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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et les études portant sur la
recherche d’antioxydants naturels, on est intéress¢ a I’é¢tude d’une plante médicinale,
Arisarum vulgare appartenant de la famille des Aracées et cela dans le but de comparer les
teneurs polyphénoliques et d’évaluer 1’activité antioxydante des deux parties de rhizome (la
crolte et la pulpe), I’extraction a été effectuée sous reflux, par 1’utilisation de solvants a
polarité croissante, initialement une extraction a I’hexane pour une délipidation, ensuite au
dichlorométhane, et enfin a un mélange du méthanol/acétone/eau (70/20/10).

Le dosage des phénols totaux, des flavonoides; et les tannins condensés sont effectués pour
les extraits hydro-acéto-méthanoliques. Par les méthodes de Folin-Ciocalteu, trichlorure
d’aluminium, et de la vanilline respectivement.

L’extrait de la partie crolite présente les teneurs les plus élevés en polyphénols (12.33 mg
EAG/g MS) et en flavonoides (7.69 mg EC/g MS).

Les résultats de 1’évaluation de ’activité antioxydants des deux extraits, par la capacité
antioxydante totale, le test DPPH et le pouvoir réducteur de fer (FRAP) concorde avec les
résultats des dosages, la partie crodte révéle une activité antioxydante importante par rapport a
celle de la partie pulpe.

Mots clé : Arisarum vulgare, polyphénol, flavonoides, tanins, activité antioxydants



Abstract

As part of the valuation of medicinal plants and studies relating to the search for natural
antioxidants, we are interested in the study of a medicinal plant, Arisarum vulgare belonging
to the Araceae family and that in order to compare the polyphenolic contents and to evaluate
the antioxidant activity of the two parts of rhizome (the rind and the pulp), the extraction was
carried out under reflux, by the use of solvents with increasing polarity, initially an extraction
with hexane for delipidation, then with dichloromethane, and finally with a mixture of
methanol / acetone / water (70/20/10).

The determination of total phenols, flavonoids, and condensed tannins are carried out for the
hydro-aceto-methanolic extracts. By the methods of Folin-Ciocalteu, aluminum trichloride,
and vanillin respectively.

The extract from the rind part has the highest contents of polyphenols (12.33 mg EAG / g
DM) and flavonoids (7.69 mg EC / g DM).

The results of the evaluation of the antioxidant activity of the two extracts, by the total
antioxidant capacity, the DPPH test and the reducing power of iron (FRAP) agree with the
results of the dosages, the rind part reveals a significant antioxidant activity compared to that
of the pulp part.

Keywords: Arisarum vulgare, polyphenol, flavonoids, tannins, antioxidant activity.
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Introduction générale




L’Afrique du nord comprend géographiquement une position privilégiée ; grace a
cette position, 1’Algérie regorgeant une flore extrémement riche et variée représentée par
4125 plantes vasculaires inventoriées, réparties en 123 familles botaniques ; cette biodiversité
végétale font que 1’analyse de la flore d’Algérie présente un intérét scientifique appliqué pour
la connaissance et le savoir dans le domaine de la valorisation des substances naturelles et un
intérét scientifique fondamental dans le domaine de 1’ethnobotanique et de la pharmacopée

traditionnelle (Quézel et Santa, 1962).

L’humanité¢ a été toujours en enquéte perpétuelle pour découvrir 1’ensemble des
qualités thérapeutiques des plantes a partir I’étude de la chimie des plantes (la phytochimie).
Ce dernier fait que la flore végétale représente une source importante d’une immense variété
de substances bioactives qui ont des intéréts multiples en industrie alimentaire, en
cosmétologie et en pharmacie ; parmi ces composées on retrouve les acides phénolique, les

alcaloides, les flavonoides, les tanins, les terpenes (Bahorun et al., 1996).

La majorité des études ont mis en évidences la présence de métabolites secondaires
doués d’activités biologiques telles que les activités antioxydants, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires, anticancéreuses, dans la prévention et les traitements des maladies
cardiovasculaires et aussi également utilisée comme additifs en industrie pharmaceutique et
cosmétique. Deés maintenant, I’exploitation des nouvelles sources végétales d’antioxydants
naturels sont recherchés car 1’utilisation des antioxydants de synthése peuvent engendrer des

effets néfastes. (Bougandoura et Bendimrad, 2012)

Dans ce contexte, ce travail est dédié¢ a I’étude phytochimique et a la valorisation du
potentiel antioxydante d’extraits d’Arisarum vulgare, le manque d’activité et de la recherche

de nature chimique et/ou biologique sue cette espéce justifie le choix de la plante.
Cette étude comporte trois parties :

eLa premiére partie est a une synthese bibliographique sur la plante étudiée, la

classification et I’intérét des métabolites secondaire, les oxydants et les antioxydants.
e a seconde décrit le matériel et les méthodes utilisés dans notre travail.

elLa troisieme est consacrée aux résultats expérimentaux trouvés et a la

discussion.

Le mémoire est achevé par une conclusion et perspectives de notre travail.




Partie bibliographique




Chapitre 01 :
Etude botanique de la plante étudiee




1. Géneéralité sur la plante étudiee
1.1 Famille des Aracée

Les Aracées comptent pres de 3800 especes distribuent dans au moins 118 genres de la
famille de plantes monocotylédones, répandant surtout dans le tropicale au surplus on peut

trouvent en milieux tempérés.

Inflorescence caractéristique d’une spathe est une bractée colorée qui enveloppe
I’inflorescence et former une chambre de pollinisation et un spadice colonne sur laquelle sont

distribuées les fleurs.

La pollinisation des aracées fait grace aux insectes faisant aux ordres des coléopteres
(scarabées), des dipteres (mouches) ou des hyménopteres (abeilles). Cette interaction est dit
mutualisme, car elle est avantageuse pour les deux participants, car la plante assure sa

reproduction et le pollinisateur recevoir leur ressource recherchée.

Dans cette famille on peut distinguer des espéces a fleurs bisexuées et d’autres a fleurs

unisexuées.

- Inflorescence a fleurs bisexuées : Le spadice est formé d’un grand nombre de fleurs

complétes, chacune possede les pieces males et femelles.

- Inflorescence a fleurs unisexuées : Les fleurs femelles constituées d’un gynécée sont situées
dans la partie basse de la colonne et les fleurs méles comprennent I’étamine dans le haut

(Gibernau et Quillichini, 2015).

1.2 Arisaum vulgare

1.2.1 Position systématique
Embranchement : Spermatophytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Class : Monocots

Ordre : Arales

Famille : Aracées

Genre : Arisarum

Espece : Arisarum vulgare




1.2.2 Appelations
Nom scientifique : Arisarum vulgare Targioni-Tozzeti

Nom en commun : gouet a capuchon
Nom en arabe : tabgouga, irni (Site 01).

1.2.3 Description botanique
C’est une herbacée pérenne, de la hauteur 20 a 30 cm ou plus, méditerranéenne se

trouve aussi en Espagne. Il vit a I'est et au sud-est également aux Baléares et aux Canaries.
Elle répandue dans plusieurs endroits : le long de la plaine c6tiéere ; dans les vallées intérieures
et sur les montagnes ; les maquis, les garrigues et les steppes rocheuses ; le long des routes et
dans les fissures ; a la périphérie des plantes buissonnantes, la ou I'ombre n'est pas trop dense ;
Elle pousse également de maniére luxuriante autour des arbres ; dans des bosquets et des
vergers relativement peu nombreux ou le systeme de culture sans labour est pratiqué ; dans

des endroits humides et fertiles et abrités.

Les organes géophiles se développent selon leur profondeur. Les plantes profondes
produisent des cormes verticales massives dans des conditions ensoleillées, tandis que les
plantes peu profondes donnent naissance a des tubercules horizontaux allongés. Cette plante
qui est connue pendant la période de disettes, le tubercule est ovoide irrégulier , Les feuilles
sont ovoides ou en forme de fleche sagittée avec un long pétiole (figure01), un limbe cordé,
Inflorescence caractéristique en spadice apparait sur un pédoncule érigé, avec des taches
violettes Spathes allongées, jusqu'a 7 cm, cylindrique, recourbé au-dessus, avec un apex
pointu, violet foncé avec des bandes longitudinales blanches en dessous. Spadice 2-6 cm avec
les fleurs femelles en dessous et les fleurs méales au-dessus, atteignant jusqu'a un tiers du
spadice, la fluorisation se fait de septembre a juin (Ferrer-Gallego, 2014); (Koach et Galil,
1986); (Gonzalez et al., 2018))

Figure 1:Fleurs d'Arisarum vulgare (2011 par Kadri Hadjer)




1.2.4 Propriétés et utilisations
Dans la médecine traditionnelle, chaque partie de cette plante a été utilisées pour le

traitement d’une ou plusieurs affections : les racines comme éméto-cathartique et contre les
maladies des voies respiratoires (Melhaoui, 1993) ; dans Majorque I'une des fles espagnoles
ont été réalisées des pansements a partir des feuilles comme vulnéraire pour soigner les
blessures. Les fleurs ont ét¢ mélangées avec I’huile d’olive brute, cette préparation a été

appliquée localement, comme un agent de guérison (Gonzalez et al., 2018).

Les utilisations d’Arisarum vulgare ne se limitant pas uniquement au traitement, dans
la période de pénurie, les gens comptaient sur ses tubercules pour leur nourriture qui sont a
I’origine collectés pour nourrir le bétail, surtout pour les porcs. Cette plante est considérée
comme un bon aliment tout au long de I’année mais sa qualité diminue a la fin du printemps

et en été, lorsque la partie aérienne reste seche (Gonzalez et al., 2018).

1.2.5 Compositions phytochimique
La famille a laquelle appartient la plante étudiée est caractérisée par la présence des

saponines, les polyphénols, les composés cyanogenes, et les alcaloides dans ses métabolites
secondaires (Kadri, 2017)

Des études antérieures sur I’Arisarum vulgare ont montré la présence de plusieurs
composants, les plus importants d’entre eux le Flavone C glycosides (figure02)(Williams et
al., 1981). La R-irniine est un alcaloide de type 2-alkylpyrrolidine (2R)-N-méthyl-2-(9-
phénylnonyl) pyrrolidine existe dans le tubercule (figue03) (Lamkadem et al., 2004 ;

Melhaoui, 1998). La bgugaine est un alcaloide aussi analogue d’irniine

(figure04) (Melhaoui, 1993)

Figure 2: Structure de Flavone C glucoside (Zhang et al.,2008) Figure 3: La R-irniine (Melhaoui, 1995)

Figure 4: La bgugaine (Melhaoui, 1995)




Irnigaine 3: (-)-(2S, 3S, 6R)-3-hydroxy-2-methyl-6-(9’-phenylnonyl) pipendie (figure
05) et N-methylirnigaine 4 (-)-(2S, 3S, 6R) - 1, 2-dimethyl-3-hydroxy-6- (9’- phenylnonyl)
piperidine (figure 06).

Deux alcaloides toxiques de pipéridonal situés aux tubercules (Melhaoui et Bodo,
1995)

CHy

Figure 5: Irnigaine 3(Melhaoui, 1995) Figure 6: N-methylirnigaine 4 (Melhaoui, 1995)

1.2.6 Toxicité
Bien sir comme elle a des bénéfiques, elle a des effets néfastes, la consommation

d’Arisarum vulgare fraiches par les humaines et les animaux conduit a provoquer des troubles
digestifs et des réactions allergiques graves (Melhaoui et al.,1993), aussi elle peut en résulter
plusieurs manifestations toxicologiques, telles que I'irritation des muqueuses, des gastro-
entérites et des symptdmes allergiques, principalement des dermatites et des prurits, et a

parfois entrainé la mort(Melhaoui et al., 1992).

1.2.7 Les travaux antérieurs
La bgugaine et 'irniine deux alcaloides isolé des tubercules d’Arisarum vulgare et

élucidée par la techniqgue de RMN. Ces alcaloides montrent des effets inhibiteurs sur la
croissance des bactéries Gram positives, des levures et de certains champignons filamenteux
(Melhaoui et al., 1993).

Une étude de toxicité de bgugaine faite sur trois modeéles différents de culture de
cellules hépatiques. Les résultats montrent que la bgugaine induite une hépatotoxicité
importante, n'est pas médisée par un dérivé métabolique et induit des dommages a I'ADN
significant (Rakba et al., 1999).

Une étude faite par (Lamkadem et al., 2004) sur l'effet cytotoxique et l'activité
électrophysiologique de la R-irniine sur ces fibroblastes de la MRC-5. Les résultats montrent
que l'insertion de la R-irniine dans I'ADN agirait sur le métabolisme de I'ARN et donc sur les
protéines, explication possible leurs effets toxiques cette action cytotoxique étant

indépendante d'une activité électro- physiologique.




Chapitre 02 : Radicaux libres, Stress
oxydatifs et Antioxydants




La production physiologique des radicaux libress est parfaitement contrélée par des
systemes de défense, dans les conditions ordinaires ont dit que la balance pro- oxydant / et
antioxydant est en équilibre, si tel n’est pas le cas, I’excés de ces radicaux appelé le stress
oxydatif. Ce derniére est liée de nombreuses pathologies, par exemple les cancers, le diabete
du type 2, les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, Huntington) et
Rhumatismales (Favier, 2003). C’est pour cela que ces derniéres années, la recherche sur les

antioxydants naturels ¢’est beaucoup développée (Belaich et Boujraf, 2016).

1. Les especes antioxydants
Un radical est un atome ou une espece chimique qui porte un ou plusieurs électrons

célibataires (non appariées) sur sa couche électronique périphérique, ¢’est-a-dire non couplés
a un électron d’éléments voisins (Rochette, 2008 ; Leverve, 2009). Ils ont une demi-vie trés

courte et une faible concentration a 1’état stable (Martinez-cayuela, 1995).

1.1 Especes Réactives Oxygénés ERO
On distingue deux grands groupes de ERO : les espéces radicalaires (radical libre de

I’oxygene convient) ou non radicalaires (certains dérivées oxygénées réactifs ne possedent pas
d’électrons célibataires). Les différentes ERO sont : I’anion radical superoxyde (O;"), le

radical perhydroxyle (HO;"), hydroxyle, alkoxyle, peroxyle (Gardes- Albert et al., 2003).

1.1.1 ERO Radicalaire
< Radical superoxyde (O;")

L’anion radical superoxyde résulte de la contribution d’un ¢électron supplémentaire a
la structure primaire de I’oxygene, il est peu toxique par lui-méme, parce qu’il a une réactivité
moyenne. Ce radical a quelques principales cibles sont : le cytochrome ‘C’, I’acide ascorbique

et surtout I’enzyme superoxyde dismutase (SOD). (Gardes- Albert et al., 2003).
Ce radical métabolisé par SOD : (0;") + (O;") + (2H+) — H,0;, + O,
< Radical perhydroxyle HO,'

Celui-ci est plus réactif que le superoxyde, car le potentiel standard d’oxydoréduction
est plus élevé, il est obtenu aprés protonation du radical précédent en milieu PH<4,8 (pKa
(HO; /1 O;7) = 4,8). (Delattre., 2005).
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< Radical hydroxyle HO’

Résulte par la réduction mono-électrique du peroxyde d’hydrogéne H,O, avec des
ions métalliques (fer ou cuivre) dans la chaine respiratoire mitochondriale (Réaction de
Fenton) :

H,0, + Fe?* (Cu'*) - HO® + OH + Fe** (Cu®") (Réaction de Fenton)

Cette réaction constitue un trés bon oxydant pour la majorité de compose organique et
joue un réle majeur dans la peroxydation lipidique et dans la destruction du mateériel

génetique (Hennebelle, 2006).
o Radical peroxyle RO; *

C’est un radical secondaire issu de la radiolyse ou I’irradiation de solvant comme
éthanol, ces radicaux peuvent étre captés par I’ascorbate qui devient le radical ascorbyle qui

est relativement inerte par rapport aux matériaux biologiques (Gardes-Albert et al., 2003).
< Radical Alkoxyl RO’

Générer par la décomposition de I’hydroperoxyde RO;H, issu de I’oxydation du
substrat RH, par des cations métalliques (Gardes-Albert et al, 2003).

1.1.2 ERO Non Radicalaire

@,

% Peroxyde d’hydrogeéne H,0,

La dismutation spontanée de l’anion superoxyde dismutase générer le peroxyde
d’hydrogéne (Deby et Goutier, 1990) ; Il est métabolisé par la catalase et la glutathion
peroxydase (Afonso et al., 2007). Ce radical peut réagir avec les métaux de transitions pour
former du radical hydroxyle, c’est la réaction de Fenton et d’Haber-Weiss (Wardman et
Candeis, 1996).

1.2 Especes Réactives Azoté (ERN)
Les espéces réactives sont principalement issues de 1’oxygéne mais certains proviennent

de 1’azote.

1.2.1 Espéce azotée radicalaire
< Le monoxyde d’azote (NO’) ou oxyde nitrique obtenu par la

catalysation de I’enzyme NO-synthase a partir d’arginine et d’oxygene

(Speckman et al., 2016).
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< Le NO’ joue un role physiologique, c¢’est un protecteur vis-a-vis du
stress oxydant, il est paradoxalement impliqué dans de nombreuses maladies
(Rezaire, 2012).

1.2.2 Espéce azotée non radicalaire
Le monoxyde d’azote radicalaire peut réagir avec la plupart des especes oxygénées, qui

peuvent étre donné des especes non radicalaires :

% Le dioxyde d’azote (NO;) capable de réagir avec des protéines ou des
thiols

% Le trioxyde et tétraoxyde d’azote (N2O3) (N2O4) qui peuvent faire aussi

des réactions sur des groupements thiols (Pacher et al., 2007).

2. Les principales origines des radicaux libres
Les radicaux libres découlent de plusieurs sources possibles, il s’agit principalement

de différents types :

- D’origine physiopathologique : maladie mitochondriale, deficit enzymatique,

déficit en GSH (glutathion réduit) et inflammation.
- Physiologique : respiration, hormones, cytokine et phagocytose.

- Physique ou/et chimique ou exogene comme : I’irradiation X ou gamma,

radiolyse de 1’eau, les xénobiotiques oxydants (médicaments, polluants), exercice physique

excessif, la cigarette etc. (Delattre et al., 2005; Valko et al., 2006).

- D’origine endogene : les différentes études données que la majorité des systemes
enzymatiques produisent des oxydant :

Le NADPH oxydase : c¢’est une oxydase liée a la membrane plasmique et qui générent
(02*) en utilisant NADH ou NADPH comme substrat pour jouer un rdle fondamental dans

la lutte contre les microorganismes (Krause, 2004).

La xanthine-oxydase : enzyme présent dans le sang, les cellules endothéliales des
capillaires, ils réduisant I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique, joue un
role important dans la génération des oxydants (principalement O,* et H,0,), lors de
I’ischémie/reperfusion (Harrison, 2002).
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La formation des hydroperxydes issus de I’oxydation de I’acide arachidonique soit par

les cyclooxygenases, soit par les lipooxygenases (métallo-enzymes a fer).

Les ERO mitochondriales : 1la molécule non toxique issue de I’oxydation de I’oxygéne
par voie enzymatique, comme H,O, peut subir une réduction monoélectronique et former une
espece beaucoup plus réactive comme 1’anion superoxyde (02*), qui donne naissance a des

especes beaucoup plus réactives comme le radical hydroxyle (HO®) (Salvayre et al., 2003).

3. Les méfaits des radicaux libres
Les oxydants ayant de plusieurs dommages sur les étres vivants, on reléve

principalement :

& les effets physiologiques (croissance cellulaire, inflammation) et des
effets d’adaptation au stress oxydant : répression des genes (pro-oxydant) et induction

des genes (antioxydants) (Sahnoun et al., 1997).
* Les effets toxiques : les ROS ont des effets toxiques sur :

L’ADN : I’exposition au stress oxydant induire la génotoxicit¢ qui forme de §-OH
Guanine, qui est une analogue de base de I'ADN. Ce dernier est possible de provoquer de

dérapage dans I’ADN, qui fait des mutations et donc des cancers (Favier, 2006).

L’ARN : peut souffrir des oxydations et donc des altérations dans la formation des

protéines (Favier, 2006).

Les lipides : pourront subir une peroxydation, qui peut jouer un réle dans la formation
de I’athérosclérose (Henriksen et al., 1983).

Les protéines: peuvent subir des oxydations surtout sur des nitrosylations, des
carbonylations ou encore recevoir des signaux de dénaturation au cours d’agrégations de

protéines anormales (Maladie de Parkinson ou Alzheimer) (Barouki, 2006).

Les glucides peuvent subir les anomalies de glycation et induire un diabete du type2
(Bonnard et al., 2008).
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4. Stress oxydatif
La production des EOR et ERN sont a la fois utiles, mais peuvent étre néfaste pour

I’organisme lors d’une génération excessive et en I’absence de mécanisme de défense. C’est

ce que I’on appelle le stress oxydatifs (figure07)

Systéme de défense
par les antioxydants

L ——

Radicauxlibres
ERO & ERN

e ————

Figure 7: Déséquilibre de la balance entre oxydant et antioxydant (stress oxydatif) (Belaich et Boujraf, 2016)

Bénéfique : impliqués dans des fonctions physiologiques au niveau des réponses
cellulaires, telles que la lutte contre des agents infectieux et leur réle dans les systémes de

signalisation cellulaire (Belaich et Boujraf, 2016).

Néfaste : la survenue de nombreuses pathologies graves (cancer, 1’athérosclérose,

maladie cardiovasculaire, arthrite etc.) (Belaich et Boujraf, 2016).

Une des principales fonctions déclenchées par ce déséquilibre (entre les ERO et le

systeme de défense) est la mort cellulaire programmé ou apoptose (Evans et Halliwell, 1999).

5. Antioxydant
Notre organisme est capable de réguler la production des radicaux libres et qui a

développée des moyens de défense (antioxydant), dans une certaine mesure, pour limiter les
dommages causés par les radicaux libres (Hennebelle, 2006) ; les antioxydants sont des
molécules ou des substances capables d’inhibent ou ralentissent I’oxydation d’un substrat.

(Wainsten, 2009). Le bon antioxydant se faudra de respecter quelque norme :
- capable de piéger directement et spécifiqguement les oxydants.
- Chélate des ions de métaux de transition (Fe**, Cu™).
- Etre rapidement absorbé.

- Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer.
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- Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les fluides

biologiques.
- Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.
- Avoir un effet positif sur I’expression génique ; (Valko et al., 2006).

Il existe deux types d’antioxydant : les antioxydants enzymatiques (endogénes) et les
antioxydants non enzymatiques (exogenes) ; ces derniers peuvent étre classés selon leur mode

d’action (figure08), leur origine et leur localisation cellulaire (Delattre et al., 2005).

S0D
Superoxyde
Dismutase

Catalase
Glutathion peroxydase

Glutathion, CoQ10

2)Les molécules piégeuses d’électrons

l Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments... I

Figure 8:Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).

5.1 Le systeme antioxydant enzymatique
Les principaux protéines enzymatiques antioxydantes forment les premiéres barriéres de

cette défense antioxydant chez les étres vivants sont : les superoxydes dismutases, la catalase
et la glutathion peroxydase (Mates et al., 1999; Sharma et al., 2012).

Superoxyde dismutase (SOD) : les superoxydes dismutases sont des antioxydants
enzymatiques ubiquitaires ; le réle majeur de ces métalloenzymes (Ce sont des enzymes
utilisant des métaux comme cofacteurs) est 1’élimination de 1’anion superoxyde O2 ~ par une
réaction de catalyser la dismutation de ce dernier et en le transforme en peroxyde

d’hydrogéne et en oxygeéne moléculaire selon la réaction suivante : (Haleng et al., 2007)
0" +2H" °°_0, +H;0;

La catalase : les catalases sont essentiellement localisées dans les peroxysomes et dans

les érythrocytes, ’activité des catalases est coordonnée avec la concentration en H,O;, elles
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sont capables de transformer la peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire selon

la réaction suivante :
2 H,0, — O, + 2 H,O

Glutathion peroxydase : se trouve dans le cytosol, le réticulum endoplasmique et dans
la membrane interne des mitochondries ; elle permette de détoxifier le peroxyde d’hydrogene

en H,O en parall¢le de I’oxydation du glutathion selon la réaction suivante (Thérond, 2003):
2GSH + H,0, ——>GSSG + 2H,0

5.2 Le systeme antioxydant non enzymatique « exogene »
L’organisme possede une deuxiéme ligne de défense « les piégeurs de radicaux

libress » qui sont des composés complémentaires, non synthétisés par le corps humain, mais
pour la plupart sont apporté par 1’alimentation, et dont le role essentiel est de neutraliser les
effets toxiques des ERO, ralentir et limitant aussi tout atteinte de 1’intégrité cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006), parmi ces antioxydants il y’a: les vitamines C et E, les

polyphénols, les caroténoides et les minéraux.

eVitamine C : un excellent piégeur des ERO avec (HO" ou 027), Ieffet
antioxydant pourrait également inhiber les processus d’oxydation et les radicaux
libress qui jouent un role dans ’initiation et la promotion du processus néoplasique
(Block, 1992).

ePolyphénols : ce sont des métabolites secondaires hydrosolubles
majoritairement retrouvée dans le regne végétal, ils sont capables de chélater les
métaux de transition comme le Fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les

oxydations (Stevenson et Hurst, 2007).

e Les caroténoides : sont regroupés en deux grandes familles: les caroténes et les
xanthophylles. Plus de 600 caroténoides différents ont été isolés a partir des sources
naturelles. Ils piegent des radicaux libress par la neutralisation de 1’oxygéne singulier
dans les tissus rétiniens, prévenant la dégénérescence, qui est la premiere cause de

cécité chez la personne agée (Valko et al., 2006).
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5.3 Avantages et inconvénients des antioxydants
Les antioxydants naturels et synthétiques ayant des avantages et des inconvénients, les plus

utilisés pour la protection des denrées alimentaires et pharmaceutiques, sont présentés dans le
tableau 01. (Valenzuela et Nieto, 1996).

Tableau 1: Avantages et inconvenients des antioxydants (Valenzuela et Nieto, 1996).

Antioxydants naturels Antioxydants synthétiques
Colteux Peu colteux
Limités Largement appliqué

Moyenne a forte activité antioxydants Moyenne a forte activité antioxydants

Percus comme des substances Substances toxiques
inoffensives

Augmentation de ’utilisation Utilisation de certains d’entre eux interdit
Large gamme de solubilité Faible solubilité dans 1’eau

Intérét croissant Intérét décroissant

Completement metabolisé Certains d’entre eux sont stockés dans le tissu

adipeux
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Chapitre 03 : La phytothérapie et plante
medicinale




1. Plante médicinale
D’aprés la pharmacopée frangaise « 2013, la X*™ édition » les plantes médicinales sont

des drogues végeétales (Sofowora, 2010). Par définition, celles qui possedent une richesse
précieuse pour ’humanité. Elles sont des usines chimiques naturelles, pour ses propriétés
particuliéres bénéfiques pour la santé humaine ou animale a cause de la production des
substances actives biochimiques : alcaloide, flavonoide, tanins, huile essentielle....etc.; a
partir de différentes méthodes (décoction, macération, infusion....) par ['utilisation de
différente partie de plante (tige, fleurs, feuilles, racines, tubercule...etc.) ; ces dernieres sont
destinées a la phytothérapie, a I’¢laboration des ardmes, a la production de molécules pour la

médecine allopathique (Baran, 2000 ; Benjilali et Zarira, 2005).

2. La phytothérapie
Le mot phytothérapie vient du mot grec signifier (pytos : végétal et terapin : soigner),

c’est a dire soigner par les plantes (Morel, 2008) ; par définition, la phytothérapie est une
étude allopathique destinée a prévenir et a traiter quelques troubles fonctionnels et/ou certains
¢tats pathologiques au moyen de plante, ou de préparation a base de plantes, qu’elles soient

utilisée en voie externe (Wichtl et Anton, 2003).

3. Les métabolites secondaires
En plus des métabolites primaires qui pressentant dans toutes les cellules végétales

capables de se diviser et qui fournit les molécules de base, les plantes produisent des
métabolites secondaires, ce terme qui employer la premiere fois par Kossel, en 1891, sont des
composées résultent des réactions chimiques ultérieures contrairement aux meétabolites
primaires. lls ne sont pas essentiels a la vie de la plante et ne sont présents que
«accidentellement » (Rhodes, 1994). lls représentent une source importante de molécules
utilisables par I'hnomme dans des domaines différents et trés variées, comme des arémes, des
colorants et les plus importants comme des principes actifs de plusieurs médicaments
(Bouque, 1997). Selon leur structure chimique sont classées-on trois grands groupes, les
composés phénoliques, les terpénes et les stéroides et les composées azotées, chacune des

classes renferme une trés grande diversité de composées (Palici, 2016)
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3.1 Lescomposées phénoliques

3.1.1 Définition
Les composées phénoliques ou les polyphénols constituant une famille de métabolites

secondaires tres vaste qui englobe plus de 8000 molécules divisees en une dizaine de classes

chimiques (Zergani, 2015). Caractérisées par un élément structural qui est la présence d’au

moins un noyau benzénique lui-méme porteur au moins un groupement hydroxyles libre ou

engagé dans une autre fonction, comme 1’éther, 1’ester, I’hétéroside (Bruneton, 2009). lls

sont classés selon le nombre d’atomes constitutifs et la structure de squelette de base (tableau

02) (Machiex, 1996).

Tableau 2: Les principales classes des composées phénoliques (Machiex, 1996)

Nombre | Squelette Classe Exemple Plante alimentaire
d’atome (exemple)
q de base
e
carbone
6 C6 Phénols simples Catéchol Epices, fraise
7 C6-C Acide p- Pomme, P. de terre
Hydroxybenzolques Hydroxybenzolque
9 C6-C3 Acide acide Caféique Citrus
Hydroxycinnamiques )
Scopoline
Coumarines
10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone Noix
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine Mangue
15 C6-C3-C6 Flavonoides Quercetol cyanidol | Fruits, Iégumes
Isoflavonides Daidzeine Soja, pois
n (C6-C3) n Lignines Fruits a noyau
n (C15)n Tannins Raisin rouge, kaki

3.1.2 Distribution et localisation des polyphénols

Présents chez tous les végétaux supérieurs mais avec une distribution qualitative et

quantitative trés inégale. lls varient selon les especes, les organes, les tissus et les stades
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physiologiques. lls se trouvent sous forme simples (figure 09), solubles et polymérisées plus

ou moins solubles (tannins) dans la vacuole.

Par contre, les formes insolubles (lignines, formes liées a la subérine, la cutine et a des

macromolécules glucidiques) sont directement associées a la paroi. (Machiex, 1996).

HO

Figure 9: Structure d'un noyau phénol(Bruneton, 1999)

3.1.3 La biosynthese des polyphénols
Les composees phénoliques sont le produit de métabolismes secondaires des plantes,

synthétisés uniquement par I’ensemble des végétaux (Bruneton, 2009). lIs participent aux
protections de la plante, face aux plusieurs agressions biotiques (agents pathogénes) ou
abiotiques (rayonnements UV). Cette grande famille de métabolites secondaires synthétisés a

partir de deux grandes voies d’aromagengse :

e La de voie de I’acide shikimiques : la plus courante, responsable de la synthese des
acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine), apres désamination conduit
aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreuses dérivées telles que: acides

benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines.

e La voie de I’acétate : utilise comme précurseur l'acide acétique activé sous forme
d'acétyl-S-coenzyme A. Le couplage des unités acétates conduit a la formation des
poly-3-cétoesters de longueur variable qui apres cyclisation (réactions de CLAION ou
condensation aldolique), donnent naissance aux composés souvent polycycliques
comme chromones, isocoumarines, orcinols, despsides, depsidones, xanthones,

quinones. (Machiex, 1996).

3.1.4 Propriétés biologiques des polyphénols
*Les polyphénols participent a deux principaux processus : la photosynthese et la

respiration, peuvent interviennent dans les processus de croissance, la germination, la
morphogeneése des tiges et la lignification, et Ils permettent aux végétaux de se défendre
contre les rayons ultraviolets (Merghem, 2009).

21




*Roéle important dans certaines structures essentielles comme la lignine, et la coloration

de certains tissus végétaux (Machiex, 1996).

*Attirent I’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire pour éloigner les

prédateurs par les pigments non azotés (Merghem, 2009)

*Les polyphénols utilisés comme additif alimentaire, colorant, arbme ou agent de

conservation (Bruneton, 1999).

*Ils ont été décrits comme neuroprotecteurs, antivirals, antioxydants, antiagrégants
plaquettaires, anti-inflammatoires, anti-allergenes, anti thrombotiques et des anti- tumoraux
(Hanhineva, 2010).

*La consommation d’une alimentation riche en polyphénols abaisser la pression
artérielle, empécher I’oxydation des LDL (lipoprotéines de faible densité) et inhiber la

prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (Martin et Andrantsitohaina, 2002).

3.2 Les acides phénoliques
Sont les composés phytochimique bioactifs les plus simples, se trouvent dans un certain

nombre de plantes agricoles et médicinales (Psotova et al., 2003).
Structurellement, possédant au moins une fonction

carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, terme de cette dénomination

est réservé aux seuls dérivé des acides benzoiques et cinnamiques (Watson et al., 2013).

3.2.1 Les acides hydroxybenzoiques
Sont les dérivés de I’acide benzoique, dont la structure de base (Cs-C;), par exemple

acide gallique, acide salicylique. Trés fréquents sous forme libre ou combiné a I’état d’esters

ou d’hétérosides (Tsao, 2010)

3.2.2 Les acides hydrocinnamiques
Les acides hydrocinnamiques courant une classe tres importante des polyphénols, ont

une formule de base de type (Cs.Cs), les molécules de base les plus répandus de la serie
hydrocinnamique : I’acide p-coumarique, caféique, férulique et 1’acide sinapique (Macheix et
al., 2005).
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3.3 Les flavonoides
3.3.1 Définition des flavonoides

Le terme flavonoide est dérivé du mot latin « falavus » qui signifie jaune (Prochazkova
et al., 2011). Parmi les grands groupes des composées polyphénoliques caractérisées par une
structure benzo-y-pyrone (Yao et al., 2004). lls constituent un groupe de plus de 6 000
composés naturels qui sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. Responsables
des colorations jaune, orange et rouges de différents organes végétaux grace a leurs pigments
(Ghedira, 2005).

3.3.2 Structure et classification des flavonoides
Les flavonoides sont des composés de faible poids moléculaire, dérivent d’une

structure de base commune 1’enchainement benzo-y-pyrone (Ghedira, 2005). Un squelette
carboné de configuration (C6-C3-C6) comme le montre a la figure 10, qui contient quinze
atomes de carbone ou une unité C de trois atomes de carbone sous forme d’un anneau
hétérocyclique relié deux cycles aromatiques A et B a six atomes de carbone. Le cycle
aromatique A est dérivé de la voie acétate/malonate, tandis que le cycle B est dérivé de la

phénylalanine par la voie shikimate (Ignat et al., 2011).

Figure 10: Structure de I'enchainement benzo-y-pyrone (Tapas et al.,2008)

Selon la cyclisation et le degré d’instauration et d’oxydation du cycle C, on distingue
les principales classes des flavonoides «le tableau 03 »: les flavonols, les flavones, les
flavanones, les flavanols (ou catéchines), les isoflavones, les flavanonols et les
anthocyanidines dont flavones et les flavonols, représentent les composés flavonoidiques les
plus répandus sur le plan structurale. Les composés de chaque classe se distinguent entre eux
par le nombre, la position et la nature des substituants sur les deux cycles aromatiques A et B
(Ignat et al., 2011002)
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Tableau 3: Classification et structure des flavoides (Heim et al.,2002)

Classe Structure générale Flavonoides Substituant
Flavano catéchine 3,5,7,3,4’-OH
epicatéchine
3,5,7,3,4’-OH
Flavone Chrysine 5,7-OH
Apigenine 5,7,4-OH
Luteoline 5,7,3°,4-OH
Flavonol Kaempférol 3,5,7,4-OH
Quercétine 3,5,7,3,4-OH
M Myricétine 3,5,7,3°,4,5-OH
tamarixetine 3,5,7,3’-0OH, 4-OMe
Rutine 5,7,3,4-OH, 3-
rutinose
Flavanone naringene 5,4’0H,7rhamnoglucose
(dihydroflavone) o 5,7,4-OH
Naringénine
o 3,5,7,3,4-OH
Taxifoline
Isoflavone Genistine 5, 4’-0OH, 7-glucose
Genisteine 5,7,4-OH
Daidzine 4’-OH, 7-glucose
Daidzeine 7,4°-OH
Anthocyanidines Apigenidine 5,7,4-OH
@O Cyanidine 3,5,7,4-0OH, 3, 5-Ome
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3.3.3 Distribution et localisation des flavonoides
Ces composées ; synthétisés uniquement par les plantes a I’exception d’une

isoflavonoides, qui a été isolés d’un corail marin Fchinophora lamellosa et deux flavanols
présenté dans un petit nombre de champignons y compris Aspergillus candidus. Se trouvent

beaucoup plus sous forme de glycosides dans les vacuoles et selon les espéces on peut

rencontrer dans des fleurs, des feuilles, des tiges ou des racines.

Aussi, dans certaines plantes, on trouve les flavonoides simples comme exsudats

farineuses ou de la cire sur les feuilles, les écorces et les bourgeons ou des cristaux dans les

cellules de cactus (Iwashina, 2000).

On plus des plantes médicinales, les flavonoides trés rencontrés sans les fruits, les

legumes et des boissons tell que le vin rouge, le thé, le café et la biére, le tableau 04 présent

quelque source de flavonoides (Ghedira, 2005).

Tableau 4: Quelques sources naturelles des flavonoides (Ghedira, 2005)

Flavonoides Source : plantes médicinales
Flavones Apium graveolens, Passiflora incarnata, Petroselinum sativum
Apigenine

Flavones glycosylées

Scutellaria baicalensis

Baicaline
Flavonols Allium cepa, Crataegus cuneata, Ginkgo biloba, Glycyrrhiza
. glabra, Morus alba, Olea europea, Solanum lycopersicum, Thea

Quercetine sinensis, Vaccinium macrocarpon, Vitis vinifera,Pueraria
thumbergiana

Kaempférol Cichorea endivia, Ginkgo biloba, Raphanus sativus, Thea sinensis,
Vitis vinifera

Myricétine Thea sinensis, Vaccinium macrocarpon, Vitis vinifera

Flavonols glycosylés
Rutine (rutoside)

Eucalyptus macrorrhyncha, Fagopyrum esculentum, Stellaria
media, Sophora japonica

Flavan-3-ols Catéchine

Thea sinensis, Vitis vinifera

Flavanones Naringénine

fruits du genre Citrus (sp.aurantium, limon, etc.)

Isoflavones Génistéine

Soya hispida, Stellaria media, Pueraria lobata, Sophora japonica
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3.3.4 Biosyntheéses des flavonoides
Comme nous avons indiqué, le cycle A de squelette benzo-y-pyrone (dérivé de la voie

acétate/malonate), il est formé a partir de trois molécules de malonyl coenzyme A (malonyl-
CoA).Le cycle B dérive de la voie phénylalanine par la voie du shikimate (Balasundram et
al., 2006).

La désamination d’un acide aminé essentiel la phénylalanine par la phényl ammonia
lyase (PAL) et conduit a la formation de cinnamate. Ce dernier est ensuite transformé en acide
coumarique par I’enzyme cinnamate-4- hydroxylase (C4H) puis en 4-coumaroyl-coenzyme

A, catalysée par I’enzyme cinnamate-4- hydroxylase (C4H) et la CoA-ligase (4CL).

Apres cette étape, la chalcone synthase intervenir dans une réaction de condensation
de malonylCoA et le coumaroyl-CoA aboutir le chalcone qui est le point de départ de la

synthese des différents groupes des flavonoides (figure 11)(Balasundram et al., 2006).

fiavone

Oavonols
hmngenxn chalcone
anthocyanines
soflavonoides
Naringonin ’)

Figure 11: Etape de la biosynthése des flavonoides (Bensegueni, 2007)

3.3.5 Intérét des flavonoides
* Plusieurs remédes a base des plantes contiennent les flavonoides. Ils sont utilisés en

médecines traditionnelles, peuvent influencer sur plusieurs fonctions biologiques.

« la propriété antioxydantes : les flavonoides a la capacité de piéger les radicaux libress
(radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (02 7)) grace a leur groupements hydroxyle

(C3-OH), fortement reactif et leur capacité a chélate les ions metalliques, donc peuvent
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prévenir des anomalies li€es aux stress oxydatifs, telle que 1’anoxie et I’inflammation. Ils sont
capables d’inhiber la carcinogenése, 1’angiogenése, la prolifération cellulaire et affectent le

potentiel invasif et métastatique des cellules tumorales.

» Effets protecteurs vasculaires : le maintien d’une perméabilité vasculaire normale par

’agit sur les vaisseaux sanguins sous forme d’activité vitaminique.

» Propriétés antiallergiques : la quercétine exerce un puissant effet inhibiteur de la

libération d’histamine a partir des mastocytes.

* Des études sur des souris intoxiquées par I’acétaminophéne révélant la propriété anti-

hépatotoxiques des flavolignane.

» Autres propriétés pharmacologiques sont aussi rencontrées aux flavonoides dont
I’effet hypoglycémiant et hypotriglycéridémiants, I’activit¢é immuno-modulatrice et des
propriétés antibactériennes et antivirales (Ghedira, 2005).

3.4 Lestanins
3.4.1 Définition des tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, de poids moléculaires compris
entre 500 et 3000 KDa (Kamira et al., 2006). lIs constituent le troisiéme groupe important de
composés phénoliques (Ignat et al., 2011). Toutes les plantes en contiennent a des degrés
différents (Palici, 2016).

On raison de leurs potentiels chélateurs d’ions métalliques et la précipitation des

protéines, les tanins ont des effets divers sur les systémes biologiques (Ignat et al., 2011).

D’apres leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont distingués: les

tannins hydrolysables et les tannins condensés :

v" Les tanins hydrolysables : sont des dérivés de I’acide gallique (Ignat et
al., 2011), 1ils sont des oligo ou polyesters d’un sucre et d’'un nombre variable

d’acide phénol (Bruneton, 1993).
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Figure 12: Exemple d'un tanin hydrolysable (pentagalloylglucose) (Ignat et al.,2011)

v" Les tanins condenses : (ou proanthocyanidines) sont des oligomeéres hétérogénes
dont la structure est liée aux flavan 3-ols et flavan 3,4- diol. lls sont distingués en
procyanidine (dérivé de catéchine, épicatéchine et leurs esters galliques) et en
prodelphinidines (dérivés de gallocatéchine, épigallocatéchine et leurs esters

galliques). (Ignat etal., 2011).
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Figure 13: Exemple d'un tanin (polymere de procyanidine) (Ignat et al.,2011)
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Partie expéerimentale




Materiel et méthodes




Cette étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire des Produits Naturels
(LAPRONA), elle se compose de deux parties :

X/

% La premiére partie : dosages quantitatifs des polyphénols totaux,
flavonoides et des tanins.

¢ La deuxiéme partie : évaluation de 1’activité antioxydante en utilisant
trois techniques : La capacité antioxydante totale, le piégeage du

radical libre (DPPH) et le pouvoir réducteur de fer.

1. Matériel vegétal
La plante Arisarum vulgare a été récoltée dans la région de Maghnia-Tlemcen, le mois

d’avril 2019.

Le tubercule (Photo) a été separé en deux, la crolte et la partie interne. Les deux parties

ont été séchées dans un endroit bien aéré, a une température ambiante.

Photo : le tubercule d’Arisarum vulgare

2. Extraction a reflux par des solvants a polarité croissante
50 g de chacune, la croite et la partie interne du tubercule d’Arisarum Vulgare ont été

broyés séparément et soumis a une extraction a reflux dans des solvants a polarité croissante
selon la méthode décrite par (Chaouche et al.,2015). D’abord dans 300 mL d’hexane pendant
1 heure et demi pour éliminer les matiéres grasses, ensuite dans 300 mL de dichlorométhane
pendant 2 heures et enfin dans un mélange de trois solvants (méthanol-acétone-eau) (70/20/10
: VIVIV) & peu pres 1000 MI pendant 2 heures également. Les extraits obtenus sont filtrés

puis évaporés via un rotavapeur et maintenus a sec pour les analyses ultérieures.
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Le rendement (Rdt) de I’extrait sec est déterminé 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 matiere végétale seche de départ.

3. Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits
3.1 Les polyphénols totaux

Le réactif utilisé « Folin-Ciocalteu », est un mélange de complexes d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040) et d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’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. Ce dosage est réalisé par la comparaison de la densité
optique (DO) observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration

connue.

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par (Vermerris et al.,
2006) : Une prise de 100uL 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. Apreés 5 min, 100 pL du
réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont additionnés au mélange, le tout est laissé a température
ambiante pendant 30 min et la lecture est réalisée contre un blanc a 1’aide d’un

spectrophotometre a 750 nm.

Une gamme ¢étalon a base de 1’acide gallique est également préparée a des
concentrations allant de 0 a 500ug/mL. Les teneurs en Polyphénols totaux des extraits sont
alors exprimées en milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiére végétale
seche (mg EAG/g MS).

3.2 Les flavonoides
Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par deux réactifs

incolores, le chlorure d’aluminium (AICI3) et le nitrite de sodium (NaNOy). Elle entraine la

formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm. La comparaison de la DO observee
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a celle obtenue par un étalon de catéchine de concentration connue permet d’évaluer la teneur

totale en flavonoides.

La quantification des flavonoides est faite selon une méthode colorimétrique decrite
par (Dewanto et al.,2002). Une prise de 250 uL d’extrait dilué est ajoutée de 75 uL d’une
solution de NaNO; a 5%.

Apres incubation pendant 6 min a température ambiante, 150 pL d’une solution
fraichement préparée de chlorure d’aluminium (AICl3, 10%) est ajouté au mélange. Apres
repos a température ambiante pendant 5 min, 500 pL de soude (NaOH, 1M) est ajouté au
mélange. Le volume final est porté¢ a 2,5 mL avec de 1’eau distillée. L absorbance de cette
préparation est mesurée contre un blanc a 510 nm. 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 éequivalent catéchine par gramme de la

matiere seche (mg EC/g MS).

3.3 Les tanins condensés
Les tanins condensés en présence d’acide chlorhydrique se dépolymérisent et par

réaction avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par
spectrophotométrie a 500 nm. Une prise de 50 pL d’extrait est ajoutée a 3 mL de vanilline a
4% et 1,5 mL du chlorure d’hydrogéne (HCI). Aprés homogénéisation, le mélange est mis en
incubation pendant 15 min a température ambiante. 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 (0 a 500 pg/mL), sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme
de la matiére séche (mg EC/ g MS) (Sun et al., 1998).

4. Détermination de ’activité antioxydants, in vitro
4.1 La capacité antioxydante totale

Ce test est basé sur la réduction du molybdene (VI) en molybdene (V) par I’extrait de
plante. Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo (V) de
couleur verte. Une prise de 100 pL d’extrait est combinée dans un tube avec 1 mL de solution
composée d’acide sulfurique (0,6 N), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate
d’ammonium (4 mM). Les tubes sont incubés a 95 °C pendant 90 min. Apres un repos de 6
min a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc contenant du

méthanol a la place de I’extrait. Comme pour les polyphénols totaux, 1’activité antioxydant
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totale est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiere seche
(mg EAG/g MS) (Prieto et al., 1999).

4.2 Le piégeage du radical DPPH
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 I’analyse. Il absorbe dans le visible a une longueur d’onde de
515 a 520 nm. La méthode de DPPH présente plusieurs avantages du fait qu’elle soit
indépendante, simple et rapide. Le test consiste & mettre le radical DPPH (de couleur violette),
en présence des molécules dites « antioxydants » afin de mesurer leur capacité a réduire ce
radical (figurel4). La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se traduit par

une diminution de ’absorbance a cette longueur d’onde.
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Figure 14: Forme réduit du radical DPPH

A différentes concentrations, 50 pL de chaque échantillon, sont ajoutés a 1950 uL d’une
solution méthanolique de DPPH a 6,34 x 10-5 M (0,0025 g dans 100 mL méthanol). Pour
chaque concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne le contr6le négatif, ce dernier
est prépare, en paralléle, en mélangeant 50 pL. du méthanol avec 1950 pL d’une solution
méthanolique de DPPH & la méme concentration utilisée. Aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante, la réduction de DPPH s’accompagne par le passage de
la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La lecture des absorbances est effectuée a
515 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. Le témoin positif utilisé est le butylhydroxyanisol
(BHA). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculé suite a la diminution

de I’intensité de la coloration du mélange, a 1’aide de la formule suivante (Atoui et al., 2005) :
P1 = (DOtémoin = DOextrait / DOtémoin) % 100

PI: pourcentage d’inhibition.
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DOt¢moin : absorbance du témoin négatif.
DOexirsit : absorbance de 1’extrait.

L’étude de la variation de ’activité anti- radicalaire en fonction de la concentration
des extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clsp).

Une valeur faible de Clsg correspond a une grande efficacité de 1’extrait.

4.3 Le pouvoir réducteur de fer
L’activité réductrice d’un extrait est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre

I’extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer. Le ferricyanure de potassium
KsFe(CN) ¢ fournit des ions Fe®* qui seront réduits en Fe?* par les antioxydants présents dans
I’extrait végétal. Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu,
en1986. Cette méthode consiste a mélanger 1mL de I’extrait a différentes concentrations avec
2,5 mL de tampon phosphate 2,2 M a pH 6,6 et 2,5 mL d’une solution de K3Fe(CN) g a 1%
(m/v). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 min a 50°C, puis 2,5 mL d’acide

trichloracétique a 10% (m/v) sont ajoutés pour arréter la réaction.

2,5 mL du mélange sont additionnés de 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de FeCl; a
0,1% (m/v). La lecture de l’absorbance se fait a 700 nm contre un blanc. Les résultats
permettent de calculer la concentration efficace (CEsp), concentration de [D’extrait
correspondante a une absorbance égale a 0,5 obtenue par I’interprétation de la courbe de
régression linéaire (D.O = f ([ ])). L’activité de ’extrait est enfin comparée a celle de témoin

positif, le butylhydroxyanisole (BHA).
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Résultats et discussion




1. Introduction
La crolte et la partic interne de tubercule d’Arisarum vulgare ont été choisis

séparément pour la réalisation des extractions sous reflux par épuisements successifs, en

utilisant des solvants de polarité croissante, I’hexane, le déchlorométhane et le mélange

méthanol (70%) acétone (20%) eau distillée (10%), en séparent les molécules en fonction de

leur affinité aux solvants (figure 15), dans le but de simplifier le dernier extrait. Les extraits

polaires de la croute et de la partie interne servent a quantifier les composés phénoliques et

I’évaluation in vitro de I’activité antioxydante.

Apres chaque extraction successive, on obtient un extrait différent d’aspect, de couleur

et de rendement (tableau 05).

Tableau 5: Aspets et couleurs des extraits obtenues par extractions successives aux reflux

Tubercule La crodte La partie interne (blanche)
Extrait sec H Dich | MAE H Dich MAE
Aspect Visqueux | Poudre Pate visqueux | poudre Pate
collante collante
Couleur Caramel caramel Marron caramel caramel Marron
foncé foncé
H:hexane

Dich : dichlorométhane

M A E : mélange de méthanol (70%) acétone (20%) eau distillée (10%)
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La partie de tubercule d’Arisarum

Hexane
Extrait Hexane Marc

Dichlorométhane

| |

Extrait Marc

Meéthanol, Acétone, Eau(70/20/10)
| |
Extrait MAE Mare

Concentration 2

I’ evaporateur rotative

Dosages des composes
phénoliques :

- Des polyphénols fofaix
- Des flavonaoides

- Des fanins condensés

I

Mesure de "activité antioxy-
dant par :

- Capacitée antioxydant foiale
- Test de DPPH

- Test de réduction de fer

Figure 15:Etapes de la réalisation de 1’étude phytochimique et I’activité antioxydante de deux extraits tubercule

d’Arisarum vulgare

2. Rendements des extraits hydro-acéto-méthanolique

Aprés avoir effectué la préparation des extraits, ont été pesés pour déterminer le poids
sec, d’apres les résultats, il n’y a pas une grande différence entre le rendement des deux
extraits ou le rendement de I’extrait de la crolite égale 6.5% légérement supérieur a celle de

I’extrait de la partie interne égale 5%.

3. Dosages des composées phénoliques

Les polyphénols constituent 1’une des principales classes de métabolites secondaires
suscitent un grand intérét de par leurs nombreux effets bénéfiques. De ce fait des dosages des

polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés, ont été effectués pour deux

extraits hydro-acéto-méthanoliques par des méthodes spectrophotométriques.
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3.1 Teneur en phénol totaux
La teneur des composés phénoliques des deux extraits se fait selon la méthode de

décrite par (Vermerris et al.,2006), par I’utilisation de réactif de «Folin-Ciocalteu». C’est un
mélange de complexes d’acide phosphotungstique (H3PW1204) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo01,040) de couleur jaune forme un complexe molybdéne-

tungsténe de couleur bleue par 1’oxydation des composés phénoliques (Boizot et al., 2006).

La quantification des phénols totaux a a été faite grace a une courbe d’étalonnage
(figure 16) réaliser avec un extrait d’acide gallique, dans une gamme de concentrations allant

de 62,5 a 500 mg/ml.

Les résultats exprimés en milligrammes équivalents a 1’acide gallique (mg EGA) par

gramme de matiere séche.

Abs a
750 nm
(SN

0 T T T T T 1
100 200 300 400 500 600

[Acide gallique] en mg/ml

Figure 16: Courbe d'étalonnage de l'acide

Teneur en polyphénol
mgEAG/MS

AV
¢ AVBL'extrait

Figure 17: Histogrammes du teneur en polyphénol des

AVC : I’extrait de la crolte de tubercule

AVB : L’extrait de la partie interne de tubercule
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Comme montré la figure ci-dessus, il y a une grande différence dans la teneur des
polyphénols dans les deux extraits qui sont passés par le méme protocole d’extraction 12,33

mg EAG/g MS pour la crodte de tubercule et 0,47 mg EAG/g MS pour la partie interne.

Les travaux de (Kadri, 2017) montrent que le tubercule complet non séparé de la
méme plante, récolté d’El kala (nord-est algérien), présente une teneur en polyphénol dans
I’extrait hydro-méthanolique égale a 12,686 mg EAG/g MS et 0,8872 mg EAG/g MS dans
I’extrait méthanolique .Le premier est trés similaire avec notre résultat de 1’extrait de la
croite. D’autre part les travaux de (Cigdem et al., 2017) ont démontré une teneur plus

importante dans I’extrait éthanolique du tubercule complet (37,8 mg EAG/g MS).

3.2 Teneur des extraits en flavonoides totaux
L’estimation de la concentration des flavonoides dans les deux extraits effectués par

une méthode colorimétrique décrite par (Dewanto et al., 2002). Les taux des flavonoides des
deux extraits obtenus a partir de la droite d’étalonnage de catéchine (figure 18). Les quantités

rapportées en mg équivalent de catéchine par gramme du matériel végétal.

Abs a 510 nm

0 T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600
[catéchine] en mg/ml

Figure 18: Courbe d'étalonnage de catéchine

teneur en flavonoids en
mgEC/gMS
D

AVC AVB L'extrait

Figure 19: Histogramme de teneur en flavonoide des extraits
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AVC : ’extrait de la croute de tubercule
AVB : L’extrait de la partie interne de tubercule

Comme dans les résultats des teneurs en phénols aussi dans les teneurs en flavonoides
(figure 19), il y a une différence significative entre les deux parties étudiées, ’extrait de la
crodte 7,69 mg EC/g MS et de la partie interne 0,029 mg EC/g MS.

Notre valeur de DI’extrait de la crolte est plus élevée par rapport aux teneurs
déterminées par (Kadri, 2017) dans les deux extraits du tubercule qui sont 1,4403 mg EC/g
MS pour I’extrait hydro-méthanolique et 1,239 mg EC/g MS pour I’extrait méthanolique.

3.3 Teneur des extraits des tanins condenses
Des dosages spectrophotométriques ont été effectués pour déterminer la teneur en

tanins condensés a partir des extrais hydro-acéto-méthanoliques des tubercules de 1’Arisarum
vulgare, les taux des tanins des deux extraits ont été obtenus a partir de la courbe d’étalonnage
de catéchine (figure 20) qui suit une équation de type Y= 0,00033x+0,00097 avec un

coefficient de détermination R2=0,99950.

0,2 -

0,15

Abs a 510 nm

0,1

0,05

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

[catéchine] mg/ml

Figure 20:Courbe d'étalonnages de catéchine

Pour I’extrait hydro-acéto-méthanolique de la partie blanche, le résultat est nul ne
contient pas des tanins, tandis que I’extrait d’hydro-acéto-méthanolique de la crolte contient

une faible quantité estimée & 0,2208 mg EC/g MS.

4. Evaluation de P’activité antioxydant
Trois techniques sont menées pour évaluer I’activité antioxydant des deux extrais

hydroacétométhanoliques. Les techniques sont la capacité antioxydante total, DPPH et FRAP.
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4.1 Capacité antioxydante totale
La figure 21 présente la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, a travers lequel la

capacité antioxydante totale (CAT) des deux extraits a été déterminée, les résultats sont

exprimés en milligramme équivalant acide gallique par gramme de matiére seche.

o
0825

0,25 =

0,2 r
0,15 7

0,05 +

0 ‘ T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[Acide gallique] en mg/ml

Figure 21: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour la détermination de la capacité antioxydante totale

Comme la montre la figure ci-dessous, il existe une différence importante dans la CAT entre
les deux extraits ; I’extrait de la partie crotte avec 0,75 mg EAG/g MS est plus puissant par
rapport a celle de la partie interne (blanche) 0,006 mg EAG/g MS.

0,08 -
(%]
S0,07 -
N
50,06 -
0,05 -
[T
€0,04
[ =
$0,03 -
2
30,02 -
0,01 -

0 T 1
AVB AVC les extraits

Figure 22: capacité anitioxydante totale des extraits hydro-acéto-méthanoliques

4.2 Piégeage du radical libre DPPH
L’activité antioxydante a été vérifiée spectrophotométriquement par le test de DPPH, en

présence des antioxydantes dans les extraits de la plante. Le radical libre DPPH (2,2'-

diphenyle-1-picryl hydrazyl) de couleur violette réduite en (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine)
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de couleur jaune. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de

I’absorbance en mesurant a 517 nm (Molyneux, 2004).

Deux gammes de concentrations ont été faites: pour l’extrait de la crotlite de
tubercule, allant de 0,25 a 3 mg/ml et pour I’extrait de la partie interne de tubercule, allant de

0,5 a 5 mg/ml. En comparent les résultats avec celle d’antioxydante de synthése BHA.

100 -

80 -

60 -

% d'inhibition

40 -

20 A

0 ‘ T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[BHA] en mg/ml

Figure 23: Pourcentages d'inhibition du radicale libre DPPH en fonction de différentes concentrations de BHA

140
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g 40 ’/ Y =3,3212x-0,7365 mAVB
g 20 R2=0,9943
3
=5 0 T T 1
0 2 4 6
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Figure 24: Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations des extraits

A une faible concentration de 0,5 mg/ml I’antioxydante de synthése BHA révele une
activité importante, plus de 85 % d’inhibition du DPPH ; a cette concentration les deux
extraits montrent une trés faible concentration, n’atteindre pas 1 % pour 1’extrait de la partie

interne de tubercule et 10,76 % pour 1’extrait de la crotite de tubercule.
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En comparent nos résultats avec 1’étude effectuée par (Cigdem et al.,2017), sur un
extrait éthanolique de la partie souterraine d’Arisarum vulgare, qui a montré que I’extrait
exerce un effet piégeur anti-radicalaire plus élevé 84,32% a une faible concentration 1mg/ml.

Pour mieux caractériser le pouvoir anti radicalaire, les résultats sont exprimés en
termes d’Clsp (concentration de substrat qui inhibe 50% de radicaux DPPH présents dans le

milieu réactionnel).

AVB 15,27646768

AVC 1,968523948

Les extraits

BHA 0,263235489

CI150 en mg/ml

Figure 25: Valeurs d'lICsq des extraits hydro-acéto-méthanolique et du BHA par la méthode de piégeage du radical

libre DPPH

A partir de la figure 25 on remarque que 1’ICsq de la crolte de tubercule (1,96 mg/ml)
est plus puissant a celle de la partie interne de tubercule (15,27 mg/ml), mais il reste faible, en
comparent avec 1’antioxydante de synthese BHA (0,26 mg/ml). Comme le pourcentage
d’inhibition révélé par (Cigdem et al.,2017) est plus élevé, cela fait que la Clso sera moins
faible (0,089 mg/ml).

4.3  Pouvoir réducteur de fer
Dans cette méthode, la détermination de D’activité antioxydante est basée sur la

capacité des antioxydants présents dans I’extrait a réduire le fer ferrique Fe** en fer ferreux
Fe?*, en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité¢ de la couleur bleue dans le

milieu réactionnel a 700 nm de ce dernier pour évaluer 1’activité antioxydante.

A partir des valeurs des DO obtenues par des dilutions en cascade des deux extraits de

la plante et I’antioxydante de synthése ; On a trace des courbes linéaires (figure 26).
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Figure 26: Pouvoir réducteur de fer des extrait et de I'antioxydante de synthése
A partir de courbes obtenues, on remarque que la capacité des extraits de réduire le
Fer est largement inférieure a celle de BHA. A la concentration de 1 mg/ml la partie interne
révele une activité réductrice trés faible (presque nul) par rapport a I’extrait de la croute
(DO=0,68) et le BHA (DO=1,4) a concentration de 0,25 mg/ml.

Pour bien définir la capacité antioxydante, on détermine la concentration efficace
CEsp qui correspond a une absorbance égale a 0,5 les valeurs sont exprimées en mg/ml dans la

figure 27.

AVB 3,684249084

AVC 0,72384685

Les extraits

BHA 0,08429153

0 1 2 3 4

Cencentrations en mg/ml

Figure 27:Pouvoir réducteur de fer exprimé par les valeurs de CEs, des extrais et de I'antioxydante de synthése

Les résultats obtenus montré que I’extrait de la partie interne de tubercule (AVB) a une
valeur de 3,68 mg/ml supérieurs a celle de ’extrait de la crotte et de BHA donc indiquée une
faible capacité réductrice et donc une faible activité antioxydante. Par contre 1’extrait de la

croute (AVC) enregistre une CEsp la plus basse (0,72 mg/ml) donc il possede la meilleure
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capacité réductrice ce qui se traduit une meilleure activité¢ antioxydante par apport a 1’extrait

d’AVB.

La capacité de réduction de fer par les extraits testés sont classées comme suit
BHA>AVC>AVB.
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Conclusion generale et
perspectives




De nos jours, notre pays posséde une grande biodiversité vegétale qui reste a découvrir
et une grande partie de cette flore est constitué par des especes médicinales qui ne sont pas
évaluée scientifiguement. Donc le travail que nous avons entrepris a pour but principal la

contribution a une meilleure connaissance de ces especes végétale.

Dans le présent travail, ont été étudié différent aspect de tubercule d’Arisarum
vulgare, en tant qu’une analyse quantitative de ses composés phénolique : les polyphénols
totaux, les flavonoides et les tanins condense, et aussi la détermination du potentiel anti-
radicalaire et réducteur par trois méthodes : la capacité antioxydante totale, le piégeage de

radical libre DPPH et le pouvoir réducteur du Fer.

L’extraction sous reflux de la partie sous terrain d’Arisarum vulgare la croute et la
partie interne permis d’obtenir des rendements qui différent en fonction des solvants utilisée,
alors que la teneur en composé phénolique la croute posséde la teneur la plus élevée en
polyphénols totaux (12.33 mg EAG/g MS) et en flavonoides (7.69 mg EC/g MS) par rapport a
la partie interne, tandis que les tanins condensés la crolte contient une trés faible quantité
(0.2208 mg EC/g MS) et la partie interne est nul. Pour la capacité antioxydante totale ont
révele que la croute posséde une capacité la plus puissant (0.75 mg EAG/g MS) a celle de la
partie interne (0.006 mg EAG/g MS) est le moins actif. En effet le potentiel anti-radicalaire et
réductrice le montrent que 1’extrait de la croute indique des propriétés remarquables, avec un
Clsp de (1.96 mg/ml) et une CEsp de (0,72 mg/ml). Mais restent des activités plus moins

actives par rapport au BHA.

A la suite de ces résultats, la plante sélectionnée contient des agents antioxydants trés
intéressantes seulement dans la croute de tubercule, qui peuvent étre employée pour les

applications thérapeutiques.

Globalement, ces résultat obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere €tape dans la
recherche scientifique, donc une étude biologique in vivo est souhaitable pour montrer une
vue plus approfondie sur les activités antioxydante, antidiabétique et anti-inflammatoire.
Enfin, il est primordial d’évaluer leur effet cytotoxique de cette plante envers un modele de

cellule animale.
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