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Résumé

L’Anacyclus pyrethrum aussi appelé le pyréthre, est une plante originaire d’Afrique du Nord,

connue par ces vertus médicinales.

L’objectif de ce travail est porté sur des tests phytochimiques, dosage des polyphénols totaux
par la méthode de Folin-Ciocalteu et des flavonoides réalisé en milieu alcalin en présence de
trichlorure d‘aluminium, ainsi que la recherche de I’activité antioxydante, in vitro, par la
méthode de piégeage du radical DPPH’, et la méthode de réduction du fer (FRAP), de 1’extrait
brut eau-méthanol et sa fraction acétate d’éthyle préparés des racines d’’Anacyclus pyrethrum,

récoltée dans la région d’El Abed wilaya de Tlemcen.

Le screening phytochimique des différentes préparations a révélé la présence des alcaloides,
tanins, flavonoides, quinones, et des terpénoides. Le dosage des polyphénols et des
flavonoides a enregistré une forte teneur dans la fraction organique d’acétate d’éthyle d’ordre
de 209 + 0,007 ug EAG/mg E et 183,3 + 0,04 ug EC/mg E, respectivement. L’évaluation de
’activité antioxydante par la méthode de DPPH a montré que la fraction organique d’acétate
d’éthyle a présenté une meilleure activité antiradicalaire avec une Clsy d’ordre de 1,96 mg/ml.
Tandis que pour le test FRAP, la phase résiduelle aqueuse récupérée a enregistré le meilleur
pouvoir réducteur avec une ECsy d’ordre de 1,31 mg/ml. Ces résultats restent faibles par

rapport a I’acide ascorbique avec une Clsg de 0,33mg/ml et une ECsode 0,002mg/ml.

L’effet antioxydant des extraits des racines d’Anacyclus pyrethrum est principalement di a

leur teneur en polyphénols totaux.

Mots clés :_Anacyclus pyrethrum, screening phytochimique, polyphénols totaux, flavonoides,

activité antioxydante.



Summary

Anacyclus pyrethrum also called pyrethrum, is a plant native to North Africa, known by its

medicinal properties.

The objective of this work is focused on phytochemical tests, determination of total
polyphenols evaluated by the Folin-Ciocalteu method and flavonoids produced by aluminum
trichloride, as well as the research of antioxidant activity, in vitro, by the method of trapping
the radical DPPH’, and the method of reduction of iron (FRAP), crude water-methanol extract
and its ethyl acetate fraction enhanced with polyphenols prepared from the roots of Anacyclus
pyrethrum, collected in the area of in the EI Abed region of Tlemcen.

Phytochemical screening of the various preparations revealed the presence of alkaloids,
tannins, flavonoids, quinones, and terpenoids. The dosage of polyphenols and the flavonoids
recorded a high content in the organic fraction of ethyl acetate around 209 + 0,007 ug EAG /
mg E and 183, 3 + 0,04 ug EC / mg E respectively. The evaluation of the antioxidant activity
by the method of DPPH showed that the organic fraction of ethyl acetate exhibited better anti-
free radical activity with an 1Cs of about 1.96 mg / ml. While for the FRAP test, the residual
aqueous phase recovered recorded the best reducing power with an ECs, of about 1.31 mg /
ml. These results remain low compared to ascorbic acid with an ICs of 0.33 mg / ml and an

ECs of 0.002 mg / ml respectively.

The antioxidant effect of extracts of the roots of Anacyclus pyrethrum is mainly due to their

content of total polyphenols.

Key words: Anacyclus pyrethrum, phytochemical screening, total polyphenols, flavonoids,

antioxidant activity.



Table des matieres

LY oo (8 o1 £ o] o TSP
Synthése bibliographique
Chapitre | : Le stress oxydatif
1. Le Stress OXYdatif coeeiieiieiniiniiniieineereeeeenienteeceecnsensescscnssnsescssnssnsonsnssnns
00 =) 1 €T o R
1.2. SoUrce du Stress OXYdaNt...eeeeeeeieeteeeenreeceeensentersscnssncsssssnsansossnssnnnns
2. Les radicaux
1] o] =5 T
P2 R B - 011 4 T ] o I
3. Systemes de défense
ANLIOXYAANTS. e eeeiniiniieieeentintnaeeeeneenscnsencencescnsensoncescnns
3.1. Systeme antioxydant
ENZYMALIQUE. ceueuuriieiiinriieriintcineeseastosascsnscsnnsens
3.2. Systeme antioxydant non enzymatique
3.2.1. Systeme antioxydants

eNAOZENES...ccoviiiniiiiniiiniiinnrennrmmmmmnnesssnenes

3.2.2. Les antioxydants exogenes non
ENZYMAtIQUES.ceueenreeeneerenranceecnnanne
4. Méthodes d’étude de Pactivité antioxydante in
VITFOueueniienennensnsnecnsnssesnsnsansans
5.1. Test de piégeage de 2,2-diphényl picrylhydrazyl (DPPH’) ....cc...ccoevvvinnnnenn.
5.2. Test de réducteur de

TEr(FRAP) et tiiiiiiiiieiieiieietinteateecssssnssnssnsonsnsons

04

04

05

06

06

06

07

09

09

09



53. Test ABTS (acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) 09

54. Test de Capacité antioxydante totale (CAT).... .ceeeeee. 09

oooooooooooooooooooooooooooo

5.5. Test de blanchissement du béta- 10
(07 1 £0] =10 [T PR
5.6. La Méthode de TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter) ...... 10

Chapitre 11 : les composés phénoliques

1. Composés phénoliques 11
I I B = 10T o 11
A O Fo T 1 oF 4 o] R 11
1.2.1  Acides phénoliques.......cccovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiieiniiienecnnns 11
VA =TS i - 1Yo T 0 T 11
1.2.3  LESTANINS.tuiuiieininiieiniiernrareesasersssnssssnsnssssasessssnsnssssnsnssssnsnse 12
1.2.4  LES COUMANINES.cutuirernrnrnerarnrsesasntsesnrsesasassesasassssasnssssasassssnss 12
1.25 Les 13
S (] 01 0T TN

3. Composés phénoliques et Pactivité 13

aNtioXYdante...ceevireeeeinreneenerenreecencens
4. Larelation entre le diabéte sucré et le stress oxydatif ..........ccovviuiennnnnn. 13

Chapitre Il : plante étudiée
1. Lafamille 0eS AStBraCleS..eeeeeeeeeereeeereeeeeereseeeseseeesssscecsssseessnsiiessnscens 15

2. ANACYCIUS PYrEtNIUM .uiriiiiiieiiiiiiieiiiniieeeecnrenceacescnsensossescnsansansnsnnen. 16



2.1 NOM VeI NACU RIS et teetennerrteeeeseennssseeesssennssssscesssssnnssssccsssssssssssses
2.2. POSItiON SYStEMALIQUE..eueeineeieeenrreerereecaseressnsessssnsessssnsesassasesasnn

2.3.DesCription DOtANIQUE...cuiieiiiiiieiieiniiiieeneiiinteeeeecsenceacscnsonsansnnn
2.4.Répartition géographique......cccovveiiiiieiiiiiiniieiiiiiieciecnecnsensescsonnns
2.5. Utilisation traditionnelle c...ceeveiiieieiiiiiieiiiiieieiniieieriinesasninesesncnnn

2.6. COMPOSITION CRIMIQUE tuviriiniiniieiiiiniiniieseeeniiessesessnsensessessnsoasssonss

2.7. Répartition géographique ........ccoveviiiiniiniiiiiiniiiiiieiiniinecinienieneens
2.8. Les travaux antérieurs sur A. Pyrethrum ....cceceevieieiniiiieiniieieeninennn
Matériel et méthodes
1. Materiel VEQATAl .cueeiniiieiiiiieiiiieiiieiieeietteetnsntessnsesessasesossnsessssnsens
2. Préparation d’eXtrait ......ocoveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eee
2.1. Décoction en milieu hydro-méthanolique ....ceeeeeeeeieiniiiieeiecnennenaennns

2.2. Récupération de I’extrait brut hydro-methanolique

2.3. Fractionnement par I’acétate d’éthyle
2.4. Calcul du rendement d’extraction
() N

3. Etude phytochimique
3.1. tests phytochimiques

3.2. Dosages des COmMpOosés phénoliques

16

17

17

17

17

21

22

22

22

22

24

24

24

25



3.2.2. Dosage des flavonoides...coceieeieeenieniierierennrnnenmnmeniniii. 27
4. Evaluation de Pactivité antioxydante.........ccccevveiiiniiiieiiiniiieiennrcinecnns. 27
4.1. Piégeage du radical libre DPPH" (2 ,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl 28

4.2. Réduction du fer par la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxydant
P OWEL) trtiniiniieiieeneeiieeeeeneeneeatescnsescnsensencescnsensensesensensensessnsensancesensensancnne 30
Résultats et interprtation .........c.ocoiiiiiiiiiiiiii 32
DISCUSSION v evvettetttentetertert et ereetensenaenaesesetaetesterterterterensensensanerseneonesnenis 40
Conclusion €t PEFSPECEIVES. .......vvvriieeiiei i 44

Références bibliographiques.............ooociiiiiiiiiiii s 45



Liste des abréviations

% : pourcentage

AE : fractionnement par acétate d’éthyle

CCM : chromatographie sur couche mince
DPPH : le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

EB : extrait brut eau-méthanol

EBD : extrait brut préparé par décoction

EC50 (IC50) : concentration inhibitrice a 50 %
ERN : espéces réactives de 1’azote

ERO : especes réactives de I’oxygeéne

FAE : fraction organique acétate d’éthyle
FRAP : capacité Réductrice Ferrique d’ Antioxydants
H,0,: le peroxyde d'hydrogéne

HNO2 : Acide nitreux

HOCI : Acide hypochloreux

HPLC : Chromatographie liquide a haute performance
NO * : Cation nitrosyle

NO*: L’Oxyde nitrique

NO,* : Dioxyde d'azote

0,°": I'anion superoxyde

OH®: Le radical hydroxyl

OMS : organisation mondiale de la santé
ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity
Par : Pouvoir antiradicalaire

PR : phase residuelle

Rds : rendement
RMN : Résonance magnétique nucléaire

UV : ultra-violet
v/v : volume sur volume
ng EAG/mg E :microgramme équivalent acide gallique par milligramme d’extrait

pg EC/mg E : microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait



Liste des figures

Figure 01: Déséquilibre de la balance entre les antioxydants et les pro-oxydants 03
Figure 02 : Les principales étapes de la production des espéces réactives de 1’oxygeéne 04
Figure 03 : les principales réactions des radicaux libres 05
Figure 04 : Structure de I’acide urique 05
Figure 05 : Structure du glutathion 06
Figure 06 : Les principaux sites d’activité antioxydant de I’albumine 08
Figure 07 : Structure de la L. carnitine 08
Figure 08 : Structure de I’acide ascorbique 09
Figure 09 : les principaux acides phénoliques 11
Figure 10 : Squelette de base des flavonoides 12
Figure 11: Structure des tanins condensés 12
Figure 12 : Structure des tanins hydrolysables 12
Figure 13 : Représentation chimique des comarines 13
Figure 14 : Types des fleurs des Astéracées 15
Figure 15 : Anacyclus pyrethrum : (a) Racines, (b) Fleurs 17
Figure 16 : Quelques composants phytochimiques majoritaires des racines d Anacyclus 18
pyrethrum

Figure 17: Les pyracyclumines racémiques 19
Figure 18 : Racines d’Anacyclus pyrethrum récoltées dans la région d’El Abed, Tlemcen | 21
Figure 19 : Schéma récapitulatif de préparation des extraits d’Anacyclus pyrethrum 23
Figure 20 : Forme libre et réduit de DPPH’ 29
Figure 21 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux. | 34
Figure 22 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides 34
Figure 23 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH’ par I’acide ascorbique 36
Figure 24 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH’, en présence de 1’extrait brut eau-
méthanol (EB) et ses fractions organique acétate d’éthyle (FAE) et la phase résiduelle 36

aqueuse (PR), préparés des racines d’ d’A. pyrethrum




Figure 25 : Pouvoir réducteur du fer en présence de 1’acide ascorbique

38

Figure 26 : Pouvoir réducteur du fer en présence de I’extrait but eau-méthanol et la
phase résiduelle aqueuse (PR), préparés des racines d’ d’A. pyrethrum

38




Liste des tableaux

Tableau 01 : Les principaux radicaux libres (espéce réactives de 1’oxygene) 05
Tableau 02 : Activités biologiques des différents extraits préparés des différentes parties 20
d’A. pyrethrum

Tableau 03 : Méthode de dosage des polyphénols totaux 26
Tableau 04 : Méthode de dosage des flavonoides 28
Tableau 05 : Caractéristiques des extraits des racines d’A. pyrethrum préparés par 32
décoction

Tableau 06 : Résultats des tests phytochimique des différents extraits préparés des racines 33
d’A. pyrethrum

Tableau 07 : Teneurs en composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides),

d’extrait brut eau-méthanol et sa fraction acétate d’éthyle, préparés des racines d’A. 35
pyrethrum.

Tableau 08 : CI50 et AAR de I’extrait brut eau-méthanol, ses fractions préparées de A. 37
pyrethrum et de 1’acide ascorbique

Tableau 09 : ECs, d’extrait brut eau-méthanol et la phase résiduelle aqueuse des racines 39

d” A. pyrethrum et de 1’acide ascorbique.




Introduction




Introduction

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a approuvée limportance des plantes
médicinales pour les traitements des maladies dans les pays en développement (Kishor et al.,
2012). L’utilisation des plantes en phytothérapie est reconnue depuis longtemps, et elle

connait actuellement un regain d’intérét aupres le publique (Amadou Diallo, 2005).

Il est estimé qu'au moins 25% de tous les médicaments modernes sont dérivés soit,
directement ou indirectement, des plantes médicinales, principalement grace a l'application

des technologies modernes aux notions traditionnelles (Robinson et Zhang, 2011).

L'Algérie par son climat (méditerranéen, semi-aride et aride) et ses sols, renferme une flore

particulierement riche en plantes médicinales (Felidj et al., 2010).

Les composés antioxydants ont un réle important en tant que facteurs de protection de la
santé (Suhaj, 2006). C’est pour cela 1’étude de I’activité antioxydante des plantes est devenue
essentielle cette derniére décennie (El-Haci et al., 2012). Cette activité est di a la présence
des métabolites secondaires issues essentiellement des matieres végétales (Michel, 2011), tel

que les polyphénols et les flavonoides (Benhammou et al., 2009).

Le pyréethre (Anacyclus pyrethrum) est une plante médicinale de la famille des astéracées,
connu par ces vertus thérapeutiques divers et variees telles qu’antidépressive,

anticonvulsivante, et antidiabétique (Usmani et al., 2016).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochymique et la recherche
d’activité antioxydante, par méthode de piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer
par la méthode (FRAP), d’extrait brut eau-méthanol et sa fraction acétate d’éthyle, préparé par
décoction des racines séchées et broyées d’Anacyclus pyrethrum, récoltées dans la région
d’El- Abed (Tlemcen).

Notre étude sera présentée comme suit :
Une synthése bibliographique qui se divise en trois chapitres :

» Le stress oxydatif et ’activité antioxydante ;

> Les composés phénoliques, et leurs relations avec le stress oxydatif ;

» L’étude de la plante Anacyclus pyrethrum ;

Une partie expérimentale qui résume les différentes techniques réalisées et les résultats

obtenus. Elle est constituée de deux parties :

» Préparation des extraits de la plante etudiée ;

» Tests phytochimiques ;
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» Dosage des composés phénoliques,
> Etude du pouvoir antioxydant des extraits préparés de la plante en utilisant la méthode de

piégeage du radical libre DPPH, et le pouvoir réducteur (FRAP).
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Synthese Bibliographique Chap. I : Stress Oxydatif

1. Le stress oxydatif

1.1.  Définition

Le stress oxydatif se definit par un déséquilibre entre la production des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) ou de l'azote (ERN) ; (pro-oxydants) et des systémes dites anti oxydants
(Figure 1) (Liguori et al., 2018). Il est impliqué dans plusieurs pathologies notamment le
cancer (oxydation de I’ADN), les maladies cardio-vasculaires (oxydation des lipides) et dans
le diabéte sucré (Haleng et al., 2007).

( cellule . nutrition
Glutathion Oligoéléments
{

Hg Pb . i ;
AWy, = 8 Tairsti
-~ \ rrit J
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/f;i \\, \
(@2 ) —
\\\ §%~>—

phagocytose

stress

Figure 1 : Déséquilibre de la balance entre les antioxydants et les pro-oxydants (Favier,
2006).

1.2,  Source du stress oxydatif

Par divers mécanismes physiologiques, la production des radicaux libres, a des doses
raisonnables, a un réle bénéfique pour I’organisme. Dans les conditions normales, la teneur
pro oxydants/antioxydants est équilibré. L’excés de ces radicaux par un déficit des

antioxydants, fait appel au « stress oxydatif ».
Les générateurs puissants de stress oxydatif sont :

x Les réactions inflammatoires, (la production élevée des agents pro oxydants) ;
% L’exposition aux alcools, tabac, rayon ultraviolette, le contact avec les agents

canceérigenes et aux polluants (Favier, 2003).



Synthese Bibliographique Chap. I : Stress Oxydatif

2. Lesradicaux libres

2.1.  Définition

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, réactives constituent des électrons non
appariés dans leurs orbitales externes et capables d'endommager les composants cellulaires.
Son accumulation suggere qu'ils peuvent contribuer a diverses entités pathologiques
(Southorn et Powis, 1988).

La formation des radicaux libres tel que le superoxyde et I’hydroxyle est le résultat normal du
métabolisme aérobie chez I'étre humain. Toutefois, un déséquilibre entre les mécanismes de
défense antioxydante et la production de radicaux libres conduit a un stress oxydatif pouvant

entrainer des altérations moléculaires et cellulaires (figure 2 et 3) (Goudable et al., 1997).

Molécule
d’oxygene

Radical

superoxyde GSH GSSG

&
%
GSHPx

Peroxyde @ @e
d'hydrogene W W

Fe2+

Fes P.er'o:'rydation
lipidique
Radical hydroxyle
Figure 2 : les principales étapes de la production des especes réactives de

I’oxygéne (Goudable et al., 1997)
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Radicoaux
Caractéristigues

Radical superoxyde 0,

- Constante de vitesse faible
- Trés peu réactif

- Toxicité indirecte

Radical hydroxyle "OH
- Constante de vitesse élevée
- Réaction limitée par la diffusion
- Pas de cible privilégice

- Faible durée de wie

Chap. I : Stress Oxydatif

Mode d'action

1) Action de la 50D
04+ 0,7 —= H0; + 0,

2) Formation "0OH {(Haber-Weiss)
0, 4+ Fe* —» 0; + Fe?*

H:0, + Fe?* —> "OH + Fe¥ + “OH

0,4+ H,0, — "0H + "0OH

3) Dismutation non catalysée
HO,” + HO;” — H,0,; + 0,

HO," + 0,7 (+ H") — H,0; + 0,

4) Formation de peroxynitrite
0, 4+ "NO — DOND-

1) Arrachement d'un &lectron
"OH + Fe® —» "OH + Fe®*

2) Arrachement d’un atome d’hydrogéne
"OH + RH — R~ 4+ H,0

3) Addition sur des doubles linisons
OH + =L = C= —» ="C-C{0OH)-

Figure 3 : les principales réactions des radicaux libres (Migdal et Serres, 2011).

Le Tableau 1 présent les principaux radicaux libres des espéces réactives de 1’oxygene

Tableau 1 : Les principaux radicaux libres (espéce réactives de 1’oxygene) (Bonnefont-

Rousselot, 2004)

Oxygene O,
Oxygéne singulet 0,
Radical hydroxyle OH
Anion super oxyde 0O;”
Radical peroxyde ROO

Radical hydroperoxyle HOO
Hydroperoxyde ROOH

Radical oxyde nitrique NO’

Peroxyde d'hydrogéne H,0,

3. Systeme de défense antioxydant

Les antioxydants sont des substances qui agissent, méme en concentration infime pour
retarder ou inhiber l'oxydation d'un substrat. Il existe beaucoup d’espeéces ou molécules,
exogenes ou endogenes qui ont un rdle dans la lutte contre les oxydants et peuvent étre

considérées comme étant des biomarqueurs du stress oxydatif (Khanna, 2000).
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3.1.  Systeme antioxydants enzymatique

+ La catalase
C’est une enzyme (EC 1.11.1.6), qui catalyse la dégradation du peroxyde (R1) (Mates et al.,
1999 ; Chelikani et al., 2004).

(R1) : 2 H,0,— 2H,0 + O,
+ La superoxyde dismutase
C’est une métalloprotéine (SOD, EC : 1.15.1.1) capable de former le peroxyde d’hydrogéne a
partir de deux molécules superoxydes selon la réaction suivante (R2) (Garrel et al., 2012 ;
Halliwell et Gutteridge, 2015).

(R2) :2H "+ 20, — H,0,+ O,
+ Glutathion peroxydase :
C’est une enzyme (EC 1.11.1.9) qui accélére la dismutation du H,O,. Au cours de cette
réaction 1’oxydation du glutathion réduit (GSH) donne la glutathion-disulfure (GSSG) selon
la réaction suivante (R3) (Mills et al., 1958) :

(R3) : 2 GSH + H,0,— GSSG+ 2 H,0

3.2.  Systeme antioxydants non enzymatique

3.1.1 Systéme antioxydants endogéenes

+ L’acide urique
C’est un antioxydant puissant, un piégeur d'oxygéne singulet et de radicaux hydroxyles et
peroxydes. Il interagit avec les especes réactives oxygénés afin de générer des radicaux moins
réactifs que le HO® (Figure 4) (Belkheiri, 2010), Ames et al., 1981).

Figure 4 : Structure de 1’acide urique
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4+ Le glutathion :

C’est un tripeptide qui regroupe 1’acide glutamique, la cystéine et la glycine. Il contient
majoritairement la fonction thiol au niveau intracellulaire (Migdal et Serre, 2010). Sa
fonction principale se réside dans la peroxydation des lipides au niveau membranaire de la
cellule (Figure 5) (Kerksick et Willoughby, 2005).

oo
L

0
Hooe,_~ A N.__Cook

NH, 0

Figure 5 : Structure du glutathion

3.1.2 Systéme antioxydants exogénes

4 Les caroténoides

Ce sont des antioxydants liposolubles, dont le béta-caroténe est I’antioxydant le plus étudié

pour éteindre I'oxygene moléculaire singulet (Di Mascio et al.,1991).

4 L’albumine

Il représente I’antioxydant le plus abondant et le plus important. 11 a un rdle dans

I’antioxydation des protéines (Figure 6) (Roche et al., 2008).

Lys351 Met329

Lys47s
Met298

e\
Met446 y =34 € - g - . ‘Amlnotormlnus

Mets4s e ’, >

Met123

Figure 6 : Les principaux sites d’activité antioxydante de I’albumine (Roche et al., 2008)
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+ L-carnitine :

L’acide L-3-hydroxy-4-N-triméthylaminobutyrique forme des esters avec une large gamme de

groupes acyle et fonctionne pour excréter et transporter ces groupes (Figure 7) (Ramsay,
2001)

H O~ N CH,

C

Figure 7 : Structure de la L. carnitine (Gulcin, 2006).

+ Acide ascorbique

La fonction principale de I'acide ascorbique est de conserver certaines enzymes dans leurs

formes réduites et protege les tissus contre les oxydants nocifs (Figure 8) (Padh, 1990).

Figure 8 : Structure de 1’acide ascorbique (Carita, 2019)
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4. Meéthodes d’étude de I’activité antioxydante in vitro

Parmi les méthodes les plus utilisées in vitro pour la détermination de I’activité antioxydante :

4.1. Test de piégeage de 2,2-diphényl picrylhydrazyl (DPPH")
Le radical DPPH" est réduit en hydrazine lorsqu’il réagit avec un donneur d’hydrogéne. Un
virage de couleur de la forme oxydé (bleu-violette) a la forme réduite (jaune) est observé au

cours de cette réaction (Miladovic et al., 2006)

4.2. Test de réducteur de fer(FRAP) : Ferric Reducing Antioxidant Power
Ce test est basé sur un changement de coloration d’ion ferrique (Fe**) & ’ion ferreux (Fe?"),

par transfert d’électrons (Benzie et Strain, 1996).

4.3. Test ABTS (acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)
Cette méthode est basée sur la décoloration appliquée pour les antioxydants lipophiles et
hydrophiles. L'oxydation de I'ABTS avec du persulfate de potassium génére I’ABTS et

réduite en présence d’un donneurs d'hydrogéne (Re et al., 1999).

4.4. Test de Capacité antioxydante totale (CAT)

La mesure de la capacité antioxydante regroupe 1’ensembe des antioxydants trouvés dans les
fluides corporels et le plasma. Cette mesure plasmatique aide a évaluer les facteurs
physiologiques, et nutritionnels et environnementaux du statut redox chez I’étre humain
(Ghiselli et al., 2000).

4.5. Test de blanchissement du béta-caroténe

Les radicaux peroxydes générés par I’oxydation de I’acide linoléique abouti a I’oxydation de
la beta caroténe. Ce test se caractérise aussi par une disparition de la couleur rouge (Barros et
al., 2007).

4.6. La Méthode de TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter)

Elle se base sur la mesure quantitative du teneur total des antioxydants secondaires d’un
fluide biologiques. La technique pourrait étre représentée par des protéines, notamment
I'albumine (Wayner et al., 1985).
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1. Composés phénoliques
1.1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, possedant un ou plusieurs
groupements phénoliques avec différentes fonctions tels que 1’hydroxyle. Ils sont largement
utilisés en thérapie comme anti-inflammatoires, vasculoprotecteurs, inhibiteurs enzymatiques,

anti radicalaires et antioxydants (Bahorun, 1998).

1.2. Classification
s constituent la famille des molécules majoritaires dans le régne végétal (Nkhili, 2009).
On distinguer plusieurs familles de composés phénoliques :

2.1.1 Acides phénoliques
Ce sont des composés possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique (Jean, 2008). Ils se dérivent en acides hydroxybenzoiques et en acides

hydroxycinnamiques (Figure 9) (Micheix et al., 2005)

(.M

R R i =
|
.1 COH
R
~ R
a : acide hydroxybezoique b :acide hydroxycinnamique

Figure 9 : les principaux acides phénoliques (Micheix et al., 2005)
2.1.2 Les flavonoides
Ils désignent des pigments ayant un squelette (C6-C3-C6). (Macheix, 2005). Ce sont des
produits largement répandu chez les végetaux. lls sont capables de modifier le comportement
de plusieurs systemes cellulaires et moduler I’activité de certaines enzymes (Figure 10)

(Ghedira, 2005).
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Figure 10 : Squelette de base des flavonoides (Richard et al., 2014).

2.1.3 Lestanins
Ce sont des composeés poly phénoliques (Douat,1978), connu par la capacité de précipiter
les protéines (Bruneton 2009). Ils ont un poids moléculaire de 500 & 3.000 Daltons, et ils

sont divisés en deux classes :

% Tanins hydrolysables ou pyrogalliques (Figurell)
% Tanins condensés ou non hydrolysables (Figure 12) (Peronny, 2005).

‘\C~O OH
GOOH
| HO = °\|/'I:)
HO  0-G
©

Ho” Y “oH S~ \ON
i - FLAVAN-3-OL
ACIDE GALLIQUE ACIDE ELLAGIQUE

*(\Y" wo_ 9
S Ho O—cm
o‘\%’ o o
‘;,\\\ e \v(
o }/ut&

Trfc:} Qtw L

Tanins Galliques Tanmns Ellagiques

Figure 11 : Structure des tanins hydrolysables Figure 12 : Structure des tanins condensés

2.1.4 Lescoumarines
Ces composés constituent d’un cycle benzénique liée a un cycle pyrone (Jain et al.,2012) ces
produits naturels d'origine végétale connus par ses propriétés pharmacologiques (Venugopala

etal., 2013).

12
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R'.'i
R, 0. .0
o
R!
R, R

Figure 13 : Représentation chimique de coumarine (Foti et al., 1996)

2.1.5 Lesstilbenes
Les stilbenes est une classe de composés phénoliques présente dans diverses plantes
comestibles. Leurs bénéfices et leurs bioactivité potentielle pour la santé humaine fait I'objet
de plusieurs études biologiques (El Khawand et al., 2018).

2. Composés phénoliques et ’activité antioxydante

Les composés phénoligues ont un réle bénéfiqgue comme antioxydants qui peuvent piéger les
espéces réactives de ’oxygéne nuisibles, notamment H,O,, O, , OH et 'O, Chez les
vegétaux, ces composés phénoliques agissent comme des antioxydants en donnant des
électrons aux peroxydases afin de détoxifier le H,O, produit dans des conditions de stress
oxydatif. Les composés phenoliques dans les cellules végétales peuvent former un systeme

antioxydant équivalent a celui de 1’acide ascorbique (Sakihama et al., 2002).

Les flavonoides participent aussi dans 1’activité antioxydante par différents mécanismes : La
suppression de la formation des ERO par chélation des ions métalliques, implication dans leur
production, ou par I’inhibition de quelques enzymes, ou bien le piégeage direct des ERO et la

protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme (Boudiaf, 2006).
3. Larelation entre le diabete sucré et le stress oxydatif

La plupart des études montrent que le stress oxydatif induit chez les diabétiques une altération
des systemes enzymatiques, la peroxydation lipidique, une diminution des niveaux de

vitamine C et une altération du métabolisme du glutathion.

13
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Les protéines, les lipides, les dommages a I'ADN, le glutathion, la superoxyde dismutase et la
catalase sont les divers biomarqueurs du stress oxydatif dans le diabéte sucré. Les
complications du diabete sucré, induites par le stress oxydatif peuvent provoquer une

rétinopathie, une neuropathie et une néphropathie ((Liguori et al., 2018).

La perte d'homéostasie redox touche les cellules hépatiques et participe a des voies
profibrotiques et pro-inflammatoires qui favorisent des altérations de la signalisation
métabolique de I’insuline (Whaley-Connell, 2019) et génere par la suite le diabete sucré
(Lucchesi et al., 2013).
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2. La famille des Astéracée

Les Astéracées regroupent la famille des plantes a fleurs. Elles jouent un réle prépondérant
dans les écosystemes terrestres existants, avec prés de 1500 genres et pas loin de 23 000

espéces (Barkley et al., 2006).

Ce sont des plantes angiospermes dicotylédones appartenant aux sous classes des
gamopétales et a l'ordre des Astérales (Barkley, 2006). Elles se localisent presque partout

dans le monde (Barreda et al., 2015).

Les Astéracées peuvent étre annuelles, bisannuelles ou vivaces. Dans la grande majorité des
cas, ce sont des plantes herbacées. Elles sont également représentées par des arbustes ou des
arbres (Barkley, 2006).

La fleur des Astéracees est tres particuliere : les étamines sont soudées par leurs antheres
vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situées des brosses a pollen. Une fois que le stigmate
traverse le tube formé par les antheres, les stigmates se déplient et exposent leur face gluante
au pollen. 1l faut considérer gu'a ce moment-la, du nectar est sécrété (Figure 14)
(Boutaghane, 2013).

(@) (b) (©)

Figure 14 : Types des fleurs des Astéracees
a : fleur tubulée au centre et ligulées sur le pourtour b : fleur toute ligulée
c : fleur tubulée (Mezach, 2010)
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3. Anacyclus pyrethrum
3.1. Nom vernaculaires

% Anglais : Spanish pellitory (Gautam et al., 2011).
x Francais : Pyréthre d’ Afrique (Selles, 2012).
x Arabe : Oud el ’attas, Agargarha (Gautam et al., 2011).

3.2. Position systématique
Le pyréthre peut étre classé selon la systématique suivante :

Regne : Plantae

Division : Spermatophyta,

Sous division : Angiospermae,

Classe : Dicotyledoneae

Sous classe : Metachlamydae,

Ordre : Companulatae,

Famille : Asteraceae,

Genre : Anacyclus,

Espéce : pyrethrum (Usmani et al., 2016).

X X % % X X X % x

3.3. Description botanique

Anacyclus pyretrum est une plante de 7 a 15 cm de longueur, avec des racines cylendriques
de couleur brune (Kumar et al., 2012). Elles sont ridées extérieurement, légérement tordues
et effilées et souvent couronnées d'une touffe de poils gris (Figure 15a) (Bentley, 2002). Les

feuilles sont finement découpées, alternes et délicates et sont couvertes de poils courts et fins.

Les fleurs sont blanches aux cceurs jaunes, ordinairement solitaires (Bentley, 2002). Ses
fleurs sont composeées de pétales blancs a l'intérieur, et de pétales violets a 1’extérieur (Figure
15b) (Cherrat, 2017).

Les racines présentent un go(t piquant et un odorat Iéger (Bentley, 2002). lls contiennent
des huiles essentielles avec une sensation de picotement sur la langue, d'ou son autre nom

« Salivaire ». Son odeur fait appel aux racines de la réglisse (Humphries et al., 1979).
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(a) (b)
Figure 15 : Anacyclus pyrethrum : (a) Racines, (b) Fleurs (Usmani et al., 2016).

3.4. Répartition géographique

L’origine d’Anacyclus pyrethrum est I’ Afrique du Nord. Elle est répartic beaucoup plus en

Algérie, le Maroc et méme en Espagne (Ehrendorfer et al., 1977)
3.5. Utilisation Traditionnelle

L’Anacyclus pyrethrum est utilisée dans la médecine populaire pour traiter plusieurs
maladies comme analgésique, anti rhumatismal, antibactérien, carminative, antiviral,
emménagogue, ameéliore la digestion, fébrifuge, vermifuge, nervine et sialagogue (Usmani et
al., 2016).

Les racines sont utilisées et connues comme antidiabétique, immunostimulant,
aphrodisiaques, antimicrobienne, anesthésiant local, ainsi comme un tonique pour le systéeme
nerveux, les maux de dents, les affections rhumatismales et la rhinite (Khare, 2008 ; Usmani
et al., 2016). Elles agissent également comme un agent de réchauffement pour améliorer les
femmes fécondantes (Cherrat, 2017).

De méme, la pharmacopée ayurvédique de I'Inde indique l'utilisation des racines dans le

traitement de paralysie, hémiplégie, sciatique et aménorrhée (Khare, 2008).

En Algérie, les racines d'A. Pyrethrum sont utilisées dans la médecine traditionnelle, depuis
des siecles, pour le traitement des maladies de foie et également pour les infections
respiratoires (Bellakhdar, 1997).
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3.6. Composition chimique

Chap. Il : Plante étudiée

Les sesquiterpénes sont les composés majoritaires qui constituent 1’huile essentielle d'A.

Pyrethrum (Selles et al., 2013).

Le criblage phytochimique d'Anacylcus pyrethrum a conduit a l'identification de divers

métabolites secondaires dans la plante entiere. Les parties aériennes (feuilles et fleurs) sont

riches en tanins, flavonoides et coumarines (Cherrat, 2017 ; Manouze et al., 2017).

Les phytoconstituants les plus importants présents dans les racines sont les polysaccharides
(Bendjeddou et al., 2003) et le N-isobutyl dienediynamide (Bendjeddou et al., 2003 ; De
Spiegeleer et al., 2011 ; Boonen et al., 2012).

Les racines sont riches, aussi, en alcaloides (Cherrat, 2017). Elles contiennent de

l'anacycline, 1’isobutylamide, Pellitorine, hydrocaroline, inuline (50%) (Figure 16) des traces

d'huile volatile (Khare, 2008 ; Selles et al., 2012b) et du lignane (y compris la sésamine)

(Gulland et Hopton, 1930).
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Figure 16 : les composants phytochimiques majoritaires des racines d Anacyclus pyrethrum.
a : Pellitorine, b : inuline (Enema et al., 2018)
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Une autre étude récente montre la présence des nouveaux dérivés de pipéridine, qui sont les
pyracyclumines racémiques isolés des racines d'Anacyclus pyrethrum (Figure 17) (Chen et
al.,2018)

Figure 17 : Les pyracyclumines racémiques (Chen et al.,2018)

1 Pyracyclumines A 2 Pyracyclumine B 3 Pyracyclumine C 5 Pyracyclumines
8 Pyracyclumines E

3.7. Les travaux antérieurs sur A. pyrethrum

Le tableau ci-dessous regroupe une syntheése des travaux de recherche des activités
biologiques réalisées sur les différents extraits préparés des différentes parties A. pyrethrum.
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Tableau 02 : Activités biologiques des différents extraits préparés des différentes parties A.

pyrethrum.

L’activité

Partie et extraits étudiés

Les références

Antidiabétique

Extrait aqueux des feuilles.

Allali et al., 2008

Extrait aqueux des racines.

Selles et al., 2012b
Tyagi etal., 2011

Extrait méethanolique (50%) des racines.

Kalim et al., 2010

Antioxydante

Extrait méthanolique de la partie aérienne. Selles et al., 2012a

Les extraits aqueux et méthanolique des racines. Manouze et al., 2017
Immunitaire Extrait aqueux des racines. Bendjeddou et al., 2003
Tonique au

systéme nerveux

Extrait aqueux des racines.

Sharma et al., 2009

Antidépresseur

Extrait hydroalcooliques des racines.

Badhe et al., 2010

Amélioration de
la mémoire

Extrait éthanolique des racines.

Sujith et al., 2012

Anticonvulsivant

Extrait hydroalcoolique des racines.

Pahuja et al., 2012

Extrait éthanolique des racines.

Zaidi et al., 2013

La fertilité

Extrait éthanolique des racines.

Sharma et al., 2013

Antibactérienne,

Antifongique.

L'huile de la partie aérienne obtenue par
hydrodistillation a montré une activité contre

Candida albicans et
Staphylococcus aureus

les souches de bactéries

Selles et al., 2013
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Partie expérimentale Matériel et Méthodes

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche « Antibiotiques, Antifongiques,
Physico-chimie, Synthese et Activités Biologiques (LAPSAB), Département de biologie,
Faculté des sciences de la nature et de la vie, des sciences de la terre et 1’univers, Université

Abou Bekr Belkaid (Tlemcen).

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer in vitro 1’activité antioxydante de I’extrait Eau-
méthanol et sa fraction organique acétate d’éthyle des racines de Anacyclus pyrethrum par la

méthode de piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer par la méthode FRAP.
1. Matériel végétal

Notre étude est portée sur la plante d’Anacyclus pyrethrum, récoltée dans la région EL Abed,
la Wilaya de Tlemcen en mois de Février 2020. Seule la partie souterraine a été utilisée lors

de la présente étude.

Les racines d’Anacyclus pyrethrum ont été récoltées, puis séparées de tous débris et lavées
afin d’¢éliminer toutes les traces de poussicres et d’impuretés. Elles ont été séchées a I’abri de

la lumiére et de I’humidité et a une température ambiante (Figurel8).

Figure 18 : Racines d’Anacyclus pyrethrum récoltées dans la région d’El Abed, Wilaya de

Tlemcen
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2. Préparation d’extrait
2.1. Décoction en milieu hydro-méthanolique

+ Dans un ballon rodé, versé 300ml d’un mélange eau-méthanol (30/70 : v/v) sur 30g

des racines séchées et broyées d’Anacyclus pyrethrum ;

+ Agiter et mettre ’ensemble a reflux, a4 une température d’ébullition, pendant une

heure ;
+ Filtrer le mélange et récupérer le filtrat.
+ Récupération de I’extrait brut hydro-méthanolique

+ Le méthanol du filtrat récupéré est soumis a une évaporation a sec a ’aide d’un

Rotavapor
+ L’extrait obtenu est séché a sec dans une étuve a 37°C
L’extrait brut eau-méthanol (EB) est récupéré et conservé a I’abri de la lumiére.
2.2. Fractionnement par I’acétate d’éthyle :

+ A I’aide d’une ampoule a décanté, I’extrait récupéré aprés élimination du méthanol est

fractionné par I’acétate d’éthyle (v/v) ;
+ Le mélange est bien agité, dégazé et laissé décanter ;
+ Aprés apparition des deux phases, la phase organique acétate d’éthyle est récupérée ;
+ [’opération est répéter trois fois ;

+ [’acétate d’éthyle de la phase organique est évaporé a sec a I’aide d’un Rotavapor & 60°C

et la phase résiduelle aqueuse est séchée dans une étuve a 37°C (Figure 19).

La fraction organique acétate d’éthyle (FAE) et la phase résiduelle (PR) sont récupérées

et conservées a ’abri de la lumiére.
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[ 300 ml de mélange eau/méthanol (30/70 : v/v) ]

\

Mélanger avec 30g de matiere
végétale

{} lheure a température

d’ébullition

Extraction sous
reflux

v

Agitation

\

Filtration

\

Evaporation du méthanol

| |

Récupération de I’extrait Fractionnement par
brut eau-méthanol (EB) Iacétate d’¢éthyle

|
! v

Phase organique Phase résiduelle

agueuse (PR
(FAE) f (PR)

Figure 19 : Schéma récapitulatif de préparation des extraits d’Anacyclus
pyrethrum
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2.3. Calcul du rendement d’extraction (%) :

Les rendements obtenus a partir de cette extraction hydrométhanolique des racines

d’Anacyclus pyrethrum est calculé a partir de I’équation suivante :
Rds (%) = (a/b) x100

Rds (%) : rendement (%)
a : masse en gramme « g » de I’extrait sec obtenu.
b : masse en gramme « g » du matériel végétal.

3. Etude phytochimique
3.1. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont des tests qualitatifs permettant de déterminer les composés
chimiques trouvés dans les extraits de plantes. La détection de ses composés chimiques est

basée sur des réactions de coloration ou de précipitation.

Ces tests ont été menés selon les techniques de caractérisation qualitatives décrites par
(Bruneton, 1999)

Les composés azotés
» Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement, révele la présence d’alcaloides.
3.1.1 Lescomposes phénoliques
> Lestanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution
aqueuse de FeClz (1%). Incuber le mélange pendant 15 min a une température ambiante. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre.
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> Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI et quelques
copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la

présence des flavonoides.
» Les quinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,1 ml du NaOH (1%).
L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

libres.
» Anthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter Iml de NH,OH (10%)

puis agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.
3.1.2 Lescomposés terpéniques
» Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de 1’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur persistante supérieure a 1cm de

mousse indique la présence de saponines.
» Terpénoides : Test de Slakowski

Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter 0,4 ml de chloroforme et
0,6 ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a

I’interphase indique la présence des terpénoides.
3.2. Dosage des composes phénoliques
3.2.1. Dosage des polyphénols totaux
v' Principe :

Ce dosage repose sur la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier est constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO1,040). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange
d’oxyde bleu de tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MOgO,3). La coloration présente un
maximum d’absorption a 725 nm dont I’intensité de coloration est proportionnelle au taux de

composés phénoliques oxydés présents dans 1’échantillon (Boizot et Charpentier, 2006).
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v' Mode opératoire :
Le dosage a été réalisé selon le protocole décrit par Ardestani et Yazdanparast (2007),

» Meélanger 0,1ml de chaque extrait (Img/ml) avec 2ml d’une solution de carbonate de
sodium (Na,COgz a 2%) ;

Agiter les tubes ;

Incuber pendant 5 minutes a température ambiante ;

Ajouter 100 pl du réactif de Folin Ciocalteu (0,2 N) ;

YV V V V

Incuber pendant 30 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére ;
> Mesurer ’absorbance a 725 nm contre le tube blanc.
Une gamme étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide

gallique a différentes concentrations (50 ; 150 ; 200 ; 250 ; 300 ; 350 ; 400 et 450ug/ml)
(Tableau 3).

Tableau 3 : Méthode de dosage des polyphénols totaux

Gamme d’étalonnage (acide gallique pg/ml) Extrait
(Img/ml)
- 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Ly m Wy
3 Z
Acide - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 - -
gallique (nl)
Eau 100 - - - - - - - - - - -
distillée (pul)
Extraits - - - - - - - - - - 100 100
(uD)
Na,CO;
Q% 8 8 S 8 8 8 &8 8 &8 8 S8 8
o o o o o o o o o o o o
N N N N N N N N N N N N
1*"incubation pendant 5 min a température ambiante
Folin- 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Ciocalteu
0,2N (pl)

2*™incubation a I’abri de la lumiére pendant 30 min

Mesure de I’absorbance a 725 nm

EB : Extrait brut ; FAE : Fraction acétate d’éthyle.
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La teneur en polyphénols totaux est exprimée en en microgramme Equivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/ mg E).
3.2.2. Dosage des flavonoides
v' Principe

Les flavonoides sont quantifiés par une méthode colorimétrique au trichlorure d'aluminium
(AICI3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides. En présence de la soude ce complexe devient rose et absorbe dans le visible a
515nm (Kim et al., 2003).

v" Mode opératoire

Le dosage de flavonoides a été réalisé selon le protocole de Miliauskas et al. (2004) :
» Meélanger 250 pul de chaque extrait (1mg/ml) avec 1 ml d'eau distillée ;

Ajouter 75pul d'une solution de nitrite de sodium (NaNO, a 15 %) ;

Incuber pendant 6 minutes a température ambiante ;

Ajouter 75ul de trichlorure d'aluminium (A1Cls, 6H,0 & 10%) ;

Incuber pendant 6 minutes a température ambiante ;

Ajouter 1 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH a 4 %) ;

Compléter le volume total a 2,5ml avec I'eau distillee ;

Agiter et incuber les tubes pendant 15 minutes a température ambiante ;

vV ¥V Vv V¥V V VYV VYV V

Mesurer 1’absorbance a 515 nm contre le tube blanc au spectrophotométre.

Une gamme d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine a différentes concentrations (50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 250 ; 300 ; 350 ; 400ug/ml)
(Tableau 4).
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Tableau 4 : Méthode de dosage des flavonoides

Gamme d’étalonnage (catéchine pg/ml) Extraits (Img/ml)
oY) T
) 50 100 150 200 250 300 350 400 E I_J;
(@)
Catéchine 550 250 250 250 250 250 250 250 - .
(nD
Extrait (ul) = = - - - - - - - 250 250
Eau distillée 5 = = = = = = = = = =
() S 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
NaNO,
75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(15%) (ud)
1*"*Incubation pendant 6 min a température ambiante
[0)
A8 (0 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(D
2°™ncubation pendant 6 min & température ambiante
VCHEE 5| B 5 B 8 3 &2 = B E =
(M) 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Eau distillée
@) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
n

3*™Incubation a Pobscurité pendant 15min
Mesure de I’absorbance a 515 nm
EB : Extrait brut ; FAE : Fraction acétate d’éthyle.

La teneur en flavonoides est exprimée en en microgramme Equivalent Catéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).
4. Evaluation de I’activité antioxydante
4.1. Piégeage du radical libre DPPH" (2 ,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl)

v Principe :
Dans ce test les antioxydants réduisent un radical libre relativement stable, le DPPH

(2,2diphényl- 1-picryl-hydrazyl), ayant une couleur violette, en un composé jaune, dont
I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu (Figure 20) (Atoui et al., (2005)
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NO- @ NO- O
%N@a_w QAN@%H :

e O e O
2,2 diphenyl-1-Picrylhydrazyl 2,2 diphenyl-1-Picrylhydrazine

Figure 20 : Forme libre et réduit de DPPH" (Molyneux, 2004).

La recherche de I’activité antiradicalaire des extraits préparés des racines d’Anacyclus
pyrethrum est réalisée selon le protocole décrit par (Atoui et al., (2005)

v' Mode opératoire

» 50 ul des solutions d’extraits a différentes concentrations de (1 a 5mg/ml) ont été

ajoutés a 1950 ul DPPH (0,0025g fraichement préparé dans du méthanol)

» Pour chaque concentration un blanc est préparé contenant 50 pl de chaque

concentration d’extrait et 1950 pl du méthanol.

» Parallélement, un controle négatif est préparé en mélangeant 50 pl du méthanol avec

1950pI de la solution méthanolique de DPPH.

» La lecture de I’absorbance est faite a 515nm aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et

a température ambiante.
Dans les conditions, un contréle positif représenté par I’acide ascorbique a été préparé.
v' Expression des résultats :

a. Pourcentage d’inhibition :

I (%) = [(A cont — A ech) /A cont] X 100
| (%): Pourcentage d’inhibition.

Acont : Absorbance du controle négatif.

Asch - Absorbance du 1’échantillon testé.
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b. Calcul delaCls :
Le Clsp est définie comme étant la concentration de ’extrait qui représente I’inhibition de
50% du radical libre DPPH.
Il est calculé graphiquement par les équations de régressions logarithmiques des pourcentages
d'inhibition en fonction des concentrations des extraits étudiés. Il permet de déterminer
I’extrait le plus efficace avec la valeur la plus faible en Clsy.

c. Calcul du pouvoir antiradicalaire :

Les résultats peuvent étre aussi exprimés en pouvoir antiradicalaire (PAR) déterminé par le

calcul de I’inverse des Clsp qui est inversement proportionnelle a la concentration
(Maisuthisakul et al., 2007).

P/_\R =1/1C

- Pag : Puissance anti radicalaire
- CI50 : Concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50%

du radical DPPH.
4.2. Réduction du fer par la méthode FRAP (FerricReducing Antioxydant Power)
v" Principe :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antioxydant. Cette technique
permet de mesurer la capacité des extraits testés & réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le
complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe**) (Karagozler et al., 2008).

v" Mode opératoire :

» Meélanger 100ul de I’extrait a différentes concentrations (de 0,5 a 3 mg/ml) avec 250ul
d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 250ul d’une solution de
ferricyanure de potassium KzFe(CN)g (6%) ;

Incuber I’ensemble a 50°C pendant 20 minutes dans 1’étuve ;
Laisser le mélange refroidis,

Ajouter 250ul de I’acide trichloracétique TCA (10%) pour stopper la reaction ;

YV V V V

Ajouter 500pl d’eau distillé ;
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» Centrifuger I’ensemble a 3000 rpm pendant 10min ;

» Combiner 500 pl de surnageant avec 500ul d’eau distillée et 100ul d’une solution
aqueuse de chlorure de fer FeCl; (0,1%)

» Mesurer I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre a 700 nm contre un blanc

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions que les extraits dans

différentes concentrations (0,05 a 0,4 mg/ml) (Ghanemi, 2019)

Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.
v' Expression des résultats :
Calcule de PECx :

L’ECsp est définie comme étant la concentration efficace de I’extrait qui donne une réponse

demi-maximale.

L’ECs est calculé a partir des équations de régressions linaires des absorbances en fonction
des différentes concentrations utilisées pour les différents extraits de la plante étudiée. I

permet de déterminer I’extrait le plus efficace avec la valeur la plus faible en ECsp.
5-  Analyses statistiques

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des valeurs
normales ou plus exactement des valeurs de référence. Comme pour 1’évaluation de précision

et I’exactitude d’analyse.

v' Lamoyenne :

v’ L’écart type :

o, =VVx
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1. Caractéristiques des extraits préparés d’Anacyclus pyrethrum
L’extraction eau-méthanol (30/70 ; v/v), par décoction, des racines d’A. pyrethrum, suivie
d’un fractionnement liquide-liquide par acétate d’éthyle, nous a permis de récupérer trois
extraits secs: un extrait brut eau-méthanol (EB), une fraction organique acétate d’éthyle
(FAE) et une phase aqueuse résiduelle (PR)

Les rendements d’extraction, la couleur, 1’aspect et la solubilité de ses extraits obtenus sont

regroupés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Caractéristiques des extraits des racines d’A. pyrethrum préparés par décoction.

Extrait brut Eau-

Fraction acétate

Phase résiduelle

méthanol (EB) d’éthyle (FAE) aqueuse (PR)
Le rendement (%) | 1,016 0,81 2,66
La couleur Marron foncé Marron clair Marron clair
L’aspect Pateux Pateux Pateux
La solubilité Eau distille/DMSO | Eau distillé/DMSO | Eau distillé/DMSO

D’apres les résultats obtenus nous avons noté que tous les extraits obtenus sont sous forme

pateux de couleur marron, soluble dans Eau distillé/DMSO.

La phase résiduelle aqueuse (PR) a présenté le rendement le plus ¢élevé d’ordre de 2,66%
suivie de I’extrait brut Eau-méthanol (EB) avec un rendement d’ordre de 1,016% et Fraction

acétate d’éthyle (FAE) avec un rendement d’ordre de 0,81%.

2. Tests phytochimiques
La détection des différents composés des métabolites secondaires par des différents réactifs
chimiques, se traduit par un changement de couleur, un précipité, la formation de la
mousse...etc. Les résultats de I’analyse phytochimique réalisés sur les différents extraits sont

résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 6 : résultats des tests phytochimique des différents extraits préparés des racines d’A.

pyrethrum
S— Extrait brut Eau- Fra’tction acétate
méthanol (EB) d’éthyle (FAE)

Mayer + -
Alcaloides

Wagner - -
Tanins Fecl; + +
Flavonoides Magcl, + -
Quinones NaOH (1%) ++ ++
Anthraquinones | NH;OH (10%) - -
Saponines Test de mousse - -
Terpénoides Slawoski ++ +++

(+++) test fortement positif, (++) test moyennement positif, (+) test positif, (-) test négatif

D’apres les résultats résumés dans le tableau 6, nous avons noté la présence des alcaloides,
des flavonoides, des tanins, des quinones et des terpénoides dans I’extrait brut eau-méthanol

et la présence des tanins, des quinones et des terpénoides dans la fraction acétate d’éthyle
(FAE).

Par contre, nous avons enregistré 1’absence des saponines et des anthraquinones dans les

deux extraits préparés et 1’absence des alcaloides et des flavonoides dans la fraction acétate

d’éthyle (FAE)

3. Dosages des composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides)
Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides sont déterminées par les méthodes
spectrophotométriques, en utilisant le Folin-Ciocalteu pour le dosage des polyphénols totaux,

et AICI; et NaNOs, en milieu alcalin pour le dosage des flavonoides.

Les teneurs en composés phénoliques sont calculées a partir des équations linaires des
courbes d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux et de la

catéchine pour le dosage des flavonoides (Figure 21 et 22).

L’unité prise en considération pour calculer les teneurs en polyphénols et flavonoides totaux
est le microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/ mg E) et
le microgramme Equivalent catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/ mg E)

respectivement.
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Ahsorbance a 725 nm
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Figure 22 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

Absorbance a 515 nm
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y = 2,9956x
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Le tableau 7 regroupe les teneurs en polyphénols totaux et des flavonoides déterminées a

partir d’extrait brut eau-méthanol et sa fraction acétate d’éthyle, préparés des racines d’A.

pyrethrum.

34



Partie Expérimentale Résultats et Interprétations

Tableau 7 : Teneurs en composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides), d’extrait

brut eau-méthanol et sa fraction acétate d’éthyle, préparés des racines d’A. pyrethrum.

Extraits Extrait brut Eau- Fraction acétate
méthanol (EB) d’éthyle (FAE)
Polypheénols totaux 206,6 + 0,007 209 + 0,007
(wg EAG/mg E)
Flavonoides 83,3 + 0,003 183,3+ 0,040
(ng EC/mg E)

Le dosage des polyphénols totaux a montré que les teneurs dans 1’extrait brut et la fraction
acétate d’éthyle sont presque identique avec des valeurs d’ordre de 206,6 + 0,007ug EAG/mg
E et 209 + 0,007ug EAG/mg E, respectivement.

Pour le dosage des flavonoides, nous avons noté que la fraction acétate d’éthyle (FAE) est

hautement supérieur par rapport a I’extrait brut (EB) avec des teneurs d’ordre de
183,3+0,04pg EC/mg E et 83,3 £ 0,003ug EC/mg E, respectivement.

4. Recherche d’activité antioxydante de I’extrait d’Anacyclus pyrethrum

4.1. Piégeage du radical DPPH

Grace a la capacité de réduire les radicaux libres DPPH, nous avons pu déterminer 1’activité
antiradicalaire de I’acide ascorbique (Figure 23) ainsi que celle de I’extrait brut eau-méthanol
(EB) et sa fraction acétate d’éthyle (FAE) et la phase résiduelle aqueuse (PR), préparés des
racines d’A. pyrethrum (Figure 24).

La couleur violacée de la solution indique la présence du DPPH" sous sa forme radicalaire.

Un virage du couleur vers le jaune se traduit par un piégeage du DPPH par ’extrait testé.

Les résultats obtenus sont comparés avec la molécule de référence (acide ascorbique) et sont

exprimeés par un pourcentage d’inhibition.
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Figure 23 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH’ par 1’acide ascorbique
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Figure 24: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH’, en présence de I’extrait brut eau-
méthanol (EB) et ses fractions organique acétate d’éthyle (FAE) et la phase résiduelle
aqueuse (PR), préparés des racines d’A. pyrethrum
A partir des courbes de régression logarithmique, nous avons déterminé les Clsg
(concentration nécessaire pour réduire 50% du radical libre DPPH), ainsi que [’activité

radicalaire (AAR) pour 1’acide ascorbique et pour chaque extrait préparé (Tableau 8).
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Tableau 8 : Clsyp et AAR de I’extrait brut eau-méthanol, ses fractions préparées de A.

pyrethrum et de 1’acide ascorbique

Extrait Cl so(mg/ml) | AAR

Extrait brut Eau-méthanol 2,51 0,40
RERIEICE Fraction organique acétate d’éthyle 1,96 0,51
pyrethrum

Phase résiduelle aqueuse 3,57 0,28
Acide 0,33 3,02
ascorbique -

D'aprés les valeurs obtenues, nous avons enregistré que 1’extrait organique acétate d’éthyle
de la partie souterraine d’A. pyrethrum a présenté une meilleure activité antiradicalaire (Clsg
d’ordre de 1,96 mg/ml et un AAR d’ordre 0,51) par rapport a extrait brut Eau-méthanol et la
phase résiduelle aqueuse qui ont présenté des Clsy d’ordre de 2,51 et 3,57 mg/ml et AAR

d’ordre de 0,40 et 0,28 respectivement.

Cette activité est largement faible par rapport a celle de 1’acide ascorbique qui a marqué une

Clso d’ordre de 0,33 mg/ml et une AAR d’ordre de 3,02.
4.2. Pouvoir réducteur du Fer (FRAP)

La recherche du pouvoir réducteur du fer des extraits préparés et de I’acide ascorbique est
déterminée par 1’évaluation 1’absorbance du milieu réactionnel a 725nm en fonction des

différentes concentrations.
Les résultats sont représentés sous forme des courbes de régression linéaire (Figure 25 et 26).

La courbe du pouvoir réducteur de Fer en présence de 1’acide ascorbique est réalisée dans le

laboratoire et dans les mémes conditions opératoires par Ghanemi Adila (2019)
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Figure 25 : Pouvoir réducteur du fer en présence de 1’acide ascorbique Ghanemi Adila (2019)
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Figure 26: Pouvoir réducteur du fer en présence de I’extrait but eau-méthanol et la phase
résiduelle aqueuse (PR), préparés des racines d’A. pyrethrum

En analysant les différentes courbes de régression, nous avons noté que la capacité réductrice

du fer augmente avec 1’augmentation des concentrations de chaque extrait.

De méme, nous avons enregistré le pouvoir réducteur du fer en présence des extraits préparés

de notre plante ou I’absorbance est inféricure a 1 a une concentration de 3mg/ml.

Nous avons déterminé les ECsy de chaque extrait a partir des équations de régressions
linéaires des courbes représentées (Tableau 9).
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ECs représente la concentration nécessaire pour réduire 50% du fer contenue dans le milieu

réactionnel.

Tableau 9 : ECsy d’extrait brut cau-méthanol et la phase résiduelle aqueuse des racines de A.

pyrethrum et de 1’acide ascorbique

Extraits ECso (mg/ml)
Racines d’ Extrait brut Eau-méthanol 1,69
S pTELTI Phase résiduelle aqueuse 1,31
Acide ascorbique - 0,002

D’aprées les résultats obtenus, nous avons enregistré un meilleur pouvoir réducteur du Fer
pour la phase résiduelle aqueuse avec un ECs d’ordre de 1,31 mg/ml ; par rapport au pouvoir

réducteur du Fer enregistré pour I’extrait brut eau-méthanol (ECso d’ordre de 1,69 mg/ml).

Cette activité reste largement faible par rapport a celle enregistrée pour I’acide ascorbique

(ECso égale 0,002 mg/ml).
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Discussion

Les plantes médicinales constituent une source majeure de molécules bio actives dotées de

nombreuses activités biologiques.

Elles continuent a faire objet de la découverte des médicaments. Ses propriétés medicinales
sont dues a la présence de principes actifs. Notamment les alcaloides, les composés
phénoliques et les terpénoides, ce qui lui permettent d’avoir des effets pharmacologiques

remarquables (Ramawat et al., 2009)

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la région de Tlemcen, nous nous
sommes intéressés a 1’étude phytochimique et biologique d’extrait brut hydrométhanolique et
sa fraction enrichis des polyphénols, fractionnée par acétate d’éthyle des racines de pyrethre

(Anacyclus pyrethrum).

Le calcul des rendements d’extractions nous a permis d’enregistrer des pourcentages
variables d’ordre de 1,016 %, 0,81%, 2,66% pour I’extrait brut eau-méthanol, sa fraction

organique acétate d’éthyle et la phase résiduelle aqueuse, respectivement.
Ces résultats sont confirmés par les travaux de :

Sharma et al., (2010) ont enregistré un rendement de 3,1% pour I’extrait d’éther de pétrole

obtenu par soxhlet, extrait des racines d’A. pyrethrum.

Zaidi et al., (2013) ont noté le rendement de 3,56% d’extrait éthanolique obtenu par

maceration des racines d’A. pyrethrum.

Alors que, Sujith et al., (2012) ont noté que I’extrait éthanolique obtenu par une simple

macération des racines d’A. pyrethrum a présenté un rendement de 0,93%.

Les rendements des extractions sont variables, selon les facteurs pédoclimatiques, (Obaton,
1992), la période de récolte de la plante (Malik et al., 2012). Et méme selon la méthode

d’extraction et les solvants utilisés (Bourgou et al., 2016).

Les tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits hydro-méthanoliques brut et la
fraction organique d’acétate d’éthyle, préparé sous reflux, de la partie souterraine d’A.
pyrethrum, ont montré la présence des alcaloides, des tanins, des flavonoides, des quinones, et
des terpénoides. Par contre, les saponines et les anthraquinones ont été absents dans

I’ensemble des extraits étudiés.

Elazzouni et al., (2014), ont confirmé la présence des alcaloides, des tanins et des

flavonoides dans I’extrait aqueux obtenu par hydro distillation des racines d’A. pyrethrum.
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Les résultats de Subasri et John (2016) ont confirmé également la présence d’alcaloides,
tanins, flavonoides, triterpénes, saponines, anthraquinones et acides aminés d’extrait

éthanolique des racines, de feuille et de tige de la méme plante.

Les résultats de Selles et al., (2012) ont montré une richesse en alcaloides, tanins, saponines,

acides aminés, stéroides et terpénoides dans 1’extrait aqueux des racines d’A. pyrethrum.

De plus, I’étude de Shahraki et al., (2014) sur la méme partie de la plante de pyréthre a

montré que I'extrait aqueux se compose de résine appelé pyréthrine ou pellitorine.

Daoudi et al., (2017) ont noté la présence des alcaloides, tanins, flavonoides et saponines
alors que les stéroides et les anthraquinones ont été absent dans I’extrait aqueux préparé par

macération de la méme plante.

Cette différence est probablement due au période de la récolte, et stade de maturité de la
plante (Potel et al., 2005)

Le dosage des composés phénoliques, nous a permis de constater que les teneurs les plus
élevés en polyphénols et en flavonoides sont enregistrées pour la fraction organique acétate
d’éthyle d’ordre de 209 + 0,007 ug EAG/mg E et 183,3 + 0,04 pg EC/mg E, respectivement,
suivie par I’extrait brut eau-méthanol avec des teneurs d’ordre de 206,6 £0,007 ug EAG/mg E
et 83,3 £ 0,003 pg EC/mg E, respectivement.

Ces résultats sont confirmés par les travaux de :

Elazzouzi el al., (2019) qui ont montré que la fraction acétate d'éthyle d’extrait hydro-
méthanolique des racines de pyréthre est la plus riche en polyphénols totaux (12,82 mg EAG /
g E) et en flavonoides (46,82 mg EQ / g E).

Manouze et al., (2019) ont enregistré des teneurs en polyphénols totaux, des extraits
méthanolique et aqueux d’ordre de 181,7 £ 1,5 et de 192,1 + 0,3 mg EG/g E. Les mémes
extraits ont présenté des teneurs en flavonoides d’ordre de 19,2 + 0,0 et 214 + 0,1 mg E

Quercetin / g E, respectivement.

Daoudi et al., (2017) ont noté des teneurs en polyphénols d’extrait aqueux préparé par
macération, décoction et infusion d’ordre de 97,57 ; 70,12 et 66,45 mg EAG/ g extrait de la

plante, respectivement

Une autre étude faite par Yahiaoui, (2019) a montré que la teneur en polyphénols est d’ordre
de 12,33 + 5,85 ngEAG/mg d’extrait et la teneur en flavonoides est d’ordre de de 0,49 +
0,088 ng EQ/mg d’extrait.
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Selles et al., (2012) ont noté que la partie aérienne de la plante a présenté des teneurs en
polyphénols d’ordre de 310,78 ; 183,82 et 91,8 mg EAG/g, tandis que les teneurs en
flavonoides sont d’ordre de 92,50 ; 72,50 et 24,20 mg EQ/g pour les extraits méthanoliques,

aqueux et le chloroforme, respectivement.

La variation de taux de polyphénols et flavonoides peut étre influx par plusieurs facteurs
qualitatif et quantitatif citant par exemple la méthode de quantification et d’extraction (Lee et
al., 2003), le stade végétatif, la répartition géographique, les conditions climatiques et les

modifications génétique (Miliauskas et al., 2004).

La recherche de I’activité antioxydante des extraits préparés de notre plante a été évaluée par
deux méthodes : activité antiradicalaire par la méthode de piégeage du radical libre DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrozyl), représentée en Clsy et antioxydante par la méthode du
pouvoir réduction du Fer (FRAP), marquée par ECsy,.

Les résultats obtenus ont montré une bonne activité antioxydante de I'extrait préparé avec
Clso d’ordre de 1,96 ; 2,51 et 3,57 mg/ml pour la fraction organique acétate d’éthyle, I’extrait
brute Eau-méthanol et la phase résiduelle aqueuse, respectivement. Et un ECsq d’ordre de
1,31 et 1,69 mg/ml pour la phase résiduelle aqueuse et I’extrait brut Eau -méthanol. Mais cette
activité reste faible par rapport I’acide ascorbique qui a présenté une Clso de 0,33 mg/ml et

une EC50 d’ordre de 0,002 mg/ml dans les mémes conditions.

Des recherches antérieures, in vivo, ont été réalisées sur la I’activité antioxydante d’A.

pyrethrum et Anacyclus clavatus citant les travaux de :

Elazzouzi el al., (2019) qui ont enregistré des Cls, des extraits hydro-méthanolique, fraction
d’acétate d’éthyle et I’extrait butanolique d’ordre de 0,144 ; 0,152 et 0,155 mg / ml. Ces

résultats sont comparables avec 1’acide ascorbique (Clsp = 0,051 mg / ml).

Kherbache, (2018) ont montré que la plante Anacyclus clavatus a une forte activité anti-
radicalaire du radical DPPH avec des Clso de 28,30 + 3,45 pg/ml et 68,98 + 1,64 pg/ml pour

les extraits méthanolique et aqueux, respectivement

Selles et al., (2012) ont prouvé que l'activité de piégeage des radicaux présenté par l'extrait
méthanolique, I'extrait aqueux et chlorofomique d’ordre de 89,58%,78,19% et77,29% a des
concentrations d’ordre de 0,16 ; 0,2 et 0,50 mg/ml respectivement. Avec un standard (acide
ascorbique) de 0,048.
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Pour le FRAP la capacité de réduction ferrique la plus élevée a été marqué avec 1’extrait
méthanolique avec des ECsp entre 0,569 a 0,15 mg/ml par rapport aux extraits aqueux et de
chloroformique 0,301 et 0,182, respectivement. Ces résultats restent faibles par rapport a

I'acide ascorbique de 1,84.

D’aprés les résultats obtenus dans la présente étude, nous avons noté une bonne corrélation
entre la teneur en polyphénols totaux et I’activité antioxydante. Les polyphénols neutralisent
les radicaux libres dans les milieux biologiques par trois mécanismes : Chélation des ions

métalliques, Inhibition enzymatique et Piégeage des radicaux libres (Boubekri, 2014).
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Conclusion :

L’objectif de ce travail est basé sur 1’étude phytochimique et la recherche d’activité
antioxydante in vitro des racines d’Anacyclus pyrethrum récoltée dans la région d’El Abed,
wilaya de Tlemcen.

D’apreés les résultats obtenus, nous avons conclu que :

» Le screening phytochimique de la plante a montré sa richesse en alcaloides, tanins,
flavonoides, quinones, et des terpénoides, alors qu’elle a dépourvu les saponines et les
anthraquinones ;

> Les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés de la plante, nous a permis
d’enregistrer des teneurs en polyphénols d’ordre de 209 + 0,007 et 206,6 + 0,007 ug
EAG/mg E et en flavonoides d’ordre de 183,3% 0,04 et 83,3 + 0,003 pg EC/ mg E, pour
la fraction organique d’acétate d’éthyle et I’extrait brut eau-methanol, respectivement.

» Une bonne activité antioxydante a été enregistrée pour les extraits préparés avec une C150
d’ordre de 1,96 ; 2,51 et 3,57 mg/ml pour la fraction organique acétate d’éthyle, 1’extrait
brut eau-méthanol et la phase résiduelle aqueuse, respectivement. Et une EC50 d’ordre de
1,31 et 1,69 mg/ml pour la phase résiduelle aqueuse et 1’extrait brut eau -méthanol.

Pour conclure, 1’Anacyclus pyrethrum est riche en composés phénoliques notamment les
polyphénols. Elle se caractérise par une puissante activité antioxydante de neutralisation des
dégats cellulaires causes par les radicaux libres.

Cette étude reste préliminaire et mérite d’étre approfondie par d’autres recherches
complémentaires qui s’intéressent a :

+ Purifier, identifier et caractériser les composés phénoliques par des méthodes
chromatographiques (CCM, chromatographie sur colonne, HPLC, ...) et des méthodes
spectrophotométriques (RMN, spectroscopie de masse, ...)

+ L’étude d’activité antioxydante par autres méthodes in Vitro : ABTS" (sel d’ammonium de
I’acide  2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) ORAC  (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) et des méthodes enzymatiques in vivo, comme le superoxyde
dismutase et la Catalase ...

+ L’étude d’autres activités biologiques ; plus particuliérement 1’activité antidiabétique

et antimicrobienne, ...

+ Reéaliser des études de la toxicité in vitro (cytotoxicité) et in vivo (toxicité aigile et

chronique).
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