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Résumé

Ce travail constitue a quantifier les polyphénols, les flavonoides et les tanins et a évaluer
I’activité antioxydante, in vitro, de I’extrait du méthanol/acétone de la partie aérienne de
Caralluma europaea vendu chez I’herboriste. Le rendement d’extraction est de 10,88 %. Les
contenus de I’extrait en polyphénols, en flavonoides et en tanins sont 2,56+0,17mg EAG/g
MS, 1,32+0,16 mg EC/g MS et 1,23+0,25mg EC/g MS, respectivement. L’évaluation de
I’effet antioxydant de I’extrait par le piégeage du radical libre DPPH révéle une valeur de Clsg
de 0,366+ 0,007mg/ml ce qui refléte une faible activité comparée a celle du standard, le BHT.
Le résultat de la capacité antioxydante totale montre que 1’extrait a une teneur de12,43 + 1,98
mg EAA/g MS, estimée par rapport & I’acide ascorbique. Les résultats suggerent

que C. europaea un pouvoir antioxydant modéree.

Mots clés : Activité antioxydante, Caralluma europaea, polyphénols, flavonoides, tanins,

DPPH, Clsp, capacité antioxydante totale.



Abstract

This work is to quantify polyphenols, flavonoids and tannins and to evaluate the antioxidant
activity, in vitro, of the methanol/acetone extract of the aerial part of Caralluma europaea
sold at the herbalist. The extraction yield was 10.88%. The contents of polyphenols,
flavonoids and tannins in the extract are 2.56+0.17mg EAG/g DM, 1.32+0.16mg EC/g DM
and 1.23+0.25mg EC/g DM, respectively. Evaluation of the antioxidant effect of the extract
by DPPH free radical scavenging reveals an 1C50 value of 0.366+ 0.007mg/ml which reflects
a low activity compared to that of the standard, BHT. The result of total antioxidant capacity
shows that the extract has a content of 12.43+ 1.98 mg EAA/g DM, estimated against ascorbic
acid. The results suggest that C. europaea has a moderate antioxidant capacity.

Keywords : Antioxidant activity, Caralluma europaea, polyphenols, flavonoids, tannins,
DPPH, IC50, total antioxidant capacity.



Liste des photos

Photo 1:Caralluma europaea cachée dans les crevasses des roChers.........ccoceveveveieiveeeienen, 6
Photo2 : Tiges et feuilles de Caralluma eUrOPaEa. ..........cceeeerieeiieiieie e 8
Photo3: Fleurs de Caralluma EUIOPAEA...........cuecvieieiierie e ceesie ettt 9

Liste des figures

Figure 1: Carte de distribution de Caralluma europaea (lignes brisées). Sa localité type (ltalie,
Lampedusa) est marquéee par UN tHangle.........oooveieeiiei i 7

Figure 2: Les deux voies principales de production de composés phénoliques dans les plants

.................................................................................................................................................. 14
Figure 3: Squelette de base des flaVONOTUES .........c.coeiiiiiiiiiiriee e 16
Figure 4: Principales classes de flavonoldes...........ccceiveviiieiieie e 16
Figure 5: Principales sous-classes des flavonoides...........ccoeiveieiieiiiiiicic e 17
Figure 6: Classification des antioxydants par le Conseil, adaptée de Carocho et Ferreira..... 25
Figure 7: Structure chimique du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) ........ 26
Figure 8: Protocole d'extraction des extraits bruts. ...........ccccevveeieeieiieeie e 32
Figure 9: Forme réduite du radical DPPH® ..........cccooiiiiii e 35
Figure 10: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des composés
0101377 0141 0 10] 1o [0 T=E OSSR 39
Figure 11: Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.............cc........ 39
Figure 12: Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins...........c.ceevverievnnnne 40
Figure 13: Courbe d’étalonnage de ’acide ascorbique pour I’évaluation de la capacité
ANTIOXYAANTE TOTAIE. ...ttt 41

Figure 14:Courbe des pourcentages d’inhibitions du DPPH en fonction des concentrations de
I’eXtrait de C. CUIOPACA .....eouviiiiiiiiii ittt b e re e 42
Figure 15: Courbe des pourcentages d'inhibitions du DPPH en fonction des concentrations de
B H T bt n s 43



Liste des tableaux

Tableau 1: Taxonomie de Caralluma BUFOPEEA. .........ccceierviiiriiieieieee s 7
Tableau 2: Les rendements et les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condensés (moyenne + ecart type) dans les extraits du Caralluma europaea. ..........c..cocee.... 38
Tableau 3: Le résultat de test d’inhibition du radical DPPHe, par I’extrait de C. europaea... 42
Tableau 4: Le résultat de test d’inhibition du radical DPPHe par le BHT ..........c.ccovvveineee. 42
Tableau 5: Les activités antioxydantes (moyenne =+ écart type) de 1’extrait de C. europaea

(Guss.) et de standard par deux méthodes, la CAT et le piégeage du radical. ......................... 43

Liste des abréviations

DPPH : radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.
CI150 : concentration d’inhibition a 50%.

CMI : concentration minimale inhibitrice.

Da : daltons.

VIH : virus sida.

UV-Vis : ultraviolet-visible

FRAP : pouvoir antioxydant réducteur ferrique.
Rdt : rendement.

N : normalité.

CAT :la capacité antioxydante totale.



Introduction



Introduction

Les relations entre les plantes et les hommes existent depuis 1’antiquité. L’homme, dans son
environnement, a accordé un intérét croissant pour I'étude des plantes médicinales et leur
utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde (Muthu et al.,2006). En effet, la
majeure partie des thérapies implique 1’exploitation du principe actif des plantes médicinales
(Mpondo et al., 2012). D’autant plus que, ces derniéres années, la phytothérapie par les
plantes riches en alcaloides et en composés phénoliques a connu un grand regain. Ces
molécules peuvent produire une action physiologique définie sur le corps humain
(Aiyelaagbe et Osamudiamen2009) tels que des propriétés anti-inflammatoires,
antioxydantes, anticancéreuses et antibactériennes, qui pourraient constituer une source de

thérapeutique alternative (Kebbou et al., 2019).

L'une des plantes médicinales utilisées est Caralluma europaea de la famille des
Apocynaceae (Asclepiadoideae). C’est une plante distribuée dans le sud-est de I'Espagne, le
sud de I'ltalie, Maroc, 1’ Algérie, la Tunisie, la Libye et 'Egypte, jusqu'en Jordanie et sur l'ile
de Lampedusa. Les especes de ce genre témoignent de leur valeur pour I'homme (Meve et
Heneidak, 2005) et suscitent un grand intérét dans les domaines scientifiques en raison de ses
activités immunostimulantes et pharmacologiques intéressantes (Sireesha et al., 2018). Ces
activités pourraient étre dues a ses composés phytochimiques (Monte et al., 2014 ; Malladi,
et al., 2017).

Les polyphénols, sont particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans plusieurs
domaines et comme antioxydants naturels puissants contre les effets du stress oxydant
(Oszmianski& al., 2007). L’objectif de notre travail est d’étudier ’activité antioxydante d’un

extrait du Caralluma europaea, vendu chez I’herboriste.

Ce travail est subdivisé en deux parties essentielles. La premiere partie comprend trois

chapitres dont :

e Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur la plante ;
e Le deuxieme chapitre sur les métabolites secondaires ;
e Le troisieme chapitre donne un apergu géneral sur le stress oxydatif et antioxydants

ainsi que sur les méthodes d’évaluation de ’activité antioxydants.
La deuxieme partie expérimentale comprend :

e Le premier chapitre décrit le matériel et les méthodes, utilisés dans ce travail ;

e Le deuxieme chapitre rapporte les résultats et une  discussion.
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La plante Caralluma europaea



CHAPITRE I : La plante Caralluma europaea

1. Description botanique de genre Caralluma

Le mot « Caralluma » vient du mot arabe « garh al-luhum », qui signifie blessure dans la
chair ou abceés (Adnan et al., 2014).

Des études moléculaires et génétiques modernes ont montré qu'Asclepiadaceae est considéré
comme une sous-famille dans la famille d'’Apocynaceae (Meve et Liede, 2004). Auparavant,
le genre Caralluma appartenait a la famille des Asclepiadaceae, également connue sous le

nom de famille des Asclépiades (Bensuzan, 2009).

Morphologiquement, la plante de Caralluma est érigée, rampante et brouillonne (Meve et
Liede, 2004). C’est une herbe d'environ 15-45 cm a 1 m de hauteur avec des tiges sous le
gazon. Les fleurs succulentes en forme d'étoile de ces plantes produisent I'odeur la plus
désagréable de toutes les plantes succulentes. Habituellement, ces plantes poussent a la fin de
I'été et les fleurs nauséabondes sont généralement violettes, noires, jaunes, brunes, rouges ou
brun foncé. Ces fleurs sont pollinisées par les mouches, qui sont fortement attirées par ces
plantes (Saxena et Sarbhai, 1975). La fleur est en forme d'ombelle et a diverses couleurs
sombres. Le calice est divisé en 5 parties, de lobes ovales a linéaires-lancéolés (Bensuzan,
2009).

Caralluma est largement répandu en Asie (en Afghanistan, en Inde, en Iran, au Pakistan et au
Sri Lanka), en Afrique, dans la péninsule arabique, aux fles Canaries et en Sud- Est d’Europe
(Meve et Liede, 2004).

Les espéces de ce genre sont adaptées aux conditions ensoleillées et peuvent étre cultivées a
I'extérieur dans des zones douces ou la température n'est pas inférieure a 10 ° C ou dans des

serres ou des jardins de fenétres (Mustafa, 2014).

Caralluma est un petit genre de six espéces, montrant une répartition étonnamment
septentrionale et étendue. Il existe une variabilité florale et végétative considérable. Ce qui a
incité de nombreux taxonomistes et fleuristes régionaux a décrire les races morphologiques,
écologiques ou géographiques comme de nouvelles espéces, sous-especes, varietés ou formes.
(Meve et Heneidak, 2005 ).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X18301402#b0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X18301402#b0130
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2. Description botanique de I’espece Caralluma europaea

2.1. Définition et répartition géographique

Caralluma europaea (Guss.) ou Apteranthes europaea (Guss.) Murb., de la famille des
Apocynacees, est localement connue sous le nom de « ddagmds » (Meve et Heneidak,
2005). C’est une espece succulente sans feuilles, trés cachée dans les crevasses des rochers
ou des buissons de Thymus capitatus et est difficile a voir au premier abord (photo 1) (Dra et
al., 2019).

Photo 1:Caralluma europaea cachée dans les crevasses des rochers (Garcin, 2018).

Cette espece a été décrite pour la premiére fois en Italie, sur la petite fle de Lampedusa en
Méditerranée (dans les criques de la cote sud) (Gussone, 1839). Elle pousse en Jordanie et
dans les pays méditerranéens (Dra et al., 2019). C’est 1’une des plantes médicinales les plus
couramment utilisées en médecine traditionnelle, distribuée au Maroc, en Egypte, en Espagne,
en ltalie, en Libye, en Tunisie et en Algérie(figure 1). Sur le c6té méditerranéen, la collecte
est particulierement sporadique, indiquant que l'aire de répartition de I'Afrique est
partiellement dispersée. Cette espéce préfere les peuplements forestiers ombragés, comme le
fond des buissons, ou les plantes sont souvent perturbées. Dans un sol sableux profond, ils
peuvent facilement former des rhizomes (Meve et Heneidak, 2005 ).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X18301402#b0130
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X18301402#b0130

CHAPITRE I : La plante Caralluma europaea

omc 0 20° 40°
Figure 1: Carte de distribution de Caralluma europaea (lignes brisées). Sa localité type

(Italie, Lampedusa) est marquée par un triangle (Meve et Heneidak, 2005).

2.2. Taxonomie

Tableau 1: Taxonomie de Caralluma europaea (Crespo villalba, 2006).

Famille : Apocynaceae

Sous- famille : Asclepioidea

Tribu : Ceropegieae
Sous-tribu : Stapeliinae

Genre Espéce : Caralluma europaea

2.3. Synonymes et noms vernaculaires

e Les synonymes de la plante sont :

Boucerosia europaea (Guss.) G. Nicholson, Caralluma europaea (Guss.) NEBr., Ceropegia
europaea (Guss.) Bruyns, Desmidorchis europaea (Guss.) Kuntze, Stapelia europaea Guss

(Govaerts, 1995) et Apteranthes europaea Guss (Meve et Liede, 2004).

e Elle est connue sous les noms vernaculaires suivant : « Daghmous », « Zakkum » ou
« Tikiwt » (Bellakhdar et al., 1991 ; Bellakhdar, 1997).
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2.4. Morphologie de Caralluma europaea

Cette espece forme de gros blocs d'un diamétre de 15 a 20 cm (Sajeva et Bellini, 1984). Sur
les roches, les plantes forment généralement des grappes compactes de tiges assez épaisses
(jusqu'a 30 mm de diameétre) (Meve et Heneidak, 2005 ). Sa tige est quadrilatérale, les plus
jeunes sont verts et ont de petites feuilles qui se fanent rapidement, tandis que les plus
anciennes sont grises, brdlées par le soleil et en forme de vent, symbolisant I'ile (Photo 2)
(Sajeva et Bellini, 1984).

Photo2 : Tiges et feuilles de Caralluma europaea (Homrani Bakali, 2018).

La forme de rudiment foliaire est une caractéristique de haute spécificité taxonomique dans de
nombreux groupes de cette famille et elle est tres variable chez Caralluma europaea. Les
couleurs vont du vert clair uniforme au vert foncé ou bleu-vert foncé, et souvent mouchetées

de vert foncé ou de violet ( Meve et Heneidak, 2005 ).

La disponibilité accrue de matériel végétal a prouvé la variabilité infraspécifique surtout en ce
qui concerne la structure, de taille et la ciliation de la corolle florale (Jonkers et Walker,
1993.) qui ont une odeur de I'urine et une douce odeur de pourriture sensu. La couleur de base

de la surface de la corolle, constituée de poils simples ou de cils en surface.

En Europe et en Afrique, il existe des rayures transversales denses, dont la couleur va du
rouge brique au rouge violacé (Photo 3). Il existe d’autres formes avec des rayures brunes

grossiéres sur fond vert (Meve et Heneidak, 2005) ou brun rougeatre avec des rayures
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jaunes. Les fleurs ont 10 a 15 mm de diamétre (Sajeva et Costanzo, 1994). Le fruit est un

follicule qui se desséche & maturité (Sajeva, 1984).

Photo3: Fleurs de Caralluma europaea (Hassler, 2021).

3. Utilisation traditionnelle de C. europaea
En médecine traditionnelle, il est recommandé de mélanger la partie aérienne de C. europaea
avec du miel ou du lait, sous forme de jus ou de poudre pour lutter contre les maladies, telles
que l'inflammation, les ulceres, le diabéte et les bactéries infectieuses (Bellakhdar et al.,
1991).

4. Composition chimique et activiteés biologiques de C. europaea
Les espéces du genre Caralluma sont connues pour leur richesse en composés phénoliques
(Villano et al., 2007 ; Priya et al.,, 2012 ; Devi et Dhamotharan,2016). Le criblage
phytochimique a révélé la présence de flavonoides, alcaloides, quinones, tanins catéchiques,
tanins galliques et saponines (N'Guessan et al., 2009 ; Dohou et al., 2003). Une corrélation
positive a été trouvée entre la propriété antioxydante et les polyphénols qui sont bien connus
pour posséder une activité antioxydante élevée (Villano et al., 2007).

Les espéces du genre Caralluma sont riches en glycosides polyhydroxypregnane estérifiés,
dont certains ont montré une activité antitumorale, tandis que d'autres sont considérés comme
des précurseurs cardénolides. Ce genre est également caractérisé par la présence de flavones
glycosides (Bader et al., 2003).
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Quatre des volatiles les plus abondants (pentane, hexadécane, heptane et acide
hexadécanoique) sont trouves dans C. europaea qui sont phéromone male pour Danaus
Chrysippus (un papillon dont les larves sont riches en cardénolides comme les Apocynaceae)
(Schulz et al., 1993).

Le genre a été largement exploré pour une variété d'activités pharmacologiques
(antiparasitaires, neuroprotectrices...) (Wen et al.,, 2016). En raison de ses effets
thérapeutiques presumes, la littérature antérieure a rapporté certaines activités
pharmacologiques de C. europaea telles que les activités antinociceptives, antiulcéreuses,
antihyperglycémiques, antioxydantes et cytotoxiques, anti-inflammatoires, anti-kystes,
anticancéreux, anti-diabétiques, anti-gastro-intestinaux, anti-athérosclérose et antimicrobiens
(Adnan et al., 2014).

5. Les etudes antérieures
Les études antérieures sur Caralluma europaea montrent que :

Une étude de I’activité antioxydante évaluée par la méthode de piégeage du radical (DPPH), a
montré que I'huile essentielle présentait une activité antioxydante avec la valeur de Clso 1,45+
0.019 mg/ml. L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle a inhibé les bactéries Gram-
positives (Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus cereus et Bacillus subtilis a
des concentrations de 7,5 mg/ml, 7,5 mg/ml, 3,75 mg/ml et 3,75 mg/ml respectivement). En
revanche les bactéries Gram-négatives (Escherichia coli, Klebsiella pneumonia et
Pseudomonas aeruginosa) ont été inhibées avec les valeurs de CMI les plus élevées (30
mg/ml), indiquant que I'huile essentielle a une faible activité contre les bactéries Gram-
négatives. L'huile essentielle a également montré une activité anticandidale intéressante
contre les souches de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. Krusei, et C. parapsilosis avec
des valeurs CMI de 3,75 mg/ml, 7,5 mg/ml, 7,5 mg/ml, 1,875 mg/ml, respectivement) (Ait
Draetal., 2018 a).

L’étude antidiabétique a montré une activité anti hyperglycémique évidente et puissante de
I'extrait méthanolique de cette plante a une dose de 500 mg/Kg contre le diabete induit par

I'alloxan chez les souris (Ait Dra et al., 2018 b).

L’étudié sur la toxicité aigué, de deux extraits (éthanoliques et acétate d’éthyle) de C.

europaea, a montré que la DLsg évaluée, in vivo, sur des souris est supérieure a 5 g/kg. En
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fait, aucune mortalité ou signe de toxicité et aucun changement de poids corporel n'a éeté
observé pendant les 48 heures suivant I'administration d'une dose unique (0,5, 1, 2,5 et 5 g/kg
de poids corporel) de chacun de ces deux extraits (Kebbou et al., 2019).

L’activit¢é  antiproliférative  des  composés  naturels des  parties  aériennes
de Caralluma europaea a été testée contre deux lignées cellulaires humaines de cancer du
sein, MDA-MB-231 et MCF-7 (cellules tumorales mammaires la plus utilisée dans les
laboratoires de recherche sur le cancer du sein). Les saponines ont clairement montré
une activité antiproliférative significative sur les deux lignées cellulaires, avec des valeurs de
Clsode 5,097 wg / ml et 4,195 g / ml contre MCF7 et MDA-MB-231, respectivement. Les
résultats suggerent que cette plante peut avoir un potentiel considérable pour le
développement d'agents anticancéreux naturels efficaces. Le contenu phénolique des parties
aériennes de C. europaea a été déterminé. La valeur était de 51,42 + 0,003 mg équivalent
d’acide gallique/g d'extrait. Concernant la teneur totale en flavonoides, la valeur était de 20,06
+ 0,007 mg équivalent de la catéchine /g d'extrait. En ce qui concerne 1’étude de I’activité
antioxydante, la fraction riche en flavonoides (Cl so = 1,51 mg/ml) était plus prononcée par
rapport aux autres extraits hydroéthanoliques (Cl so = 1,628 mg/ml), aux saponines (Cl so =
1,94 mg/ml) et aux mucilages (Cl so0 = 9,674 mg/ml) par la méthode de piégeage du radical
DPPH.

L'analyse statistique a montré une différence significative entre les valeurs Cl 5o de tous les

extraits testés et celle de I'acide ascorbique (Cl so = 0,23 mg/ml) (Amrati et al., 2020).
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1. Métabolites secondaires

Contrairement aux métabolites primaires qui sont des protéines, des glucides et des lipides, les
plantes ont des métabolites dits « secondaires » (Krief, 2003). Ce sont des molécules
organiques complexes synthétisées par les plantes autotrophes et elles sont responsables des
fonctions périphériques indirectement nécessaires a la vie des plantes (Boudjouref, 2011).

Les métabolites secondaires sont exprimeés dans différentes parties de plantes (feuille, racine,
bourgeon, écorce), a différents stades de croissance (plantule, graines, arbres matures), sous
différentes pressions de Il'environnement (microorganismes envahissants, herbivores)
(Verpoote, 1998).

lIs participent & I'adaptation des plantes a I'environnement, & la régulation des symbioses et
autres interactions plantes-animaux a la tolérance des plantes aux différents stress biotiques
(pathogeénes, blessures, symbiose) ou non biotiques (lumiere, rayonnements ultraviolets, basse
température, carences) et pour attirer les agents responsables de la pollinisation. lls peuvent

étre des anti-nutriments et nombreux sont toxiques. (Boubakri, 2014 ; Mansour, 2015).

2. Les composés phenoliques
Les composés phénoliques ou polyphénols sont les métabolites secondaires les plus abondants
et les plus omniprésents dans le régne végétal. A I'neure actuelle, il existe plus de 8 000
structures phénoliques connues, avec des structures et des poids moléculaires trés divers,
allant des simples composés phénoliques <100 Da a des structures hautement polymérisées>
30 000 Da. Les polyphénols sont largement distribués dans les aliments humains (aliments et
boissons d'origine végétale) et contribuent leurs qualités organoleptiques des aliments

végétaux (couleur, astringence, aréme, amertume) (Visioli et al., 2000 ; Ky et al., 2016).

Ils sont dérivés par deux voies métaboliques principales : la voie de I'acide shikimique et la

voie acétate / acide malonique (Ghasemzadeh, A. et Ghasemzadeh, N. 2011).

La voie de I'acide shikimique est la voie essentielle pour la biosynthése des acides aminés
aromatiques : phénylalanine, tyrosine et tryptophane utilisés comme précurseurs des
flavonoides, acides phénoliques, alcaloides ... (Ghasemzadeh, A. et Ghasemzadeh, N.
2011).

La glycolyse et la -oxydation conduisent a la formation d'acétyl-CoA qui a son tour produit
du malonate et la condensation répétée d'unités « d’acétate » produit la cyclisation de la

chaine polycétonique et la formation de composés phénoliques (Figure 2) (Akroum, 2010).
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Figure 2: Les deux voies principales de production de compsés phénoliques dans les plantes
(Visioli et al., 2000).

Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytoplasme et sont donc stockés dans des
vacuoles spécifiques et des parois. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugués avec des
sucres ou des acides organiques, augmentant ainsi leur solubilité et limitant leur toxicité pour
les cellules. Au niveau de la paroi, ils ont constaté que la lignine et les flavonoides sont

principalement liés a la structure pariétale (Bénard, 2009).

IIs ont une structure commune contenant un noyau benzénique aromatique avec un ou
plusieurs substituants hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : ester ou hétéroside.
IIs représentent un groupe large et diversifié de molécules composé de deux familles
principales : les flavonoides basés sur un squelette commun Ce-C3-Ces (les flavones, les
flavanones, les flavonols, les isoflavones, les anthocyanes, les proanthocyanidines et les
flavanols) et les non-flavonoides (les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les

lignines, les coumarines et les tanins) (Ky et al., 2016).

Ils présentent des propriétés antibactériennes et sont des phytoalexines (Hoffmann, 2003). Ce
sont de antioxydants puissants (Oszmianski et al., 2007) parce qu'ils peuvent piéger les
radicaux libres et activer d'autres antioxydants présents dans le corps. Ce principe a été utilisé

pour fabriquer une variété de médicaments, tels que le Daflon (Kenny et al., 2007).
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3. Les flavonoides
Les flavonoides constituent le groupe le plus répandu et le plus commun de composes
phenoliques végetaux et sont les principaux composants colorants des plantes a fleurs (Koes
et al., 2005).

IIs sont connues d’étre synthétisées par les plantes en réponse a des infections microbiennes
(Dixon et al., 1983)et leurs activités et leurs propriétés chimiques (la délocalisation des
électrons, le réarrangement moléculaire, le piégeage ROS, la liaison hydrogéne intra et
intermoléculaire, la chélation des ions métalliques, les effets stériques et les propriétés
électroniques) dépendent de leur structure, du degré d'hydroxylation, d'autre substitution et

conjugaison et du degré de polymérisation (Kelly et al., 2002 ; Li et al., 2018).

IIs ont une structure benzo-y-pyrone (Mahomoodally et al., 2005). Ayant une chaine
principale de 15 atomes de carbone, qui sont composés de deux cycles benzéniques A et B
reliés par un cycle pyranne hétérocyclique (cycle C) pour former le noyau flavane Cs-C3-Cs
qui sont représentés sur la figure 3 (Petrussa et al., 2013). Le noyau B et le pont de carbone
constituent une unité phénylpropanoides synthétisée a partir de la phénylalanine dérivant de la
voie de I’acide shikimique, et le noyau A provenant a partir de la condensation des 3 unités

d'acétate via la voie de I’acide malonique (Crozier, 2003).

Les flavonoides se présentent sous forme d'aglycones, de glycosides et de dérivés méthylés
(Lietal., 2018).
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Figure 3: Squelette de base des flavonoides (Chira et al., 2008).

En bleu ciel, pont 3 carbones ; en bleu médian, partie provenant de la voie de I’acide shikimique ; en bleu fonce,

partie provenant de la voie de [’acétate

3.1.La classification :
La position du substituant aryle divise la famille des flavonoides en différentes catégories, a
savoir les flavonoides (2-arylflavanes), les isoflavonoides (3-arylflavones) et les
néoflavonoides (4-arylflavanes) (Kumar et Pandey, 2013). De plus, les flavonoides
apparaissent souvent sous la forme de composés de flavane a chaine ouverte pour produire de
la chalcone, ou sous la forme de dérivés du cycle C a 5 chainons, des aurones et les auronols
(figure 4).

(@]
o [

Neoflavonoids
D s D

O O 0]

Chalcones Aurones Auronols

o)

Flavonoids Isoflavonoids

b

Figure 4: Principales classes de flavonoides (Catarino et al., 2016).
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Généralement, les changements dans le niveau d'oxydation et les modeles de substitution du
cycle C impliquent le groupe fonctionnel cétone (pyrone ou furanone) et / ou le groupe 3-
hydroxyle sur le noyau du flavonoide, ce qui entraine diverses classes, y compris les flavones,
les flavon-3-ols et flavanones, dihydroflavon-3-ol et les anthocyanines (figure 5). La plupart

des flavonoides naturels ont divers substituants sur leurs cycles A et B, tels que le groupe

OH

hydroxyle et le groupe méthoxyle (Kumar et Pandey, 2013).

Flavones Flavon-3-ols Flavan-3-ol
0O O 0o ‘
® ® D@
OH =
O 9]
Flavanones Flavanon-3-ols Anthocyanins

Figure 5: Principales sous-classes des flavonoides (Catarino et al., 2016).

3.2.Les propriétés biologiques des flavonoides :
Le comportement et I'activité biologique des flavonoides dépendent de sa structure chimique
(y compris la structure de base, la configuration, le nombre et la distribution des groupes
hydroxyle, ainsi que le type et le degré de substitution des groupes fonctionnels) et des

propriétés physicochimiques telles que taille, solubilité, et lipophilie (Hollman et al., 1995).

Les flavonoides peuvent réduire la fragilité des capillaires et protéger les cellules épithéliales
de l'attaque des especes réactives de l'oxygene, préservant ainsi la structure des vaisseaux
sanguins (De Feudis, 1998).

Des études épidémiologiques, animales et cliniques ont lié la consommation d'une
alimentation riche en flavonoides a la reduction du risque de maladie cardiovasculaire et ont
mis en évidence leur capacité antioxydante et I'amélioration de la fonction endothéliale,

propriétés antithrombotiques et hypolipidémies de divers flavonoides (Stangl et al., 2007).
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Certains flavonoides ont une activité antioxydante plus éleveée que certains antioxydants
courants, tels que les vitamines C et E (Prior et Cao, 2000) et jouent un role important dans
la prévention des dommages oxydatifs et ont des effets thérapeutiques dans diverses
pathologies, en particulier les cardiopathies ischémiques, I'athérosclérose et le cancer (Jang et
al., 1997).

Ce pouvoir antioxydant est di a leurs fonctions de piégeurs de radicaux libres (Hanasaki et
al., 1994) et a leur interaction avec différentes enzymes (Bors et al., 1996). Il existe une
structure O-dihydroxy dans le cycle B, ce qui leur confére une plus grande stabilité pour la
forme radicale et participe a la délocalisation des électrons. La fonction 4-oxo de la double
liaison associée au cycle C et les groupes 3- et 5-OH avec fonction 4-oxo dans les anneaux A

et C sont nécessaires pour exercer un potentiel antioxydant maximal (Merck, 2000).

Les autres effets pharmacologiques des flavonoides comprennent les antibactériens, anti-
inflammatoires (lranshahi et al., 2015), hépatoprotecteurs (Vazquez et al., 2017),
rénoprotecteurs (Athira et al.,, 2016), anti-diabétiques (Keshari et al., 2016),
cardioprotecteurs (Testai, 2015), anti-neurodégénératifs (Ayuso et al., 2017), protection
gastro-intestinale (Antonisamy et al., 2016), antigénotoxiques et antimutagene (Zarev et al.,
2017),antiprolifératifs, anti-métastases et cardioprotecteurs (George et al., 2017). Des études
épidémiologiques ont prouvé que la consommation de flavonoides est inversement

proportionnelle a l'incidence du cancer (Petrick et al., 2015).

4. Tanins
Le terme « tanin » est tres ancien et reflete des techniques traditionnelles. « Tannage »
(imperméable et conservation) est un terme utilisé dans la littérature scientifique pour décrire
le processus de transformation des cuirs ou des peaux brutes d'animaux en cuirs durables
(Shahat et Marzouk, 2013).

Les tanins sont un groupe de métabolites secondaires phénoliques des végétaux, de poids
moléculaire relativement éleveé, avec la capacité de se complexer fortement avec les glucides
et les protéines (Porter in : Harborne, et Dey, 1989). Ils se présentent sous forme de poudre
amorphe ou masse lache et brillante, jaune clair ou blanche, presque incolore, avec une odeur

et une astringence étrange (Falbe et Regitz, 1995).

Les tanins ont 12 a 16 groupes phénoliques et 5 a 7 cycles aromatiques avec un poids
moléculaire relatif de 1000 Da (Ky et al., 2016)

18



CHAPITRE Il : Les métabolites secondaires

Ces substances ont une importance nutritionnelle importante. Ils sont largement répandus
dans les arbres, les arbustes, les légumineuses, les céréales. D'une maniere générale, les
parties vulnérables des plantes, a savoir les nouvelles feuilles et fleurs, ont une concentration
de tanin plus élevée, et divers facteurs tels que la température, I'intensité lumineuse, le stress
hydrique et les nutriments, la qualité du sol et la topographie influencent sur la concentration
de tanin dans les plantes (Frutos et al., 2004). IIs sont liés a la prévention des infections, des
insectes ou des herbivores (Haslam, 1989).

Les tanins sont utilisés comme caustiques pour les colorants cationiques (colorants de tanin)
dans l'industrie de la teinture, et ils sont également utilisés dans la production d'encres (encres
au gallate de fer). Dans I'industrie alimentaire, les tanins sont utilisés pour clarifier le vin, la
biére et les jus de vin (Wrdig et Woller, 1989), et comme coagulant dans la production de
caoutchouc (Falbe et Regitz, 1995).

4.1.La classification

Les tanins sont subdivisés en deux groupes :

- Tanins hydrolysables (TH) : Ce sont les tanins galliques et ellagitannins (Ky et al., 2016).
Ce sont des composés contenant un noyau central de glucose ou d'un autre polyol estérifié
avec de l'acide gallique, appelés gallotannins, ou avec de l'acide hexahydroxydiphénique,
appelés ellagitannins. La grande variété de la structure de ces composés est due aux
nombreuses possibilités de formation de liaisons oxydatives. Les réactions d'oxydation
intermoléculaires donnent naissance a de nombreux composés oligomeres ayant un poids

moléculaire compris entre 2 000 et 5 000 Daltons (Khanbabaee et van Ree, 2001).

-Les tanins condensés (TC) : Sont des oligomeéres ou des polymeres de flavan-3-ols liés par
des liaisons carbonées entre flavonoides. On les appelle proanthocyanidines car elles sont
décomposées en anthocyanidines par oxydation catalysée via un acide aprées chauffage dans
une solution alcoolique acide (Koleckar et all., 2008).

La méme plante peut contenir a la fois des TH et des TC, mais certaines plantes peuvent
contenir principalement des TH, tandis que d'autres contiennent des TC (Haslam, 1989) et

certains types de TC peuvent dominer dans certaines plantes (Waghorn, 2008).
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4.2.Les propriétés biologiques des tanins :

Les tanins sont généralement un ingredient actif des plantes médicinales. Ils sont largement
utilises, avec des utilisations allant du tannage connu aux utilisations médicales en passant par

I'industrie alimentaire. (Haslam et Nat, 1996).

En médecine, en particulier dans les médecines naturelles asiatiques (japonaises et chinoises),
des extraits de plantes contenant des tanins sont utilisés comme astringents, anti-diarrhée
(Yoshida et al., 1991), diurétiques (Hatano et al., 1991), anti-tumeurs gastriques et
duodénum (Saijo et al., 1989), anti-inflammatoires, antiseptiques et hémostatiques (Haslam,
1989). Des tests biologiques approfondis ont montré que de nombreux représentants de cette
catégorie ont des activités antivirales, antibactériennes et antitumorales (Grunwald et Nachr,
1998 ; Haslam, 1996). Par exemple, certains tanins peuvent inhiber sélectivement la
réplication du VIH (Kashiwada et al., 1992). Il existe des preuves épidémiologiques
suffisantes que les tanins peuvent étre utilisés pour le traitement externe de I'inflammation et
des blessures cutanées, et la consommation de tanin peut empécher l'apparition de maladies

chroniques (Serrano et al., 2009).

Les effets biologiques des tanins ont été largement étudiés a l'aide de divers modeéles in vitro

ou in Vvivo :

e Bioactivité, in vitro

Les tanins ont une variété d'activités biologiques in vitro, dont les propriétés antioxydantes et
antibactériennes ont été la recherche la plus approfondie. lls peuvent inhiber la peroxydation
lipidique et ont la capacité de piéger les radicaux libres, qui sont trés importants dans I'état
prooxydant des cellules. La plupart de I'activité des tanins, y compris leurs capacités a piéger
les radicaux libres, dépend en grande partie de leurs structures et de leur degré de
polymeérisation (Tian et al., 2012 ; Jerez et al., 2007). De plus, les tanins semblent affecter la
croissance bactérienne par de multiples mécanismes. Celles-ci sont indirectes, en inhibant les
enzymes microbiennes extracellulaires, ainsi qu'en privant les microbes des substrats
nécessaires a leur croissance. lls peuvent également étre directs, agissant sur le métabolisme
microbien en inhibant la phosphorylation oxydative (Okuda et Ito, 2011 ; Serrano et al.,
2009). L'activité antivirale se produit principalement en inhibant I'absorption virale (Okuda,
et Ito, 2011 ; Cheng et al., 2002).

Les autres activités biologiques comprennent l'activité cardioprotectrice, l'inhibition de la

libération d'histamine et l'activité cytotoxique. Le tanin a un effet cardioprotecteur en

20



CHAPITRE Il : Les métabolites secondaires

induisant la stabilité du tissu péricardique, en inhibant la dégradation enzymatique de
I'élastine et en réduisant la calcification de la paroi aortique liée au glutaraldéhyde
(Karthikeyan et al., 2007 ; Beretta et al., 2009).

e Bioactivité, in vivo
Dans la plupart des expériences in vivo, on utilise principalement des extraits, des jus ou des
fruits dont I'activité décrite est connue ou supposée étre bénéfique pour la santé
(Chandranayagam et al., 2013 ; Xiong et al., 2014 ; Vasconcelos et al., 2010). Les activités
les plus étudiées : activité antioxydante, activité antibactérienne, activité antivirale, activité
cardioprotectrice, inhibition de la libération d'histamine, activité cytotoxique, effets anti-
obésité, propriétés anti-inflammatoires et cicatrisantes (Sieniawska et Baj, 2017).
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1. Les espéces réactives de I’oxygéne (ROS)

Les espéces réactives de I'oxygene (ERO ou ROS) sont des molécules dérivées de la réduction

de l'oxygene ayant un seul électron dans leur couche externe (Rezaire, 2012). lls
comprennent, par exemple, I'anion superoxyde (O2 "), le peroxyde d'hydrogéne (H20) ou le

radical hydroxyle (HO') (Bailly et al., 2008).

Les ROS peuvent étre produits soit par des sources externes (par exemple, la fumeée de tabac,
le stress), ou en tant que sous-produits pendant le transport d'électrons mitochondrial de la
respiration aérobie ou par des enzymes oxydoréductases et des oxydations catalysees par des
métaux (Cederbaum et al., 2009).Au cours de l'oxydation, elles sont produites a de faibles
niveaux dans des conditions physiologiques normales, nécessaires au maintien des fonctions
cellulaires normales telles que la signalisation, I'immunité et I'noméostasie (West et al.,
2011).Mais leurs effets biologiques dépendent des types de cellules ou de tissus en relation
avec la production d'enzymes, la transduction de signaux et la réparation de 'ADN (George
et al., 2018). Les cellules ont développé un systeme de défense antioxydant pour maintenir

I'équilibre entre la production de ROS et leur élimination (West et al., 2011).

Le déséquilibre entre la production de ROS et les systemes de défense antioxydants
enzymatiques est appelé stress oxydatif (Qian et al., 2018). La production excessive de ROS
au-dela des mécanismes de défense de l'organisme peut étre extrémement nocive pour les
fonctions cellulaires en endommageant les acides nucléiques, en oxydant les protéines et en
provoquant une peroxydation des lipides (Sanchez, 2016). Les dommages cellulaires résultant
sont apparus comme un facteur majeur du vieillissement et des maladies dégénératives du
vieillissement telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, le déclin du systéeme
immunitaire, les maladies du foie, le diabete sucré, I'inflammation et le dysfonctionnement
cérebral, entre autres (Halliwell, 1994 ; Kozarski, 2015).

Les antioxydants s'opposent au stress oxydatif en neutralisant les radicaux libres, car ce sont
des agents réducteurs qui réagissent avec les ROS et les tamponnent comme une forme de

défense contre le stress oxydatif (Sies, 1994).

2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif reflete un déséquilibre entre la production excessive de radicaux oxygene
d'un organisme et sa capacité réduite a se détoxifier (Meng et al., 2017), conduisant a une

perturbation de la signalisation et a des dommages moléculaires (Sies, 2015).
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Néanmoins, I'exposition au tabac, a I'alcool, aux radiations ou aux toxines environnementales
induit la production d'un nombre excessif de d'especes réactives, qui perturbent I'équilibre
entre I'oxydation et I'anti-oxydation (Li et al., 2015 ; Zhou et al., 2016).

De nombreuses études mettent en lumiere le rdle important de la surproduction d'especes
réactives de I'oxygene (ROS) dans le développement de différents types de cancer, car cela
augmente les mutations et les dommages de I'ADN, augmentant la tendance aux altérations du
génome et la croissance des cellules cancéreuses (Nogueira et Hay, 2013 ; Prasad et al.,
2017). Bien qu'un traitement antioxydant soit considéré comme une chimioprévention

pouvant potentiellement protéger des Iésions oxydatives (Tong et al., 2015).

3. Les antioxydants
Un antioxydant est un agent réducteur défini comme une molécule qui peut recevoir des
électrons et/ou donner de I'hydrogéne (Griffiths, 2016). Ce sont des molécules qui empéchent
I'oxydation ou inactivent les especes réactives de I'oxygene et préviennent ainsi les dommages

oxydatifs des cellules et des tissus corporels (Halliwell, 2007).

Il est essentiel que le systeme antioxydant humain puisse fonctionner de maniére optimale
afin d'assurer la protection de I'environnement des facteurs de stress abiotiques
environnementaux, tels que les radiations et les toxines environnementales (Xu et al., 2017 ;
Cassidy et al., 2020).

3.1. Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon le solvant de milieu en deux groupes de base : (1)
lipophiles et (2) hydrophiles. Un autre critére de classification des antioxydants est le site de
leur origine et la voie de leur pénétration dans I'organisme. De ce point de vue, ils peuvent
étre classés en : (1) exogenes, pénéetrant dans I'organisme depuis I'extérieur (Santrucek et
Krepelka, 1988) et qui sont principalement des dérivés des aliments et des plantes
médicinales, tels que les fruits, les légumes, les céréales, les herbes médicinales
traditionnelles (Cai et al., 2004 ; Zhang et al., 2016), et (2) endogénes, synthétisés dans
I'organisme et transportés jusqu'au site d'action par le systeme humoral. Ainsi, les
antioxydants peuvent étre répartis dans les deux groupes de base suivants : (1) les

antioxydants naturels et (2) les antioxydants synthétiques (Santrucek et Krepelka, 1988).
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Les antioxydants sont aussi classes en deux catégories : les antioxydants enzymatiques et les
antioxydants non enzymatiques (figure 6). Chaque catégorie joue un rdle complémentaire de
protection contre les radicaux libres dans les systemes humains. (Carocho et Ferreira, 2013).

l Antioxidants I
I Enzymatic l — ' Non Enzymatic |
.I e e ] |
I l e . . .
|Prima|)' enz)y mesl I Secondary enzymes I\ itamins & Derivatives I
- C ofactors

| Carotenoids

H -
[ Flavonoids | Organosulfur
| compounds Nitrogen non-protein

compounds

IFImonols | I Flavanols ] l.-\nlh(x'_\anins]

l Isoflavonoids ' Il-‘la\anonos I lFlmonesl IPI‘("'OIK‘“C'dsl

| Hydroxycinnamic ucidsl | Hvdroxybenzoic acids l

Figure 6: Classification des antioxydants par le Conseil, adaptée de Carocho et Ferreira
(Carocho et Ferreira, 2013).

3.2. Les antioxydants végétaux

Pour prévenir les dommages oxydatifs, les plantes possedent un vaste systéeme de défense
antioxydant composé d'enzymes et de métabolites tels que des métabolites secondaires (les
polyphénols, les flavonoides...) et qui participent a la détoxification des ROS sous différents
stress environnementaux (Du et al., 2018 ; Nadarajah, 2020).

Il a été suggéré que les molécules polaires présentes dans les extraits végétaux contribuent a
I’augmentation de 1’activité antiradicalaire (Yang et al., 2008). Les composés phénoliques
semblent étre de bons candidats pour leurs activités anti oxydantes du fait de la présence de
nombreux groupements fonctionnels hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux libres
(Roudsari et al., 2009).

Il existe une relation entre la structure des polyphénols et leur capacité a piéger les radicaux

libres.Les polyphénols et plus particulierement les flavonoides sont capables de réduire

25



CHAPITRE 111 : Le stress oxydatif et les antioxydants

rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROO¢), alkoxyles (RO¢) et hydroxyle par
transfert d’hydrogéne (Morand et Milenkovic, 2014).

4. Les méthodes de mesuré I’activité antioxydante
Sur la base des réactions chimiques impliqueées, les principaux tests de capacité antioxydante
peuvent étre grossierement divisés en deux catégories : (1) les tests basés sur la réaction de
transfert d'atomes d'hydrogene (HAT) et (2) les tests basés sur la réaction de transfert
d'électrons simples (ET). Les tests bases sur le transfert d'électron unique impliquent une
réaction d'oxydoréduction avec I'oxydant (Huang et al., 2005).

Pour mieux évaluer les capacités antioxydantes des extraits de produits naturels, en particulier
ceux qui sont fréquemment consommeés par les gens, différents tests d'évaluation ont été mis

au point (Xu et al., 2017). Parmi lesquels :

4.1. Test du piégeage du radical libre (DPPH)

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), I'un des rares radicaux azotés organiques
stables, est utilisé pour analyser I'activité antioxydante (Zaghdoudi et al., 2016). Le DPPH
possede une couleur violette profonde et un maximum d'absorption UV-Vis a 515 nm (Prior,
et al., 2005). Il fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-
activité antioxydante des composés phénoliques (Osman, 2011 ; Floegel et al., 2011). Il

posséde un électron non apparié¢ sur un atome du pont d’azote (figure 7) (Popovici et al.,

2009).
.0

H‘
0,N NO,

NO,

Figure 7: Structure chimique du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
(Osman, 2011).
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Les composes testés (antioxydants) réduisent le radical DPPH de couleur violette intense (a
température ambiante) en DPPH-H. Son passage a la forme non radicalaire, aprés saturation
de ses couches électroniques s’accompagne d’une disparition de la coloration violette (Hadj
Salem, 2009). Le pouvoir réducteur peut étre évalué en mesurant la diminution de son

absorbance. Au final, les résultats sont indiqués par la Clso (Antolovich et al., 2002).

DPPH" + AH » DPPH-H+A’

(violet)

Avec : AH : un antioxydant

La méthode a pour avantages d'étre relativement simple et peu couteuse (prior et al., 2005).
Cependant, elle a pour inconvénients que des antioxydants peuvent rester inertes face au
DPPH relativement stable. De plus, certaines réactions avec le DPPH sont réversibles et
peuvent mener a une sous-estimation du potentiel des produits testés, et beaucoup

d'antioxydants peuvent réagir plus lentement avec le DPPH (Huang et al., 2005).

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des
composés contenant les groupes SH°, NH™ et OH". Le test s’effectue a température ambiante,

cela évitera toute dégradation thermique des molécules thermolabiles (Salah et al., 1995).

4.2. Le test ABTS

Une deuxiéme méthode colorimétrique qui se base sur un essai de décoloration est rapportée

afin de détecter le pouvoir antiradicalaire d’un compos¢ donné. Le radical préformé 2,2’-
azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ou ABTS™" est généré par 1’oxydation de la
molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium (Re et al., 1999). La formation de
radical ABTS"" se traduit par I’apparition d’une coloration vert bleu intense. En présence
d’un donneur de H', le passage du radical ABTS"" 4 la forme non radicalaire s’accompagne
de la disparition de cette coloration mesurée spectrophotométriguement a une longueur

d’onde de 734 nm. Cette décoloration résulte d’une réaction entre le radical ABTS et un

donneur de H (Hadj Salem, 2009).
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Cette méthode a pour avantages sa simplicité a mettre en ceuvre et sa rapidité. De plus, la
solution d’ABTS est soluble dans I'eau et dans les solvants organiques et n'est pas affectée par

la force ionique (Awika et al., 2003).

4.3. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la capacité

des produits testés a réduire le fer (le passage de la forme ferrique a ferreux) (pellegrini et al.,
2003).

Toutefois, la principale limite de cette méthode réside dans le temps de réaction. En effet, le
potentiel de plusieurs molécules ne peut étre mesuré par FRAP, comme certains phénols qui
réagissent plus lentement et demandent un temps de réaction plus long pour leur détection (30
minutes) (le méme inconvénient que pour la méthode ABTS) (Huang et al., 2005). De plus,
elle n'est pas capable de détecter les protéines ou les composés contenant le groupe

sulfuydryle SH, incluant les thiols, qui peuvent transférer I'hydrogene (Prior et al., 2005).
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1. Matériel et méthodes utilisés

Le présent travail a été réalisé dans le laboratoire des Produits naturels « LAPRONA »,

département de Biologie, Faculté des SNV-STU, Université de Tlemcen.

1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes fraiches de Caralluma europaea ont été achetées chez 1’herboriste a
Tlemcen (Algérie). Le matériel végétal est découpé en petits morceaux et séchée a I'air libre et
a l'abri de la lumiére pendant 10 jours. La plante seéche a été broyée a I’aide de moulin afin

d’obtenir une poudre.

1.2. Produits chimiques, réactifs et matériels utilisés
e Meéthanol ; Acétone; Carbonate de sodium; Folin-Ciocalteu; Acide gallique;
Chlorure d’aluminium (AICI3); Nitrite de sodium (NaNOz): Soude (NaOH);
Catéchine;  2,2’-diphényle-1-picryl  hydrazyl (DPPH); Vanilline; Acide
chlorhydrique (HCI) ; Acide ascorbique ; Acide sulfurique (H2SO4) ; Phosphate de
sodium ; Molybdate d’ammonium ; Butylhydroxytoluene (BHT).

e Rotavapor ; Balance ; Agitateur ; Spectrophotometre.

1.3. Extraction du matériel végetal
Les extraits ont été obtenus par une macération a température ambiante, sous agitation
magnétique, pendant 24 h de 9g de la poudre de plante dans 140 ml d’un mélange méthanol/
acétone (50/50 : v/v). Les extraits ont été évaporés a 1’aide d’un rotavapor a 40°C jusqu’a
I’obtention d’un extrait sec (Figure 8) (Annexe 1).
L’extrait sec est pesé et nous avons déterminé le rendement en extrait sec en calculant le
rapport suivant :

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

P1 : Poids du ballon aprés évaporation ; P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ; P3 : Poids de la

matiere végétale seche de départ.

Les rendements ont éte énoncés dans la moyenne + écart type de trois répétitions. L’extrait
sec est repris, dans quelques millilitres de méthanol pour les dosages et les évaluations de

’activité antioxydante. Il a été conservé a 4°C pour une utilisation ultérieure.
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Og de plante + 140 ml de
méthanol/acétone (50 / 50 - v/ v).

Macération 24 H

—

Filiration

Evaporation de
solvant par un
rotavapor

Conservation a 4°C

Figure 8: Protocole d'extraction des extraits bruts.

1.4. Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits

1.4.1. Polyphénols totaux :

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

e Principe
Le reactif 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 1’oxydation des composés phénoliques par ce

réactif. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe

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 1’aide d’un

spectrophotomeétre a 750 nm (Annexe 2).
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Ce dosage est effectué par la comparaison de la D.O observée a celle obtenue par un étalon
d’acide gallique de concentration connue.

Une gamme étalon a base de ’acide gallique est également préparée a des concentrations
allant de 0 a 500 pg/mL. Les teneurs en Polyphénols totaux des extraits sont alors exprimées
en milligramme équivalent acide galliqgue par gramme de la matiere végétale séche (mg
EAG/g MS).

1.4.2. 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 (NaNOy) et le chlorure d’aluminium (AlCls). Elle entraine la formation
d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm.

e Mode opératoire
Une prise de 250 pL d’extrait diluée est additionnée de 75 pL d’une solution de NaNO2 a 5%.
Apres 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 pL d’une solution fraichement préparée
de chlorure d’aluminium (AICl3, 10%) sont ajoutés au meélange. 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 (Annexe 2).
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.
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 exprimées en milligramme

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

1.4.3. 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.
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e Mode opératoire
Une prise de 50 pl d’extrait est ajoutée a 3 ml de vanilline & 4% et 1,5 ml de d’acide
chlorhydrique concentré. Aprés homogeneisation, le mélange est mis en incubation a
température ambiante pendant 15 mn. L’absorbance est mesurée contre un blanc a 500 nm
(Annexe 2).
Les teneurs en tanins condensés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine
(0 a 500 pg/mL), sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de la

matiére seche (mg EC/g MS).
1.5. Estimation des activités biologiques, in vitro

1.5.1. Détermination de I’activité antioxydante

a. Capacité antioxydante totale : Elle est réalisée selon la méthode décrite par Prieto et al.,
1999:

e Principe
Ce test est basé sur la réduction du molybdéne (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. Aprés 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 I’extrait (100 pul). Comme pour les polyphénols totaux, I’activité¢ antioxydante totale
est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiére seche (mg
EAA/ gMS).

b. Piégeage du radical DPPH° (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

e Principe
Le DPPH’ (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de 1’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 & 520 nm. La méthode de DPPH’ présente plusieurs avantages du fait qu’elle soit
indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH" (de couleur
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violette), en présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a
réduire ce radical (fig.13). La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se

traduit par une diminution de 1’absorbance a cette longueur d’onde.

0 —
\\N‘—o

; \ /

p NH—N + A
N=0
- \ /
DPPH-H

Figure 9: Forme réduite du radical DPPH®

e Mode opératoire
Le protocole expérimental suivi est celui d’Atoui et al. (2005) : 50 ul de chaque extrait (a
différentes concentrations : 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 et 16 mg/mL) sont ajoutés a 1950 ul d’une
solution méthanolique de DPPH’ a 6.34x10° M (0.0025 g dans 100 ml méthanol). Pour
chaque concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne le contrdle négatif, ce dernier
est préparé, en parallele, en mélangeant 50 pul du méthanol avec 1950 pl d’une solution

méthanolique de DPPH" & la méme concentration utilisée.

Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la réduction du
DPPH’ s'accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La
lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre (Annexe 3).

Le témoin positif utilisé est le butylhydroxytoluene (BHT). Les résultats sont exprimeés en
pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du

mélange, selon la formule :

Pl = (D.O témoin — D.Oextrait / D.Otémoin) x 100

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

L’étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clsg). Une valeur

de Clsp faible correspond a une grande efficacité de I’extrait.
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1.6. Analyses statistiques

Les valeurs indiquées dans les tableaux sont des moyennes + écarts-types des trois mesures
paralleles en utilisant EXCEL (2019). Les valeurs des concentrations (Dosage et CAT) et de
Clso 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 C. europaea

Le rendement en extrait de la partie aérienne de Caralluma europaea, préparé par macération

avec le mélange méthanol-acétone (50/50 : v/v), est de 10, 88% (tableau 2).

Tableau 2: Les rendements et les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins

condensés (moyenne * écart type) dans les extraits du Caralluma europaea.

Rendement | Teneur en Polyphénols = Teneur en Flavonoides Teneur en tanin
(%) totaux

mg EAG/g mg EAG/g mg EAG/g mg EAG/g mg EAG/g mg EAG/g
extrait MS extrait MS extrait MS

10,88%. 23,80+1,59 2,56+0,17 12,08+1,49 1,32+0,16 12,31+251 1,23+0,25

1.2. Analyses quantitatives de polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait de C. europaea a été faite
en utilisant la méthode spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Elle est
déterminée a partir de 1’équation de la droite d’étalonnage tracée en utilisant 1’acide gallique
comme standard : y = 0,0024x avec un R? = 0,9998 (figure 10). Le résultat est ensuite
converti en mg d'équivalent acide gallique/g de la matiére végétale séche de départ et/ou par g
d’extrait sec. La valeur est de 2,56+0,17 mg EAG/g MS (23,80+1,59 mg EAG/ g extrait sec)
(tableau 2).
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Figure 10: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des composés

polyphénoliques.

1.3. Analyses quantitatives de flavonoides

La concentration de flavonoides dans 1’extraits de C. europaea était déterminée par la
méthode spectrophotométrique avec du chlorure d’aluminium. Le contenu en flavonoides a
été déterminé a partir de 1’équation de la droite d'étalonnage de la catéchine : y = 0,0023 x
avec un R 2=0,9984) (figure 11). Le résultat est ensuite converti en mg d'équivalent catéchine
par g de la matiére végétale seche de départ et/ou par g d’extrait sec. La concentration en

flavonoides est de 1,32+0,16 mg EC/g MS (12,08+1,49mg EC/ g extrait sec) (tableau 2).
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Figure 11: Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.
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1.4.Analyses quantitatives de tanin
Le contenu en tanins dans les parties aériennes de C. europaea a été déterminé a partir de la
courbe d'étalonnage de la catéchine (y=0,0005x ; R?=0,9971) (Figure 12). Le résultat est
ensuite converti en mg d'équivalent catéchine/g de la matiere végétale séche de départ et/ou
par g d’extrait sec. La valeur est de 1,23+0,25 mg EC/g MS (12,31+2,51mg EC/ g extrait sec)
(tableau 2).
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Figure 12: Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins.
1.5. Evaluation de la capacité antioxydante totale (CAT)
La capacité antioxydante totale est déterminée par la méthode de phosphomolybdéne. La
teneur est estimée grace a 1’équation de la courbe d’étalonnage d’acide ascorbique (y =
0,00264 x ; R 2=0,9961) (figure 13). Ensuite, la capacité antioxydante totale a été rapportée en
milligramme d’équivalents d’acide ascorbique par g de la matiére végétale seche de départ
et/ou par g d’extrait sec. Elle est de 12,42 + 1,98 mg EAA/ g MS (114,26 +£18,20mg EAA/ g

extrait sec).
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Figure 13: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique pour 1’évaluation de la capacité
antioxydante totale.

1.6. Evaluation de I'activité antioxydante par le piégeage du radical DPPH

Le profil de Dl’activité antiradicalaire a été testé par la méthode du DPPH a I’aide d’un
spectrophotomeétre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette (DPPH®) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable & 517nm. Cette capacité
de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances
antiradicalaires (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Les résultats de test d’inhibition du
radical DPPH’, par I’extrait de la partic aérienne de C. europaea, sont présentés dans le
Tableau 3. L’extrait a inhibé le radical DPPHe de maniére dose- dépendante. La valeur de
Clso (0,366+ 0,007mg/ml) a été obtenue a partir du graphe des pourcentages de 1’inhibition de
DPPH en fonction des concentrations (y = 3,4069 x ; R 2 = 0,9989) (Figure 14). Cettevaleur
est nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH. Des valeurs de Clso plus faibles indiquent

une activité antioxydante plus forte.

En ce qui concerne I’antioxydant synthétique, le BHT, les pourcentages d’inhibition sont
représentes dans le Tableau 4 et dans la Figure 15. L’extrait de la plante présent une activité
antioxydante nettement inférieure a celle du produit de référence, le BHT (Clso de 13,39
+0,54 pug/ml).
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Tableau 3: Le résultat de test d’inhibition du radical DPPHe, par 1’extrait de C. europaea

Concentration (mg/ml) 6 8 10 12 14

% d’inhibition 16,44 | 27,28 33,00 38,54 47,18

Tableau 4: Le résultat de test d’inhibition du radical DPPHe par le BHT

Concentration (pug/ml) 100 200 300 400 500
% d’inhibition 14,01 22,75 29,82 42,54 47,68
60
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Figure 14:Courbe des pourcentages d’inhibitions du DPPH en fonction des concentrations de

I’extrait de C. europaea
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Figure 15: Courbe des pourcentages d'inhibitions du DPPH en fonction des concentrations de
BHT.

Tableau 5:Les activités antioxydantes (moyenne = écart type) de 1’extrait de C. europaea

(Guss.) et de standard par deux méthodes, la CAT et le piégeage du radical.

Extrait Capacité antioxydante totale Cl s0/DPPH (mg/mL)
(mg EAA/g | (mg EAA/g MS) L’extrait BHT
extrait)
C. europaea 114,26 £18,20 12,43 + 1,98 0,366+ 0,007 13,39 +0,54

2. Discussion
Caralluma europaea a été utilisé traditionnellement dans la médecine pour traiter plusieurs
maladies dont le kyste, le goitre et le diabéte sucré (Bellakhdar, 1997). La littérature
antérieure a rapporté certaines activités pharmacologiques de C. europaea du Maroc telles que
les activités antioxydantes et anti-inflammatoires etc (Amrati et al., 2020). Ces activités
pourraient étre dues a ses composes phytochimiques (Monte et al., 2014 ; Malladi et al.,
2017).

Le choix du systéeme de solvant d’extraction est tres important dans la détermination des

teneurs en polyphénols totaux. Barroso et al., ont observé que les rendements d’extraction en
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polyphénols sont plus elevés avec les solvants de polarité inférieure a celle de 1’eau (Barroso
etal., 2014).

Les composés phénoliques sont des métabolites vegétaux omniprésents et le principal groupe
de composeés qui contribuent aux propriétés antioxydantes ; ils peuvent jouer un réle
important dans l'initiation des actions déléteres des radicaux libres (Wang et al., 2010). Les
especes du genre Caralluma sont connues pour leur richesse en composés phénoliques (Priya
et al., 2012 ; Devi et Dhamotharan, 2016) et elles ont éte étudiées par certains chercheurs
sur le contenu phénolique et 1’activité antioxydante. Leurs résultats montrent la richesse de
ces especes en polyphénols antioxydants. Concernant 1’extrait de C. europaea étudiée, le
résultat en polyphénols est de 2, 56+0,17 mg EAG/g MS (23,10 mg EAG /g d’extrait). Une
teneur inférieure a celle trouvée par Amrati et al. (2020) (51,42 £ 0,003 mg EAG /g d’extrait)
pour l'extrait hydroéthanolique de C. europaea du Maroc (Amrati et al., 2020). Par ailleurs,
elle est comparable avec celle de I’extrait éthanolique (20,93+0,30 mg EAG/g d’extrait) et
plus importante que celle de 'extrait d'acétate d'éthyle (14,84+0,58 mg EAG/g d’extrait) de la

méme espece étudiée par Kebbou et al., 2019.

Le dosage a permis de quantifier des teneurs en flavonoides et en tanins condensés dans
I’extrait de la plante qui sont respectivement 1,32+0,16mg EC/g MS (12,08+1,49 mg EC/ g
d’extrait) et 1,23+0,25mg EC/g MS (12,31+2,51 mg EC/ g d’extrait). La teneur en
flavonoides est inférieure a celle de I’extrait hydro- éthanolique, exprimée en mg équivalent
quercétine (20 = 0,007 mg QE/g d’extrait sec) mais plus important que celles des extraits
méthanolique (3,7 £ 1,16 mg QE/g extrait sec) et aqueux (3,1 + 0,54 mg QE/g extrait sec)
(Amrati et al., 2020).

La teneur en tanins condensés est beaucoup plus importante par rapport aux résultats de
Kebbou et al., (2019) sur la partie aérienne de la méme espéce et qui sont: 2,47+0,01 mg
EC/g DW d’extrait d’acétate d’éthyle et 2,28+0,03 mg EC/g DW d’extrait méthanolique
(Kebbou et al., 2019).

Ces différences peuvent étre dues a la polarité des solvants utilisés dans la préparation
d’extrait, a la méthode d’extraction (Stankovié, 2011) et au type d’étalon utilisé (Djeridane
et al., 2010).

Le résultat de la capacité antioxydante totale de plante montre que les absorbances du

standard (1’acide ascorbique) augmentent en fonction de la concentration.

44



CHAPITRE V : Résultats et discussions

La capacité antioxydante de I’extrait de C. europaea qui est de 114,26+18,20mg EAA/ g
d’extrait) est inférieure par rapport aux résultats de Marwah et al., (2007), exprimés par
rapport a 1’acide gallique, pour les extraits éthanoliques de C. flava, (335 + 0.5 mg EAG/g
d'extrait) et de C. quadrangulaa (899 + 29.2 mg EAG /g d'extrait).

Dans notre travail, nous avons adopté le test DPPH pour évaluer I’activité¢ antioxydante de
I’extrait de la partic aérienne de C. europaea et la valeur de Clsg qui est de 0,366x
0,007mg/ml refléte une faible activité comparée a celle du BHT (13,39+0,54ug/ml), et aux
extraits éthanolique (34,60+0,300 pg/ml) et de l'acétate d'éthyle (20,60+0,120ug/ml) de la
méme espece étudiée par Kebbou et al. (2019).

Ainsi que notre activité anti-radicalaire de C. europaea est inférieur a celui mentionnés dans
le travail de Amrati et al., (2020) qui montre une efficacité de I’extrait hydroéthanoliques a

piéger le radical DPPH en enregistrant une 1C50 égale 1,628 mg/ml.

Egalement notre résultat de piégeage du radical de I’extrait du C. europaea posséde une
activité antioxydante inférieur a celle étudiée par Ait Dra et al., (2018), qui montre une
activité anti-radicalaire IC50égale a 1,45 + 0,019 mg/ml de I’huile essentielle du C. europaea.
Par ailleurs, ils faits la comparaison avec de référence, I'hydroxytoluéne butylé (BHT) et la
quercétine, qui présente une activité antioxydante (1C50 2,59 + 0,07 pug/ml et de 1,98 + 0,07
pg/ml respectivement) inférieur a celle d’huile essentielle.
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Conclusion générale

Le monde vegétal synthétise une série importante de métabolites secondaires, en particulier
les composes phénoliques qui agissent comme des agents antioxydants de premier ordre ce

qui leur donne le pouvoir d’étre utilisé dans des applications thérapeutiques.

Cette recherche a mis en évidence la valeur de la partie aérienne de I’espeéce C. europaea pour
son activité antioxydante démontrée, in vitro, avec la quantification des polyphénols totaux,

des flavonoides et des tanins.

La plante expérimentée nous a permis de déterminer la rentabilité de 1’extrait préparé par le
mélange méthanol/acétone (50/50) est qui est de 10,88%. Les méthodes

spectrophotométriques nous ont permis la quantification déterminant la teneur en polyphénol

totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu et en flavonoides par le trichlorure d’aluminium ainsi
que la détermination de la teneur en tanins a la vanilline avec les valeurs respectives
suivantes : 2,56+0,17mg EAG/g MS, 1,32+0,16 mg EC/g MS et 1,23+0,25mg EC/g MS.

Par ailleurs, I’activité antioxydante de notre extrait par la méthode du piégeage du radical
DPPH a été comparée avec celle de ’antioxydant synthétique, le BHT. Il en ressort que
I’extrait est faiblement actif par rapport a cet antioxydant avec une valeur de Clso de 0,366+
0,007mg/ml car les piégeurs les plus efficaces de ce radical sont ceux possédant la valeur de
Clso la plus basse. La capacité antioxydante totale, estimée par rapport a I’acide est de 12,43 +

1,98 mg EAA/g MS.

La comparaison de ces résultats standards et les travaux antérieurs nous mene a suggeérer que

I’extrait de C. europaea a un pouvoir antioxydant modérée.

Dans I’avenir d’autres études photochimiques et biologiques sur cette plante nous permettrons
I’isolement des molécules responsables des activités observées ouvrant la voit a

’¢largissement de I’arsenal thérapeutique des médicaments a base de plantes. Il s’agit de :

- Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et d’autres tests biologiques

(anti tumorale, anti-inflammatoire, anticancéreuse ...).

-Rechercher les mécanismes d’action au niveau tissulaire et moléculaire par des études, in

vivo afin de déterminer les tissus et organes cibles de ces molécules
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Annexes



Annexe 1 : Préparation de I’extrait de Caralluma europaea

1% filtration 2°M€ filtration Extrait de méthanol/acétone

Filtration de I’extrait de Caralluma europaea

Evaporation a 1’aide d’un Extrait aprés évaporation
Rotavapor

Evaporation de I’extrait de Caralluma europaea




Annexe 2 : Gammes d’étalonnage pour les dosages des composés
phénoliques dans I’extrait de Caralluma europaea

Gamme d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Gamme d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés



Gamme d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Annexe 3 : Piégeage du radical DPPH par P’extrait de Caralluma europaea




Résume

Ce travail constitue a quantifier les polyphénols, les flavonoides et les tanins et a évaluer
I’activité antioxydante, in vitro, de I’extrait du méthanol/acétone de la partie aérienne de
Caralluma europaea vendu chez I’herboriste. Le rendement d’extraction est de 10,88 %. Les
contenus de I’extrait en polyphénols, en flavonoides et en tanins sont 2,56+0,17mg EAG/g
MS, 1,32+0,16 mg EC/g MS et 1,23+0,25mg EC/g MS, respectivement. L’évaluation de
I’effet antioxydant de 1’extrait par le piégeage du radical libre DPPH révele une valeur de Clso
de 0,366+ 0,007mg/ml ce qui refléte une faible activité comparée a celle du standard, le BHT.
Le résultat de la capacité antioxydante totale montre que I’extrait a une teneur del12,43 + 1,98
mg EAA/g MS, estimée par rapport a 1’acide ascorbique. Les résultats suggérent
que C. europaea un pouvoir antioxydant modérée.

Mots clés : Activité antioxydante, Caralluma europaea, polyphénols, flavonoides, tanins,
DPPH, Clso, capacité antioxydante totale.

Abstract

This work is to quantify polyphenols, flavonoids and tannins and to evaluate the antioxidant
activity, in vitro, of the methanol/acetone extract of the aerial part of Caralluma europaea sold
at the herbalist. The extraction yield was 10.88%. The contents of polyphenols, flavonoids
and tannins in the extract are 2.56+0.17mg EAG/g DM, 1.32+0.16mg EC/g DM and
1.23+0.25mg EC/g DM, respectively. Evaluation of the antioxidant effect of the extract by
DPPH free radical scavenging reveals an IC50 value of 0.366+ 0.007mg/ml which reflects a
low activity compared to that of the standard, BHT. The result of total antioxidant capacity
shows that the extract has a content of 12.43+ 1.98 mg EAA/g DM, estimated against ascorbic
acid. The results suggest that C. europaea has a moderate antioxidant capacity.

Keywords : Antioxidant activity, Caralluma europaea, polyphenols, flavonoids, tannins,
DPPH, IC50, total antioxidant capacity.
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