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Résumé

L’objectif de notre travail est 1’évaluation de 1’étude phytochimique et [D’activité
antioxydante des extraits : hexanique, dichlorométhanique et butanolique, de la partie
aérienne de Zygophyllum geslini par les tests de FRAP, blanchiment du [-caroténe et
réduction de I’ABTS.

Tous les extraits récupérés ont subit quelques tests phytochimiques, qui révelent la

richesse de 1’extrait butanolique en tanins, sucres et acides aminés.

Par ailleurs, 1’évaluation du pouvoir réducteur de fer par la méthode FRAP a montré
que D’extrait hexanique présente une activité supérieure suivie par celle de I’extrait
dichlorométhanique et de 1’extrait butanolique avec des absorbances de 1,124 ; 0,33 et 0,125

respectivement.

L’effet inhibiteur de blanchissement du p-carotene exercé par 1’extrait hexanique est
plus important (ICs0=1,68mg/ml) que celui de [D’extrait dichlorométhanique (ICso=
2,69mg/ml) par contre pour la technique de I’ABTS nous constatons que I’effet réducteur
enregistré par I’extrait dichlorométhanique est supérieur (ICso=1,09mg/ml) par rapport a celui

de I’extrait hexanique (1Cs0=2,70mg/ml).

Ces résultats montrent que les extraits de la partie aérienne de Zygophyllum geslini

exercent un effet antioxydant.

Mots clés : Zygophyllum geslini, Activité antioxydante, Etude phytochimique, FRAP, ABTS,
B-caroténe



Abstract

The objective of our work is the evaluation of the phytochemical study and the
antioxidant activity of the extracts: hexanic, dichloromethane and butanolic, from the aerial

part of Zygophyllum geslini by FRAP tests, bleaching of B-carotene and reduction of ABTS.

The phytochemical tests reveal the richness of the butanolic extract in tannins, sugars

and amino acids.

Furthermore, the evaluation of the ferric reducing power by the FRAP method has
shown that the hexanic extract exhibits a higher activity followed by the dichloromethane
extract and the butanolic extract with absorbances of 1.124; 0.33 and 0.125 respectively. The
bleaching inhibitory effect of B-carotene exerted by the hexane extract is greater (ICso = 1.68
mg / ml) than that of the dichloromethane extract (ICso = 2.69 mg / ml) ; on the other hand for
the technique of ABTS we note that the reducing effect recorded by the dichloromethane
extract is greater (ICso = 1.09 mg / ml) compared to that of the hexane extract (IC50 = 2.70
mg / ml).

These results show that the extracts of the aerial part of Zygophyllum geslini show an

antioxidant effect.

Keywords: Zygophyllum geslini, Antioxidant activity, Phytochemical study, FRAP,
ABTS, B-carotene
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Introduction générale

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales dans le traitement des pathologies
est devenue I’'une des principales voies de soin de santé. Ils ont toujours eu une place
importante dans 1’arsenal thérapeutique de ’humanité. Selon I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), environ 65- 80% de la population mondiale dans les pays en développement,
dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé
primaire (Ladoh, 2014).

L’activité biologique des plantes est due principalement a leur aptitude a synthétiser
des métabolites secondaires. Ces derniers sont dotés de pouvoir analgésique, antifongique,
anticancéreux, anti-inflammatoire, antioxydant et autres (Ghedira, 2005 ; Benhammou, 2012 ;
Kabera et al., 2014).

L’évaluation de ses activités et principalement 1’activité antioxydante demeure une
tache trés intéressante qui peut faire I’intérét de nombreuses études (Jaccot et Campillo,
2003). Depuis quelques années le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
le concept du stress oxydatif et les espéces réactives de 1’oxygéne (ERO). Ces derniers
peuvent causer des dommages cellulaires qui peuvent étre impliqués dans divers pathologies
(Favier 2003).

L’objectif de cette étude porte sur une étude phytochimique qualitative ainsi que
I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de la partie aérienne de Zygophyllum
geslini en utilisant les méthodes suivantes : la réduction du fer (FRAP), et le blanchiement de

B-caroténe ainsi que la réduction du cation radical ABTS™,

Z. geslini, objet de notre étude, est une plante endémique du Sahara algérien utilisée
traditionnellement pour ses propriétés thérapeutiques. Cette plante est largement utilisée en
médecine traditionnelle du fait de sa capacité a traiter certaines pathologies y compris le
diabete sucré (Medjdoub, 2013)

Etude du pouvoir antioxydant de I’extrait hexanique de Zygophyllum geslini Page 1
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Chapitre 01 : Le stress oxydant

1. Introduction

Notre mode de vie qui plein de mauvaise habitudes tel que le tabagisme, un exercice
physique intense ou mal géré, une alimentation non contr6lée, I’inflammation et les
perturbations métaboliques mais aussi la pollution da notre environnement, les radiations et
les différent toxiques qui nous entours (Haleng et al., 2007) aboutissent a une expression
commune appelée le stress oxydant (Walker et al., 1982 ; Djiokeng et al.,2014 ; Afify et
al.,2016) .

2. Le stress oxydant

Il correspond a un déséquilibre de la balance oxydant-antioxydant, autrement dit un
déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées activée (EOA) ou les espéces
radicalaires de 1’azote (ERN) connues sous le nom des oxydants et les défenses antioxydantes

de I’organisme, en faveur des oxydants (Laplace et al., 2005 ; Atamer et al.,2008) .

Selon d’autres points de vue, le stress oxydant peut étre «un déséquilibre entre la
production et 1’¢élimination des métabolites réactifs de 1’oxygene et du nitrogéne en faveur de
leur production conduisant a des dommages potentiels (Durackova, 2008) et a des dégats

cellulaires irréversibles (figure01) (Abuja et al., 2001 ; Pincemail et al., 1999 ).

ROS physiological leveis

Oxidative stress ROS lacking

Antioxidants: q

Figure 01 : a balance entre antioxydants et les ERO (Pourrut , 2008) .

ROS : reactive oxygen species
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Chapitre 01 : Le stress oxydant

2.1 Les radicaux libres (RL)

Les radicaux libres sont des espéces chimiques possédant un ou plusieurs électrons
celibataires (Kehrer, 1993 ; Delattre, 2005 ; Durackova, 2008). En toxicologie, les RL sont
ceux qui existent dans un état libre et capables d’interagir avec différents composés tissulaires

et cellulaires (Kehrer, 1993).
2.2 Espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

L’appellation especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) inclut les radicaux libres de
I’oxygene (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc..) mais aussi
certains dérivés réactifs non radicalaires, dont la toxicité est plus importante tels que le
peroxyde d’hydrogéne (Halliwell et Whiteman, 2004).

L’anion superoxyde (O2™) est la forme primaire des ERO, formée par I’addition d’un
¢lectron a I’oxygeéne moléculaire (O2), c’est le radical le moins réactif mais le précurseur des
autres ERO. Ce radical est le substrat d’enzymes, les superoxydes dismutases (SOD) qui le
transforment en eau oxygénée H.O» Ce dernier n’étant toutefois pas un radical libre puisqu’il
ne contient pas d’électrons non appariés, mais il est réactif. L’eau oxygénée peut avoir

plusieurs destinées. En présence de métaux, en particulier le fer (Fe?*), elle est transformée en

radical hydroxyle OH- par la réaction de fenton (Gardes-Albert et al., 2003) .

Les radicaux libres impliquant plut6t un atome d’azote se nomment espéces réactives de
I’azote. Le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre qui est formé a partir de 'un des deux
atomes d’azote terminal du groupement guanidine de la L-arginine. Ce radical va interagir
avec I’anion superoxyde pour donner le peroxynitrite (ONOQO"), composé extrémement réactif

et toxique (Barouki, 2006 ; Tremellen, 2008).

Les especes réactives oxygénées (ERO) proviennent de produits dérivés de réaction
enzymatiques essentielles, principalement de processus métaboliques endogenes. Leur

formation initiale se base sur la réduction d’oxygéne moléculaire (Favier, 2003).

Les ERO sont produites par un grand nombre de mécanismes endogénes et exogenes
(Cai et Harrison, 2008) :

% Source endogéne : L’anion superoxyde (O2™), principal précurseur des ERO,

provient de différentes sources cellulaires en particulier la mitochondrie, et différentes
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enzymes comme la NADPH oxydase, la xanthine oxydas (XO), les NO-Synthases
(NOS), la cyclo-oxygénase et les lipoxygénases, ainsi que les enzymes du réticulum
endoplasmique (cytochrome P450) (Cai et Harrison, 2008).

s Source exogene: Elles sont surtout d’origines physique et chimique, elles
proviennent de I’exposition aux rayons ionisants, aux métaux de transition, a
I’oxygene en quantité excessive, a certains médicaments et a la radiolyse de 1’eau.
Elles peuvent étre aussi issues des cytokines pro-inflammatoires, rayonnements, lors

de la chimiothérapie et I’environnement toxique (Cai et Harrison ,2008).

Les différent processus de formation des ERO sont résumés dans la figure 02 ci-apres :

Lumiére UV Oxydases

(o]~ (o] - Lo,

Oxygéne singulet

Oxygéne Peroxyde d’hydrogénes

Arginine Cycle redox l Superoxyde

NADPH oxvdase dismutase Myéloperoxydase

mitochondrie

— Te— I ' HOCI
| NO* [ ! 2.‘ I | l
Monoxyde d’azote l Anion superoxyde , 1
Fe™

ONOO™ | | oH"_|
Radical hydroxyle

Peroxynitrite ‘// \ \
Nitration des Actint il Oxydation des Peroxydation Oxydation de

5 cascade des kinases Fr &
protéines e & & proteines lipidique I’ADN

Figure 02 : Processus de formation des ERO (Linard et al., 1976 ) .
2.3 L’origine du stress oxydatif

Les ERO sont présentes dans la cellule a des doses raisonnables : leurs concentrations
sont régulées par 1’équilibre entre leur taux de production et leur taux d’élimination par les
systemes antioxydant. Cependant cette homéostasie redox peut étre rompue, soit par une

production excessive d’ERO, soit par une diminution des capacités antioxydante.

Cette rupture de 1’homéostasie redox peut avoir plusieurs origines : stress d’origine
exogene (agents environnementaux pro-oxydants y compris I’exposition prolongée aux soleil,
lumiere UV, le tabagisme, la pollution et le contacte avec des agents cancérigenes), comme il
peut étre d’origine endogene (intoxication aux métaux lourds, irradiation, carence en
antioxydant apportés par I’alimentation ou anomalies génétiques) (figure 03) (Thanan et al.,
2014).
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Figure 03 : les sources des radicaux libres (Elkolli, 2017)
2.4 Les conséquences du stress oxydatif

En plus des fonctions biologiques, la réactivité particuliere des ERO ajoute des
propriétés toxiques et diversifiées. En effet, toutes les macromolécules cellulaires sont des
cibles potentielles des ERO (Barouki., 2006 ; Valko et al., 2007 ) .

2.4.1 Les dommages oxydatifs a I’ADN

Les acides nucléiques sont particulierement sensibles a 1’action des radicaux libres.
L’attaque des I’ADN va entrainer la modification des bases puriques et pyrimidiques ou des
cassures au niveau de la double hélice et des mutations ponctuelles, qui peuvent avoir de
graves conséquences sur la synthése des protéines et sur la transmission de I’intégrité du
patrimoine génétique (Thanan et al., 2014). La guanine, par exemple, peut réagir avec le OH
pour former la 8-hydroxy-2"-déoxyguanosine (8-OH-DG), qui au lieu de s’apparier avec la
cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et conduisant

a des altérations du message génétique (Halliwell et Whiteman, 2004).
2.4.2 Les dommages oxydatifs aux lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I’attaque par le radical hydroxyle, pour former un radical diene conjugué, oxyde en radical
peroxyle et par la suite une chaine de peroxydation lipidique. Les hydro peroxydes peuvent
étre réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer a s’oxyder et a se

fragmenter en aldéhydes acides et en alcanes qui sont éliminés par voie pulmonaire. Le
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radical pyroxylé aprés évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut
libérer différents aldéhydes toxiques dont le malondialdéhyde ou I’hydroxynonenal. La
transmission en chaine de la réaction de peroxydation lipidique est stoppée par la vitamine E
intercalée dans la bicouche lipidique des membranes. Cette attaque des lipides peut concerner

les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides membranaires (Favier, 2003).

Les conséquences seront différentes : I’attaque des lipides circulants aboutissant a la
formation de LDL (Lipoprotéines de Densité Légere) oxydées qui captées par des
macrophages, formeront le dépot lipidique de la plaque d’athérome responsable des maladies
cardiovasculaires. Ainsi, 1’attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Favier, 2003).
2.4.3 Les dommages oxydatifs aux protéines

Les protéines sont aussi des cibles pour les ERO en particulier certains acides aminés
comme la cystéine, méthionine et la tyrosine (Tratner et al., 2003). La modification des
structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les ERO, est la base de la

formation de dérivés protéiques carbonylés (Pincemail, 2006 ; Kehrer, 1993).
2.5 Les pathologies liées au stress oxydant

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant
certains génes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,
cedéme pulmonaire et vieillissement accéléré. Le stress oxydant est aussi un des facteurs
potentialisant 1’apparition de maladies plurifactorielles telles que le diabete, la maladie

d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).
Quelques exemples de maladies dues au stress oxydatif :
% Athérosclérose

L’athérosclérose est un processus inflammatoire chronique et évolutif, liée a la
peroxydation des LDL, ce qui conduit a la genése des plaques athéromateuses. Les LDL
oxydées vont attirer les cellules monocytes-macrophage vers I’intima des vaisseaux et puis les

phagocytes se transforme en cellules spumeuses (surchargées des lipides) qui concourent a la
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formation des stries lipidiques. Ces reactions provoquant la prolifération des cellules
musculaires, conduisant ainsi a la formation des plaques athéromateuses surmontées par une

couche fibro-cellulaire dense (Donnet, 2001 ; Lesgards et al., 2002) .
% Oxydation de ’ADN et cancer

Le risque de développer un cancer est associé a I’accumulation de dommages oxydatifs
a I’ADN dus aux mécanismes oxydatifs. Il a été suggéré que les ERO interagissant avec
I’ADN dans des régions appelées nues (contiennent des métaux de transition [Fe, Cu,...etc.]
qui ne sont pas protégées par les histones) activant ainsi des pro-carcinogénes en

carcinogenes, et inhibant les genes suppresseurs comme la P53 (Favier, 2003).

®,

% Maladies neurodégénératives

Les neurones dopaminergiques sont riches en mitochondrie, ils sont plus susceptibles a
étre endommagés par les ERO. De ce fait, le stress oxydant est impliqué dans plusieurs
maladies neurodégénératives, telle la maladie de Parkinson ou 1’Alzheimer (Servais, 2004).
Dans cette derniére, les radicaux libres sont responsables de la mort des neurones qui pourrait
étre liée a un phénomene d’apoptose, alors que dans la maladie de Parkinson il a eu lieu de la
destruction de la matiére noir sécrétrice de la dopamine (un neuromédiateur) (Lesgards et al.,
2002) .

3. Les antioxydants et les systemes de défense

Un antioxydant est une molécule qui a la capacité de prévenir ou ralentir I’oxydation

des macromolécules.

Le role des antioxydants est de réduire ou mettre fin a ces réactions en chaine en
éliminant les radicaux libres ou en inhibant d’autre réactions d’oxydation en s’oxydant eux-
mémes (Duarte, 2005). En d’autre terme, les antioxydants donnent leur électron pour
stabiliser les radicaux libres et en faire un composé stable de maniére a minimiser 1’effet nocif

des radicaux libres (Manisha et al., 2017) .
3.1 Caractéristiques des antioxydants

Un composé est considéeré comme antioxydant in vivo, lorsqu’il requicre les propriétés
suivantes (Ursini, 1999 ; Durackova, 2008) :

7

*» Il doit réagir avec les métabolites réactifs de 1’oxygene qui sont biologiquement

toxiques.
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7

« Le produit de la réaction de I’antioxydant avec 1’oxydant ne doit pas €tre plus toxique

pour I’organisme que le métabolite éliminé.

X/
°e

L’antioxydant potentiel doit étre présent dans [’organisme en concentration
suffisante.
« La demi-vie de I’antioxydant doit étre suffisamment langue pour réagir avec
I’oxydant.

3.2 Mécanismes d’action
Divers mécanismes peuvent étre impliques dont (figure 04) :

% Blocage de la production de radicaux libres
¢+ La conversion des radicaux libres toxiques en substances moins toxiques.
% Bloquer la production des métabolites secondaires toxiques et les médiateurs de

I’inflammation.

>

R/
*

Blocage des propagations en chaine des oxydants secondaires

D)

>

R/
*

Réparation des molécules oxydées

D)

X/
X4

L)

Initiation et renforcement de systeme de défense antioxydante endogéne (Helliwell B.,
2007).

R
"0 -~ ‘J
{2 @ i e
R o Q0

Atome stable radical libre Anti-oxydant

Figure 04 : le passage de 1’état stable au radical libre et la stabilisation de nouveau par

I’antioxydant (Elkolli , 2017).
3.3 Classification des antioxydants

Les antioxydants sont classés en :
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3.3.1 En fonction de leur localisation

X/
°e

Antioxydants plasmatiques : acide urique, acide ascorbique, bilirubine, transferrine,

ceruléoplasmine.

% Antioxydants de la membrane cellulaire : a-tocophérol.

% Antioxydants intracellulaire : SOD (superoxyde dismutases), catalase, glutathion
peroxydase, glutathion réductase (Manisha et al., 2017) .

3.3.2 En fonction de leur nature et leur action

% Antioxydants enzymatiques: SOD, catalase, glutathion peroxydase et glutathion
réductase.

% Antioxydants non enzymatiques et antioxydants nutritifs : B-caroténe, o-tocophérol,
acide ascorbique.

% Antioxydants métaboliques : GSH (glutathion), bilirubine, acide urique, transferrine,

céruléoplasmine, albumine, haptoglobine (Defraigne et Pincemail, 2007 ; Assmann et

al ., 2014)

3.4. Principaux antioxydants

3.4.1 Antioxydants Enzymatiques
3.4.1.1 La superoxyde dismutases (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD), est ’enzyme qui constitue la premicre ligne de
défense contre les radicaux libres de 1’oxygéne. Elle catalyse la transformation de 1’anion
superoxyde en oxygene et en peroxyde d’hydrogene, composés stables et moins toxiques

(Pham-Huy et al., 2008) .

SOD
2027+ 2H — H202 + O2 (Landis et al,. 2005).
3.4.1.2 Les catalases

La catalase est 1’'une des principales enzymes du systéme antioxydant. C’est une
enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne
moléculaire (Matés, 2000). Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les
érythrocytes. La catalase humaine est formée de quatre sous unités, chaque sous unité
comporte un groupement ferriprotoporphyrine avec un atome de fer a I’état Fe®*.

L’environnement de ce groupement constitue le site actif (Ko et al., 2000).

catalase

2H,0; —— 2H20 + O, (Valko et al., 2006).
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3.4.1.3 Le glutathion peroxydase

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogene (H202) (Jacques et André, 2004).

2GSH (réduit) + H202 — GSSG (oxydé) + 2H20
2GSH (réduit) + ROOH —GSSG (oxydé) + ROH + H20

3.4.2 Antioxydant naturels non enzymatique
3.4.2.1 Vitamine
3.4.2.1.1 Rétinol (Vitamine A)

La vitamine A provient de I’alimentation soit sous forme de vitamine A préformée, soit
sous forme de caroténoides provitamine A. La vitamine A préformée est ingérée sous forme
d’acides gras a longue chaine de rétinol dans des aliments tels que le beurre, les ceufs, le lait,
le foie et les céréales enrichies. Des caroténoides de provitamine A (a-caroténe, 3-carotene et

crypto-xanthine) se trouvent dans le végétal (Chika et al., 2019) .
3.4.2.1.2 Acide ascorbique (Vitamine C)

Ses propriétés antioxydantes sont attribuées a sa capacité d’étre réduit en radical
ascorbyle aprées la perte d’un €lectron ou d’un proton. Ce radical peut facilement s’oxyder en
captant I’anion superoxyde et certaines espéces radicalaires (per-hydroxyles et peroxyles)
(\Valko et al., 2006 ; Van Antwerpen, 2006) .

3.4.2.1.3 Tocophérol (Vitamine E)

Elle est considéréee comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé par la
cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Pryor, 2000 ; Valko et al., 2006). Durant la
réaction antioxydante, le a-tocophérol est converti en radical a-tocophérol beaucoup plus

stable en perdant un hydrogéne arraché par une espece radicalaire (radical peroxyde).
3.4.2.2 Composes phenoliques

Les composés phénoliques représentent une source importante d’extraits naturels
d’antioxydants. Les polyphénols (PP) interviennent lors de 1’oxydation des lipides en donnant

un atome d’hydrogene aux radicaux libres selon les réactions ;
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ROO° + PPH — ROOH + PP’
RO° + PPH — ROH + PP’

Ensuite les radicaux phenoxyl issus de ces réactions agissent également sur les radicaux

libres ;
ROO° + PP° — ROOPP
RO° + PP° — ROPP

La rutine, la quercétine, 1’acide cinnamique, 1’acide caféique, I’acide férulique, I’acide

gallique, réduisent 1’absorbance des UVB et pi¢gent les radicaux libres (Elkolli, 2017).
3.4.2.2.1 Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques majoritairement présents dans les
plantes vasculaires sous forme de pigment responsable de la coloration, ils peuvent étre libres
ou glycolyses. Ils sont constitués de deux noyaux benzéniques (A et B) liés par trois carbones
en chaine C6-C3-C6 (Ghedira, 2005).

3.4.2.2.2 Les anthocyanes

Ce sont des colorants ou pigments naturels des fruits et Iégumes. Ce sont de nouveaux
antioxydants et des inhibiteurs puissants de la peroxydation lipidique par rapport a d’autres
antioxydants classiques. L’atome d’oxygene chargé positivement dans la molécule
d’anthocyanine en fait un antioxydant donneur d’hydrogéne plus puissant et distinct que le

pro anthocyanidines oligomériques et d’autres flavonoides (Chika et al., 2019). .
3.4.2.3. Terpénes antioxydants

Du moment qu’il y a une corrélation entre les antioxydants et les effets protecteurs
contre les UV, I’activité antioxydante peut se traduire par I’absorbance des rayonnements UV.
L’effet antioxydant est un mécanisme clé de ’activité photo protectrice d’extraits de plantes.
Le tocophérol (Vitamine E, terpenoides) absorbe les UVA. Le B-carotene, le Camphor, le 1,8-
cinéol, I’a-pinéne, le bornéol, I’a-terpineol et le lycopéne sont des piégeurs de radicaux libres.
(Elkolli, 2017).

Etude du pouvoir antioxydant de I’extrait hexanique de Zygophyllum geslini Page 11



Chapitre 01 : Le stress oxydant

3.4.2.4. Alcaloides antioxydants

La Boldine (principal alcaloide que contient de la feuille du boldo), la pourpre, la
vindoline, la vindolidine, la vindolicine et la vindolinine, les carbolines comme 1’harmane,
I’harmine, 1’harmol, I’harmaline et I’harmalol peuvent agir comme piégeurs d’especes
réactives de 1’oxygéne en inhibant la peroxydation lipidique et le remplacement du groupe
hydroxyle par un groupe methoxyle (Elkolli, 2017).

3.5 Les antioxydants de synthese

Il existe plusieurs antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des
antioxydants naturels (Lee et al., 2009). Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants
synthétiques, tels que le buthylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), et la
gallate propylée (PG) sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins couteux que
les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est treés discutée, car ils sont susceptibles de

manifester des effets secondaires et méme toxiques (Lisu et al., 2003) .
4. Meéthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer I’activité antioxydante des aliments et
les systemes biologiques (Ali et al., 2008 ; Scherer et Godoy, 2009). Elles peuvent étre
classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogene,

soit par le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang et al., 2005) .

Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la peroxydation
lipidique en utilisant un substrat lipidiqgue ou lipoprotéique. La quantification de cette
propriété est exprimée par la mesure du degré d’inhibition de 1’oxydation (Sanchez-Mereno et
Larraui, 1998).

Alors, les méthodes du deuxieme groupe sont celles qui interviennent dans la mesure de
I’habilit¢ du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du peroxyde
d’hydrogéne (H202), de 1’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (OH), des anions
superoxyde (O2"), du peroxyle (ROO") et de I’oxyde nitrique (NO’) (Sanchez-Moreno, 2002).

Parmi ces techniques, nous citons :

% La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygene) (Cao et al.,
1993) .
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% La méthode d’ABTS (2,2-azinobis-3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate ) ou TEAC
(Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Miller et al., 1993).

% La méthode de FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) (Benzie et
Strain, 1996).

% La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ) (Brand-Williams et al.,
1995).

% La méthode de DMPD (Balayage du radical cation N, N-diméthyl-phénylénediamine)
(Lietal., 1994) .

% La méthode TOSC (Capacité du piegeage des oxy-radicaux totaux) (Winston et al.,
1998).

% Laméthode TRAP (Parametre du piégeage du radical total) (Wayner et al., 1985).

% La méthode Photochémiluminescence (PCL) (Popov et al., 1987) .
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1. Définition
Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une parte importante des composeés qui interviennent dans

I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques et qu’on peut les classer en deux

groupes de metabolites : les métabolites primaires et secondaires (Hartman, 2007).

% Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans
toutes les cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ces composes sont
classés en quatre principaux groupes : les glucides, les protéines, les lipides et les acides
nucléique (Muanda , 2010).

% Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée
dans l’organisme de la plante. lls sont nécessaires a sa défense contre les agressions
extérieures. Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en tres faible quantité, sont
une grande variété structurale (plus de 200000 structures définies). Ces composés marquent
de maniere originale, un genre, une famille ou une espéce de plantes et permettent parfois

d’établir une taxonomie chimique (Koskinen, 1993 ; Pereira, 2003).

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches ou ils sont mis a
profit aussi bien dans I’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. De plus, ils
sont largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-inflammatoires,

inhibiteurs enzymatique, antioxydant et antiradicalaires.
2. Classification des métabolites secondaires

Toutes les plantes ont la capacité de produire les métabolites secondaires, mais ils sont

distribués differemment selon leurs réles. Cette distribution varie d’une plante a 1’autre.

On distingue : les composés phénoliques, les terpénes et les composés azotés
(alcaloides) (Muanda, 2010).

2.1. Les composés phénoliques

Ce groupe de composés regroupe un ensemble de 8000 molécules largement distribuées
dans le regne végétale particulierement dans les fruits et les légumes (Lugasi et al., 2003 ;
Hennebelle et al.,2004 ) .
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2.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques possédent au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle

phénolique (Brunton, 2008).

Pour cette sous famille, on distingue deux classes, les dérivées de I’acide benzoique et

les dérivées de I’acide cinnamique (figure 05) (Manach et al ., 2004).

Les acides phénoliques possédent des propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires.
Ainsi, ’acide caféique et 1’acide gallique sont dotés d’activités antioxydantes, dont I’acide

caféique est connu par sont effet antiviraux, antibactériens et antifongique.

Cependant, I’acide gallique une fois combiné avec des anticancéreux, il a la capacité a
réduire la viabilité des cellules cancéreuses du poumon chez la souris, il peut aussi prévenir

les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire (Benhammou, 2012).
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Figure 05 : Structure de I’acide Benzoique (A) et de I’acide cinnamique (B) (Bruneton, 2008)
2.1.2.les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en
partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les trouve
dissous dans la vacuole des cellules a 1’état d’hétérosides ou comme constituants de plastes,
en particuliers, les chromoplastes (Guignard, 1996). lls sont formés d’un squelette a 15
atomes de carbones (C6-C3-C6) (figure 6) (Collin et Croouz et al., 2011).

Les flavonoides possédent plusieurs activités biologiques intéressantes telles que
I’activité antimicrobienne (Ulanowska et al ., 2006), antifongique (Ortuno et al., 2006), anti-
inflammatoire (Park et al., 2008) et une activité contre la peroxydation lipidique et 1’atteinte

hématologique (Rao et Vijiayakumar, 2008) .
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Figure 06 : Structure de la base des flavonoides (Collin et Crouz et al., 2011).
2.1.3.les tanins

Ce sont des composés phénoliques a haut poids moléculaire entre 500 et 4000 kD. lls
sont capables de se lier aux protéines en solution et les précipiter ce qui leur confére la
propriété de tanner la peau (Macheix et al., 2005). On les trouve dans presque toutes les
parties de la plante, 1’écorce, le bois, les feuilles et les fruites. Les deux principaux types de
tanins sont chimiquement assez différents ; les tanins hydrolysables et les tanins condensés
(Figure 07) (Hygerman, 1988).

Lors d’une peroxydation les tanins offert leurs proton aux radicaux libres lipidiques
permettant ainsi 1’arrét de la réaction d’auto-oxydation lipidique. Cette capacité antioxydante
autorise leur exploitation dans le domaine médicale et pharmaceutique ou ils sont utilisés pour
stopper les hémorragies, drainer les excrétions excessives, les infections et aussi pour réparer

les tissus endommages par une brulure ou un eczéma (Attou, 2011).
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Figure 07 : Structure des tanins hydrolysables(A) : tanin gallique ; (B) : tanin ellagique (Peronny,
2005) ; (C) : structure de base des tanins condensés (Muanda, 2010)
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2.1.4. Les coumarines

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines sont des hétérocycles oxygenés
ayant comme structure de base benzo-2-pyrone (C6-C3) (Figure 08) (O’Kennedy et Thornes,
1997).

La structure phénolique des coumarines permet une utilisation préventive contre la
peroxydation des lipides membranaires et une capacité a capter les radicaux hydroxyles,

superoxydes et peroxyles (Attou, 2011).

Elles sont produites en grande quantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique.
Ces composés sont connus pour leurs proprietés, antivirales, immunostimulantes,
tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives ; elles

sont bénéfiques en cas d’affections cutanées (Vivas de Gaulejac, 2003 ; Bruneton, 2009).

IIs sont également utilisés pour leurs propriétés vasculo-protectrices, neuro-sedatives et

diurétiques (Benhammou, 2012).

Figure 08 : Structure de base des coumarines (Iweueke et Nwodo ,2008)
2.1.5.Les quinones

Ce sont des composés oxygeéneés formés suite a I’oxydation de dérivés aromatiques avec
deux substitutions cetoniques. Elles sont caractérises par un motif 1,4-dicétocyclohexa-2,5-
diénique (para-quinones) ou éventuellement par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3 ,5diénique

(ortho- quinones) (Bruneton, 1993).

Elles sont ubiquitaires dans la nature, principalement dans le régne végetal et sont

fortement réactifs (Cowan, 1999).
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2.1.6. Les anthocyanes

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpre, bleus ou violets de la
plupart des fleurs et des fruits (figure 09). Leur présence dans les plantes est donc détectable a
I’ceil nu, on trouve également les anthocynes dans les racines, tiges, feuilles et graines
(Bruneton, 1993 ; Muanda, 2010).

IIs sont utilisés comme diurétiques, antiseptiques urinaires et dans les troubles de la
fragilité capillaire. Leur plus grande spécificité reste cependant leur propriété d’améliorer la
vision nocturne en facilitant la régenération du pourpre rétinien. Ces puissants antioxydants
nettoient 1’organisme des radicaux libres et maintiennent une bonne circulation du sang

(Bruneton, 1999 ; Hannebelle et al., 2004).
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Figure 09 : Structure de base d’un anthocyane (Samouelian et al., 2009)
2.2.Les terpenes

La tres grande majorité des terpénes sont spécifiques du regne végétal, mais on peut en

rencontrer chez les animaux (Manchado et cheynier, 2006).

Les terpénes forment une classe d’hydrocarbures, ce sont des dérivés de 1’isoprene

CsHs, et ont pour formule de base (CsHs) n (figure10) (Muanda, 2010).

Les terpénes possedent d’importantes propriétés thérapeutiques, notamment en
cancérologie, dans le traitement de 1’inflammation ou encore des infections bactériennes

(Christianson, 2008).
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Figure 10 : structure de 1’isopréne (Morot-Gaudry, 2006).
2.2.1.Les saponosides

Le nom saponine (saponosides) dérive du mot latin « sapo » qui signifie savon, parce

que ces composés moussent une fois agités avec de 1’eau (Manach et al., 2004) .

IIs sont tres communs dans les plantes médicinales. Ils constituent une classe
d’hétérosides trés répandue et chimiquement sont des molécules glycosidiques triterpéniques
et stéroidiques (Olezek, 2002).

Les saponosides possedent plusieurs activités biologiques intéressantes telles que
I’activité antioxydante, antivirale, antifongique, anti-inflammatoire et anti tumorale (Yu et al.,
2002 ; Gulcin et al. , 2004 ) .

2.3.Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques le plus souvent d’origine végétale,
azotees, basiques (Zenk et Juenger, 2007). Bien que beaucoup d’entre eux soient toxiques
(comme la strychnine ou I’aconitine) (Muanda, 2010). Il existe 3 classes d’alcaloides qui
différent par la présence ou I’absence de 1’azote dans 1’hétérocycle et par leur biosynthéses (le

précurseur peut étre un acide aminé ou non) (figurell) (Bruneton, 2008).

Les alcaloides sont utilisés dans le domaine medical et pharmaceutique comme
analgésique, sedatif, anti-convulsion, anti-inflammatoire, antifongique, bactériostatique,
anticancéreux (Kabera et al. ,2014), antitumoraux (Taxol), vasodilatateurs (Vincamine)

(Kone, 2009). 11 sont dotés aussi d’un pouvoir antioxydant (Rackova et al. , 2004 ) .
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Figurell : Exemple d’alcaloides (A) alcaloide vrais, (B) pseudo-alcaloide, (C) proto-
alcaloide (Krief, 2003 ; Bruneton, 2008).
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Chapitre03 : Zygophyllum geslini

1. Origine et répartition géographique des Zygophyllacées
La famille des Zygophyllacées regroupe des plantes dicotylédones. Elle comprend
environ 27 genres et 285 especes (Beier et al., 2003). Elle est représentée dans tous les
continents, mais principalement dans les régions arides, semi-arides et salines dans toutes les
parties chaudes du monde, en particulier dans les déserts saisonniéerement secs, dans les
régions tropicales et subtropicales (Quezel et Santa, 1963). En Algérie, les Zygophyllacées
forment plus de 3% de la flore du désert (Quezel et Santa., 1963).

Zygophyllum, un des genres de la famille des zygophyllacées, est diversifié de 80 a 100
espéces. Il comprend des arbustes, des sous-arbrisseaux et des herbes annuelles et vivaces,
principalement avec des feuilles bi-folioles, qui poussent dans des zones chaudes et
saisonniéres d'Afrique, d'Asie et d'Australie (Sheahan et al., 2000).

2. Description botanique

Les plantes appartenant a cette famille, sont trés reconnaissables a I’aspect de ses
herbes, arbustes, ou arbres. Elles ont des feuilles stipulées, trés polymorphes. Les fleurs de 4 a
5meéres, isolées ou inflorescences. La corolle, est egalement de 4 & 5 méres, et parfois nulle.
Généralement, ces plantes renferment 10 étamines, le plus souvent, a stipules unies, un ovaire
de 4 a 5 carpelles, a un ou plusieurs ovules par loge. Ses fruits, sont en général, capsulés,
loculicides, ou septicides, se dissociant en coques, parfois bacciformes, ou drupacés (Quezel
et Santa, 1963).

Zygophyllum geslini est une plante endémique connue sous le nom vernaculaire "El
Aggaya"(Ozenda, 1977) ; c’est une Zygophyllacée vivace de la classe des Magnoliopsides, de
I’ordre des Sapindales. Z. geslini est une plante en petits buissons ramifiés, a rameaux
blanchatres, a petites feuilles charnues et composées de deux folioles. Les fleurs sont petites
et blanches et le fruit est prolongé en lobes, piriforme réguliérement dilaté depuis la base
jusqu’au sommet mais non muni de cornu recourbé en crochet. Il est une fois et demie plus
long que large (Medjdoub, 2006).

Le pédoncule est fructifere, aussi long que le fruit. La portion libre des carpelles est

trois a quatre fois plus courte que la portion soudée, faisant a peine saillie (Ozenda, 1977).
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Figure 12: Zygophyllum geslini de la région d’Adrar (Boudjelthia et al., 2017)

3. Classification systématique
L’étude de cette famille est particulierement délicate, les trois principaux genres :
Fagonia, Zygophyllum et Tribulus sont en effet des genres critiques, a nombreuses especes
tres voisines les unes des autres (Quezel et Santa., 1963).
La classification systématique de la plante Zygophyllum geslini est (Ozenda, 1977) :

Reégne : Planta.

Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Ordre : Zygophyllacée.

Famille : Zygophyllaceae.
Sous-famille : Zygophylloideae.
Genre : Zygophyllum.

Espéce : Geslini.

Nom vernaculaire : El aggaya (4:s=))

4. Composition chimique
Les principaux constituants mis en évidence dans Zygophyllum geslini sont les
saponosides ou les deux classes sont présentes : les saponosides a génine stéroidique et ceux a
génine triterpénique ; tanins, flavonoides, alcaloides, coumarines, glucosides cardiotoniques,

anthracénosides, acides aminés, huiles volatiles et acides gras (Medjdoub, 2006).
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Smati et al., (2004) ont isolé un triterpénoides a partir de ’extrait dichlorométhanique des

racines (Figure 13). In vitro, ce composé a un effet sur les cellules cancéreuses.

5.

Figure 13 : Structure du 3p-(3,4-dihydroxycinnamoyl)-érythradiol

Propriétés biologiques de la famille zygophyllacées et de I’espece « Zygophyllum

geslini »

Plusieurs chercheurs ont démontré différents effets thérapeutiques d’especes de la

famille des Zygophyllaceae et qui sont utilisées en médecine traditionnelle comme remédes

des différentes affections.

Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’espéces de trés grande importance

thérapeutique:

Zygophyllum geslini: Cette espéce est utilisée contre le diabéte. Elle a également des
activité cytotoxiques (Smati et al., 1993; Smati, 2004), une activité antioxydante
remarquable et un effet inhibiteur important sur I’activit¢ de 1’ a-amylase ont été
montré par (Boudjelthia et al., 2017 ) .

Zygophyllum album : Cette espece est utilisée dans la médecine traditionnelle comme
médicament actif contre le rhumatisme, la goutte, ’asthme, I’hypertension, la
flatulence. 1l est diurétique, anesthésique local et agent antidiabétique (Moustafa et al.,
2007). Cette plante est utilisée aussi contre les douleurs, pour calmer la soif, le soin
des plaies, le traitement des caries et pour laver les vétements et les cheveux (Tigrine-
Kordjani, 2011). D’autres vertus telles que les activités anti inflammatoire,
antipyrétique et antivirale sont trés connues a ces espéces (Saad et al., 1967).
Zygophyllum gaetulum : Cette espéce est utilisé en médecine traditionnelle en tant

que condiment, anti inflammatoire, antipyrétique, antidiabétique, antispasmodique et
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anti-eczéma (Ait El Cadi et al., 2012), est aussi utilisée pour le traitement des douleurs
de I’estomac et du foie (Capasso et al. ,1998 ) .

e Zygophyllum Eichwaldii : Cette espece a des propriétés nombreuses, antiseptiques,
anti eczéma, antidiabétiques, antibactériennes et antifongiques (Sasmakov et al.,
2001).

e Zygophyllum Coccineum : Cette espece sert a nourrir les chameaux tandis que les
graines sont utilisées comme substitut du poivre. Les extraits de cette plante ont été
utilisés en médecine traditionnelle comme anthelminthique et diurétique. Les fruits ont
également été utilisés dans le traitement de diverses maladies telles que le diabéte,
I'asthme, la goutte, les rhumatismes et I’hypertension. Une infusion des feuilles dans

I'eau est utilisée comme antiseptique topique (Gibbons et al., 2001).
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1. Objectif

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits
hexanique, dichlorométhanique, et butanolique de la partie aérienne de Zygophyllum geslini
en utilisant le soxhlet comme technique d’extraction. La partie expérimentale de cette étude

est réalisée comme suit :

> Extraction par soxhlet et préparation des extraits a polarité croissante (hexanique,
dichlorométhanique et butanolique) de la partie aérienne de Zygophyllum geslini.

> Réalisation de quelques tests phytochimiques pour la mise en évidence de certaines
familles de molécules.

» Lamise en évidence de I’effet antioxydant des extraits de cette plante selon trois axes :
le pouvoir d’oxydoréduction d’un métal de transition par le test FRAP et ABTS ; et
I’évaluation de I’effet protecteur de 1’oxydation d’un acide gras insaturé selon le test
de blanchiement béta caroténe.

2. Matériel végétal, récolte et préparation

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude est d’origine de Sahara algérienne : la
partie aérienne de Zygophyllum geslini (tiges, feuilles et fleurs) qui a été récoltés en mois de
Mars 2019 dans la zone d’Ougrout situé a 120 km du Nord-est de la wilaya d’Adrar (Sud-
ouest de I’ Algérie.

Apreés récolte le matériel végétale (partie aérienne) est séché a I’air libre et a 1’abri de la

lumiere et de la chaleur. Ensuite il est broyé afin de procéder a I’extraction.
3. Extraction

L’extraction se fait par soxhlet ou 21g de la plante séchée et broyée sont mis dans une
cartouche. Dans le ballon du soxhlet un volume de 200ml d’hexane (solvant a polarité faible)
est préparé. Apres 2 heures d’extraction 1’extrait hexanique est récupéré, soumis a une
évaporation par le rota vapeur en raison d’éliminer 1’hexane et conserver a 4°C. En suivant le
méme protocole, le matériel végétal, préalablement extrait par 1’hexane, subit une deuxieme

extraction par le dichlorométhane. L’extrait obtenu est ensuite évaporé et conserve.

Une troisiéme extraction est faite sur le méme matériel végétal en utilisant le butanol

comme solvant a polarité plus €levée et en suivant les conditions d’extraction. Cela a permis
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d’obtenir un extrait butanolique. Les extractions sont répétées deux a trois fois et les extraits
sont ensuite combinés.

(A) (B)

Figure 14: A) Un rota vapeur ; B) Extracteur de soxhlet (photos prise au laboratoire)

e Rendement d’extraction :

Tous les extraits récupérés (hexanique, dichlorométhanique et butanolique) seront pesés
puis conservés a 4°C jusqu’a utilisation. Leurs rendements sont calculés selon la formule

suivante :
Rendement (%) = (m/ M) x 100
m : masse de I’extrait récupéré

M : masse de la matiere végétale
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[ Partie aérienne de Zygophyllum geslini ; tiges, feuilles, fleurs. ]

1< Séchage et

Broyage

[ Zygophyllum geslini : Poudre ]
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3¢me extraction

Figure 15 : Organigramme de différentes étapes expérimentales
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4. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques sont réalisés sur tous les extraits récupérés de la plante étudiée
pour mettre en évidence certains constituants. Les résultats obtenus ont été évalué comme

suit : (+) : test positif ; (-) : test négatif.
s Tanins

A 2 ml de la solution a tester, ajouter 2 a 3 gouttes de solution de Fe Cls a 2%. Un test
positif est révélé par ’apparition d’une coloration bleue-noire et un precipité (laisser reposer

quelques minutes) (Karumi et al., 2004)
* Sucres

Test 1: A Iml de la solution a tester ajouter 1ml de phénol a 5% et Sml d’acide
sulfurique H2SO4 concentré. Observer la coloration, la présence des sucres est confirmée par

une coloration rouge marron (Dubois, 1956)

Test 2: A 1ml de la solution a tester ajouter 1ml du réactif de DNSA (acide
dinitrosalycilique). Maitre le mélange dans un bain marie bouillant pendant 8 min. Observer
la coloration (Bernfeld, 1955).

< Acides aminés

Ce test est basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine. A 1ml de la
solution a tester (solubilisée dans I’cau distillée) ajouter 1ml de solution de ninhydrine
préparée dans 1’acétone (ou éthanol) dont la concentration est de 1% .Chauffer dans le bain
marie (bouillant) et observer le changement de couleur. La présence des aminoacides est

confirmée par I’apparition d’une couleur violette (Harbonne, 1993)

5. Evaluation de P’activité antioxydante
5.1. Test de réduction de fer (FRAP)

« Principe

La méthode de réduction du fer est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu
(1986). Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants présents dans les extraits a

réduire le fer ferrique (Fe*) en fer ferreux (Fe?*) (Ou et al., 2001).
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% Mode Opératoire

Les différentes concentrations des extraits préparés (1 ml) sont mélangées avec 2,5 ml
de la solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium
KzFe(CN)s (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. Aprés, 2,5 ml de ’acide

trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 min.

Apres, 2,5 ml du surnageant de chaque concentration sont melangés avec 2,5 ml de
I’eau distillée et 0,5 ml de FeCls, 6H20 (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm.

L’augmentation de 1’absorbance indique 1’augmentation de la réduction de fer. L’acide

ascorbique est utilisé comme contréle positif.

5.2.Test de blanchiement du B-carotene

% Principe

L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui
est suivie par spectrométric a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le
blanchissement du [-carotene. Dans ce test la capacité antioxydante est déterminée en
mesurant 1’inhibition de la dégradation oxydative du PB-carotene (décoloration) par les

produits d’oxydation de I’acide linoléique (Laguerre et al., 2007).
% Mode opératoire

Une quantité de 2 mg de B-caroténe est solubilisée dans 10 ml de chloroforme. On
préléve 1 ml de cette solution dans un bécher contenant préalablement 200 mg de Tween 40 et
20 mg d’acide linoléique. Apres évaporation, un volume de 50 ml d’eau saturée en oxygene
est ajouté. Dans des tubes, 4ml de I’émulsion [-carotene/acide linoléique sont additionnée a
100 pl de la solution de I’extrait ou de I’antioxydant de synthese BHT a différentes
concentrations. Les tubes sont placés dans un bain marie a 50°C pendant 120 min. Ensuite,
I’absorbance est mesurée a 470 nm a t = 120 min. Le control négatif est constitué par 100 pl
d’éthanol au lieu de I’extrait. Tous les essais sont répétés trois fois (Koleva et al., 2002).
L’absorbance est mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min contre le

blanc contenant 1’émulsion sans [-carotene seulement pour le contrble négative. L'activité
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antioxydante (%) des extraits est évaluée en termes de blanchiment de [-caroténe en

employant la formule suivante :
% = ((AA@20) — AC120)) / (AC (0) —AC(120))) x100
AA (120): représente 1’absorbance en présence de 1’extrait (antioxydants) a 120 min.
AC(120): représente 1’absorbance du contrdle a 120 min.
AC(0): représente I’absorbance du controle a 0 min

5.3. Test I’ABTS

% Principe

L’activit¢  anti-radicalaire en utilisant I’ABTS (I’acide 2,2 azino-bis (3
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) est considérée comme étant la capacité des composés
testés a diminuer directement la couleur du radical ABTS, 1’ajout d’antioxydant va réduire ce

radical et provoque la décoloration du mélange (Boligon et al., 2014)
¢+ Mode opératoire

Le cation radical ABTS a été produit en faisant réagir 7 mM d’ABTS avec une solution
de 2,45 mM de persulfate de potassium (K2S20s) a des volumes égaux. On laisse ce mélange

réagir dans 1’obscurité a température ambiante pendant 16 heures avant son utilisation.

Ensuite, la solution ABTS est diluée avec de 1’eau distillée pour donner une absorbance de
0,7+0,02 a 734 nm. Un volume de 80 pl de chaque extrait est additionné a 1 ml de la solution

d’ABTS et I’absorbance a ¢ét¢ mesurée a 734 nm apres 30 min d’incubation a 30°C.
Le trolox (vitamine E) est utilisé comme contréle positif.
Le pourcentage de réduction d’ABTS est exprimé par 1’équation :

% ABTS reduit = [ADS controte— (ADS ¢chantition/ ABS controte)] X100

ADS contrate : Absorbance du controle

ADS ¢chantitlon : Absorbance en présence de I’antioxydant
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«» Calcul des concentrations inhibitrices ICso

ICso est la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical

libre au 50%. Plus la valeur d’ICso est baisse, plus I’activité antioxydante d’un composé est

grande.

ICso est calculée graphiquement en tragant la variation des pourcentages de réduction

en fonction des concentrations de chaque extrait.

6. Analyse statistiques

Les données expérimentales du dosage et I’évaluation de I'activité antioxydante

obtenues ont été exprimés par une moyenne et plus ou moins 1’écart type.

Le coefficient de corrélation des propriétés antioxydante a été déterminé en utilisant le
programme de I’Excel 2007.
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Résultats & interprétations

1. Extraction

La préparation des trois extraits de la partie aérienne de Zygophyllum geslini, nous a
permis de calculer le rendement de ses trois extraits; extrait hexanique, extrait

dichlorométhanique et 1’extrait butanolique. Les valeurs le tableau 0lont représentées sur en g

par rapport a 42 g de la plante séché (partie aérienne)

TableauOl : Rendement des extraits obtenus (par rapport a la plante seche).

Extrait de la | Extrait hexanique Extrait Extrait

plante dichlorométhanique | butanolique
Rendement (%) 0,83 1,02 0,76
Couleur Marron Jaune Marron foncé
Aspect Huileux Visqueux Huileux

De ces résultats, nous constatons que 1’extrait dichlorométhanique donne le meilleur
rendement 1,02% suivie de 1’extrait hexanique qui est de I’ordre de 0,83% tandis que I’extrait

butanolique a montré le rendement le plus faible 0,76%.
2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur les trois extraits de Zygophyllum geslini nous a

permis d’avoir les résultats présentés sur le tableau 02.

Tableau 02 : Tests phytochimiques réalisés sur la partie aérienne de Zygophyllum geslini

Test réalisé sur
Composé Extrait Extrait Extrait butanolique
hexanique dichlorométhanique
Tanins - - ++
Acides amineés - + ++
Sucres | Test 1 ++ + +++
Test 2 + ++ ++

(-) : Non détecté ; (+) : détecté ; (++) : riche ;

Test 1: Acide sulfurique (H2SO4); Test 2: DNSA
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Zygophyllum geslini précisément I’extrait butanolique est tres riche en tanins. Par contre
I’hexane et le dichlorométhane ne permettent pas d’extraire ces polyméres dont la polarité est

élevée.

L’ajout de la ninhydrine (1%) aux trois extraits a permis de mettre en évidence la
présence des acides aminés au niveau de I’extrait dichlorométhanique et I’extrait butanolique

et leur absence dans 1’extrait hexanigue.

L’analyse qualitative des sucres selon deux tests permet de mettre en évidence la
présence de ces derniers au niveau de tous les extraits a des quantités différentes. Le premier
test a montré une présence plus importante des sucres car son principe réactionnel permet de
réagir avec une large variété de sucre (monosaccharides, disaccharides, ...). Cependant, le

deuxiéme test permet la mise en évidence des sucres réducteurs.

D’une part, 1’extrait butanolique est trés riche en sucres suivie par 1’extrait hexanique
puis I’extrait dichlorométhanique selon le test 1. D’autre part, on note que I’extrait
butanolique et I’extrait dichlorométhanique présente une teneure supérieure en sucres que

I’extrait hexanique, d’aprées le test 2.

La partie aérienne de Zygophyllum geslini est tres riche en composés pouvant étre actifs.
En se basant sur les tests réalisés, nous pouvons constater que 1’extrait butanolique est trés

riche en composés chimiques par rapport aux autres extraits.

3. Activité antioxydante de la partie aérienne de Zygophyllum geslini

3.1.Effets des extraits de Zygophyllum geslini sur la réduction de fer (FRAP)

Le potentiel antioxydant des extraits étudiés a réduire le fer ferrique (Fe®*") en fer

ferreux (Fe?*) a été déterminé en utilisant I’acide ascorbique comme contréle positif.

Les résultats de ’activité réductrice de nos extraits sont représentés sur la figure 18
suivante. Nous constatons que la capacité réductrice est proportionnelle a 1’augmentation de la

concentration.
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Figure 16: Réduction du fer par les trois extraits (hexanique, dichlorométhanique,

butanolique) et 1’acide ascorbique.

D’aprés la figure 16 on note que la capacité réductrice de tous les extraits de

Zygophyllum geslini est trés faible par rapport a celle de ’acide ascorbique. Ce dernier

présente un pouvoir réducteur total de fer pour de trés faibles concentrations.

A la concentration de 5 mg/ml, ’extrait hexanique présente le pouvoir réducteur le plus

important avec une absorbance de d’ordre de 1,124, suivie respectivement par celle de

I’extrait dichlorométhanique (DO=0,33) et de 1’extrait butanolique (DO=0,125) (Figurel?).
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Figure 17: Résultats de la réduction de fer des extraits : hexanique, dichlorométhanique et

butanolique.
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3.2.Blanchiement du p-caroténe

Cette méthode consiste a la mesure de la capacité de nos extraits a minimiser la

décoloration du B-caroténe. Cette activité est confirmée par une ICso calculé.

90 -
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Figure 18 : Pourcentage d’inhibition de blanchiement du B-caroténe en fonction des

différentes concentrations de I’extrait hexanique.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de blanchiement du p-caroténe en fonction des
différentes concentrations de 1’extrait dichlorométhanique.
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Figure 20: Pourcentage d’inhibition de blanchiement du p-carotene en fonction des
différentes concentrations du BHT
Les figures 18 et 19 montrent ’effet inhibiteur des deux extraits, hexanique et
dichlorométhanique, sur le blanchiement du p-carotene. Nous pouvons remarquer que 1’effet
inhibiteur varie en fonction de la nature et de la concentration de I’extrait ou le pourcentage
d’inhibition a Smg/ml dépasse 83% pour ’extrait hexanique et il est de I’ordre de 63% pour
I’extrait dichlorométhanique. En calculant les 1Cso nous allons confirmer I’efficacité de

I’extrait haxanique par rapport a I’extrait dichlorométhanique et qui sont respectivement 1,68 ;
2,69mg/ml.

L’efficacité du BHT reste plus importante avec une ICso estimée a0,098.
3.3.Réduction de ’ABTS

Le pouvoir réducteur du radical cation ABTS' * est une technique qui permet d’évaluer

le pouvoir anti radicalaire des extraits des plantes.

Les figures 23 et 24 montrent que les extraits, hexanique et dichlorométhanique sont

doués d’une activité antiradicalaire vis-a-vis de ’ABTS" ™.

L’activité la plus élevée est enregistrée dans 1’extrait dichlorométhanique avec un
pourcentage d’inhibition de 31,96 % a 0,312 mg/ml ; alors que I’extrait hexanique présente la
plus faible activité réductrice d’ABTS qui est de I’ordre de 11,09 % a la méme concentration.
Les ICso sont 2,70 ; 1,09 respectivement pour les extraits hexanique et dichlorométhanique.
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Figure 21 : Pourcentage de réduction de I’ABTS en fonction de différentes concentrations de

I’extrait hexanique.
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Figure 22 : Pourcentage de réduction de I’ABTS en fonction des différentes concentrations
de I’extrait dichlorométhanique.
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Figure 23 : Pourcentage de réduction de I’ABTS en fonction des différentes concentrations
de Trolox.

4. Calcule des ICso (Concentration inhibitrice a 50%0) :

Tableaux03 : Les valeurs ICso des extraits hexanique, dichlorométhanique, BHT et Trolox
obtenues par les méthodes B-carotene et ABTS .

Extrait hexanique | Extrait dichlorométhanique | BHT | Trolox
B-caroténe 1,68 2,69 0,098 /
ICs0
mo/ml | AgTS 2,70 1,09 /| 0018

Les ICso obtenues par la méthode p-carotene et ABTS, nous permettent de révéler la meilleure

activité enregistrée par les standards BHT et Trolox par rapport aux autres extraits étudiés.

Par ailleurs, I’extrait hexanique présente une activité inhibitrice de blanchiement (3-caroténe

d’ordre 1,68 mg/ml supérieure a celle de I’extrait dichlorométhanique (ICso =2,69mg/ml) ; par

contre pour le test ABTS, on note que ’extrait dichlorométhanique présente un IC 5o assez

inférieure a celle de 1’extrait hexanique et donc révéle a une activité réductrice supérieure.
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Ces derniers temps, I’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités
biologiques a augmenté considérablement en Algérie. Cela montre que les molécules isolées a
partir des plantes médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées en thérapie

alternative ou comme modele pour la synthese de nouvelles substances (Houghton, 2000).

Zygophyllum geslini ou communément appelé « Aggaya », est une plante saharienne
du sud algérien qui selon nos meilleurs connaissances, 1’une des trésors de notre patrimoine
végétal utilise traditionnellement dans le sud algérien a des fin thérapeutiques principalement
antidiabétique et dans les problemes digestifs, dermatologiques et comme désinfectants pour
les nourrissons (Medjdoub, 2013).

Tenant compte de ces résultats, notre recherche a porté sur 1I’étude phytochimique et
I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits hexanique, dichlorométhanique et
butanolique de la partie aérienne de Zygophyllum geslini en utilisant trois techniques :

réduction de fer (FRAP) et le blanchiement de béta caroténe ainsi que la réduction d’ABTS™.

L’extraction par soxhlet de cette plante en utilisant trois solvants a polarité croissante :
hexane, dichlorométhane et le butanol permet d’obtenir un rendement de 1,02% pour 1’extrait
hexanique avec un aspect huileux ; 0,83 % pour I’extrait dichlorométhanique d’aspect
visqueux et 0,76 % pour I’extrait butanolique ayant un aspect huileux. Ceci indique que

I’extrait hexanique a donné un meilleur rendement par rapport aux autres extraits.

Ces résultats sont bien inférieurs a ceux qui sont obtenus par Badami et al. (2004), Ho
et al. (2008), Souri et al. (2008), Khalaf et al. (2008) et Bhatti et al. (2010) sur différents
extraits méthanoliques des fruits d’E. cardamomum, les rendements sont dans 1’ordre de
9,81% ; 7,1%, 9,28% ; 8,1% et 9,4% respectivement.

En effectuant les trois examens phytochimiques qualitatifs sur les extraits récupérés,
nous constatons une variation dans la composition. L’extrait butanolique a montré une
richesse en tanins, acides aminées et sucres ; 1’extrait dichlorométhanique a présenté une
teneur remarquable en acides aminées et en sucres, par contre 1’extrait hexanique a révélé la

présence que des sucres.

Cela peut étre expliqué par les résultats des études phytochimiques présentées par
Medjdoub en 2013 et qui montrent que I’extrait aqueux de Zygophyllum geslini est riche en
métabolites : mucilage, flavonoides, tanins, saponosides, glucosides cardiotoniques,

anthracénosides, alcaloides, et acides aminées.
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Nos résultats sont en partie comparables a ceux obtenus par Pollmann et ses
collaborateurs en 1997 qui ont pu isoler certains saponosides stéroidiques et triterpéniques a
partir de certaines espéces de Zygophyllum (Aquino et al., 2001), a partir de Zygophyllum
gaetulum (Hassanean et al., 2002) et a partir de Zygophyllum album. Zygophyloside F a été
isolé de Z. album et Z. dumosum (Elgamal et al., 1995) ainsi que zygophyloside D et E qui
sont isolés a partir de Z. propinquum (Ahmad et al., 1993), le 3B-(3,4- dihydroxycinnamoyl)-
érythradiol isolé a partir de Z. geslini (Smati et al., 2004).

Par ailleurs 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits montre que la capacité
réductrice du fer par les extraits étudiés est faible par rapport a celle de I’acide ascorbique ;
I’extrait hexanique présente la meilleure activité (DO=1,124) suivie par celle de I’extrait
dichlorométhanique et de I’extrait butanolique a des densités d’ordres: 0,33 et 0,125
respectivement a une concentration de 5 mg/ml. Ces résultats démontrent que nos extraits ont

marqué la capacité de réduire les ions ferrique Fe*".

Nos resultats obtenus par la méthode FRAP sont en accord avec ceux qui sont obtenus
par Kandikattua et al. (2017) sur I’extrait hexanique et Jain et al., (2011) sur I’extrait
méthanolique des extraits des fruits d ’'E. cardamomum, qui ont montré que ces deux extraits

présentent une faible capacité réductrice par rapport a celle de 1’acide ascorbique.

Les résultats obtenus par la technique de I’inhibition de blanchiement de B-caroténe
nous permettent de marquer ’activité inhibitrice supérieure de 1’extrait hexanique (ICs0=1,68
mg/ml) par rapport a celle de I’extrait dichlorométhanique avec une concentration inhibitrice
a 50% égale a 2,69 mg/ml. Malheureusement, ce test est réalisé seulement sur les deux

extraits.

Selon Liyana-Pathirana et Shahidi (2006), un extrait qui retarde ou inhibe le
blanchiement du B-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme

un antioxydant primaire.

D’aprés Barros et al., (2010), I’extrait méthanolique des fruits de 1’Arbutus unedo
inhibe le blanchiement de 50% du B-carotene a la concentration de 0,77 mg/ml. En comparant
ce résultat avec le notre, les fruits de I’Arbutus unedo restent plus efficaces que la partie

aerienne de Zygophyllum geslini.
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L’analyse des valeurs obtenues pour la réduction de I’ABTS a révelé des
ICs50=2,70mg/ml  pour [D’extrait hexanique et ICs0=1,09mg/ml pour [Dextrait
dichlorométhanique.

Concernant cette technique « ABTS », la plante présente une activité réductrice de radical
ABTS™.

Selon Sarr et ses collaborateurs (2015), Vitex doniana présente une activité inhibitrice
du radical libre ABTS trés importante dont la fraction aqueuse était plus active que 1’extrait

¢thanolique sur I’inhibition de I’ABTS a partir de 10mg/ml (Sarr et al., 2015).

Dans notre étude, I’extrait dichlorométhanolique présente une activité bien Supérieure
a celle de I’extrait hexanique et a la fois inférieure a celle réaliser par le Trolox (le standard)
(1C50=0,018mg/ml) pour inhiber I’ABTS.

En résumant ces informations, il ressort, donc, que Zygophyllum geslini est une plante
qui possede un pouvoir antioxydant trés remarquable surtout la partie aérienne : tige, feuilles
et fleurs. La partie aérienne est tres riche en composeés, tanins, flavonoides, saponosides,

acides aminés et en alcaloides (Medjdoub, 2013).

Le présent travail est, donc, trés intéressant et mérite d’étre poursuivi par d’autre études

ultérieures.
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Conclusion Générale

Dans le but de trouver de nouvelles sources d’antioxydants naturels, nous sommes
intéressés a une contribution a 1’étude phytochimique et 1’évaluation de I’activité antioxydante
des extraits : hexanique, dichlorométhanique et butanolique de la partie aérienne de

Zygophyllum geslini.

L’extraction a permis d’avoir un rendement élevé pour I’extrait hexanique par rapport
aux autres extraits. Ce rendement moyen a été calculé en fonction de la matiere végétale seche

de la partie aérienne de la plante.

L’analyse phytochimique qualitative des extraits étudiés a revéle la présence de certains
composes y compris les tanins dans 1’extrait butanolique, les acides aminés au niveau des

extraits dichlorométhanique et butanolique et les sucres pour les trois extraits.

Apres la recherche du pouvoir antioxydant nous constatons que 1’ensemble des extraits
étudiés présente une activité antioxydante variable ; une importante activité réductrice du fer
présentée par I’extrait hexanique suivie par I’extrait dichlorométhanolique et butanolique ;
I’extrait hexanique fournie la meilleur inhibition du blanchiement de béta caroténe ainsi
qu’une faible réduction de I’ABTS. Nous pouvons conclure que 1’extrait hexanique présente

une bonne activité antioxydante.

A la lumiere de ces résultats, il serait intéressant de réaliser d’autre recherches qui

s’intéressent a :

v’ Utiliser d’autres méthodes d’extraction avec d’autres solvants organiques, sur d’autres

parties de la plante (racines et graines).

v Evaluer D’activité antioxydante par d’autres méthodes in vitro: ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Activity), DPPH (2,2'-diphényl-1-picrylhydrazyl), et in vivo sur le
stress oxydatif en mesurant D’activité des enzymes antioxydantes (Superoxyde
dismutase, catalase).

v' Identifier les molécules actives responsables de I’effet antioxydant et étudier leur
cytotoxicite.

v Rechercher d’autres activités biologiques telles que I’activité antifongique et

antibactérienne.
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