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RESUME

L’objectif de la présente étude porte sur une analyse phytochimique de 1’extrait aqueux
et eau-acétone et leurs fractions n-butanol et acétate d’éthyle de la partie aérienne Haplophyllum
tuberculatum ainsi que 1’évaluation de leur activit¢ antioxydante en utilisant le test

antiradicalaire sur le DPPH et le pouvoir réducteur du fer par la méthode du FRAP.

Les resultats du dosage des polyphénols et de flavonoides dans les extraits testés,
révélent des teneurs élevées en polyphénols et en flavonoides. L’extrait aqueux et sa fraction n-
butanol présentent respectivement les teneurs les plus élevés en polyphénols, 224,01 et 206,79
MgEAG/mgE, et en flavonoides 185,25 pg EC/mgE. L’extrait eau-acétone et ces fractions n-
butanol et acétate d’éthyle refermes des teneurs élevées en polyphénols et en flavonoides, mais

moyennement faibles par rapport a celle de 1’extrait aqueux.

Concernant les résultats de I’activité antioxydante, nous avons constaté que les concentrations
testées pour 1’extrait aqueux ont révélé une tres faible activité sur le DPPH et le FRAP avec des
valeurs de ICsp respectivement de ’ordre de 948,06 ug/mL et 445,60 pg/mL. Les contrdles
utilisés ont presentés de faibles valeurs de 1Cso acide ascorbique (3,73 pg/mL) pour le DPPH et
le BHA (96,15 pg/mL) pour le FRAP.

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons constaté que les extraits de Haplophyllum
tuberculatum sont riches en composés phénolique et en flavonoides en particulier 1’extrait
aqueux et sa fraction n-butanol. Cette richesse en composés phénolique n’a pas attribué a la
plante une forte activité antioxydante, ce qui explique I’'importance d’autres composants
chimiques, sachant que cette plante est riche en alcaloides, et qui peuvent a H. tuberculatum

d’autres propriétés biologiques.

Mots-clés : Haplophyllum tuberculatum, polyphénols totaux, flavonoides totaux, DPPH,
FRAP.



The aims of the present study relates to a phytochemical analysis of the aqueous and
hydro-acetone extracts and their fractions n-butanol and ethyl acetate obtained from the aerial
part of Haplophyllum tuberculatum, as well as the evaluation of their antioxidant activity using
the free radical scavenging activity on the DPPH and the reducing power of iron by the FRAP
method.

The results of polyphenols and flavonoids content in the tested extracts revealed a high
levels of these components. The aqueous extract and its n-butanol fraction have the highest
levels of polyphenols, 224.01 and 206.79 pgeAG / mgE, and flavonoids 185.25 ug EC / mgE ,
respectively. The hydro-acetone extract and their n-butanol and ethyl acetate fractions contain
high levels of polyphenols and flavonoids, which remain moderately low compared to that of

the aqueous extract.

Regarding the results of the antioxidant activity, we found that the concentrations tested
for the aqueous extract revealed a very low activity on DPPH and FRAP with IC50 values in
the order of 948.06 and 445,60 pg/mL respectively. The controls used showed low IC50 values,
ascorbic acid (3.73 pg/mL) for the DPPH, and BHA (96.15 pg/mL) for the FRAP method.

In the light of the obtained results, we have seen that the extracts of Haplophyllum
tuberculatum are rich in phenolic compounds and in flavonoids, especially the aqueous extract
and its n-butanol fraction. This richness in phenolic compounds has not attributed to the plant
a strong antioxidant activity, which explains the importance of other chemical components,
knowing that this plant is rich in alkaloids, and which can give to H. tuberculatum other
biological properties.

Keywords: Haplophyllum tuberculatum, total polyphenols, total flavonoids, DPPH, FRAP.
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Introduction

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de produits naturels caractérisés par
leur diversité structurale et leurs vertus thérapeutiques, ces composés isolés de la médecine
traditionnelle constituent le principe actif de nombreux médicaments pour le traitement de
nombreuses maladies, tels que les maladies cardiovasculaires, le diabéte sucré, le stress
oxydant... (Oubre et al., 1997, Pan et al., 2009). De nos jours, plus de 50% des médicaments
sont d’origine végétale, selon I’OMS, chez 80% de la population mondiale les médicaments
développés principalement des plantes constituent la principale source des soins de santé
(Sewell et Rafieian-Kopaei, 2014, Jamshidi-Kia et al, 2018).

Le stress oxydant, par définition, est un déséquilibre entre les antioxydants et les prooxydants
(espéces réactives de 1’oxygene) en faveur de ces derniers. La plupart des maladies induites par
le stress oxydant apparaissent avec l'dge car le vieillissement diminue les défenses

antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux (Favier, 2003).

Le recherche de nouveaux medicaments plus efficaces, moins toxiques et moins couteux a
attiré 1’intérét de la recherche scientifique dans le domaine pharmaceutique, et appliquer sur
I’exploitation des plantes médicinales comme source de nouveaux principes actifs d’origine
végétale. Les especes végétales constituent une source inépuisable en molécules antioxydantes

qui s’averent plus efficaces et moins toxiques (Leeuwenburgh et Heinecke, 2001).

L’objectif principal des recherches actuelles se résume a 1’évaluation des activites biologiques
des extraits de plantes médicinales endémiques ou locales, utilisées en médecine traditionnelle,
afin de mettre en évidence leurs effets thérapeutiques. Dans ce cadre, nous nous sommes
intéressés dans notre étude a I’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits de

Haplophyllum tuberculatum récoltée dans la région d’ Adrar.

Notre approche expérimentale consiste a déterminer la teneur en composés phénoliques dans
les extraits de la partie aérienne de H. tuberculatum et a évaluer le pouvoir antioxydant de

quelques extraits par la méthode de piégeage du radical libre DPPH et la méthode du FRAP.
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Le stress oxydatif est un déséquilibre profond de la balance pro-oxydant/antioxydant, associé
a une production exagérée des agents oxydants et des radicaux libres non neutralisés. Ce qui
provoque une altération des mécanismes de défense, et par conséquence l’incapacité de
I’organisme a se défendre contre les agressions des pro-oxydants via un systeme antioxydant
(Sies et al., 2017). 1l résulte d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale, d’une activation
des systemes enzymatiques, d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices ou d’une
oxydation de certaines molécules comme le glucose et surtout d’une mauvaise alimentation pauvre

en antioxydants (Pincemail et al, 2002).

Les pro-oxydants majeurs qui sont a I’origine du stress oxydatif sont les radicaux libres.
Définis comme des molécules chimiques qui possédent un ou plusieurs électrons non appariés
sur leur couche externe. Cet état leur confere une instabilité énergétique et cinétique (koechlin.,
2006, Couaillet, 2015). Les radicaux libres, appelés également les especes réactives oxygenées

regroupent des formes radicalaires et non radicalaires (Tableau n°01).

Tableau n°01 : Principales especes réactives oxygénées (Sies , 1996)

Espéces réactives oxygénées (ERO)

Formes radicalaires Formes non radicalaires
"OH Radical hydroxyle H202 Peroxyde d’hydrogéne
RO’ Radical alkoxyl ROOH Peroxyde organique
ROO" Radical peroxyl HOCI Acide hypochloreux
0% Anion superoxyde 102 Oxygene singulet

NO’ Radical oxynitrique ONOO- Peroxynitrite

La production des radicaux libres peut avoir deux origines, exogéne et endogéne. La source
endogene est représentée par la respiration mitochondriale dont la fuite des électrons, environ
0,4 a 4% réagit directement avec 1’oxygene dissout dans le cytoplasme et donne naissance aux
espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) qui sont anions superoxydes (O2), ceux-ci conduisent,
par la suite, a la production d’autres ERO comme le peroxyde d’hydrogéne (H20>), I’oxygene
singulet (10y), le radical hydroxyle (OH®), I’acide hypochloreux, des dérivés nitrés (Haleng et

al., 2007). La source exogéne est liée a une mauvaise hygiéne de vie, a ’exposition excessive
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aux radiations ionisantes (rayon X), la lumiére UV, le tabac, les polluants photochimiques, et

aussi certains médicaments toxiques (Birben et al., 2012).

Les especes oxygénées reactives sont la conséquence inévitable de la consommation de
I’oxygeéne moléculaire par 1’organisme, leur production est permanente et physiologique
(Koechlin., 2006). A 1’état physiologique, les radicaux libres sont des modulateurs des voies
de transduction du signal et de I’expression des génes qui participent a I’homéostasie vasculaire.
L’équilibre entre la production de ces especes réactives et leur neutralisation est 1i¢ a la présence
de nombreux systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Beaudeux et al.,
2006).

Pour se protéger des radicaux libres, 1’organisme développe des mécanismes de détoxification
contre les dommages oxydatifs, il s’agit des antioxydants qui peuvent ralentir ou empécher
’oxydation des biomolécules en neutralisant les radicaux libres ou en empéchant I’accumulation
des biomolécules oxydées et leurs fragments toxiques, ils agissent autant que piégeurs des
radicaux libres, donneurs des électrons ou protons, inhibiteurs d’enzymes, ou comme agents

chélateurs (Karou et al., 2005, Lobo et al., 2010).

L’organisme dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydants répartie en deux
sources d’antioxydants ; I’une est exogene apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et
Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide
lipoique; 1’autre est endogene et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion
peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, alboumine) et de
systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent
quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs
d’enzymes antioxydantes (Haleng et al., 2007). La figure n°01 résume tout ce qui est en
relation avec le stress oxydatif, la source des radicaux libres, leur origine, leur roles
physiologique et pathologiques ainsi que les antioxydants enzymatiques et non enzymatique
(Petropoulos I, 2011).

Les antioxydants peuvent également étre issus du monde végetal. Plusieurs plantes possedent
des métabolites secondaires qui sont utilisés comme antioxydants naturels. Les antioxydants
naturels sont moins toxiques et bien acceptés par I’organisme que les antioxydants de synthése.
En effet, ces substances naturelles trouvent leur application dans plusieurs domaines, surtout

dans les industries pharmaceutique et alimentaire (Marc et al., 2004 ; Hartmann, 2007).
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Mitochondries

+ Systémes enzymatiques :

[ Sources exogénes ]

UV, Radiations ionisante:

Péroxysomes CAT, SOD, GPx polluants
Lipoxygénases - Systémes non-enzymatiques : - Xénobiotiques oxydants
NADPH oxydase Glutathion inflammation (cytokines)
Cytochrome P450 vitamines (A, C et E)
ONOO- NO,
H,0, NO-
Taux basal ROO' O, OH- Taux é]ew’:
Homéostasie Altération des fonctions physiologiques

* vieillissement
* maladie
* mort cellulaire

* Croissance normale
* métabolisme normal

Figure n°01 : Les especes réactives de I’oxygene, origine et systéme antioxydant cellulaire
(Petropoulos, 1. 2011).

Les métabolites secondaires constituent le principe actif de nombreux médicaments,
antibiotiques, inhibiteurs enzymatiques, immuno-modulateurs, agents anti-tumoraux, ils sont
divisés en trois grandes familles : les polyphénols, les terpénoides, et les alcaloides. Les
polyphénols, caractérisés par la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles OH, ils sont représentés majoritairement
par les flavonoides, les tannins, les acides phénoliques et stilbénes, qui suscitent un grand intérét
scientifique actuellement car ils sont considérés comme de puissant antioxydant, anti-

inflammatoire, antidiabétique, anticancéreux...(Tableau n°02).

Les terpénoides sont formés par 1’assemblage d’un nombre entier des unités isopréniques
(CsHs)n, ils sont classés dans les catégories suivantes selon le nombre d’unités condensées
(Figure n°02) : les hémiterpénoides (Cs), monoterpénoides (C1o), sesquiterpénoides (Cis),
diterpénoides (C20), triterpénoides (Cao), tétraterpénoides (C40) ou les polyterpénoides (hnombre
de carbones superieur a Cao). Ces composés sont caractérisés par leur propriété antioxydante,

anti-tumorale, anti-inflammatoire et analgésique (Krief, 2003).
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Tableau n°02 : Activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1998).

Polyphénols Activités
Antibactériennes
Antifongiques
Antioxydantes

Acides phénols
(cinnamiques et benzoiques)

Coumarines Protectrices vasculaires et anti-oedémateuses

Antitumorales
Anticarcinogenes
Flavonoides Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux

Effets stabilisants sur le collagene

Antioxydantes
Proanthocyanidines Antitumorales

Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques Antioxydantes
isoprene a-pinene [-pinene \’-carene d-limonene camphene myrcene
Z
P
[i-phellandrene  sabinene  «-terpinene  ocimene a~-thujene terpinolene -terpinene

Figure n°02 : Structures chimiques de quelques terpenes (Wilbon et al., 2013).

En ce qui concerne les alcaloides, qui figurent parmi les principes actifs les plus importants
en pharmacologie et en médecine, sont des substances organiques azotées a propriétés basiques
ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques, ils sont répartis en trois types

alcaloides vrais, pseudo-alcaloides et proto-alcaloides (Figure n°03). Les alcaloides sont
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beaucoup plus utilisées comme anti-cancereux, sedatifs et pour leur effet sur les troubles
nerveux (Bruneton, 1999, Iserin et al., 2001, Delille, 2007).

‘\N OH
_-OH
NH,
O N
HO H,C~ ~CH
5 {'_‘,H3 3 3
(a) Atropine (b) Phénylpropanolamine (c) Hordénine

Figure n°3: Structure chimique des alcaloides vrais (a), pseudo-alcaloides (b),

proto-alcaloides (c)

Au cours de ces derniéres décennies, plusieurs recherches scientifiques ont été accordées et
effectuées sur les plantes médicinales pour mettre en évidence leur effet des antioxydants et
leur effet préventif contre plusieurs maladies tel que le diabete, les maladies cardiovasculaire,
les maladies neurodégénératives, et méme pour certaines type du cancer. Le tableau n°03
résume les résultats de certains travaux scientifiques sur les plantes a activités antioxydantes en

particulier le pouvoir antiradicalaire sur le DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl).

Actuellement, plusieurs plantes médicinales sont utilisées pour le traitement de diverses
pathologies. L’ Algérie quant a elle, connue par sa biodiversité végétale et son écosystéme, est riche
en espece a visé thérapeutique. Dans le but d’étudier les propriétés biologiques ainsi que la
phytochimie de quelques plantes médicinales Algériennes nous nous sommes intéressés a 1’étude

de la plante Haplophyllum tuberculatum récoltée dans la région de Adrar.

Haplophyllum tuberculatum (Forsk.) A. Juss. appartient a la famille des Rutaceae et au genre
Haplophyllum. C’est une plante originaire de la région meéditerranéenne et qui est largement
répondue dans de nombreux régions du monde (Sud-ouest de I’ Asie, Sud de 1I’Europe, Afrique
du nord), en particulier dans les régions tempérées et tropicaux. En Algérie, cette espéce
spontanée est tres abondante, elle pousse spontanément dans les rocailles, les pelouses, les
rochers et les collines seches, et dans les zones montagneuses a I’intérieur de 1’ Atlas saharien

et les terrains calcaires des régions méditerranéennes (Spiga Narjes 2016).
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Tableau n°03 : Exemples de quelques plantes qui ont une activité antiradicalaire sur le DPPH
(Bentrar f. 2018)

La partie Effet antioxydant

Espéces utilliosée (réduction du Références
DPPH)

Disthemonanthus benthamianus . . .
(Leguminosae) feuille ICs0= 4,50pug/ml Bidie et al, 2011
Conocarpus erectus . _
(Combretaceae) fruit IC50=4ug/ml El-Sayed et al, 2012
Portulaca oleracea Plante _ .
(Portulacaceae) compléte ICso=12.67ng/ml  Sanja et al, 2009
Pistacia atlantica . _
(Anachardiacées) feuille ICs0=2.90pg/ml Rached, 2009
Punica granatum écorce ICs0=0.094mg/ml  Ricci et al, 2006

(Punicaceae)

H. tuberculatum anciennement appelée Ruta tuberculatum porte le nom vernaculaire francais
est « la rue du désert » et « le Masaka » ou « Fidjel » en arabe. C’est une plante herbacée vivace,
parfois ligneuse a la base, atteignant 40 a 60 cm de haut, glabre ou a poils courts; tige
habituellement trés ramifiée depuis la base. Les Feuilles sont alternes et fortement odorantes,
lobés ou parfois profondément découpés en 3 lobes. Les fleurs sont glabres, nombreuses et bien
séparées, de couleur jaune vif (Figure n°04). Le fruit est sous forme de capsule de 3 a 5-lobes,
contenant 5 a 10 graines réniformes, d’environ 1,5 mm de long, de couleur brun foncée a gris

ou noir-brunatre, densément sillonnées (Schmelzer et Gurib-Fakim 2013).

Figure n°04: Haplophyllum tuberculatum (Forsk.) A. Juss

En médecine traditionnelle H. tuberculatum est largement utilisée pour le traitement de
diverses maladies. Les branches portant les fleurs et les fruits sont utilisées contre la fievre dans
la médecine traditionnelle égyptienne et comme antipoison local, contre les nausées et le
vomissement, ils sont également utilisés comme contraceptif, contre la malaria, I’anémie, le
rhumatisme, les douleurs de I’estomac, les parasites intestinaux et les problémes oculaires et

auriculaires. Tandis qu’au soudan et en Arabie saoudite la plante est utilisée comme
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antispasmodique, dans le traitement des rhinites allergiques les problémes respiratoires et
génycologiques montrant ainsi un trés grand degré de variabilité dans ses usages traditionnels
(Raissi et al., 2016, Spiga Narjes 2016).

En Algérie une enquéte ethnobotanique a révélé 1’usage de cette espéce dans la pharmacopée
traditionnelle de la région de Ourgla pour le traitement de plusieurs maladies, elle est utilisée
comme antiseptique, dans les blessures et les ulceres, comme un calmant, un hypnotique
neurologique, dans le traitement de la stérilité, le diabete, les ballonnements, la fievre, les
maladies du foie, les otites, rhumatisme, 1’0bésité, la constipation, 1’hypertension artérielle, les
maladie cardiaque, les piques des scorpions, la grippe, le vomissement, I’inflammation de la
gorge... H. tuberculatum s’avére 1’espéce médicinale la plus utilisée dans les soins du systeme

nerveux, avec une fréquence de citation de 38.81% (Hadjadj , 2017).

La composition chimique de H. tuberculatum est diversifiée, dont la partie aérienne contient
une gamme d’alcaloides quinoliniques, la skimmiannine, haplophytine A, haplophytine B,
flindersine, haplotubine, haplotubinone, et la kusunokinine (Figure n°05). Elle contient
également du cholestérol, 1’acide linoléique, I’acide palmitique, et la diphylline (un lignane),
les methoxyflavones, les flavonoles comme la quercetin et ces dérives, I’acide cinnamique et
I’acide benzoique (Ali et al., 2001;Eissa et al., 2014 ; Schmelzer et Gurib-Fakim , 2013 ; Raissi et
al., 2016).
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Figure n°05: Structure chimique de certains alcaloides isolés de Haplophyllum tuberculatum (Forsk.)
A. Juss (Ali et al, 2001; Raissi et al., 2016)
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Les huiles essentielles obtenus a partir de Haplophyllum tuberculatum contiennent

principalement des monoterpénes (77,8%), des sesquiterpenes (13,8%) et des hydrocarbures et

ont une forte odeur de citron le tableau ci-dessous résume la composition chimiques des huilles
essentielles de cette plante (Hadjadj , 2017 ; Al-Rehaily et al , 2014).

Tableau 04 : Composition chimique des huilles essentielles de Haplophyllum tuberculatum

(Al-Rehaily et al., 2014)

RRI Compound (%)
1014 Tricyclene tr
1032 u-Pinene 2.4
1048 2-Methyl-3-buten-2-o0l 0.7
1076 Camphene 0.6
1118 B-Pinene 2.3
1132 Sabinene L3
1146 6-2-Carene 0.1
1159 §-3-Carene 8.8
1174 Myrcene 10.1
1176 a-Phellandrene 3.7
1188 a-Terpinene 0.7
1195 Dehydro-1.8-cineole 0.3
1203 Limonene 6.6
1218 [-Phellandrene 6.9
1246 (£)-p-Ocimene 0.3
1255 v-Terpinene 0.1
1266 (E)-p-Ocimene 0.4
1280 p-Cymene 0.3
1286 Isoterpinolene 0.2
1290 Terpinolene 0.7
1327 3-Methyl-2-butenol 0.4
1391 (Z)-3-Hexenol 0.1
1483 Octyl acetate 0.4
1553 Linalool 0.7
1562 Octanol 0.1
1571 trans-p-Menth-2-en-1-o0l 192
1588 Bornyl formate 0.1
1591 Bornyl acetate 0.5
1611 Terpinen-4-ol 0.3
1626 2-Methyl-6-methylene-3,7-octadien-2-ol 0.1
1638 cis-p-Menth-2-en-1-o0l 13.2
1689 trans-Piperitol 4.0
1706 a-Terpineol 0.3
1748 Piperitone 4.1
1758 cis-Piperitol 6.4
2103 Guaiol 0.1
2622 Phytol 0.1

Total 96.4

RRI: Indice de retention relative calculé contre n-alkanes

Dans la littérature plusieurs travaux scientifiques ont révélés une variété d’activités

biologiques de Haplophyllum tuberculatum liées a sa composition chimique diversifiée.
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Les extraits de H. tuberculatum montrent une toxicité sur sept lignées de cellules cancéreuses
avec une importante valeur d’ICso de 31,64 pg/mL sur la lignée Hep-G2, cette espece provoque
une inhibition du cycle cellulaire en phase Go/G: et en phase S (Raissi et al., 2016). Le 6-
Methoxykaempferol-3-O-glucoside isolé de Haplophyllum tuberculatum a été détermine
comme puissant relaxant des contractions du muscle de 1’utérus. La buchapine, un alcaloide
quinolone, isolé a partir de D’extrait méthanolique présente un effet anti-HIV sur des
lymphoblastes de 1’humain et les souches CEM-SS en présentant des valeurs de ECso de 0,94
uM, et ICso de 29 uM, respectivement. Quatres amides isolés de cette plante, il s’agit de
veskamide, enferamide, becatamide, et oretamide, ont révélé leur potentiel contre 1’effet
apoptotique induit par le H2O; sur les cellules PC-12 en culture (Raissi et al, 2016). Certains
travaux scientifiques ont démontré un effet antifongique des huiles essentielles des sur Candida
krusei a 30 pg/mL et 70 ug/mL (Hamdi et al, 2017).
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La partie expérimentale de la présente étude a été realisee au niveau du laboratoire de
biochimie au département de biologie, Faculté SNV-STU a I’université de Tlemcen. Le plan

expérimental de cette étude s’est déroulé comme suit :

e Une étude phytochimique qui porte sur une préparation des extraits a partir de la partie
aérienne de Haplophyllum tuberculatum, ainsi que le dosage de polyphénols et de
flavonoides totaux.

e Une étude biologique, qui porte sur 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante en

utilisant le test du DPPH et du FRAP.

1. Matériel végetal

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est la partie aérienne (feuilles et tiges)
d’Haplophyllum tuberculatum (figure n°06) récoltée durant le mois de Janvier et Février 2020
dans la région de « Ouwlade Ahmed et Zaglo » a la wilaya d’ Adrar. Laplante a été identifiée par
Dr. Baba Ali Ibrahim, au laboratoire d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes Naturels,

Université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen (Algérie).

Au laboratoire, a I’abri de lumiére et a température ambiante, le matériel végétal récolté est
séché, pendant quelques jours pour obtenir une meilleure extraction et préserver au maximum
I’intégrité des molécules. L échantillon est finement découpé (déchiqueté) en petites morceaux

et conserve a température ambiante jusqu’au jour de la préparation des extraits.

Figure n°06: Photos de Haplophyllum tuberculatum (sur le champ de la récolte, région
d’Adrar)
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2- Préparation des extraits

Au cours de cette étude nous avons préparé a partir de la partie aérienne d’Haplophyllum
tuberculatum deux extraits, un extrait aqueux et un extrait eau acétone et leurs fractions

organiques, n-butanol et acétate d’éthyle.

L’extraction chimique est un phénomeéne physique tres important, qui a pour but d’extraire, de
séparer et de dissoudre les composants chimiques. C’est une opération de transfert ou d’échange
de matiere entre une phase solide, qui contient la matiere a extraire et une phase liquide, le

solvant d’extraction.
2.1. Extrait aqueux

50¢g de la matiére végétale est mélangée avec 450ml d’eau distillée dans un ballon est soumis
a une extraction par décoction sous reflux pondant 30min. Apres extraction et refroidissement
de I’extrait obtenu, la solution est filtrée puis centrifugée pendant 5 min a 3000 tours.
L’évaporation a sec du surnageant a eté réalise par séchage dans une étuve a 40,5°C quelque

jours et & la fin récupérer de I’extrait sous forme d’une poudre.
2.2. Extrait eau-acétone

50g de la matiére végétale est mélangé avec 500 ml d’un mélange du solvant eau/acétone
(30:70 ; v/v) puis porté a une extraction par décoction sous reflux pendant 30min et sous
agitation (Figure n°07). Apreés filtration et centrifugation 1’extrait hydro-organique récupéré a

été concentré au rotavopeur, puis évaporé dans une étuve a 35 °C pendant quelques jours.

hy !

o

- /

EL
B -ﬂ‘

Figure n°07 : Montage de I’extraction par décoction sous reflux de la partie aérienne
H. tuberculatum
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2.3. Préparation des fractions n-butanol et acétate d’éthyle

Les fractions acétate d’éthyle (F AcEt) et n- butanol (F n-BuOH) de H. tuberculatum sont
obtenues par extraction liquide/liquide de 1’extrait brut eau-acétone et 1’extrait aqueux (Figure
n°08), préparés précédemment, en utilisant trois fois ’acétate d’éthyle (v/v). La phase aqueuse
récupérée, est par la suite fractionnée trois fois avec du n-butanol (v/v). Aprés fractionnement,
les phases organiques sont évaporées a sec et les fractions sont réecupérées sous forme solide de

couleur verte foncée.

Figure n°08 : Montage de I’extraction liquide- liquide des extraits bruts de H.tuberculatum
2.4. Calcule du rendement

Le rendement de chaque extrait préparé exprimé en pourcentage (%) est calculé selon la formule
suivante : R(%) = M/MO0 * 100

R(%0) : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant
Mo : Masse en gramme du matériel végétal utilisé

3. Dosage de polyphénols et de flavonoides totaux dans les extraits de Haplophyllum

tubercultatum

L’objectif de ce dosage est la détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides

totaux dans les extraits préparés.
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3.1. Dosages de polyphénols totaux
Principe

Le dosage de polyphénol repose sur la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu, C’est un mélange d’acide phosphotungstique (HaPW12040) et d’acide phosphom
olybdique (H3PMO12040).L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange d’oxyde bleu
de tungsténe (WsO23) et de molybdéne (MOsgO23). La coloration présente un maximum
d’absorption a 700 nm dont ’intensité de coloration est proportionnelle au taux de composés

phénoliques oxydés présents dans 1’échantillon (Boizot et Charpentier, 2006).

Le tableau n°5 résume le mode opératoire du dosage de polyphénols cité ci-dessous (Benariba
et al., 2013). Une gamme étalon de ’acide gallique a été utilisée a déférents concentrations (50,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pg/ml).

Tableau n°5 : Mode opératoire du dosage de polyphénols

Concentration
Acide gallique | 50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000 | Extrait | Blanc
(Hg/ml)
Volume de
P’acide 0o1/01 (01 (01 01|01 |0,21(021 |01 |01 |01
gallique (ml)
Extrait (ml) 0,1
Blanc : eau
distillée (ml) 0.1
Nagcos (ml) [2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2
1% incubation a température ambiante ; pendant 5min
(Fn‘i'l;”c'oca'te” 0101 |01 |01 |01 |01 |0,1]01 |01 |01 |01 |01 0,1
2°M incubation a température ambiante ; a Pobscurité ; pendant 30min
Mesure de I’absorbance au spectrophotométre a 700 nm

Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent d’acide gallique par milligrammes (pg

EAG/mg E) de I’extrait en utilisant la formule suivante :

Polypheénols (ug EAG/mg E) = a*f /c

a: concentration des polyphénols (ug/ml) déterminee a partir de la courbe d’étalon.

F : facteur de dilution (22)
C : concentration de I’extrait (1mg/ml)
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3.2. Dosage de flavonoides totaux

La quantification des flavonoides est estimée par la méthode du trichlorure d’aluminium
(AICI3) et la soude (NaOH). Les flavonoides forment un complexe jaune-orange avec le
trichlorure d’aluminium et un complexe de couleur rose avec la soude qui absorbe a 510 nm

(Kim et al., 2003).

Le dosage de flavonoides totaux a été réalisés selon le protocole de Benariba et al., (2013)
résumé dans le tableau n°06. La gamme étalon de catéchine a été préparée dans les mémes
conditions opératoires a des concentrations croissantes (2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500

pg/ml).

Tableau n°06: Mode opératoire du dosage de flavonoides totaux dans les extrais de H.

tuberculatum

Catéchine

50 | 100 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000 | Extrait | Blanc
(Hg/ml)

Volume de
la catéchine | 05 | 05| 05| 05| 05|05|]05|05]05]| 05

(ml)

Extrait (ml) 0,5

Eau distillée

ml (le tube 0,5
blanc)

Eau distillée | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

NaNoz (ml) | 0,15|0,15|0,15|0,15|0,15|0,15|0,15|0,15|0,45| 0,15 | 0,15 | 0,15

1% incubation pendant 6 min a température ambiante

AICIs(ml) |0,15/|0,15|0,15|0,15|0,15|0,15|0,45|0,15|0,15| 0,45 | 0,15 | 0,15

2°™M incubation pendant 6 min a température ambiante

NaOH (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Ajuster le volume total a 2500 pl et 3= incubation a température ambiante pendant 15min

Lecture au spectrophotometre a 510nm
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Les résultats obtenus exprimés en g équivalent de catéchine / mg d’extrait sont calculés selon

la formule suivante :

Flavonoides (ug equ Cat/mg extrait) =a*f/c

a : Concentration de flavonoides (équivalent de catéchine/mg d’extrait) déterminée a partir de
courbe étalon

f : Facteur de dilution (x10)

c : Concentration de I’extrait.

4. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Haplophyllum tuberculatum
Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, 1’activité antioxydante. Dans
notre étude la mise en évidence de I’activité antioxydante des différents extraits préparés a été
effectuée par des tests in vitro en utilisant le test du piégeage des radicaux libres sur le DPPH,
et le pouvoir réducteur du fer (FRAP).

4.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

Principe

Le 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl ou le DPPH c’est un radical libre stable qui présente une
coloration violette foncée en solution méthanolique, qui absorbe environs de 517 nm. La
présence de composés anti-radicalaires réduit le radical DPPH, qui change de couleur en jaune
pale (Figure n°9). Le piégeage du radical libre DPPH est une méthode largement utilisée dans
I’étude de I’activité antioxydante sert a calculer le pourcentage de réduction du radical DPPH®

et leur concentration inhibitrice a 50% (Popovici et al. 2009).

I' + Antioxydant -OH ———> I + Antioxydant-O

NO, NO, NO, NO;

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure n°09 : La réduction du DPPH par un antioxydant (Popovici et al. 2009).
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Le mode opératoire a été réalisé selon le Protocol (Benariba et al., 2013) cité dans le tableau

ci-dessous. Dans les mémes conditions opératoires, 1’acide ascorbique utilisé comme contréle

positif, est préparé a différentes concentrations (10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200
pa/ml).

Tableau n°07: Mode opératoire du dosage de la mesure de I'activité antiradicalaire sur le DPPH

Acide
ascorbique
(Mg/ml)

10

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Extrait

Blanc

Acide
ascorbique(ml)

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

Extrait(ml)
Différentes
concentrations

0,05

Controéle
négatif:
MeOH (ml)

0,05

Volume du
DPPH (ml)

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

1,95

Incubation pendant 30 min a température et la lumiere

Mesure de I’absorbance a 517 nm

La moyenne de I’absorbance de chaque échantillon permettra le calcul du pourcentage de réduction

selon la formule suivante :

DPPH%= ((Acont—Aext) /cont)x100

DPPH% : Pourcentage de réduction du DPPH.
A. contr : Absorbance du témoin négatif.
A. ext : Absorbance de I’extrait.

La valeur de ICso (concentration inhibitrice & 50 %) : permet de calculer la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de la forme radicalaire du DPPH. Elle est
déterminée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés (Bentrar , 2018).

4.2. Test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant power)

Principe

Le pouvoir antioxydant d’un extrait est associé en partie a son pouvoir réducteur sachant que le
Fe®" assure la formation d’OH par la réaction de fenton, sa réduction en Fe?* évite la production

de ce radical. Cette technique est basée sur la capacité réductrice du fer ferrique (Fe*) présent

17



Matériel et Méthodes

dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*). Cette réaction est
révélée par un virage de couleur du jaune au bleu vert du pruciane bleu (Fe [Fe(CN)e]") qui est
mesuré au spectrophotometre & 700nm. Une augmentation de I'absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Li et al, 2008)
Fe(CN)s® + antioxydant — Fe(CN)s* + antioxydant
Fe(CN)s* + Fe** — Fe[Fe(CN)6]

L’évaluation de I’activité antioxydante par la réduction du fer a été réalisé selon le protocole de
Bourkhiss et al, (2010) résumé dans le tableau suivant. Comme contr6le positif le BHA (Butyl
hydroxy Anisol) a été préparé dans les mémes conditions a différentes concentrations (20, 40,
60, 80, 100 ; 120, 140, 160, 180, 200pg/ml).

Tableau n°08: Mode opératoire de la méthode du FRAP

Concentration
de BHA et

Acide 10 | 20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | Extrait | Blanc
ascorbique

(ug/ml)

Volume du

BHA (ml) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Extrait (ul) 100

Tube blc: Eau

Distillée (ul) 100

PBS (ul) 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 250

KsFe(CN) 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 250

Incubation dans I’étuve pendant 20 min a 50°C

TCA 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 250

Centrifugation des tubes pendant 10 min a 2000tour/min

Su”zz%ea”t 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500

Eau distillée

) 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 500

FeCL3 (ul) | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100

Mesure de I’absorbance a 700 nm
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Les résultats sont exprimes en ICsp : concentration inhibitrice de 1’extrait, fraction ou

molécule de référence correspondant a une absorbance égale a 0,5.
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Résultats et interprétation

1. Rendements des extraits de Haplophyllum tuberculatum

Les extraits eau-acétone et ces fractions acétate d’éthyle et n-butanol sont obtenus par extraction
de la partie aérienne de H. tuberculatum. Les caractéres physico-chimiques de chaque extrait
ont été résumés dans le tableau n°09. Selon le tableau, I’extrait eau-acétone a donné un
rendement élevé 16,34%, tandis que, les fractions n-butanol et acétate d’éthyle ont donnés des

rendements plus faibles 7% et 9,79%, respectivement.

Tableau n°09: Caractéristiques des extraits de H. tuberculatum

Extrait Aspect Couleur Rendement Solubilité
(%0)
Eau-acétone Péate Vert foncé 16,34 eau-acétone
Fraction n- butanol
de Pextrait eau- Poudre Vert 7 Eau distillée
acétone
Fraction acétate
d’éthyle de I’extrait Pate Vert fonce 9,79 eau-acétone
eau- acétone
Extrait aqueux Poudre Vert dartre 17,9 Eau distillée
Fraction n butanol Poudre Marrqn 9,16 )
de Pextrait agqueux fonce

Les extraits eau-acétone et acétate d’éthyle sont récupérés sous forme d’une poudre de

couleur verte. lls sont solubles dans les solvants eau-acetone et eau-distillée, respectivement.

2. Taux de polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits de Haplophyllum

tuberculatum

Les résultats obtenus concernant le dosage du polyphénol et de flavonoides totaux, déterminés
par I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et de la
catéchine, sont exprimés en ug équivalent acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug Eq
AG/mg E) pour les polyphénols, et en pug équivalent de catéchine par milligramme d’extrait sec

(ug Eq Cat/mg E) pour les flavonoides (Figure n°10 et 11).

21



Résultats et interprétation
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Figure n°10: Courbe étalon de I'acide gallique Figure n°11: Courbe étalon de la catéchine

Selon les résultats représentés dans le tableau n°10, on remarque que les teneurs en polyphénols

et flavonoides totaux varient considérablement entre les extraits et les fractions. L’extrait

aqueux et sa fraction n-butanol présent des teneurs élevées en polyphénols 224,01ug Eq AG /

mg d’extrait et 206,79 ug.Eq Cat / mg d’ext en flavonoides. La fraction n-butanol de I’extrait

aqueux renferme 185,25 01ug Eq AG / mg d’extrait de polyphénols. L’extrait eau-acétone révéle

le taux le plus faible en polyphénols et flavonoides, les fractions de cet extrait renferment des

taux comparable en polyphénols 162,26ug Eq AG / mg d’extrait, la fraction n-butanol renferme

un taux elevé en flavonoides 169,82 ng.Eq Cat / mg d’ext.

Tableau n°10: Taux de polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits de H. tuberculatum.

Polyphénols Flavonoides
(Mg EAG/mg) (g EC/mg E)
Eau-acétone 86,83 + 0,004 122,06 + 0,004
Fraction n-butanol 162,72 + 0,007 169,82 + 0,001
Fraction Acctate 162,26 + 0,006 74,91 + 0,008

éthyle
Aqueux 224,01 + 0,227 206,79 + 0,157
Fraction n-butanol 185,25 + 0,022

Selon les résultats obtenus on note la richesse des extraits testés de H. tuberculatum en

polyphénols et en flavonoides en particulier 1’extrait aqueux et sa fraction n-butanol, ce qui

explique que les flavonoides constituent une classe majoritaire de polyphénols dans cette plante.
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3. Effet de I’extrait aqueux de H. tuberculatum sur le piégeage du radical libre le DPPH

Les résultats de la capacité antiradicalaire de vitamine C et de I’extrait aqueux de H. tuberculatum
sur DPPH sont représentés dans les tableaux 11 et 12, respectivement.

Tableau 11: Effet antioxydant de I’acide ascorbique sur la réduction du DPPH exprimé en

pourcentage.

Acide ascorbique 1Cso
1 15 2 3 3,5 4 4,5
(Mg/ml) (Mg/mL)
Inhibition DPPH 7% 9+ 21,89 21,47 30,98 61,77 66,67+ 373
% 0,002 002 +001 001 0,009 0,02 0,04 ’

Dans le tableau n°12, les concentrations testées de I’extrait aqueux sur la réduction du DPPH
ont présenté un effet inhibiteur du radicale DPPH trés faible avec des pourcentages de réduction qui ne
dépassent 10%. La valeur d’IC50 déterminée est de I’ordre de 948,06 pg/mL.

Tableau n°12: Effet de I'extrait aqueux de H.tuberculatum sur la réduction de DPPH exprimé
en pourcentage.

Extrait aqueux ICso
50 100 150 200 300
(Mg/mL) (Mg/mL)
Inhibition DPPH 05 221 * 743t 530+ 338% 977 91905

2,91 1,64 3,21 0,70 13,95

4. Effet de Iextrait eau-méthanol sur la réduction du fer FRAP

Les résultats obtenus révelent une forte activité réductrice du BHA (molécule de référence) a
faible concentration (tableau n°13), Cette activité est ainsi exprimée par la concentration efficace
ICs0 déterminée graphiquement et qui correspond a une absorbance de 0,5 a 700 nm,

Tableau 13: Effet du BHA sur la réduction du fer (test du FRAP)

BHA 59 40 60 80 100 120 140 160 180 200 , EC®
(Hg/ml) (ng/mi)
Abs 0091 0150 0214 0402 0537 0615 0721 0806 0951 1060 . .

(700nm) +0,05 +0,06 +0,06 +0,04 +0,03 +0,03 +0,04 +0,02 +0,03 +0,09
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Les résultats mentionnés dans le tableau 14 correspondent aux absorbances de 1’extrait aqueux de H.
tuberculatum sur la réduction du fer (FRAP). Les valeurs d’absorbances obtenus indiquent une activité

réductrice du fer trés faible de cet extrait. La valeur d’EC50 déterminée est de I’ordre de 445,60 pg/ml.

Tableau 24: Absorbances de I'effet de I'extrait aqueux sur la réduction de fer (FRAP).

Extrait aqueux 50 100 150 200 300 ECso
(Mg/ml)
0,010 + 0,017 + 0,007 0,015+ 0,008 +
Abs 445,60
(700nm) 0,003 0,008 + 0,005 0,013 0,005
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Discussion

L’¢évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algeérie. Ceci révele que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes et trés importantes pour étre utilisées comme
thérapie alternative ou comme principe actif de nouveaux médicaments d’origine végétale

(Houghton, 2000).

Le présent travail a pour objectif 1’évaluation de ’activité antioxydante des extraits
aqueux et organiques de H. tuberculatum, récoltée dans la région d’Adrar, sur le DPPH et sur

le FRAP ainsi que la détermination du taux de polyphénols et de flavonoides.

L’étude phytochimique a montré un rendement variable entre 7 et 17%, cette variation
du rendement est d’un extrait a I’autre est due principalement aux solvants d’extraction utilisés,
dont les solvants les plus polaires montrent un rendement d’extraction important par rapport
aux solvants moins polaires. La différence de polarité des solvants utilisés permet I’extraction

d’une large gamme de métabolites secondaires (Bruneton, 2009, Green, 2004).

Parmi I’ensemble des métabolites secondaires détectés, les composés phénoliques
représentés majoritairement par les flavonoides suscitent un grand intérét du fait de leur
puissante activité antioxydant. Dans notre étude nous avons déterminé dans les extraits analysés
le taux de polyphénols et flavonoides totaux. Cette analyse quantitative a indiqué une forte
teneur pour aqueux et sa fraction du n-butanol par rapport a 1’extrait eau-acétone et ses fractions
n-butanol et acétate d’éthyle. Le rendement, la composition, ainsi que la quantité des
métabolites secondaires d’un extrait peut étre influencé par plusieurs facteurs tels que le temps
et la méthode d’extraction, la température polarité du solvan) ainsi que la nature du sol et

I’écologie du matériel végétale utilisé (Benaziza ,2017).

La comparaison des résultats avec la bibliographie ne peut avoir lieu car il n’y a
pratiquement aucun travail scientifique sur la détermination du taux de polyphénol et de

flavonoides totaux dans Haplophyllum tuberculatum.

La teneur en polyphénols et flavonoides totaux dans les différents extraits Haplophyllum
tuberculatum nous a incités a déterminer leur pouvoir antioxydant. Qui a été évaluée seulement

pour I’extrait aqueux en utilisant le test du piégeage du radical libre DPPH, le test du pouvoir
réduction du fer (PFRAP)
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La méthode DPPH utilisée dans notre étude est basée sur 1’utilisation du radical DPPH,
fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques. Elle s’effectue par la détermination de la réduction du
radical DPPHe ou par la détermination de la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50%
du DPPHe en déterminant 1’IC50. La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus

élevée que son ICx est faible (Popovici et al, 2009, Djedoui ,2017).

Concernant l'activité antioxydante de I’extrait aqueux sur le DPPH, nous avons
remarqué une tres faible activité, malgré que cet extrait est tres riche en composés phénoliques
et en flavonoides. Ces résultats nécessitent de refaire ce test avec des concentrations élevées
pour Vvérifier son effet antioxydant. Selon la bibliographie H. tuberculatum espéce riche en
alcaloides par rapport aux flavonoides, ce qui peut expliquer le faible effet antiradicalaire de

I’extrait aqueux.

La capacité antioxydante des polyphénols est reliée a leur structure chimique et a la
configuration des groupements hydroxyle sur les cycles, ils assurent la réduction des radicaux
libres par transfert d’hydrogene de la fonction hydroxyle, et il se produit suite a cette réaction
des molécules stables (RH) et des radicaux flavoxyle (FLO¢) qui se transforment en composés
non reéactifs et subissent des changements structuraux sur le noyau aromatique ou en

interagissant entre eux (Belarbi ,2020).

Concernant 1’activité réductrice du fer, nous avons remarqué que 1’extrait aqueux de H.
tuberculatum malgré sa richesse en composés phénoliques et en métabolites secondaires
n’assure aucun pouvoir réducteur de fer remarquable. Ce qui révele que cet extrait est incapable
de réduire les ions ferriques (Fe®*) et donc incapable de neutraliser les radicaux libres en leur
donnant des électrons. Cet effet est probablement lié a la composition chimique de cette espece,

qui riche en alcaloides.

L’activit¢ antioxydante de polyphénols spécifiquement de flavonoides dépend
généralement de leur structure chimique et la distribution de leurs groupements hydroxyl, en
effet les groupements 3 et 4- orthodihydroxy sur le cycle B et le groupement 4- carboxy sur le
cycle C sont responsables de 1’effet scavenger des radicaux libres tandis que le groupement 3-
OH et/ou 5-OH sur le cycle C est trés intéressant pour 1’effet antioxydant. L’absence de
structures O-dihydroxy sur le cycle B donne une structure catéchol sur le cycle A qui peut

largement compenser ’activité antioxydante des flavonoides (Benariba ,2013). Le noyau
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catéchol est associ¢ a 1’activité réductrice du fer dont les extraits qui contiennent ce noyau ont

montré une augmentation du pouvoir réducteur a un pourcentage de 36% (Benaziza ,2017).

De nombreuses ¢tudes réalisées sur les produits chimiques d’origines naturels ont
prouvé que se sont certes, les polyphénols qui sont responsable de 1’activité antioxydante,
cependant il a été établi que plusieurs familles de métabolites secondaires tels que les alcaloides
et les saponosides peuvent présenter une activité antioxydante. Chaque métabolite se caractérise
par une action qui lui est propre et qui devient plus importante en combinaison avec un autre,
ce qui refléte I’effet synergique ou additif de ces molécules et qui peuvent influence 1’activité

antioxydante (Benaziza ,2017).
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Conclusion

L’objectif de la présente étude porte sur une analyse phytochimique des extraits de la partie
aérienne de Haplophyllum tuberculatum ainsi que 1’évaluation de leur activité antioxydante en
utilisant le test antiradicalaire sur le DPPH et le pouvoir réducteur du fer par la méthode du
FRAP.

Les résultats du dosage des polyphénols et de flavonoides dans les extraits testés,
révélent des teneurs élevées dans les extraits préparés, ou I’extrait aqueux est plus riche par
rapport aux extraits organiques. Les résultats de 1’activité antioxydante ont révélé une faible
activité sur le DPPH et le FRAP. la richesse en composés phénolique n’a pas attribué a H.

tuberculatum une forte activité antioxydante.

En perspective cette préliminaire, nécessite d’éventuelles étude qui s’intéressent a ;

e [’utilisation des concentrations élevées des extraits testés pour vérifier leur effet
antioxydant

e [’utilisation d’autres méthodes d’extraction pour la récupération d’autres familles de
composes phytochimiques

e Effectuer une analyse chromatographique des extraits préparés

e Tester d’autres activités biologiques d” Haplophyllum tuberculatum (antimicrobienne,

antidiabétique, anti-inflamatoire,...).
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