de

se soigner (Sofowora, 2010).

Les plantes médicinales possédent des propriétés bénéfiques pour la santé humaine qui sont
utilisées de différentes manieres : macération, décoction et infusion. Peut utiliser une ou plusieurs
de leurs parties (fleurs, feuilles, tiges et racines) (Dutertre, 2011). Elle est la base de la
phytothérapie (Catier et Roux, 2007).

Ces plantes peuvent étre utilisées a des fins hygiéniques, nutritionnelles ou d'épice (Chabrier
J., 2010).

I1. Phytothérapie

Le terme "phytothérapie™ est étymologiquement composé de deux racines grecques : «
Phyton=plante et Therapien = traitement » qui signifient essentiellement traitement avec les
plantes (Gayet, 2013).

La phytothérapie est I'étude des plantes médicinales et donc une méthode d'utilisation des
propriétés médicinales des plantes pour traiter, soulager ou prévenir les maladies (Chamer, 2016).
Elle désigne les médicaments a base d'extraits des plantes et les principes actifs naturels (Boussaid
et al., 2014).

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), la phytothérapie est considérée comme une
médecine traditionnelle et est encore largement utilisée dans certains pays, y compris les pays en

développement (Boussaid et al., 2014).
I11. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés organiques complexes synthétises et accumulés
en faible quantité par les plantes (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007), elles peuvent
étre classifiés en différents groupes selon leurs caractéristiques chimiques parmi eux: les acides

phénoliques, les flavonoides, les tannins... (Macheix, JJ., et al 2005).
I11.1. Les composes phénoliques

111.1.1.Généralités, structures et classification

Les « composés phénoliques » ou « polyphénols » sont les antioxydants les plus courants

trouvés dans la nature (Menat, 2006). Ils ont tous en commun un ou plusieurs cycles benzéniques :



Synthése bibliographique Chapitre 1 : Les plantes médicinales et phytothérapie

au moins un cycle aromatique a 6 atomes de carbone est présent dans leur structure (Hennebelle et
al., 2004). Cette structure possede une ou plusieurs fonctions hydroxyles et varie des molécules
simples (acides phénoliques simples) a des molécules polymériques (tanins condensés) dans la
plupart des cas. Plus de 8000 molécules phénoliques ont été identifiées (Urquiaga et Leighton,
2000).

Les polyphénols interviennent dans différents aspects de la vie végétale, dans la physiologie
végetale (lignification, interactions symbiotiques...), les mécanismes de défense des plantes
(interactions biotiques et abiotiques) ou la coloration des fleurs. Ils sont également bénéfiques pour
la santé humaine en raison de leur activité sur le métabolisme humain et de leurs propriétés
antioxydantes (Roésch, D et al., 2004). Ces métabolites sont présents dans toutes les parties des
plantes, notamment le pollen, les arbres, les fruits, les feuilles, les tiges, les racines, les graines et les
fleurs (Boizot et Charpentier, 2006).D'un point de vue thérapeutique, les composés phénoliques
sont constituent la base des principes d'activité retrouvés dans les plantes médicinales (Macheix et
al., 2005).

OH

Figure 1 : Structure de base des composés phénoligues (Dacosta, 2003).

I11.1.1.1. Les Acides phénoliques

Le composé phénolique le plus simple, applicable a tous les composés organiques avec des
groupes fonctionnels carboxyle et des groupes hydroxyle phénolique (Mokrini, 2006)., Existent en
grande quantité dans les aliments, et se séparent en deux grands groupes distincts que sont : des
acides benzoigues (C6-C1) ou des acides cinnamiques (C6-C3) (figure 2). Ces acides phénoliques
peuvent étre subdivisés en : acides hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiques (Cai et al.,
2006).

L'acide benzoique est plus courant que l'acide cinnamique et comprend principalement l'acide

gallique, I'acide caféique, I'acide férulique et l'acide vanillique (Vermerris et Nicholson, 2006).
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Figure 2 : Structures chimiques des composes phénoliques simples (A: Les acides benzoiques,

B: Les acides cinnamiques) (Vermerris et Nicholson, 2006).

111.1.1.2. Les Flavonoides

Le terme flavonoide est dérivé du mot flavedo qui signifie la couche externe des écorces
d’orange, mais d'autres auteurs suggerent que le terme « flavonoide » est di a la couleur jaune qu'il

produit (flavus en latin) (Karaali et al., 2004 ; Malesev et Kuntic, 2007).

Ces molécules sont souvent décrites dans les légumineuses. Ce sont des composes
phytochimiques et caractérisent 6500 représentants differents (Harborne et Williams, 2000 ;
Akroum, 2011). Il est omniprésent dans tous organes végétaux et fait donc partie intégrante de
I’alimentation humaine. Ces substances trés réactives et importantes, en particulier les diphényl
propanes a 15 carbones qui forment la structure C6-C3-C6 (deux cycles aromatiques reliés par 3
ponts carbonés) (Bessaoud ; Stahlhut et al., 2015).lls peuvent étre divises en différentes
catégories, principalement les flavanones, les flavonols,les flavones,

(Narayana, 2001; Malesev et Kuntic, 2007).

les anthocyanidines

o o
I o
. | | =
o I OMH o
Flavone Flavonol Flavanone

Flavanol

OH

Anthocyanidine

Figure 3 : structures chimiques des principales classes des flavonoides (Balasundram et al., 2005).
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111.1.1.3.Les Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques de poids moléculaire élevé qui sont abondants dans
différents types de plantes. Utilisés par I'nomme depuis I'antiquité pour traiter les peaux d'animaux,
on les retrouve dans presque toutes les parties des végétaux (bois, écorce, racines, feuilles et fruits).
Ces composés ont la capacité de se lier aux protéines (Frutos et al., 2004 ; Macheix et al., 2005 ;
Harborne et al., 2009).

Ils sont aujourd'hui répartis en deux catégories selon leur nature chimique et leur structure : les
tanins hydrolysables et condensés (catéchines ou procyanidines) (Figure 04) (Bennick, 2002;

Frutos et al., 2004 ; Naumann et al., 2018).

Tanins

| |

Tanins hydrolysables Tanins condensés
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Figure 4 : Différentes structures des tanins (Naczk et Shahidi, 2004).

V. Méthode d’extraction des substances bioactives

L'extraction des polyphénols est réalisée par divers procédés traditionnels et intensifiés
(Panja, 2017). Les premicres techniques d’extraction de produits aromatiques d’origine végétale

ont vu le jour lorsque I'hnumanité a réalisé I'intérét pour la nature environnante et ses bienfaits.

La méthode traditionnelle consiste a extraire l'extrait brut de la végetale via l'eau (pour les
molécules hydrosolubles) ou I'huile (pour les molécules liposolubles) en utilisant le procédé de base
le plus simple (Benzeggouta, 2015). Les techniques d'extraction les plus courants sont : le sous

reflux, la macération et I’infusion.
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1V.1. Sous reflux

C’est une technique d’extraction a chaud solide-liquide, réalisée a une température constante
(température de reflux) égale au point d'ébullition du solvant. L’évaporation de solvant se condense
sur le réfrigérant et retombe dans le ballon, permettant au solvant d’étre ainsi recyclé. L ébullition
(agitation), le chauffage (augmentation de la solubilité) et le reflux permettent une extraction

efficace a I'aide d’un appareillage relativement simple (Handa S et al., 2008).
IVV.2. Macération

La macération est la technique la plus simple d'extraction solide-liquide, laissant la poudre de
matiere végétale en contact avec un liquide tel que de l'eau froide (macération aqueuse) pour en
extraire les principes actifs a température ambiante pendant un temps plus ou moins long. Elle
fonctionne sur la plupart des écorces, rhizomes et racines (Feknous et al., 2014; Benzeggouta,
2015, Lehmann, 2013).

1V.3. Infusion

C'est une méthode d’extraction simple consisté a recouvrir d'eau bouillant une quantité
déterminée d'especes vegétales fraiches ou séchées et en les trempant complétement pour en
extraire les composants thérapeutiques. Il convient a I'extraction des parties fines ou hachées de
I’espéce végétale telle que les graines, fleurs, feuilles, racines. Ainsi que les substances volatiles ou

thermolabiles comme les huiles essentielles (Benzeggouta, 2015).
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I. Hammada schmittiana

Hammada schmittiana est une espece de plantes appartient a la famille des Amaranthaceae qui
est composée de 800 espéces réparties sur 75 genres (Ozenda, 1991). Elle pousse sur un sol
sablonneux fin. H.schmittiana est une espéce sableuse présente dans les milieux a bioclimats bas
arides (Boucherit et al., 2017).

1.1. Description botanique

Hammada schmittiana est un arbuste de 20 a 50 cm de haut, ramifié a partir de la base, dont
les tiges articulées ont une épaisseur de 2-3 mm, blancs. Il posséde des feuilles opposées de couleur
générale verte tres pale; les fleurs bisexuées sont situees a l'aisselle des feuilles supérieures et ont

des graines horizontales (Botsch, 1964).

Figure 5 : Photo originale de la plante Hammada schmittiana (13/05/2022)

1.2. Répartition et écologie

Les genres de Hammada sont originaires notamment d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient,
endémique saharienne ou on la trouve surtout dans les paturages désertiques (Quezel et Santa,
1963).
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1.3. Classification botanique

La systématique d’espéce Hammada schmittiana est représentée dans le tableau 1 ci-dessous :

Tableau 1 : La classification botanique pour I’espéce Hammada schmittiana

‘ Régne Plantae

Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Caryophyllales

Famille Amaranthaceae

Genre Hammada

Espece Hammada schmittiana (Pomel) Botsch
Synonyme = Arthrophytum schmittianum (Pomel) Maire &Weiller,
Haloxylon schmittianum Pomel

1.4. Composition et propriétés biologiques

La plante H.schmittiana renferme des alcaloides, des triterpenes, des coumarines, des dérivés
stérols, des derivés cyclohéximides. La partie aérienne contient une série d’alcaloides dont
I’haloxynine, anabasine, halosaline, hordénine, pipéridine, N-méthyltyramine, aldotripipéridine et

haloxine. lls servent a la défense contre les herbivores et les insectes (Ferheen et al., 2005).




Synthése bibliographique Chapitre 2 : Plantes étudiées

I1. Aloysia citriodora

Geénéralement, appelé «Tizana ou Louiza ». C'est une espéce de plantes appartient a la famille
des Verbénacees, originaire d’Amérique du Sud, introduit et cultivé sur le pourtour méditerranéen
(Afrique du Nord et Midi de la France) (Bruneton, 2009). L’infusion de cette plante est I’'une des
tisanes les plus consommees (Lenoir, 2011), I’A.citriodora est cultivée dans les climats tempéres
comme plante odorante et ornementale, ses feuilles sont utilisées en phytothérapie. A la fin de I'été,
elles sont récoltées. Elle s'adapte a tous les types des sols et nécessite de grandes quantités d'eau
(Pascual et al., 2001).

11.1. Description botanique

Autres désignations botaniques : I’Aloysia triphylla (L'Hérit) Britton, Lippia citriodora
(Kunth), Lippia triphylla ou verveine odorante. C’est un sous arbrisseau vivace, les tiges
anguleuses, cannelées (Cheurfa et Allem, 2016); leur hauteur varie de 1,50 a 3,00 m (Figueiredo
et al., 2002). Les feuilles vert pale, allongées, rugueuses au toucher, de longueur 3a7cmetde 1 a
2 cm de large, verticillées par trois ou quatre sur les tiges, a pétioles extrémement courts. Les fleurs
longues, disposées en épis, et ont quatre pétales soudés a la base et étalés en quatre lobes qui sont de
deux couleurs différentes : blanc a I'extérieur et bleu-violet a l'intérieur (Ghédira et Goetz, 2017)
(Figure 6).

Caractérisée par une odeur de citron lorsqu’elle est froissées (Chapman, 2009); c'est pourquoi

elle est utilisée en herboristerie et en industrie de la parfumerie (Perrot et al., 1974).

Figure 6 : Photo des fleurs et feuilles d’Aloysia citriodora (Ghédira et Goetz, 2017).
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I1.2. Classification botanique

Classification botanique d’Aloysia citriodora selon Cronquist (1981).

Tableau 2 : La classification botanique pour 1’espéce Aloysia citrodora

Régne Plantae

Sous regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Verbenaceae
Genre Aloysia

Espece Aloysia citrodora

v Noms vernaculaires

Francais : verveine citronnée, verveine du Pérou ou verveine vraie
Anglais : lemon beebrush, lemon verbena
Arabe 1 gsalll 304
11.3. Composition chimique

La premiere analyse en laboratoire de sa composition a été effectuée par Carnat et al (1999).
Cette étude démontre la présence de dérivés hydroxycinnamiques, dont le principal est le

verbascoside, ainsi que de flavonoide, principalement la lutéoline 7-diglucuronide.

Quantitativement, la concentration en polyphénols de l'infusion d'A.citriodora a été évaluée a
675 mg/l dont 24% de flavonoide et 76% d'acide phénolique. Les deux principaux composants, la
lutéoline 7-diglucuronide et le verbascoside, avaient des concentrations respectives de 100 mg/I et
500 mg/l (Carnat et al., 1999).
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Tableau 3 : Principaux constituants chimiques d’A.citriodora (Ghédira et Goetz, 2017).

Familles de constituants chimiques Constituants principaux

Flavonoides Lutéoline, salvigénine, eupatorine, cirsimaritine,

eupafoline, 6-hydroxylutéoline, lutéoline-7-O-f-
glucoside, hispidutine, diosmétine, chrysoériol,
apigénine, pectolinarigénine, cirsiliol et apigénine
(Skaltsa H, et Shammas G., 1988).

Huile essentielle (0,1 a 0,7 %) Citronellol, limonéne, néral, géranial, géraniol,
cinéole, béta-caryophylléne, curcumene,
alphapinene, sabinéne, béta-ocimene
(Argyropoulou C, et al., 2007 ; Bellakhdar J, et
al., 1994).

Acides phénols Acide 4-Hydroxycinnamique, actéoside, acide
dihydrocafféique (Bruneton J, 2016 ; Ombito
JO., etal., 2014).

Iridoides Gardoside, verbénaline, théveéside, aspéruloside
(Bruneton J, 2016).

Autres derives phenylpropanoiques Eukovoside, martinoside, forsythoside

(Bruneton J, 2016).

I1.4. Usage traditionnel

Aloysia citriodora a une longue histoire dans la médecine traditionnelle comme le traitement
de, rhume, la fievre, ’asthme et la grippe, elle est utilisee largement pour lutter contre les
flatulences, I’indigestion, les coliques, la diarrhée, I’insomnie et I’anxiété (Abuhamdah et
Mohammed, 2013).

Les parties aériennes de la plante A.citriodora sont les parties les plus employées (feuilles et
fleurs). L'infusé de feuille est utilisée traditionnellement dans certains pays européens tels que

traitement gastro-intestinal et sont considérées comme particulierement bénéfique pour l'indigestion
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et le traitement des douleurs stomacales. Elle est agréable a boire et s'emploie notamment dans les

cas des digestions difficiles, les ballonnements, les bralures d'estomac (Pascual et al, 2001).

Des analyses in vitro a l'aide de plusieurs tests montrent les diverses propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires et antispasmodiques. Des chercheurs ont trouvé que I’huile essenticlle
d’A.citriodora possede une propriété antibactérienne contre d'Helicobacter pylori, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli et Mycobacterium tuberculosis (Cheurfa, 2016).
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Dans les dernieres années, Le terme « stress oxydatif » qui envahit le monde des sciences
biologiques et médicales et qui désigne une situation dans lequel la cellule ne peut plus contréler la
présence des radicaux oxygénés dangereux en exces (Favier., 2003). L'oxygéne moléculaire est un
composant clé pour les organismes vivant en milieu aérobie, car il peut produire de I'énergie en
oxydant la matiere organique. En effet, une partie de l'oxygéne (entre 1 a 2%) a la capacité de
capter des électrons et créer des especes partiellement réduites connues sous le nom de radicaux

libres ou d'especes réactives de I'oxygene (ERO) (Baudin, 2006).

Dans les cellules intactes, il existe un équilibre entre I'élimination et la formation des radicaux
libres. Cependant, cet équilibre peut évoluer vers une formation excessive de radicaux libres ou des
concentrations diminuent d'antioxydants. Cet état est appelé "stress oxydatif", et il peut a long terme

causer de graves dommages (Shinde et al., 2012).
I. Stress oxydatif

La balance oxydant/antioxydant est équilibré dans des conditions normales. Mais dans
certaines circonstances, en raison d'une production excessive de radicaux libres (alcool, tabac,
pollution...) ou une diminution de la capacité antioxydante (apport insuffisant en micronutriments
antioxydants, inactivation des enzymes), il existe un déséquilibre entre la production de radicaux
libres et le systeme de défense est responsable d’un état redox altéré de la cellule appelé stress
oxydatif (Sohal et al., 2002).Lorsque production des espéces radicalaires de 1’oxygéne (ERO)
dépasse les défenses antioxydantes de I'organisme, la perturbation de cet équilibre correspond a un
état dit de « stress oxydatif » (Roussel, 2009).

stress |

Figure 7: Balance d’équilibre entre les systémes pro-oxydants et antioxydants (Favier, 2006).
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I1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont une forme particuliere d'especes chimiques qui possédent un électron
celibataire; ils ont la capacité de dégrader de facon irréversible les principaux éléments constitutifs
des cellules d'un organisme, ce qui entraine des dommages importants a la structure et au
métabolisme des cellules (Anisio, 2005). Les caractéristiques chimiques de ces molécules leur
conférent fréquemment une durée de vie trés courte (10* a 10 secondes), un haut niveau de
réactivité chimique et une grande instabilité (Aurousseau, 2002 ; Weidinger et Kozlov, 2015). Le
terme "dérives réactifs de I'oxygéne" inclut les radicaux libres de lI'oxygene proprement dit : radical
superoxyde (O2), radical hydroxyle (OH), monoxyde d'azote (NO), ainsi que certains dérivés
réactifs d'oxygeénes non radicalaires dont la toxicité est importante : peroxyde d'hydrogéne (H-05),
peroxy-nitrite (ONOQO") (Oldham et Bowen, 1998).

Les radicaux libres peuvent étre a I’origine de multiples 1ésions cellulaires :

> les lipides, les proteines (Jacob, 2007)
» 1’ADN (modification des bases, casseur des brins) (Cherubini A et al., 2005)
» les membranes cellulaires (changement de la fluidité, perméabilité altération des propriétés,

fonctionnelles des cellules) (Poston L, et Raijmakers., 2004).

I11. Systemes de défense antioxydante

Chez tout individu dans un tissu sain, la production des ERO est contrblée par le systeme de
défense antioxydant, qui est capable de faire face et de détruire les radicaux libres en excés. La

balance antioxydant/pro-oxydant est dite en équilibre (Adjimani et Asare, 2015).

Les antioxydants sont des substances capables d'interagir avec les radicaux libres et les rendent
inoffensifs, permet de retarder, d'inhiber ou ralentir lI'oxydation des substrats biologiques. Les
antioxydants sont toute molécule endogene ou exogeéne présente en faible concentration capable de
prévenir et réduire le degré de dommages oxydatifs des biomolécules, c'est une espéce chimique
plus ou moins complexe diminuant le stress oxydatif au sein de I’organisme (Merzougui et tadj.,

2012).
Il existe deux classes d’antioxydants : enzymatique et non enzymatique :

v" Antioxydants enzymatiques
L’organisme humain constitue d’un systéme enzymatique : catalase (CAT), superoxyde

dismutase (SOD), et glutathion peroxydase (GPx) (Avissar et al., 1989).
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v Antioxydants non enzymatiques

Les vitamines C et E, le -caroténe, les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins, qui sont
les principaux antioxydants non enzymatiques que l'on retrouve dans les aliments, démontrent
I'importance d'avoir une alimentation équilibrée et riche en fruits et légumes afin de maintenir un

équilibre cellulaire adéquat entre les oxydants et les antioxydants (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
IVV. Maladies liées au stress oxydatif

La plupart des maladies causées par le stress oxydant apparaissent avec I'age car le vieillissement
diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale radicaux libres
(Mohammedi, 2013). De nombreux travaux montre que le stress oxydant est impliqué dans le
développement de plusieurs pathologies (maladies cardiovasculaires, cancer, diabéte,...)

(Pincemail et al., 2002).

En provoquant l'apparition de molécules biologiques anormales et en surexprimant des genes
spécifiques, le stress oxydant sera un développement de nombreuses maladies telles que : le diabete,
alzheimer, parkinson, cedéme pulmonaire, cancer, syndrome de détresse respiratoire aigu, sclérose
latérale amyotrophique, vieillissement accéléré, cataracte, infections intestinales, rhumatisme,
I’athérosclérose (Atawodi, 2005 ; Georgetti etal.,2003).

V. Evaluation de Pactivité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour eévaluer de I'activité antioxydante, par exemple : le test
DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) et FRAP (Ferric reducing antioxidant power) (Prior et al.,
2005). Ces méthodes different les unes des autres selon les techniques analytiques impliquées dans

le fonctionnement du procéde d'oxydation (Magalhaes et al., 2008).
V.1. Test de DPPH

La molécule du DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable il est

capable de capter un proton ou un électron (Igbal et al., 2005).

La mesure de la capacité antioxydante par DPPH est basée sur la capacité d'un composé a
réduire le radical libre DPPH®° en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogene (HA), entrainant
la formation de la forme non radicalaire DPPH-H (figure8). La réduction de DPPH en DPPH-H lui
fait perdre sa couleur violette a couleur jeune, qui peut étre suivie par spectrophotométrie a 515 nm
(Michel, 2011).
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Figure 8: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre I’espéce radicalaire
DPPHs et un antioxydant (AH) (Michel, 2011).

V.2. Test de réduction de fer FRAP

Le test FRAP met en évidence la capacité d'une molécule a réduire un oxydant en lui cédant un

¢lectron ainsi permet d’évaluation d'activité antioxydante de I'extrait teste, ce teste caractériseé par :

un test simple, reproductible, universel et peut appliquer aux plantes (extraits organiques)

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Le pouvoir réducteur de l'extrait est lié a sa capacité antioxydante. Cette technique a été

utilisée pour mesurer la capacité de I'extrait a réduire le fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux (Fe?*) dans

le complexe KsFe(CN)e. Le fer ferrique, initialement jaune, se réduit en présence d'atomes

d'¢lectrons et vire au bleu ou au vert, D'intensité de cette coloration est mesurée par

spectrophotométrie a 700 nm. le changement de couleur est proportionnel a l'activité antioxydante

(Floegel et al., 2011 ; Atto, 2011).
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Figure 9: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe ferricyanide

ferrique Fe®* et un antioxydant (AH) (Benzie et Strain, 1996).
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Le présent travail est réalisé au niveau de laboratoire de Biochimie et de Laboratoire de la

Recherche Scientifique _ Institut des Sciences et Technologies _ Centre Universitaire Salhi

Ahmed_ Nadma.

Les extraits méthanoliques obtenus ont fait I’objet d’une étude de leurs composés phénoliques
(polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés). Ainsi que I’examen de propriétés
antioxydantes des extraits bruts avec leurs fractions acétate d’éthyle et n-butanol par deux

méthodes: DPPH et FRAP. Dans I’objectif de déterminer des propriétés thérapeutiques possibles.
I. Matériel végétal

La plante Hammada schmittiana (feuilles, tiges et racines) et la plante Alyosia ciriodora
(feuilles, tiges) ont été récolté durant le mois de Février 2022 dans la région de la wilaya de Nadma.
Les parties de deux plantes sélectionnées sont séchées a l'aire libre. La matiére végétale a été broyée

en poudre, puis soumise a I’extraction.
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Figure 10: Position géographique de récolte de la plante Hammada schmittiana (Google Maps).

1. Extraction

L'étape d'extraction est considérée comme une étape importante, a pour but la désorption des
molécules actives de la matiere vegétale et déterminer la nature et la quantité des molécules
extraites (Mendiola, 2007).

Dans notre étude, les extraits utilisés ont été préparés selon deux méthodes d'extraction qui sont :
» Extraction sous reflux

» Extraction par macération

e
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Les extraits préparés étaient : extrait de méthanol, acétate d'éthyle et n-butanol. La préparation
des extraits des composés phénoliques est réalisée suivant le protocole Bekkara et al., 1998, avec

quelques modifications.
I1.1. Préparation des extraits bruts

» Préparation des extraits méthanoliques sous reflux
3g de poudre du matériel végétal de chaque partie sélectionné de deux plantes H.schmittiana
(tiges et racines), A.citriodora (tiges) est mise en contact avec le mélange méthanol/eau (70 : 30)
(v/v). La préparation est portée sous reflux pendant 2 h a 70 °C. Apreés refroidissement, le mélange
est soumis a filtration puis évaporée sous pression réduite a sec. Le résidu sec est pesé, puis repris

par 3 ml de méthanol et est conservé a 4 °C.
> Préparation des extraits méthanoliques par maceration

3g des feuilles de deux plantes étudiées sont mise en macération avec le mélange méthanol/eau
(70:30) (v/v) pendant 24h a une température ambiante. Aprés extraction I'extrait est filtre; le filtrat
récupéré est seche a sec. Le résidu sec est pese, puis repris par 3 ml de méthanol et est conservé a 4

°C jusqu’a I’utilisation.
11.2. Préparation des extraits acétate d’éthyle et n-butanol

Les résidus secs obtenus aprés évaporation du filtrat méthanolique de chaque partie étudie, sont
partagés entre 10 ml d’acétate d’éthyle et le méme volume d’eau tieéde dans une ampoule a décanter.
Apres la décantation (24h), la phase d’acétate d’éthyle est récupérée et séchée par un évaporateur
rotatif sous pression réduite a 60 °C. Le résidu sec est repris par 3ml de méthanol et conservé a
+4°C. La phase aqueuse issue de I'extraction avec I’acétate d’éthyle est, quant a elle, partagée avec
10 ml du n-butanol. La phase n-butanol est séchée au rotavapor a 60°C. Le résidu sec est repris par

3 ml de méthanol et conservé a +4°C.

Le protocole d'extraction est résumé dans le schéma ci- dessus (Figure 11).
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(3 g) Matériel végétal

l

Macération(MeOH/eau) . Sous reflux (MeOH/eau)
(70 : 30 VIv) — Extaction B (70 : 30 VIv)

< Filtration

<+ Evaporation

Extrait brut

+ 10 ml d’eau tiede
+ 10 ml acétate d’éthyle

< Décantation

Phase acétate d’éthyle Phase aqueuse

< 10 ml n-butanol

< Décantation

< Evaporation

Phase n-butanol Phase aqueuse

< Evaporation

Résidus secs repris dans le Méthanol (3ml)

Figure 11 : Schéma illustre les étapes suivies dans I'extraction
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» Calcul du rendement
Le rendement d’extraction est calculé par la formule ci-dessus. Il est exprimé en fonction de la

matiére séche (Harborne, 1980).

Rd % = [P1-P2/P3] x 100

Rd% : Rendement exprimé en %.
P1 : Poids du ballon aprés évaporation.
P2 : Poids du ballon vide.

P3 : Poids de la matiere végétale séche de départ.
I11. Dosage des polyphéenols totaux

L'analyse quantitative des polyphénols totaux est realisée selon la méthode décrite par
Vermerius et Nicholson, (2006).

a) Principe
La quantité de polyphénols totaux a été déterminée par spectrophotométrie, selon la méthode
colorimétrique, en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le dosage est basé sur la quantification de

la concentration totale des groupes hydroxyle présents dans l'extrait (Singleton V.L. et al., 1999).

b) Mode opératoire
Dans des tubes a essai, on mélange 2000 pl d’une solution de Na2CO3 a 2% fraichement
préparée avec 100 ul de l'extrait brut dilué. Aprés agitation au vortex on laisse 5 min et on ajoute
100 pl de la solution de Folin, le tout est laissé pendant 30 min a la température ambiante. Les
densités optiques sont lues au spectrophotométre a 750 nm contre un blanc en remplagant 1’extrait
par le MeOH.

L'acide gallique est utilisé a différentes concentrations pour construire une courbe d'étalonnage
dans les mémes conditions expérimentales. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent

acide gallique par gramme de poids sec de la plante (mg EAG/Q).
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2000 pl de Na2CO3z (2%)

l

100 ul de chaque  extrait
méthanolique

+ Mélanger au vortex

#+ Aprés 5 min d’incubation

Ajouter 100 pl du Folin Ciocalteu et

agiter

Incubation a I’obscurité pendant 30 min

|

Lecture au spectrophotométre a A=750 nm
Figure 12 : Protocole du dosage des polyphénols totaux

IVV. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est realisé par la méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast,
2007.

a) Principe

Le principe de la méthode repose sur l'oxydation des flavonoides par le trichlorure
d'aluminium et la soude pour former des complexes roses qui absorbent a 510 nm (Barros et al.,
2011).

b) Mode opératoire
Un volume de 1500 pl de MeOH est introduit dans des tubes a essai contenant 500 pl de
l'extrait brut dilué, suivis de 150 pl d’une solution de NaNOz a 5%. Aprés 5 min, on ajoute 150 pl
d’AlClz a 10%, le tout est laissé pendant 11 min. Ensuite, 500 pul NaOH a 4% sont additionnés au
mélange. Les densités optiques sont lues au spectrophotometre a A=510 nm, la lecture est effectuée

contre un blanc.
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La catéchine est préparée a différentes concentrations pour tracer la courbe d'étalonnage. Les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme de poids sec de la plante
(mg EAG/qg).

500 ul de chaque extrait
méthanolique

4

Ajouter 1500 pl de MeOH

+ t =0 ajouter 150 pl de NaNO2 5%
+ t=5min 150 pl de AICl; 10%

+ t=11 min 500 pl de NaOH 1M
/

Mélanger au vortex

v

Lecture au spectrophotomeétre a A=510 nm

Figure 13 : Protocole du dosage des flavonoides

V. Dosage des tanins condenses

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline décrite par
(Julkunen-Titto, 1985)

a) Principe
La technique est une méthode colorimétrique basée sur la dépolymérisation des tanins
condensés en milieu acide, qui, lors de la réaction avec la vanilline, les convertit en anthocyanidols
rouges facilement détectables a 550 nm (Makkar, 2000 ; Schofield et al., 2001).

b) Mode opératoire

Dans des tubes a essai, on mélange 50 pl de chaque extrait méthanolique dilu¢ et 1500 pl de la
solution vanilline/méthanol a 4 %, on agite au vortex. Puis, on ajoute 750 ul de HCI (97%). Le
mélange est mis a I’obscurité a température ambiante pendant 20 min. la lecture de la densité

optique au spectrophotomeétre a 550 nm contre un blanc.
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A partir de la solution mere de catéchine, différentes concentrations sont préparées qui
permettent de tracer une courbe. Les résultats sont exprimées en milligramme d’équivalent

catéchine par gramme de poids sec de la plante (mg EC / g).

50 ul de chaque extrait méthanolique

|

Ajouter la vanilline (4 %) 1500 pl

ﬂ + Mélanger au vortex

750 puL de HCI (97%) et mélanger au

vortex

Incubation a I’obscurité pendant 20 min

!

Lecture au spectrophotomeétre a A=550 nm
Figure 14 : Protocole du dosage des tanins condensés

V1. Etude de P’activité antioxydante
V1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2diphényle- 1-picrylhydrazyl)

Le protocole expérimental suivi est celui d’El-Haci et al. (2009).

a) Principe
Le test du DPPH qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de I'IC50 des
substances antioxydants contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de couleur violette
qui devient jaune quand il est réduit par un donneur de proton H+. L’absorbance est mesurée par
spectrophotometre a 515 nm. Une faible absorbance indique une meilleure activité antioxydante
(Molyneux, 2004).
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b) Mode opératoire
Les tubes a essai, contiennent 50 pl de différentes concentrations des extraits et on mélange
avec 1950 pl d'une solution méthanolique de DPPH (0.025g/ L) fraichement préparée. On incube a
la température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 min et mesurée a 515 nm contre un blanc
(figure 15).Le contrdle négatif est préparé par le mélange de 50 pl de méthanol avec 1950 pul d’une
solution méthanolique de DPPH. L’acide ascorbique est un contrdle positif a été préparé dans les
mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon 1’équation suivante (Wang et al., 2002) :

1% = [(Abs C - Abs E) / Abs C] x 100

19 : pourcentage d’inhibition
Abs C : Absorbance du controle
Abs E : Absorbance d‘échantillon

L’IC50 (concentration inhibitrice de 50%) est la concentration du substrat qui assure la
réduction de 50% de l’activit¢ du DPPH déterminée graphiquement a partir des équations des

régressions logarithmiques pour chaque fraction.

50 ul de chaque solution d'extrait

!

Ajouter 1950 pl de DPPH (0.025 g/L)

H + Mélanger au vortex

Incubation a I’obscurité pendant 30 min

!

Lecture au spectrophotomeétre a A=515 nm

Figure 15: Protocole de test DPPH
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V1.2. Pouvoir Réducteur du Fer (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le protocole expérimental suivi pour étudier le pouvoir réducteur du fer FRAP, est celui
d’Oyaizu (1986).

a) Principe
Cette méthode dépend sur la réduction du fer ferrique (Fe3*) présent dans le complexe
KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?"). L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a une longueur
d’onde A=700. La forme réduite de cette complexe donne une couleur verte qui est proportionnelle a

l'activité antioxydante (Ozturk et al., 2007).

b) Mode opératoire
Un volume de 100 pl de différentes concentrations des extraits est mélangé avec 250 ul d’une
solution tampon phosphate 0.2M (pH 6.6) et 250 ul et d’une solution de KzFe(CN)es a 1%. Ensuite,
I’incubation de ce mélange au bain-marie pendant 20 min a 50°C, puis 250 ul de TCA a 10% sont
additionnés, les tubes sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 5 min. Aprées on ajoute 500 pl
d’eau distillée a 500 ul du surnageant et 100 pl d’une solution de FeCls a 0.1% sont ajoutés au
mélange. L’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc. L’acide ascorbique est un contrdle positif

a ete préparé dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats permettant de calculer la concentration efficace (EC50), c'est la concentration

d'extrait qui correspond a une absorbance de 0,5.
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Mettre 100 pl d'extrait

+ 250 pl de solution tampon (PH 6.6)
+ 250 ul KsFe (CN)sa 1%
7

Incubation pendant 20 minutes a 50°C

‘ * Refroidissement a température ambiante
4

Ajouter 250 pl de TCA a 10%

‘ + Centrifugation a 3000 tours/min
pendant 5 min

500 pl de Surnageant

~

500 pl de I’eau distillée

A 4

100 pl de FeCl; a 0.1%

+ Maélanger au vortex
v

Lecture au spectrophotométre a A=700 nm

Figure 16: Protocole de test FRAP

v Analyse statistique
Les résultats du dosage et de l'activité antioxydante obtenue ont été exprimés par la moyenne de 3

répétitions + écartype. Les équations des courbes ainsi que les coefficients de détermination (R?)

ont été réalisés par Microsoft Office Excel 2010.
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I. Rendements des extraits

Les différents rendements obtenus en extraits bruts methanoliques et leurs fractions des différentes
parties de deux plantes Hammada schmittiana et Aloysia citriodora, sont illustrés dans la figure 17,
figure 18.

30

25 A

20 A

M Feuille
15 -

HTige

Rendement %

i Racine

Ext MeOH Ext ACeOH Ext ButOH

Figure 17: Rendement d’extraction de la plante Hammada schmittiana
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Figure 18: Rendement d'extraction de la plante Aloysia citriodora

Pour 3g du matériel végétal sec, les résultats obtenus montrent que les rendements d'extraction
varient de 1.12 a 28.06% pour 1’espece H.schmittiana, et de 3.02 a 29.51% chez I’espéce
A.citriodora. Dans cette étude, les meilleurs rendements sont enregistrés dans les extraits bruts

méthanoliques, alors que celui des extraits n-butanol sont les plus faibles.

D’aprés I’étude de Mohammedi Z., 2013 ont montré que le rendement d’extrait méthanolique et

ses différentes fractions d’acétate d’éthyle et n-butanol de la plante Arthrophytum schmittianum



Partie expérimentale Chapitre 2 : Résultats et Discussion

(Hammada schmittiana) qui sont de I'ordre de 13.095%, 3% et 16.88% respectivement. Nos

résultats sont supérieurs.

A notre connaissance et selon la bibliographie disponible, Il n'y a pas beaucoup de travail sur
I’espéce Hammada schmittiana. Pour cela, les résultats de cette étude sont comparés a ceux obtenus

dans les plantes du genre Hammada.

D'aprés Khelaifa. M, hoiudi. A., 2021 qui ont montré que le rendement des extraits méthanoliques
de la plante du méme genre Haloxylon scoparium est les plus élevée (22%) par la méthode

d’infusion. Nos résultats sont en accord avec leurs travaux.

Pour la plante Aloysia citriodora, 1’étude de Rashid, H.M et al., 2022 révélent que le pourcentage
de rendement obtenu a partir de 1’extrait acétate d’éthyle avec 2.3 %. Cette valeur inférieure a nos

résultats.

Le rendement d'extraction dépend de I’espece de la plante étudi€e, 'origine géographique, et

les facteurs environnementaux tels que la température et la qualité du sol (Bouchouka, 2016).

I1. Teneurs en composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent le groupe principal qui contribue a 1’activités
biologiques des plantes parmi eux I’activité antioxydante (Tachakittirungrod et al., 2007). Par
conséquent, nous avons étudié les teneurs des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins
condenseés de I'extrait brut préparé par spectrophotomeétrie, en utilisant les équations des régressions

linéaires pour les courbes d’étalonnage.

» Courbes d’étalonnages

Des solutions standard d'acide gallique et de catéchine préparées a différentes concentrations

sont utilisées pour réaliser les courbes d'étalonnages.

» Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
Cette courbe a été construite en utilisant ’acide gallique comme référence. La formule de
régression linéaire pour cette courbe est y = 0.0016 x + 0.0019 avec un coefficient de détermination
(R?=0.9868).

36



Partie expérimentale Chapitre 2 : Résultats et Discussion
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

» Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides
La substance de réeférence utilisee pour créer cette courbe est la catéchine. La formule de
régression linéaire pour cette courbe est y = 0.0023 x + 0.0157 avec un coefficient de détermination
(R?=0.9946).

0.18

0.16 y =0,0023x + 0,0157
R%=0,9946
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Absorbance a 510 nm

0 10 20 30 40 50 60 70

Concentration en ug/ml

Figure 20: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

» Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés
La courbe est créée en utilisant la catéchine comme référence. La formule de la régression
linéaire de cette courbe est de y = 0.0003 x + 0.0173 avec un coefficient de détermination (R*=
0.9965).
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Figure 21: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

I1.1. Teneurs en polyphénols totaux

Les résultats de taux en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés dans nos extraits
méthanoliques de deux espéces Hammada schmittiana et Aloysia citriodora sont résumés dans le

tableau 4.

Tableau 4 : Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés dans les parties

d’extrait méthanolique de deux plantes Hammada schmittiana et Aloysia citriodora

Polyphénols totaux Flavonoides Tanins condenseés
(mg EAG/ g ES) (mg EC/ g ES) (mg EC/ g ES)
o © Feuilles 0,279+0.02 0,137+0.01 0,021+0.04
-c;u g Tiges 0,925+0.03 0,774+0.01 0,031+0.01
cIEuj g Racines 6,711+0.01 5,174+0.07 0,826+0.01
s O Feuilles 11,158+0.02 3,104+0.06 0,141+0.01
é‘ .:-é Tiges 0,585+0.04 0,376+0.01 0,032+0.01
'S

Les résultats du dosage des polyphénols totaux de I’espece H.schmittiana montrent que

I’extrait méthanolique des racines est la meilleure teneur avec 6,711+0.01lmg EAG/g ES, en
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comparaison avec I’extrait des tiges et feuilles de I'ordre de 0,925+0.03mg EAG/g ES et
0,279+0.02mg EAG/g ES, respectivement.

Les résultats obtenus par Mohammedi Z., 2013 sur Arthrophytum schmittianum (Hammada
schmittiana) pour les extraits bruts méthanolique la teneur des polyphénols totaux de 24.44+2.13

mg EAG/g. Ce résultat est relativement supérieur a ceux que nous avons trouves.

En comparant pour les autres espéces du genre Hammada, selon Khelaifa. M, Hoiudi. A,
2021, I’extrait méthanolique de la plante Hammada scoparia est plus riche en polyphénols (307.7
+0.040 mg EAG/ g E). Nos résultats sont plus faibles.

Les résultats montrent que la teneur des polyphénols totaux de 163.16 mg GAE/g MS
d'extrait méthanolique de Haloxylon scoparium séché au lyophilisateur. Ces résultats obtenus par

Rached W., 2009 sont supérieurs a nos résultats.

Chez I’espéce A.citriodora nous avons observé que les feuilles sont les plus riches en PPT
(11,158+0.02mg EAG/g ES), suivi de celui des tiges avec un teneur 0,585+0.04mg EAG/g ES.

D’apres 1’étude de Losagni et al., 2014 ils ont trouvé une teneur en polyphénols égale a 39,33
mg EAG/g MS. Donc notre extrait méthanolique des parties aériennes d’espéce A.citriodora est

plus faible en polyphénols que celui de cette étude.

Il parait que notre extrait méthanolique des feuilles d’A.citriodora renferme une teneur en PPT
inférieur a celle obtenue par Ramoul B et Bouchoucha A., 2021, 114.75 mg EAG/g MS d’extrait.

I11.2. Teneurs en flavonoides

Ce dosage révele que les racines de H.schmittiana renferme les plus importantes teneurs en
flavonoides, avec une valeur de 5,174+0.07mg EC/ g ES. D’autre part, les tiges et les feuilles ont
enregistré des teneurs plus faibles; leurs concentrations ont atteint 0,774+0.01 mg EC/ g ES et

0,137+0.01 mg EC/ g ES, successivement.

L’étude de Mohammedi Z., 2013 sur A.schmittianum, révele des teneurs en flavonoides dans

’extrait méthanolique de 15.968 mg EC /g par contre nos résultats sont inférieurs.

Autres travaux sur le méme genre H.scoparia, les teneurs en flavonoides pour les extraits
méthanoliques de I’ordre 0,139 mg EQ/g MS et 2,72 mg EQ/qg, réalisés par Belhadj T., et al., 2015
et Boulanouar et al., 2014 respectivement. Ces résultats sont relativement proches de ceux que

nous avons obtenus.
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Chez I’espéce A.citriodora, la teneur la plus élevée en flavonoides a été enregistrée dans les
feuilles avec un taux 3,104+0.06mg EC/ g ES. Alors que les concentrations les plus faibles ont été
celles des tiges (0,376+0.01mg EC/ g ES).

Comparativement a 1’étude menée par Aziri H. et Djenad F., 2017 qu’ont trouvé des teneurs
en flavonoides des extraits d’Aloysia citriodora par I'infusion, varient de 1,33 a 5,51 mg EQ/ g MS.

Ces valeurs sont comparables a nos résultats.
11.3. Teneurs en tanins condensés

La concentration la plus ¢élevée en TC a ¢été mesurée dans D’extrait des racines de
H.schmittiana, avec un taux de 0,826£0.01mg EC/ g ES, par rapport aux extraits des tiges et
feuilles, ou nous enregistrons des teneurs de I’ordre de 0,031+0.01mg EC/ g ES et 0,021+0.04 mg
EC/ g ES, respectivement.

En revanche, le travail mene par (Guerrah M., et al., 2014) sur le genre Hammada, montre
que les teneurs en tanins condensés des parties aeriennes de Haloxylon scoparium est égale

0.431mg EGA/g séché a I'étuve. Notre résultat est plus faible.

Chez A.citriodora, les feuilles sont les plus riches en TC (0,141+0.01mg EC/ g ES) en

comparaison avec les tiges dont I’extrait méthanolique enregistre la teneur 0,032+0.01mg EC/ g ES.

Selon notre recherche, il n'existe pas de travaux antérieurs sur les tanins condensés et ce qui

nous a empéchés de comparer nos résultats avec d’autres travaux.

Ces variabilités sont dues selon la déférence des parties étudiées et I'espéce, qui sont un facteur
important et déterminant qui influence la nature des composés phénoliques et leurs quantités ; ainsi
que les facteurs intrinséques (génétique) et extrinséques (les conditions de stockage, les facteurs
climatiques et la maturité) et du fait l'origine géographique, la période de récolte et selon les

méthodes d'extraction appliquées et le sechage (Podsedek, 2007; Falleh et al., 2008).

[11. Evaluation in vitro de I’activité antioxydante

L’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits est réalisée in vitro par deux techniques: le
DPPH et FRAP.

I11.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH

La méthode du DPPH est une méthode largement utilisée du fait de sa rapidité et de sa

simplicité dans I'analyse de l'activité antioxydante (Bozin et al., 2008).
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Les taux d’inhibition ont été calculés pour chacune des concentrations, en se basant sur les

densités optiques obtenues a partir des préparations (les différents extraits et I’acide ascorbique).

Les graphes portés dans 1’annexe let ’annexe 2 la variation du pourcentage du pouvoir
inhibiteur en fonction de la concentration de différentes fractions appartiennent a la méme partie et

avec I’antioxydant de référence (I’acide ascorbique).

L'IC50 déterminées par extrapolation de ces courbes est rapportées en pg/ml, les valeurs sont

représentées dans le tableau 5.

Tableau 5: Les valeurs de I’'TC50 des extraits méthanoliques et ses différentes fraction des deux

espéces H.schmittiana et A.citriodora, avec IC50 de I’acide ascorbique; les résultats obtenus,

exprimes en pg/ml.

Hammada schmittiana Aloysia citriodora
Feuille i Racine Feuille
Ext MeOH 2332.26+£0.01 644.97+0.01 60.6+0.01 44.93+0.01 224.72+0.01
Ext ACeOH 1341.14+0.01 325.08+0.01  27.48%0.02 17.45+0.01 80.33+0.03
Ext ButOH 191.33+0.01  70.11+0.01 29.34+0.01 7.47+0.01 24.15+0.02

IC 50 de I’acide ascorbique = 5.97+£0.01pg/ml avec R* = 0,9122

D’aprés les résultats, on remarque que I’IC50 des extraits acétate d’éthyle et n-butanol des
racines de H.schmittiana de I’ordre de 27.48+0.02 pg/ml et 29.34+0.01 pg/ml successivement, a
montré une activité modérée a celle de I’acide ascorbique (IC50 = 5.97 + 0.01 pg/ml). Les autres
extraits de méme plante montrent une activité qui reste trés inférieure comparée a celui du contréle

positif.

Comparativement au travail de Mohammedi Z., 2013, gu'a trouvé des valeurs d'IC 50 des
fractions n-butanol et acétate d’éthyle d’A.schmittianum de 1ordre de (9.59+0.1931
pg/ml),(10.07+0.1533 pg/ml) respectivement. Ces valeurs sont trés importantes par rapport nos

résultats.

Selon I’étude de Guettiani S., 2021, sur I’espéce Haloxylon scoparium, I’extrait de la fraction
n-butanol des feuilles présente une valeur d’IC50 = 7 pg/ml. Ce résultat est plus actif par rapport

notre travail.
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Les résultats obtenus par Rached W., 2009 sur I’activité anti-radicalaire d’extrait des parties
ariennes du méme genre de ’espece Haloxylon scoparium, a révélé que 1C50= 54.53 pg/ml. Cette

valeur est inférieure a celle que nous avons trouvée.

Chez A.citriodora, la fraction n-butanol des feuilles semble avoir I’activité antioxydante la plus
¢levé avec une IC50 = 7.47+0.01ug/ml proche de celle de 1’acide ascorbique. La fraction acétate
d’éthyle des feuilles et n-butanol des tiges présentent a leur tour des bons effets inhibiteurs avec des
valeurs de I’ordre de 17.45+0.01pg/ml, 24.15+£0.02 pg/ml, respectivement. Par contre, la plus faible
a été exprimée par 1’extrait méthanolique des tiges (IC50 = 224.72+0.01 ug/ml).

Selon Ramoul B et Bouchoucha A., 2021 ont obtenu une capacité de piégeage du radical libre
DPPH par I’extrait méthanolique des feuilles d’Aloysia citrodora dont la valeur d’IC50 est 31.52
Mg/ml qui est proche de nos résultats de I’extrait méthanolique des feuilles (44.93+0.01 pg/ml).

111.2. Capacité de réduction du fer FRAP

C'est un test simple, rapide et reproductible. Elle est basée sur la capacité des extraits a réduire

le fer ferrique Fe3* en fer ferreux Fe?* (Benhammou et al., 2009).

Dans notre travail, les valeurs obtenus ont permis de tracer des courbes de différentes fractions

appartiennent a la méme partie de la plante et avec I'acide ascorbique (Annexe 3 et Annexe 4).

Le pouvoir réducteur d'un extrait a été¢ évalu¢ par ’EC50. Ce dernier est la concentration
efficace qui réduit le fer a une absorbance de 0.5 (Goudjil et al., 2015 ; Kusmardiyani et al.,
2016).

Les résultats du tableau 6 montrent des valeurs d’EC50 de nos extraits et d'acide ascorbique.

Tableau 6: Les valeurs de I’EC50 des extrait méthanoliques et ses différentes fraction des deux
espéces H.schmittiana et A.citriodora avec IC50 de I’acide ascorbique; les résultats obtenus,
exprimés en pg/ml.

Hammada schmittiana Aloysia citriodora
Feuille Tige Racine Feuille Tige
Ext MeOH 965+0.02 600+0.03 95+0.06 53+0.03 287+0.03
Ext ACeOH  2408+0.01 429+0.04 28+0.02 19+0.03 73+0.04
Ext ButOH 644+0.03 177+0.03 34+0.01 7+0.09 8+0.02

EC 50 de I’acide ascorbique = 4.4+0.02pg/ml avec R? = 0,9996
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La capacité a réduire le fer des parties aériennes de la plante H.schmittiana est largement
inférieur dans différents extraits (extrait méthanolique, acétate d’éthyle et n-butanol) par rapport a
I’acide ascorbique (EC50 = 4.4£0.02 ug/ml). Alors que dans la partie racinaire présente un pouvoir
réducteur moyen dans la fraction acétate d’éthyle et n-butanol de l'ordre d’EC50 égal a 28+0.02

pg/ml et 34+0.01pg/ml, successivement.

En ce que concerne le genre Hammada, aucune étude n'a été réalisée sur sa capacité de

réduction de fer pour comparer avec nos résultats.

D’autre part, nos résultats sont faibles que ceux obtenus par Allaoui et al., 2016 sur I’extrait
acétate d’éthyle des parties aériennes de 1’espéce Hammada scoparia de la région de Ghardaia au

Sahara septentrional Algérien, ou a été enregistré EC50=172.152 pg/ml.

Chez I’espéce A.citriodora, I’extrait n-butanol des feuilles et des tiges possedent un pouvoir de
réduction du fer le plus actif de ’ordre de 7+0.09 pg/ml 8+0.02 pg/ml, respectivement. Ces EC50
sont comparables a ceux de I’acide ascorbique (4.4+0.02ug/ml). Alors que, la fraction acétate
d’éthyle des feuilles montre aussi une bonne activité; traduite par d’EC50 19+0.03 pg/ml. En
revanche, I’extrait méthanolique des tiges semble étre le moins actif avec I’EC50 la plus ¢levée

(287+0.02ug/ml).

Nos résultats sont plus faible que celui-ci trouvee dans I'étude de Aziri H. et Djenad F., 2017
sur des extraits d’Aloysia citriodora qui enregistrent plus fort pouvoir réducteur de fer qui variant
de 0,05+0,01 a 0,660.04 pg /ml.

La différence de pouvoir antioxydant entre les échantillons est due probablement a la variation
des especes de plantes utilisées et a la teneur et la nature de leurs composés phénoliques. Ces
résultats sont cohérents avec ceux publiés dans la littérature par plusieurs auteurs selon lesquels
l'activité antioxydante potentielle des extraits des plantes médicinales dépend de la teneur en

composeés phénoliques (Stagos et al., 2012 ; Amri et al., 2015 ; Guettaf et al., 2016)

On conclut qu’il y a une forte relation entre la teneur en composés phénoliques et l'activité
antioxydante. Par conséquent, il est clair que la forte activité enregistrée dans notre extrait est due a

la présence des composés phénoliques.
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Conclusion et perspectives

L’utilisation thérapeutique des plantes pour le traitement de maladies est trés ancienne. Les
plantes médicinales restent toujours une source inépuisable des matiéres premiéres disponibles pour
I’industrie cosmétique ou pharmaceutique et pour la découverte de nouvelles molécules de futurs

médicaments.

Pour cette raison, ’objectif de ce travail était d’évaluer la teneur des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins condensés, qui differe ’une de I’autre par leurs conditions de séchages,
méthodes d’extraction et stockages, ainsi qu’une évaluation de I’activité antioxydante des différents

extraits de Hammada schmittiana et d’Aloysia citriodora.

La premicre étape qui consistait a I’extraction des composés phénoliques, nous a permis de
calculer le rendement de chaque extrait et de conclure que les extraits méthanoliques possedent un

rendement élevé dans les deux plants étudiés.

L’¢tude phytochimique des extraits méthanoliques de deux plantes medicinales étudiées a
révélé une meilleure teneur en polyphénols totaux, flavonoide et tannins condensés de la partie
racinaire de H.schmittiana de 1’ordre de 6,711+0.01 mg EAG/ g, 5,174+0.07 mg EC/g et
0,826+0.01mg EC/g, respectivement. Tandis que, I’espéce A.citriodora ont été enregistrées dans les
feuilles avec 11,158+0.02 mg EAG/g, 3,104+0.06 mg EC/g et 0,141+0.01 mg EC/qg,

successivement.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des extraits préparés a été réalisée en employant deux
méthodes: DPPH et FRAP. Les résultats de H.schmittiana présentent une propriété antioxydante
modérée dans les fractions acétate d’éthyle (IC50 = 27.48+0.02 ug/ml, EC50 = 28+0.02 pg/ml) et
n-butanol (IC50 = 29.34+0.01 pg/ml, EC50 = 34+0.01pg/ml) des racines. Alors que, dans la partie

aérienne a été marquée par une faible activite.

Cependant, la verveine (A.citriodora) présente le potentiel antioxydant le plus fort, et le
meilleur pouvoir réducteur du fer enregistré avec l'extrait n-butanol des feuilles (IC50 =
7.47£0.01pg/m, EC50 = 7£0.09ug/ml), et des tiges (EC50=8+0.02 pg/ml) comparable a celles de

I'acide ascorbique.

Nous avons observé une relation entre les composants phénoliques de nos extraits et l'activité
antioxydante; cette relation est soutenue par des recherches bibliographiques démontrant les

propriétés de donneur de protons par composés phénoliques.
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by

Nous pensons montrer a travers ce travail que les plantes constituent un réservoir trés
intéressant pour la recherche dans le futur.

Nos perspectives de recherche sont les suivantes :

» Utiliser une autre technique d’extraction avec des solvants différents
> Faire des autres dosages des molécules bioactives: alcaloides
» Réaliser d'autres tests d’évaluation d’activité antioxydante: chélateur de fer...

> Etudie autres activités biologiques: antibactérienne, antifongique
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Annexe 1

Annexes

Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de I’acide

ascorbique et des extraits méthanoliques et ses différentes fractions acétate d’éthyle et n-butanol de

I’espéce Hammada schmittiana.
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Annexe 2

Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de 1’acide

ascorbique et des extraits méthanoliques et ses différentes fractions acétate d’éthyle et n-butanol de

I’espéce Aloysia citriodora.
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Annexe 3

Pouvoir réducteur du fer en fonction des concentrations de 1’acide ascorbique et des extraits

méthanoliques et ses différentes fractions acétate d’éthyle et n-butanol de I’espéce Hammada

schmittiana.
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Annexe 4

Pouvoir réducteur du fer en fonction des concentrations de ’acide ascorbique et des extraits

méthanoliques et ses différentes fractions acétate d’éthyle et n-butanol de I’espéce Aloysia

citriodora.
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