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Résumé :

Caralluma europaea est une plante medicinale qui présente différentes activités biologiques.
Le présent travail permet 1’estimation des teneurs en composés phénoliques d’un extrait de

cette plante, et I’évaluation de 1’activité antioxydante, in vitro, par deux méthodes différentes.

L’extraction est faite par macération au mélange méthanol/acétone (50/50: v/v). Le
rendement de cette extraction est de 10.88 %. L’analyse quantitative de I’extrait par des
dosages colorimétriques a révélé une richesse de C. europaea en polyphénols totaux, en
flavonoides et en tanins avec des valeurs de 2.60 + 0,15 mg EAG/g MS, 1,20 + 0,18 mg EC/
g MS et 1,23 £ 0,25 mg EC/ g MS, respecrtivement.

L’activité antioxydante par la méthode de la capacité antioxydante totale indique que 1’extrait
de notre plante présente une activité antioxydante, en se référant au standard (acide
ascorbique), de 13.03 £ 0.58 mg EAA/ g MS. Le test a I’ABTS ressort que cet extrait a une
activité antioxydante avec une valeur de Clso de 6.20 £ 0.29 mg/ml. Cependant, cette activité

reste inférieure comparée a celle du Trolox.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait Caralluma europaea, préparé au mélange

méthanol/ acétone, est une source de composés phénoliques a activité antioxydante modérée.

Mots clés: Caralluma europaea, polyphénol totaux, flavonoides, tanins, activité
antioxydante, ABTS, Clso, capacité antioxydante totale.



Abstract :

. Caralluma europaea is a medicinal plant which presents different biological activities. The
present work allows the estimation of the phenolic compounds contents of an extract of this

plant, and the evaluation of the antioxidant activity, in vitro, by two different methods.

The extraction is done by maceration in methanol/acetone mixture (50/50 : v/v). The yield of
this extraction is 10.88%. The quantitative analysis of the extract by colorimetric assays
revealed a richness of C. europaea in total polyphenols, flavonoids and tannins with values of
2.60 £ 0.15 mg EAG/g DM, 1.20 £ 0.18 mg EC/ g DM and 1.23 + 0.25 mg EC/ g DM,

respectively.

The antioxidant activity by the total antioxidant capacity method indicates that our plant
extract has an antioxidant activity, referring to the standard (ascorbic acid), of 13.03 + 0.58
mg EAA/ g DM. The ABTS test shows that this extract has an antioxidant activity with an
IC50 value of 6.20 + 0.29 mg/ml. However, this activity remains lower compared to that of

Trolox.

The results obtained show that the Caralluma europaea extract, prepared in methanol/acetone

mixture, is a source of phenolic compounds with moderate antioxidant activity.

Keywords: Caralluma europaea, total polyphenol, flavonoids, tannins, antioxidant activity,
ABTS, IC50, total antioxidant capacity
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Introduction

L’homme a d’abord utilisé les plantes uniqguement pour sa nourriture. Quand il a du faire face
a des problémes de disfonctionnement organique et de maladies, il a encore fait appel aux
plantes en lui conférant un réle plus précis et sont ainsi devenues remedes. Ensuite, les
scientifiques ont confirmés que la plante contient des composés naturels bioactifs qui sont des
composants tres importants, qui lui confére son caractere médicinal (Fuinel, 2002), et ses
applications thérapeutiques dans le maintien de la bonne santé ainsi que dans la gestion de
diverses maladies (Grover et al., 2002).

Il est estimé qu'environ 80 % de la population des pays du monde utilise des médicaments a
base de plantes (Yang et al., 2019). Récemment, I’attention s’est portée sur les plantes et les
herbes comme source d’antioxydants, qui peuvent étre employés pour se protéger contre les
effets du stress oxydant. Ce dernier, d0 a I'accumulation de radicaux libres (Mata et al.,
2007), est a ’origine de nombreuses pathologies telles que les maladies cardiovasculaires,
neurodégénératives ainsi qu’un vieillissement prématuré et le cancer (Guillouty, 2016). Pour
réduire ce stress oxydatif, une alimentation riches en antioxydants est nécessaire, a coté¢ d’une
utilisation d’antioxydants de synthése comme le butylhydroxytoluene (BHT) et
I’hydroxyanisole butylé (BHA) et dont leur consommation est souvent dangereuse pour

I’organisme (Raphaél et al., 2020).

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a ¢étudier une des plantes médicinales
traditionnelles a activités antinociceptives, anti ulcéreuses et anti hyperglycémiantes (Bourhia
et al., 2020). 11 s’agit de Caralluma europaea [= Apteranthes europaea (Guss.) Ploughes], un
membre succulent des Apocynaceae distribué dans le sud de I'Espagne, en Egypte, ltalie,
Libye, Tunisie, Algérie et Maroc (Meve et Heneidak, 2005).

L’objectif de cette ¢tude est d’estimer les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en
tanins et d’évaluer I’activité anti-oxydante probablement associe a la présence de ces

composés phénoliques dans la partie aérienne de Caralluma europaea.
La présente étude est subdivisée en trois grandes parties :

e La premiére englobe trois chapitres: le premier présente une recherche
bibliographique sur la plante, et le deuxiéme chapitre rassemble des donnés sur les
métabolites secondaires, par ailleurs le troisieme chapitre est réservés a 1’activité

antioxydante.

-
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e Ensuite, la deuxieme partie expérimentale réservée au matériel et les différentes

méthodes expérimentales utilisées.

e La troisieme et la derniére partie est consacrée aux resultats expérimentaux et a

I’interprétation et la discussion des résultats.

Ce travail s’achéve par une conclusion générale.

]



Recherche
bibliographique
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Chapitre | : La plante C. europaea

1 Généralité sur la plante :

1.1  Description botanique :

Caralluma europaea (Guss.) [Synonyme : Apteranthe europaea (Guss.) Ploughes], a été
découverte par G. Gussone en aolt 1828 lors qu'il étudiait la flore pélagique (Sajeva, 1984).
Cette espece a été décrite a 1’origine de I’ile de Lampedusa dans la mer Méditerranée (Italie).

(Meve et Liede, 2002 ; Crespo, 2006).

Typiquement, cette espéce pousse sur des pentes rocheuses entre les rochers (souvent
partiellement sous les rochers), ou dans des fissures de roches lisses. On trouve la plante aussi
dans les sols profonds et sableux, ou il y a une forte tendance a former des rhizomes
(Feinbrun, 1977). Elle préfere les milieux ombragés tels que la base des buissons ou les
plantes sont souvent brouillonnes (Boulos, 2000 ; Heindek, 2001).

Il existe une variation florale et végétative considérable chez Apteranthes europaea, en
fonction de la situation édaphique. Souvent entre des plantes de la méme population, mais
presque toujours entre différentes populations (Meve et Heneidak, 2005).

C’est une plante sauvage dépassant rarement 20 cm avec des tiges aériennes ascendantes ou

tentaculaires (Figure 1) (Cullen et al., 2011). Sur les rochers, les plantes forment
généralement des grappes de tiges assez épaisses (jusqu'a30 mm de diametre). Sur les rochers
calcaires elles ont tendance a étre extrémement courtes et robustes (Feinbrun, 1977), alors
que sur les granites de I'Anti-Atlas au Maroc, les tiges épaisses s'étendent jusqu'a 25 cm
(Jonker et Walker, 1993). Dans les montagnes de Judée, les tiges les plus minces mesurent
environ 13 mm de diamétre (Feinbrun, 1977).
Les fleurs de cette population sont particulierement grandes (1 a 2,5 cm de diametre) avec 5
angles aigus ou presque obtus, dentés ou lobés, sur des tiges de 1-6 mm en grappes de 2-40
pres de I'apex de la tige. Corolle de 8-25 mm de diametre, généralement de 1,2 a 1,8 cm de
long (Figure 2) (Cullen et al., 2011 ; Albers et Meve, 2002). La surface interne de la corolle
est lisse, sans tubercules, parfois avec des poils mais jamais trés poilue. Motif variable mais
toujours avec des rayures jaunatres ou brun rougeatre ou violacé a entiérement violacé
disposées en hélice (Figure 3) (Bensusan, 2009).

Lobes ovés brievement acuminés, étales ou légerement recourbés, parfois poilus sur les

bords, rarement poilus a l'intérieur. Limbe généralement faiblement concave, rarement assez

-
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profond pour que le bord dépasse la couronne. Couronne pourpre avec un peu de jaune : lobes
externes absents ou chacun de 2 glandes rondes jaunes, parfois portées sur des dents de moins

de 1 mm, lobes internes arqués jusqu’a 1 mm. (Cullen et al., 2011).

Figure 1: Tiges de Caralluma europea Figure 2: Fleur sur une tige de Caralluma
(Franck, 2018) europea (Bensusan, 2009).

Figure 3 : Fleurs en grappes prés de I'apex de la tige (trois formes variables)

(Lamb et al., 2009).

La floraison a lieu tout au long de I’année, avec un pic de saison de fin mars a fin juin
(Ollerton et Raguso, 2006). Les follicules se développent et mdrissent & des moments
différents apres la pollinisation, ce qui peut étre une adaptation a I'environnement aride,
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augmentant la probabilité que les graines se libérent pendant les périodes pluvieuses (Zito et
al., 2011).

1.2 Classification :

La classification botanique de Caraluma europaea selon (Meve et Heneidak, 2005) :
Famille : Apocynacae.
Sous famille : Asclepiadoideae
Tribu : Ceropegieae
Sou-tribu : Stapeliinae
Genre : Caraluma

Genre Espéce : Caraluma europaea = Apteranthe europaea

1.3 Répartition géographique

L'aire de répartition de cette plante est vaste. Elle constitue I'une des espéces
d’Apocynacées les plus largement distribuées. Elle se trouve principalement dans les zones
semi-arides, surtout subtropicales, avec des centres de distribution en Afrique orientale et
I'Afrique australe (Albers et Meve, 2002).
Il a été signalé dans I'extréme sud de la péninsule ibérique, au Maroc, Egypte, Algérie, Libye
Tunisie, Espagne, le long de la c6te sud de la mer Méditerranée jusqu'au Sinal, en Israél et en
Jordanie. Dans ses habitats les plus orientaux en Israél et sud-est de la Jordanie, elle habite
dans des habitats plus ou moins désertiques et des habitats montagnards plus éloignés de la
cbte (Meve et Heneidak, 2005). Les Apteranthes montrant une distribution étonnamment
septentrionale et large, s'étendant des Tles Canaries au Népal (Meve et Lied, 2002).

1.4 Composition chimique :

Soixante-quatorze composés volatils (58 composés non aromatiques et 16 composés
aromatiques) ont été isolés des huiles essentielles extraites des tiges et des fruits de
C. europaea par distillation. Ces composés ont un potentiel antimicrobien contre les microbes
pathogenes. La méthode de chromatographie en phase gazeuse été utilisée pour déterminer les
composants volatils présents dans les fleurs de C. europaea. Parmi les 41 composes identifiés,

les principaux composés sont des : monoterpénoides (linalol - 18,4 %, a-terpinéne - 19,1 %, et

-
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terpinoléne - 23,3 %) et des composés carbonyliques (acide hexanoique - 1,7 %, heptanal - 2,0
% et acide octanoique - 2,4 %) (Zito et al., 2010).

Des glycosides de flavone tels que la lutéoline 4'-néohespeéridoside, la lutéoline-3'-O-(6'-O-
sinapoylglucoside)-4'-O-néohespéridoside, et la lutéoline-3'-O-(6’-O-feruloylglucoside)- 4'-O-
néohespéridoside sont présents dans cette plante (Zito et al., 2010 ; Isiki et al., 2017). La
lutéoline-4'-O-néohesperidoside semble avoir une distribution omniprésente étant le principal
flavonoide pour le genre Caralluma. (Rizwani et al., 1990 ; Ramesh et al., 1999 ; Meve et
Heneidak, 2005).

Des composés mineurs ont été révélés tels que I'indole et le sulfure de diméthyle (Zito et
al., 2010).

Les recherches analytiques ont récemment identifié plusieurs acides gras dans les tiges et

les fruits de Caralluma europaea (Formisano et al., 2009 ; Zito et al., 2010)

1.5 Activités biologiques de Caralluma europaea :

C. europaea est utilisée en médecine traditionnelle comme ingrédient diététique
traditionnel et moderne pour couper I'appétit et pour traiter les rhumatismes, le diabéte, les
kystes génital, le goitre, la lepre, les ulcéres et la paralysie (Dutt et al., 2012).

Les parties aériennes sont recommandées pour étre utilisées comme jus, ou comme
poudre mélangée au miel ou au lait, pour ses activités anti-inflammatoires, antipyrétiques,
antinociceptives, antihyperglycémiques, antidiabétiques, antitrypanosomiques, antiulcéreuses,
neuroprotectrices, antiobésogenes, antiathérosclérotiques , antipaludiques et antiparasitaires
(Adnan et al., 2014).

Plusieurs études scientifiques ont confirmé les activités antioxydantes, antimicrobiennes et
anti-inflammatoires de Caralluma europaea (Fuchs et al., 2009 ; Prabkaranet kalimuthu,
2013).
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1 Généralité :
Classiquement considérés comme des métabolites secondaires, les composes phénoliques sont
présents dans tous les végétaux supérieurs. lls correspondent a une tres large gamme de
structures chimiques et se caractérisent par une répartition qualitative et quantitative trés
inégale selon les espéces considérées ainsi que les organes, les tissus et les stades
physiologiques (Macheix, 1996).
Le terme «polyphénols» désigne les composes phénoliques ayant plusieurs fonctions phénols,
ce qui exclurait alors les monophénols, pourtant abondants et importants chez les végétaux
(Macheix et al., 2005)
Plus de 8 000 structures phénoliques ont été identifiées, dont la structure varie d’abord par la
complexité du squelette de base, celle de molécules simples (par exemple, les acides
phénoliques avec une structure cyclique en Cg) a celle de composés hautement polymerisés
(par exemple, les tanins). La structure varie aussi par le degré de modification de ce squelette
(oxydation, hydroxylation, méthylation) et par les liaisons de ces molécules de bases avec
d’autres molécules.
Les polyphénols peuvent étre divisés en au moins 10 différents classes en fonction de leur
structure de base (Bravo, 1998). Les flavonoides, qui constituent le groupe le plus important,
peuvent étre divisés en 13 classes (Macheix et al., 2005), et représentent la moitié de ces
composés phénoliques. Elles se présentant sous forme d'aglycone, de glycosides et de dérivés
méthylés. Ces substances phytochimiques sont présentes dans les nutriments et les plantes
médicinales (Kumar et Pandey, 2013 ; Ahmed et al., 2016).
Les phénoliques insolubles sont distribués dans les parois cellulaires, tandis que les composés
phénoliques solubles sont compartimentés dans les vacuoles cellulaires végétales (Wink,
1993 ; Bengoechea et al., 1997).
Les flavonoides et de nombreux autres composants phénoliques ont été rapportés pour leur
efficacite comme agents antioxydants, anticancéreux, antibactériens, cardioprotecteurs, anti-
inflammatoire, stimulants du systéme immunitaire, protecteurs de la peau contre les rayons
UV. C’est un candidat intéressant pour les produits pharmaceutiques et applications médicales

(Chen et al., 2015 ; Meng et al., 2018).
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2 Biosynthese :
Les voies de biosynthése des polyphénols comprennent les voies métaboliques de I'acide

shikimique et de I’acide acétique (Chen et al., 2018) :
2. 1. La voie de I'acide shikimique : Elle contribue a la production d'une large gamme
d'intermédiaires et acides aminés aromatiques vitaux (L-tyrosine, L-tryptophane et L-
phénylalanine), qui peuvent étre catalysés en plusieurs métabolites, tels que la phénylalanine,
la lignine, les flavonoides, I'acide indole acétique et alcaloides (Sprenger, 2006 ; Maeda,
2012). La tyrosine et la phénylalanine sont deux précurseurs essentiels qui peuvent étre
catalyse par la phénylalanine ammonialyase (PAL) pour activer la voie de la phénylalanine et
accumulent des flavonoides, des polyphénols et de la lignine (Xu, 2014; Nagpala, 2016).
2 .2. La voie de I'acide acétique : sous sa forme active, I'acétyl-CoA, ou plus tard dans la
voie, le malonyl-CoA, est le point de départ de la synthese des acides gras dans une voie
primaire, mais il est aussi le point de départ de la synthése des flavonoides dans une voie
secondaire.

Différents facteurs externes et internes (lumiere, rayonnement U.V., température,
hormones, agents pathogenes ...) sont fortement impliques dans la régulation de I'expression

du métabolisme phénolique (Dixon et Paiva, 1995).

3 Composition chimique et classification :

Ils ont tous en commun la présence d’au moins un cycle benzénique (6 atomes de carbone liés
en un hexagone) possédant un ou plusieurs fonctions hydroxyles, substitués ou non (Marouf
et Reynaud, 2007).

Une classification simple tente de diviser les composés phénoliques en phénols simples et

polyphénols, basée exclusivement sur le nombre de carbones présents.
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3.1 Les non- flavonoides :
Les principaux composés sont les acides phenoliques et les stilbenes :

3.1.1. Acides hydroxybenzoiques présentent une structure en Ce-C1, composée d’un noyau

benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone (figure 4).

R,=R,=Ry=R;=H acide benzoique (non phénohque)

R R R,=R,=R;=H,R;=0H acide p-hydroxybenzoique
R,=R;=H,R,=R; =0H acide protocatéchique
R,=R,;=H,R,=0CH,,R,=0H acide vanillique

R COOH “ g

R,=H,R,=R;=R,=0H acide gallique

R R,=H,R,=R;=0CH,, R;=0H acide syringique

: R,=0OH,R,=R;=R;=H acide salicylique

R,=R,=0OH,R,=R,=H acide gentisique

Figure 4: Acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2005)

3.1.2. Acides hydroxycinnamiques ont une structure de base Cs-Cs. Leur squelette de base
est un noyau benzénique avec une chaine aliphatique a 3 carbones, avec un ou plusieurs
groupements hydroxyles souvent estérifiés en ester d’alcool aliphatique (Figure 5). L’acide

cinnamique et les acides hydroxycinnamiques sont souvent désignés sous le terme de

pheénylpropanoides.
COOH R,=R,=R,=H acide cinnamique (non phénolique)
R X R,=R;=H,R,=0H acide p-coumarique
R,=R,=0H,R,=H acide caféique
R R,=0CH,,R,=0H,R;=H acide férulique
R R,=R;=0CH,, R,=0H acide sinapique

Figure 5: Acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005).

3.1.3. Stilbénes ont une structure Cs-C2-Cs, deux noyaux benzéniques reliés par un pont
méthyléne (Figure 6) (Chira et al., 2008).
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Stilbénes HO

O \ O OH [rans-resvératrol

HO

Figure 6 : Structure des stilbénes (Chira et al., 2008).

3.2 Les flavonoides :
Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques et

constituent un grand groupe de composeés structurellement apparentés. La structure de base de
flavonoide est le noyau flavane, qui se compose de 15 atomes de carbone disposés en trois
anneaux (Ce —C3z —Ce), qui sont étiquetés A, B et C. Le noyau B et le pont carboné constituant
une unité phenylpropanoide synthétisée a partir de la phénylalanine provenant de la voie de
I’acide shikimique, alors que le noyau A vient de la condensation de 3 motifs acétate via la
voie de I’acide malonique. La fusion de ces deux parties implique la condensation d’un
phénylpronanoide (Chira et al., 2008) (Figure 7).

Ces molécules sont formées par la condensation d'un sucre (glycone) avec une molécule non
glucidique (aglycone) et forment dans la plante des glycosides (hétérosides). Les liaisons
glycones-aglycones sont réversibles et peuvent étre séparées, en cas de besoin, par I’hydrolyse
enzymatique ou acide (Jost et al., 2016).

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3, 4’ et / ou 5°. Fréquemment,
un ou plusieurs de ces groupes hydroxyle sont méthylés, acétylés, prénylés ou sulfaté (De
Rijke et al., 2006 ; Chira et al., 2008). Les principales sous-classes de flavonoides sont

classés selon des substitutions et sont représentées dans la figure 8.
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Figure 7: Structure de base des flavonoides (Stalikas, 2007)

OH OH
HO (0] @ HO 0 @
I OH l

OH o Ho o Flavones: apigénine (R=H)

Flavonols: lutéoline (R=OH)
kaecmpférol (R=H)

quercétine (R=0OH)

R

OH HO O
HO O @ O I
O o ()
OH

OH O

nes: génisté
Flavanones: nanngénine (R=H) Isoflavones: génistéine

énodictyol (R=OH)

OH

OH
HO O
Anthocvyanidines: @
élargo s (R=
pélargonidine (R=H) OH

cyanidine (R=OH)

OH

OH

Flavane-3-ols: catéchine, épicatéchine

Figure 8 : Principales classes de flavonoides (Macheix et al., 2005).
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3.3 Les phénols condensés (complexe) :
IIs résultent de la condensation de quelques formes simples précédemment mentionnés selon

les modifications structurales. On obtient des composés complexes qui peuvent présenter une
solubilité suffisante pour étre présents dans la vacuole (tanins) ou au contraire obtenir un

caractere lipophile et s’accumuler dans la structure pariétale (lignine) (Macheix et al., 2005).

3.3.1 Lestanins:
Les tanins sont astringents et ils jouent un réle important dans la défense chez les plantes

sujettes aux attaques d'insectes ou autres amateurs de feuillage (Jost et al., 2016). lls ont
formés soit de polyols, de catéchine, de sucres ou de triterpenoides auxquels ils sont attachés
des unités galloyles. Ce sont aussi des oligomeéres ou polymeéres de flavonoides. Ce terme
«tanin» est utilisé donc pour definir deux classes de composés phénoliques: tanins

hydrolysables et tanins condensés (Pizzi, 2006).

3.3.1.1 Les tanins hydrolysables :
Les tanins hydrolysables sont un mélange de phénols tels que I'acide ellagique et I'acide

gallique et de sucres (le glucose) (Pizzi, 2003).

Les tanins sont divisés en deux familles: les gallotanins, qui produire de I'acide gallique et ses
dérivés par hydrolyse, et le ellagitanins, qui produisent de l'acide ellagique aprés hydrolyse
(Figure 9).

<
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Hydrolyzable tannn O
(Pentagalioyigiucose)

o | )\_/\/Oﬁ
A Tk &
R R W .

O

Figure 9: Structure des tanins hydrolysables (McMahon et al., 2000).

3.3.1.2 Les tanins condenses
Les tanins condenses représentent 90% de la production mondiale de tanins commerciaux. De

3 a 8 unités de répétition de flavonoides sont nécessaires pour former un tanin condensé
(Figure 10).

Ces tanins sont également composé de précurseurs associés (flavan-3-ol, flavan-3,4-diol) de
glucides ainsi que de traces d'acides aminés (Pizzi 2006 ; Saayman et Roux, 1965).
Ces tanins sont généralement complexés avec des protéines. Leur faculté de complexassions

change en fonction de leur nature chimique (Hemingway et al., 1996 ; Zorrilla, 2019).
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OH

OH
8
O N\ R
OH
OH

Figure 10: Exemple de structure d’un tanin condensé (Schofield et al., 2001).

Un exemple de ce type de tanins complexe est I'acutissimine A (Figure 11), qui est composée
d'une unité flavagallonyle liée a un polyol dérivé du D-glucose par une connexion

glucosidique en C-1 et trois autres liaisons esters (Okuda, 2005 ; Ferreira et Bekker, 1996).

acutissimin A

Figure 11: Structure des tanins complexes (acutissimine A) (Arbenz et Avérous, 2015).
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3.3.2 . Lignines :
Les lignines sont les constituants essentiels de I'espace intercellulaire. Ce sont des polymeres

fortement reticulés, formés par condensation de trois alcools aromatiques, l'alcool p-
coumarylique (a), I'alcool coniférylique (b) et I'alcool sinapylique (c) (Figure 12). Le contenu
en unités phénylpropane correspondantes, respectivement p-hydroxyphényles (H), guaiacyles
(G) et syringyles (S), ainsi que les liaisons inter unités et groupements phénol libres sont tres
dépendants des types de biomasse (bois tendres, bois durs et graminées) qui présentent donc

des structures des lignines différentes (Lapierre, 1993).

CH,0H CH,0H CH,0H
I I I
CH CH CH
Il I [
CH CH CH
OCH, H,CO OCH,
OH OH OH
a b c

Figure 12: Principaux alcools aromatiques, constituants des lignines (Ballerini, 2011).

3.4 Propriétés physico-chimique et extraction :

Les phénols sont principalement solubles dans les solvants organiques polaires (méthanol,
acétone, acetate d'éthyle). Ils sont solubles dans les solutions d'hydroxyde de sodium et
carbonate de sodium. Les acides-phénoliques sont solubilisés par les hydrogénocarbonates.
Ils sont extractibles par les solvants organiques en milieu acide, ce qui autorise des extractions
sélectives (ex. : flavonoides/acides-phénoliques). Les formes hétérosidiques de ces composés
phenoliques sont, classiquement, solubles dans I'eau. Leur hydrolyse passe par un reflux dans
du méthanol ou par une saponification a température ambiante. Ces composés sont instables
et tous les phénols sont facilement oxydables, surtout en milieu alcalin. Les dérivés
cinnamiques tendent a s'isomériser en solution aqueuse sous l'effet du rayonnement

ultraviolet (Jean, 2009).
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3.5 Le role physiologique:
Il existe de nombreuses preuves provenant d'études in vitro, de modéles animaux et d'études
cliniques soutenant que les polyphénols pourraient avoir des activités géroprotectrices
(activites anti-vieillissement) ainsi que des effets cytoprotecteurs (effets protecteurs vis-a-vis
du stress oxydant, de I’inflammation et/ou de la mort cellulaire), en particulier dans les
maladies liées a I'age : maladies cardiovasculaires, maladies des yeux et certaines maladies
chroniques (maladies inflammatoires de I’intestin, polyarthrite rhumatoide) (Cilla et al.,
2017). lls ont aussi des activités anti-ischémie-reperfusion (Chang et al., 2016) et anti-
thrombose (Liu et al., 2018).
Parmi les bioactivités notables des composés phénoliques, les activités antioxydantes qui ont
été largement étudiées, y compris le piégeage des radicaux libres, I'inhibition de I'oxydation
des lipides, la réduction de I'hydroperoxyde...etc (Sato et al., 1996).
De nombreuses expériences, in vitro, ont prouvé que les composés phénoliques étaient
généralement majeurs contributeurs des capacités antioxydantes des plantes. A titre
d’exemple, plusieurs acide phénols, a savoir: rosmarinique, férulique, caféique,
chlorogénique, vanillique, p-hydroxybenzoique, p-coumarique et protocatéchuique
contribuent au potentiel antioxydant des plantes par le test de piégeage du radical DPPH
(Slusarczyk etal., 2009 ; Roy et al., 2010).
Les polyphénols peuvent également fonctionner comme antioxydants par leurs effets sur le
plasma, les membranes, les facteurs de transcription et les activités enzymatiques, in vivo
(Sano et al., 2007). L'inhibition des dommages a I'ADN induits par le cuivre a été déterminée
pour plusieurs composés polyphénoliques, tels que I'épicatéchine, I'acide protocatéchuique, le
gallate de n-propyle, I'acide vanillique, la quercétine et I’acide gallique (Perron et al., 2011).
De plus, on pense que les anthocyanes sont des composants fonctionnels a effets antioxydant
(piégeage des radicaux libres), antitumoral, antiathérosclérose, hypoglycémiant, et
antiallergiques (Deng et al., 2013). De plus, le mécanisme de fonctionnement des
antioxydants polyphénoliques naturels a été résumé dans un article de Leopoldini et al.,
(2004), a savoir le transfert d'atomes H, le transfert d'électrons et I'action de chélation des ions
métalliques. De nombreux polyphénols éliminent les radicaux libres via le mécanisme de
transfert d'atomes d'hydrogene, car des énergies plus élevées sont impliquées dans le
processus de transfert d'électron unique. Les polyphénols pourraient chélater les métaux de

transition a travers leurs multiples groupes OH et la fraction carbonyle, lorsqu'ils sont présents
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(Leopoldini et al., 2011). Les polyphénols pourraient étre utilisés non seulement comme
antioxydants pour I'nomme, mais aussi comme conservateurs alimentaires dans l'industrie
alimentaire (Li et al., 2014).
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1. Radicaux libres et stress oxydatif :
Les radicaux libres (RL) se forment naturellement dans un large éventail de systémes

biologiques et chimiques. Ce sont des atomes et des molécules chimiquement stables, qui ont
un (ou rarement plus) électrons libres dans I'enveloppe électronique (Beklova et al., 2008 ;
Rice et al., 1996)

La reduction de I'oxygene génere dans les mitochondries I'ATP a potentiel énergétique élevé.
Cependant, 0,4 a 4 % d'électrons s'échappent et réagissent directement avec l'oxygene dissous
dans le cytoplasme pour produire des especes reactives a I'oxygéne (ERO). Se sont les
radicaux libres (anions superoxydes O, ou oxygene singulet O, acide hypochloreux et
peroxynitrite).

Formées en quantités tres importantes, les ERO s'averent délétéres en activant I'expression de
génes codant des cytokines pro-inflammatoires et des protéines d'adhésion ou en réagissant
avec les protéines, les lipides membranaires et les lipoprotéines (Schlienger, 2014). Ils sont
responsables de nombreux processus pathologiques (Beklova et al., 2008 ; Blazekovic,
2010 ; Gursoy et al., 2010).

Le stress oxydant (SO), un déséquilibre entre la balance des oxydants (ERO et ERN) et le
systeme de défense (les antioxydants), est un concept impliqué dans la physiopathologie de
vieillissement, de cancer et des maladies chroniques. Il est pour une bonne part lié au

métabolisme des nutriments (Seifried et al., 2007).

2. Les antioxydants :
Les antioxydants sont des molécules qui peuvent interagir en toute sécurité avec les radicaux

libres et mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées. Il existe plusieurs systéemes et substances enzymatiques endogénes dans les
cellules qui éliminent les radicaux libres. Les cellules peuvent également atteindre des
antioxydants par la circulation apres la consommation de boissons et d'aliments riches en
antioxydants. Cependant, plusieurs produits chimiques, qui ne peuvent normalement pas étre
obtenus a partir d'aliments, se sont également avérés posséder des propriétés antioxydantes.
(Panglossi, 2006).

En effet, la plupart des antioxydants synthétiques ou naturelles possedent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
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partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH*) et superoxydes (O2*) (Rice-evans et al., 1995 ; Bartosz, 2003).

11 existe deux types d’antioxydants :

2.1. Les antioxydants primaires, radicalaires ou vrais (enzymatiques) : Permettent
I’interruption de la chaine auto catalytique : AH + Re — A< + RH. Les molécules AH sont
antioxydants si les radicaux formés Ae sont plus stables. La stabilité des radicaux Ae peut

s’expliquer par leur conversion en composés non radicalaires (Rolland, 2004).

2.2. Les antioxydants secondaires ou preéventifs (non enzymatique) : Assurent
I’inhibition de la production des radicaux libres. Ce sont des substances décomposant les
hydroperoxydes en alcools comme les thiols (glutathion, acide aminé soufré) ou les
disulfures, vitamines E, C, caroténoide, zinc, sélénium ; des protecteurs vis-a-vis des UV
comme les caroténes ; des chélatants des métaux promoteurs d’oxydation type fer et cuivre,
comme 1’acide citrique et les lécithines ou de séquestrant d’oxygéne comme 1’acide
ascorbique (Rolland, 2004). D'autres antioxydants comme les polyphénols sont apportés par
I'alimentation (Schlienger, 2014). Ils peuvent réagir avec les espéces réactives de I'oxygene
(anion superoxyde O2, radical hydroxyle OH) pour produire des radicaux phénoxy stables. Ils
peuvent aussi agir comme des antioxydants grace a leur pouvoir a complexer les ions
métalliques. Malheureusement, certains polyphénols ont également une action pro-oxydante

par transfert d'électrons a des ions métalliques (Buggey, 2001).

3. Détermination d’activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le -caroténe (provitamine A), 1’acide
ascorbique (vit C), le tocophérol (vit E) et les composés phénoliques. Presque tous les
composés phénoliques dans les plantes démontrent une certaine activité antioxydante.
Cependant, la détection de composants thérapeutiqguement actifs dans une matrice biologique
est une procédure trés complexe, et leur détermination difféere dans les études individuelles
(Adam et al., 2007 ; Klejdus et al., 2005).

Déterminer [Dactivit¢ antioxydante est une fagon d’évaluer la qualit¢ de la plante

biologiquement et nutritionnellement. Il a été démontré que l'activité antioxydante dépend du
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type de composés phénoliques presents dans la plante, car certains composes présentent une

activité antioxydante plus elevée que les autres.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante. Des
méthodes de détermination de I'activité antioxydante sont basées sur la réaction directe de la
molécule étudiee avec les radicaux (piégeage) par des mesures spectrométriques (Antolovich
etal., 2002 ; Record et al., 2001).

3.1. La méthode du piégeage du radical ABTS : Elle est basé sur la neutralisation d'un
radical-cation issu de I'électron unique et 1’oxydation du chromophore synthétique (acide 2,2’-
azino-bis 3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS ). Cette réaction est surveillée
spectrophotométriquement par le changement du spectre d'absorption. Le résultat obtenu a
l'aide de cette méthode est généralement décrits comme Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC) (Re, 1999).

3.2. La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) : Elle est basée sur la
réduction des complexes de (2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) avec du chlorure ferrique
hexahydraté (FeClz 6H20), qui sont presque incolore et éventuellement Iégeérement brunatre.
Ce produit chimique forme des complexes ferreux bleus aprés sa réduction. La méthode a ses
limites, en particulier dans les mesures sous pH non physiologique. De plus, cette méthode ne
permet pas de détecter les composes polyphénoliques lentement réactifs et thiols (Ou et al.,
2002 ; Jerkovic et Marijanovic, 2010).

3.3. La méthode de DPPH - : Elle est basée sur la capacité du radical libre (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle) a réagir avec les donneurs d'hydrogene. Dans cette méthode, une
solution de radical est décolorée aprés réduction avec un antioxydant (AH) ou un radical (R¢)

selon le schéma suivant:
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DPPH e+ AH — DPPH+-H+ A .
DPPH+ + R+ — DPPH « -R.

Cette meéthode est trés simple et rapide pour I'analyse manuelle (Parejo et al.,

2000).
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Matériels et méthodes

Notre étude consiste a la détermination des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides
et en tanins, et de ’activité anti-oxydante de Caralluma europaea. L’étude a été menée au
niveau de laboratoire de recherche des produits naturels (Faculté SNV-STU, Université de

Tlemcen) et a été réalisée comme suit :
- Préparation de I’extrait des parties aériennes de C. europaea.

- Détermination des teneurs en composés phénoliques et d’activité anti oxydante des

extraits par le test d’ABTS et la capacité antioxydante totale.

- Evaluation de I’activité anti oxydante de I’extrait par deux méthodes : Test a ’ABTS

et la capacité antioxydante totale (CAT).

1. Matériels

1. 1. Matériel végétatif :
La partie aérienne de la plante Caralluma europaea a été achetée chez I’herboriste a Tlemcen

(Algérie). Elle a été nettoyée et découpé en petits morceaux, séchées a I’aire libre pendant 10
jours. Ensuite, le matériel végétal a été broyé avec un broyeur électrique et la poudre obtenue

a été conservée a I’obscurité et a 4°C pour €tre utiliser dans 1’extraction.

I. 2. Produits chimiques et matériel utilisé:

e Produits chimiques :
- Méthanol.

- Acétone.

- Folin-Ciocalteu (1N).

- Carbonate de sodium Na2CO3 (2%).
- L’acide gallique.

- Nitrite de sodium NaNO 2 (5%).

- Chlorure d’aluminium AICI 3 (10%).
- Soude NaOH (1M).

- Eaudistillé.

- Catéchine.




Vanilline (4%).

Acide ascorbique.

Molybdate d’ammonium (4mM).
Persulfate de potassium (4.9mM).
Acide chlorhydrique concentre.
Phosphate de sodium (28 mM).
Acide sulfurique (0.6 M).

Ethanol.
TROLOX.

Matériel :
Béchers.

Erlenmeyers.
Entonnoir.
Fiole jaugée.
Tubes & essaie.
Cuves.
Micropipette.
Spatule.
Eprouvette.
Etuve.

Vortex.

Balance de précision 0,001g.

Spectrophotometre.

Centrifugeuse.

Agitateur magnétique.
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2. Méthodes :

2.1. Préparation de I’extrait de Caralluma europaea

C’est une technique d’extraction liquide/solide qui consiste a mélanger la poudre du matériel
végétal avec le solvant sans ou avec agitation et qui se déroule a température ambiante ce qui

est trés positif pour conserver l'intégrité des molécules phénoliques (Singh, 2008).
L’extraction a été réalisée comme suit :

- Préparation du mélange liquide/solide : A 9 g de la poudre végétale, nous avons jouté

a 140 ml des solvants organiques Méthanol/Acétone 50/50 : v/v (Photo 13).

- Agitation a I’aide d’un agitateur magnétique pendant quelques minutes et macération

pendant 24 heures a température ambiante et a 1’obscurité.

- Filtration du mélange par un papier filtre, puis centrifugeuse a 3500 tours/ min (Photo
14).

- Evaporation de I’extrait a 45°C sous pression réduite a 1’aide d’un Rotavapor (Photo

15).
- Récupération de I’extrait sec (Photo 16).
> Calcul de rendement :

L’extrait sec est pesé et le rendement en pourcentage (%), est défini par le rapport entre la
masse d’extrait sec et celle de la plante seche en poudre. Il est calculé par la formule

suivante :

Rdt (%) = (P1 - P2/ P3) x 100

P1: Poids du ballon aprés évaporation, P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon
vide), P3 : Poids de la matiére végetale seche de départ.
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L’extrait sec est repris dans quelques millilitres de méthanol et a été conservé a 4°C pour les

dosages et les évaluations de I’activité antioxydante.

Photo 13: Le mélange poudre de la plante et photo 14 : Filtration du mélange aprés 24
solvants (acétone/ méthanol) heures de macération.

Photo 15: Evaporation de I’extrait sous pression réduite

E



Matériels et méthodes

Photo 16: Aspect de I’extrait sec aprés évaporation

2.2. Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits

2.2.1. Polyphénols totaux : Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode
décrite par Vermerris et al., (2006) :

e Principe

Le réactif utilisé, le «Folin-Ciocalteu», est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040) de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur 1I’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungstene

de couleur bleu qui absorbe a 750 nm.

e Mode opératoire

Une prise de 100 pl de I’extrait est mélangée avec 2 ml d’une solution de carbonate de
sodium a 2% fraichement préparée, le tout est agité par un vortex. Apres 5 min, 100 pl du
réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange, le tout est laissé pendant 30 min a la
température ambiante et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotomeétre a 750 nm. Ce dosage est effectué par la comparaison de la D.O observee a
celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue. Pour cela, une gamme
¢talon a base de I’acide gallique est également préparée a des concentrations allant de 0 & 500
pg/ml. Les teneurs en Polyphénols totaux des extraits sont alors exprimées en milligramme

équivalent acide gallique par gramme de la matiére végétale séche (mg EAG/g MS)
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2.2.2. Flavonoides totaux : La quantification des flavonoides est faite selon une méthode

colorimétrique décrite par Dewanto et al., (2002) :

e Principe
Le principe de la méthode est basé¢ sur I’oxydation des flavonoides par deux réactifs
incolores, le nitrite de sodium (NaNO>) et le chlorure d’aluminium (AICl3). Elle entraine la

formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm.

e Mode opératoire
Une prise de 250 ul d’extrait diluée est additionnée de 75 pl d’une solution de NaNO; a

5%. Aprés 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 pl d’une solution fraichement
préparée de chlorure d’aluminium (AICls, 10%) sont ajoutés au mélange. Aprés 5 mn de repos
a température ambiante, 500 pl de soude (NaOH, 1M) sont apportés au mélange, et le volume
final est porté a 2.5 ml avec de I’eau distillée. L absorbance de cette préparation est mesurée
contre un blanc a 510 nm La comparaison de la D.O observée a celle obtenue par un étalon de
catéchine de concentration connue permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides.

Pour cela, une gamme étalon a base de catéchine est également préparée a des concentrations
allant de 0 a 500 pg/ml. Les teneurs en flavonoides des extraits sont alors exprimees en

milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiére séche (mg EC/g MS).

2.2.3. Tanins condensés : Le dosage des tanins condensés est réalisé selon la méthode
décrite par Sun et al., (1998) :

e Principe
En présence d’acide sulfurique, les tanins condensés se dépolymérisent et, par réaction
avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par

spectrophotométrie a 500 nm.

e Mode opératoire

Une prise de 50 pl d’extrait est ajoutée a 3 ml de vanilline a 4% et 1.5 ml d’acide
chlorhydrique concentré. Aprés homogénéisation, le mélange est mis en incubation a
température ambiante pendant 15 mn. L’absorbance est mesurée contre un blanc a 500 nm.

Les teneurs en tanins condensés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine

<
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(0 a 500 pg/mL), sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de la

matiere seche (mg EC/ g MS).

2.3. Estimation des activités biologiques, in vitro

2.3.1. Détermination de I’activité antioxydante
2.3.1.1 Capacité antioxydante totale (CAT) : Elle est réalisé selon la méthode décrite

par Prieto et al., (1999) :

e Principe
Ce test est basé sur la réduction du molybdeéne (VI) en molybdéne (V) par I’extrait de
plante. Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo (V) de

couleur verte.

e Mode opératoire

Une prise de 100 pl d’extrait est combinée dans un tube avec 1ml de solution composée
d’acide sulfurique (0.6 M), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate d’ammonium
(4 mM). Les tubes sont incubés a 95°C pendant 90 mn. Aprées un repos de 6 mn a température
ambiante, 1’absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc contenant du méthanol a la
place de l’extrait. Comme pour les polyphénols totaux, I’activité antioxydante totale est
exprimée en milligramme équivalent acide ascorbique par gramme de la matiére séche (mg
EAA/ g MS).

2.3.1.2 Piégeage du radical ABTS°+: Elle est réalisé selon la méthode décrite par Re et al.,
(1999) :

e Principe
Le radical ABTS™ est produit par réaction entre I’ABTS et une solution a 4.9 mM de
persulfate de potassium. Ce mélange est agité pendant 16 h a I’obscurité puis dilué par
I’éthanol jusqu'a obtenir une absorbance a 734 nm de 0.700 + 0.02. Le test consiste a mettre
ce radical en présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a

réduire ce radical.

<
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e Mode opératoire
Une prise (950 ul) de cette solution d’ABTS™ est ensuite mélangée avec 50 pl d’extrait a
différentes concentrations. Aprés 6 mn d’incubation a température ambiante, I’absorbance du
mélange est mesurée a 734 nm contre un blanc. En ce qui concerne le contrble négatif, ce
dernier est préparé, en parall¢le, en mélangeant 50 pl du méthanol avec 950 pl d’une solution
d’ABTS™. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la

diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :

Pl = (D.Otémoin — D.Oextrait / D.Otémoin) * 100

Pl : pourcentage d’inhibition, D.O témoin : absorbance du témoin négatif, D.O extrait :

absorbance de [’extrait.

L’¢étude de la variation de ’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clso). Une valeur
de Clso faible correspond a une grande efficacité de 1’extrait. Les valeurs de Clso sont
comparées avec celles des standards de référence : le TROLOX (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethyl-chroman-2-carboxylique).

11.4. Analyses statistiques
Les valeurs indiquées dans les tableaux sont des moyennes + écarts-types des trois mesures

paralléles en utilisant EXCEL (2007). Les valeurs des concentrations (Dosage et CAT) et
d’IC50 (Piégeage du radical ABTS™) ont été calculées a partir des équations linéaires des

courbes tracées sur EXCEL.

*
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1. Résultats

1.1. Rendement en extrait de Caralluma europae :

Le rendement représente la masse d’extrait obtenu apres 1’évaporation du solvant, par rapport
a la masse initiale de la plante. Il est exprimé en pourcentage. Le rendement en extrait de
Caralluma europae, obtenu par macération a température ambiante dans le mélange
méthanol/ acétone (50/50 : v/v) est de 10.88 % (Tableau 1).

1.2. Résultats de I’étude quantitative

1.2.1. Dosage des polyphénols totaux
Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L absorbance a

¢té¢ lue contre un blanc dans une longueur d’onde de 750 nm. Les résultats obtenus sont
déterminés a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de I’acide
gallique (Figure 17). La teneur en Polyphénols totaux de l‘extrait est alors exprimée en
milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiére végétale seche (mg EAG/g
MS) ou par gramme d’extrait (mg EAG/ g extrait). Elle est de 2.60 £ 0,15 mg EAG/g MS et
23.86 = 1.4 mg EAG/ g extrait sec (Tableau 1).
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Figure 17: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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1.2.2. Dosage des flavonoides
Les flavonoides ont été déterminés par la méthode de nitrite de sodium (NaNO3) et de

chlorure d’aluminium (AICI3) et la lecture de 1’absorbance a été réalisée a une longueur
d’onde de 510 nm. Les résultats obtenus sont déterminés a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la catéchine (Figure 18). La teneur en
flavonoides totaux dans I’extrait est alors exprimée en milligramme équivalent catéchine par
gramme de la maticre végétale seche (mg EC /g MS) ou par gramme d’extrait (mg EC/ g
extrait). Elle est de 1.20 £ 0,18 et mg EC/g MS et 11.01 £ 1.67 mg EC/ g extrait (Tableau 1).
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Figure 18: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

1.2.3. Dosage des tanins condensés
Les tanins condensés ont été déterminés par la méthode de la vanilline dans un milieu acide et

I’absorbance a ét¢ lue dans une longueur d’onde de 500 nm. Les résultats obtenus sont
déterminés a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la
catéchine (Figure 19). La teneur en tanins condensés est exprimée en milligramme
équivalent catéchine par gramme de la matiere végétale seche (mg EC /g MS) ou par gramme
d’extrait (mg EC/ g extrait). Elle est de 1.23 + 0,25 mgEC/g MS et 11.29 + 2.32 mg EC/ g
extrait (Tableau 1).
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins.

Tableau 1: Les rendements et les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condenses (moyenne + écart type) dans les extraits de Carallumaeu europaea.

Rendement | Teneur en Polyphénols totaux | Teneur en Flavonoides | Teneur en Tanins condensés
(%)
mg EAG /g MS | mg EAG /g mg EC /g mg EC /g mg EC /gMS | mg EC /g
extrait MS extrait extrait
10.88 %

2.60+0,15 23.86+1.4

1,20+0,18 | 11.01 +
1.67

1,23+0,25 11.29 +2.32
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1.3. Evaluation de P’activité antioxydante

1.3. 1. La capacité antioxydante totale (CAT)
La courbe d’étalonnage de ’acide ascorbique est présentée dans la Figure 20. Les résultats

obtenus sont déterminés a partir de 1’équation de la régression linéaire (y=0.0026x). Le
résultat obtenu est exprimé en mg EAA/ g MS ou en mg EAA/ g extrait. 1l est de 13.03 +
0.58 mg EAA/ g MS et 119.61+ 5.33 mg EAA/ g extrait (Tableau 2).
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique pour la détermination de la capacité
antioxydante totale.

1.3. 2. Testde ’ABTS
Les Figures 21 et 22 présentent les pourcentages d’inhibition du radical ABTS par 1’extrait

de C. europaea et par le standard, le Trolox. Une valeur de Clso de 6.23 + 0.29 (mg/ml) ce
qui reflete une tres faible activité par rapport au Trolox (Clsode 0.09979 + 0.00359 mg/mL)
(Tableau 5).
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Figure 21: Courbe des pourcentages d’ihinibition de I’ABTS par I’extrait de C. europaca.
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Figure 22 : Courbe des pourcentages d’inhibition de I’ABTS par le Trolox.
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Tableau 2: Les activités antioxydantes des extraits méthanolique de caralluma europaea et
des standards par les différentes méthodes.

Extrait Capacité antioxydante totale Clso ABTS
(mg/ml)
mg EAA/ g MS | Mg EAA/g extrait
Extrait de C. europaea 13.03 £ 0.58 119.61 £5.33 6.23+ 0.29
Standards Trolox -- 0.09979 +0.00359




Discussion



Discussion

Les actions médicinales et pharmacologiques des plantes médicinales dépendent souvent de la
présence de composés bioactifs, notamment des métabolites secondaires comme les composés

phénoliques (Calixto, 2019).

Le rendement d’extraction par le mélange méthanol/ acétone (50/50 : v/v) est de 10.88 %. Un
pourcentage supérieur a celui obtenu par Dra et al., (2019) qui est de 4.2 % pour I’extrait
méthanolique de la méme espece, mais qui a été précédée par une extraction au
dichlorométhane. Cela est expliqué par les différences suivantes : la méthode, le solvant -(sa
polarité), le pH, la température et le temps d'extraction et méme la composition de
I'échantillon (Dai et Mumper, 2010 ; Do et al., 2014).

Dans ce travail, nos résultats ont montré que la teneur en polyphénol totaux est de 2.60 + 0,15
mg EAG /g MS (23.86 = 1.4 mg EAG/ g extrait). Un résultat proche de celui de Dra et al.
(2019) qui est de 2.34 mg EAG /g MS dans I’extrait méthanolique de la méme espéce. Par
contre, il y’ une variation significative par rapport aux résultats d’Aaziz et al. (2019) (14.84
0.58 mg EAG /g MS dans I’extrait d’acétate éthyle, et 20.93 = 0.3 mg EAG /g MS dans
I’extrait d’éthanol de C. europaea) et de Bourhia et al. (2020) (51.42 £ 0.003 mg EAG /g
extrait hydro-éthanolique de C. europaea). Le résultat du dosage des flavonoides montre que
C. europaea a une teneur en flavonoides de 1,20 £ 0,18 mg EC/g MS (11.01 + 1.67 mg EC/ ¢
extrait). Comme pour les polyphénols, ce resultat est inferieur a celui d’Aaziz et al. (2019)
(10.19 £ 0.63 mg EC/g MS dans I’extrait éthanolique et 13.93 = 0.30 mg EC/g MS dans
I’extrait d’acétate d’éthyle) et de Bourhia et al. (2020) mais exprimé en quercétine équivalent
(20 £ 0.007 mg EQ/qg extrait ).

La teneur en tanins condensés est de 1,23 + 0,25 mg EC/g MS (11.29 +2.32 mg EC/ g
extrait). Elle est proche de celle trouvée par Aaziz et al. (2019) et qui est de 2.28 + 0.03 mg
EC/g MS.

La solubilité des solvants est un facteur important qui peut expliquer ces différences entre nos
résultats et ceux des travaux antérieurs. D’aprés ces résultats, on déduit que le contenu
phénolique dans les extraits, dépend de la polarité du solvant utilisé pour I’extraction (Ali et
al., 2018). Cela peut étre attribuable a la solubilité élevée de certains composés phénoliques

dans I’acétate éthyle et I'éthanol.



https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phenols

Discussion

Ces variations seront probablement dues a de nombreux autres facteurs notamment les
facteurs climatiques et environnementaux (température, altitude, ensoleillement et
précipitation), la zone géographique, la sécheresse et les maladies (Andarwulan et al., 2010),
la période de collecte des échantillons et le stade de développement de la plante (Miliauskas
et al., 2004 ; Dallali et al., 2018).

Les composés phénoliques sont des métabolites végétaux qui constituent le groupe principale
de composés qui contribuent aux propriétés antioxydantes, ils peuvent jouer un role
important dans l'initiation d'actions néfastes des radicaux libres (Wang et al., 2010). La
richesse des espéces du genre Caralluma en composés phénoliques (Priya et al., 2012 ;
Maheshu et al., 2014 ; Devi et Dhamotharan, 2016 ), nous a mené a évaluer I’activité
antioxydante de I’extrait de la plante par deux méthodes différentes. La capacité antioxydante
qui consiste a réduire le molybdéne Mo (VI) en molybdéne Mo (V) en présence de 1’extrait.
L’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢é mesurée dans les conditions semblables a
I’extrait a servi de standard -Une augmentation de [’absorbance correspond a une
augmentation de l'activité réductrice de I’extrait de plante testé La capacité antioxydante
totale de D’extrait de C. europaea est de 13.03 = 0.58 mg EAA /g MS. L’étude de
BinMowyna et Alsayadi, 2020), a montré que La capacité antioxydante totale de C.
deflersiana est de 1,865 mg équivalents d'a-tocophérol / g MS dans ’extrait méthanolique,
de 1,497 mg équivalents d'a-tocophérol / g MS dans I’extrait éthanolique et de 1,412 mg
équivalents d'a-tocophérol /g MS dans celui de I'acétate d'éthyle. Un résultat qui confirme

I’influence du solvant d’extraction dans la capacité antioxydante totale de la plante.

Les capacités antioxydante des extraits de plantes ne peuvent étre mesurées par une seule
approche en raison de 1’existence dynamique des différentes groupes phytochimiques présents
dans les plantes (BinMowyna et Alsayadi, 2020).

L'activité de piégeage du radical ABTS a été évaluée et I’extrait a une valeur de Clso de 6.23
+ 0.29 mg/ ml. Une activité loin d’étre comparée avec celle du Tolox (Clso de 0.09979 +
0.00359 mg/mL) et faible par rapport aux extraits, méthanolique et hydro-éthanolique, qui a 5
mg/ml inhibent 75.8 + 1.8 % et 60.1+ 2.1 % de I’ABTS, respectivement (Dra et al., 2019).

-
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Conclusion et prescriptives

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les propriétés curatives des plantes. Leur

effet antioxydant sur I'organisme dépend de leur composition phénolique.

La présente étude a pour objectif de trouver de nouvelles sources d’antioxydants naturels. A
cet effet, nous nous somme intéressé & quantifier les composés polyphénoliques et a évaluer

I’activité antioxydante, in vitro, de 1’extrait de la partie aérienne de Caralluma europae.

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent que les taux des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins dans la plante Caralluma europaea sont variables par rapport aux
travaux antérieurs. Par ailleurs le test de la capacité antioxydante totale a révélé une activité
antioxydante de 13.03 + 0.58 mg EAA /g MS et un test d’ABTS faible (Clsg de 6.23 £ 0.29
mg/ ml) par rapport au standard (Trolox) et méme comparés a d’autres extraits de la méme

espéce étudiée antérieurement.

A T’issue de nos résultats, la partie aérienne de Caralluma europaea constitue une source de
polyphénols totaux, flavonoides et tanins mais pas prometteuse comme 1’indique les travaux
précédents qui ont montré que les especes de ce genre sont connues pour leur abondance de
composes phenoliques. Ces teneurs sont en corrélation avec l'activité antioxydante modérée

de cette plante.

A la lumicres des ces résultats, il est important de réaliser d’autres recherches sur cette plante

et qui s’intéressent a :

v" Chercher un nouveau protocole d’extraction (autres solvants organiques ou aqueux,

autres méthodes d’extraction...) pour optimiser I’extraction de ces molécules.
v Evaluation de I'activité antioxydante par autres méthodes, in vitro et in vivo.
v Recherche d’autres activités biologiques (antidiabétique, antiproliférative...).
v" Faire des études de toxicité.

Et ce dans I’espoir de pouvoir arriver a la conceptualisation de nouveaux médicaments

efficaces contre les maladies dues aux radicaux libres.
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Résumé :
Caralluma europaea est une plante médicinale qui présente différentes activités biologiques. Le présent travail permet I’estimation des
teneurs en composés phénoliques d’un extrait de cette plante, et I’évaluation de [I’activité antioxydante, in vitro, par deux méthodes
différentes.

L’extraction est faite par macération au mélange méthanol/acétone (50/50 : v/v). Le rendement de cette extraction est de 10.88 %. L’analyse
quantitative de I’extrait par des dosages colorimétriques a révélé une richesse de C. europaea en polyphénols totaux, en flavonoides et en

tanins avec des valeurs de 2.60 + 0,15 mg EAG/g MS, 1,20 + 0,18 mg EC/ g MS et 1,23 + 0,25 mg EC/ g MS, respecrtivement.
L’activité antioxydante par la méthode de la capacité antioxydante totale indique que I’extrait de notre plante présente une activité
antioxydante, en se référant au standard (acide ascorbique), de 13.03 + 0.58 mg EAA/ g MS. Le test a ’ABTS ressort que cet extrait a une

activité antioxydante avec une valeur de Cls de 6.20 + 0.29 mg/ml. Cependant, cette activité reste inférieure comparée a celle du Trolox.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait Caralluma europaea, préparé au mélange méthanol/ acétone, est une source de composés
phénoliques & activité antioxydante modérée.
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Abstract :

. Caralluma europaea is a medicinal plant which presents different biological activities. The present work allows the estimation of the

phenolic compounds contents of an extract of this plant, and the evaluation of the antioxidant activity, in vitro, by two different methods.

The extraction is done by maceration in methanol/acetone mixture (50/50 : v/v). The yield of this extraction is 10.88%. The quantitative
analysis of the extract by colorimetric assays revealed a richness of C. europaea in total polyphenols, flavonoids and tannins with values of
2.60 + 0.15 mg EAG/g DM, 1.20 + 0.18 mg EC/ g DM and 1.23 + 0.25 mg EC/ g DM, respectively.

The antioxidant activity by the total antioxidant capacity method indicates that our plant extract has an antioxidant activity, referring to the
standard (ascorbic acid), of 13.03 + 0.58 mg EAA/ g DM. The ABTS test shows that this extract has an antioxidant activity with an IC50

value of 6.20 £+ 0.29 mg/ml. However, this activity remains lower compared to that of Trolox.

The results obtained show that the Caralluma europaea extract, prepared in methanol/acetone mixture, is a source of phenolic compounds

with moderate antioxidant activity.

Keywords: Caralluma europaea, total polyphenol, flavonoids, tannins, antioxidant activity, ABTS, IC50, total antioxidant capacity.



