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Résume

La présente étude s’inscrit dans le cadre de I’évaluation de I’activité antioxydante et I’effet
hémolytique de 1’extrait phénolique d’une plante médicinale Ephedra alata a une grande
importance thérapeutique dans le monde. C’est une plante largement utilis¢é en Médecine
traditionnel. La premiére partie de cette étude concerne 1’extraction et la quantification des
phénols totaux. La deuxiéme partie, on a évalué ’activité antioxydante par la CAT et la
Cytotoxicité de I’extrait phénolique par (test hémolytique) de la plante.

Le rendement en polyphénols totaux est de 24% et la teneur en polyphénols totaux a été
déterminé en utilisant le reéactif de Folin-Ciocalteu elle est de 34.4mg EAG/mg ES. Les
résultats de I’activité antioxydante montrent que la plante Ephedra alata posséde une capacité
antioxydante de 1.006 mg/ml. Le test hémolytique montre que la plante n’a pas un effet
toxique a des concentrations comprises (0.25- 2 mg/ml). En conclusion, I’étude a révélé
qu’Ephedra alata, plante largement utilisés en pharmacopée sOr si elle est utilisée
correctement.

Mots clés : Ephedra alata, hémolyse, polyphénols, activité antioxydante, extrait phénoligue.
Abstract

The présent study is part of the évaluation of the antioxydant activité and the hémolytique
effet of the phénolique extrant of a médicinal plant Ephedra alata has gréat thérapeutique
importance in the world. It Is a plant Widal use in Traditionnel Médicine. The first part of
This sud concernas the extraction and quantification of total phénols. The second part, the
antioxydant activité wasp évaluates by CAT and Cytotoxicité of the phénolique extrant by
(hémolytique test) of the plant. The Field of total polyphénols Is 24% and the total
polyphénols content has been détermine usina the Folin-Ciocalteu ragent It Is 34.4mg
EAG/mg ES. The résulta of the antioxydant activité show That the Ephedra alata plant has an
antioxydant capacité of 1,006 mg/ml. The hémolytique test shows That the plant dose not
have a toxique effet at. concentrations inclue (0.25- 2 mg / ml). In conclusion, the sud fond
That Ephedra alata, plant Widal use in safe pharmacopoeia if used correctly.
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Résume

La présente ¢étude s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation de ’activité antioxydante et
I’effet hémolytique de 1’extrait phénolique d’une plante médicinale Ephedra alata a une
grande importance thérapeutique dans le monde. C’est une plante largement utilisé en
Médecine traditionnel. La premiére partie de cette étude concerne I’extraction et la
quantification des phénols totaux. La deuxiéme partie, on a évalué 1’activité antioxydante par

la CAT et la Cytotoxicité de I’extrait phénolique par (test hémolytique) de la plante.

Le rendement en polyphénols totaux est de 24% et la teneur en polyphénols totaux a été
déterminé en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu elle est de 34.4mg EAG/mg ES. Les
résultats de I’activité antioxydante montrent que la plante Ephedra alata posséde une capacité
antioxydante de 1.006 mg/ml. Le test hémolytique montre que la plante n’a pas un effet
toxique a des concentrations comprises (0.25- 2 mg/ml). En conclusion, I’étude a révélé
qu’Ephedra alata, plante largement utilisés en pharmacopée sOr si elle est utilisee

correctement.

Mots clés : Ephedra alata, hémolyse, polyphénols, activité antioxydante, extrait phénolique.



Abstract

The présent study is part of the évaluation of the antioxydant activité and the
hémolytique effet of the phénolique extrant of a médicinal plant Ephedra alata has gréat
thérapeutique importance in the world. It Is a plant Widal use in Traditionnel Médicine. The
first part of This sud concernas the extraction and quantification of total phénols. The second
part, the antioxydant activité wasp évaluates by CAT and Cytotoxicité of the phénolique
extrant by (hémolytique test) of the plant. The Field of total polyphénols Is 24% and the total
polyphénols content has been détermine usina the Folin-Ciocalteu ragent It Is 34.4mg
EAG/mg ES. The résulta of the antioxydant activité show That the Ephedra alata plant has an
antioxydant capacité of 1,006 mg/ml. The hémolytique test shows That the plant dose not
have a toxique effet at. concentrations inclue (0.25- 2 mg / ml). In conclusion, the sud fond

That Ephedra alata, plant Widal use in safe pharmacopoeia if used correctly.
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Introduction générale

Les plantes médicinales représentent le premier réservoir de médicaments et sont
considérées comme une source important de matiéres premieres pour la découverte de

nouvelles molécules indispensable au développement (Maurice, 1997).

Bien que la recherche phytochimiques soit ancienne, elle a toujours attiré beaucoup
d’attention. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source

importante de molécules bioactives

Parmi ces composes, on retrouve les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins,
alcaloides (Bahorun et al., 1996). Certains nutriments semblent étre aujourd’hui découverts
et connus pour leurs effets thérapeutiques. Il s’agit en particulier des vitamines et des oligo-
éléments ayant une activité antioxydante permettant de lutter contre les radicaux libres. En
raison de la grande réactivité et de I’effet néfaste de ce dernier sur les systémes biologiques,
ces derniers sont incriminés dans les mécanismes du vieillissement et interviennent dans la
physiopathologie des maladies. Par conséquent, les antioxydants semblent un enjeu majeur
pour préserver la santé (Pastre lustine et al., 2005) Les mécanismes généraux d’action des
polyphénols peuvent jouer un réle physiologique différent selon sa composition chimique, sa
disponibilité biologique et son métabolisme (Savini et al., 2013).Les polyphénols possedent
de multiples propriétés biologiques tels que I’effet antioxydant, antimicrobien, anti-
inflammatoire (Arribas, Alberto Sanchez, et al., 2013). Ces derniéres ont également des
propriétés thérapeutiques contre les maladies cardiovasculaires, neuro dégénératives et divers

type de cancer et de diabéte.

Malgré les progres de la pharmacologie, 1’'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés
fréquent dans certain pays du monde, en particulier dans ces pays en développement (Tabuti
et al., 2003). Parmi les plantes les plus répandues dans le désert du Sahara algérien, |’Ephedra
alata est connu pour son utilisation en médecine traditionnelle contre le cancer, la grippe, et

les rhumes.

Dans ce contexte, I’objectif de cette étude est d’évaluer activité antioxydante et hémolytique

des extraits phénoliques d’Ephedra alata.
Cette étude est subdivisée en deux parties :
Une premicere partie consacrée a I’étude bibliographique de trois chapitres :

» Stress oxydatif



Introduction générale

>
>

Les polyphénols
La plante Ephedra Alata

La deuxiéme partie decrit les différentes étapes de matériel et les méthodes utilisées dans

notre travail expérimental :

YV V V VY

>

Préparation du matériel biologique végétal
Extraction des polyphénols totaux

Dosage des polyphénols totaux

La capacité antioxydante totale (CAT)
Test de Cytotoxicité.

Enfin, une conclusion générale qui portera les différents résultats obtenus et quelques

perspectives.
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Chapitre 01 Stress oxydatif

1.1 Définition :

Le stress oxydatif, se définit par un désequilibre entre la production des radicaux libres
et les défenses antioxydants de 1’organisme (figure0l), ce qui conduit & des dommages
important sur la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles tells

que : protéines, lipides et acides nucléique (Soares, 2005).

Plusieurs facteurs influencent le stress oxydatif, certains augmentant la production des ERO
comme la consommation élevée d’O, au cours d’une activité sportive Consommatrice
d’énergie, et d’autre réduisent les capacités antioxydants tels que le déficit enzymatique en

G6PD (Bensakhria, 2018).

- Antioxydants

+ Radicaux Libres

STRESS OXYDATIF

Figure 01: le déséquilibre entre la production des radicaux libres (oxydant) et les
mécanismes de défense (antioxydant) au sein d’un méme organisme engendre le stress

oxydant (Favier, 2006).

2.1 Radicaux libres :
Un radical libre est une espece chimique, contenant un ou plusieurs électrons non apparie.

L’appellation « espéces réactives d’oxygene (ERO) » inclut les radicaux libres de I’oxygéne
qui représentent la classe la plus importante d’especes radicalaires générées dans les systemes
vivants : Superoxyde (02), radical hydroxyle (OH") mais aussi certains dérivés oxygénés non
radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H20,). L’ion
Superoxyde O’ et le peroxyde d’hydrogéne H,O, signifie une classe moins active. O, peut
interagir avec H™ pour générer H,O° et sera la forme réactive d’0,° ce qui peut induire une

peroxydation lipidique. O,° peut disproportionner en H,0, et réagir avec le NO° pour former



Chapitre 01 Stress oxydatif

du Peroxynitrite ONOO™ ou avec des métaux de transition en formant des radicaux libre plus
actifs (Valko et al., 2007 ; Martinez-Cayuela, 1995).

Le radical hydroxyle OH° est plus réactif il peut attaquer la plupart des biomolécules et
forment des radicaux libres secondaires. Ces ROS peuvent étre convertis en Intervention de la
Superoxyde dismutase (SOD) et des métaux de transition tels que Fe** ou Cu®, libres ou
complexés (héme), qui sont des activateurs de I’oxydation. L’oxygeéne Singulet peut étre
produit par des réactions photochimiques et chimiques (par exemple, la réaction de H,0, avec
OCI produit 1 Oxygéne (Negre-Salvayre, A., & Salvayre, R. (2005). Ces réactions sont

présents en figure 02.

Lumitre UV oxvdases

0, |l«— |0, |——— | m0;

Oxygéne singulet Oxygéne eroxyde d'hydrogénes
> Superoxyde
Arginine Cycles redox dismutases myéloperoxidase
NADPH ox
mitochondrie ar
NO® (0% HOCI
Z Fe34
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
v v
ONOO » | OH”
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN

de Kinases

Figure 02 : origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactive de 1’oxygene
impliqué en biologie (Favier, A (2003).
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2.11 Nature des radicaux libres :

2.1.1.1 Espéces réactives dérivées de I’oxygéne (ERO) :
Sont des especes chimiques oxygénées, rendues chimiguement, tres réactives par la présence

d’électrons de valence non appariés dans I’orbitale la plus externe (Gardes-Albert, et al.,
2003).

Les ERO agissent comme des seconds messagers, régulant une variété de processus
physiologiques cellulaires et tissulaires.ils sont impliqués dans :

la défense antimicrobienne.
processus de réponse cytotoxique aux agents pathogénes, perturbation de L’apoptose.

La destruction des cellules tumorales.

YV V V VY

La transduction du signal cellulaire et la régulation du métabolisme cellulaire

(Bensakhria, 2018). Le Tableau (1) montre une liste de quelques espéces chimique

réactive :
Tableau (1) :

Liste de quelques espéces réactives (Mercan, D. (2010).
Espéce Radicalaire Espéce non Radicalaire
0, Superoxyde H,0, Peroxyde d’hydrogéne
OH* Hydroxyle ROOH Peroxyde organique
ROO* Peroxyle ONOO peroxynitrite
NO* Oxyde nitrique 0O,NOO peroxynitrate
NOO* Dioxyde de nitrogéne NO,CI chlorure de nitrile
NO;* Nitrate HNO, Acide nitreux
CO5” Carbonate ClO, Dioxyde de chlore

2.2.2.2 Espéces réactives de I’azote (ERN) :
Son principal représentant est le monoxyde d’azote NO°, il est impliqué dans la
neurotransmission et produit lors du métabolisme de I’arginine en citrulline par I’oxyde
nitrique synthéases (NOS). Le NO° peut se combiner avec les radicaux d’oxygéne pour

former des molécules toxiques telles que I’anion peroxynitrite (ONOQO") (Valko et al., 2007).
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3.1 Cible cellulaire de L’ERO :
L’oxydation peuvent s’attaquer a des multiples cible dans ’organisme tels que: une

peroxydation des lipides, une oxydation des protéines, des mutations de I’ADN.

3.1.1 Peroxydation lipidique :

Les lipides, principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée pour
I’attaque des radicaux hydroxyles, elles ont la capacité a extraire I’hydrogeéne du carbone situé
entre deux doubles liaisons, un radical diéne conjugué, oxydés en radical peroxyle (Favier, A.
(2003).

Cette réaction est appelée « peroxydation lipidique » il s’agit d’une réaction en chaine de
formation de lipides via ROS. La réaction en chaine est I’une des plus importantes sources de
radicaux libres dans 1’organisme, principalement des groupes alkyle, alkoxy et peroxyle .Ce
phénomene entraine des dommages irréversibles a la membrane cellulaire entrainent la mort
cellulaire (Valko, M, et al., 2006). Il provoque des changements dans la Fluidité, de la

perméabilité et de I’excitabilité des membranes.

3.1.2 Oxydation des proteines :

Les ERO peuvent oxyder les protéines et les acides aminés pour former des produits
carbonyles ou hydroxyles. Ces modifications entraineront une altération des protéines et ainsi
le systeme enzymatique associé en les activant ou en les inactivant .Les protéines les plus
sensibles aux attaques des radicaux libres surtout ceux qui forment un groupe sulfhydrile (SH)
c’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont donc oxyder

et inactivé (Desmier, 2016).

D’autres dommages irréversibles conduisant a la formation d’intermédiaires radicalaires. Les
protéines peuvent alors : Soit subir des réticulations par formation de ponts bi-tyrosine Ou

former des coupures en cas d’agression forte (Favier, A. (2003).

3.1.3 Dommage de ’ADN :
L’ADN mitochondriale  est une cible privilégiée les espéces oxygénees activees.
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Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ses organites sont les
premieres cibles des ERO. Ainsi, le genome mitochondriale présent une susceptibilité au
stress oxydant qui est 10fois supérieure au génome nucléaire (Richter et al, 1988).

4. Maladies liées au stress oxydants :
Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur déclenchant a des
complications de I’évolution tels que : le diabéte, 1’athérosclérose, le vieillissement, cancer,
sclérose latérale, maladie d’Alzheimer, insuffisance rénale, stérilité masculine, maladie de
parkinson (Bensakhria, 2018).La plupart des maladies induites apparaissent avec 1’age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale de
radicaux (Favier, A. (2003).

5. Antioxydants :

5.1 Définition :

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, ils sont capables de ralentir ou inhiber 1’oxydation de ce dernier
(Mercan, D. (2010).

Les antioxydants réduire le stress oxydatif dans 1’organisme (figure 03). Par conséquent, ils
peuvent : prévenir les radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines de réaction ou
inactivant directement les ROS (Desmier, 2016).

Vitamine C
GPx GSH
Vitamine E

Vitamine E et C

Cu/Zn-SOD
GPx

Vitamine E et C
GSH

; drggi;llum

Catalase

cvtoplasme

mitochondries

Mn-SOD
bicouche lipidigue des GPx
membranes cellulaires Vitamine E

Vitamine E GSH
Ubiquinone

Figure 03 : Répartition des principales défenses antioxydants dans la cellule (Garait, B.
(2006).
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Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action :

5.2 Systemes antioxydant endogéenes :
5.2.2 Antioxydant enzymatique :
Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiere ligne de défense

(figure04) et sont principalement représentée par :

O Arginine
oxygene
monoxyde
amon super()\\de d’azot
superoxyde dismutase CuZn ﬂ i
superoxyde dismutase Mn
Hz()z ONOOH

glutathion peroxydase |Se

peroxwde d’hydrogéne peroxinitrite
Fe / 1«

Cu sélénoprotéine P|Se

catalase Fe ::>- l .

thioredoxine peroxydase rddu‘dl h ‘droxyle
—
thioredoxine réductase [Se

ADN oxydés Lipides oxydés Protéines oxydées

Figure 04 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, A. (2003).

Superoxyde dismutase :

Les Superoxyde dismutase (SOD) sont des métallos enzymes qui catalysent la dismutation
des ions Superoxyde en molécules de peroxyde d’hydrogene et d’oxygeéne. Chez ’homme on
distingue trois iso enzymes: Cu/Zn-SOD1 cytosol, Mn-SOD2 Mitochondries et Cu/Zn-

SOD3. Qui différent grace a la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique,
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leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Durand, G., & Beaudeux, J.L.
(2011).

Elle élimine 1’anion Superoxyde selon la réaction suivante : (Bensakhria, 2018).

0, +2H"  SoD H,0,+0,

Catalase :
Le catalase est une enzyme himnique ubiquitaire capable de transformer le peroxyde en eau et
en oxygene. Selon la réaction : (Durand, G., & Beaudeux, J.L. (2011).
Catalase
2H,0, » H,0+0;

Glutathion peroxydase :

La GPx est un tripeptide antioxydante que I’on retrouve dans toutes les cellules de notre
organisme .elle réduit les peroxydes aux dépend de son substrat spécifique, sa principale
fonction est d’¢éliminer des peroxydes de lipide résultant du stress oxydatif sur les acides gras

polyinsaturés. (Haleng, J et al., 2007).

5.3 Systemes antioxydants exogéne :
5.3.1 Antioxydant non enzymatique :
L’organisme possede une seconde ligne de défense « les antioxydants d’origine naturel ou
exogene, dans cette catégorie d’antioxydant nous retrouvons : les oligoéléments, glutathion,

vitamine A, E et C, caroténoides, composé phénolique.

vitamine E (a-tocophérol) :

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui se lie aux membranes cellulaires a fin de
pouvoir séquestrer, les radicaux libres empéchent la propagation de la peroxydation lipidique.
Il est présent en grande quantité dans les huiles de légume et il agira comme un antioxydant
(Desmier ,2016).

Vitamine c (acide ascorbique) :

La vitamine ¢ est une molécule hydrophile présente dans de nombreux fruits, comme les
oranges, citrons et les fraises. (Desmier, 2016). Il se lic a la membrane a fin d’isoler les
radicaux, il inhibe aussi la peroxydation des lipides en régénerant la vitamine E a partir de

formes dérivées de radicaux libres, ses fonction son nombreuses : contribuer au bon
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fonctionnement du systeme immunitaire, impliqué dans la synthese du collagéne et des

globules rouges, et participe au métabolisme du fer (Haleng, J et al., 2007).

Vitamine A (rétinoides) :

La vitamine A est une vitamine liposoluble présente en grande quantité dans 1’organisme,
notamment dans le foie son principal lieu de stockage. Nous distinguons deux groupe,
(rétinol, trétinoine) et la provitamine A (principalement les a- ; B- carotenes). Les rétinoides
sont présents dans les aliments d’origine animale (ceufs, lait, viande...). La provitamine A se
trouve principalement dans les végétaux et surtout dans les carottes et la citrouille (Desmier
,2016).

Oligoéléments :

Le cuivre (Cu), le Zinc (Zn), le Manganese (Mn), le sélénium (Se), et le Fer (Fe) sont des
métaux essentiels contre le stress oxydatif. Toutes les enzymes anti oxydantes requierent un
cofacteur pour maintenir son activité catalytique (Desmier, 2016).

Par conséquent, la SOD mitochondriale nécessite du manganeése, du cuivre Cytosolique, de la
catalase de fer et de le GPx du sélénium. Cependant, certains oligo-éléments, notamment le
fer, lorsqu’ils sont en exces dans I’organisme et sous sa forme réduite, peut avoir un effet pro-

oxydant (réaction de fenton, d’Haber-Weiss) (Haleng, J et al., 2007).

Caroténoides :

Les caroténoides tels que le B-caroténe peut agir comme un inhibiteur de la peroxydation des
lipides a une faible pression partielle d’oxygene. Il peut étre oxydé comme un acide gras, il a
donc un effet pro-oxydant. Son activité s’explique en partie par ses propriétés lipophiles qui
lui permettant de traverser les membranes cellulaires a travers son systéeme lui permettant
d’interagir avec les radicaux libres pour former des adduits (Desmier , 2016).

Le B- caroténe également appelé la provitamine A, car apres hydrolyse par le foie, elle
produire deux molécules de vitamine A. cependant, tous les caroténoides ne contiennent pas
cette propriété, elle se retrouve en abricots, melons, carottes et légumes verts (Haleng, J et
al., 2007).

Glutathion :

Le glutathion est le Tripeptide majeur au niveau intracellulaire (aloumine est son équivalent
Plasmatique), Dans lequel il existe sous forme réduite (GSH). Dans des conditions

physiologiques, sa forme oxydée (GSSG) est tres faible .le rapport GSH/GSSG sont
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considérés comme Excellent marqueur de la peroxydation lipidique et permettent d’objectiver
I’importance du stress au cours du vieillissement (Haleng, J et al., 2007).

Composés phénoliques :

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les plantes. L’alimentation
fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement en mangeant des fruits et en
céréales. Ils sont présents sous forme d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge
sous forme de flavonoides dans les agrumes, I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans

le vin, le the, chocolat, pomme, oignon et algue (Haleng, J et al., 2007).
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1.1. Définition :

Les plantes produisent des composés phytochimiques appelés polyphénols, qui sont formés a
partir des cycles aromatiques des voies shikimiques et acétates (figure 05). Ces voies, qui
produisent des métabolites secondaires, sont trés important pour les plantes car ils réagissent
au stress et offrent une protection contre les rayons UV et agent pathogene (Cullen et al.,
2020).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires végétaux présents dans divers aliments et
boissons tels que le thé, café, vin, fruits, légumes, grains entiers et cacao (Zamora et al.,
2014).

Environ 8000 structures phénoliques des centaines d’entre eux ont été identifiés a ce jour les
polyphénols végétaux se caractérisent par la présence de plusieurs groupements phénoliques.
IIs sont forts et ils existent de nombreuses variétés. En outre, les polyphénols peuvent étre
devisés en plusieurs sous-groupes, en fonction du nombre d’anneaux phénoliques qu’ils

contiennent et des éléments structurels qui relient ces anneaux entre eux (Goszcz et al., 2017).

OH

Figure 05 : structure chimique du phénol (Desmier, 2016).

1.2. Classifications des polyphénols :
Les composés phénoliques sont des composés simple, de faible poids moléculaire, composé
aromatique unique annelé a des tanins grand et complexe et a des polyphénols dériveés. lls
peuvent étre classés selon le nombre et 1’organisation des atomes de carbone et ils sont
souvent associés a des sucres et des acides organiques. Les substances phénoliques peuvent
étre divisées en deux groupes : les composés phénoliques simples (non-flavonoides) et les

composés  phénoliqgues  complexes  (flavonoides)  (Crozier et al.,  2008).
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1.2.1 Polyphénols simples (Non flavonoides) :

1.2.1.1 Acides phénoliques :
Sont des composés organiques possédant une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique. Ils sont représentés par deux sous-groupes: les dérivés de D’acide

hydroxbenzoique et de I’acide hydroxycinnamique (Bruneton, 2008)

Les acides phénoliques, connu pour servire de composés bioactif polyvalents ils sont
largement répandus dans tous le régne végétal la plupart d’entre eux font partie de

I’alimentation humaine (Shahidi, 2015).

v’ Acide phénols dérivés d’acide benzoique :
Sont des acides trés courant, soit sous forme libre, soit avec statu ester ou hétéroside
(Bruneton, 2008).cette catégorie est trouvé dans les plantes et les aliments, y compris épices,
fraises, certains fruits rouge et oignons, dont la concentration peuvent atteindre des dizaines
de milligrammes par kilogramme de fruit colt (Manach, et al., 2004).les dérivés d’acide
hydroxbenzoique les plus courants sont présentés a la figure 6 suivant :

R1=R2=R3=R4=H :acide benzoique

R1=R2=R4=H,R3=0H :acide p-hydroxybenzoique

R1=R4=H,R2=R3=0H :acide protocatéchique

R1=R4=H,R2=0CH3,R3=0H :acide vanilique

R1=H,R2=R3=R4=0H :acide gallique

R3 COOH

R4

Figure 06 : structure chimiques des acides hydroxbenzoique (Bruneton, 2008).
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v’ Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :
Ces composes sont treés largement distribués. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
(Skerget et al.,, 2005). Il peut aussi étre amidé ou conjugué avec des sucres (O-
acylglyucosides, O-arylglucosides) ou des polyols comme [I’acide quinique (Fig. 7)
(Bruneton, 2008).

R1

0
/ R1=R2 =R3 = R4 =H : acide cinnamique (non phénolique)
N R1=R3 =R4 =H, R2 = OH : acide p-coumarique
O-R R1=R2=0H, R3 = R4 = H : acide caféique

R1 = 0CHs, R2 = OH, R3 = R4 = H : acide férulique
R1=R3 = OCHs, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique

R1=R2 =0H, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorogénique

R3

Figure 07 : structures chimiques des acides hydroxycinnamique (Han et al., 2007).

1.2.1.2 Stilbénes :

Les Stilbénes sont des composés poly phénoligues et phytoalexines .ils sont produits par des
plantes réagissent aux attaques d’agents pathogénes fongiques. Le Stilbéne le plus commun.
Il est présent dans les tissus végétaux principalement sous forme de trans-resvératrol-3-O-
glucoside, connu sous le nom de piceid et polydatine, les principales sources alimentaires de
Stilbene sont le raisin, le vin, le soja et les arachides. Particulierement riche en trans-

resvératrol et ses glucosides (Crozier et al., 2008).

Figure 08 : structure chimique de Stilbénes (Perret, C. (2001).
1.2.1.3 Lignines :

La lignine est une classe importante de polymere complexe qui constitue le matériau
structurel des tissus de soutien des plantes, et ils sont particulierement importants dans la

formation des parois  cellulaires telles que 1’écorce  (Desmier, 2016).
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Figure 09: structure chimique d’une lignine (Desmier, 2016).

1.2.2. Flavonoides :

Les flavonoides sont des composés poly phénoliques, composés de quinze carbones avec deux
hydrocarbures aromatiques les anneaux sont reliés par trois ponts de carbone .ce sont des
substances phénoliques les plus abondantes présentes dans tout la regne vegétal. Ils ont des
concentrations élevées présentes dans 1’épiderme des feuilles et 1’épiderme des fruits et ont un

role important varié en tant que métabolites secondaires (Crozier et al., 2008).

En général, tous les flavonoides sont des dérivés de la 2-phénylchromone (composé de trois
anneaux phénoliques (A, B et C) (figure 10) qui présentent tous différents niveaux
d’hydroxylation et la méthoxylation. Les activités biochimiques des flavonoides et de leurs
métabolites dépendent de leurs propriétés chimique (Shahidi, F., & Ambigaipalan, P.
(2015).Chez les plantes, les flavonoides sont impliques dans une variété de processus, tels que
la protection UV, la pigmentation, la promotion de la fixation de 1’azote dans les nodules
racinaires et la résistance aux maladies. Les principales sous-classes de flavonoides sont : les
flavonoides, les Flavonols, les Flavonols, les isoflavones, les Flavanones et anthocyanes.

D’autres groupes de flavonoides qui sont quantitativement en comparaison des composants
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mineurs de 1’alimentation, sont dihydroflavonols, flavan-3,4-diols, coumarines, chalcones,

dihydrochalcones et aurones (Crozier et al., 2008).

O O

Figure 10 : structure chimique de base des flavonoides (Desmier, 2016).

1.2.2.1 Flavonols :
Les Flavonols sont des pigments jaunes qui s’accumulent dans les baies mres, en particulier
en réponse a 1’exposition aux rayons UV (Gomez, 2009) elles sont les plus répandus dans le
régne végétal, a 1’exception des champignons et des algues, elles sont présentes par la
mycricetine (37%), la quercitrine (44%), I’isorhamnétine et le kaempferol (17%) (Crozier et
al., 2008).leur structure est présenter a double liaison en C2-C3 (Crozier, 2003) (figure.11).la

conjugaison se produit le plus souvent a la position 2 de ’anneau C (Crozier et al., 2008).

HO

R1=H, R2=0H : kaempférol R2
R1=0H, R2 = OH :quercétine

R1=0H, R2 = glucose-rhamnose : rutine ' a

Figure 11 : structure chimiques de Flavonols (Crozier, 2003).

1.2.2.2 Flavanones :
Les Flavanones sont caractérisées par I’absence d’une double liaison 2,3 et la présence d’un
centre chiral a C2.les Flavanones sont des composants alimentaires présents en concentrations

particulierement  élevées dans les agrumes  (Crozier et al.,  2008).
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1.2.2.3 Flavan-3ols :

Les Flavan-3-ols sont la catégorie la plus complexe de flavonoides.ces composés vont des
simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (-)-épicatechin a I’oligomére et
polymérique (Crozier et al., 2008). Les Flavan-3-ols peuvent étre estérifiés ou hydroxylés

par le gallate pour former les gallos catéchines (Chira et al., 2008).

1.2.2.4 Anthocyanidines :

Les anthocyanes, principalement en tant que leurs dérivés conjugués, les anthocyanes, sont
largement distribuées dans tout le regne végétal, en particulier dans les tissus des fruits et des
fleurs. Ila principale caractéristique des anthocyanes sont responsables des couleurs rouge,
bleu et violet .De plus, ils ont également été trouvés dans les feuilles, les tiges, les graines, et
les tissus racinaires .ils aident a protéger les plantes contre la lumiere excessive en

ombrageant les cellules du mesophile de le feuille (Crozier et al., 2008).

Leur structure distinguée selon le nombre et la position des groupes hydroxyle et méthyle sur
le cycle B.les anthocyanes sont le plus souvent glycolyses aux positions 3 et 5 des

monosaccharides et des di et tri-saccharides formées par les monosaccharides (Gomez, 2009).

Les anthocyanes les plus courantes sont la pélargonine, I’anthocyanine, la delphinidine,
pétunidine et malvidine dans les tissus végétaux, ces composés sont invariablement conjugues

de sucre connus sous le nom d’anthocyanes (Crozier et al., 2008).

1.2.2.5 Isoflavones :
Les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B attaché a C3, plutdt que par la
position C2 on les trouve presque dans les légumineuses (Crozier et al., 2008). Les

isoflavones sont une sous-classe tres unigue.

1.2.2 Polyphénols complexes :
1.2.2.1 Tannins:

Tannins. « Tannins » est un nom descriptif général pour un groupe Substances phénoliques
polymeres capable de tanner le cuir ou les gelatines précipitent hors de la solution, elles sont
présentes dans toutes les parties des végétaux :ecorce, bois, molécules telles que les feuilles,
les fruits et les racines(elles possédent de nombreuses fonctions hydroxyles et phénoliques,
qui vont leur permettre de se complexer avec de nombreuses macromolécules comme les
protéines (Cowan, 1999) ils ont aussi la capacité de chélater les ions fer et cuivre (Desmier,
2016). ils sont devises en deux types radicaux : tanins hydrolysables et condensés.
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v Tanins hydrolysables :
Sont a base d’acide gallique, généralement sous la forme de divers ester avec D-glucose
(Cowan, 1999) (figure 12).

HO O
_ O OH
HO - =
0 O\A’ =
4 (-) T
H
O : OH OH
o OH OH
OF OH

Figure 12: structure chimique d’un gllotanin

v' Tanins condensés :
Dérivés de monomeres flavonoides (Cowan, 1999) avec des unités Flavanes liées par des

liaisons entre les carbones C4 et C8 (figure.13) (De Bruyne et al., 1999).

OH
OH
HO =
7 O
O

O
OH ‘ =
3 O

HO
~ =3
O

Figure 13 : structure chimique d’un tanin condensé (proanthocyanidine) (ACHAT, S, 2013)

Les tanins présenteront de diverses propriétés biologiques .le plus important est 1’effet
astringent, la capacité de précipiter les glycoprotéines, propriété antiseptique, antioxydants et

méme cicatrisantes (Desmier, 2016).
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3. Biodisponibilité des polyphénols :

Les polyphénols sont généralement absorbés dans I’intestin gréle.ils sont presque entiérement
métabolisés dans la muqueuse intestinale et le foie puis conjugué avec glucuronide, au sulfate
ou methyle. Ils atteignant le célon sont largement transformés par la microbiote, leur
principaux produits des acides phénoliques, sont eux-mémes absorbés et présents dans la
circulation systémique (Figure.14).Enfin, la plupart de ces métabolites sont excrétés par

I’urine et la bile (Zamora et al., 2014).
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Figurel4 : schéma général de la biodisponibilité des polyphénols (Manach et al., 2006).
4. Effet thérapeutique des polyphénols :

Les effets thérapeutiques des polyphénols (tableau 02) proviennent essentiellement de leurs

activités réductrices et de leur affinité.
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Les polyphénols

Tableau 02 : propriétes Biologiques des polyphénols

Polyphénols en tant

qu’antioxydants

Leur action antioxydante joue un réle important dans les
dommages oxydatifs en neutralisant les radicaux libres,
en piégeant ou en décomposant les peroxydes (Nijveldt et
al, 2001)

Polyphénols en tant qu’anti-

inflammaoire

Les polyphénols présents dans différentes parties de la
plante ont une activité anti-inflammatoire.
Certain  flavonoides inhibent la production des

prostaglandines (Monthey, 2000 ; Bozorgi et al, 2013).

Polyphénols en tant

qu’antimicrobiens

Certains composés phénoliques favorisent les réponses
aux les micro-organismes

Le nombre de groupe hydroxyle augmente la toxicité pour
les micro-organismes par des interactions non Spécifiques
(Cowan, 1999).

Polyphénols en tant qu’anti

cancer

Les polyphénols peuvent déclencher 1I’apoptose dans les
cellules cancéreuses en modulant de nombreux éléments

majeurs des signes cellulaires (Linke et al, 2010)
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1 Genre Ephédra :

Ephédra alata appartenant a la famille des éphédraceae (Hegazi, G.A.E., & El-Lamey, T.M
(2011) , qui comprend environ 50 especes en Afrique du nord ,en Asie ,en Europe ,en
Amérique du nord et centrale et dans les régions semi-arides (Price , 1966 ; Caveney et al.,
2011) ,ces espéces sont des arbustes persistant vivaces pouvant dépasser 1m de hauteur avec
des tiges photosynthétiques minces et jointes (Gourai et al., 2015). il est couramment utilisé
dans la médecine chinoise depuis 5000ans comme bronchodilatateur pour traiter les allergies,
asthme bronchique, rhumes, fiévre, grippe, maux de téte et congestion nasale (O’Dowd et al.,
1998) .

La plante d’éphédra est fortement aromatique avec un goiit amer.la tige séchée est la partie de

I’arbuste utilisé. C’est un groupe d’arbustes primitifs évolués qui poussent sur des terrains
secs, rocheux, ou sablonneux dans les deserts ou les zones arides (Hegazi, G.A.E., & El-
Lamey, T.M. (2011).

La figure montre la répartition géographique du genre Ephedra dans le monde.
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Figure 15 : répartition géographique de I’Ephédra dans le monde (Caveney et al.,
2011).
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1.1  Ephédra alata Alenda :

1.2 Position systématique :
Selon (Ozenda ; 1991) la position systématique d’éphédra alata Alenda est donnée dans le

tableau (3) :

Régne Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Gymnospermes
Classe : Gnetopsida
Ordre : Ephedrales
Famille : Ephédraceae
Genre : Ephédra
Espeéce : Ephédra alata
Sous espéce : Ephédra alata alenda

.1.1.2 Nom vernaculaire d’Ephédra alata alenda :

Nom arabe : alenda
Nom francais : Ephédra
Nom anglais : Ephédra (Ma-Huang).

.2 Description botanique :
La famille Ephedraceae comprend ¢a 45 especes du genre Ephedra .les plantes sont des vivaces

herbacées qui peuvent dépasse 1 a 3 métres de hauteur (figure 16) avec une forte odeur de pin et un

godt astringent (Morton, 1977 ; Leung et Foster, 1966).

Tige trés ramifiées a rameaux articulés. Les feuilles sont opposées, alternant d’un nceud a 1’autre,

réduite, soudées en gaine a leur base. Les fleurs sont de petits cones blanchatres, les males et

femelles sont généralement sur la tige différents (Chehma, 2006).les fruit largement entouré de

bractées membraneux. Il a un systéme racinaire latéral extrément fort (Derbel et al.,

2010).représenté dans la figure 17.

Le terme « ma Huang » peut étre plus ou moins traduit par « astringent jaune », « préle jaune » ou

« chanvre jaune » (Huang est jeune ; ma a des significations différents) (Bensky & Gamble, 1993).
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Figure 16 : arbuste d’éphédra alata (Chehma, 2006).

A : fleurs males d E. alata B : fleurs femelles d E. alata

Figure 17 : branches fleuries d’Ephedra alata (Chaieb et al., 2008).
.3 Répartition géographique :
L’espéce E.alata est un genre de gymnospermes qui sont largement distribuées dans Les régions
tempérées et subtropicales (Kubitzki ,1990 ; Price, 1966) originaire d’Asie, y compris 1’ Arabie
Saoudite (al-Qarawi et al 2011), commun dans le désert du Sahara du Maroc a la Libye jusqu’a

I’Egypte.
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En Algérie, E.alata est répartie dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des
terrains sableux, regs et lits sableux dans I’oued. Elle est méme rencontrée sur la plage planchers

tropicaux et la Hamada de tinghert (Ozenda, 1991).

4 Chimie de la plante :
E.alata est une plante médicinale qui pousse principalement dans le désert, il a été fréquemment

utilisé dans la médecine traditionnelle dans la chine et la plupart des pays arabes pour diverses
intentions médicales. A d’autres égards, de nombreux métabolites secondaires d’E.alata
comptant, les tannins, les saponines, les proanthocyanidine, acides phénoliques, flavonoides et
huiles essentielles, les alcaloides (Caveney et al), dont I’éphédrine, La pseudoéphédrine, la
noréphédrine, la norpseudoéphédrine, la méthyléphédrine et la méthylpseudoéphédrine (Al-
Snafi, 2017). Si elle est utilisée a des fins thérapeutiques avec contrdle de la dose, 1’éphédrine
n’a pas de potentiel (figure 18). Cette amine peut étre exprimée dans les surdosages qui peut
conduire a une psychose paranoiaque, des illusions et des hallucinations (Limberger., et al
2013).

OH
wCH

HN
\CH3

Figure 18 : Structure d’éphédrine (Al-Snafi, 2017).

.5 Utilisation :
L’espéce du genre éphédra est I’'une des plus anciennes herbes médicinales connues de

I’humanité E.sinica est la principale espece qui a été utilisée en chine depuis plus de 5000ans.
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E.gerandiana est également utilisée depuis longtemps dans la médecine indienne. L’éphédra était
bien connue méme pendant I’empire Romain (Abourashed et al., 2003).De plus, cette plante
médicinale qui pousse principalement dans le désert et est connue pour inclure environ 40 espéces
réparties dans des environnements secs (Khattabi et al) .Différentes parties de la plante ont montré
de nombreux effets biologiques comme effet antioxydant, effet hypoglycémique, effet
antimicrobiens (Rashed, 2021).

En Chine, les gens avaient I’habitude de I’appliquer comme médecine traditionnelle dans le
traitement des allergies, de I’asthme bronchique, frisson, rhumes, toux, cedéme, fievre, grippe, des

maux de téte et de la congestion nasale (Hagazi, G.A.E., & El-Lamey, T.M. (2011).

En Arabie Saoudite, le feuillage d’E.alata a un ardme acceptable elle a été utilisé comme
paturage pour de nombreux animaux (Al-Qarawi et al., 2012). En Egypte, E. alata est utilisé en
médecine traditionnelle comme dépurative, hypotensive, antiasthmatique et agent astringent
(Nawwar et al., 1984). En Algérie, elle est connu pour son usage dans plusieurs régions, la
population de la région d’Ourgla I’utilisent pour soigner la grippe, la coqueluche, la faiblesse et le
rhume (Ouled el Hadj et al., 2003 ; Chehma & REDA DJEBAR, 2008). Dans la région d’El
Oued, la plante est utilisée pour contre les avortements, le cancer, les gaz intestinaux, 1’obésité,
ainsi que I’insuffisance rénale et cardiaque (BELGACEMI & DOU, 2019). Le cancer n’est traité
qu’avec des sous-espéces d’éphédra pour la communauté des Touareg de la région d’Illizi (MIARA

etal., 2019).
Au Maroc, Ephédra alata est utilisée pour lutter contre le diabete (GHOURRI et al., 2013).

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées qui sont
généralement bouillies dans I’eau pendant environ 30 minutes et administrées comme thé chaud

(Abourashed et al., 2003).

.6 Pharmacologie :
Ma Huang est I'une des plus anciennes drogues connues et a été utilisé comme médicament

dans la chine depuis plus de 5000ans. Son utilisation en médecine moderne a commencé en

1923 avec la découverte des propriétes precieuses de 1’éphédrine (Limberger, 2013).
L’éphédrine est un agoniste sympathomimétique aux deux récepteurs adrénergique a et f3.

Il affiche également une symétrie indirecte activation pathétique, en ce qu’il améliore la
libération de norépinéphrine de neurones sympathiques. Cette mécanisme pharmacologique
expliquer la plupart de I’efficacité thérapeutique de 1’éphédrine. La stimulation des récepteurs
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B-adrénergiques comprend une amélioration de la fréquence cardiaque et contractilité
vasculaire (Abourashed et al., 2003). Les autres présentations d’éphédrine ont des utilisations
cliniques identiques : le sulfate d’éphédrine, par exemple est utilisé pour combattre les états
bronchiques. Le chlorhydrate d’éphédrine est utilisé en tant qu’agent sympathomimétique
(bronchodilatateur) d’autres utilisations comprennent I’cedéme neuropathique diabétique,

personne souffrant d’hypertension ou d’autres maladies cardiovasculaires (Limberger, 2013).

.7 Toxicologie :
Plusieurs études ont montré que les effets secondaires causés par I’éphédra augmentent avec

une mauvaise utilisation et des doses toxiques (Al —Snafi, 2017). les effets toxicologiques de
I’éphédra semblent étre attribuées a ses alcaloides de 1’éphédrine principalement la
pseudoéephédrine (CHEN et al., 2010; LIMBERGER et al., 2013). A fortes doses,
I’éphédrine provoque une hépatotoxicité avec une nécrose massive visible lors de I’examen
histologique (ZHENG & NAVARRO, 2016), elle induit aussi la nervosité, I’insomnie, des
maux de téte, des vertiges, palpitations, sueurs, nausees et des vomissements, parfois des

douleurs précordiales et quelquefois des dermatites (PETERS et al., 2005).

3. Activité biologique de la plante :
3.1 Effet antioxydant :

L’activité antioxydante d’Ephedra alata a été évaluée par 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate
LI’extrait méthanoique d’E.alata a montré une activité¢ antioxydante élevée et un puissant radical
libre d’oxygene, I’IC50 de la plante était presque équivalente a I’antioxydant standard trolox
(Jaradat et al., 2015)

.3.2 Effet antimicrobiens :

L’effet antimicrobienne de différents extraits de tige d’Ephedra a été étudié contre les bactéries
Gram+ et Gram- et les champignons. Dans I’extrait d’E.alata d’acétonitrile a montré la présence
de sept fractions. Toutes les fractions ont montré une activité antimicrobienne a quatre fraction
(Ghanem et EI-Magly (2008). avec de forts effet inhibiteurs contre le HSV (Soltan et Zaki,
2009).
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3.3 Effet hypoglycémiant :
Un extrait alcoolique d’Ephedra induit une hypoglycémie une heure apres administration a des rats

a jeun. Le méme extrait n’a pas réussi a réduire la glycémie chez les rats alloxanes par rapport au

témoin positif (Shabana et al).

3.4 Effet sur la masse corporelle :
L’Ephédra favorise efficacement la perte de poids a court terme (8semaine) la perte de poids chez

des sujets en surpoids .Cet effet est principalement dii a ’augmentation de la tonicité
sympathomimétique entraine une augmentation de la lipolyse et glycogénolyse, et une stimulation
sympathique de la satiété centrale, conduisant a la suppression de 1’appétit (Boozer et al., 2011).
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.1 Préparation du mateériel végétal :

Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne de la plante de ’espéce Ephedra
alata Alenda. La plante est achetée chez I’herboriste (figure 19), le matériel végétal est séché

a I’ombre, a I’aire libre, a température ambiante. Les tiges sont broyées finement (figure 20)

et conservées dans des boites fermées.

Figure 19 : Ephedra alata en poudre figure 20 : Ephedra alata

.2 Méthodes d’analyses :

Extraction des polyphénols totaux :

Avant I’extraction des polyphénols, une étape de dégraissage a été réalisé, pour éliminer les
graisses, la poudre végétale ainsi récupérée va étre soumise a une maceération hydro

alcoolique.

L’extraction des composés phénoliques consiste a macérer [’échantillon (la poudre

dégraissée) a analyser dans une solution aqueuse du méthanol pendant 24 heures.

Apreés filtration, la solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous pression réduite
a40°C (Yu et Dahlgren, 2005).

e Mode opératoire :
59 de la matiére végétale dégraissée a été soumise a une macération dans un mélange
méthanol/eau (70/30 : v/v) a température ambiante et sous agitation pendant 24heures.Cela
permet une meilleure extraction des composés phénoliques. Aprés filtration, la solution est
évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous pression réduite 40°C (figure 21).
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A la fin I’extrait récupérés est placé dans les boite de Pétri, on le mit dans I’étuve a 37°C

jusqu’a séchage.

1. Dégraissage des lipides. 2. Macération 3. filtration

4. Evaporation

Figure 21 : les étapes d’extraction de polyphénols

o Détermination du rendement :
Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est

exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction.

Le rendement d’extractions est calculé suivant la formule ci-dessous :
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M Ballon apr és évaporation —M Ballon vide
Rdt% = P P ¥ 100

M échantillon

Avec :

v" M extrait (M ballon apres évaporation-M ballon vide) : masse de I’extrait en gramme.

v" M échantillon : masse de I’échantillon en gramme (Boubekri, 2014).

Dosage des polyphénols totaux :
e Principe :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif Folin Ciocalteu selon la

méthode décrite par Singleton et Rossi (1965).

Ce réactif de couleur jaune est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungestique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO;,040). Lorsque les polyphénols sont
oxydes, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un complexe ayant la couleur bleu constitué
d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux

des composés phénoliques oxydes.

L’absorption est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits

végétaux (Charpentier et Biozot, 2006).

e Mode opératoire :

Une courbe d’étalonnage a été obtenue a partir de solution d’acide gallique de
différentes concentrations préparées d’une solution mere de 2mg d’acide gallique/ml de
méthanol.

0,1ml de chaque solution a été introduit dans des tubes a essai. Un volume de
0,25ml du réactif de Folin-Ciocalteu (10fois dilué dans 1’eau) a été additionné dans chaque
tube. Apres 2min, 2ml de carbonate de sodium Na,CO3 a 25% (m/v) ont été ajoutés. Par la
suite ces solutions sont maintenues a 1’obscurité pendant 60 minutes a température ambiante.
La lecture de D’absorbance de chaque solution a ¢été effectuée a 1’aide d’un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 760nm contre un blanc qui contient du méthanol
a la place de I’acide gallique
La concentration des polyphénols totaux a été déduire a partir de la courbe
d’étalonnage. Le résultat a été exprimé en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/ml).
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4 .Evaluation de I’activité antioxydante de ’extrait phénolique d’Ephedra alata :

Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces oxydantes, tels que des radicaux libres
ou des complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des antioxydants

capables d’inhiber la génération des radicaux (Prior et al., 2005).

Dans notre étude, la mise en évidence de ’activité antioxydante in vitro de 1’extrait phénolique
d’Ephedra alata a été realisée par une seule technique chimique a savoir : la capacité antioxydante
totale (CAT).

4.1 La capacité antioxydante totale (CAT) :
La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de

phosphomolybdéne de Prieto et al. (1999). Cette technique est basée sur la réduction de
molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO,* au molybdéne Mo (V)
MoO," en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/Mo (V) a pH acide.
L’absorbance du milieu est déterminée a 695nm.

La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide ascorbique par
gramme de matiere seche (mg EAA/g MS).

e Mode opératoire :

Un volume de 0,3 ml de chaque extrait est mélangé avec 3ml de solution du réactif (0,6M acide
sulfurique, 28mM phosphate de sodium et 4mM molybdate d’ammonium). Les tubes sont
vissés et incubés au bain marie a 95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des
solutions et mesurée a 695nm contre le blanc qui contient 3ml de la solution du réactif et 0,3ml

du méthanol, ensuite il est incubé dans les mémes conditions que 1’échantillon.
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0,3 ml d’extrait phénolique
a différentes concentration

+3 ml de solution
Du réactif

Incubation 90min a 95°C dans un bain marie

Lecture d’absorbance a 695nm contre un blanc

Figure 22 : protocole d’évaluation de la capacité antioxydante totale de 1’extrait phénolique

d’Ephedra alata.

4.2 Test de Cytotoxicité :
e Principe :

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec I’extrait méthanolique a
différentes concentrations (50-2000ug/ml) dans une solution isotonique et de suivre le taux
d’hémoglobine libérée par les cellules hémolyses, dans le but d’évaluer la Cytotoxicité de

I’extrait, vis-a-vis des GRh.
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e Mode opératoire :

Le protocole suivi est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003).
\

1,6ml de ’extrait 0,4ml de GRh a 10% J

méthanolique

Incubation 30min a 37°C J

4

Centrifugation 10min & 3000rpm J

]

Lecture de I’absorbance a 560nm J

Figure 23 : Protocol d’évaluation de test de Cytotoxicité sur I’extrait d’Ephedra alata.

* Expression des résultats :

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :
% d’hémolyse = (At/Ac) x 100

Ou Ac =Absorbance du contréle ; At = Absorbance du test
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5 .Etude statistique :

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ecartype. La comparaison des moyennes

entre les témoins et expérimentaux est réalisée de deux & deux par le test de student « t». Les

valeurs sont considérées significative lorsque P< 0.05 (*), trés significatives lorsque P< 0.01 (**),

hautement significatives lorsque P< 0.001 (***), et non significative si : P>0.05.
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Résultats et interprétations

I-Rendement de I’extrait phénolique d’Ephedra alata :

Apres I’extraction et la récupération de 1’extrait, son rendement a été déterminé par rapport a la

matiere végétale séche, exprimé en pourcentage et représenté dans le tableau(4) :

Tableau 04 : Rendement de I’extrait phénolique d’Ephedra alata.

Ephedra Alata
24%

Les résultats montrent que notre plante renferme un rendement important en polyphénols

totaux de 1’ordre de 24%.
I1-Dosage des polyphénols totaux :

Le tableau 5 résume le résultat obtenu en teneur en phénols totaux de I’extrait phénolique de la

plante étudiée.

Tableau 05 : la teneur polyphénols de I’extrait phénolique d’Ephedra alata.

Ephedra alata 34,4mg EAG/mg ES

Les analyses quantitatives des phénols totaux au moyen de dosage sont déterminées a partir
des équations de la régression linéaire de courbe d’étalonnage exprimées en pug équivalent

d’acide gallique (figure A1 Annexe).

Les résultats montrent que notre plante étudiée renferme des teneurs importantes en
polyphénols totaux (34,4mg EAG/mg ES).
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I11- Activité Antioxydante : Capacité antioxydante totale (CAT)

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de 1’extrait phénolique d’Ephedra Alata a été

étudiée par la technique chimique : la capacité antioxydante totale (CAT).

Le tableau 06 montre que notre extrait phénolique a un pouvoir antioxydant important est de
I’ordre 1.006 EAAmMg/g MS

Tableau 06 : I’activité antioxydante totale de 1’extrait phénolique.

Plante CAT (EAAmMg/g MS)

Ephedra alata 1.006 EAAmMg/g MS

IV-Test de Cytotoxicite :

Le test de Cytotoxicité a été réalisé in vitro en utilisant des globules rouges humains (GRh 10%)
pour différent concentrations de 1’extrait d’Ephedra alata, ainsi qu’une molécule de référence

I’acide gallique.

Le pourcentage de I’hémolyse a été évalué pour chaque concentration (250-2000 pg/ml), en
mesurant 1’absorbance de I’hémoglobine échappée des globules rouge, les résultats obtenus sont

représentée dans la figure (24) :

90 -
80 -
70 A
60 -
50 - -

40 - B AGHémolyse%
30 A
20
10 -
0 =

250 500 1000 2000

*k

M poly Eph

taux d'hémolyse%

ug/mi

Figure 24: Pourcentage de I’hémolyse en fonction les concentrations de 1’acide gallique et

E.alata.
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Les colonnes graphiques montrent une différence hautement significative dans le taux
d’hémolyse pour les différentes concentrations comparés a la molécule de référence I’acide

gallique.

A la concentration de 250ug/ml, le taux d’hémolyse de 1’extrait phénolique d’E.alata de
1,889% comparés a 1’acide gallique (0,912%). Cependant a partir de la concentration de

1000ug/ml, le taux d’hémolyse de notre extrait est inferieure celui de 1’acide gallique.

Le test de Cytotoxicité sur les globules rouges humaine montre que I’extrait phénolique
d’E.alata n’exerce aucun effet toxique a des concentrations comprises entre 250ug/ml et

2000pg/ml.
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Discussion

La connaissance et [’utilisation des plantes médicinales constituent un véritable
patrimoine de I’humanité. Leur importance dans le domaine de santé¢ a été fortement
soulignée ces dernic¢res années en raison des thérapies qu’elles proposent. Cette diversité de
propriétés biologiques est certainement liée aux avantages thérapeutiques d’un éventail
remarquable des molécules bioactives synthétisées par les plantes non seulement comme
agents chimiques contre les maladies, les herbivores et les prédateurs, mais aussi comme des

agents médicinaux tels que les antioxydants et anti-inflammatoires.

Ces molécules bioactives sont tres recherchées en phytothérapie vue les effets
secondaires des médicaments et des antioxydants a savoir le BHA et le BHT (Benhammou,
2011).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés dans les plantes a causse de
stress écologiques et physiologiques (Khoddami et al., 2013). lls possedent un ou plusieurs
cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles allant de molécules phénoliques
simples (Bravo, 1998).

IIs sont généralement impliqués dans : la croissance et la reproduction des plantes, la défense
contre les rayonnements ultraviolets, la défense contre I’agression des pathogenes et la

germination des graines avant la récolte (Bravo, 1998 ; Dai et Mumper, 2010).

Notre travail est une contribution a I’étude des extraits phénoliques de la plante Ephédra
alata appartenant a la famille des Ephedraceae qui sont a I’origine de nombreuses activités
thérapeutiques, pour comprendre 1’utilité de cette plante, nous sommes intéressés a quantifié
les polyphénols, tester 1’activité antioxydante et voir ’effet hémolytique par des méthodes

colorimétriques.

La détermination de rendement de 1’extraits phénolique a permis d’obtenir un bon rendement
en polyphénols : 24% et cela ressort que la macération par méthanol est la meilleure technique
d’extraction des polyphénols. Ce résultat est comparable a celle obtenus par les travaux de
Dbeibia et al. (2022) sur Ephedra alata, les résultats du criblage phytochimiques des parties
aérienne montrent un rendement de 38,29%. A partir de ces résultats obtenus, le rendement
d’extraction varie en fonction de I’espece végétale utilisé dans I’extraction, des conditions de

séchage, ainsi que la nature de solvant utilisé dans 1’extraction.

Afin de caractériser quantitativement I’extrait préparé a partir des parties aériennes d’E.alata,

un dosage a été effectué pour déterminer la teneur en polyphénols totaux.
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L’¢évaluation quantitative des polyphénols totaux a montré que I’extrait phénolique renferme
des teneurs de 34,4mg EAG/mg ES, alors que les résultats de kebili (2016) montrent une
teneur plus élevée de 291.45+4.37 mg EAG/g MS. Nos résultats sont supérieurs a ceux
déterminés par Mahmoudi et al (2013) qui ont obtenus des concentrations de 19.88 pour la
maceération contre 17.53 mg éq AG/g PS pour la décoction. Selon Mahmoudi et al (2013)
I’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces
principes actifs, en fonction de la méthode utilisée et du solvant approprié qui préservent leurs
propriétés biologiques.

En ce qui concerne la capacité antioxydante totale, nos résultats montrent que notre extrait
phénolique possede un pouvoir antioxydant important est de ’ordre 1.006 EAA mg/g MS. La
forte activité antioxydante d’E.alata alata, peut étre due aux fortes teneurs en composés
polyphénoliques (flavonoides, des tanins, phénols ...). Les activités antioxydantes des extraits
de plantes sont principalement attribuées a des composés présents dans 1’extrait. Cela peut
étre d0 a la présence d'autres constituants ou familles de composes en petites quantités ou a
une synergie entre eux et a la structure chimique surtout la position de OH, selon Gordon
(1990), le pourcentage d’inhibition, augmente avec la substitution des mono phénols avec le
groupement hydroxyle en position ortho. La substitution du groupe hydroxyle est plus

efficace qu’avec le groupement méthoxy.

Pour le teste de la Cytotoxicité d’Ephedra alata, nos résultats montrent que le test des
globules rouges par 1’acide gallique provoque une augmentation hautement significative du
taux d’hémolyse pour les différentes concentrations comparés a la molécule de référence

I’acide gallique. Cette molécule de référence présente un effet hémolytique.

A la concentration 250pg/ml, le taux d’hémolyse de I’extrait phénolique d’E.alata est de
1.889% comparés a 1’acide gallique 0.912%, a partir de la concentration de 1000pug/ml le
taux d’hémolyse augmente maximum a 42%, le taux d’hémolyse de notre extrait est inferieure
celui de I’acide gallique. D’apres nos résultats on constate que le test de Cytotoxicité sur les
globules rouges montre que 1’extrait phénolique d’E.alata n’exerce aucun effet toxique a des
concentrations comprises entre 250ug/ml et 2000ug/ml. Nos résultats sont nettement égaux a
ceux obtenus par Atatra et al effectuées in vitro sur I’extrait d’E.alata selon la méthode de
stabilisation de la membrane des globules rouges aprés induction de 1’hémolyse, ils ont
obtenus une forte activité anti-hémolytique a la concentration de 500ug/ml (48.97%) puis
augment significativement a 1500ug/ml (78.43%).
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Afin de maintenir notre santé et bien-étre, nous recommandons d’utiliser cette plante
médicinale comme tisane pour aider a dormir, se détendre, calmer 1’anxiété et réduire le stress
d’ou I’intérét d’approfondir les connaissances de cette plante et le soutien de son usage

thérapeutique traditionnel.
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Conclusion genérale

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales jouent un réle important pour I’humanité
par exemple ils sont utilisés en tant qu’aliments, un traitement de nombreuses maladies telle
que le diabéte, cancer, maladies cardiovasculaires...etc. sont aussi utilisées dans la
préparation pharmaceutique. L’espéce végétale Ephedra alata est une plante trés répandue

dans le monde.

Notre travail est une contribution a 1’é¢tude de I’évaluation de I’activité antioxydante et

hémolytique des extraits phénoliques d’Ephedra alata.
La sélection de notre plante est principalement basée sur leur valeur thérapeutique.

Dans un premier temps, Nous avons constatés que [’extraction des polyphénols par
macération de la plante a fourni un bon rendement en polyphénols. Ensuite, 1’évaluation
quantitative des polyphénols totaux par la méthode colorimétrique au réactif de Folin-
Ciocalteu a révelé que notre extrait contient une teneur importante en polyphénols totaux
(34,4mg EAG/mg ES).

De plus, I’évaluation de I’activité antioxydante par la CAT a permet de montrer que notre
extrait phénolique posséde un pouvoir antioxydant important. Nous avons aussi testé la
Cytotoxicité de notre extrait par évaluation de stabilisation des globules rouges. La sensibilité
érythrocytaire a été relevée a différentes concentrations, cette étude a montrer que 1’extrait ne

provoque qu’une hémolyse a des concentrations comprises entre (0.25- 2 mg/ml).

Nos résultats nous permettent de conclure que la partie aérienne d’E.alata représente une
source naturelle d’antioxydants qui peut utiliser comme traitement préventif contre le stress

oxydatif.

Notre travail reste une étape préliminaire pour des études plus large, plus approfondies

incluent :

e Evaluer l'activité biologique éventuelle telle que I’activité anti hémolytique, anti
inflammatoire.

e Tester la toxicité des extraits d’Ephedra alata in vivo afin de vérifier les propriétés
biologiques des différents composants de la plante étudiée.

e Caractérisation des principes actifs.
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage pour le dosage de I’activité antioxydante totale (CAT).
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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