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Etude phytochimique et activité antioxydante et antiulcéreuse d’Osyris alba L Skeel
(Santalacées)de la région de Tlemcen

Résumé

Le travail présenté dans cette thése contribue a la valorisation de I’écorce des racines de la
plante Osyris alba L Skeel (Santalacées) en la caractérisant par son étude phytochimique et en
recherchant deux activités biologiques qui sont I’effet antioxydant de leur composes
phénoliques et 1’activité antiulcéreuse de son extrait aqueux. La détermination quantitative
des métabolites primaires a révélé des teneurs considérables en protéines brutes (21+ 0.816
%), moyenne en sucres (13.76x0.175 %) et en lipides (12.26£0.205 %). Le dosage des
polyphénols totaux par Folin Ciocalteu a donné des teneurs considérables en polyphénols
totaux (371.67£3.702 mg EAG /g ES). L’extraction sélective des flavonoides a montré que la
fraction flavonoide aqueuse présente le rendement le plus élevé (8.763+0.416%) et des faibles
teneurs de la fraction éther di-éthyle (0.064+0.009 %). L’enrichissement sélectif en tanins
donne un bon rendement estimé a 3,98+0.561 %. La recherche du profil phénolique par
chromatographie a haute performance HPLC a marqué la présence de ’acide gallique et la
quercétine. La Chromatographie Gaz Liquide CGL de I’huile a révélé sa richesse en acide
oléique oméga 9 et des acides gras essentiels oméga-6 : 1’acide linoléique et oméga3 : I’acide
linolénique et 1’acide eicosatriénoique. L’évaluation de I’activité antioxydante par la capacite
antioxydante totale CAT a montré que I’extrait des polyphénols totaux est les plus riches en
especes antioxydantes (8.815+0.165 mg EAA). Ainsi, une forte capacité de piégeage du
radical libre DPPH (1C50=2.245+0.047 pg/ml), un pouvoir de réduction des ions ferriques
important (ICsp =22.565+1.108 pg/ml) qui dépasse la vitamine C. Par ailleurs le test de
blanchissement de la beta caroténe a montré que la fraction acétate éthyle a présenté une forte
capacité de rétention de la beta caroténe avec un diameétre=18.67+0.235 mm suivie de la
fraction n butanol (18.4+0.634mm) contre la Quercétine (21+0.8164 mm). L’effet curatif du
décocté sur l'ulcére gastrique, évalué in vivo chez les rats Wistar a montré un pouvoir
cicatrisant avec un pourcentage d’inhibition Pl estimé a 98.67 % qui dépasse la Ranitidine
(standard). Ces résultats nous ont permis de valoriser Osyris alba L Skeel en tant que plante
antioxydante et antiulcéreuse grace a la présence des composés phénolique (acide gallique et
la quercétine). De plus la présence des acides gras oméga-3 et -6 dans I’huile peut étre
exploité pour I’évaluation de son pouvoir anti-inflammatoire sur des modeles inflammatoires.

MOTS CLES: Osyris alba L Skeel, écorces des racines, polyphénols totaux, acide graso
essentiel,  activité antioxydante, décocté aqueux, pouvoir antiulcereux, rat Wistar




Phytochemical study. Antioxidant and Atiulcer activity of Osyris alba L Skeel
(Santalaceae) from the Tlemcen

Summary

The work presented in this thesis contributes to the valuation of the root bark of the plant
Osyris alba L Skeel (Santalaceae) by characterizing it by its phytochemical study and by
researching two biological activities which are the antioxidant effect of their phenolic
compounds and the antiulcer activity of its aqueous extract. The quantitative determination of
the primary metabolites, revealed considerable contents of crude protein (21 + 0.816%),
average in sugars (13.76 = 0.175%) and in lipids (12.26 + 0.205%). The determination of the
total polyphenols by Folin Ciocalteu gave considerable contents of total polyphenols (371.67
+ 3.702mg GAE / DE g. The selective extraction of the flavonoids showed that the aqueous
flavonoid fraction presents the highest yield (8.763 + 0.416%) and the low contents of the di-
ethyl ether fraction (0.064 + 0.009%). The selective enrichment in tannins gives a good yield
estimated at 3.98% = 0.561. The search for the phenolic profile by HPLC indicated the
presence of Gallic acid and Quercetin. Oil GPC revealed the presence of omega 9 oleic acid
and omega 6 essential fatty acids: linoleic acid and omega 3: linolenic acid and eicosatrienoic
acid.

The evaluation of the antioxidant activity by TAC showed that the extract of total polyphenols
is the richest in antioxidant species (8.815 + 0.165mg AAE). Thus, a strong scavenging
capacity of the free radical DPPH (IC50 = 2.245 + 0.047ug / ml), a significant ferric ion
reduction power (IC50 = 22.565 = 1.108ug / mL) which exceeds vitamin C. Moreover, the
bleaching test of B carotene showed that the ethyl acetate fraction exhibited a strong retention
capacity of B carotene with a diameter = 18.67 £ 0.235 mm followed by the n butanol fraction
(18.4 £ 0.634mm) against Quercetin (21 £ 0.8164mm). The curative effect of the aqueous
extract on gastric ulcer, evaluated in Wistar rats, showed a would healing power with an
estimated percentage inhibition of 98.67% which exceeds the ranitidine (standard). These
results have enabled us to promote Osyris alba L Skeel as an antioxidant and antiulcer plant
which is due to the presence of phenolic compounds (Gallic acid and Quercetin). In addition,
the presence of w3 and w6 fatty acids in the oil can be exploited for the evaluation of its anti-
inflammatory power on inflammatory models.

KEY WORDS: Osyris alba L Skeel, root bark, total phenols, essential fatty acids,
antioxidant activity, decocted, antiulcer power, rat Wistar
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Introduction

"ulcére gastrique est 1'un des désordres gastro-intestinaux ; caractérisé par la rupture

de l'intégrité de la muqueuse de l'estomac. Cette altération est favorisée par une

diminution des facteurs de défense et de cyto-protection de la barriere muqueuse

(mucus, épithélium de surface, bicarbonate, et prostaglandine), en faveur des
facteurs d’agression (sécrétion acide et peptique) (Gimenez et al, 2000). Il s’agit d’une perte
de substance qui se traduit par I’interruption de la muqueuse et de la musculeuse associée a
des Iésions vasculaires et a une hypertrophie nerveuse (Labayle et al, 2001 ; Vinod et al,
2010).

L'incidence de l'ulcére gastro-duodénal est augmentée en raison de divers facteurs notamment
le stress, le tabagisme, I’alcool, I’infection par Helicobacter pylori, et 1’ingestion de
médicament anti-inflammatoire non stéroidiens (Marieb, 2008 ; Ignatius et al., 2012 ;
Makhlouf, 2014). Cette pathologie est de plus en plus fréquente en Algérie, selon une étude
menée par Metoughi (2008), 90% d'Algériens risquent un ulcere de I'estomac. A ce stade, il
s'agit carrément d'un probléme de santé publique. Les spécialistes en gastro-entérologie tirent

la sonnette d'alarme, car selon eux, cette pathologie pourrait devenir la maladie du siécle.

Selon la littérature, I’abondance des especes reactives de 1’oxygene (ROS) et d’autres
radicaux libres dans le corps déclenche le développement de cette maladie de fagon grave.
Les concentrations intracellulaires de ROS sont généralement modulées et piégées par le
systeme de défense antioxydant des cellules gastriques (Bland, 1995 ; Yildirim et al, 2007 ;
Tohma et Glucin, 2010).

Plusieurs médicaments ont été utilisés pour le traitement de [’ulcére gastrique tels que les
inhibiteurs de la pompe a protons, les antagonistes des récepteurs Hj, les anti-acides,

I’éradication de H.pylori et les analogues des prostaglandines (Viana et al, 2013).

L’échec du traitement pharmaceutique conventionnel de 1’ulcere gastrique par les pansements
gastriques, les antiacides, les anti-sécrétoires et les antibiotiques et de la forte incidence des
effets secondaires indesirables qui leur sont associes font qu’une large tranche de la
population des ulcéreux dépend essentiellement des plantes médicinales connue sous le nom
de la médecine douce naturelle complémentaire ou paralléle (Gordon et al 2002 ; Marc,
2007; Lawrance et al, 2009).

-
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Pour cette raison que les plantes médicinales ont rapidement émergees comme un traitement
alternatif aux médicaments antiulcéreux conventionnels (Jothi et al, 2012).

Ainsi, les extraits végétaux font partie des sources les plus attrayantes pour la production de
nouveaux médicaments plus efficaces et moins toxiques (Alkofahi et Atta, 2002). De
méme, il a ét¢ démontré qu’ils produisent des résultats prometteurs pour le traitement de
I’'ulcére gastrique (Chopra et al, 1956 ; Pillai et al, 1978 ; Garg et al, 1993 ; Akhtar et
Ahmed, 1995). Ces effets sont dus principalement aux antioxydants synthétisés par les
plantes, dont les composés phénoliques qui représentent 1’une des familles majeures a savoir,
les acides phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes, et les tanins (Lee et al, 2004a).
Aussi, certaines études ont montré que les propriétés anti-inflammatoires et anti-ulcéreuses
des médicaments traditionnels a base de plantes médicinales (préparé sous forme de TISANE)
étaient souvent liées a la présence de composés phénoliques (Dawidowicza et al, 2006).

Dans le but de la recherche de plantes dotées de propriétés biologiques intéressantes
notamment : le pouvoir antioxydant et 1’activité antiulcéreuse, le choix des plantes a étudiées
est basé sur leur emploi en médecine traditionnelle. Une plante de la famille des Santalacées,
a intérét therapeutique confirmé (Iwashina, 2008), a été choisie :

Le Rouvet blanc Osyris alba. L Skeel connue chez les habitants de la région montagneuse de
Eyn Ghoraba et de Béni Snouss au niveau de la Wilaya de Tlemcen sous le nom de Gossatt
Elmeiza ou Temertghit. Les écorces des racines de cette plante sont consommées sous forme
de tisanes pour traiter les inflammations de tube digestif et pour le traitement de la faiblesse
générale et ’anémie.

Compte tenu du caractére hémi-parasitaire d'Osyris alba, de nombreux ouvrages ont évoqué
le mécanisme parasitaire ainsi que I'anatomie de la partie responsable de son comportement

semi-parasitaire (Quezel et Santa ,1963 ; Ozenda ,1991).

Dans le présent manuscrit, nous commencgons par une synthese bibligraphique présentant
I’anatomie et la physiologie de I’estomac ainsi que 1’ulcére gastrique, son épidémiologie, ses
symptdmes, ses causes et eventuellment son traitement. Nous poursuivons en décrivant
I’interét des composés phénoliques et les substances bioacttives des plantes. Enfin, nous
présentons la plante étudiée Osyris alba et nous metteons en exergue les travaux faits sur ses
usages thérapeutiques. Les parties matériels et méthodes, résultats et discussion, seront
présenentées respectivement dans les chapitrees suivants. Nous terminons par une conclusion

générale et nous proposerons des perspectives a ce modeste travail.

-



Synthese Bibliographigue



Synthése bibliographique Chapitre | : L'estomac et |'ulcére gastrique

I. Généralités

L’estomac est un renflement du tube digestif en forme de J majuscule. Il est situé¢ directement
sous le diaphragme dans la région gauche de 1’abdomen. Il est relié a son entrée a 1’cesophage
et a sa sortie au duodénum, qui est le premier segment de I’intestin gréle (Tortora et
Derrickson, 2010). Il constitue, toutefois, la partie la plus large du tube digestif et peut
recevoir une quantité considérable de nourriture (Sherwood, 2000). Ses dimensions varient en
fonction des individus et des repas mais en moyenne il mesure 25 cm de long, 10-15 cm de
large et peut contenir 2 a 4 litres de nourriture et de liquide quand il est au maximum
(Silverthorn, 2007 ; Marieb, 2008).

L'estomac joue le role d’une zone de stockage de la nourriture ou elle est retenue et malaxée
(Tortora et Derrickson, 2010). C’est a son niveau que s’initie le processus de digestion
notamment des protéines gréce a la secrétion de pepsine . Une fois arrivée a 1’estomac, le bol
alimentaire est transformé en bouillie appelée chyme qu'il évacuera dans le duodénum selon
un débit controlé (Marieb, 2008).

1. Anatomie

D’un point de vue anatomique 1’estomac comprend cinq grandes régions : le Cardia, le
Fundus, le Corps de l’estomac, |'Antre pylorique, et le Pylore (Tortora et Derrickson,
2010). Le Cardia (ainsi nommée en raison de sa proximité avec le cceur) entoure son orifice.
Le Cardia permet I'entrée des aliments, provenant de I'cesophage, dans 1’estomac, il est menu
d’un systeme anti-reflux (Sherwood, 2000 ; Marieb, 2008). Il posséde une activité

contractile et sécrétrice tres faible (Canon, 2016).

L’estomac se recourbe ensuite vers le haut, la partie qui se situe a gauche et au-dessus du
cardia, en forme de déme, est le Fundus. Au-dessous de ce dernier se trouve la partie centrale

et la plus volumineuse de I’organe, le Corps de [’estomac (Lacour et Belon, 2015).

Le Fundus et le Corps de [’estomac, partie verticale, servent de réservoir des aliments et

constituent la principale zone sécreétrice de I'estomac (Canon, 2016).

L'Antre pylorigue, partie horizontale, constitue la principale zone contractile ou se produisent

le broyage et le mélange des aliments avec les sécrétions gastriques.

La région étroite au bas, qui fait la jonction avec le duodénum, est le Pylore (pylé: porte;
ourds: gardien). Ce dernier communique avec le duodenum par le sphincter pylorique. La face

latérale convexe de 1’estomac est appelée grande courbure de [’estomac et sa face médiale

g
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concave, petite courbure de I’estomac (Tortora et Derrickson, 2010 ; Canon, 2016) (Figure
1)

A quelques particularités histologiques pres, la paroi de I'estomac comprend de la lumiére
gastrique vers l'extérieur, les mémes quatre grandes couches caractéristiques du tube digestif ;
la muqueuse, le sous-muqueuse, la musculeuse, et la séreuse (Tortora et Derrickson,
2010) (Figure 2).

La muqueuse, la couche la plus profonde, est une membrane humide qui tapisse la cavité, ou
la lumié¢re de I’organe. Elle est formée d’un épithélium de revétement, ainsi que d’une
quantité de tissu conjonctif appelée le chorion (lamina propria) contenant des capillaires
sanguins permettant de nourrir I'épithélium et d'absorber les nutriments (Marieb, 2008 ;
Tortora et Derrikson, 2010). Il contient également des fibres nerveuses, ainsi que des
vaisseaux lymphatiques et d’une mince couche de cellules musculaires lisses (muscularis
mucose), qui par sa contraction crée des replis au niveau de la muqueuse, ce qui augmente la
surface de digestion et d’absorption (Marieb, 2008 ; Tortora et Derrikson, 2010).

Ce qui caractérise la muqueuse de 1I’estomac du reste de tube digestif, est la présence de
millions d'invaginations appelés cryptes de I'estomac (Figure 2), qui se prolongent jusqu'aux
glandes gastriques dans lesquelles sont présentes des cellules sécrétrices, spécialisées
sécrétant différentes enzymes et hormones (Canon, 2016).

En effet, les glandes gastriques contiennent trois types de cellules exocrines, dont les
sécrétions se jettent dans la lumiére de 1’estomac (Figure 3).

Les cellules & mucus superficielles et les cellules a mucus du collet secrétent du mucus qui

couvre et protége la cavité de 1’estomac contre 1’acidité (Marieb, 2008 ; Canon, 2016).
Les cellules principales secrétent une enzyme digestive inactive appelée pepsinogéne.

Les cellules pariétales produisent de 1’acide chlorhydrique qui est sécrété par des digitations,
les canalicules sécrétoires, comprenant des pompes a protons (Silverthorn, 2007).
L’acide chlorhydrique tue de nombreux microorganismes présents dans les aliments et aide a
convertir la pepsinogene en sa forme active la pepsine. Les cellules pariétales secrétent
également le facteur intrinseque (une glycoprotéine) indispensable a l'absorption de la

vitamine B1, par I'intestin gréle (Marieb, 2008).

-
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Les cellules endocrines des glandes gastriques sont représentées principalement par les
cellules G sécrétant la gastrine dans la circulation sanguine (Figure 3) ; cette hormone influe
sur plusieurs aspects de I’activité gastrique et stimule encore d’avantage les glandes
gastriques (Lacour et Belon, 2015) ; elle active les cellules entérochromaffines ECL (entéro-
chromaffin-like ) qui libérent 1’histamine, principal stimulant de la sécrétion d’acide gastrique,

via les cellules pariétales (Beaugerie et al, 2014).

Les cellules D existantes dans I’antre pylorique et le fundus (Figure 3) sécrétent la
somatostatine; un puissant inhibiteur de la pepsine et de la gastrine, de plus la somatostatine
est responsable du rétrocontrole et de 1’inhibition des cellules pariétales productrices de HCI
(Pearson et Hutton, 1998 ; Rhoades et Tanner, 2005 ; Marieb, 2008 ; Balas, 2010 ; Bazin
et Lamarque, 2018).

Ensemble, les secrétions des différentes cellules de la muqueuse gastrique forment le suc
gastrique (Marieb, 2008).

La sous-muqueuse, relie la muqueuse a la musculeuse, est située juste a 1’extérieur de la
muqueuse. C’est une couche de tissu conjonctif lache contenant des vaisseaux sanguins, des
neuro-fibres, des follicules lymphatiques et des vaisseaux lymphatiques (Tortora et
Derrikson, 2010).

La musculeuse posséde trois couches de tissu musculaire lisse, une couche oblique interne
permettant le brassage et le pétrissage du chyme, une couche circulaire permettant par leur

contraction, la diminution du diameétre du tube, et une couche longitudinale externe.

La séreuse ou péritoine est la tunique externe de la paroi, elle est formée de tissu conjonctif
lache, recouvert d’une seule couche de cellules aplaties composant le péritoine viscéral.
Celui-ci est réuni au péritoine pariétal, lisse et luisant (Marieb, 2008 ; Tortora et Derrikson,
2010) (Figure 1, Figure 2).
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FIGURE 1: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES DIFFERENTES PARTIES DE L'ESTOMAC
(CaNON, 2016)
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FIGURE 2 : COUCHES HISTOLOGIQUES FORMANT LA PAROI STOMACALE GASTRIQUE
(CANON, 2016)
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FIGURE 3 : TYPES DES CELLULES GASTRIQUES SECRETRICES (BALAS, 2010)

2. Physiologie
L'estomac est responsable de la sécrétion quotidienne de 1 a 3 litres de suc gastrique. Ce
dernier est un liquide incolore, limpide et acide (pH compris entre 1,5 et 2,5) (Lacour et

Belon, 2015) et il est principalement constitué de substances minérales et organiques.

L’activité sécrétrice de 1’estomac est liée, a la présence de différents types de cellules au
niveau des glandes gastriques existantes dans la muqueuse gastrique (Silverthorn, 2007 ;
Canon, 2016).

I1'y a deux zones sécrétrices :

La zone glandulaire gastrigue, située au niveau du Fundus, qui est le territoire de la sécrétion
acide et de la présence de nombreux composés notamment : la pepsinogéne, la pepsine ; le
mucus couche muco-protectrice protégeant et recouvrant de la muqueuse gastrique et
favorisant le glissement du bol alimentaire ; ’acide chlorhydrique produit par la membrane
apicale des cellules pariétales, via L’ATPase H'/K" ou pompe a protons (Silbernagl et
Despopoulos, 2001). L’acide chlorhydrique agit comme désinfectant contre les bactéries et
les phénomeénes de vomissement ; les prostaglandines produites par les cyclo-oxygenases des
cellules immunitaires, ayant une action protectrice de 1’estomac contre les agressions de
sécrétion acide ; la motiline agissant au niveau de la mobilité de 1’estomac, et 1’histamine

agent conduisant a la sécrétion acide (Scherwood, 2000 ; Salena et Hunt, 2005).
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La zone glandulaire pylorique qui est le territoire de la sécrétion non acide dont la gastrine

(enzyme protéolytique) est le principal composeé sécrété (Scherwood, 2000).

La régulation de la sécrétion de suc gastrique est régie par des facteurs nerveux et hormonaux.
La vue, I’odeur, et le gotit des aliments déclenchent des réflexes de la partie parasympathique

du systéme nerveux autonome, qui induisent I’inhibition ou la stimulation de la sécrétion

gastrique (Chevallier, 2005 ; Marieb et Hoehn, 2010).

Le nerf pneumogastrique, I’acétylecholine, la gastrine et I’histamine interviennent dans la
stimulation de la sécrétion gastrique. Par contre, les prostaglandines, la somatostatine et la
sécrétine  sont des inhibiteurs de la sécrétion gastriqgue (Martin, 2001 ; Kierszenbaum,
2006 ; Lacour et Belon, 2015).

La muqueuse gastroduodénale saine est capable de résister a des agressions tant endogénes
qu’exogenes. Cette tolérance est le fait de protection naturelle grace a un systeme de défense

connu sous le nom de la barriere muqueuse (Keita, 2005).

La barriére muqueuse est constituée de I’association du film de mucus et de la sécrétion de
bicarbonates. Le mucus empéche le passage des enzymes protéolytiques et la diffusion des
ions H+ de la lumiére dans la muqueuse gastrique, se préssente sous forme d’un gel insoluble
et adhérent a I’épithélium superficiel. La sécrétion des bicarbonates permet de maintenir la
quasi-neutralité a la superficie des cellules. Les cellules épithéliales superficielles ont une
durée de vie de trois a quatre jours et doivent se renouveler continuellement pour maintenir

I’intégralité du revétement (Gimenez et al, 2000).

La barriere muqueuse est protégée par les prostaglandines qui assurent la cytoprotection de la
muqueuse par le biais de récepteurs spécifiques, participant au maintien du flux sanguin
muqueux, en conservant I’intégrité de la barriere muqueuse gastrique et 1’adaptation des
cellules épithéliales en réponse aux agents agressifs (Keita, 2004 ; Dine et al, 2008). Elles
diminuent la sécrétion acide, elles favorisent la sécrétion mucus et des bicarbonates, elles

augmentent les capacités de ré-épithélialisation de la muqueuse gastrique.

Un déséquilibre de cette balance envers 1’un des plateaux, qui est causé par une augmentation
de I’agression acide ou une diminution de la résistance de la muqueuse gastrique, pourrait étre
responsable de 1’apparition d’une ulcération. Ainsi, I'ulcére gastrique (UG) se produit quand

les facteurs agressifs dominent les facteurs protecteurs (Gimenez et al, 2000).
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I1. Ulcere gastrique

1. Définitions

L’ulcere gastrique est une pathologie évolutive qui désigne un ensemble d’affections
ulcéreuses de la partie supérieure du tube digestif touchant essentiellement 1’estomac, et dans
lesquels la participation de 1’acide et de la pepsine dans leur pathogénie est fondamentale
(Gimenez et al, 2000 ; Marieb, 2008). Constituant une affection trés frequente, il a été
individualisé par Cruveilhier en 1829 (Morain, 1969).

Dans 98% des cas, les ulcéres gastriques apparaissent dans la partie pylorique (Figure 4) de
I’estomac, et qui sont souvent localisés au niveau de la petite courbure gastrique (angélus).

(Gimenez et al, 2000 ; Marieb, 2008).

L’ulcére gastrique est I'un des désordres gastro-intestinaux ; caractérisé par la rupture de
I'intégrité de la muqueuse de I'estomac évoluant par des poussées séparées et par des périodes
de rémission plus ou moins longues (Ferec, 2008). Cette altération est favorisée par une
diminution des facteurs de défense et de cyto-protection de la barriere muqueuse (mucus,
¢épithélium de surface, bicarbonate, et prostaglandine), en faveur des facteurs d’agression
(sécrétion acide et peptique) (Gimenez et al, 2000). De plus, il s’agit d’une perte de substance
qui se traduit par I’interruption de la muqueuse et de la musculeuse associée a des lésions
vasculaires et a une hypertrophie nerveuse (Labayle et al, 2001). Cette perte de substance est
de taille variable (2 a 20 mm), généralement de forme ovalaire ou arrondie (Bigard, 1999),
creusant la paroi gastrique atteignant en profondeur la musculeuse qui est tapissé par un
enduit fibrino leucocytaire ou cruorique reposant sur un bloc scléro-inflammatoire d’aspect
différent selon 1’age de ’ulcére, et pouvant atteindre la séreuse (perforation) (Salducci et al,

2005 ; Ferec, 2008).

L’ulcére se manifeste par des abrasions (Figure 5) qui détruisent la partie superficielle des
cryptes et 1’érosion détruisant les cryptes et les glandes, ce sont des Iésions limitées a la
muqueuse, et des ulcérations qui atteignent la sous muqueuse; bien que l'ulcére ne soit pas
une maladie mortelle, il peut mener a des complications plus sérieuses comme saignement
gastrointestinal, perforation, sténose du pylore, hémorragie ulcéreuse, douleurs abdominales
aigue, inhibition de la respiration (Louvet, 2010), conduisant a 1’ulcére chronique (Figure 5)
qui est induit par 1’exposition de la muqueuse altérée a l'acide chlorhydrique et de la pepsine
et/ou par la prédominance des anomalies de défense et de réparation de la muqueuse
(Oberdiaca et Mineur, 2010).
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FIGURE 4 : REPRESENTATION DE L’ULCERE GASTRODUODENAL (LACOUR ET BELON,
2015)
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FIGURE 5 : CLASSIFICATION ANATOMO-PATHOLOGIQUE DES PERTES DE
SUBSTANCE GASTRIQUE

(AZIZ ET AL, 2012)
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2. Epidémiologie

L'ulcere gastrique est I'un des problémes gastro-intestinaux les plus largement reconnus, qui a
une prévalence élevée chez I'homme, en particulier chez les habitants des pays en
développement (Lavanya et al ,2012). L'ulcere gastro-duodénal, avec ses rémissions et ses
exacerbations, represente un probleme de santé publique (Smith et al 2002 ; Tanih et al,
2010). Selon la littérature, il a été reporté qu'environ 10 % de la population adulte dans le
monde développera un ulcere peptique (Marieb, 2008 ; Porth et Grossman, 2013 et
Makhloof, 2014).

Certains auteurs admettent que 2 a 5% des hommes en sont atteints a un moment quelconque
de leur existence. Dans certaines professions, Nous avons pu déceler la présence d’ulcére chez
18% des sujets (Morain, 1969). De plus, c’est une affection chronique récidivante,

extrémement fréquente, a nette prédominance masculine (Safar et al, 1985).

Selon ’OPDQ (2016) I'ulcére de I’estomac apparait en général apres 60 ans, chez la femme
en majorité. Les ulcéres du duodénum apparaissent, eux, entre 30 et 50 ans et touchent
davantage les hommes. La survenue a long terme d'ulcéres gastro-intestinaux ou duodénaux
présente un risque maximal de cancer de I'estomac. Il a été rapporté que l'ulcére gastrique est
plus fréquente chez les patients atteints de cirrhose du foie, de diabete sucré de type 2 et de

troubles de santé mentale.

Ce mal est de plus en plus fréquent en Algérie, selon une étude menée en 2008, 90%
d'Algeériens risquent un ulcére de I'estomac. A ce stade, il s'agit carrément d'un probleme de
santé publique. Les spécialistes en gastro-entérologie tirent la sonnette d'alarme, car selon

eux, cette pathologie pourrait devenir la maladie du siecle (Metoughi ,2008).

3. Symptdmes et complications

Le syndrome ulcéreux typique est représenté de facon caractéristique par une douleur
épigastrique, violente, a type de crampe, de brdlures, parfois sourde a type de tension
abdominale, de barre gastrique et de pesanteur ou de sensation de faim. Elle survient apres le
repas en « postprandiale » semi-précoce (1h a 1 heure 30min) ou tardive (3h a 5 heures), et
réveille parfois le patient la nuit. Cette douleur a pour caractéristique d’étre soulagée en
quelques minutes par 1’alimentation et les antiacides. Des formes atypiques sont possibles et
se caractérisent par une différenciation dans I’intensité de la douleur, son caractere, sa

localisation et sa périodicité (Keita, 2005 ; Marieb, 2008).
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Les autres symptomes de l'ulcére comprennent le manque d’appétit, les éructations, les
nausées et les vomissements. Cependant, I'ulcére ne se manifeste pas toujours par ces
symptdbmes et peut méme demeurer asymptomatique (Marieb, 2008). Les ulcéeres
gastroduodénaux peuvent entrainer de graves complications dont la plus courante est
I’hémorragie et I’anémie (Tortora et Derrickson, 2010). Dans environ 20% des cas, le
sang s’écoule des vaisseaux sanguins endommagés et se répand dans le tube digestif, causant
une hématémese (vomissement de sang) et un méléna (évacuation du sang noir par I’anus) ce
qui provoque une anémie si la perte est importante (Marieb, 2008). Dans les cas aigus, les
ulcéres gastroduodénaux peuvent provoquer 1’état de choc et la mort (Tortora et Derrickson,
2010). Dans 5 a 10% des cas, en outre, le tissu cicatriciel obstrue le pylore et entrave la
digestion. Environ 5% des ulcéres gastroduodénaux perforent la paroi de I’organe atteint, de
sorte que son contenu se répand dans la cavité péritonéale. Cette complication peut entrainer

une péritonite potentiellement fatale (Marieb, 2008).

De plus, la maladie ulcéreuse peut se compliquer par une sténose qui peut entrainer une
dégénérescence dans le cas de localisation gastrique aboutissant a un symptéme néoplasique
(Mignon, 1990).

4. Causes

Méme apres des années de recherches assidues, les causes directes des ulcéres
gastroduodénaux ne sont pas encore complétement et parfaitement connues (Marieb, 2008).
Les ulcéres surviennent en raison d'un déséquilibre entre les facteurs agressifs (pepsine, acide
et Helicobacter pylori) et les facteurs defensifs (les jonctions serrées entre les cellules
épithéliales, la microcirculation sanguine vasculaire, la sécrétion de bicarbonate, disponibilité
des prostaglandines et de I'oxyde nitrique, la sécrétion du mucus gastrique et la résistance
innée des cellules muqueuses) (Tripathi, 1999).

En effet, les données disponibles font ressortir le role essentiel de 1’acide et de la pepsine et le
rle central de 1’Helicobacter pylori (Hp) (Constance et Graham, 2003 ; ACC, 2005). En
effet, I’ulcére est 1ié principalement a la prolifération d’une souche de bactéries, Helicobacter
pylori, résistante a 1’acidit¢é qui envahit la couche de mucus qui protéege normalement
I’estomac de 1’acidité. Elle perturbe alors le mécanisme protecteur, de la barriére muqueuse,
chez certaines personnes. La couche de mucus disparait puis ’ulcére entraine des lé€sions

inflammatoires de la paroi interne de I’estomac (Magnin, 2016).
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De plus, chez certaines personnes, I’hypersécrétion de 1’acide chlorhydrique au niveau
gastrique cause 1’ulcére, alors que les gens qui ont une sécrétion normale n’ont jamais souffert
d’ulcére gastrique (Marieb, 2008). Par ailleurs, des facteurs génétiques ont été décrits. En
effet des antécédents familiaux d’ulcéres gastroduodénaux chez un sujet augmentent les
risques de développer un ulcere. Les personnes dont un des proches souffre ou a souffert
d’ulcére gastro-duodénal ont trois fois plus de risques de développer un ulcere (Keita, 2005).
Il existe une prédominance masculine, et le risque d’ulcéres gastroduodénaux se révéle plus
élevé chez les personnes du groupe sanguin O que chez les sujets des groupes A, B ou AB.
Les études récentes n’ont pas permis d’établir un lien direct entre le stress et les ulceres, mais

il semble que le stress aggrave les ulcéres existants (Samsong, 1980 ; Marieb, 2008).

Le mode de vie, le tabac, I’alcool, et les anti-inflammatoires non stéroidiens, sont depuis
longtemps considérés comme facteurs de risques ; Il a été démontré que le tabac semble
¢galement augmenter le risque d’ulcere en retardant la vitesse de cicatrisation spontanée et en

favorisant les récidives (Gimenez, 2000 ; Marieb, 2008).

Par ailleurs, I’alcool est un puissant agent ulcérogéne, sa consommation excessive provoque
des lésions hémorragiques aigués, l'exfoliation de I'épithélium, infiltration de cellules

inflammatoires et des érosions gastriques (Chen et al, 2015 ; Jeon et al, 2015).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens, comme 1’aspirine et I’ibuproféne, comptent parmi les
medicaments les plus prescrits dans le monde en raison de leurs remarquables propriétés anti-
inflammatoire, antalgique et antipyrétique (Karoui et al, 2014). Toutefois, la toxicité de la
plupart de ces médicaments pour la muqueuse gastro-duodénale se manifeste par 1’apparition
des érosions hémorragiques aigués, potentialisation de la réponse ulcérogene gastrique,
I'exagération de la colite et la dépréciation de la guérison des ulcéres préexistants
(Brzozowski et Konturek, 2008 ; Mignon, 1992).

L’alimentation aussi joue un role dans la formation de 1’ulcére gastroduodénal, ainsi les
ulcéres étaient plus fréquents chez les personnes dont le régime est pauvre en fibres
alimentaires solubles ; De plus, la consommation de certains aliments irritants pour I’estomac
qui pourraient exacerber la douleur (Keita, 2005) ; des boissons : le café, le thé, le chocolat,
et les colas, des agrumes, des produits sucrés, des mauvaises graisses insaturées surtout de

nature trans, des épices, qui peuvent réveiller les douleurs.




Synthése bibliographique Chapitre | : L'estomac et |'ulcére gastrique

Autres aliments sont déconseillés comme les fritures, les plats en sauce, les crémes et
fromages gras et les charcuteries, et tous les aliments qui demeurent longtemps dans
I’estomac et qui augmentent la production de sucs gastriques (Keita, 2005 ; OPDQ, 2016) ;
En effet, une alimentation trop riche en énergie comme les graisses prolonge le temps de
vidange gastrique, ce qui augmente le temps de sécretion de la gastrine et par conséquent, la

sécrétion acide de I’estomac , qui génére les ulceres (Boisseau, 2005).

5. Physiopathologie

Bien que I'étiologie de l'ulcere soit encore inconnue et complexe, la physiopathologie de base
des ulceres gastriques, comme nous avons déja cité au-dessus, résulte d’un déséquilibre entre
les mécanismes de défense de la muqueuse (mucus, bicarbonates, flux sanguin muqueux,
cytoprotection) et 1’attaque de celle-ci par la sécrétion chlorhydro-pepsique de 1’estomac. Elle
est caractérisée par une évolution cyclique : ulcére, puis guérison, puis récidive au méme
siége ou en autre endroit sur le duodénum ou 1’estomac (Gimenez et al, 2000 ; Araujo et al,
2011). En effet, la défaillance des mécanismes de défense de la barriere muqueuse se traduit
par sa faiblesse anormale, par une réduction du flux sanguin, en particulier en cas de troubles
hémodynamiques systémiques et de ce fait un ralentissement du renouvellement cellulaire,
une diminution de la production de bicarbonates et d’hexosamine, composant essentiel du
mucus (Raynard et Nitenberg, 1999). Ainsi, par une diminution de sa résistance aux agents
agressifs endogenes, représentés essentiellement par I’acide chlorhydrique, la pepsine, et les
espéces réactives de lI'oxygene (ERO), et aux agents agressifs exogénes, qui sont les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), 1’alcool, le tabac, 1’infection a Helicobacter pilori et
le stress (Dive et al, 1990 ; Martins et al, 2014).

Parmi ces facteurs agressifs nous citons les plus incriminés :
e Les anti-inflammatoires non stéroidiens

La physiopathologie des lésions gastroduodénales induites par les anti-inflammatoires non
stéroidiens passent d’abord par une diminution du flux sanguin muqueux, conséquence de
I’inhibition de la cyclo-oxygénase (COX) qui produit des prostaglandines vasodilatatrices.
Les lésions endothéliales accentuent la baisse du débit sanguin muqueux et favorisent le

processus inflammatoire dans la muqueuse digestive (Lamarque, 2004).
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Selon I’étude menée par Roth (1974), il a été démontré I’existence de dommages sur les
surfaces gastriques des rats aprés l'administration orale de l'acide acétyle ou de l'alcool.
L'acide acétyle salicylique est une substance non ionisée liposoluble, capable de modifier la
structure glucoprotéique du mucus, et la Iésion initiale serait une rupture de la barriére
lipoprotéine de la surface cellulaire qui permettrait une retro- diffusion des ions H+ de la
lumiere gastrique dans les cellules. Une libération d'histamine s'en suivrait et aggraverait les

Iésions cellulaires par I'effet vasodilatateur au niveau des capillaires sous muqueuse.

Le mécanisme de l'augmentation de l'acidité titrable est une inhibition par I'acide acétyle
salicylique de la production des prostaglandines par la voie de la cyclo-oxygénase signalé par
Robert (1979).

e Les anti-inflammatoire stéroidiens
De méme, les anti-inflammatoires stéroidiens sont a I'origine d'une diminution de la sécrétion
des bicarbonates, ce qui empéche la neutralisation des ions H+ au voisinage du revétement

épithélial de surface dans les cellules.

e L’acide chlorhydrique

L’hyper-sécrétion de I’acide chlorhydrique endogéne dénature les protéines dans la
membrane plasmique, et catalyse les groupements polysaccharidiques des protéoglycanes
dans la couche de la muqueuse protectrice, recouvrant la surface luminale de I’estomac,

induisant ainsi la fragilité de la muqueuse (Havsteen, 2002).
e Les especes réactives de [’oxygene (ERO)

Pour se protéger des effets toxiques des espéces oxygénés actives (ERO), l'organisme a
développé des systemes de défense antioxydants composés d'enzymes (la glutathion
peroxydase), de vitamines (A, C, E), d'oligoéléments (ex : le sélénium), de protéines (ex : la
ferritine). En situation physiologique, ces systemes antioxydants ont la capacité de réguler
parfaitement la production des ERO (Pincelmail et al, 2002). Un stress oxydant surviendra
lorsqu'il y aura un déséquilibre dans cette balance prooxydants/antioxydants en faveur des
ERO (Pincelmail et al, 2002). En effet, la participation des radicaux libres oxygénés comme
le superoxyde (O2-), peroxyde d’hydrogeéne (H202) et le radical hydroxyle (OH¢) sont bien

établis dans la pathogenése des lésions ischémiques de la muqueuse gastro-intestinale
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(Bigoniaya et Singh, 2014). Aussi il joue un réle central dans I'némorragie gastrique et le

développent des ulcéres (Boligon et al, 2014).
e L’alcool
La consommation excessive d’alcool peut étre a I’origine de 1’ulcére gastrique (Kadjo et

al, 1999). En outre, 1’éthanol provoque des ulcéres gastriques par abaissement des facteurs de
protection de la muqueuse gastrique (Choi et al, 2009). En effet, il a été rapporté que 1’alcool
induit un stress oxydatif par augmentation de la synthese des ERO qui provoquent la
peroxydation lipidique (Boligon et al, 2014). L’alcool est caractérisé par une pénétration
rapide dans la muqueuse gastrique en induisant I'épuisement des défenses non enzymatiques
tels que les composants sulfhydriles non protéiques (NPSH)* et I’inhibition des enzymes anti-
oxydantes (CAT, SOD) ainsi qu’en réduisant le taux du glutathion (GUT) (Boligon et al,
2014).

*Les composants sulfhydriles (NP-SH) ont un effet gastro-protecteur. Leur groupement SH
forme une sorte de bridge avec le mucus et le rend plus épais ce qui fait que la baisse de leur
concentration rend le mucus plus soluble. Ce type de molécules joue un réle important dans le
maintien de I’intégrité de la muqueuse gastrique en se liant aux radicaux libres générés par les
agents ulcérogenes, fonctionnant ainsi comme antioxydants, en contrdlant la production et la

nature du mucus (Rozza et al, 2012 ; Boligon et al, 2014).
e Letabac

Bien que le tabac déprime la synthése des prostaglandines endogénes par la muqueuse
gastrique, il augmente la masse cellulaire pariétale et la capacité sécrétoire gastrique, et

diminue la sécrétion du bicarbonate (Dive et al, 1990).
e L’infection par I’Helicobacter pylori (HP)

L’H. pylori sécrete une enzyme « uréase » qui lui permet de survivre aux sucs gastriques en
les neutralisants (Astridle, 1998). L’uréase hydrolyse 1’urée présente dans le liquide gastrique
en libérant ’ammoniac tamponnant 1I’environnement de la bactérie et la protégeant ainsi de
I’acidité gastrique (Flandrois et al, 1997). L’H. pylori agit de deux fagons : en augmentant et
stimulant la sécrétion des sucs gastriques et en affaiblissant la muqueuse gastro-duodénale, ce
qui permet aux acides d’attaquer la paroi de I’estomac ou du duodénum et de provoquer un
ulcére. Ce pathogene induit une inflammation qui aboutit a la synthése des chimiokines pro

inflammatoires (Beaugerie et al, 2014). Cette réaction inflammatoire va se traduire sur le
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plan anatomopathologique par la survenue d’une gastrite chronique active définie par la
présence de polynucléaires et de monocytes. H. pylori va par ailleurs induire une
augmentation de la gastrinémie basale qui est stimulée (produite par les cellules G antrales)

par baisse de la secrétion de somatostatine par les cellules D antrales (Bigard, 1999).

6. Traitement
Le diagnostic de 'ulcére doit toujours étre établi avant d’entreprendre tout traitement ; la
fibroscopie est indispensable pour confirmer le diagnostic, préciser le siege de 1'ulcere et

affirmer la bénignité de I’ulcére gastrique grace aux biopsies (Keita, 2005).

Le traitement antiulcéreux idéal devrait atteindre quatre objectifs qui sont comme suit :
Soulager la douleur, accélérer la cicatrisation, prévenir les complications, et diminuer la
fréquence de récidives. Ainsi la thérapeutique de 1’ulcére a considérablement évolué au cours
de ces dernicres années. La maladie ulcéreuse est aujourd’hui reconnue comme une maladie
infecticuse, liée a la présence d’un germe, Helicobacter pylori, dans I’estomac (Labayle et al,
2001).

L’action du traitement médicamenteux anti-ulceres est différente selon le médicament.
Certaines ont une action inhibitrice sur la pompe a proton, d’autres ont une action cicatrisante
sur la blessure. Pour la plupart, ces médicaments antiulcéreux sont associés aux antibiotiques
pour éliminer H. pylori (Fokou, 2011).

Les antiulcéreux englobent I’ensemble des médicaments antisécrétoires, les antiacides, et les
médicaments a effet muco-protecteur qui favorisent la synthése de la prostaglandine. Les
inhibiteurs des récepteurs H; a I’histamine qui inhibent fortement la sécrétion gastrique acide,
basale et stimulée par un repas ou par différents stimulants pharmacologiques (Grima, 2005).
Les inhibiteurs de la pompe a protons qui sont des antisécrétoires gastriques qui agissent en
inhibant I’activité enzymatique de ’ATPase H */ K * au niveau de la cellule pariétale
gastrique. Leur activité antisécrétoire est puissante et prolongée.

Le sucralfate a effet cyto-protecteur qui est un sel d’aluminium de sucrose octo-sulfate, agit
localement sur 'ulcération par un effet protecteur et topique. Il stimule la synthése des
prostaglandines endogenes gastriques (Grima, 2005).

Les antiacides, ne diminuent pas la sécrétion d’acide, mais neutralisent 1’acide présent dans
I’estomac, ce qui soulage la douleur. Ils prennent plus de temps pour agir que les bloqueurs

H et les inhibiteurs de la pompe a protons (Couroucé-Malblanc, 1957).
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L’éradication d’H. pylori est obtenue avec plus de succés par ’association de certains anti-
sécrétoires a certains antibiotiques. Le principe de I’éradication repose sur 1’association d’un
anti-sécrétoire et de deux antibiotiques. Apres cette trithérapie, il convient de poursuivre le

traitement anti-sécrétoire seul afin d’obtenir la cicatrisation de 1’ulcere (Grima, 2005).

En cas d’échec du traitement médicamenteux ou en cas de complications, telle une perforation
complete de la paroi digestive par ’ulcére ou une obstruction gastro-intestinale réfractaire aux
médicaments, le recours a la chirurgie est exigé. Dans d’autres cas, la vagotomie ou section
du nerf vague s’opére (Sherwood, 2006). A la fin du traitement, on peut s’assurer de la
cicatrisation de 1’ulcére par une endoscopie (visualisation en direct du tube digestif faite au

moyen d’un fibroscope) (Samsong, 1980).

Malgré Defficacité des traitements médicamenteux, cependant, une grande partie de ces
médicaments produisent plusieurs effets indésirables, y compris des toxicités et peuvent
méme altérer les mécanismes biochimiques du corps en cas d'utilisation chronique
(Ariyphisis, 1986). La phytothérapie reste la source alternative a base de plantes qui est de
plus en plus utilisée dans de telles situations lorsque les médicaments doivent étre utilisés
pendant de longues périodes. Plusieurs plantes médicinales ont été signalées comme
possédant une activité antiulcérogene, notamment, ceux appartenant aux familles des
Astéracées, suivies des familles des Combreétacées et des Fabacées auraient une activité
antiulcérogéene prometteuse via l'inhibition de la sécrétion gastrique et I'amélioration de la
sécretion de mucus) (Lakshmi Srinivas et al, 2013 ; Sharifi-Rad et al, 2018).
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La phytothérapie est un art trés ancien et connait actuellement un regain d’intérét
aupres des scientifiques, des industriels et du grand public (Marc, 2007 ; Ness et Powels,
1997). Malgré le développement phénoménal de I’industrie pharmaceutique et chimique, les
plantes médicinales restent et durent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Ces derniéres sont vues comme source de matiere premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires & la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).
De plus, I’échec du traitement pharmaceutique conventionnel de ’ulcére gastrique par les
pansements gastrique, les antiacides, les anti-sécrétoires et les antibiotiques, de la forte
incidence des effets secondaires indésirables qui leur sont associés, a savoir les troubles
digestifs, les éruptions cutanées, les céphalées, les arythmies, et les modifications
hématopoiétiques (Ariypshi et al, 1986 ; Gordon et al 2002 ; Marc, 2007; Lawrance et al,
2009), font qu’une large tranche de la population des ulcéreux dépend essentiellement des
plantes médicinales, connue sous le nom de la médecine douce naturelle complémentaire ou

paralléle pour se soigner (Gordon et al 2002 ; Lawrance et al, 2009).

Ainsi, les extraits végétaux font partie des sources les plus attrayantes pour la création de
nouveaux médicaments plus efficaces et moins toxiques (Alkofahi et Atta, 2002). De
méme, il a été démontré qu’ils produisent des resultats prometteurs pour le traitement de
I’ulceére gastrique (Chopra et al, 1956 ; Pillai et al, 1978 ; Garg et al, 1993 ; Akhtar et
Ahmed, 1995). Ces effets sont dus principalement aux antioxydants synthétisés par les
plantes, dont les composés phénoliques représentent 1’'une des majeures familles a savoir, les
acides phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes, et les tanins (Lee et al, 2004a). Aussi,
certaines études ont montré que les propriétés pharmacologiques des médicaments
traditionnels a base de plantes médicinales (préparé sous forme de thé) étaient souvent liées a

la présence de composés phénoliques antioxydants (Dawidowicza et al, 2006).
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1. Généralités

Les polyphénols sont les produits naturels les plus répandus du regne végétal et font partie
intégrante de I’alimentation humaine et animale, ces molécules chimiques sont synthétisées
par les végétaux lors du métabolisme secondaire (Guignard, 2000 ; Amiot et al, 1989 ;
Chira et al, 2008). En effet, ils sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures,

depuis les racines jusqu’aux fruits (Mompon et al, 1998 ; Middleton et al, 2000).

Leur répartition tant qualitative que quantitative dans la plante varie selon les especes, les
organes, les tissus ou encore les différents stades de développement de la plante(Guignard,
2000). A ce jour, plus de 8000 structures ont été identifiées (Waksmundzka-Hajnos et
Sherma, 2011), allant de simples molécules comme les acides phénoliques a des substances
hautement polymérisées comme les tanins (Dai et Mumper, 2010). Dans la nature, les
polyphénols se trouvent souvent conjugués avec les sucres et les acides organiques (Crozier
et al, 2006).

Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les boissons notamment le thé,
le café, le chocolat et les jus de fruits, les céréales complétes, les graines oléagineuses et les
légumes secs. Les fruits et légumes contribuent environ pour moitié & notre apport en
polyphénols, les boissons telles que jus de fruits et surtout le thé et le café apportant le reste
(Middleton et al, 2000 ; Tsao, 2010).

Ces métabolites secondaires donnent un rble de défense contre les prédateurs et les
pathogénes, et empéchent les dommages oxydatifs dans la plante (Lee et al, 2004b ;
Niciforovic et al, 2010). En effet, ils participent aux réactions de defense face a différents
stress biotiques (agents pathogénes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiére,
rayonnements UV, faible température, carences). De plus, ils sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la
germination des graines et la maturation des fruits, mais les plus évoqués sont les

anthocyanes, les flavonoides et les tannins (Boizot et Charpentier, 2006).

Les polyphénols contribuent aussi, a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux

(couleur, astringence, ardme, amertume) (Visioli et al ,2000).

Sur le plan structural, I’élément fondamental qui définit les polyphénols est la présence d’au

moins un noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié au moins un groupe

-
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hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside
(Balasundram et al, 2006) (Figure 6).

FIGURE 6 : STRUCTURE CHIMIQUE DE BASE DES POLYPHENOLS (DAL-R0s, 2009)

2. Biosynthése des polyphénols

Les grandes lignes des voies de biosynthese des principaux composés phénoliques sont
maintenant bien connues (Knaggs, 2001 ; Tsao, 2010). Les polyphénols sont principalement

synthétisés a partir des hydrates de carbone via deux grandes voies métaboliques : Figure 7.

e Celle de [’acide shikimique qui est la voie la plus importante pour la biosynthese des
composés aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, aboutissant apres
transamination et désamination aux acide cinnamique et ses dérivés et aux acide

benzoique et ses dérivés (Chira et al, 2008).

e Celle de [’acétate/malonate conduisant aux poly-cétoesters ou polyacétates (malonate)
(Chiraet al, 2008).

5



Synthése bibliographique

Chapitre Il : Les composés phénoliques substances bioactives des plantes

| GLUCIDES | | Lipides |

/\ Acides gras

>
( Voie des Pentoses ' | Glycolyse )
S

l l P-oxydation
17 Erythrose 4 -P P-enol Pyruvate

ACIDE - — o
GALLIOUE Acide shikimique »[m. tvl CoA
NH: — ~— NH
/ \ ‘ Malonyl CoA
Tyrosine FPhénylalanine
TANINS 3 Malonyl CoA

HYDROLYSABLES NH,;R‘ % NH;
yelisation

Acide cinnamique
Polyéthylcétone

\\\ﬁ {__J_f_f__

CHALCONES

|

FLAVONOIDES

|

ANTHOCYANES

|

TANINS CONDENSES

FIGURE 7 : VOIE DE BIOSYNTHESE DES COMPOSES PHENOLIQUES (RICHTER, 1993)

3. Classification des polyphénols

La diversite et la large distribution des polyphénols dans les plantes ont conduit a différentes

manieres de catégoriser ces composés naturels (Tsao, 2010).

En effet, les composés phénoliques peuvent étre classés selon la complexité, le degré et les

liaisons possibles du squelette de base avec d'autres molécules (Tableaul) (Tsa0,2010).
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Tableau 1 : Les principales classes des composés phénoliques (Tsao, 2010)

Squelett,e Classe Exemple Structure Source
carboné
Cs Phénols simples Hydroquinone HOOOH Busserole
Acides hydroxy- Acide parahydroxy- o P - .
CeCy benzoiques benzoique @ ioH Epices, fraises
i HO [o]
Acides Acide paracoumarique ©_\\_( Tomates, ail
hydroxycinnamiques o
Ce-Cs
- gz \ -
Coumarines Ombelliférone m Carottes, coriandre
HO O o
(s ]
Ce-Cy Naphtoquinones Juglon Noix
oH O
OH
Ce-C2-Cs Stilbénoides Trans-resvératrol HOQ/\Q Raisin
OH
OH
Flavonaides lato Kaempférol " ¢ Fraises
sensu o
H O
HO \[5;\/0 -
s | . .
Cs-C5-Cs Isoflavonoides Daidzéine VVAT% Graines de soja
rCL,
e a b
- W5 Dalbergia sissoo,
Anthocyanes Dalphiniol petits fruits rouges
aH l'iH
i . - Ha . o Bactéries
(Ce-Ca), Lignanes Entérodiol ) ‘:}ﬁrﬁ;&—}} intestinales, lin
— i
(Ce-C3) Lignines Bois, fruits a noyau
(Ce-C3-Cg) Tanins condensés Procyanidine Raisins, kaki
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Vue la large gamme des polyphénols, on s’est interessé a la présentation des classes les plus
importantes qui sont les acides phénoliques , les flavonoides et les tanins.

3.1. Acides phénoliques C6-C1/ C6-C3

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques
(Fatland et al, 2004). Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes
(Andersen et Markham, 2006 ; Bruneton, 2009).

Deux sous-groupes peuvent étre distingués :
e Acides hydroxybenzoiques (C6-C1)

Ces composés répondent a une représentation structurale de type (C6-C1), dont les plus
répandus sont 1’acide salicylique, I’acide vanillique, et 1’acide gallique qui est un élément
principal de la structure des tanins hydrolysables (Figure 8) (Andersen et Markham, 2006 ;
Bruneton, 2009). Ces acides sont particulierement représentés chez les Gymnospermes et les
Angiospermes sous forme libre ou combinée a 1’état d’esters ou d’hétérosides (Macheix,
2005). En effet, I’acide gallique et 1’acide p-hydroxybenzoique se trouvent en quantité
importante dans le thé, la pomme de terre, les baies, ainsi que les fraises. Tandis que les
céréales comme le blé et I’avoine contiennent de ’acide vanillique, de ’acide salicylique et

de I’acide hydroxy benzoique.

Certains condiments (herbes et épices) peuvent également contenir des acides

hydroxybenzoiques (Chanforan, 2010).
e Acides hydroxycinnamiques

Ces composés répondent a une représentation structurale de type (C6-C3), dont les plus
abondants sont les acides caféique, I’acide coumarique et 1’acide sinapique (Figure 8) Ils sont
a ’origine des voies de biosynthése de nombreuses substances telles que les lignines, les

flavonoides et les stilbénes (Andersen et Markham, 2006 ; Bruneton, 2009).

Les acides hydroxycinnamiques sont retrouvés dans toutes les parties des fruits et des
Iégumes, quoique les concentrations les plus élevées soient observées dans la partie externe
du fruit mar. Les laitues, les carottes, les myrtilles, les patates douces (entieres, cuites, et
crues), les pommes de terre, les péches, le jus d'orange, les pommes, les tomates et le raisin

sont les sources les plus riches en acides hydroxycinnamiques (Dal Ros, 2009). L’acide

]
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chlorogénique est la forme combinée de 1’acide caféique, il est retrouvé en forte concentration

dans le café (Crozier, 2008).

0
° /
" - ok
OH
R—0 p-coumaric acid HO Caffeic acid, R=H;

Protocatechuic acid, R =H; Chlorogenic acid, R = S-quinoyl;
Vanillic acid, R = OCH, Cryptochlorogenic acid, R = 4-quinoyl;
Neochlorogenic acid, R = 3-quinoyl;

R_
0 0 H3CO, 0
H
/ /
OH H OH H OH
R—0 Galicacid R=E; ferulic acid simapic acid
Syringic acid, R=0CH, HsCO HaCO
Benzoic acids Cinnamic acids
-Serie benzoique- -Série cinnamique-

FIGURE 8 ACIDES PHENOLIQUES TYPIQUES EXISTANT DANS LES ALIMENTS (TSA0, 2010)

3.2. Flavonoides Cg-C3-Cs

Par définitions, les flavonoides sont le groupe le plus parlementaire des composés
phénoliques, avec une grande diversité structurale, en effet, plus de 5000 flavonoides ont été
identifiées dans les plantes et la liste ne cesse de croitre a cause des réactions de substitutions
qui aboutissent parfois a des structures trées complexes et présentant des propriétés de
solubilités différentes influencant ainsi leurs extraction (Alothmane et al, 2009 ; D’ Archivio,
2007).

Le terme flavonoide provient du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange (Piguemal, 2008), encore le nom flavonoide est dérivé du mot "Flavus" en latin,
qui signifie jaune, qui ont été isolés par le scientifigue Cervreul en 1814, mais l'intérét
nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte a la vitamine C par Szen Gyorgyi en
1938 (Szen-Gyorgyi, 1938 ; Bruneton, 1993).

Sur le plan structural, tous les flavonoides possédent en commun le méme squelette : le
diphényl propane (C¢-Cs- Cg), ils contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de

base : deux cycles aromatiques A et B a six atomes de carbones liés avec une unité de trois
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atomes de carbone qui peut ou non étre une partie d'un troisieme hétérocycle oxygéné C
(Tapas et al ,2008) (Figure 9)

Les principales classes des flavonoides sont : les chalcones et aurones, les flavonols les
flavones, les flavanones, les flavan-3-ols, les isoflavones, les néoflavonoides et les

anthocyanes (Sadasivam et Thayumanavan, 2003), (Figure 9) (Tableau 2).

Pour la localisation et distribution , les flavonoides se répartissent volontiers dans les organes
aériens jeunes (jeunes feuilles, boutons floraux) ou ils sont localisés dans les tissus
superficiels (Milane, 2014) également sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs surtout les plantes vasculaires, des nombreux fruits, graines, légumes, ainsi que
dans les téguments externe des fruits .1ls peuvent aussi étre rencontrés dans certains boissons
(thé, cacao, vin...) et chez certains fourrages (ex: tréfle). On trouvera par exemple, les
flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les anthocyanes et les flavonols ont
eu une large distribution dans les fruits et les Iégumes tandis que les chalcones se retrouvent
plus fréquemment dans les pétales des fleurs, sont considérés comme des pigments naturels au

méme titre que les chlorophylles et les caroténoides (Marfak, 2003).

Chalcones

Neoflavonoids

Isoflavones

FIGURE 9 SQUELETTE DU DIPHENYLPROPANE (C6-C3-C6) ET PRINCIPALES CLASSES
(Tsa0,2010)
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TABLEAU 2 : PRINCIPALES CLASSES ET STRUCTURE DES FLAVONOIDES (NARAYANA ET

AL, 2001 ; WERDMAN ET AL, 2007)

Classes Structures chimiques R3’ R4’ RS Exemples
Flavones H OH H Apigénine
T e OH OH H Lutéoline
o OH OCH3 H Diosmétine
RS5'
I
(=]
OH
Flavonols R H OH H Kaempférol
R4
o . @ OH OH H Quercétine
©‘l RS OH OH OH Myrecétine
o “oH
oH
Flavanols R3* OH OH I Catéchine
R4’
o - O]
Ol
oH
oH
Flavanones R3 H OH H Naringénine
R4’
on _ @ oH oH H Eriodictyol
@@ Re
1
OH e
Anthocyanidines R H OH H Pelargonidine
R4
o o © OH OH H Cyanidine
@g RE OH OH OH Delphénidine
OH
oH
Isoflavones R7 o OH RS R7 R4
©‘] OH OH OH Genisteine
In
rs © © R4 H O-Glu OH Daidezine

3.3. Les tanins

Les tanins sont des substances phénoliques polymériques et représentent un groupe
hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse car il n’y a pas de structure chimique

de base ; Ces polymeres sont caractérisés par une saveur astringente et ayant en commun la

propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible ; en effet, ils peuvent

former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux
enzymes digestives. |ls sont des molécules de haut poids moléculaire compris entre 500 et
3000, fortement hydroxylés (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999 ; Roux et Catier, 2007). Ces

substances sont trouvées dans diverses parties du végétal

\

a savoir 1’écorce, le bois, les

&
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feuilles, les fruits et les racines, mais on note une accumulation plus particulierement dans les

tissus agés ou d’origine pathologique.

Ils sont localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides.
(Scalbert, 1991 ; Roux et Catier, 2007). Les principales sources alimentaires des tanins sont

les fruits, les graines de céréales et diverses boissons notamment le thé (Pénicaud, 2009).

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes

principaux :
e Les tanins hydrolysables :

ou acides taniques sont des esters d’acide gallique ou de son produit de condensation ; 1’acide
éllagique, qui se lient aux molécules de glucose. Plus précisément, un glucose se lie a
plusieurs molécules d'acide gallique dans le cas des tanins galliques, ou d’acide éllagique dans
le cas tanins éllagique (Ribéreau-Gayon et Peynaud, 1968 ; 1968 ; Harborne, 1998). Les
tanins hydrolysés, essentiellement localisés dans les dicotylédones des angiospermes, Ils ont
un poids moléculaire plus faible et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins
condensés. Comme leur nom I’indique, ils sont facilement hydrolysables par voie chimique

ou enzymatique (Jarrige et Ruckebusch, 1995 ; Collin et Crouzet, 2011) (Figure 10).

FIGURE 10 : STRUCTURE CHIMIQUE DES TANINS HYDROLYSABLES (VERMIRRIS ET
AL,2006)

e Les tanins condensés :

ou proanthocyanidine, sont des composés phénoliques hétérogenes et forment le groupe le

plus important. Ils ne possedent pas de sucre dans leurs molécules et leur structure est voisine
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de celle des flavonoides (Paris et Hurabielle, 1981). Ce sont des produits de la
polymérisation de flavan -3-ols (catéchines) et flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines)
(Vermerris et al, 2006) (Figure 11)

FIGURE 11 : STRUCTURE CHIMIQUE DES TANINS CONDENSES (VERMIRRIS ET AL, 2006)

4. Les activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols font actuellement 1’objet de plusieurs €tudes car ils sont reconnus par leurs
activités biologiques nombreuses qui promouvaient des effets bénéfiques de santé (Tsao,
2010). lls présentent une large gamme d'effets biologiques en raison de leur interaction
possible avec de nombreuses enzymes et aussi vis-a-vis de leurs propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoire et anti-ulcere (Tableau 3), (Sanchez- Moreno, 2002). Les polyphénols
conférent également, des effets protecteurs sur ’organisme lorsque ces végétaux sont
consommés comme aliment (Lee et al, 2004a ; Niéiforovi¢ et al, 2010). La relation entre la
consommation d'aliments riches en polyphénols et la réduction de la possibilité d'étre affecté
par certaines maladies a attiré 1’intérét croissant des consommateurs, des fabricants de
produits alimentaires et des nutritionnistes (Nié¢iforovic et al, 2010 ; Ness et Powels, 1997).
En effet, ils sont largement utilisés en thérapeutique comme vasoprotecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti radicalaires, ils font 1’objet de

nombreuses recherches basees sur les cultures in vivo et in vitro (Bahorun, 1997).
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TABLEAU 3 : ACTIVITES BIOLOGIQUES DE QUELQUES COMPOSES PHENOLIQUES

Composés phénoliques

Activities biologiques

Références

Acides phénols

Antiparasitaires, antifongiques,antioxydants,

Flores et al,2009

antibactériennes,antiulcéreuses Kim et al, 2010
Coumarines Analgésiques, antiinflammatoires, protéctrices vasculaires, | Ito et al,2005
antiparasitaires,antioedemateuses Smth et al ,2009

Antitumorales, soins des hemorroides et des varices

Flavonoides Antitumorales,anticarcinogénes,antiparasitaires Friedman et al,2006 ;

antivirales,antibacteriennes, Cushnie et al, 2007 ;

antioxydantes,antinflammataoires,antiallergiques, Batovska et al,2009
antithrombotiques,antitheragéniques,hypotenseurs,
analgésiques,osteogenes,diurétiques, antiulcereuses

Anthocyanes Protéctrices capillanoveineux, antioxydant Bruneton et al ,2009

Tanins condensés

Effet stabilisant sur le collagéne, antiinfalammatoire,

antioxydantes, antitumorales,antifongiques

Masquelier et al, 1979 ;

Zhou et al, 2011

Tanins galliques et
catéchiques

Antioxydantes,antimicrobiennes,antivirales,

antiinflammatoires,hypoglycémiants

Okamura et al,1993 ;
Kubata et al,2005

Lignanes

Antiiflammatoires, analgésiques

Kim et al,2009

£
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4.1. Activité antioxydante des polyphénols

En raison de leur activité antioxydante, les composés phénoliques peuvent protéger les
cellules humaines contre les dommages oxydatifs, conduisant & une réduction du risque de
stress oxydatif associé a plusieurs maladies dégénératives, telles que le cancer, les maladies

cardiovasculaires, les maladies neuro-dégenératives (Figure 12), (Scalbert et al 2005).

S o

/ ystemes antioxydants
Enzymatiques Non enzymatiques
Sources ’ERO Superoxyde Glutathion ;
dismutase ; Ubiquinol ;
Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) ;
peroxydase; Caroténoides ;
NADPH oxydase ; = Polluants ; Catalase. Polyphénols
Chaine respiratoire = Radiations (X, UV) ; alimentaires.
mitochondriale Xénobiotiques
Peroxysome ; pro-oxydants ;
Cycloxygénase ; Cytokines pro-
Lipoxygénase ; inflammatoires.
Xanthine oxydase ;
Cytochrome P-450.

.

FIGURE 12 : STRESS OXYDATIF ( DESEQUILIBRE DE LA BALANCE ENTRE PROOXYDANTS
ET ANTIOXYDANTS)(ACHAT, 2014)

Les poly-phénols peuvent agir selon divers mécanismes d’activité antioxydante (Halliwell,
1994 ; Sanchez-Moreno, 2002 ; Ni¢iforovi¢ et al, 2010).

e Piégeage des radicaux libres :

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de déterminer
les éléments majeurs de ’activité antioxydante. A cause de leur faible potentiel redox
(Jovanovic, 1994), les polyphénols (Ar-OH), sont capables de réduire rapidement les
radicaux libres oxydants comme 1’anion superoxyde (O27), les peroxyles (ROQ¢), les
alkoxyles (RO¢) et I’hydroxyle par transfert d’hydrogene, selon la réaction générale suivante
(Sherwin, 1976 ; Achat, 2014) :
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Ar-OH+Xe —»  Ar-O<+ XH
X' : Représente I’'une des ERO mentionnées ci-dessus ; Ar-OH : les polyphénols

Plusieurs travaux ont établi des relations entre la structure chimique des polyphénaols,
notamment les flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres (Goupy et al ,2003 ;
Pietta, 2000 ; Lucarini, 2002) (Figure 13). Les criteres sont les suivants : (i) la structure
ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol), (ii) la double liaison C2-C3 en
conjugaison avec la fonction 4-oxo, (iii) la présence du groupe 3-OH en combinaison avec la
double liaison C2-C3, (iv) un troisieme OH sur le cycle renforce également le caractere
antioxydant (ex : acide gallique), (v) I’effet de la glycosylation diminue I’activité des flavones
et flavanones (Goupy et al ,2003 ; Pietta, 2000 ; Lucarini, 2002).

FIGURE 13 : ELEMENTS ESSENTIELS POUR L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES
FLAVONOIDES (MARFAK, 2003)

e  Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a 1’inhibition de la formation des radicaux libres par la chélation
de métaux de transition tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu*), qui sont essentiels pour de
nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans la composition des
hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systeme de défense antioxydant (Fe 2* pour la
catalase et Cu” pour la superoxyde dismutase). Cependant, ils peuvent aussi étre responsables
de la production du radical OH" par la réduction de H,0, lors de la réaction de Fenton (Pietta
,2000 ; Heim, 2002).

H,0, + Fe** (Cu") O H' + OH™ + Fe** (Cu?") réaction de Fenton
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En outre, I’autoxydation des ions Fe %" et Cu® est une source des ERO notamment ’anion
superoxyde O2" et le peroxyde d’hydrogéne H,O,. Ainsi, complexer les ions du fer et du
cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox est un mécanisme d’action antioxydante.
Les polyphénols abondants dans 1’alimentation, notamment les flavonoides, séquestrent ces

ions métalliques au niveau de différents sites (Figure 14).

FIGURE 14 : SITES DE CHELATION DES IONS METALLIQUES PAR LES FLAVONOTDES
(DANGLES, 2006)

¢ Inhibition enzymatique

L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systémes biologiques est
un mécanisme important d’effet antioxydant pour les polyphénols (Nagao et al, 1999 ; Lin et
al, 2002). Les phénomeénes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés in
vitro, particulierement dans le cas des flavonoides (Rolo-Naranjo, 2009 ; S"wieca, 2013). De
plus, plusieurs travaux ont rapporté que les flavonoides sont les molécules les plus
susceptibles d’étre impliquées dans cet effet, par formation de complexe inhibiteur-enzyme
et/ou par piégeage direct des ERO (Dangles et Dufour, 2006 ; Dangles et Dufour, 2008).
Afin de préciser le mécanisme d’action de 1’activité inhibitrice des flavonoides, des études ont
été réalisées sur l'effet de la quercétine sur ’oxydation de I’acide linoléique par une
lipoxygénase. Ces auteurs ont constaté que le mécanisme d’inhibition des lipoxygénases par
la quercétine ne serait pas dii & une complexation ou & une oxydation du Fe**, mais plutot &
une inhibition irréversible résultant de liaisons covalentes entre I’enzyme et les dérivés
oxydés de la quercétine (quinone ou radical phénoxy) (Chebil, 2006). En outre, Cette double
action des polyphénols, inhibition enzymatique et piégeage des ERO, est bien mise en

évidence dans le cas de la xanthine oxydase XO, enzyme du foie impliquée dans la maladie de
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la goutte, et qui catalyse une réaction du catabolisme des purines, en transformant

I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique (Day et al, 2000).

Cette enzyme est considérée comme une source biologique importante de radical superoxyde.
Les flavones et flavonols, ayant un cycle B de type catéchol comme la quercétine combinent
les deux mécanismes, pour inactiver cette enzyme génératrice des ERO, a savoir formation
d’un complexe inhibiteur-enzyme et réduction du superoxyde résiduel, qui s'est échappé de la

cavité mitochondriale enzymatique (Day et al, 2000).

4.2. Activité antiulcéreuse

Des études menées sur des plantes médicinales ont prouvé 1’implication desS COmposés
phénoliques dans la thérapie de multiples maladies. En effet, des propriétés gastro-protectrices
et antiulcéreuses ont été attribuées aux composes phénoliques de ces plantes. Ces derniers se
sont avérés de puissants protecteurs de la muqueuse gastrique, des lésions produites par divers
agents ulcérogenes expérimentaux. En outre, ceux-ci peuvent étre utilisés comme une
alternative ou un agent additif a la thérapie actuelle. Par conséquent, ces composes peuvent
avoir un potentiel thérapeutique plus efficace et moins toxique pour le traitement des ulceres
gastro-duodénaux (Sumbul et al, 2011).

Selon la littérature, I’activité antiulcéreuse des composés phénoliques semble étre associée a :

e Leur pouvoir antioxydant ; En effet, les polyphénols agissent par la désactivation des
radicaux libres, altérant la muqueuse gastrique, par création d’addition covalente, la
réduction des métaux ou de peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition et

le captage de 1’oxygéne singulet (Schlesier et al, 2009 ; Takashima et al, 2012).

e Leur capacite de promouvoir I'action des enzymes endogénes du systétme de
défense antioxydante, a savoir la superoxyde dismutase, la catalase, le glutathion et la
glutathion-peroxydase (Ajaikumar et al, 2005 ; Alvarez-Suares et al, 2011 ) ; En effet, il
s’est avéré que la consommation de la peau du fruits hautement riches en polyphénols (les
grenades), notamment les anthocyanes, les tanins ellagiques, les tanins hydrolysables et les
flavonols, particuliérement la quercétine, a un effet inhibiteur sur la formation des ulceres
gastriques (Afaq et al, 2005 ; Alvares-Suares et al, 2011) et semble augmenter le taux des
enzymes du systemes de la défense antioxydantes (la superoxyde dismutase, la catalase, le
glutathion et la glutathion-peroxydase), chez les animaux traités (Ajaikumar et al, 2005).

Ainsi que les chercheurs ont decouvert que les antioxydants poly phénoliques présents dans

-
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les fraises aident non seulement la paroi de 1'estomac contre 1’acidité , mais activent aussi les

défenses et les enzymes du corps (Alvarez-Suares et al, 2011).

La consommation de fraises peut aussi réduire les troubles en prévention ou apres l'apparition

de l'inflammation ulcéreuse.

e Leur effet stimulant de la sécrétion du mucus gastrique ; Par augmentation de la
sécrétion accrue du mucus de I’estomac, Ce dernier est caractérisé par un film formé par la
polymérisation des glycoprotéines qui permet d’emprisonner les bicarbonates, de retarder la
pénétration des ions H+ endo luminaux et d’instaurer ainsi un gradient de pH allant de moins
de 3 au niveau de la face luminale de cette couche, a plus de 7 sur la face muqueuse (NKkhili,
2009 ; Kamguia et al, 2011).

o Leur effet antisécrétoire ; En effet, les flavonoides, les tanins et les coumarines
jouent un role important dans la réduction de 'ulcere et la protection de la muqueuse
gastrique des différentes 1ésions induites par plusieurs facteurs d’agression, tels que 1’acide-
¢thanol, le stress et I’indométacine (Borrelli et 1zzo, 2000) tout en inhibant la sécrétion
des pepsinogenes (précurseur de la pepsine) et sécrétion de 1’ acide (action anti pompe
H+) qui sont connus comme des facteurs ulcérogenes (Alanko et al, 1999 ; De Lira Mota
et al, 2009 ; Melo et al, 2012).
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l. Introduction

Dans le but de la recherche de plantes dotées de propriétés biologiques intéressantes
notamment : le pouvoir antioxydant et 1’activité antiulcéreuse, le choix des plantes a étudiées
est basé sur leur emploi en médecine traditionnelle ou populaire. Pour cela une plante, a

interét thérapeutique confirmé, a été choisie :

Le Rouvet blanc Osyris alba. L Skeel connue chez les habitants de la région montagneuse de
Tlemcen sous le nom de Gossatt EImeiza ou Temertghit. Les écorces des racines de cette plante
sont consommées sous forme de tisanes pour traiter les inflammations de tube digestif et pour
le traitement de la faiblesse générale et I’anémie. Cette espéce est récoltée dans les régions de

d’Ain Ghoraba et Beni Snouss respectivement.

Cette espéce pousse a 1’état spontanée dans les régions montagneuses de Tlemcen (1I’Ouest de
I’Algérie). Cette région donatrice appartient a un seul étage bioclimatique, semi-aride (Ain

Ghoraba et Beni Snouss), dont la pluviométrie est respectivement de 500 mm, 600 mm par an.

2. Caractére botanique

La famille des Santalaceae (Santalacées) comprend les plantes dicotylédones ; elle comprend
400 especes divisées en une quarantaine de genres. Ce sont des arbres, des arbustes et des
plantes herbacées, parfois a feuilles réduites, partiellement parasite des racitnes ou aérien
parties de I'nbte, des régions tempérées aux régions tropicales. Les trois genres principaux sont
: Thesium, Santalum : le célébre et odorant bois de santal indien (Lieutaghi, 2006), et le genre
Osyris regroupant six ou sept especes d'arbustes (Mabberley ,1997), parmi eux, nous avons
I’éspece  Osyris alba L ; un arbuste hémi-parasitaire qui pousse sauvagement dans le sud
Europe, Afrique du Nord, Asie du Sud-Ouest (Davis, 1982 ; Aronne et al, 1993). Osyris alba
L. est tres commun dans le Tell algérien, en particulier dans les foréts et broussailles formant

des peuplements denses, mais tres rares dans le secteur saharien (Quezel et Santa, 1963).

L’espece Osyris alba. L Skeel provient du nom grec (Osyris), qui désigne un petit arbrisseau
semblable, souple et pliant sans se casser. Le nom de Osyris alba est le méme celui de Casia

poetica des anciens auteurs.
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Suivant le pays, le nom Osyris alba se différe :

En Arabe : « Bouhla », En berbére : « Temertghit » (Quezel et Santa, 1963)
Tamahaq : « Adamam ». En Francais : « rouvet ou bouvet, Bois-pliant ».
En Anglais : « Poet’s-Cassia ». En Allemand : « Poetenkasia »
En Flamand : « Witte-Osyris ». En Italien: «Ginestrella, Casia-poetica, Osiride
Autres noms : « Osyride blanche, Oziris blanc ». [www.sahara-nature.com]

Osyris alba. L est une plante hémiparasite, c'est a dire qu'elle ne peut vivre que fixée aux
racines des arbres auxquels elle emprunte I'eau et les sels minéraux dont elle a besoin. On n'a
cependant pas constaté de depéerissement manifeste des arbres cernés (Lieutaghi, 2006).
Concernant sa description botanique, Osyris alba Osyris alba est un sous-arbrisseau, vivace,
tres rameux, a rameaux dresses, effilés, gréles, anguleux, de 40 cm a 1,5m de hauteur et qu'on
rencontre sur les coteaux herbeux (Lieutaghi, 2006 ; Blamey et al ,2009). Les petites feuilles
alternes persistantes sont étroites lancéolées a une seule nervure. Elles sont coriaces et dressées
le long des rameaux (Quezel et Santa ,1963). Les fleurs, & odeur de miel, sont d'un blanc
jaunatre ou jaunatre (périanthe a 3 lobes triangulaires, 3 étamines, 1 style) ; C'est une plante
dioique avec des fleurs males en petits bouquets, nombreuses et des fleurs femelles solitaires,

portées par des pieds différents.

La floraison a lieu de mai a juillet. Les fruits sont des drupes rouges (toxique) peu charnues,
rondes de la taille d'un pois sont de 8-10 mm a noyau blanc et d'abord charnues a la maturité,
ils se dessechent ensuite rapidement et deviennent durs. Entourées de petites feuilles allongées.

La fructification de fruit sera en aoGt-septembre (Quezel et Santa ,1963 ; Ozenda ,1991).

Les racines naissent éparses sur de longs rhizomes qui rampent sous terre a une faible
profondeur ; elles consistent en fibres peu ramifiées. Les parties fines des racines portent des
sucoirs qui pénétrent dans les parties souterraines des diverses plantes sur lesquelles il est

parasite (Figure 15).

-
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FIGURE 15 : LES DIFFERENTES PARTIES D’OSYRIS ALBA L
(HTTPS://WWW.GENIALVEGETAL.NET/-ROUVET-)

3. Habitat et Caractére édaphique

Osyris alba. L est indifférent a la nature minéralogique du sol, mais s'écarte des sols frais et
leur préfére les localités pierreuses et arides. Il est peu touché par les ruminants, si ce n'est
parfois les chévres (Lieutaghi, 2006). L’espéce d’Osyris alba. L se trouve souvent en stations
bien exposées; avec humus, saturation du sol en cations et pH variables et a réserves en eau

faibles ; station a billon hydrique déficitaire ; altérites issues de roches calcaires (argiles de

38
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décarbonatation plus ou moins riches en cailloux) ou de roches siliqueuses ; leur comportement

héliophile, mais espéce tolérant un certain ombrage (Planchon, 1858).

4. Usages

4.1. Usage thérapeutique
Dans I'Antiquité, Dioscoride et Pline recommandaient la décoction de la racine d'Osyris alba
L Skeel pour lutter contre la jaunisse et la diarrhée. Au Moyen Age, le livre des simples
médecines (de Salerne) l'utilisait pour combattre les regles trop abondantes et la dysenterie.

En extérieur on s'en servait en bains, compresses et pessaires. (Lieutaghi, 2006)

Ces racines, coupées avant la maturité de la graine et séchées au soleil arrétent le cours de
ventre ; recueillies aprés la maturité et bouillies dans un potage, elles guérissent les fluxions
abdominales ; on les prend aussi seules, pilées dans de I'eau de pluie, pour guérir les catharrés
et les affections du ventre (Nouveau dictionnaire d'histoire naturelle, appliquée aux arts,
1956).

En Algérie, selon une enquéte ethnobotanique, le décocté des écorces des racines d’Osyris
alba. L sont utilisées par les habitants de la région de Ain Ghoraba (Tlemcen) pour ses vertus

nutritionnelles (fortifiant) et thérapeutiques (antianémique, anti inflammatoire).

Selon Hamdan et Afifi (2008), les extraits de la plante se sont avérés utiles dans le contréle
de la glycémie postprandiale, leurs effets étant principalement obtenus par inhibition des
enzymes meétabolisant les glucides (amylases et glucosidases). En raison du mécanisme
impliqué dans le contrdle de la glycémie, de tels extraits de plantes devraient également étre

utiles dans la gestion de I'obésite.

4.2. Usage ménager et industriel
Les dames s'en servent en guise de vergettes pour nettoyer leurs habillements. Dans 1’antiquité
les drupes de 1’Osyris alba eétaient utilisées pour la fabrication du savon (Nouveau

dictionnaire d’histoire naturelle, appliquee aux arts, 1816-19).

Sl
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L’objectif de notre eétude consistera a deux parties :

=

L’Etude phytochimique des écorces des racines Osyris alba L Skeel tout en visant :

. La valorisation nutritive de la partie racinaire a travers la détermination quantitative des
métabolites primaires a savoir : les lipides totaux, les protéines totaux, les sucres totaux,

les fibres et les sels minéraux.

Le dosage des composés phénoliques notamment, les polyphénols totaux, les tanins et
les flavonoides, molécules universellement connues par leur effet thérapeutique
L’analyse chromatographique du profil phénolique par HPLC, ainsi la caractérisation du
profil des acides gras par CGL de I'huile extraite des écorces des racines de cette plante.

La recherche et I’évaluation de quelques activités biologiques de la racine de a savoir

L’évaluation du pouvoir antioxydant des différents composés phénoliques extraits des
écorces de la racine
En fin, cette thése est complétée par la recherche de I’effet antiulcéreux de décocté

aqueux des écorces des racines chez le rat Wistar.

&
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Le travail qui fait I'objet de cette these a été réalisé au laboratoire des produits naturels
(LAPRONA.), au sein de I'équipe des analyses physicochimiques des plantes et leurs
propriétés nutritionnelles ; au département de biologie de l'université de Tlemcen,

Algérie.

I. Matériel biologique étudié

Notre étude se focalise sur I’étude phytochimique et activités biologiques a savoir
I’activité anti oxydante et I’activité antiulcéreuse du Rouvet blanc « Osyris alba L », &
intérét thérapeutique confirmé, récoltée dans les régions de d’Ain Ghoraba et Beni

Snouss.

Le Rouvet blanc Osyris alba connue chez les habitants de la région montagneuse sous
le nom de Gossatt EImeiza ou Temertghit. Les écorces des racines de cette plante sont
consommées sous forme de tisanes pour traiter les inflammations de tube digestif et

pour le traitement de la faiblesse générale et I’anémie.

La récolte des écorces des racines d’Osyris alba a été effectuée au niveau des régions
montagneuses d’4in Ghoraba et de Beni Snouss de la willaya de Tlemcen (Nord-
Ouest Algérien) en Avril-Mai 2012 (Figure 16).
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FIGURE 16 : LES COMMUNES D’ AIN GHORABA (49) ET DE BENI -SNOuUSS (17)
WILAYA DE TLEMCEN (HTTPS://FR.WIKIPEDIA.ORG/WIKI/AIN_GHORABA)
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La plante a été identifiée par le professeur BENABADJI N. du laboratoire d’Ecologie

et Gestion des Ecosystémes Naturels ; Université de Tlemcen (Algérie).

Au laboratoire, les échantillons ont été bien nettoyés, étalés et laissés sécher a Iair
libre et a 1’abri de la lumiére et de I’humidité pendant 15 jours, puis broyés jusqu’a

I’obtention d’une poudre fine que possible, facile a conserver dans des flacons en

verre teinté pour des utilisations ultérieures (Figure 17)

FIGURE 17 : LES RACINES ET LA POUDRE DES ECORCES DES
RACINES D 'OSYRIS ALBA. L. SKEEL

-
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I1. Méthodes d’analyses

Chapitre 1 : Etude phytochimique

1. Tests phytochimiques

Le screening phytochimique consiste a détecter les différentes familles de composés
chimiques essentiellement les composés phénoliques, les hétérosides notamment les
saponosides, les composés azotés en particulier les alcaloides, 1’amidon et les
composés reducteurs existantes dans une partie quelconque ou bien de la plante par
des réactions de précipitation ou de coloration en utilisant des réactifs spécifiques a

chaque famille de composés.
e Principe

La mise en évidence s’effectue par des tests phytochimiques réalisés, généralement
sur des extraits déja préparés (par épuisement a chaud ou par macération a froid) ou

directement sur la poudre d’échantillon a analyser.
IIs sont bases sur :

-Les essais de solubilité, des constituants de la plante, vis-a-vis des solvants
organiques de polarité différente : ’eau, 1’éthanol, méthanol, chloroforme et I’éther di

éthylique ;
-Réaction de coloration et de précipitation ; -Examen sous la lumiére ultraviolette.
e Préparation des extraits

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant 5g de la poudre d’échantillon séché a 1’air
sont séquentiellement extraits par Soxhlet en utilisant les solvants suivants : 1’eau
distillée, méthanol, éthanol, éther diéthylénique, chloroforme. Les extraits bruts sont
filtrés, concentrés, a 1’aide d’un rota évaporateur, et stockés a 4°C et utiliser pour le

screening phytochimique (Trease et Evans, 1987).

e Lessaponosides

Les saponosides sont des hétérosides a génines (partie non glucidique) stéroidiques et

triterpéniques, la partie sucre est liée a la génine par une liaison de type ester ou éther.

Les saponosides sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives : ils se dissolvent

dans I’eau en formant des solutions moussantes (Figure 18) (Bruneton, 1999).
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= Test pour les saponosides

Brievement, Sml de I’extrait aqueux, de I’extrait éthérique ou méthanolique sont
vigoureusement agités avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 minutes. L’apparition de
la mousse qui persiste au moins 15 minutes ou la formation des émulsions apres
addition de I’huile d’olive, confirme la présence des saponosides (Figure 18) (Trease
et Evans, 1987).

e Lestanins

Les tanins sont des composés phénoliques de structure variée, de saveur astringente,
ayant la propriété de tanner la peau. On distingue deux groupes de tanins différents

par leur structure et par leur origine biogénétique :

-Les tanins hydrolysables qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un

nombre variable d’acide phénol (acide gallique).

-Les tanins condensés ou proantho-cyanidols qui se different fondamentalement des
tanins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur molécule et leur
structure est voisine de celle des flavonoides, il s’agit des polymeres flavaniques

constitués d’unités de flavan-3-ols (Bruneton, 1999).
= Test pour les tanins

Iml de I’extrait méthanolique, éthanolique ou aqueux sont mélangés avec 10 ml d’eau
distillée et filtrés. L’addition de 3 gouttes du réactif Chlorure ferrique FeCls préparé a
1% permet de détecter la présence ou absence des tanins. La couleur vire au bleu noir
en présence de tanins hydrolysables (tanins galliques) et au brun verdatre en présence
des tanins condensés (tanins catéchiques) (Figure 18) (Trease et Evans, 1987).

e Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment d’origine végétale. Tous les
flavonoides- environ 3000 ont une origine biosynthétique commune et de ce fait,
possedent le méme élément structural de la base, a savoir 1’enchainement 2-
phénylchromane. 1ls peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré

d’oxydation du noyau pyranique central (Bruneton, 1999).

N
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= Test pour les flavonoides

Dans un tube a essai, 1 ml de I’extrait a tester a ét¢ mélangé avec 1 ml d’acide
chlorhydrique (HCI) concentré et 3 copeaux de magnésium. L’apparition d’une
coloration rose, rouge, indique la présence des flavonoides (Figure 19) (Bruneton,
1999).

e Lesquinones libres

Les quinones sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques notamment les polyphénols. lls sont caractérisés par un motif 1.4 dicéto-
cyclohexa 2,5-diénique (para quinone ou eéventuellement par un motif 1,2-

dicétocyclohexa-3,5-diénique (ortho-quinone).

Diverses réactions colorées permettent de mettre les quinones en évidence. La
principale réaction est celle de Borntréger: réaction que I’on obtient en dissolvant les
quinones en milieu alcalin aqueux, la solution prend une teinte vive variant, selon la

structure et les substituants de la quinone, de 1’orangé- rouge ou violet- pourpre.
(Bruneton, 1999).
= Test pour les quinones libres

1g de poudre seche du matériel végétal est placé dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther
de pétrole. Apreés agitation et un repos de 24 heures, 1’extrait est filtré et concentré au
rota évaporateur. La présence des quinones libres est confirmée par 1’ajout de
quelques gouttes de NaOH 1/10, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou

violet (Figure 19) (Ribéreau-Gayon et Peynaud, 1968).
e Lesalcaloides

Initialement définis comme des substances azotées, basiques, d’origine naturelle et de
distribution restreinte, les alcaloides ont une structure complexe. Leur atome d’azote
est inclus dans un systeme hétérocyclique. Ils existent a I’état de sels et ils sont bio-

synthétiquement formés a partir d’un acide aminé.

La détection des alcaloides consiste, dans le cas le plus général, & une précipitation.
La précipitation est due a la capacité des alcaloides de se combiner avec les métaux et

des métalloides qui constituent les réactifs spécifiques utilisés (Bruneton, 1999).

X
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= Test pour les alcaloides

Dans un bain-Marie on mélange 0.2ml de ’extrait aqueux, éthanolique, étherique
avec 5ml d’une solution aqueuse de HCI préparée a 1% (en utilisant un agitateur avec
barreau magnétique). Aprés filtration un volume de 1ml du filtrat est traité par 3
gouttes du tétra-iodo-mercurate de potassium connu sous le nom du réactif de Mayer,
alors que I’autre quantité (1mL) est traitée par le réactif de Wagner (Annexe). Toute
floculation, turbidité ou précipitation indique la présence des alcaloides (Sofowara,
1993 ; Harborne, 1973) (Figure 19)

e Lessucres réducteurs

Il est basé sur la capacité de fonction libre du carbone anomérique des
oligosaccharides de réduire les sulfates de cuivres existants dans la solution de
Fehling 2ml des extraits aqueux et éthanolique sont placés dans des tubes a essai et
Sml de mélange d’un volume égal de la solution de Fehling (A et B) sont ajoutés et

porter a I’ébullition dans un bain-marie pendant 2 minutes (Annexe) (Figure 20).

La formation d’un précipité rouge- brique au fond de tube indique la présence des

hydrates de carbone (Trease et Evans, 1987).
e L’amidon

La réaction de I’amylose (un constituant essentiel du squelette de 1’amidon) avec
I’iode est a la base de la caractérisation analytique de I’amidon. L’extrait aqueux est
traité avec le réactif de I’amidon qui est a base d’iode (Annexe). Tout virage au bleu

violacé indique la présence de I’amidon (Bruneton, 1999) (Figure 20).
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Les tests phytochimiques sont schéematisés dans le diagramme ci- apres :

Les saponosides

5 ml d’extrait aqueux ou
éthanolique

+10 ml d’eau
distillée /agitation

+ Quelques gouttes de
I’huile d’olive/agitation

Formation de
mousse
persistante apres
15min

Formation
d’émulsion

Les tanins

1 ml d’extrait aqueux ou
éthanolique

+ 10 ml d’eau distillée +

5 gouttes de FeCls a 1%

Apparition de
couleur bleu
noiratre

Tanins
hydrolysables

Apparition de
couleur brun
verdatre

Tanins
condensés

FIGURE 18 : DIAGRAMME DE SCREENING DES DIFFERENTES FAMILLES

CHIMIQUES
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Les flavonoides

!

Les quinones libres

1ml d’extrait
aqueux et
éthanolique

}

+1ml de HCI
concentré +
3copeaux de
Magnésium

l

Apparition de couleur
rose, rouge ou jaune

(Bruneton, 1999)

l

Les alcaloides

}

1g de poudre de 0.2ml d’extrait
plante + 30ml aqueux,
d’éther de pétrole éthanolique /
éthérique
24h Agitation /
Macération +5ml de HCI
aqueux 1 %
Filtration Agitation bain marie

'

+ gouttes NaOH a 1/10 (v/v)

|

Virage de la phase aqueuse au
jaune, rouge ou violet

(Ribéreau-Gayon et Peynaud, 1968)

90°C /15 min
Filtration
\ 4 v
1ml du filtrat 1ml du filtrat
+ 5 gouttes +
du réactif de 5 gouttes
Mayer du réactif de
Wagner

Apparition d’'une Floculation,
d’une turbidité ou d’'une
précipitation

(Sofowara, 1993; Harborne,1973)

FIGURE 19: DIAGRAMME DE SCREENING DES DIFFERENTES FAMILLES CHIMIQUES




Les sucres
réducteurs

l

2ml de I'extrait
aqueux et
éthanolique

Matériel et Méthodes

L’amidon

l

5ml d’extrait aqueux

l

|

5ml de mélange de
volume égal de la
solution de Fehling

Quelques gouttes du
réactif d’amidon

|

Ebullition / 2minutes

!

Précipité rouge brique

(Trease et Evans, 1987)

l

Virage au bleue
violacé

(Bruneton, 1999)

FIGURE 20 : DIAGRAMME DE SCREENING DES DIFFERENTES FAMILLES CHIMIQUES
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2. Dosage des métabolites primaires

2.1 L’humidité (teneur en eau)

e Principe

On proceéde a une dessiccation de 1’échantillon a analyser dans une étuve a la
température de 100 °C a 105 °C jusqu’a I’obtention d’une masse pratiquement
constante. Pour éviter toute reprise d’humidité, il convient d’opérer dans des vases de

tare, placées dans un dessiccateur (Audigie et al, 1980).

e Mode opératoire

-Sécher a I’étuve, les vases de tare pendant 30 minutes a 100 °C avec couvercles
inclinés ;

-Laisser refroidir dans un dessiccateur durant 20 a 30 minutes, puis peser les vases de

tare avec les couvercles (P1) ;

-Mettre dans chaque vase 2 g d’échantillon moulu, fermer les couvercles et peser,
(P2);

-Placer les vases qui contiennent 1’échantillon dans 1’étuve pendant 3 h a 105 °C avec

couvercle incliné.

-Mettre rapidement les couvercles et laisser refroidir au dessiccateur pendant 15
minutes et peser, (P3) ;

-Remettre les vases a couvercles inclinés dans 1’étuve durant 1 heure et peser comme
précédemment. La différence entre deux pesées doit étre inférieur a 2 mg, si non

I’opération est renouvelée jusqu’a poids constant.
e Expression des résultats

Le taux d’humidité (%) d’un échantillon de matériel végétal est donné par la formule

suivante :

Taux d’humidité % = [(P3-P2) / (P1-P2)] X 100

Dont :

P1 : masse en g de la vase de tare ; P, : masse en g de la prise d’essai avant séchage.

P3 : masse en g de la prise d’essai apres séchage.

-
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A partir de la teneur en humidité en peut déterminer le taux de matiere seche qui est

donné par la formule suivante :
Taux de matiere séche % = 100 - Taux d’humidité %
2 .2. Lipides totaux

e Principe

Afin d’éliminer le reste d’humidité, I’échantillon a analyser a subi un séchage a
I’étuve a 40 °C/ 14 heures. L’extraction de ’huile est réalisée dans un extracteur de

type Soxhlet a I’aide d’un solvant organique (le n -hexane).

Aprés évaporation du solvant, le taux de matiére grasse brute est déterminé
gravimétriquement selon la méthode directe. La méthode directe consiste a peser

I’huile obtenue directement aprés évaporation du solvant d’extraction (Lecoq, 1965).
e Mode opératoire

Une enveloppe séchée préparée préalablement et pesée.

Apres avoir taré ’enveloppe, placer 1 ou2 g de I’échantillon a analyser (séché) : PE

L’enveloppe est placée dans I’appareil de Soxhlet, la durée I’extraction dépend de la
quantité d’huile présente dans I’échantillon a analyser : elle est de 3 -10 heures
(pauvres en huile) et de 6 -12 heures (riche en huile).

- peser le ballon vide séché poids A (PA).
- peser le ballon + huile extraite poids B (PB).

- PE : Poids en gramme d’échantillon séché.

e Expression des résultats

Le rendement (p) ou le taux en matiére grasse brute est donné par la formule

suivante :
p = (PB — PA/PE) x100
2.3. L’azote total et les protéines brutes

Il est réalisé par la méthode de Kjeldahl, (1883), elle comprend trois étapes : la

minéralisation, la distillation et la titration.
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e Principe

La méthode consiste a détruire la matiére organique par 1’acide sulfurique concentré

et chaud, qui fait passer quantitativement 1’azote a I’état de sulfate d’ammonium.

On déplace ensuite I’ammoniac par de la soude et on le recueille dans un excés
d’acide sulfurique de concentration connue. Un titrage en retour par de la soude de
concentration connue permet de déduire la quantit¢ d’ammoniac formée, donc la

teneur en azote du produit initial (Lion, 1955).
o Mode opératoire

(Méthode d’analyse N°07 96 06 /CACQE/ Ministére du Commerce) ;(
Kjeldahl, 1882)

= La minéralisation

Elle se fait dans une unité de digestion BUCKI-K-435. 1g environ de la poudre
d’échantillon dégraissé, tamisé a travers des mailles de 2mm et séché a 105° C
jusqu’a poids constant. Peser soigneusement et introduire dans toute sa quantité dans
un matras de Kjeldahl (le tube de digestion). Pour la digestion de chaque échantillon,

ajouter dans le matras :

-1g de catalyseur a partir d’un mélange de 15g de sulfate de potassium anhydre
(K2S0sy), 1.29 de sulfate de cuivre (CuSO,), 1 graine de Sélénium (Se)

-12ml d’acide sulfurique H,SO,4 concentré a 98%.

Aprés un certain temps de minéralisation, 1 a 2 ml de peroxyde d’hydrogéne H,O;

concentré a 35% (130vol).
-Mélangé soigneusement pour assurer un mouillage complet de la prise d’essai.

-Procéder a un préchauffage de ’appareil de digestion pendant 10 minutes a la

graduation 5.-Placer les matras sur le dispositif de chauffage.
-Les gaz d’échappement sont aspirés a 1’aide d’une trempe a vide.

-Chauffer le tube de digestion tout d’abord doucement pour éviter que la mousse

monte ou s’échappe du matras.

-Chauffer avec modération.
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Le minéralisat (le contenu du matras) est transverse dans une fiole en complétant le

volume avec de I’eau distillée jusqu’a 100 ml.
-M¢élanger soigneusement afin de solubiliser en maximum les sulfates d’ammonium.
Laisser refroidir.
= Ladistillation
Elle se fait dans une unité de distillation BUCKI-K-314.

-10ml du contenu de la fiole sont introduites dans le matras de ’unité de distillation
aux quels sont ajoutés 20 ml d’eau distillée et 30 ml de la soude caustique (NaOH) / a
35%.

-Chauffer pendant 4 minutes de fagon a recueillir 150 ml de distillat.

-Ensuite vérifier la neutralité du distillat qui coule de I’extrémité du réfrigérant au
moyen de papier pH, si la réaction est alcaline poursuivre la distillation jusqu’au
virage de la couleur du papier PH & la neutralité (vérification du passage de toutes les

molécules de NH3™).

-Le distillat est ensuite recueilli dans un erlenmeyer gradué qui contient 25 ml de
solution d’acide sulfurique a O0.IN additionné de 10 gouttes d’indicateur de
Tashiro (de couleur rose- violette en présence d’un milieu acide et verte dans le cas

d’un milieu alcalin) voir Annexe.
= Latitration

Puisqu’on utilise 1’acide sulfurique comme liquide de récupération. On va alors titrer
I’exces d’acide sulfurique avec la solution de NaOH 0.1N jusqu’a changement de la

coloration du violet au vert.

e Expression des résultats
Le pourcentage d’azote total est calculé par la formule suivante :
L’azote total (%) =N % = (Vb - Ve) x N x F x 0.014x 10x100/m

Vb : Volume en ml de la solution de NaOH a 0.1N nécessaire pour neutraliser

I’exceés d’acide sulfurique présent dans 1’essai a blanc (1g de saccharose) ;

Ve : Volume en ml de la solution de NaOH a 0.1N nécessaire pour neutraliser

I’exces d’acide sulfurique présent dans I’échantillon a analyser ;

<
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N : normalité de NaOH utilisée pour titration (0.1N) ; F : facteur de correction de la
solution de NaOH ;

m : masse en g de la prise d’essai =1g ;
10 : coefficient du volume total de la solution a doser ;
100 : coefficient du pourcentage.
= Conversion du taux d’azote en taux de protéines

100g de protéines correspond a 16g d’azote dans la majorité des cas. On utilise un

facteur de conversion bas¢ sur le taux moyen d’azote des protéines :

Les protéines brutes (%) = PB% = N %X 6.25

2.4. Les sucres totaux
L’appréciation de la quantité en oses présents dans les polysaccharides repose sur le
dosage des sucres totaux par la méthode de Dubois et al (1956) appelée aussi

meéthode phénol/acie sulfurique.
e Principe
Le dosage des monosaccharides constitutifs des polysaccharides nécessite la rupture

de toutes les liaisons glycosidiques par hydrolyse acide (1’acide sulfurique).

L’analyse repose sur des techniques colorimétriques. Le principe des dosages
colorimétriques se base sur la condensation par estérification d’un chromogene
(Phénol, Orcinol, Anthrone) avec les produits de déshydratation des pentoses, hexoses

et acides uroniques.

En milieu acide fort et a chaud, ces oses se déshydratent respectivement en des

dérivés du furfural, 5- hydroxy-méthyl-furfural et de 1’acide5-formylfuroique.

Les chromophores ainsi formés de couleurs jaunes- orange absorbent dans le domaine
du visible proportionnellement avec la quantité des sucres présents (Ruiz, 2005).

La teneur des sucres est exprimée en pg/ ml (converti en gramme / litre) de o D+

Glucose a partir d’une courbe d’étalonnage.
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e Mode opératoire
= Préparation des échantillons

-Peser 0.5g d’échantillon dans le bécher, ajouter 20 ml d’acide sulfurique 0.5 M puis

placer ’ensemble dans une étuve a 105°C pendant 3 heures ;

-Transvaser quantitativement le contenu du bécher dans une fiole de 500 ml (ajuster le

volume par de I’eau distillée jusqu’a 500 ml), puis filtrer la solution et la conserver a
4°C.
-Realiser des dilutions de 1/3 a partir de ce filtrat ; -On prépare 03 essais.

-Déposer avec précaution 1 ml de chaque essai, ajouter 1 ml de phénol a 5% et 5 ml

d’acide sulfurique (H,SO4) concentré.

-Apres agitation (vortex) les tubes sont maintenus, dans 1’étuve pendant 5 minutes a

100°C, puis laisser les dans 1’obscurité pendant 30 minutes ;
Enfin, on lit la densité optique a une longueur d’onde de 490 nm.
= Préparation de I’étalon

Pour chaque série de détermination, une gamme d’étalonnage est nécessaire, une
solution mere (SM) de a D+ Glucose de concentration 100ug /ml est  préparée

comme suit :
Préparer une solution de glucose de 0.01g / 100 ml (100ug/ ml).

A partir de cette solution meére préparer des dilutions de différentes concentrations

25ug /ml, 40ug/ ml, 60ug/ml, 75pg/ml ,100ug/ml.

Prendre 1 ml de chaque concentration (2 essais pour chaque concentration) et ajouter

1 ml de phénol a 5 % et 5 ml d’acide sulfurique a 98% a I’aide d’une burette ;

Apres agitation (vortex) les tubes sont maintenus pendant 5 minutes a 100°C, puis a

I’obscurité pendant 30 minutes ;

Lire la densité optique, de chaque concentration, & 490 nm, aprés on trace la courbe

d’étalonnage.
e Expression des résultats

Une courbe d'étalonnage a éte réalisée en paralléle dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’alpha D- Glucose comme étalon. Les résultats sont exprimés
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en mg équivalent alpha D- Glucose par 100m g de matiere seche (mg EGLU /100 mg
MS).

L'équation déduite de la courbe d'étalonnage a D glucose pour la détermination des
sucres totaux (Annexe) :

A=¢.C=0.01C, r2=0.999

C pg / ml (Concentration déduite de la courbe d'étalonnage) = [A /0.01], dont :

A : absorbance
e la pente=0.01
C : la concentration de I’a-D-Glucose en pg /ml.

La teneur des sucres totaux est exprimée en ug équivalent de a — D glucose / ml de
solution mére est convertie en pg équivalent de a — D glucose (EGLU) / 100 mg de
matiére séche (MS).

La concentration en poids / poids a été calculée en utilisant la formule suivante :
CHgEGLU /100 mgMS=[Cpug/ml. Viml.F/gMS], dont:

C pg / ml : la concentration de I’a-D-Glucose en ug /ml.

Vi : volume initial de récupération de I’extrait sec ; F : facteur de dilution ; MS :
matiére séche.
2.5 Les cendres

e Principe

Il consiste en une calcination au bec Benzene de 1’échantillon jusqu’a apparition
d’une fumée noire, puis en une incinération dans un four a moufle, dans des creusets
en porcelaine, a une température de 750°C jusqu’a ce que les résidus deviennent

blancs apres refroidissement (Audigie et al, 1980).
e Mode opératoire

-On effectue un pré incinération des creusets en porcelaine a 300°C pendant 15

minutes ;
-Apres refroidissement, on les pése vide, (Pyy

-On pése 1g de I’échantillon dans les creusets, (P2)

-
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-On introduit les creusets avec 1’échantillon dans le four a moufle a température de
750°C jusqu’a ce que le contenu en substances prises une couleur blanc grisatre qui

blanchisse apres refroidissement dans un dessiccateur ;
-Ensuite, on pese les creusets avec les cendres (P3).
e Expression des résultats

Les résultats sont exprimes selon la formule suivante :
X% = [(P3-P1) / (P2-P1)] x 100
P1 : poids de creuset vide ; P, : poids de creuset + I’échantillon avant incinération ;
P3 : poids de creuset + 1’échantillon aprés incinération ;
100 : pour exprimer le pourcentage ;
X% : pourcentage en cendre.
2.6 Les fibres alimentaires

Il est réalisé par la méthode de Henneberg et Stohmann (1860) appelée aussi la

méthode Weende en utilisant un extracteur des fibres brutes FIWE-VELP
SCIENTIFICA.

e Principe

Elle consiste a traiter 1’échantillon a analyser successivement avec de I’acide
sulfurique et de la potasse. L’hydrolyse acide/ basique (2 chaud) permet de
solubiliser la quasi-totalité du contenu cellulaire a I’exception des fibres alimentaires

et des sels minéraux.
Le résidu obtenu sera séché, incinéré puis pesé.
e Mode opératoire

-Sécher 1’échantillon a I’étuve a 105°C jusqu’a un poids constant puis laisser
refroidir dans un dessiccateur ; Peser exactement 1 g de 1’échantillon broyé poids
Py ;

-Ajouter 1’acide sulfurique a 1.25% jusqu’a I’entaille de 150 ml apres préchauffage

par le plat chaud afin de réduire le temps requit pour bouillir ;

-Ajouter 3 a 5 gouttes de n-octanol comme agent anti moussant ;
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-Bouillir 30 min exactement au début de 1’ébullition ;
-Relier au vide pour vidanger 1’acide sulfurique ;

-Laver 3 fois avec 30ml (creusets remplis jusqu’au-dessus) de ’eau distillée chaude,

se reliant chaque fois a I’air comprimé pour remuer le contenu du creuset ;

-Apres avoir vidangé le dernier, ajouter 150ml de KOH a 1.25%, préchauffer ;

- Ajouter 3 a 5 gouttes de n-octanol comme antimousse puis bouillir pendant 30
min ;

-Filtrer et laver 3 fois avec 30ml de I’eau distillée chaude, se reliant chaque fois a

I’air comprimé pour remuer le contenu du creuset ;

-Performer un dernier lavage avec de I’cau distillée froide pour refroidir les creusets,

puis laver 3 fois avec 25 ml d’acétone, remuer chaque fois par I’air comprimé ;

-Retirer les creusets et déterminer le poids sec apres séchage dans I’étuve a 105°C

pendant 1 heure jusqu’a poids constant ;

-Laisser refroidir dans un dessiccateur, ce poids (P2) représente les fibres brutes plus

la teneur en cendres par rapport au poids initial (Py).

-placer les creusets dans un four a moufle a 550°C pendant 3 heures et répéter

jusqu’a I’obtention d’un résidu blanc grisatre ;
Apreés refroidissement dans un dessiccateur ce poids représente les cendres (Ps) ;
La différence des poids représente la teneur en fibres brutes sans cendres.
e Expression des résultats
La teneur en fibres est déterminée par la formule suivante :
Fibre % = (P,- P3/P1) x 100
2. Dégraissage de la poudre d’échantillon et obtention du tourteau

L’¢limination de la matiére grasse est une étape clé qui précede les dosages des
métabolites secondaires, elle optimise le rendement en extrait. La poudre de plante
dégraissee ainsi obtenue est appelée tourteau. L’utilisation du tourteau, au lieu de la
plante non dégraissée, facilite la préparation des solutions homogénes lors des
analyses et empéche la formation des émulsions dues a la présence des lipides (Yu et
Dahlgren, 2000).
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e Mode opératoire

Le dégraissage est effectué dans un extracteur de type soxhlet en utilisant un solvant
organique : qui est le n-hexane (spécifique pour les plantes) la durée de dégraissage
dépend de la richesse de la plante en matiere grasse, qui est entre 6 ha 12 h (Lecoq,
1965). Apres, la poudre obtenue du dégraissage est appelée le tourteau et elle va servir
pour ID’extraction des métabolites secondaires (dans notre cas les composes

phenoligues).

3. Dosage des métabolites secondaires
3.5 Dosage des composes phénoliques

3.5.1 Extraction des composes phénoliques

e Principe

L’extraction de poly phénols totaux consiste a macérer a froid (4°C) la poudre dégraissée
de la plante dans une solution d’acétone aqueuse pendant 24 heures. Apres filtration, la
solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous pression réduite 60°C.
L’acétone aqueuse, et le méthanol aqueux, avec des proportions entre 50% et 70% (v/v),
sont les solvants les plus utilisés pour ’extraction des poly phénols (Yu et Dahlgren,
2005).

e Mode opératoire

Une prise d’essai de 2 g de tourteau est macérée avec 100 ml du mélange acétone
leau (70% v/v) pendant 24 heures. Apres filtration sous vide (en utilisant une fiole+
entonnoir fritté+ une trempe a vide) I’extrait est alors lavé avec le n-hexane pour se

débarrasser des autres composés a faible poids moléculaire.

Le mélange acétone/ eau, est évaporée (en utilisant le rota évaporateur) a sec sous
pression réduite a 45°C. Le résidu (extrait sec) obtenu est pesé pour calculer le
rendement (Yu et Dahlgren, 2005).

Pour effectuer les dosages des composes phénoliques (les polyphénols totaux, les
flavonoides et les tanins) ; une solution mére doit étre préparée a partir du résidu

obtenu apres sa solubilisation dans 3 a 5 ml de I’eau distillée (Dogyan et al, 2005).

S



Matériel et Méthodes

3.5.1.1 Dosage des polyphénols totaux
La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode

de Singleton et Rossi (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.
e Principe

Le dosage des composés phénoliques est basé sur la réduction de I’acide phosho-
molybdique du réactif Folin-ciocalteu (un acide de couleur jaune, constitué de poly
hétérocycles acides contenant du molybdene et tungsténe) par les polyphénols en

milieu alcalin (Catalano, 1999).

Elle se traduit par le développement d’une coloration bleu foncé due a la formation

d’un complexe molybdéne tungsténe mesuré au spectrophotometre.
e Mode opératoire

Une prise d’essai de 200 pl de chaque extrait (la solution mére ou de sa dilution) est
introduite dans des tubes a essais, le mélange (1 ml de Folin Ciocalteu dilué 10 fois et
0.8 ml de carbonate de sodium a 7.5 %) est additionné. Les tubes sont agités et
conservés durant 30 min. L’absorbance est mesurée a 765 nm en utilisant le

spectrophotometre JENWAY 7315 UV/ Vis.

= Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant [’acide gallique comme controle positif a des
concentrations finales allant de 100 & 1000 pg/ml par pallier de 100. L'équation
déduite de la courbe d’étalonnage Acide Gallique pour la détermination des

polyphénols totaux :

Ab=2.916. C, r’=0.98 (Annexe).

C ug / ml (Concentration déduite de la courbe d'étalonnage) = [Ab /2.916]
¢: la pente= 2.916; C: la concentration de 1’acide gallique en pg / ml.

La teneur des poly phénols totaux est exprimée en ug/ ml d’acide gallique (AG) est
convertie en ugEAG / 100 mg d’extrait sec (ES). La concentration en poids / poids a

été calculée en utilisant la formule suivante :

&
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Cmgeac/9ES=[Cpug/ ml. Viml. F/gES]
Ab: absorbance; Vi: volume initial de récupération de I’extrait sec; F: facteur de

dilution (22) ; ES : Extrait sec ; EAG : équivalent acide gallique.

4.1.1.2 Dosage des flavonoides au niveau de I’extrait phénolique (acétone/eau)

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par Zhishen et al (1999).

= Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui

est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le

chlorure

d’aluminium. Les flavonoides forment un complexe rose rouge par chélation des
metaux (fer et aluminium) qui absorbe & 510 nm. Ceci traduit le fait que le métal (Al)
perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygeéne de la molécule flavonoide

agissant comme donneur d’¢lectrons (Ribereau- Gayon, 1968).
*= Mode opératoire

Une quantit¢ de 500 pl de la solution étalon (catéchine) de a différentes
concentrations ou de I’extrait phénolique dilués est ajoutée a 1500 pl de I’eau

distillée.

Au temps zéro, 150 ul de nitrite de sodium (NaNO3) a 5 % est ajouté au mélange.

Apres 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10 % (m/v) est rajouté.

Apres incubation de 6 min a la température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium
(NaOH) (1M) est additionné immédiatement, le mélange est complétement agité.
L'absorbance de la solution de couleur rose-rouge est mesurée a 510 nm contre le

blanc.

La teneur en flavonoides totaux des extraits des plantes médicinales est exprimée en
milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du poids de la matiere

seche (ug ECAT/100 mg). Chaque échantillon est répété trois fois.
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= Expression des résultats

Une courbe d'étalonnage a été réalisée en parallele dans les mémes conditions

operatoires en utilisant la catéchine comme contréle positif (Annexe)

L'équation deduite de la courbe d'étalonnage Catechine pour les flavonoides totaux :
Ab =5.1403C; r2=0.98
C mg / ml (Concentration déduite de la courbe d'étalonnage) = [Ab / 5.1403]

Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent catéchine par g d'extrait sec (mg gcat /

g ES) en utilisant la formule suivante :

Cmgecatr/gES=[Cmg/ml. Viml. F/ESg]

A: absorbance;
Vi : volume initial ;
F : facteur de dilution ; ES : extrait sec.

41.12. Dosage des tannins condensés au niveau de D’extrait phénolique

(acétone/eau)
e Principe

Nous avons adopté la méthode a la vanilline avec I’HCI. Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des tanins condensés
et la formation de complexes rouges (Makkar, 2000 ; Schofield et al, 2001), cela
s’explique par la propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur
rouge par réaction avec la vanilline (Sun et al, 1998). La teneur en tanins condensés a
été déterminée par la méthode de vanilline- HCL décrite par (Julkunen-Titto, 1985).

e Mode opératoire

Un volume de 50 pl de Dextrait brut est ajout¢ a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4 %, m/v) et puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul de
I’acide chlorhydrique concentré¢ (HCl) est additionné et laissé réagir a la température

ambiante pendant 20 min. L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc.

N
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= Expression des résultats

Un standard de calibration a été réalisé en paralléle dans les mémes conditions

operatoires en utilisant la catéchine comme étalon.

L'équation déduite de la courbe d'étalonnage de la catéchine pour la teneur en tanins
condenses : Ab =0.1161C r2 = 0.99 (Annexe).
C mg / ml (concentration déduite de la courbe d'étalonnage) = [Ab / 0.1161C]

Les résultats ont été exprimés en mg d'équivalent catéchine par g d'extrait sec (mg
CATE/ g ES) en utilisant la formule suivante : C pg ECAT /gES=[Cmg/ml. Viml. F
/ ES al
Ab : absorbance ; Vi : volume initial ; F : facteur de dilution ; ES : extrait sec.

4.2. Extractions sélectives des flavonoides
e Principe
L’extraction des flavonoides est réalisée selon la méthode de Markham (1982), avec

une modification inspirée selon la méthode de Bruneton (1993). Elle est basée sur le
degré de solubilité des flavonoides dans les solvants organiques. Cette méthode
comprend deux grandes étapes : la premiére phase d’extraction se fait avec le
méthanol, pour solubiliser les flavonoides et la deuxiéme est réalisée avec I’éther
diéthylique (extraction des génines libres), et ’acétate d’¢thyle (extraction des
monoglycosides) et le n-butanol (pour solubiliser les di et les triglycosides). La phase

aqueuse restante représente les flavonoides les plus polaires polys hydroxylés.
e Mode opératoire
4.2.1. Préparation des extraits bruts

Une prise d’essai de 5g du tourteau est macérée dans un mélange méthanol-eau (80/20
v/v) a4 °C/24h. Apres une double filtration, I’évaporation du filtrat est effectuée a 60
°C sous pression réduite dans un rota-vapeur de marque Buchi R-200. Un résidu sec
de couleur jaune -orange est pesé pour déterminer le rendement en flavonoides totaux.
Une fois déterminé le rendement en flavonoides totaux, le résidu obtenu est solubilisé

dans 100ml d’eau distillée bouillante pour mettre en solution les différents

<
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flavonoides et pour accélérer 1’extraction liquide —liquide avec des solvants de

polarité croissante, 1’acétate éthyle et le n-butanol respectivement (Markham, 1982).

4.2.2 Epuisement de I’extrait brute et fractionnement des flavonoides

Dans une ampoule a décanter, la solution aqueuse bouillante va subir en premier lieu
une premiére extraction liquide- liquide avec 100ml 1’acétate d’éthyle, aprés une
décantation d’une nuit, la phase acétate éthyle est séparée de la phase aqueuse et

évaporer & sec a 35°C et le rendement en fraction acétate éthyle est déterminé.

La phase aqueuse restante dans I’ampoule a décanter est ré épuisés avec 100ml de n-
butanol, apres une décantation d’une nuit la phase n-butanol est séparée de la phase
aqueuse et évaporée a sec a 35°C et le rendement en fraction n- butanol est déterminé.
La phase aqueuse restante est évaporée a leur tour a sec 35°C et le rendement de la
fraction flavonoide aqueuse, la plus polaire, est déterminé. Chaque fraction résiduelle

est récupérée dans 3mL de méthanol pour les analyses ultérieures.

e Expression des résultats

Le rendement (p) des différentes fractions flavonoides est déterminé gravi

métriquement en utilisant la formule suivante : p = [BR — BV / PE] x100
BR : poids de ballon rempli de résidu d’extractionen g ;

BV : poids de ballon vide en g.

PE : le poids de la prise d’essai en g ;

100 : par rapport a 100g de matiére séche.

4.3 Extraction sélective des tanins

L’extraction des tannins a ¢été effectuée selon la méthode adaptée par Zhang et al

(2008).
e Mode opératoire

10g de poudre végétale dégraissee sont ajoutes a 200ml du mélange acétone — eau
(35/15, v/v). Laisser macérer pendant 3 jours a la température ambiante. Apres
filtration et élimination de 1’acétone, la phase aqueuse est reprise dans du
dichlorométhane (2 x 50 ml) afin d’éliminer les pigments et les traces des lipides. La
phase aqueuse lavée est extraite avec 4 X 50 ml d’acétate d’éthyle. Le mélange des

phases acétate éthylique récupéré et évaporé a sec a 40°C par un rota vapeur type
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HAHNVAPOR-Model : H-S-2005V-N et le rendement en tannins est déterminé gravi

métriquement ensuite le résidu est repris par 3ml de méthanol.

e Expression des résultats :

Le rendement (p) de la fraction tannique est déterminé gravi métriquement en utilisant
la formule suivante : p = [BR — BV / PE] x100

Dont : BR poids de ballon rempli de résidu d’extractionen g ;
BV : poids de ballon vide en g ;
PE : le poids de la prise d’essai en g ;

100 : par rapport a 100g de matiére seche.

5. Analyses chromatographiques

5.1. Détermination de la composition en acides gras par chromatographie en
phase gaz -liquide (CGL)

La méthode d’analyse des acides gras repose sur une réaction de saponification de la
fraction lipidique permettant de libérer des esters de glycérol. Les acides gras
libres sont ensuite transformés en des composés volatiles, les esters méthyliques
d’acides gras (EMAG). Cette réaction chimique s’appelle la méthylation (Kamoun,
1993, Etournaud 1999).

Brievement, environ 1 ml de NaOH méthanolique (0,5 N) a été ajouté a 200 mg de
I’extrait lipidique puis, le mélange a été chauffé a 80 °© C pendant 20 min. Apres
refroidissement a 4 ° C, 2 ml de solution de trifluorure de bore-méthanol (BF3) ont
été ajoutés, et la méthylation a été effectuée a 80 ° C pendant 20 min. Apres avoir
refroidi dans la glace, 2 ml de NaCl (35%) plus 2 ml d’hexane ont été ajoutés dans les
tubes. Aprés une agitation vigoureuse et une centrifugation (1200 g / 5 min), la phase
supérieure contenant EMAG a été transférée dans un nouveau tube, et analysée par

chromatographie en phase gazeuse.

Les échantillons sont quantifiés par un systéme constitu¢ d’un chromatographe en
phase gazeuse (Packard modele 417) équipé d’une colonne capillaire (30 m
(longueur), CP-WAX) couplé a un détecteur a ionisation de flamme (FID). La
température de la colonne est programmée de 85 a 210°C et celle de I'injecteur est de

250°C. La température du four a été augmenté de 85°C (1 min) a 150°C apres 30 min,
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puis de 150°C a 210°C a raison de 4°C/min. Le gaz vecteur étant de I'hélium avec un
débit 0.4 ml/min.

Pour identifier chacun des acides gras présents dans 1’échantillon analysé, les temps
de rétention des composés de I’échantillon ont été compares avec ceux du melange
d’¢étalons. Chaque expérimentation est répétée trois fois et les résultats sont exprimés

sous forme de moyenne.

5.2. Analyse chromatographique du profil phénolique des extraits des écorces
des racines d’Osyris alba L. Skeel par la chromatographie liquide a haute
performance HPLC-PDA

L’analyse qualitative des composés phénoliques a été réalisée par chromatographie en
phase liquide a haute performance couplée a un détecteur a barrette de diodes sur une
colonne en phase inverse (RP-HPLC-PDA). Le systéeme est muni d’une pompe
binaire, un détecteur a barrette de diode et une colonne Hypersil ODS C18 (150 mm,

4.6 mm, 5 pm).

La phase mobile est constituée par un mélange de deux solvants: solvant A
(Eau/Acide acétique 98/2, V/V) et du solvant B (MeOH) avec un débit de phase
mobile de 1mL/min et un volume d'injection de 20pL. Les composés phénoliques
sont élués en utilisant un gradient d'élution comme suit : 10% de B pendant 5 min,
puis a 90% de B pendant 25 min, et 100% de B pendant 15 min. Enfin, le systéme est
laissé pendant 20 min pour équilibration. La détection des composés a été effectuée a
280 nm.

Afin d’¢laborer une base de données interne propre au laboratoire des Produits
Naturels sur les composés phénoliques, plusieurs standards ont été injectés et
enregistrés. L’identification des composés phénoliques dans les différents extraits
étudiés a été effectuée par le traitement des chromatogrammes par le logiciel de

’appareil.

.
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Chapitre 2 : Evaluation des Activités Biologiques in vitro /in vivo
1. Evaluation du pouvoir antioxydant des composés phénoliques (in vitro)

1.1. Capacité Anti-oxydante Totale (C.A.T)

La capacité anti-oxydante totale (C.A.T) des extraits est évaluée par la méthode de
Prieto et al (1999). Cette technique ressemble beaucoup avec le dosage Folin
Ciocalteu, il s’agit d’un dosage des espéces antioxydantes existantes dans chaque
extrait. La teneur en antioxydant est exprimée en mg équivalents d’acide ascorbique

par gramme de la matiere seche (mg gaa/ g MS).
e Principe

Cette méthode est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent sous la forme
d’ions molybdate MoO,* & molybdéne Mo (V) MoO+ en présence de I’extrait pour

former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide.
e Mode opératoire

Dans un tube a essais a vice un volume de 0.3 ml de chaque extrait préparé a une
concentration de 1 mg/ml, est mélangé avec 3 ml de solution du Réactif (0.6 M acide
sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium)

(Annexe).

Ensuite, les tubes sont vissés a demi et incubés dans un bain Marie a 95°C pendant 90
min. Apres refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le
blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml du méthanol et il est incubé

dans les mémes conditions que les échantillons.

L’étalonnage consiste a préparer une gamme de concentration croissante d’acide
ascorbique (0.01 mg/ml,...,1 mg/ml), 3ml du Réactif de molybdate/phosphate doit
étre ajoutée a chaque concentration, aprés agitation et homogénéisation les tubes

Vissés vont subir les mémes conditions que 1’échantillon.
e Expression des résultats
La courbe d’étalonnage est tracée en utilisant le programme d’Excel.
L'équation déduite de la courbe d'étalonnage de la vitamine C (I'acide ascorbique)

(Ab=2.8429C+0.1159, r2 = 0.9785) permet de calculer :
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1. La concentration des especes anti oxydantes des différents extraits est exprimée en
mg équivalent d’acide ascorbique /ml : C mg;mi = [A - 0.1159 /2.8429]

2- La concentration des espéces anti oxydantes exprimée en mg Equivalent Acide
Ascorbique par g de matiere seche :

C mgeaal gms = [C mg/mi- V mi. F/MS ¢]
A: absorbance;

Vi : volume initial ;

F : facteur de dilution ;

MS : matiére séche.

1.2. Piégeage du radical libre DPPH
Afin d’étudier I’activité anti radicalaire des différents extraits, la méthode utilisée est
celle du DPPH (di phényl picryl hydrazyl). Ce dernier est un radical relativement

stable. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par

Sanchez-Moreno et al (1998).
e Principe

Dans ce test, les antioxydants réduisent le di phényl picryl hydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le di phényl picryl hydrazine. Ce passage de la premiére
forme a la deuxieme, est accompagné par une diminution de la densité optique
(I’absorbance) qui peut s’exprimer par le pourcentage de réduction de DPPH*

(Sanchez-Moreno, 2002).

Conventionnellement une grande capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres

est considérée comme une grande activité anti-oxydante (Lee et al, 2004).
= Mode opératoire

100 ul d’extrait de différentes concentration (entre 0,01 a 1 mg / ml), est ajoutée a 3,9
ml de solution méthanol de DPPH (0,025 ¢/L). Suite a une agitation et
homogénéisation, les échantillons sont maintenus a I'obscurité a température ambiante

pendant 30 min.
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L'absorbance est mesurée a 515nm, en utilisant un spectrométre UV / Vis JENWAY
7315, et comparée a un controle négatif sans extrait [C-] (100 pl de méthanol + 3,9 ml
de solution de DPPH).

L'absorbance du contrdle négatif est mesurée a t= 0 min. Un blanc a été préparé pour
chaque échantillon en utilisant du méthanol au lieu de la solution de DPPH (100 pl

d'échantillon + 3,9 ml de méthanol).

La vitamine C (L'acide ascorbique) préparé dans le méthanol a été utilisé comme
contréle positif [C +] également connu sous le nom de composé de référence ou de
standard ; 100 ul d'acide ascorbique ont été préparées a des concentrations (entre 0,01
a 1 mg/ml) et sont ajoutés a 3,9 ml de solution de DPPH. Les essaies sont répétées 3
fois.

. Expression des résultats

Une diminution de I'absorbance du mélange réactionnel a été considérée comme une
forte activité anti-oxydante. Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH (P1%)

est présenté par la formule suivante :

P1 % (DPPH) = [Ab (to) contrele — AD (ts0) Echantilion ou contréte * /AD (to) control 1 X 100
Dont :

Ab Contrdle - : L’absorbance du Control négative a t =0

Ab Contrdle + Absorbance d’extrait ou de standard (Vitamine C= Acide Ascorbique)

a t =30 minutes.

A partir de la variation du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la
concentration de I’extrait ou de standard (1’acide ascorbique) nous tragons une courbe
a partir de laquelle on détermine graphiquement 1’ICso qui est définie comme étant la
concentration efficace de 1’antioxydant (1’extrait ou standard) nécessaire pour réduire
ou inhiber 50% du DPPH.
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1.3. Réduction des ions ferriques F.R.A.P

o Principe

La réduction de Fe (I11) est souvent utilisée comme indicateur de l'activité donneuse
d'électrons. La majorité des composés phénoliques utilisent ce mécanisme, de

réduction de fer comme un mode de défense antioxydante (Yildrim et al, 2001).
Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986).
o Mode opératoire

1 ml de diverses concentrations des extraits (entre 0,01 a 1 mg /ml) préparés dans de
I'eau distillée sont mélangés avec un tampon phosphate (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) et 1%
de solution de ferricyanure de potassium (2,5 ml, K3 Fe (CN) 6). 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 pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du
surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2.5 ml de I’eau distillée et 0.5

ml de FeCl3, 6 H20 (0.1% fraichement préparée. L’absorbance est mesurée a 700 nm.

o Expression des résultats
L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de
la réduction de fer. L'acide ascorbique (la Vitamine C) préparé a différente

concentration est utilisé comme contréle positif ou standard.

La concentration 1Csy qui est définie comme la concentration des antioxydants
nécessaire pour réduire 50% de la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un
indice utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des

substances bioactive.

La concentration en extrait fournissant une valeur d'inhibition de 50% (EC50 ou
IC50) (ng /ml) est la concentration efficace donnant une absorbance de 0, 5 pour une
puissance réductrice. L’ICsy est obtenue a partir du graphe représenté de I'absorbance

par rapport aux concentrations d'extrait ou du standard.

=
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1.4. Test de blanchiment de la beta carotene

Ceci a été fait par la méthode de Graven et al (1992)
e Principe

Elle ressemble a la méthode d’antibiogramme par diffusion des puits : au lieu des
puits remplis d’antibiotiques on a des puits remplis d’extraits ou et standards (troues

de 4mm de diametre) (Figure 21).

Dans des boites de Pétri remplies de la gélose contenant de la beta carotene et de
I’acide linoléique avec des puits remplis d’extraits ou de standard (de la quercétine).
Aprés 4 heures d’incubation a 45°, les puits qui gardent la couleur orange du béta-
caroténe tout autour, possédent un pouvoir préventif de 1’oxydation de la beta

caroténe par les produits de dégradation de I’acide linol€ique.
o Mode opératoire

10 ml d'acide linoléique 4 raison de 2 mg/ml (solubilisé¢ dans 1’éthanol) et 10 ml de B-
caroténe 4 raison de 2 mg /ml (solubilisé dans de 1’acétone) sont ajoutés a 10 ml de
gélose fondue (1,2%). La gélose est ensuite versée dans des boites de Petri a raison
de 25 ml par boite, les boites de la gélose sont laissées refroidies et solidifies a
I’obscurité pour éviter I’oxydation due a la lumiere. Apres, avoir creusé des puits
(4mm de diamétre) a ’aide d’une pipette Pasteur, ces dernieres sont remplies, a
raison de 100 pl de chaque extrait et standard / (1mg /ml) par puits et Incubées a 45 °

C pendant 4 heures.

e Expression des résultats

Une zone de rétention de couleur orange autour des puits indique une activité
antioxydante (Figure 21). Le diametre de la zone de rétention est mesuré et comparé
a celui du standard (la quercétine). L'éthanol est considéré comme un controle

négatif.
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FIGURE 21 : TEST DE BLANCHISSEMENT DE LA BETA CAROTENE PAR LA METHODE
DE GELOSE

@
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2. Evaluation de P’activité antiulcéreuse gastrique chez le rat Wistar (in vivo)
=  Principe

Le principe consiste a provoquer d’abord des ulcéres gastriques chez les rats Wistar,
en administrant per os le mélange ulcérogene (éthanol-HCl-eau) 1ml pour chaque rat
pendant 15min. Aprés 15 minutes de I’induction des ulcéres aigus, les animaux ont
recu les extraits de la plante (400 mg/kg de rat) ou la ranitidine (la référence a la dose
de 4.28 mg/kg de rat) par gavage, a raison de 1 ml d’extrait ou ranitidine par 100 g de
poids corporel de rat. (Galati et al, 2001).

Cette ¢tude a permis d’évaluer sur le plan curatif, 1’efficacité et le pouvoir de

cicatrisation du décocté d’Osyris alba dans le traitement des ulcéres gastriques.

Elle consiste a tester 1’effet curatif de 1’extrait aqueux de la plante en étude sur
I’ulcére gastrique provoqué, chez les rats Wistar par administration d’un agent

ulcérogene a un volume de 1ml pour chaque rat.

2.1. Préparation de I’extrait et de la solution standards

11 s’agit des extraits aqueux des écorces des racines d’Osyris alba L Skeel.
= La poudre de plante décoction a 4 % (400mg/kg de rat)

L'extrait des écorces des racines d’Osyris alba est obtenu par décoction, brievement
dans un ballon a fond rond surmonté d’un réfrigérant 4 g de poudre fine de la plante
sont mélangés dans 100 ml d’eau distillée, I’ensemble est porté a ébullition pendant

15 mn. L'extrait obtenu a été filtré a I’aide d’une compresse.
» L’antiulcéreux de référence :la Ranitidine (4.28 mg/kg de rat)

la dose de 300 mg / 70 kg comme préconisé chez ’homme en cas de traitement

antiulcéreux, soit 0,67 mg/ rat (4.28 mg/kg de rat).

X
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2.2. Préparation des animaux d’expérimentation

2.2.1 Choix des animaux
Les expériences sont réalisees sur des rats Wistar de sexe male ayant un poids

compris entre 110 et 160 g. Ce choix est justifié par quatre raisons :
-le rat est un animal qui est sensible aux phénomeénes ulcérogeénes.

-selon Lambert et Levart (1960), les expériences pharmacodynamiques réalisees

chez le rat sont transposables a ’homme.

-d’un point de vue stabilité hormonale, les rats de sexe male sont plus stables que les

femelles.

-le cout de revient du rat est plus abordable par rapport a d’autres espéces comme le

lapin et le cobaye.

2.2.2. Condition d’élevage des rats Wistar

Les animaux ont été élevés dans les conditions favorables : température (20-25 °C),
exposés quotidiennement a 12 heures de lumicre (journée) et 12 heures d’obscurité
(nuit). IIs ont été nourris a base d’un régime standard a 18% de protéines brutes, sous
forme de granulés fabriqués par SARL « AL ALF » (AIN FEZZA Wilaya de
Tlemcen). Il est composé des : céréales, tourteaux de soja, issus de meunerie, huile
végétale, plus un complexe minéralo-vitaminiques. A cette alimentation s’ajoutait de

I’eau du robinet donnée a volonté.

2.2.3. Matériel de chirurgie (Annexe)
2.2.4. Solutions utilisées

2.2.4.1. Solution ulcérogéne
Le mélange HCI/ Ethanol est prépare en ajoutant la solution de HCIl a 150mM dans
I'éthanol a 60% (v/v) (Annexe).

L’agent ulcérogene est administré par gavage a la dose de 1 ml pour chaque rat selon

la méthode reportée par Galati (2001) et Astudillo et al (2002).

S
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2.2.4.2. Solution d’anesthésie
Une solution aqueuse de chloral a 10% (10g/100ml), est administrée a la dose de
0.3ml par 100 g de rat.

2.2.4.3. Solution de lavage des estomacs : une solution aqueuse de Na Cl a 9%o (9
g/1000 ml).

2.2.4.4. Solution de fixation des ulcéres
Une solution aqueuse de formol a 2% (8.1ml du formol concentré (37%) est complété

par I’eau distillée jusqu’a 150 ml).

2.2.5. Préparation des animaux

Avant I’expérience les rats Wistar ont été maintenu a jeun pendant 48h avec acces
libre a 1‘eau pour assurer un estomac vide (Garg et al, 1993). Pendant la période de
jeun, les rats ont recu un mélange de solution saccharose (8%) et de solution NaCl
saline préparée a 0.2% qui a €eté enlevé 1 heure avant I’expérimentation. Cette
procédure a été utilisée pour prévenir une déshydratation excessive pendant la famine
(Glavin et Mikhail, 1976).

2.2.6. Constitution des lots et Induction d’ulcére par gavage (Figure 22-A)

Nous avons constitué 4 lots de 5 rats chacun.
Lot 1 : contrdle négatif traité avec 1ml d’eau physiologique 9 %o NaCl /L (véhicule)
Lot 2 : contrble positif traité avec 1ml de la solution ulcérogéne (Ethanol/HCI/Eau)

Lot 3: Expérimental traité avec 1ml de la solution ulcérogéne + 1 ml des racines

d’Osyris alba décoctées (4%) par 100 g du poids du rat.

Lots 4 : chaque rat du lot standard est traité par 1ml de la solution ulcérogéne
(Ethanol/ HCI/ Eau) + 1 ml de la solution de ranitidine a raison de 0.67 mg/ml d’eau
distillée.

= Remarque
Les extraits aqueux des plantes en études ainsi que I’antiulcéreux de référence sont
préparés extemporanément pour éviter les modifications physicochimiques qui

peuvent survenir avec le temps.

Au temps t=0 ; les 20 rats ont été gavés en administrant a I’aide d’une sonde a gavage

bucco cesophagienne : 1 ml d’eau distillé aux rats du lot 1 ; 1 ml de mélange HCI/

N
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EtOH comme agent ulcérogénes aux lot 2, lot 3 et lot 4 Apres 15 minutes, les rats des
lots 3 ont recu le décocté d’Osyris alba L Skeel a raison de 1ml/rat les rats du lot

standard ont recu la solution standard (ranitidine) a raison de 1ml/rat (Galati, 2001).

Une (1) heure plus tard, tous les rats ont été anesthésiés avec le chloral (10%, a une

dose de 0.3ml/100g de rat) et ensuite disséqués.

2.2.7. Prélévement des estomacs et cotation des ulcérations (Figure 22-C)

Les estomacs ont été préleveés, ouverts le long de la grande courbure et délicatement
lavés et rincés avec 1’eau physiologique afin de ne pas enlever la couche de mucus de
la surface de I’estomac, puis les ulcéres sont fixés par la solution de formol a 2%
(Hara et Okabe., 1985).

Une fois les estomacs fixés sont étalés sur une tablette pour mieux observer les Iésions

sous une binoculaire (Galati, 2001).

A ’examen on peut observer :

-une muqueuse irritée.

-des points et des sillons hémorragiques
-des points et des sillons non hémorragiques

Selon Lwoff (1971) seuls sont considérés comme ulcérations, les points et les sillons

hémorragiques. Chaque estomac est coté de 0 a 3 selon le nombre d’ulcérations :
O=pas d’ulcérations, 1=1 a 2 ulcérations, 2=3 a 4 ulcérations, 3=plus de 4 ulcérations.
o Expression des résultats :

L’index d’ulcération est calculé selon la formule suivante :

U = Somme des cotations x % des estomacs présentant des ulcéres.

nombre d'animaux

-
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On considére qu’il y a 100% d’ulcération lorsque la somme des cotations est égale a

15, c'est-a-dire lorsque I’index est égal a 3.

Ainsi a partir de DI'index d’ulcération (L.U), on peut calculer le pourcentage

d’ulcération (P.U) qui est égale a :

PU - IT'U x100

Les lésions ulcéreuses apparaissent dans la muqueuse gastrique allongée en lignes
noir-rouge, paralléle le long de 1’axe de I’estomac. La longueur de chaque Iésion est
mesurée a 1’aide d’une régle graduée en mm. Ensuite le calcul de I’indice de 1ésion
(Indice d’ulcére) pour chaque estomac est égal a la somme de la longueur de toutes

les lésions

A partir du pourcentage on peut déduire le pourcentage d’inhibition des ulcérations
(P.1):
P.I= 100-P.U

-
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FIGURE 22 : A- GAVAGE ; B- SACRIFICE ; C- PRELEVEMENT ; D-SONDE DE
GAVAGE EN INOX

3. Analyse statistique de I’evaluation de ’activité antiulcéreuse

Les moyennes inter et intra lots ont été comparées par analyse de variance (un
facteur). Le rapport (F) de la variance inter-groupe a la variance intra-groupe permet
de savoir si I’effet du facteur étudié est significatif. Les valeurs de P inférieures a 0,05

sont considérées comme significatives.
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Chapitre 1 : Etude phytochimique d’Osyris alba L (Santalacées)

1. Introduction

Osyris alba L Skeel (OA) est connue pour ses propriétés thérapeutiques traditionnelles
dans certains pays africains (Rached et al, 2016). Comme décocté des écorces des
racines Osyris alba L Skeel est utilisé, par la population, habitant les montagnes d’Ain
Ghoraba et de Beni Snousse (sud-ouest de Tlemcen), comme fortifiant, antianémique
et agent anti-inflammatoire intestinal. Compte tenu du caractere hémi parasitaire
d'Osyris alba L, de nombreux ouvrages ont évoqué le mécanisme parasitaire ainsi que

I'anatomie de la partie responsable de son comportement parasitaire.

Cependant, a notre connaissance, il existe tres peu de publications concernant les

activités biologiques de cette espéece.

2. Détermination du taux de matiere seche

L’appréciation de la teneur en mati¢re séche repose sur la détermination du taux
d’humidité contenue dans 1’échantillon a analyser. L’analyse du taux d’humidité au
niveau des écorces de racines d’Osyris alba L Skeel, fraichement récoltés, a montré
une proportion estimée a 14.765+ 0.02%. A partir de cette valeur nous avons pu
déterminer le pourcentage en matiére séche (MS) qui s’est révélé important
85.235+0.17%.

Selon Foudhil (1990) et Fraitane (1990) ; les variations des teneurs en matiére
seche peuvent étre dues a plusieurs facteurs combinés, liée aux conditions
climatiques, au site de récolte. Par ailleurs, Jiménez et al (1977) trouvent que les
conditions de stockage modifient les teneurs en matiére séche (MS).

Les variabilités des valeurs de I’humidité sont dues principalement a certains facteurs
dont :

-Le changement de la température

-Le mode de préparation des échantillons et particulierement la perte d’eau au cours
du broyage.

-L’état physiologique des échantillons.

-La provenance ou le lieu de récolte d’échantillon sachant que le taux d’humidité est

proportionnel a I’altitude (Jiménez et al, 1977 ; CCQ, 2016).



Résultats et Discussion

3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur les écorces des racines d’Osyris alba L, ont
permis de détecter la présence de différentes familles de composés phytochimiques
par des réactions chimiques de caractérisation (Tableau 4).

TABLEAU 4 : RESULTATS DES TESTS PHYTOCHIMIQUES DES RACINES D 'OSYRIS
ALBA L SKEEL (SANTALACEE)

Familles . o
chimiques Extrait aqueux | Extrait éthanol Extrait éther di
éthyle
Saponosides +++ +++ -
Tanins +++ +++ -
Flavonoides +++ +++ -
Quinones libres + - -
Coumarines - - -
Alcaloides ++ + -
Amidon ++ - -
Sucres +++ +++ -
réducteurs

Le screening phytochimique a détecté des fortes teneurs en sucres réducteurs, en
saponosides, en tanins de couleur brun verdatre, en flavonoides et des faibles teneurs
en quinones libres. Nous avons noté I’absence totale des coumarines. Concernant les
alcaloides et ’amidon sont présents dans les écorces des racines d’O. alba L. ces
résultats corraborent avec ceux d’lwashina et al, (2001) ; Iwashina et al. (2008) et
Aljaber et al, (2010), qui ont révélé la présence des alcaloides, des composés

phénoliques (les flavonoides et les tanins) et des sucres réducteurs chez Osyris alba L.
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De plus, les travaux de Rached et al (2010) ; Rached et al (2016) qui sont réalisés sur
une autre espece appartenant au méme genre « Osyris quadripartita Salzm », ont

également montreé sa richesse en polyphénols et en flavonoides.

4. Dosage des métabolites primaires

Les teneurs en métabolites primaires exprimés en pourcentage de matiére seche,
détectées au niveau des écorces des racines d’Osyris alba L Skeel sont représentés
dans la figure 23
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FIGURE 23 : DOSAGE DES METABOLITES PRIMAIRES AU NIVEAU DES ECORCES
DES RACINES D’OSYRIS ALBA SKEEL

Pro: Protéines brutes, Lip:Lipides totaux ,Suc: Sucres totaux, Cen: Cendres,

Fib: Fibres alimentaires
Le dosage des métabolites primaires au niveau de 1’écorce de la racine d'Osyris Alba
L (EROA) montre sa richesse en protéines brutes (21 + 0.816 %) ainsi que des
teneurs appréciables en matiére de sucres totaux et lipides, avec des taux estimeés a
13.76 £ 0.175% et 12.98 £ 0.134% respectivement.

Concernant le taux des cendres et des fibres alimentaires ; les analyses révelent des
faibles teneurs comparées a celles des autres metabolites primaires dosés, estimées a
4.16 + 0.238% et 2.40 = 0.028% respectivement.
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Selon la littérature, la détermination de la teneur en metabolites primaires
(notamment les protéines brutes) au niveau des plantes, est 'un des critéres utilisés

pour valoriser la qualité nutritionnelle d’un échantillon.

La teneur en protéine dépend sans aucun doute, des conditions pédoclimatiques (la
composition du sol, la température) ainsi de stade de développement de la plante
(Nagy et al, 1978 ; Iwashina et al, 2001 ; Iwashina et al 2008 ; Aljaber et al,
2010).

Par ailleurs, les variations des teneurs en lipides peuvent étre dues aux divers
paramétres en particulier la taille des particules de la poudre des échantillons
soumises a I’extraction, ainsi que le broyage a pour objet de réduire la dimension
des particules et de ce fait augmenter la surface du contact avec le solvant
d’extraction (Buron, 1976 ; Mountasser et Elhadek, 1999). Le séchage préalable
des poudres des échantillons est un facteur important pour [’accélération de
I’extraction car il a comme avantage d’éliminer les quantités d’eau stockées dans la
plante et par conséquent il facilite I’extraction. En plus de ces paramétres il ne faut
pas oublier la provenance géographique des échantillons notamment le facteur

climatique, la date de récolte, la durée et les conditions de conservation.

De plus, la variation au niveau des taux en cendres peut étre attribuée a la
provenance géographique des échantillons notamment les conditions climatiques (la
pluviosité) et les caractéres édaphiques des sols (Buron, 1976 ; Mountasser et
Elhadek, 1999) et au type de tissu ainsi que de I’activité biologique de chaque partie
de la plante (Linden et Lorient, 1994).

5. Dosages des métabolites secondaires

5.1. Rendement et analyse spectrophotométrique des composés phénoliques

La présence d'antioxydant naturel dans les plantes est bien connue. Les composés
phénoliques végétaux constituent I'un des principaux antioxydants qui agissent
comme neutralisateurs de radicaux libres (Chikhi et al, 2013). Selon diverses études,
il s’est avéré que 1’activité antioxydante des extraits des plantes est fortement liée a sa

richesse en ces composés (Cakir et al, 2003).

Ce potentiel élevé des composés phénoliques a piéger les radicaux peut s'expliquer

par leurs groupes hydroxyles phénoliques (Cakir et al, 2003). Pour cette raison, la

-
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détermination de la quantité de phénols totaux, de flavonoides et de tanins totaux dans
I'extrait acétone/eau de I'écorce de racine d'Osyris alba a suscité un intérét particulier.

La teneur en poly phénols totaux au niveau des extraits de plantes a été déterminée
par la méthode de Singleton & Ross (1965) en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu.
Cette méthode améliorée a recommandé un réactif d'hétéropolyanion molybdo-
tungsto-phosphorique pour améliorer la spécificité vis-a-vis des phénols, la lecture de

I'absorbance étant prise a 765 nm.

Concernant I'examen des tanins, le test phyto chimique a montré la présence des
tanins condenses (couleur vert brunatre) et ces derniers ont été dosés au niveau de

I’extrait acétone eau.

A partir de I'analyse, le résultat a clairement montré la richesse de I'écorce des racines
d'Osyris alba en polyphénols totaux (PT) qui est estimée a 371,67 = 3.702 mg EAG /
g ES, suivie par un niveau élevé de tanins condensés (TC) avec 121,146 +1.96 mg

ECAT / g ES, et une quantité considérable de flavonoides totaux (FT) estimée

455,345 + 0.099 mg ECAT / g ES (Tableau 5).
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TABLEAU 5 : DOSAGE DES TENEURS EN POLYPHENOLS TOTAUX (PT), EN
FLAVONOITDES TOTAUX (FT) ET EN TANINS CONDENSES (TC), AU NIVEAU DES
ECORCES DES RACINES

Extrait Acétone / H,O (70/ 30 v/v)
Rendement % 26.295 £ 0.517
PT (Folin- Ciocalteu ) 371.67 £ 3.702
FT® 55.345 +0.099
TC® 121.146 + 1.96

a: mg EAG/g ES mg Equivalent Acide Gallique/ g Extrait Sec
b : mg ECAT/g ES mg Equivalent Catéchine /g Extrait Sec

Par comparaison avec une espece proche qui appartient au méme genre Osyris
quadripartita Salzm., Les travaux publiés de Rached et al, 2010, ont montré un
niveau élevé des poly phénols totaux et de flavonoides totaux dans les extraits brutes
des feuilles d'Osyris quadripartita Salzm avec 438,99 + 7.52 mg EAG /g ES et 72,09
+1.60 mg ECAT/g ES respectivement, cependant, ils ont déemontré une quantité
inférieure de polyphénols et de flavonoides totaux dans la partie des fruits immatures
avec 109,49 + 11.07mg EAG/g ES et 16,95 + 1.93 mg ECAT/g ES, respectivement.

Selon la littérature, la partie végétale étudiée, les conditions de séchage et les
méthodes d'extraction représentent les principaux parameétres qui affectent les taux de
composés phénoliques. Les arbres a feuillage sont plus riches en matiére de composés
phénoliques que les graines ou les racines (F.A.O./1.A.E.A, 2000), car les feuilles
sont le siege de la photosynthese et de la production de métabolites secondaires, la
partie feuilles est également plus exposée aux conditions extrémes, comme les rayons
UV, la salinité, le changement des conditions météorologiques, les microorganismes
et des animaux, ce qui explique la nécessité de produire davantage de composés
phénoliques comme substance défensive dans cette partie de la plante (Croteau et
al,2000 ;Dewick, 2002 ; Boizot et Charpentier, 2006).

S
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L'extraction d'ingrédients actifs a haute valeur ajoutée de la matiére végétale, en
particulier des polyphénols, est une étape cruciale dans l'isolement ainsi que dans
I'identification des composés phénoliques. La solubilité des composés phénoliques
dépend de leur nature chimique dans la plante, qui varie des composés simples tels les
phénols simples et les acides phénoliques, aux composes hautement polymerisés tels
les tanins et la lignine (Jokic et al, 2010).

Cette diversité structurelle est responsable de la grande variabilité des propriétés
physico-chimiques influengant I'extraction des polyphénols (Garcia Salas et al,
2010). Entre autres, la solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité
du solvant utilisé. Il est donc tres difficile de développer un procédé d'extraction
adapté a I'extraction de tous les composés phénoliques de la plante (Koffi et al, 2010 ;
Bonnaillie et al, 2012).

5.2. Extractions sélectives et rendements des composés phénoliques

Puisque I'écorce de racine de la plante Osyris alba L Skeel (EROA) est utilisée en
médecine traditionnelle par la population locale sous forme de tisane, nous avons
tenté d'extraire les tanins et de séparer les flavonoides et avoir une bonne séparation
de ses principes actifs responsables de son pouvoir anti-inflammatoire et donc
validant leur utilisation, la méthode d'extraction retenue est basée sur la solubilité

différentielle des flavonoides dans les solvants organiques (Tableau 6).

TABLEAU 6 : EXTRACTIONS SELECTIVES DES FLAVONOIDES ET DES TANINS AU
NIVEAU DES ECORCES DES RACINES D’OSYRIS ALBA L SKEEL

Extraction selective des Flavonoides Rendements%
FV ED 0.064 + 0.009
FV AE 1.143+0.174
FV BUT 4.013 + 0.609
FVAQ 8.763 + 0.416
Extractions Selectives Des Tanins Rendements%
Epuisement avec aceate ethylique 3.98+0.561

FV : Fraction Flavonoides. ED : Ether Di éthyle., AE : Acétate Ethyle., BUT : n-Butanol.,
AQ : Aqueuse., TAN : tanins

-
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Concernant les fractions flavonoides, les résultats ont montré un niveau élevé (8,763 +
0.416%) avec la fraction aqueuse (FVAQ), contenant le plus de composés
phenoliques hydrosolubles. Le rendement de la fraction n-butanol (FVBUT),
contenant principalement les di et tri glycosides, est relativement élevé (4,013 +
0.609%). Cependant, le rendement de la fraction d'acétate d'éthyle (FVAE) contenant
certains aglycones et les monoglycosides est quatre fois inférieur a celui de la fraction
n-butanol (1,143 £ 0.174%) et la fraction éther di éthylique (FVED), riche en
aglycones, donne un rendement encore trés faible (0,064 + 0.009%). Il est a noter que
I'étape de lavage (élimination de la chlorophylle et des pigments) avec certains
solvants organiques comme le dichlorométhane, I'éther de pétrole affecte les fractions

flavonoides, en particulier la fraction éther di-éthyle (FVED) (Bruneton, 1993).

D'aprés lextraction selective des tanins , I’extrait des tanins (TAN) donne un bon

rendement estimé a

(3,98% £ 0.561) (Tableau 6). L’extraction des tanins dépend également de leur

structure chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires (Koffi et al, 2010).

6. Analyses Chromatographiques

6.1. Chromatographie liquide a haute performance HPLC-PDA du profil
phénolique

Selon les résultats obtenus (figure 24), I'analyse chromatographique de I'extrait des
polyphénols totaux PT des écorces des racines d’Osyris alba L Skeel a montré la
présence de 1I’Acide Gallique (un acide phénolique) comme composé majoritaire et la
présence de la Quercétine (une flavonoide) comme deuxiéme composé identifié parmi

19 composés présents dans le chromatogramme.
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FIGURE 24 : ANALYSE DU PROFIL PHENOLIQUE DE L’EXTRAIT DES POLYPHENOLS
TOTAUX (PT) DES ECORCES DES RACINES D’OSYRIS ALBA L SKEEL PAR HPLC
Ces résultats intéressants sont cohérents avec le dosage Folin Ciocalteu (Tableau 5)
qui confirme la forte teneur en polyphénols totaux exprimée en équivalent Acide
gallique. De plus la présence de ces deux molécules (Acide gallique et Quercétine),
trop connues par leur propriétés antioxydantes, antiinflammatoire, antihistaminiques
et antinéoplasiques (Chong-Hyeon Yoon et al, 2013 ; Zhao et al, 2014;
Kahkeshani et al, 2019), dans I’extrait phénolique démontrent que les composés
phénoliques de I'écorce de racine d'Osyris alba L Skeel ont donc un grand potentiel

thérapeutique comme sources de produits de santé naturels.

Concernant la plante étudiée, il n’y pas des travaux qui traitent la partie racinaire de la
plante, cependant le travail scientifique d’Iwashina et al, (2007) réalisé sur la partie
aérienne d’Osyris alba L Skeel a montré que la composition flavonoide des parties
aériennes et des fruits était essentiellement similaire, montrée par HPLC et par
chromatographie sur papier bidimensionnelle (1**BAW et 2°™ 15% HOAC). Les
flavonoides ont été identifiés comme de la quercétine 3-O-rutinoside (Iwashina et al,
2001) et du kaempférol 3-O-rutinoside (lwashina et Hatta, 1998), par spectres UV
selon Mabry et al (1970),
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Il a été démontré que les caracteres flavonoides de la famille des Santalaceaes sont
des flavonols tels que le kaempférol et la quercétine avec des dihydroflavonols (Gian-
nasi, 1988). Dans cette enquéte, un nouveau caractére chimique, les C-
glycosylflavones, a également été trouvé dans les parties aériennes et les fruits
d. Osyris alba L Skeel (Iwashina et al, 2007).

Par ailleur, la caractérisation phytochimique des extraits aqueux et de différentes
fractions organiques des feuilles d’une espéce voisine Osyris quadripartita Salzm. Ex
Decne (Rached et al, 2016), en utilisant la chromatographique (HPLC couplée a la
détection par barette de diodes et a la spectrométrie a ionisation par électro
pulvérisation (HPLC-DAD ESI / SM), a montré sa richesse en composés phénoliques
dont 28 composeés phénoliques individuels ont été identifiés : quinze flavan-3-ols, six
flavones, quatre flavonols, deux acides phénoliques et un dérivé de flavanone. Les
principaux composés abondants dans la fraction d'acétate d'éthyle étaient la (+)
catéchine et le dimére de procyanidine B1 (EC-4,8-C). La quercétine-3- O-rutinoside
était le principal composé a la fois de la fraction n-butanol et de I'extrait aqueux brut.
En comparant avec la littérature, nous avons noté la prédominance de la quercétine
comme flavonol dans les extraits analysés ce qui concorde avec nos résultats,
cependant 1’acide gallique, identifié dans les échantillons étudiés, est totalement
absent au niveau des feuilles d 'Osyris alba L Skeel selon les études d’Iwashina et al
(2007) et des feuilles d’Osyris quadripartita Salzm. Ex Decne selon les travaux de
Rached et al, (2016).

Selon la bibliographie, la différence au niveau du profil phénolique des extraits est
éventuellement due a différents facteurs phyto-pathogenes (infections bactériennes et
mycoses et déficience en oligoéléments et sels minéraux), qui sont directement liés a
diverses conditions géographiques, génetiques et culturelles (Avallone et al, 1997).
De plus, les techniques utilisées et les méthodes de préparation des échantillons
influencent beaucoup les concentrations en polyphénols (Custddio et al, 2011).

-
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6.2. Détermination de la composition en acides gras par chromatographie en
phase gaz-liquide (CGL) :

A notre connaissance, il n'y a aucun rapport dans la littérature concernant la CGL de

I'huile extraite de 1’écorce de la racine d'Osyris alba L Skeel.

L'huile extraite de I'écorce de la racine d'O. alba L Skeel (EROA) est de couleur
orange-miel, avec un aspect visqueux, une odeur et une saveur prononcee, avec un
rendement d'environ 12,98 + 0.134%. Selon Jimenez et al, (1977), il a été établi
que ’extraction de I’huile par solvant organique est la méthode la plus fiable et la plus
rentable d'un point de vue économique. Une méthode de chromatographie en phase
gazeuse -liquide (GLC) a été développée pour l'analyse quali-quantitative de la
composition en acides gras (Figure 25 ; Tableaux 7). L'analyse chromatographique a
montré la composition diversifiée de I’huile extraite en termes d'acides gras saturés
(AGS) et insaturés (AGIS) avec des teneurs estimées a 58% et 42% respectivement
(Tableau 7).
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FIGURE 25 : COMPOSITION EN ACIDE GRAS DE L’HUILE EXTRAITE DES ECORCES
DES RACINES D 'OSYRIS ALBA L
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TABLEAU 7 : COMPOSITION EN ACIDES GRAS DE L’HUILE EXTRAITE DES ECORCES
DES RACINES D’OSYRIS ALBA L SKEEL

Acides Gras Symbole Pourcentage (%)
Acide palmitique 16:0 10.703
Acide stéarique 18 :0 13.239
Acide oléique 18:1 11.784
Acide linoléique 18 : 2n-6 21.481
Acide linolénique 18 :3n-3 6.0414
Acide arachidique 20:0 18.068
Acide eicosatriénoique 20 :3n-3 18.684
Acides gras saturés AGS 42
Acides gras insaturés AGIS 58
AGS/AGIS - 0.724
AGIS/AGS - 1.381
Acides gras monoinsaturés AGMI 11.784
Acides gras polyinsaturés AGPI 46.2064
AGPI/AGS - 11
AGMI/AGPI - 0.255
Omega 3 -3 21.481
Omega 6 ®-3 24.7254
-6/ ®-3 - 0.9
-3/ ®-6 - 1.151

Concernant les acides gras satures (AGS) nous avons l'acide arachidique (Ara)
(C20:0) vient en premier lieu avec une teneur estimee a 18,068%. L'acide

arachidique ou acide eicosanoique est unacide grassaturéa chaine longue



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_gras
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_gras_satur%C3%A9

Résultats et Discussion

(AGCL;C20:0) de formule semi-développée CH3(CH;)1sCOOH. Il est présent dans
I'nuile d'arachide et d'autres huiles végétales, et les huiles de poisson.

En deuxiéme position vient I'acide stéarique C18 : 0 avec 13,24%, l'acide palmitique

se place en dernier lieu avec 10,70%.

Concernant les acides gras insaturés (AGIS), nous avons révélé la présence des deux
catégories : celles des acides gras monoinsaturés (AGMI) avec un pourcentage

de 11. 784% et la catégorie des acides gras polyinsaturés (AGPI) avec un pourcentage
plus important de 46.2064% (Tableau 7). L'analyse montre la présence de ’acide
gras mono insaturé (AGMI) (oméga 9) : acide oléique avec une teneur estimée a
11,78%. Selon Bowman et al, (2012), les acides gras monoinsaturés de la série
oméga 9 ont pour effet de faire baisser le taux de LDL-cholestérol (mauvais). Ils
contribuent donc a réduire les risques de maladies cardiovasculaires et d'hypertension.

De plus, cet acide gras est connu par ses effets anti-inflammatoires et anti-cancéreux.

Concernant I’effet préventif du cancer, des études montrent une plus faible présence
de cancers du sein, du colon et de la prostate chez les populations dont I'alimentation
est de type méditerranéen avec une consommation élevée d’acide oléique qui est
fortement présent dans les olives et I’huile d’olive. Les chercheurs pensent que cet
effet protecteur pourrait étre attribué en priorité aux antioxydants que 1’olive renferme
en abondance mais il est possible qu’un apport élevé en oméga-3 et en oméga-9

puisse contrer un effet cancérigene des oméga-6 (Bowman et al, 2012).

En ce qui concerne, les acides gras polyinsaturés la caractérisation du profil en acide
gras, de I’huile extraite des écorces des racines d’Osyris alba L SKeel, a révélé la
présence d’un acide gras polyinsaturé a longue chaine (AGPI -LC), de la série oméga
3, qui est I’acide eicosatriénoique (ETA) (C20 : 3n-3), aussi nommé I’acide di homo
linolénique, qui vient en premier lieu avec une teneur de 18,684%. Il s’agit d’un
acide gras rare de la série des oméga-3. Chez I'homme normal, il représente moins de
0,25% des acides gras des phospholipides seriques. Cependant, les études de
Wishart et al (2013) ont prouvé leur role essentiel dans 1’inhibition des réactions
d'élongation / désaturation des acides gras qui convertissent les acides gras C-18

alimentaires en acides gras C-20. Ces derniers sont des précurseurs des eicosanoides

-
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(produits de leur peroxydation enzymatique) intervenant dans les phénomeénes
inflammatoires (Wishart et al, 2013).

De plus, selon des travaux antérieurs il a été montré que l'application topique dETA
protége contre les dommages cutanés induits par les UV chez les souris sans poils et
suggerent que 1’acide gras ETA peut étre un agent potentiel pour prévenir et / ou

traiter I'inflammation et le photo-vieillissement induits par les UV (Xing et al, 2010).

Par ailleurs, la CGL a mis en évidence la présence des acides gras polyinsaturés
essentiel (AGE), l'acide linoléique oméga6 (C18 : 2n-6) avec un rendement de
21,48% qui n’est pas loin de la valeur trouvée dans 1'huile de Colza (21%) (Morin et
Pares, 2012). L'acide linoléique est impliqué dans de nombreuses fonctions
physiologiques. Il intervient dans le fonctionnement du systeme immunitaire, dans la
réponse inflammatoire et dans la fabrication de la membrane cellulaire. lls
interviennent également dans la fertilité et la reproduction, I’intégrité¢ de I'épiderme,
contribuent a un taux plus bas de mauvais cholestérol et participent a la prévention de
formation d'une thrombose (Amselem, 2013 ; Matrat, 2016). Un apport tres faible
ainsi qu'un exces dacide linoléique sont déléteres au regard du risque
cardiovasculaire. Un taux trop élevé favorise I'oxydation des lipoprotéines qui les

rendent athérogéniques (Matrat, 2016).

Les analyses montrent aussi, la présence d’un autre acide gras essentiel (AGE) oméga
3 de la chaine moyenne C18(ALA) (acide a-linolénique 6,04%). L’acide linolénique
(ALA) est le chef de file de la famille des oméga 3. Il joue un réle clé au niveau des
membranes cellulaires, régule la tension artérielle, diminue le taux de triglycérides,
agit sur les réactions inflammatoires, immunitaires (comme [I’allergie) et surtout
participe a la formation de I’EPA et du DHA. On le trouve dans : I’huile de lin, de

noix, de colza, de soja (Morin et Pares, 2012 ; Amselem, 2013).

Sur le plan nutritionnel et diétetique, I'huile extraite des écorces des racines d'Osyris
alba est principalement composée d'acides gras insaturés a isomérie géométrique CIS
et ne présente par conséquent aucun probleme de digestion ou d'assimilation a
l'organisme humain. Nous marquons 1’absence d'acide érucique (C22 : 1n-9, oméga 9)

(Era) ce qui indique I’huile d'Osyris alba comme huile non toxique (Rahmani, 2005).

-
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Apres avoir classes et analyser les acides gras on a obtenu ces différents ratios :
AGPI/AGS, 06/®m3, ®3/06.

De point de vue nutritionnel ces rapports présentent un intérét bénéfique pour la sante,

du consommateur.
e Le ratio AGPI/AGS :

Les résultats du ratio AGPI/AGS de I’huile d 'Osyris alba L Skeel analysée donne
une valeur de 1.1 ce qui lui procure une valeur nutritionnelle trés importante en
comparaison a d’autres rapports nutritionnels d’AGPI/AGS qui sont inférieure a 1.
Ainsi ce ratio joue un role tres important dans la diminution de la pression artérielle,

en faveur d’une réduction du risque de maladies cardiovasculaires (Hall, 2009).

La méta-analyse des essais cliniques, dans lesquels les concentrations sériques de
cholestérol du groupe avec un ratio AGPI/AGS élevé étaient sensiblement inférieures
lors du suivi que celles du groupe témoin, a révélé qu’un régime alimentaire plus
riche en AGPI et plus pauvre en AGS diminuait le risque de cardio pathie corronaire
mortelles (CPC) (FAO, 2014) Une analyse combinée de onze études de cohorte
portant sur les lipides alimentaires et les maladies coronariennes a été présentée lors
de la Consultation d’experts (Jakobsen et al, 2009). Selon les résultats du projet «
Pooling Project of Cohort Studies on Diet ans Coronary Disease » qui a combiné les
résultats de 11 études de cohorte — toutes conformes aux critéres de qualité en matiere
d’évaluation nutritionnelle, de durée du suivi et d’établissement des faits — afin
d’examiner les effets d’une substitution des AGS par des AGMI, des AGPI ou des
glucides sur les cas de CPC (cardiopathies coronaire) et les décés qui y sont liés. La
principale conclusion est une diminution significative du risque de déceés dus aux CPC
et de cas de CPC lorsque les AGPI remplacent les AGS. Ainsi que des données issues
d’essais cliniques indiquant que le risque de CPC est plus faible avec un régime
alimentaire affichant un ratio AGPI/AGS éleve, et les effets des AGPI sur la baisse du
Cholestérol de faible densité (C-LDL) et du ratio cholestérol total (C-T)/cholestérol
de haute densité (C-HDL), ont poussé la Consultation a conclure qu’il existait des
données probantes démontrant un risque inférieur de CPC lorsque les AGPI
remplacent les AGS (FAO, 2014).

-
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Les acides gras polyinsaturés de type Oméga 3 et Oméga 6, font partie de nombreux
éléments naturels essentiels qui operent dans notre corps. Cela comprend donc la
constitution des membranes cellulaires, le maintien de leur intégrité, le bon

fonctionnement des systemes hormonaux, cérébraux ou encore cardiovasculaires.

En clair, un bon équilibre entre ces deux types d’Oméga est clairement nécessaire
pour notre corps. Chacun d’entre eux ne peut se passer de 1’autre en termes d’apports,

notamment parce qu’ils n’ont pas les mémes propriétés ni les mémes effets.
e Le ratio -6/®-3 :

Une bonne alimentation est en grande partie définie par un rapport équilibré dans la
consommation d’Oméga3 et d’Oméga6 (Kris-Etherton et al, 2002). Selon les
recommandations émises par 1’Afssa, un ratio proche de cinq doit idéalement é&tre
établi. Cela signifie que nous devons respecter un ratio omégaé/oméga3 compris entre
1:1et4:1 (ISSFAL, 2004). En d’autres termes, une alimentation que 1’on considére
comme équilibrée doit alors apporter cing molécules d’Oméga 6 pour une seule

molécule d’Oméga 3.

Les chercheurs estiment qu’un déséquilibre entre les acides gras -3 et ®-6 entraine
certaines maladies inflammatoires et auto-immunes. La diminution du ratio ®-6/®-3
dans le régime diminue la synthese des prostaglandines (PG) et des thromboxanes
(TX)de la série 2 et des leucotrienes (LCT) de la série 4. Elle favorise celle des
prostaglandines de la série 3 et des leucotriénes de la série 5. Ainsi, il semble que le

ratio 0-6/w-3 influe sur I’agrégation plaquettaire (Hall et al, 1992).

Pour une alimentation équilibrée, et d’apres les résultats, nous avons remarqué que le
ratio w-6/ ®-3, de I'huile d'Osyris alba, est bien inférieur & 4. (CGNH, 2002 ;
Rahmani, 2005). Les études montrent qu'un ratio de ®-6 aux ®-3 inférieur a 4 est
plus souhaitable pour réduire le risque de nombreuses maladies chroniques qui sont

devenues des épidémies dans la plupart des sociétés occidentales.

Des chercheurs du Center for Genetics, Nutrition and Health de Washington, D.C
(CGNH)., ont constaté que plus le ratio ®-6 / ®-3 est faible chez les femmes, plus leur
risque de cancer du sein est faible. Un ratio de 2 : 1 supprime l'inflammation chez les
patients atteints de polyarthrite rhumatoide, et un ratio de 5 : 1 a un effet bénéfique
sur les patients asthmatiques (CGNH, 2002).

.
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Ratio ®-3/®-6 :

L’ANSES (Agence Nationale de Sécurit¢é Sanitaire de 1’Alimentation, de
I’Environnement et du Travail) préconise depuis 2010, un ratio de 1 :5, c’est-a-dire 1

molécule d’oméga 3 pour 5 molécules d’oméga 6 consommées.

Selon les résultats, les analyses de CGL montrent que le ratio w3/w6 de 1’huile
d’Osyris alba L Skeel est de 1.15: 1 c’est a dire 1 molécule d’oméga 3 pour 1
molécule d’oméga-6, ce ratio est plus important que celui préconisé par I’ANSES, ce
qui nous améne a déduire que I’huile extraite des racines d’Osyris alba L Skeel est de

bonne qualité nutritionnelle.

L’alimentation occidentale est souvent trop riche en oméga 6 (entre 10 a 30 fois la
quantité journalicre recommandée par I’ANSES. Une consommation excessive et
répétée d’oméga 6 empéche la bonne assimilation des oméga-3 et induit a la longue,
des déséquilibres physiologiques. Par ailleurs et d’aprés Bourre et al, (1984) un
régime alimentaire pauvre en ®3 et en w6 peut modifier la composition des cellules et
des particules subcellulaires et selon Eun Jung Chung et al, (1997), ce rapport a un

effet sur I’évolution comportementale et plus précisément sur les neurotransmetteurs.

&
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Chapitre 11 : Activites biologiques des écorces des racines d’Osyris alba L skeel
(invitro /in vivo)

1. Evaluation du pouvoir antioxydant des composés phénoliques in vitro

Il est bien connu que les flavonoides, les tanins et les composés phénoliques
présentent une activité antioxydante, leurs effets sur la nutrition et la santé humaines
sont considérables. Le mécanisme d'action des flavonoides passe par le processus de
piégeage ou de chélation (Cook et al, 1996 ; Kessier et al, 2003). Les agents
antioxydants agissent comme des neutralisateurs de radicaux libres (Shahidi et al,
1992).

A notre connaissance, il n'y a aucun rapport dans la littérature concernant l'activité

antioxydante des écorces des racines d'Osyris alba L Skeel (EROA).

En raison des facettes réactives et complexes des composes phytochimiques, il est
évident que les antioxydants naturels, étant multifonctionnels, ne peuvent pas étre
pleinement évalués au moyen de méthodes unidimensionnelles uniquement. Donc,
comme il est impossible pour un seul essai de refléter avec précision toutes les
sources radicalaires, ainsi que tous les antioxydants dans un systeme complexe, une
évaluation valide exige l'utilisation de plusieurs méthodes d'essai qui permettent
I'inclusion de différents mécanismes d'inhibition, mais au moins deux systémes ont
été recommandés pour la détermination de l'activité antioxydante afin d'établir
l'authenticité (Schlesier et al, 2002) (Takashima et al, 2012). Pour cette raison,
l'activité antioxydante de chaque extrait d'écorce de racine d'Osyris alba L a été
déterminée par quatre méthodes qui sont : la capacité antioxydante totale CAT, le
piégeage de radical libre DPPH, la réduction de I’ion ferrique FRAP et le test de

blanchissement de la B-caroténe par les dérivés oxydés de 1’acide linoléique.

1.1 Capacité antioxydante totale C.A. T

La méthode de la capacité antioxydante totale permet de déterminer la quantité
d'espéces antioxydantes existantes dans l'extrait des poly phénols totaux (PT), les
tanins (TAN) et les fractions flavonoides (FV).

La CAT des composes phénoliques a été exprimé en mg d'équivalents d'acide

ascorbique par g de matiere seche. A cet effet, une courbe d'étalonnage a été realisée
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en paralléle, dans les mémes conditions opératoires, en utilisant l'acide ascorbique

comme standard.

L'équation déduite de la courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique (A = 2.8429C +
0.1159, r2 = 0.9785) (Figure 26)
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FIGURE 26 : COURBE D’ETALONNAGE DE L’ACIDE ASCORBIQUE (VITAMINEC)

C.AT

Les résultats de la capacité antioxydante totale, exprimés en équivalents d'acide

ascorbique de chaque extrait sont présentés dans le tableau 8.

TABLEAU 8 : CAPACITE. ANTIOXYDANTE. TOTALE (C.A.T) DES COMPOSES
PHENOLIQUES EXTRAITS DES ECORCES DES RACINES D’OSYRIS. ALBA L SKEEL
EXPRIMEE EN MG EAA/G MS

Extraits : EAA mg/g MS
PT 8.815 £ 0.165
TAN 5.038 £ 0.058
FVAE 2.746 + 0.019
FVBUT 1.65+ 0.02
FAQ 1.53 +£0.077

mg EAA/g MS : milligramme Equivalent Acide Ascorbique / gramme de matiere seche

PT : Polyphénols totaux, TAN : tanins, FV : Fraction flavonoide, AE : Acétate éthyle, BUT : n- butanoal,

AQ : Agqueuse.
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D’apres les analyses, les résultats ont révélé que 1’extrait des poly phénols totaux (PT)
est l'extrait le plus riche, en mati¢re d’antioxydant, avec une valeur estimée a 8,185
mg EAA /g MS suivi des tanins (TAN) (5,038 mg EAA/g MS), la fraction acétate
d'éthyle (FVAE) (4,75 mg EAA / g MS), la fraction n-butanol (FV BUT) (2,97 mg
EAA / g MS). La fraction aqueuse (FV AQ) contient la valeur la plus faible (1,65 mg
EAA /g MS).

La haute capacité CAT, de I’extrait PT, pourrait étre attribuée a la présence de
synergie des composes phytochimiques tels que les composés phénoliques, les
flavonoides et les tanins présentés dans nos résultats précédents, avec des teneurs
élevées (Falleh et al, 2008). Des études scientifiques ont confirmé cette affirmation,
montrant que de nombreux flavonoides et poly phénols apparentés contribuent de
maniere significative a l'activité antioxydante totale de nombreux fruits tels que le
raisin rouge (Negro et al, 2003), les legumes (Luo et al, 2002) et les plantes
médicinales (Bourgou et al, 2008). De plus, la capacité antioxydante dépend non
seulement de la teneur totale en phénol mais de la composition spécifique en phénol,
ainsi que le nombre total de groupes hydroxyles phénoliques et leur position sur le
noyau aromatique influencent la capacité antioxydante. Il s’est avéré que plus le
nombre d'hydroxyles phénoliques orientés ortho ou para est éleve, plus l'activité
antioxydante est élevée (Frankel et al, 1995).

1.2. Piégeage du radical libre D.P.P.H

La méthode du piégeage du radical libre DPPH est un moyen facile, rapide et sensible
pour controler I'activité antioxydante de composés spécifiques ou d'extraits de plantes
(Koleva et al, 2002). Le DPPH est un radical libre stable, qui a été largement utilisé
comme outil pour estimer les activités d'eélimination des radicaux libres par les

antioxydants (Krishnaiah et al, 2010).

La valeur ECsg ou ICsp représente essentiellement la concentration requise pour qu'un
antioxydant atteigne 50% de la récupération des radicaux DPPH (Chen et al, 2013).
Des valeurs d’ECsq plus faibles sont liées a une activité d'élimination des radicaux
libres plus élevee d'un antioxydant (Osman, 2011). Ce paramétre est déterminé
graphiquement sur les courbes tracées en pourcentage d'inhibition en fonction des
différentes concentrations du standard (acide ascorbique) et des composés
phenoliques testés (Figures : 27, 28, 29, 30, 31 et 32).
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FIGURE 32 : COURBE DU PIEGEAGE DU RADICAL LIBRE DPPH PAR LA FRACTION
FLAVONOIDE AQUEUSE (FVAQ)

D'apres I'analyse, nous constatons que tous les composés phénoliques testés de
I'écorce de racine d'Osyris alba (EROA), y compris I'extrait polyphénols totaux (PT),
les fractions flavonoides (FV) et L’extrait des tanins (TAN), ont pu piéger les
radicaux libres DPPH dans une concentration de maniere dépendante (ECsp) (Tableau
9).




Résultats et Discussion

TABLEAU 9 : PIEGEAGE DU RADICAL LIBRED P P H ET POUVOIR ANTI
RADICALAIRE DES COMPOSES PHENOLIQUES EXTRAITS D’EROA EXPRIMEE EN
EC50

Extraits EC 5 pg/ ml°
AA 3.317 £0.042
PT 2.245 £ 0.047
TAN 12.523 =+ 0.097
FVAE 12.292 + 0.0684
FVBUT 11.184 +0.097
FVAQ 13.44 £ 0.235

®: Concentration inhibitrice (a laquelle 50% du DPPH sont réduits ) exprimée en microgramme
par millilitre de solution mére. AA : Acide ascorbique, PT : Polyphénols totaux, TAN : tanins, FV :
Fraction flavonoide, AE : Acétate d’éthyle, BUT : n- butanol, AQ : Aqueuse.

L’évaluation du pouvoir antiradicalaire nous a montré que l'extrait des polyphénols
totaux (PT) est I'extrait le plus actif avec une ECsg (2,245+0.047pg/ml) cette derniere
dépasse I’ECsp du standard qui est D’acide ascorbique (AA : vitamine C)
(3,317£0.042ug/ml). Nous avons noté le pouvoir important de la fraction flavonoide
n-butanol (FVBUT) (11.184£0.097ug /ml) suivie de la fraction acétate d’éthyle
(FVAE) (12.292+0.0684 pg/ml) et I’extrait tanins (TAN)(12.5234+0.097ugmL). La
fraction flavonoide aqueuse (FVAQ) (13,44+0.235ug/ml) vient en dernier échelle. En
comparaison avec une espece proche Osyris quadripartita Salzm., Les travaux publiés
de Rached et al, 2016 ont révélé que les fractions flavonoides d'acétate d'éthyle
(FVAE) et de n-butanol (FVBUT) ont montré une activité importante avec des ECsp =
5,2 pug/ml et 10,3ug/ml respectivement, qui ne sont pas tres loin de nos fractions
analysées. Selon Gurib-Fakim (2006), les plantes médicinales contiennent
généralement des mélanges de différents composés chimiques qui peuvent agir

individuellement, en complément ou en synergie pour ameliorer la santé.

Le pouvoir antioxydant élevée de l'extrait des polyphénols totaux (PT) peut
s'expliquer par ’effet synergique des différents composés phénoliques (phénoliques,
flavonoides et tanniques) qui subsistent dans le melange de I'extrait brut hydro-

acétone.

104



Résultats et Discussion

Dans ce contexte, des investigations visant I’effet antioxydant synergétique de
quelques flavonoides et acides phénoliques ont confirmé que la combinaison de
I’acide gallique et la quercétine a donné¢ un pouvoir synergétique antioxydant de
I’ordre de 55.2%, de plus, les travaux ont montré que la mélange de 1’acide gallique et
I’acide caféique présentent I’effet synergique le plus actif avec un pourcentage de
137.8% (Hajimehdipoor et al, 2014).

1.3. Reéduction des ions Ferriques F.R.A.P

La réduction du Fer (I11) est souvent utilisée comme indicateur de I'activité donneuse
d'électrons, qui est un mécanisme important de l'action antioxydante phénolique
(Yildrim et al, 2001). Dans le test FRAP, I'évaluation du pouvoir réducteur est basée
sur la présence de réducteurs dans les extraits qui provoquent la réduction du
complexe Fe Ill / ferricyanure en la forme ferreuse Fe Il (Chung et al ,2002),
(Amarowicz et al, 2004) (Frankel et al, 1995).

Dans ce test, en fonction du pouvoir réducteur des composés antioxydants, la couleur
jaune des solutions d'essai se transforme en différentes nuances de vert et de bleu. Par
conséquent, en mesurant la formation de bleu de Prusse de Perl & 700 nm, nous

pouvons surveiller la concentration de Fe 11 (Gordon, 1990).

La concentration d'extrait fournissant une valeur d'inhibition de 50% (EC50 ou IC50)
(ng/ml) est la concentration efficace donnant une absorbance de 0,5. Ce parameétre est
déterminé graphiquement sur les courbes tracées en absorbance (densité optique) en
fonction des différentes concentrations du standard (acide ascorbique) et des
composés phénoliques testés (Figures 33, 34, 35, 36, 37, 38 et 39).
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FIGURE 33 : REDUCTION DES IONS FERRIQUE PAR LES COMPOSES PHENOLIQUES

DO : densité optique ou absorbance, AA : Acide ascorbique, PT : Polyphénols
totaux, TAN : tanins, AE : Acétate d’éthyle, BUT : n- butanol, AQ : Aqueuse
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FIGURE 34 : COURBE DE REDUCTION DES IONS FERRIQUES PAR LA VITAMINE C
(ACIDE ASCORBIQUE) (AA)
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FIGURE 35 : COURBE DE REDUCTION DES IONS FERRIQUES PAR LES
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FIGURE 36 : COURBE DE REDUCTION DES IONS FERRIQUES PAR LES TANINS
(TAN)




Résultats et Discussion

2,5 T I I
1 [ ~
y=0, +0,2285 e
2 R%=0,9483 /,/'
~
-
@
e 15 =
'E _~
2
g1 *
‘
05 +———
0 i '
0 50 100 150 200 250
Fraction flavonoides acétate ethyle (FVAE) pg/ml

FIGURE 37 : COURBE DE REDUCTION DES IONS FERRIQUES PAR LA FRACTION
FLAVONOIDE ACETATE ETHYLE (FVAE)
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FIGURE 38 : COURBE DE REDUCTION DES IONS FERRIQUES PAR LA FRACTION
FLAVONOIDE N-BUTANOL (FVBUT)
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FIGURE 39 : COURBE DE REDUCTION DES IONS FERRIQUES PAR LA FRACTION
FLAVONOIDE AQUEUSE (FVAQ)

Comme le montre le Tableau 10, tous les composés phénoliques testés de 1’écorce de
racine d’Osyris alba L Skeel, y compris : ’extrait des polyphénols totaux (PT), les
fractions flavonoides (FV) et la fraction tanins sont capables de réduire le fer. Nous
avons remarqué que l'extrait des polyphénols totaux (PT) vient en premier lieu avec
une ICsp (22,565 + 1.108 pg/ml) inférieure a I'acide ascorbique (AA) (24,345 + 0.904
pag/ml). Puisque la capacité réductrice des ions ferriques des polyphénols totaux (PT)
est plus élevée que la vitamine C (acide ascorbique), il est évident que I'extrait
présente un potentiel réducteur et peut servir de donneur d’¢électrons, mettant fin a la

réaction radicalaire en chaine.

Dans la fraction flavonoide, nous notons le pouvoir réducteur important de la fraction
acetate d'éthyle (FVAE) (27,176+0.813 pg/ml)) suivie de la fraction n butanol
(FVBUT) (29,88 = 0.71ug /ml). Les tanins (TAN) et la fraction flavonoides aqueuse
(FVAQ) sont classés dans la derniére echelle (54,603 + 1.75 et 66,728 + 1.747 pg/ml
respectivement). En comparaison, avec la méthode précédente (tests C.A.T et DPPH),
nous pouvons clairement observer la grande similitude des résultats. Ces résultats
prouvent que l'extrait brut d'hydro acétone de la racine d'écorce est riche en
réducteurs, en particulier les composés phénoliques qui produisent [’activité

antioxydante totale, présentée dans (Tableau 10). Par conséquent, le pouvoir
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réducteur est un aspect trés important pour l'estimation de l'activité antioxydante
(Ksouri et al, 2008).

TABLEAU 10 : POUVOIR DE REDUCTION DES IONS FERRIQUES (F.R. A. P) DES
COMPOSES PHENOLIQUES EXTRAITS D’EROA EXPRIMEE EN EC50

Extraits : ECso (Ug/ ml ©)
AA VitC 24.345 +0.904
PT 22565 + 1.108
TAN 54603 + 1.75
FVAE 27.176  £0.813
FVBUT 29.88 +0.71
FAQ

66.728 +1.747

ECs : concentration inhibitrice (a laquelle 50% des ions ferriques sont réduits en ions ferreux)
exprimée en microgramme par millilitre de solution mére.

AA : Acide ascorbique, PT : Polyphénols totaux, TAN : Fraction tannins, FV : Fraction
flavonoide, AE : Acétate éthyle, BU : n- butanol, AQ : Aqueuse.

1.4. Test de blanchiment de B-caroténe

Dans la méthode au f-carotene / acide linoléique, le B-caroténe subit une décoloration

rapide en I'absence d'antioxydant.

La présence d'un antioxydant peut entraver 1'étendue de la destruction du B-caroténe
en neutralisant le radical libre linoléate et tout autre radicaux libres formés dans le
systeme (Kamath et al, 2007).

Le test de blanchiment B-carotene/acide linoléique est appliqué pour évaluer le
potentiel de chaque extrait a inhiber les lipides par oxydation, qui mesure la capacité
de réduire I'oxydation de I'acide linoléique et d'inhiber la formation des
hydroperoxydes de dieéne conjugué lors de I'oxydation de I'acide linoléique (Koleva et
al, 2002) (Tepe et al, 2005).

Les résultats ont montré la présence des halos orange autour des puits contenant les

différents extraits d'écorce de racine d'Osyris alba L (EROA) (Figure 40).

Les diametres de rétention (¢) de la couleur orange autour des puits, contenant

différents extraits d'écorce de la racine d'Osyris alba L, ont été comparés a celui de la
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Quercétine (le standard) en tant que contrdle positif, étant donné que la concentration
de chaque extrait et de controle positif (standard) est de 1mg / ml.

D'apres l'analyse, les tanins (TAN) présente le plus petit diametre (g 12.233 +
0.2054 mm) et par conséquent cette derniere présente le plus faible pouvoir de
rétention de la beta caroténe, tandis que les fractions acétate d'éthyle (FVAE) et n-
butanol (FVBUT) ont montré un pouvoir, de rétention de la beta carotene, important
avec des diametres de 18.67 = 0.235mm et 18.4 £ 0.534mm respectivement, ces
valeurs sont Iégerement inférieur que celles obtenues avec le standard la quercétine
(21 £ 0.8164 mm). L'extrait des polyphénols totaux (PT) et la fraction flavonoide
aqueuse (FVAQ) ont révélé une activité de protection de la beta caroténe, moyenne
avec des valeurs estimées a 15.5+04082mm et 15.833+0.235mm respectivement
(Tableau 11).

Ces résultats indiquent que les extraits polyphénols, tannins et flavonoides de I'écorce
de racine d'Osyris alba L Skeel possédent un potentiel antioxydant important dd aux
poly phénols, en particulier les flavonoides qui stabilisent le radical peroxyde par don
d'’hydrogéne. Selon Liyanan-Pathirana et Shahidi (2006), un extrait qui inhibe ou
retarde le blanchissement du Béta-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de
radicaux libres et comme un antioxydant primaire.
TABLEAU 11 : POUVOIR DE RETENTION DE LA BETA CAROTENE PAR LES

COMPOSES PHENOLIQUES EXTRAITS DES ECORCES DES RACINES D’OSYRIS ALBA
L SKEEL EXPRIMEE EN @ D

Extraits g mm*
C-ETh 6+ 00

C+ QEC 21 +0.8164
PT 15.5 + 0.4082
TAN 12.233 £ 0.2054
FVAE 18.67 + 0.235
FVBU 18.4 + 0.534
FAQ 15.833 £0.235

d : diametre en millimétre des zones de rétention de la couleur orange

C-ETh : Control Négatif : L’Ethanol, C+ QEC : Contr6le Positif : La quercétine, PT : Poly phénols
totaux, TAN : tanins, FV : Fraction flavonoide, AE : Acétate éthyle, BUT : n- Butanol, AQ : Aqueuse.
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FIGURE 40 : RETENTION DE LA COULEUR DE LA BETA CAROTENE AUTOUR DES
PUITS CONTENANT LES ANTIOXYDANTS
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Il. Pouvoir cicatrisant de I’ulcére gastrique provoque chez le rat Wistar par le
décocté des racines d’Osyris alba L Skeel (IN VIVO)

A partir des résultats obtenus nous avons constaté que le traitement a titre curatif par
le décocté aqueux des racines d’Osyris alba L Skeel est efficace contre 1’ulcére
gastrique, ce que nous avons remarqué ; la disparition des lésions gastriques, I'absence
des éclatements vasculaires, et xune production non négligeable de mucus en

comparaison avec les temoins  (Figure 41 A-B).

FIGURE 41 : A- ESTOMAC ULCERE PAR LE MELANGE ALCOOL/HCL B-ESTOMAC
ULCERE ET TRAITE PAR L’EXTRAIT DES ECORCES DES RACINES D’OSYRIS ALBA L
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Selon les analyses effectués, I’effet cicatrisant de 1#extrait aqueux des écorces des
racines d'Osyris alba L Skeel, sur 'ulcére gastrique provoqué, chez les rats Wistar
montre que ce dernier a significativement réduit 1’ulcération avec un pourcentage
d’inhibition qui excéde les 98,67 % a la dose de 400 mg/kg de poids corporel
(Tableau 12). En d’autres termes, a la dose de 400 mg/kg, Osyris alba L Skeel revét
une activité antiulcéreuse hautement significative (P value = 9.226E-18<< o= 0.05)
(Annexe) a un degré plus important que 1’antiulcéreux de référence (La Ranitidine)
(Tableau 12). Cela peut étre expliqgué que la ranitidine (une molécule pure de
conformation connue) va réagir a de tres faible dose directement sur le récepteur cible
membranaire et donne un effet biologique significatif, alors que 1’extrait aqueux de la
plante renferme toute une multitude de molécules qui vont agir comme un puzzle

pour donner un effet biologique puissant (Iserin, 1999).

En effet, ingérée par voie orale, la Ranitidine, absorbée au niveau de ’intestin gréle,
passe par la voie hématogéne pour agir au niveau des récepteurs histaminiques des
cellules cibles pariétales dont il est un agoniste et ou il exerce une action antagoniste de
celle de I’histamine. Le récepteur histaminique est un récepteur de type 2 (Hy), couplé a
I’adénylcyclase. La liaison histamine-récepteur histaminique H, active cette
adénylcyclase, ce qui conduit a la formation d’AMPc. Ce second messager active a son
tour une ou plusieurs protéines Kinases qui vont enfin stimuler le transport de 1’acide
chlorhydrique dans la lumiere gastrique en catalysant la phosphorylation de certaines
protéines. La Ranitidine, exerce de ce fait une action antisécrétoire en se couplant au

récepteur histaminique (Mignon, 1983 ; Bouvenot, 1995)

Selon les travaux d’Abebaw et al, (2017) I’activité antiulcéreuse de 1’extrait brute des
feuilles d’Osyris quasripartita Decne, une espece voisine de notre espece étudiée
(Osyris alba L Skeel), a montré un pourcentage d’inhibition égal a 85.35 % a la dose de

400mg/kg de poids corporel. Ce dernier est inférieur a celui trouvé par notre espéce.

Par comparaison avec les pourcentages d’inhibition de 1’ulcere gastrique de quelques
plantes médicinales connues par leurs pouvoirs anti inflammatoire et antiulcéreux
(Quercus coccifera L 99,5 %, Inula viscosa L. 97.2 %, Rosmarinus officinalis 96.1%,
Punica granatum L. 94,7 %, Glycyrrhiza glabra L. 92,9%) (Alkofahi et Atta, 1999),
nous avons noté que le décocté des racines d’Osyris alba L vient en deuxiéme lieu
(98.67%) apres Quercus coccifera L (99.5%).
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TABLEAU 12 : ACTIVITE ANTIULCEREUSE DE L’EXTRAIT AQUEUX (LE DECOCTE)
DES ECORCES DES RACINES D ’OSYRIS ALBA L SKEEL

Lots % des rats Index % %d’inhibition
présentant D’ulcération | D’ulcération d’ulcére gastrique
des ulceres LU P.U P.1
(P value = 9.226 E-18
<< a=0.05)

Contrble négatif
1ml d’eau physiologique

Contrdle positif

Iml d’agent ulcérogéne 100 3 100 0
(HCI/Ethanaol)

Standard Ranitidine
4.8mg/kg de poids corporel 50 14 466 534

A raison de 1.5mlI/100g de
matiere vivante

Décoctés des écorces des
racines d’Osyris alba L 08.67
Skeel _ 20 0.046 1.33
400mg/kg de poids corporel
A raison de 1.5ml/100g de
matiére vivante

A partir de I’analyse phytochimique d’Osyris alba L Skeel et comme il est cité au-
dessus les résultats révelent des taux considérables en protéines (21%o) ainsi les
travaux de Inashiwa, (2008) montrent sa richesse en acides aminés. Il nous semble
que les acides aminés présents dans cette partie de la plante peuvent étre impliqués
dans la cicatrisation des ulcérations gastriques. En effet, selon Taylor (1979), chez le
porc par exemple, on a constaté une action anti-ulcéreuse lors d’une addition de
suppléments d’a tocophérol, de cystine ou de méthionine dans I’alimentation. Par
ailleurs, I’action cicatrisante de 1’Osyris alba peut s’expliquer par sa richesse en

minéraux (4%), ceux-ci contribuant a réparer le tissu conjonctif (Kam, 1995).

Par ailleur, il a été prouve que les propriétés antiulcéreuses des infusions et des
décoctés a base d’herbes utilisées dans la médecine traditionnelle sont dues directement
a la présence des composés phénoliques (Goncalves et al, 2013). De plus, I’activité

antiulcéreuse est liée directement a la nature et la structure chimique des composés

phénoliques présents dans 1’extrait (Afaq et al, 2005 ; Alvares-Suares et al, 2011).
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Par conséquent, on peut déduire que le pouvoir antiulcéreux significatif du décocté des
écorces des racines d’Osyris alba L Skeel peut étre attribué a la présence des composés
phénoliques notamment 1’acide gallique et la quercétine (composés majoritaires
identifiés par HPLC dans notre extrait). Selon la littérature, ces deux molécules sont
fortement connues par leur pouvoir antioxydant, antiinflammatoire, antiulcéreux et
anticancéreux (Alanko et al, 1999 ; Afaq et al, 2005 ; De Lira Mota et al, 2009 ;
Alvares-Suares et al, 2011 ; Melo et al, 2012 ; Chong-Hyeon yoon et al, 2013 ;
Kakeshani et al, 2019 ; Zhou et al, 2020).

Selon les études antérieures, la quercétine, a un effet inhibiteur et antiinflammatoire
sur la formation des ulcéres gastriques (Afaqg et al, 2005 ; Alvares-Suares et al,
2011) et elle augmente le taux des enzymes du systemes de la défense antioxydantes
(la superoxyde dismutase, la catalase, le glutathion et la glutathion-peroxydase), chez
les animaux traités (Ajaikumar et al, 2005). Dans des expeériences realisées sur des
rats, il a été démontré que la quercétine joue un rdle important dans la réduction de
I’ulcére et la protection des cellules gastriques. Il a été¢ suggéré que la quercétine
exerce son activité via un mécanisme complexe impliquant la production du mucus, le
piégeage des radicaux libres et également D’inhibition de la production des
leucotriénes, molécules impliquées dans la réaction inflammatoire, via la lipo

oxydation de I’acide arachidonique membranaire (Dicarlo et al, 1999).

Par ailleurs, la quercétine joue un role important dans la réduction de 'ulcére et la
protection de la muqueuse gastrique des différentes lésions induites par plusieurs
facteurs d’agression, tels que I’acide-éthanol, le stress et I’indométacine (Borrelli et
1zzo, 2000) toute en inhibant la sécrétion des pepsinogénes (précurseur de la pepsine)
et la sécrétion de I’ acide (action anti pompe H+) qui sont connus comme des facteurs

ulcérogenes (Alanko et al, 1999 ; De Lira Mota et al, 2009 ; Melo et al, 2012).

Pour une meilleure compréhension de l'activité antiulcéreuse de la quercétine, les
interactions entre cette derniére et les trois récepteurs membranaires (récepteur
muscarinique M3, pompe a protons et récepteur Histaminique H,) ont été évaluées par
Mohie EI-Dien et al, (2020). Les résultats obtenus ont révélé plusieurs liaisons
hydrogene et interactions hydrophobes avec les acides aminés clés des trois récepteurs

(récepteur muscarinique M3, pompe a protons et récepteur Histaminique H,).
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La quercétine se lie au site actif de la sous unité numéro 3 du récepteur muscarinique
(Ms3), avec une forte affinité de liaison via de fortes liaisons hydrogénes (Mohie El-Dien
et al, 2020). En effet, elle se lie avec trois interactions de liaison hydrogene avec des
résidus d'acides aminés, Ala 33, Cys s32 et Tyr 59 en plus de l'interaction hydrophobe

avec Tyr 5o (Figure 42).

De ce fait elle permet de moduler ou réguler la sécrétion des acides gastriques lors d’un
stress vu I’implication du récepteur muscarinique M3 dans la voie métabolique de

neuromédiateur 1’acétyle choline.

Dans le cas de la pompe a protons gastrine, il convient de mentionner que la quercétine
forme un donneur de liaison hydrogéne avec Gluss; similaire au ligand co-cristallisé et
deux interactions de liaison hydrogéne supplémentaires avec Ala 335 et Asn 79, résidus
d'acides aminés. Ceci est cohérent avec l'interaction de liaison prédite de ce composé
avec le récepteur M3. En ce qui concerne les résidus du site de liaison du récepteur
histaminique H, il était intéressant d'observer que la quercétine se lie & Glussz via une
interaction de liaison hydrogéne avec le groupe OH de la fraction phénolique, de ce fait
elle joue un role d’antagoniste des récepteurs H; (anti-H;) et elle inhibe la sécrétion
acide par un blocage sélectif des récepteurs membranaire H, a I'nistamine de la cellule
pariétale (Vakil, 2021). Ces résultats indiquent que l'activité significative de la
quercétine peut étre impliquée dans l'activité antiulcéreuse par inhibition des récepteurs
mentionnés (récepteurs muscariniques Ms, la pompe a proton et le récepteur
histaminique H). Grace a ces trois mécanismes, la quercétine arrive a contrdler la

sécrétion acide au niveau gastrique (Mohie El-Dien et al, 2020).
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FIGURE 42 : SITES DE LIAISON DE LA QUERCETINE DANS LA STRUCTURE
CRISTALLINE DE M3, POMPE A PROTONS GASTRINE ET RECEPTEUR H2 MODELISE

*Les modeles 2D et 3D de la quercétine dans le site actif de M3 montrent respectivement une liaison
hydrogéne et une interaction hydrophobe avec d'importants résidus du site actif. (C et D) Les modéles 2D
et 3D de la quercétine dans le site actif de la pompe a protons gastrine montrent une certaine liaison

hydrogéne et une interaction hydrophobe avec des résidus importants du site actif, respectivement. (E et

*(MOHIE EL-DIEN ET AL ,2020)

F)) Les modéles 2D et 3D de site de liaison de la quercétine dans le récepteur H-2 modélisé,

respectivement. (A C E : 2D : deux dimension ; B D F : 3D : trois dimensions)
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En ce qui concerne 1’acide gallique (acide 3,4,5-Trihydroxybenzoique) est largement
présent dans les plantes et les fruits. 1l est présent sous sa forme libre ou faisant partie
d’une molécule de tanin. En particulier, on trouve 1’acide gallique et ses dérives les
catéchines dans le thé noir et le thé vert. C’est un des acides phénoliques les plus

présents.

Sur le plan activité antiulcereuse, des études récentes (Rahman et al, 2020 ; Zhou et
al, 2020) ont prouvé I’effet gastro protecteur et antiinflammatoire de I’acide gallique
contre 1’ulcere gastrique induit par 1’éthanol chez le rat toute en stimulant le systeme
enzymatique de défense antioxydante. L'effet gastro protecteur de I’acide gallique
pourrait étre en partie lié aux stimulations du gaz monoxyde d'azote gastrique et de la
prostaglandine PGE2. Cet effet protecteur de 1’acide gallique, contre les lésions de la
muqueuse gastrique induites par I'éthanol, peut étre associé a I'amélioration du
systeme de défense antioxydant par l'activation de la voie de signalisation liée au
facteur de transcription Nrf2/HO-1 (facteur nucléaire érythroide -2/1’héme
Oxygénase-1). Un prétraitement avec pourrait inhiber I'apoptose des cellules de la
muqueuse par la régulation de Bax, Bcl-2 et Caspase-3 (Rahman et al, 2020 ; Zhou
et al, 2020). Selon les analyses effectuées par Zhou et al, (2020), les observations
macroscopiques et microscopiques, montrent que le prétraitement avec 1’acide
gallique a efficacement atténué les ulcéres gastriques induits par I'éthanol chez les
rats. Tous les groupes de traitement ont présenté une réduction dose-dépendante
significative de la zone de lésion gastrique dans la muqueuse gastrique ainsi qu'une
augmentation du pH de I'acide gastrique et des niveaux de mucus de la paroi gastrique
(growth wall mucus pour GWM) par rapport au groupe éthanol, qui était également
soutenu par les modifications pathologiques telles que la diminution de 1'cedéme sous-

muqueux et l'infiltration de cellules inflammatoires.

Le monoxyde d’azote ou I'oxyde nitrique (NO) et la prostaglandine 2 (PGE;) sont
tous deux des médiateurs cruciaux pour le maintien de I'intégriteé de la défense de la
muqueuse gastrique et pour la cicatrisation de l'ulcére gastrique ( Sdnchez-Mendoza
et al, 2019). 1l a été bien identifié¢ que les effets protecteurs du monoxyde d’azote NO
dans l'ulcere gastrique sont associés a la stimulation de la sécrétion de mucus
gastrique et de bicarbonate, au maintien du flux sanguin gastrique et a l'inhibition de

I'inflammation ( Sanchez-Mendoza et al, 2019 ; Tarnawski, 2005).
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La PGE, controle la sécrétion d'acide gastrique et la libération de substances
cytotoxiques, stabilise la membrane des mastocytes et stimule le processus de
réparation des tissus, jouant ainsi un réle important dans la prévention et la guérison
des ulcéres causés par des composes nocifs (Tarnawski, 2005 ; Gyires, 2005). La
diminution du niveau de PGE2 au niveau de la muqueuse gastrique provoque une
ulcération gastrique et aggrave également les ulcéres gastriques préexistants (Luo et
al, 2018). L'étude actuelle de Zhou et al, 2020 a prouvé que l'administration
d'é¢thanol diminuait le niveau gastrique de NO et de PGE2, tandis que I’acide gallique
modulait proportionnellement & la dose de NO et de PGE2 dans I'homogénat gastrique
par rapport au groupe éthanol. Les résultats de plusieurs études antérieures, ont donné
la preuve que de petits composés phénoliques moléculaires, en particulier des
composés dérivés de 1’acide gallique , sont accomplis pour supprimer les l1ésions
hémorragiques de la muqueuse gastrique en régulant la production de PGE; et de NO,
empéchant ainsi lI'accumulation des cellules inflammatoires et améliorent l'activité
enzymatique antioxydante dans les ulceres gastriques induits par I'éthanol chez les
rats (Melgarejo et al, 2010; Borato et al, 2016 ; Sistani et al, 2019). Ainsi, on
pourrait dire que l'effet gastro protecteur de I'AG peut étre en partie lié aux

stimulations de I'oxyde nitrique gastrique et de la prostaglandine (Zhou et al, 2020).

Une relation entre l'inflammation et I'évolution des Iésions de l'ulcére gastrique
induites par I'éthanol a été largement reconnue (De Souza et al, 2019 ; Fahmy et al,
2020).

L'éthanol digere la couche de mucus et expose la muqueuse aux agents protéolytiques
et actions hydrolytiques de I'acide chlorhydrique et de la pepsine (Oates et
Hakkinen, 1988). L’éthanol induit des 1ésions microvasculaires toute en réduisant le
flux sanguin, en augmentant la production d'especes réactives de I'oxygene (ROS) et
de cytokines pro-inflammatoires par conséquent, réduit les niveaux d'antioxydants
cellulaires (Adinortey et al, 2013). L’éthanol induit la réponse inflammatoire qui
initie les macrophages produisant de grandes quantités de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lLp, I'lL et le TNF.,, qui favorisent I'accumulation de
neutrophiles dans le site de I'inflammation, entrainant la dégradation de la connexine
et de la destruction de la barriere muqueuse (Badr et al, 2019 ; De Souza et al,

2019 ; Fahmy et al, 2020). Ces cytokines pro-inflammatoires pourraient également
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produire a leur tour une quantité accrue de radicaux libres derivés de I'oxygéne et de
I’azote (ROS, RNS), facilitant ainsi la formation d'ulcéres gastriques (Albaayit et al,
2016).

L’exposition a 1'éthanol présentait une augmentation des niveaux des interleukines IL.
15, d'lL.s et de facteur de nécrose tumorale TNF., par rapport aux rats témoins. En
revanche, le prétraitement avec I’acide gallique a inhibé 1'¢lévation des niveaux de
TNF_, et d'IL.s et a méme inversé ces cytokines pour atteindre les niveaux normaux
(50 mg/kg de prétraitement par 1’AG), ce qui montre son effet anti-inflammatoire sur
l'ulcére gastrique induit par I'éthanol chez le rat (Zhou et al, 2020). Cela concorde
également avec les résultats pathologiques antérieurs ou moins de réponses
inflammatoires ont été observées chez les rats prétraités a I'AG présentant un ulcere
gastrique induit par 1’ethanol /acide chlorhydrique (Abdelwahab et al, 2013 ; Song et
al, 2018).

Le stress oxydatif a été bien lié au processus pathologique de l'ulcére gastrique
(Sokolova et al, 2019). Les ulcéres gastriques (UG) induites par I'éthanol sont
impliquées dans la perturbation d'un subtil équilibre oxydant/antioxydant, ce qui peut
entrainer des lésions de la muqueuse gastrique via le stress oxydatif (De Souza et al,
2019 ; Fahmy et al, 2020 ; Saadaoui et al, 2020).

Il est bien connu que les radicaux libres dérivés de I'oxygéne peuvent réagir avec les
lipides pour former des peroxydes lipidiques, car les principaux composants de la
membrane cytoplasmique sont les lipides, qui causent des dommages importants. Si
les processus n'ont pas été neutralisés par suffisamment de molécules antioxydantes,

leur peroxydation peut entrainer la mort cellulaire et/ou I'apoptose (Li et al, 2016).

Selon Zhou et al, (2020) une production accrue de radicaux libres peut étre
responsable des dommages membranaires observés dans I'expérience pathologique,
comme en témoigne également la peroxydation lipidique élevée, a savoir la teneur en
TBARS (Thiobarbituric acid reactive substance). Les radicaux libres dérivés de
I'oxygeéne peuvent étre récupérés par le systeme de défense antioxydant de I'organisme
(Albaayit et al, 2016 ; Li et al, 2016), qui est constitué d'antioxydants tels que le
glutathion GSH et les vitamines A, E, C et d'enzymes antioxydantes telles que la
superoxyde dismutase SOD et la catalase CAT. L'épuisement de la teneur en GSH

cellulaire ainsi que l'affaiblissement des activités SOD et CAT pourraient affaiblir la
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récupération aprés une courte période de Iésion oxydative gastrique induite par
I'éthanol (Song et al, 2018). Comme le montrent les résultats récents de Zhou et al,
(2020), I'exposition a I'éthanol entraine des diminutions significatives de la teneur en

GSH et des activités SOD et CAT.

A linverse, le prétraitement a ’acide gallique AG a montré des augmentations
significatives des niveaux de GSH, SOD et CAT et une réduction du niveau de
TBARS, spécifiant son potentiel antioxydant et confirmant en outre que I’acide
gallique posséde des propriétés gastro protectrices contre le développement d'ulcéres

induits par I'éthanol.
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Conclusion Générale

es plantes constituent la base des systemes de médecine traditionnelle sophistiqués
qui existent depuis des milliers d'années et continuent de fournir & I'humanité de

nouveaux remedes.

L'intérét pour la nature en tant que source d'agents chimio thérapeutiques potentiels se
poursuit. Les produits naturels et leurs dérivés représentent plus de 50% de tous les
médicaments utilisés en clinique dans le monde. Les plantes supérieures représentent au
moins 25% du total (Gurib-Fakim, 2006). Les plantes médicinales contiennent généralement
des mélanges de différents composés chimiques pouvant agir individuellement, conjointement

ou en synergie pour améliorer la santé (Gurib-Fakim, 2006)

Le travail présenté dans cette thése contribue a la valorisation de la composition
phytochimique et I’évaluation de quelques activités biologiques au niveau de la plante
Osyris alba L SKeel appartenant a de la famille des Santalacées, I'écorce de sa racine est
utilisée traditionnellement par la population locale pour le traitement des ulcéres gastriques,

les rhumatismes et son décocté est pris comme un fortifiant.

Selon I’¢tude phytochimiques, les résultats du dosage des métabolites primaires au niveau de
I’écorce de la racine d'Osyris Alba L (EROA) ont montré sa richesse en protéines brutes avec
une teneur estimée a 21 + 0.816 %. Nous avons noté que la poudre des racines est
moyennement riche en matiére de sucres totaux et lipides, avec des taux estimés & 13.76 +
0.175% et 12.26+£0.205% respectivement. Par comparaison avec les autres métabolites

primaires dosés, les analyses révelent des faibles teneurs en cendres et en fibres alimentaires.

En ce qui est en relation avec les métabolites secondaires, le dosage des polyphénols totaux,
par le réactif Folin Ciolcalteau, a dévoilé la richesse de I'écorce de racine d'Osyris alba en
polyphénols totaux qui est estimée a 371,67 + 3.702 mg EAG/g ES, suivie par un niveau élevé
de tanins condensés avec 121,146 = 1.96 mg ECAT/g ES, et une quantité considérée de
flavonoides totaux estimés a 55,345 + 0.099 mg ECAT/g ES.

Concernant I’extraction sélective des fractions de flavonoides et de tanins basée sur la
différence de solubilité de ces dernier dans les solvants organiques, les résultats ont montré un
niveau élevé (8,763 + 0.416%) avec la fraction flavonoide aqueuse (FVAQ), contenant le plus
de composés phénoliques hydrosolubles. Le rendement de la fraction flavonoide de n-butanol
(FVBU), contenant principalement les di et tri glycosides, est relativement élevé (4,013 +
0.609%). Cependant, le rendement de la fraction flavonoide acétate d'éthyle (FVAE)
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contenant certains aglycones et les monoglycosides est quatre fois inférieur a celui de la
fraction n-butanol (1,143 £ 0.174%) et la fraction flavonoide éther di éthylique (FVED), riche
en aglycones, donne un rendement encore tres faible (0,064 + 0.009%). L’extraction sélective
des tanins (FTAN) donne un bon rendement estimé a 3,98% =+ 0.561.

L'analyse chromatographique (HPLC) du profil phénolique de I'extrait des polyphénols totaux
a montré que l'acide gallique et la quercétine sont les principaux composés. Ces résultats
intéressants sont cohérents avec le dosage Folin ciocalteu (qui confirme la forte teneur en
polyphénols totaux exprimée en équivalent Acide gallique. De plus la présence de ces deux
molécules (Acide gallique et Quercetine), trop connues par leur propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoire, antihistaminiques et antinéoplasmiques, dans 1’extrait phénolique démontre
que les composés phénoliques de I'écorce de racine d'Osyris alba L Skell ont donc un grand
potentiel thérapeutique comme sources naturelles de  molécules bioactives a effet

thérapeutique .

D'autre part le test de chromatographie en phase gazeuse (CGL) de I'extrait d'huile de I'écorce
de racine d'Osyris alba a réveélé la présence de deux groupes d'acides gras : I'acide arachidique
(C20: 0) et l'acide linoléique (C18: 9.12) connus pour son effet pro-inflammatoire contre
I'acide oléique C18: 1, l'acide linolénique C18: 9.12.15 et l'acide eicosatriénoique (ETA)
C20 :3 qui sont connus pour leur effet proanti-inflammatoire. Pour cette raison, nous devons

tester I'effet de cette huile sur les modéles inflammatoires.

Par ailleurs, nous avons recherché deux activités biologiques pour les extraits des racines

d’Osyris alba, dans cette these :

L’activité antioxydante des composés phénoliques et le pouvoir antiulcéreux de I’extrait

aqueux des écorces des racines de la plante étudiée.

Les résultats de 1’activité antioxydante des différents composés phénoliques, a révélé que tous
les extraits, a savoir les polyphénols totaux, les fractions flavonoides et les tanins exercent un
effet antioxydant important. Selon I’analyse, nous avons noté¢ que 1’extrait des polyphénols
totaux (PT) a montré le pouvoir antioxydant le plus élevé qui dépasse la vitamine C
(I’antioxydant standard) selon les valeurs enregistrées des IC50, par piégeage du radical libre
DPPH (IC50=2.245 + 0.047 pg/ml) et par le pouvoir de réduction des ions ferriques
(FRAP)(IC5,=22.565 + 1.108 pg/ml.

En ce qui concerne la capacité antioxydante totale (CAT) qui permet de déterminer la quantité

d'espéces antioxydantes existantes dans l'extrait des poly phénols totaux (PT), la fraction
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tannique (FTAN) et les fractions flavonoides (FV). Les résultats ont également révélé que
I’extrait des polyphénols totaux (PT) est I'extrait le plus riche, en mati¢re d’antioxydant, avec

une valeur estimée a 8,185 mg EAA / g MS.

Concernant la quatriéme méthode d’évaluation du pouvoir antioxydant qui est le test de
blanchiment B-carotene/acide linoléique. D'aprés l'analyse, les fractions acétate d'éthyle
(FVAE) et n-butanol (FVBU) ont montré un pouvoir, de rétention de la beta caroténe,
important avec des diametres de 18.67 = 0.235mm et 18.4 + 0.534 mm respectivement, ces
valeurs sont Iégerement inférieures que celles obtenues avec le standard la quercétine (21 +
0.8164 mm). L'extrait des polyphénols totaux (PT) et la fraction flavonoide aqueuse (FVAQ)
ont réveélé une activité, de protection de la beta caroténe, moyenne avec des valeurs estimées a
15.5+04082mm et 15.833 + 0.235mm respectivement.

Ces résultats démontrent que les composes phénoliques de I'écorce de racine d'Osyris alba ont
d'excellentes activités antioxydantes et ils ont donc un grand potentiel en tant que sources de

produits de santé naturels.

L’effet curatif de 1 extrait aqueux des écorces des racines sur 1’ulcére gastrique évalu¢, chez
les rats Wistar par administration du mélange alcool/ acide chlorhydriques a démontré son

pouvoir cicatrisant et pouver inhiber I’ulcération de 1’estomac a 98.67%.

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude sont satisfaisants et prometteurs, et ne
constituent que le début d’une longue et fleurissante recherche. Ils ont permis de valoriser
Osyris alba L Skeel en tant que plante antioxydante et antiulcéreuse grace a la présence des
composés phénoliques (acide gallique et la quercétine). Il ressort de I’ensemble des résultats
que le décocté d’Osyris alba L Skeel posséde des propriétés gastro curatives plus marquées

que la Ranitidine.
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Malgré ces résultats encourageants, 1l serait souhaitable d’enrichir ce travail par les perspectives

suivantes :

1. Mener des recherches a plus grande échelle et pendant une plus longue période (ulcére chronique),
afin de déterminer le délai au bout duquel on obtient 100% de guérison, avant une exploitation en

officine de cette vertu thérapeutique du décocté d’Osyris alba L Skeel.

2. Des études plus approfondies seraient aussi nécessaires pour déterminer le pouvoir gastro protecteur

de cette plante ainsi son mécanisme d’action.

3. Une étude histologique de la muqueuse gastrique et le dosage des parametres anti-
inflammatoires au niveau sanguins a savoir la CRP, le dosage du monoxyde d’azote (NO) et

des interleukines.

5. La caractérisation de la composition en acide gras de la partie huile fait dévoiler sa qualité
en matiere des acides gras essentiels omégas 6 et oméga 3, il serait alors préférable de

compléter cette analyse par des tests sur des modeles inflammatoires.
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Annexes

1-Métabolites primaires :

Tableau 1 : Valeurs des absorbances (A) de la gamme d’étalonnage (o-D-Glucose) lues a

490 nm
Nb des Concentration Adela Adela Moyenne des 2
tubes Solution G1 . densités optiques
pg/ml Solution G2
(D + glucose) M= (G1 +G2) /2
(D + glucose)
Blanc 00 00 00 00
1 10 0.147 0.093 0.12
2 25 0.278 0.256 0.267
3 40 0.408 0.393 0.4005
4 60 0.632 0.577 0.6045
5 75 0.744 0.763 0.7535
6 100 1.050 0.934 0.992

Tableau 2 : Valeurs des teneurs en métabolite primaires

EROA Pro Suc Lip Cen Fib

% MS 21 13.76 12.26 4.16 2.4025
21 13.76 12.5 4.5 2.438
20 13.98 12 3.99 2.367
22 13.55 12.3 4 2.4025

21 | 13.7633333 | 12.2666667 | 4.16333333 2.4025
0.81649658 | 0.17556259 | 0.20548047 | 0.23809429 | 0.02898563




2. Métabolites secondaires

Tableau 3 : Les données de base pour le dosage des polyphénols totaux PT

mi g Viml %
0.927 0.248 5.77 26.84
0.948 25.6
0.946 26.445
C mg/ml = A/2,916 C mg EAGI/ES g 26.295
0.3179 0.51722013
0.325 366.4535
0.3244 374.63
373.94
371.6745
3.70253569

Tableau 4 : Les données de base pour le dosage spectrophotométrique des flavonoides

totaux FT
A mi g Viml %
0.992 0.248 5.77 24.7727
0.988
C mg/ml = Cmg
A/5,1403 ECATI/ES g
0.1929 55.4448
0.1922 55.245
55.3449
0.0999

Tableau 5 : Les données de base pour le dosage spectrophotométrique des tanins condensés

TC
A mi g Viml %
0.456 0.248 5.77 24,7727
0.496
C mg/ml = A/0,1161 Cmg ECAT/ES g
4.0995 119.1867
4.27179 123.1057
121.1462

1.9595




Figure 1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux PT, des flavonoides totaux FT et des

tanins condensés TC
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2.2. Extractions sélective et rendements des composes phénoliques

Tableau 6 : Les données de base pour les extractions sélectives des fractions flavonoides et

tanins
EROA
% FVED | % FVAE % FVBUT % FVAQ % TAN
0.06 1.3 4.81 8.32 3.24
0.077 1.23 3.9 8.65 4.1
0.056 0.9 3.33 9.32 4.6
0.06433333 | 1.14333333 | 4.01333333 | 8.76333333 3.98
0.00910433 | 0.17441967 | 0.60949888 | 0.41603953 | 0.56166419
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3. Evaluation du pouvoir antioxydant

3.1. Piégeage du radical libre DPPH
Tableau 7 courbes de piégeage du radical libre DPPH par le standard et les extraits d 'Osyris

alba L Skeel
AA [ug/ml] 1.25 2.5 5 7.5
% PI DPPH 23.2409 38.3795 75.586 96.64
AA [ug/ml] 1.25 2.5 5 75
% PI1 DPPH 24 39.5 77 97.5
[ug/ml] PT 0.25 0.625 1.25 1.875 25
% PI DPPH 2.51 7.1 23.6 34.06 62.5
[ug/mI]PT 0.25 0.625 1.25 1.875 2.5
% PI DPPH 6.22 9.61 23.14 38.43 63.5
[ug/ml] PT 0.25 0.625 1.25 1.875 25
% PI DPPH 5.02 12.77 22.6 345 65
[ug/ml] FVBUT 025 | 0.625 | 1.25 1.875 2.5 6.25 | 125 | 18.75| 25
% PI DPPH 8.9 8.8 11.66 19.89 | 39.98 | 41.05 | 61.12 | 78 | 88.33
[umg/ml] FVBUT | 0.25 | 0.625 | 1.25 1.875 2.5 625 | 125 | 1875 | 25
% PI DPPH 8 10 12.23 | 21.03 4217 | 635 | 72.33 | 88.33
[umg/ml] FVBUT | 025 | 0.625 | 1.25 1.875 2.5 625 | 125 | 1875 | 25
% PI DPPH 75 8 1044 | 2255 43 | 4521 | 60.33 | 80 88
[ng/ml]
FVAQ 0.25 | 0.625 | 1.25 1.875 25 6.25 | 125 18.75 25
% PI DPPH 715 | 56 5 14.15 15 28.46 49 72.32 84.5
[Hg/ml]
FVAQ 025 | 0625 | 1.25 1.875 2.5 6.25 | 125 18.75 25
% PI DPPH 715 | 45 6 16.2 13.13 | 30.66 | 50.09 66 82.3
[Hg/ml]
FVAQ 0.25 | 0.625 | 1.25 1.875 25 6.25 | 125 18.75 25
% PI DPPH 6 5.6 5.6 13.7 | 17.355 29 49.99 71 85




% PIDPPH | 3.125 1.98 6.25 12.5 24.78 60 70 77 82.55
[ug/mi]
FVAE 0.25 0.625 1.25 1.875 2.5 6.25 12.5 18.75 25
% P1 DPPH 3.89 3.27 5.82 12.4 24.88 59 71.88 74 81.9
[ug/mi]
FVAE 0.25 0.625 1.25 1.875 2.5 6.25 12.5 18.75 25
% P1 DPPH 3.3 2.8 7.1 11.92 25.6 60 71.2 75 81
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3.2. Pouvoir de réduction des ions ferrique F. R. A. P
Tableau 8 : Courbe de réduction des ions ferriques par le standard et les extraits d 'Osyris alba LSkeel

g/ml] AA 0 11 27.77 55.55 83.33

A 0.2036 0.5609 1.1304 1.355
[ug/ml] AA 0 11 27.77 55.55 83.33

A 0.22 0.632 1.14 1.45
[ug/ml] AA 0 11 27.77 55.55 83.33

A 0.18 0.601 1.15 1.385
[ug/ml] PT 13.88 27.77 55.55 111 222.22

A 0.279 0.48 0.904 1.471 2.224
[ug/ml] PT 13.88 21.77 55.55 111 222.22

A 0.312 0.501 0.859 1.493 2.218
[ug/ml] PT 13.88 27.77 55.55 111 222.22

A 0.311 0.537 0.853 15 2.187
[ug/ml] FVAE | 1.66 | 3.33 6.66 13.88 | 27.77 55.55 111 222

A 0.08 | 0.116 | 0.207 | 0.399 | 0.612 | 0.988 1.679 2.218
[ug/ml] FVAE | 1.66 | 3.33 6.66 13.88 | 27.77 55.55 111 222

A 0.1 | 0117 | 0.192 | 0.359 | 0.621 | 0.961 1.567 2.187
[ug/ml] TAN 6.66 13.88 27.77 55.55 111 222.22

A 0.089 0.19 0.259 0.542 0.986 1.603
[ug/mi] TAN 6.66 13.88 21.77 55.55 111 222.22

A 0.11 0.19 0.316 0.587 0.954 1.646
[ug/mi] TAN 6.66 13.88 21.77 55.55 111 222.22

A 0.116 0.19 0.293 0.592 0.985 1.742
[Hg/ml]
FVAQ 1.66 3.33 6.66 13.88 27.77 55.55 111 444 .44
A 0.027 0.048 0.09 0.159 | 0.317 | 0499 | 085 | 1.532 2.53
[ng/ml]
FVAQ 1.66 3.33 6.66 13.88 | 27.77 | 5555 | 111 444.44
A 0.026 0.058 | 0119 | 0172 | 0.333 | 0555 | 0.935 | 1.525 2.43
[Hg/ml]
FVAQ 1.66 3.33 6.66 13.88 27.77 55.55 111 444 .44
A 0.034 0.058 | 0.088 019 | 0316 | 0545 | 0.827 | 1.645 2.2

159



g/mi]

FVBUT 1.66 3.33 6.66 13.88 27.77 55.55
A 0.075 0.121 0.216 0.375 0.608 0.939

[ug/ml]

FVBUT 1.66 3.33 6.66 13.88 271.77 55.55
A 0.087 0.119 0.2 0.337 0.556 0.925

Tableau 9 : les absorbances DO de I’acide ascorbique et des extraits d'Osyris alba LSkeel

A
[ug/mi] AQ BUT AE PT TAN AA
1.66 0.026 0.075 0.08 0.77 0.11 0.078
3.33 0.058 0.121 0.116 0.311 0.19 0.115
6.66 0.119 0.216 0.207 0.537 0.316 0.213
13.88 0.172 0.375 0.399 0.853 0.587 0.402
27.77 0.333 0.608 0.612 15 0.954 0.632
55.55 0.555 0.939 0.988 2.187 1.646 1.14
111 0.935 1.452 1.679 2.187 1.686
222 1.525 2.006 2.218 2,515
444.44 2.43
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3.3. Capacité antioxydante totale CAT :

Tableaul0 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique AA

AA [ mg/ml] 0.016 0.032 0.063 0.125 0.25 0.5 1
A 0.07 0.132 0.219 0.404 0.919 1.75 2.8
A 0.072 0.11 0.218 0.415 0.985 1.71 2.85
A 0.076 0.145 0.213 0.566 1.025 1.918 2.78
0.07266667 0.129 0.21666667 | 0.46166667 | 0.97633333 | 1.79266667 2.81
0.00249444 | 0.0144453 | 0.00262467 | 0.07391136 | 0.04370609 | 0.09011597 0.0294392
[mg/mi] AA 0.016 0.032 0.063 0.125 0.25 0.5 1
A 0.073 0.129 0.217 0.462 0.976 1.8 2.8

Equation déduite de la courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique
A=2,842C+0,115

r2 =978
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Tableau 11 : Données de base de CAT de I’acide ascorbique, des polyphénols PT, des tanins TAN, et des

fractions flavonoides FV

PT mg EAA/g ES mg EAA/g MS
Aalmg/ml
0.399 8.65
0.41 8.98
8.815
mi=301,3mg 0.165
vi=7,9ml
TAN mg EAA/g ES mg EAA/g MS
Aalmg/mi
1.074
0.975 4.98
0.994 5.096
5.038
mi=55,4mg 0.058
18,47mg/ml vi=3ml
AE mg EAA/g ES mg EAA/g MS
Aalmg/ml
0.549 2.765
0.543 2.727
0.429 2.746
mi=15,9mg vi=3,3ml 0.019
c=4,82mg/ml
BUT mg EAA/g ES mg EAA/g MS
A a1l mg/ml
0.396 1.626
0.403 1.666
0.504 1.646
mi=96,2 mg vi=3ml 0.02
¢=32,07 mg/ml
AQ mg EAA/g ES mg EAA/g MS
Aadlmg/ml
0.242 0.976
0.262 1.13
0.437 2.485
mi=166,4mg vi=4ml 1.53033333
c=41,6mg/ml 0.67797263
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2.

Evaluation de I'activité antiulcéreuse a titre curatif et pouvoir cicatrisant - chez le rat Wistar

Tableau 12 : Activité antiulcéreuse avec parametres

Lotulcer | LotRN Lot OA
% Ulcération PU 100 50 1.33
Index Ulcere U 3 1.4 0.046
% Inhibition Pl 0 100 98.67

Tableau13 : Lot ulcer : Ulcer provoqué par le melange alcool /acide hydrochlorydrique

Lot Ulcer

RATS

% ULC

COTATION

INDEX ULC

% INULC

20

3

3

20

20

20

[S2 0 = SO R I R )

20

3
3
3
3

3
3
3
3

o [O O |o |o

Tableau 14 : Lot décocté : Effet curatif- du décocté des racines d’Osyris alba L Skeel (extrait)

Lot Décocté (EROA)
% ULC COTATION INDEX ULC % IN ULC
0 0 0 20
0 0 0 20
0 0 0 20
0 0 0 20
1.33 1 0.046 18.67
Tableau 15: Lot Standard :Effet curatif- de la molécule médicamenteuse le ranitidine
(standard)
Lot référence la Ranitidine
% ULC COTATION INDEX ULC % IN ULC
9.32 1 14 10.67
9.32 2 14 10.67
9.32 1 14 10.67
9.32 2 14 10.67
9.32 1 14 10.67

163



3. Analyse statistique de I’évaluation de ’activité antiulcéreuse chez le rat Wistar

Analyse de variance : un facteur ANOVA % PI (

pourcentage d'inhibition) ULCER

RAPPORT DETAILLE

Nombre
Groupes d'échantillons Somme Moyenne Variance
% PI LOT ULCER 5 0 0 0
% PI LOT
RANITIDINE 5 53.35 10.67 0
% PI LOT DECOCTE
OSYRIS ALBA L
SKEEL 5 98.67 19.734 0.35378
ANALYSE DE VARIANCE
Degré de Moyenne des Valeur critique
Source des variations ~ Somme des carrés liberté carrés Probabilité pour F
Entre Groupes 975.726253 2 487.863127 4137.0043 9.226E-18 3.88529383
A l'intérieur des
groupes 141512 12 0.11792667
Total 977.141373 14
Analyse de variance : un facteur INDEX ULCERATION
RAPPORT DETAILLE
Nombre
Groupes d'échantillons Somme Moyenne Variance
INDEX ULC 5 15 3 0
INDEX ULC 5 7 14 0
INDEX ULC 5 0.23 0.046 0
ANALYSE DE VARIANCE
Degré de Moyenne des Valeur critique
Source des variations ~ Somme des carrés liberté carrés Probabilité pour F
Entre Groupes 21.86572 2 10.93286 65535  #DIV/0! 3.88529383
A l'intérieur des
groups 0 12 0
Total 21.86572 14
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Analyse de variance : un facteur ANOVA COTATION

RAPPORT DETAILLE

Nombre
Groupes d’échantillons Somme Moyenne Variance
COTATION 5 15 3 0
COTATION 5 6 1.2 0.2
COTATION 5 1 0.2 0.2
ANALYSE DE VARIANCE
Degré de Moyenne des Valeur critique
Source des variations ~ Somme des carrés liberté carrés F Probabilité pour F
1.5921E-
Entre Groupes 20.1333333 2 10.0666667 75.5 07 3.88529383
A D’intérieur des
groupes 16 12 0.13333333
Total 21.7333333 14
Analyse de variance : un facteur % ULCERATION
RAPPORT DETAILLE
Nombre
Groupes d'échantillons Somme Moyenne Variance
% ULC 5 100 20 0
% ULC 5 46.6 9.32 0
% ULC 5 6.65 1.33 0
ANALYSE DE VARIANCE
Degré de Moyenne des Valeur critique
Source des variations ~ Somme des carrés liberté carrés Probabilité pour F
Entre Groupes 877.452333 2 438.726167 65535  #DIV/0! 3.88529383
A l'intérieur des
groupes 0 12 0
Total 877.452333 14
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Préparation des solutions :

1-Indicateur de Tashiro : Indicateur coloré mixte
-Mettre : 0.2g de rouge de méthyle et 0.1g de bleu de méthyléne dans 100ml d’éthanol a
95%.

2-Solution de phénol :

-Dissoudre 5g de phénol dans 100 ml d’eau distillée, la solution étre incolore et limpide,
stable a la température ambiante. Cette solution est manipulée avec précaution, outre le
dégagement de la vapeur du phénol, sa toxicité est également due a son aptitude a étre
résorbé rapidement par la peau.

3-Solution de Fehling (A et B) :

Fehling A :

-Dissoudre 5g de sulfate de cuivre CuSO,4 dans 50ml d’eau distillée.

Fehling B :

-Dissoudre 6.5g de la soude + 17.3g de tartrate de sodium et potassium dans 35ml d’cau
distillée

-compléter a 50ml d’eau distillée.

4-Solution pour CAT :

*solution de H,SO,4 a0.6M :
-Prélever 3.263 ml de H2SO4 et ajuster a 100ml par I’eau distillée.

*Solution de phosphate trisodique a 28Mm
28 mM=0.028M.-

*solution d'Amonium molybdate a 4 Mm :

4Mm= 0.004M.

MM masse molaire (Amonium molybdate) =1235.86 g/mol
-Molarité =n/l=m/MM (nombre de mol/litre=masse /masse molaire)
-m=Molarite x Masse Molaire=0.004 Mx 1235.869/M=4.9434¢g
4.9439/1000ml.

-m (phosphate trisodique) = 0.494g/100ml.

5- Solution ulcérogene :

Le mélange HCI/ EtOH est préparé en ajoutant la solution de HCI a 150mM dans I'éthanol a
60% (V/v).

*solution de HCI & 150Mm :

Cette solution est préparée a partir de HCl a 11.63M : prélever 0.302ml de HCI et ajuster a
100ml d’eau distillée.

*Solution d’éthanol a 60% : 1’éthanol a 60% est obtenu en diluant 100ml d’éthanol a
99°dans 70ml d’eau distillée.

166



Préparation des réactifs :

1-Réactifs de Mayer :

-Dissoudre 1.358 g de Hg Cl, dans 60ml d’cau distillée ;

-Dissoudre 5 g de Kl dans 10ml d’eau distillée ;

M¢élanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100ml d’eau distillée.

2-Réactifs de Wagner :
-Dissoudre 2 g de Kl et 1.27 g de I, dans 75 ml d’eau distillée ;
-Ajuster le volume total a 100ml d’cau distillée.

3-Réactif de I’amidon :
-Dissoudre 1.2 g d’iode I, dans 50ml d’eau distillée contenant 2.5 g d’iodure de potassium Kl

-Chauffer pendant 5 minutes puis diluer jusqu’a 500ml d’eau distillée.

Matériel de chirurgie activité anti ulcérogéne :

-d’un manche et lames de bistouri,

-des paires de ciseaux courbes et droites,

-des pinces anatomiques courbes,

- des écarteurs,

-d’une plaque de contention,

-des sondes de gavage bucco cesophagiennes en acier inoxydable
-des Boites de pétri

-des Bechers,

- des seringues (2.5cc)

-d’un binoculaire et loupes

-des bandes a gaz des compresses et du coton,
-des gants,

-du scotch,

-Ethanol,

-des regles métalliques graduées en mm.
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de racine d’Osyris alba L. L’huile de racine contient des acides gras essentiels

D. Khaldi - M. Belarbi - I.A. El Haci - F. Atik - W. Zeriouh - F.Z. Ghanemi - A. Nani - A. Hichami

© Lavoisier SAS 2018

Abstract Osyris alba L. (Santalaceae) is a shrub that grows
wildly in southern Europe, North Africa and South-west
Asia. In Algeria, the decoction of the root bark of this plant
has been used since ancient times in folk medicine by the
local population in the region of the mountains of Béni-
Snousse (South west of Tlemcen), as a fortifying, anti-
anaemic and as an anti-inflammatory agent. The aim of this
work was to evaluate the antioxidant activity of the phenolic
compounds of the root by using DPPH, FRAP, TAC meth-
ods. Determination of the phenolic profile of the root extract
was assessed using HPLC-DAD technique (High Perfor-
mance Liquid Chromatography-Diode Array Detection).
While the determination of total fatty acid composition of
the root oil was performed using Gas Chromatography
(GC-FID). From the results, the total poly-phenol extract
of the root bark has shown the highest antioxidant power
which exceeds the standard, namely, ascorbic acid and Tro-
lox. The chromatographic analysis of the total poly-phenol
extract has found that the Gallic acid and Quercetin are the
major compounds. These results demonstrate that the pheno-
lic compounds of Osyris alba root bark have a great potential
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as sources for natural health products. Gaseous Chromatog-
raphy Assay of the oil has revealed the presence of two
groups of fatty acids: arachidic acid (C20:0) and linoleic
acid (C18: 9.12) known for its pro-inflammatory effect
against oleic acid C18:1, linolénic acid C18: 9.12.15, and
eicosatrienoic acid (ETA) C20:3 which are known for their
pro-anti-inflammatory effect. For this reason, we need to test
the effect of this oil on inflammatory models.

Keywords Osyris alba - Root - Phenolic compounds -
Antioxidant - DPPH - FRAP - TAC - Oil - HPLC - GPC -
Fatty acid

Résumé Osyris alba L. (Santalaceae) est un arbuste qui
pousse de maniére sauvage dans le sud de I’Europe, en Aftri-
que du Nord, en Asie du Sud-Ouest. En Algérie, la décoction
de I’écorce de racine de cette plante a été utilisée depuis
I’ Antiquité en médecine populaire par la population locale
qui habite la région des montagnes de Béni-Snousse (Sud-
Ouest de Tlemcen), comme fortifiant, antianémique et
comme anti-inflammatoire. Le but de ce travail était d’éva-
luer : 1) Iactivité antioxydante des composés phénoliques de
la racine en utilisant les méthodes DPPH, FRAP, TAC ;2) le
profil phénolique a travers la chromatographie liquide a
haute performance ; 3) la composition totale en acides gras
de ’huile extraite des racines par chromatographie en phase
gazeuse. A partir des résultats, I’extrait phénolique de la
racine a montré le plus haut pouvoir antioxydant qui dépasse
la norme a savoir I’acide ascorbique et Trolox. L’analyse
chromatographique de I’extrait phénolique a montré que
I’acide gallique et la quercétine sont les composés majori-
taires. Ces résultats démontrent que les composés phénoli-
ques de I’écorce de racine d’Osyris alba ont un grand poten-
tiel en tant que sources de produits de santé naturels.
Concernant la chromatographie gazeuse, I’analyse de 1’huile
a révélé la présence de deux groupes d’acides gras : ’acide
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arachidique (C20: 0) et I’acide linoléique (C18: 9.12) connu
pour son action pro-inflammatoire contre ’acide oléique
C18: 1 ; I’acide linolénique C18: 9.12.15 et I’acide éicosa-
triénoique (ETA) C20: 3 qui sont connus pour leur effet
proanti-inflammatoire. Pour cette raison, nous devons tester
I’effet de cette huile sur les modéles inflammatoires.

Mots clés Osyris alba - Racine - Composés phénoliques -
Antioxidant - DPPH - FRAP - TAC - HPLC - Huile - GPC -
Acide gras

Introduction

Plants have formed the basis of sophisticated traditional
medicine systems that have been in existence for thousands
of years and continue to provide mankind with new reme-
dies. The interest in nature as a source of potential chemo-
therapeutic agents continues. Natural products and their deri-
vatives represent more than 50% of all drugs in clinical use
in the world. Higher plants contribute no less than 25% of
the total drugs. Medicinal plants typically contain mixtures
of different chemical compounds that may act individually,
additively or in synergy to improve health [1]. Plants synthe-
size a diverse spectrum of antioxidant phenolic compounds
as secondary products, which prevent oxidative damage in
planta, but also confer protective effects on humans when
the plants are consumed as food [2]. The relationship
between polyphenol-rich food consumption and reduced
possibility of being affected by some diseases has attracted
increasing interest from consumers, food manufacturers and
nutritional scientists [3]. In the human diet, phenolic com-
pounds, primarily flavonoids, phenolic acids and isoflavones
are the most abundant antioxidants [4]. The estimated daily
total dietary intake is thought to reach from 20 mgto 1 g
[5,6]. Because of their antioxidant activity, phenolic com-
pounds may protect human cells against oxidative damage,
leading to a reduced risk of several oxidative stress-
associated degenerative diseases, such as cancer, cardiovas-
cular or neurodegenerative diseases [7], notably Alzheimer’s
disease which is a progressive neurodegenerative disorder
with deadly outcome [8]. The antioxidant properties of phe-
nolic compounds reflect a combination of mechanisms,
including free radical scavenging, hydrogen donation, sin-
glet oxygen quenching, metal ion chelation and acting as a
substrate for oxidation [2].

The Santalaceae family includes dicotyledonous plants; it
comprises 400 species divided into about forty genera.
These are trees, shrubs and herbaceous plants, sometimes
with reduced leaves, partially parasitic to the roots or aerial
parts of the host, from temperate to tropical regions. The
three main genera are: Thesium, Santalum which is the
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famous and fragrant Indian sandalwood [9], and the genus
Osyris grouping six or seven shrub species [10], among
them, Osyris alba L. “Bouhla in Arabic”.

It is a hemi-parasitic shrub that grows wildly in southern
Europe, north Africa, south-west Asia [11]. Osyris alba L. is
very common in the Tell Algerian, especially in forests and
brush forming dense stands, but very rare in the Sahara sec-
tor [12].

The Poet’s Cassia (Osyris) is known for its traditional ther-
apeutic properties in some African countries [13]. Since
ancient times, the watery decoction of the root barks of
Osyris alba L. Skeel (RBOA) has been used, by the popula-
tion of the mountains of Béni-Snousse (south west of
Tlemcen.) in folk medicine as fortifier anti-anemic and anti—
inflammatory agent. For hundreds of years the inhabitants of
this region had used the root bark of Osyris alba as a fortify-
ing, anti-anemic and as an intestinal anti-inflammatory agent.

In view of the hemi-parasitic character of Osyris alba,
there are many works which have spoken about the parasitic
mechanism as well as the anatomy of the part responsible of
the parasitic plant. However, to the best of our knowledge,
there are very few publications concerning this specie and
they do not report the phytochemical characterization and
the antioxidant power of the root part.

The aim of this work was, on one hand, the determination
of the phenol content from the root bark through the use of
spectrophotometric dosage and selective extraction, the eval-
uation of their antioxidant power by using different methods,
namely, DPPH radical scavenging power, FRAP ferric
reducing power, TAC total anti-oxidative capacity, and the
chromatographic analysis (HPLC) of the activist extract. On
the other hand, the characterization and the valorisation of
the removed oil (secondary product) is extracted from the
bark root.

Materials and methods

Plant materials

Osyris alba was collected at the flowering stage from north-
west of Algeria (Tlemcen). The plant material was botani-
cally identified by Professor N Benabadji and a voucher
specimen of the plant was deposited in the Herbarium of
the Laboratory of Ecology and Ecosystem Management,
University of Tlemcen, Algeria.

The root barks of Osyris alba (RBOA) were dried in a
shadowy place and at room temperature for a few days. Dur-
ing drying time, plants were turned over to allow homoge-
neous drying. After drying, the roots barks (RBOA) were
cut to obtain the fine smithereens, which were used for
extractions.
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Extraction and dosage of phenolic compounds
in the hydro-acetone crude extract

Total phenol content in the hydro-acetone crude extract

The air-dried plant materials (RBOA) were ground and
defatted with n-hexane using Soxhlet extractor [14]. The
removed fat was analysed by GPC in order to valorise this
secondary product and know its fatty acid composition.

2 g of the fat-free material was extracted with 100 ml of
70% of acetone/water (v/v) by cold maceration at 4 °C
for 24 hours. The obtained extract was filtered, washed with
n-hexane to get rid of other low molecular weight com-
pounds, and evaporated, using a rotary evaporator, to dry-
ness under reduced pressure at 45 °C. The resulting residue
is weighed to calculate the yield [15]. The total phenol con-
tent of the plant extracts was determined by Singleton &
Ross [16] using the Folin-Ciocalteu reagent.

Folin-Ciocalteu reagent: It is a yellow acid, consisting of
acid poly-hetero-cycles containing molybdenum and tung-
sten. The reaction is based on the reduction of the phospho-
molybdic acid of the Folin-Ciocalteu reagent by polyphe-
nols in an alkaline medium [17].

It results in the development of a dark blue coloration due
to the formation of a tungsten molybdenum complex mea-
sured by a spectrophotometer.

Briefly, 0.2 ml of each sample was mixed with 0.8 ml of
sodium carbonate (7.5%) freshly prepared; the whole sample
was vigorously mixed on a vortex. After 5 min, 100 pl of
diluted Folin-Ciocalteu reagent (1/10 v/v) was added to the
mixture, and left for 30 min at room temperature in the dark,
and the reading of absorbance by the spectrophotometer
(JENWAY 6405 UV/Vis mark) is performed against a
blank at 765 nm.

A calibration curve was performed in parallel under the
same operating conditions using Gallic acid as a positive
control. The results were expressed as mg Gallic acid equiv-
alent per g of dried extract (mg GAE/g De). The equation
deduced from the Gallic acid calibration curve for the total
phenols content: 4 = 2.916C, > = 0.98.

Total flavonoids content in the hydro-acetone crude
extract

The total flavonoids content was determined by a colorimet-
ric method as described in the literature [18]. Each sample
(500 pl) was mixed with 2 ml of distilled water and subse-
quently with 150 pl of NaNO, solution (15%). After 6 min,
150 pl of aluminium chloride (AICI;) solution (10%) was
added and allowed to stand for 6 min. Then, 2 ml of
NaOH solution (4%) was added to the mixture. Immediately,
distilled water was added to bring the final volume 5 ml and
the mixture was thoroughly mixed and allowed to stand for

another 15 min. Absorbance of the mixture was then deter-
mined at 510 nm versus prepared water blank. A calibration
curve was performed in parallel under the same operating
conditions using Catechin as appositive control. The results
were expressed as mg Catechin equivalent per g of dried
extract (mg CATE/g De).

The equation deduced from the Catechin calibration
curve for the total flavonoid content:

A=5.1403C * = 0.98.

Condensed tannin content in the hydro-acetone crude
extract

The amounts of condensed tannins were estimated using the
Acidic-Vanillin method [19]. 50 ul of each sample was
added to 1,500 pl of the vanillin/methanol solution prepared
at 4 % (w/v). After that 750 pl of HCl was added and the
mixture was thoroughly mixed and allowed to stand for
20 min at room temperature. Absorbance of the mixture
was then determined at 550 nm versus prepared water
blank. A calibration curve was performed in parallel under
the same operating conditions using Catechin as appositive
control. The results were expressed as mg Catechin equiva-
lent per g of dried extract (mg CATE/g De).

The equation deduced from the Catechin calibration
curve for condensed tannins content:

A=0.1161C 1* = 0.99.

Selective extraction of flavonoids and tannins

Preparation of hydro-methanol crude extract
and the fractionation of flavonoids

The extraction of the flavonoid was carried out according to
the method of Markham [20], with modification inspired by
the method of Bruneton [21]. It was based on the degree of
solubility of flavonoids in organic solvents. This method
comprises two major steps: the first extraction phase was
carried out with methanol to solubilize the flavonoids and
the second was carried out with diethyl ether (extraction of
free genins = non glucosidic part) and ethyl acetate (extrac-
tion of monoglycosides) and n-butanol (to solubilize di and
triglycosides).

The root bark of Osyris alba (OARB) was powdered and
1 g of dried sample was extracted by cold maceration (4 °C/
24 h) using a hydro-methanol solution prepared at 80% (v/v)
after filtration by Whatman paper [15].

The resulting solution was evaporated under vacuum at
60 °C by Buchi Rotavapor R-200 to dryness. The residue
obtained by methanol extraction was treated with 10 ml of
boiling water to dissolve the flavonoids. Further filtration
through filter paper No 0.45 mm, produced the aqueous
solution that was firstly extracted with 10 mL of diethyl
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ether, 10 ml of ethyl acetate and then with 10 ml of
n-butanol, using the separating funnel (Pyrex) the remaining
solution represented the aqueous fraction which contains the
most polar flavonoids. Each fraction were evaporated and
weighed, then dissolved in almost 5 ml of methanol.

Preparing tannin-rich extracts from hydro-acetone crude
extract

The extraction of tannins from OARB was obtained accord-
ing to the method of Zhang et al. [22] and 5 g of (OARB) was
extracted with cold maceration (4 °C) for 3 days (72 h) using
100 mL acetone—water (70/30, v/v). Then, the mixture was
filtrated and the acetone phase was removed under vacuum
at 45 °C. Then, the remaining aqueous phase was washed
with 30 ml dichloromethane to remove derived lipid and
chlorophyll. Next, the aqueous solution was further
extracted with ethyl acetate at a ratio of 30/30 (v/v) using
the separated funnel. The process was repeated three times
to macerate the maximum of tannin by the acetate-cthyl
phase. In the end, the organics phases (acetate ethyl) were
collected, filtrated, and evaporated to dryness, and the resi-
dues obtained were weighed for the rate measure, and dis-
solved in almost 5 ml of methanol.

Antioxidant activity evaluation
TAC:total antioxidant capacity assay

The Total Antioxidant Capacity (TAC) of plant extracts
was evaluated by the phosphor-molybdate method of Prieto
et al. [23].

A 0.3 ml aliquot of extract was mixed with 3 ml of the
ammonium phospho-molybdate reagent solution (0.6 M sul-
phuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammo-
nium molybdate). After cooling, the absorbance was read
at 695 nm versus a blank.

The tubes were capped and incubated at 95 °C for 90 min.
Then, the samples were cooled down to room temperature
and the mixture’s overall absorbance was measured at
695 nm against a blank. The antioxidant activity of the sam-
ples was expressed as milligrams of ascorbic acid equivalent
per gram of dried weight (mg AAE/ g DW).

DPPH:free radical scavenging assay

This is one of the oldest and simplest assays [24] used to
determine relative capacity for scavenging radicals. It
makes use of stable organic nitrogen radical which on
being reduced loses its deep purple colour. Its stability is
due to delocalization of the extra electron over the entire
molecule [25]. DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) is
practically the most stable free radical.
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In solution (methanol or ethanol) DPPH is characterized
by a violet colour whose intensity is measured at 515—
517 nm. In the presence of a hydrogen donor, DPPH is
reduced to the pale yellow non-radical form (hydrazine
form) DPPH-H. This change from the first form to the sec-
ond is accompanied by a decrease in the absorbance (A)
which can be expressed by the percentage reduction of
DPPH. Conventionally, a high capacity for trapping (reduc-
ing) free radicals is considered to be a high antioxidant activ-
ity [26].

The free radical scavenging activity was measured by a
modified DPPH assay [27].

In test tubes, 100 pl of various concentrations of the
extracts (between 0.01 and 1 mg/ml) in methanol were
added to 3 ml DPPH solution (0.025 g/l in methanol).
After mixing, the samples were maintained in the dark at
room temperature for 30 min. The absorbance was measured
at 515 nm, using a JENWAY 6405 UV/Vis spectrophotome-
ter, and compared with a negative control without extract
[C] (100 wl of methanol + 3 ml of DPPH solution). The
absorbance of negative control was measured at £ = 0 min.

A blank was prepared for each sample using methanol
instead of the DPPH solution (100 pl of sample +3 ml of
methanol). The ascorbic acid prepared in methanol was
used as positive control [C"] which also known as the refer-
ence compound or the Standard; 100 pl of ascorbic acid was
prepared at the increased concentrations (between 0.01 and
1 mg/ml) and was added at 3 ml of DPPH solution. A
decreased absorbance of the reaction mixture was taken to
mean an increased reducing power. DPPH free radical scav-
enging activity in percentage (%) was calculated using the
following formula which has given by Yen and Duh [28]:

DPPH scavenging activity % = [A (o) control- — A (130)
Sample or Control+ /A (t0) Comrol'] X 100

where

A Conwol : 1s the absorbance value of the only DPPH+
methanol, which is measured at = 0

A sample or Control - 18 the absorbance value of the mixture
of sample (extract) or standard (ascorbic acid) with DPPH
which is measured at ¢ = 30’

The extract concentration providing 50% inhibition (ECs)
value (ug/ml) was calculated from the plotted graph of scav-
enging activity percentage against extract concentrations.

FRAP: ferric reducing ability power assay

Fe (I11) reduction is often used as an indicator of electron-
donating activity which is an important mechanism of phe-
nolic antioxidant action [29]. The reducing power of the
OARB extract was estimated according to the method of
Oyaizu [30].

Briefly, 1 ml of various concentrations of the extracts
(between 0.01 and 1 mg/ml) in distilled water were mixed



Phytothérapie

with a phosphate buffer (2.5 ml, 0.2 M, pH 6.6) and 1% of
potassium ferricyanide water solution (2.5 ml, K3 Fe (CN)g).
The mixture was incubated at 50 °C for 20 min. Aliquots of
trichloro-acetic acid (2.5 ml, 10%) were added to the mixture
which was then centrifuged at 3,000 rpm for 10 min. The
upper layer of the solution (2.5 ml) was mixed with distilled
water (2.5 ml) and a freshly prepared FeCl; solution (0.5 ml,
0.1%). The absorbance was measured at 700 nm. An
increased absorbance of the reaction mixture was taken to
mean an increased reducing power. The extract concentra-
tion providing 50% inhibition (ECsq or ICsg) value (pg/ml)
is the effective concentration giving an absorbance of 0.5 for
reducing power and was obtained from the plotted graph of
absorbance against extract concentrations. The ascorbic acid
prepared in methanol solution was used as positive control.

High-performance liquid chromatography with diode-
array detection of phenolic extract

RP-HPLC-PDA analysis of phenolic acids and flavonoids
was performed on a Perkin Elmar Flexar system equipped
with a binary pump delivery system, an internal degasser,
photodiode array detector (PDA) and an Eclipse ODS
Hypersil C18 column (150 mm x 4.6 um) was used. The
mobile phase consisted of solvent A: water/acetic acid
(98/2) and solvent B: methanol. The gradient elution system
was 5 min with 10% of B, 25 min with 90% of B and 15 min
for 100% of B, after that, 20 min were considered for equili-
bration. Flow rate was 1 ml/min. The chromatograms
were monitored at 280 nm. The compound identification
and peak assignments were done based on their retention
times, UV-VIS spectra and also comparing with standards.

Gas chromatography of the removed oil extract
from Osyris alba root bark

Oil extraction

The oil extraction from ground bark root was realized with an
organic solvent called n-hexane with a Soxhlet apparatus [14].

The gaseous phase chromatography (GPC) consists in the
separation of fatty acids by column chromatography after
conversion to methyl esters easily transportable by the car-
rier gas. On the chromatogram obtained, the ordinate of the
vertices or the area between the baseline and the peak makes
it possible to measure the quantity of each solute separated in
the sample [31].

Preparation of fatty acid methyl esters (FAMEs)
In brief, 0.1 ml of hexane, containing lipid extract, was trans-

ferred into screw cap tubes and dried under nitrogen, then
1 ml of methanolic NaOH (0.5 N) was added into tubes, and

heated at 80 °C during 20 min. After cooling at 4 °C, 2 ml of
boron trifluoride-methanol solution (BF3) were added, and
the methylation was performed at 80 °C for 20 min. After
cooling down in ice, 2 ml of NaCl (35%) plus 2 ml of hexane
were added into the tubes. After vigorous agitation and cen-
trifugation (1,200 g/5 min), the upper phase containing fatty
acid methyl esters was transferred into new tubes, and ana-
lysed by gaseous phase liquid chromatography (GPC).
GPC was performed in a Packard Model 417 gas—liquid
chromatography, equipped with a flame ionization detector
and a 30-m capillary gas column coated with carbowax
20 M. The analysis conditions were as follows: oven temper-
ature was 85 °C/1 min, increased to 150 °C at 30 °C/min,
then increased at 4 °C/min to 210 °C. Helium was used as
carrier gas, with a flow rate of 0.4 ml/min. Analysis of fatty
acid peaks was achieved with reference to the internal stan-
dards (Nu-Chek-Prep, Elysian, MN) by using DELSI
ENICA 31 (Delsi Nermag, Rungis, France). The fatty acid
levels were expressed as g/100 g of total fatty acids [32].

Statistical analysis

All experimental data were expressed as means + standard
deviation (SD) of three parallel. The correlation coefficient
of all dosages and antioxidant activity was determined using
Excel program.

Results and discussion

Colorimetric dosage of phenolic compounds in hydro-
acetone solution of Osyris alba’s root bark (OARB)

The presence of natural antioxidant in plants is well known.
Plant phenolics constitute one of the major groups of com-
ponents that act as primary antioxidant free radical termina-
tors [33]. In various studies, antioxidant activity of plant
extracts was found to be fairly high when they are rich in
phenolic compounds [34].

This high potential of phenolic compounds to scavenge
radical may be explained by their phenolic hydroxyl groups
[35]. For this reason, there has been a particular interest
about the determination of the amount of total phenols,
total flavonoids and tannins in the hydro-acetonic crude
extract of Osyris alba root bark.

The total phenol content of the plant extracts was deter-
mined by the method of Singleton & Ross [16] using the
Folin—Ciocalteu reagent. This improved method recom-
mended a molybdo-tungsto-phosphoric heteropolyanion
reagent to improve specificity towards phenols with the
absorbance reading being taken at 765 nm.
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Concerning the tannins examination, the phytochemical
screening test was shown the presence of condensed tannins.
Indeed, spectrophotometric dosage in the hydro acetonic
crude extract confirmed this fact.The results have clearly
shown the richness of Osyris alba root bark in total phenols
which is estimated at 371.67 mg GAE/g De, followed by a
high level of condensed tannins with 121.146 mg CATE/g
De, and a considerable amount of total flavonoids which is
estimated at 55.345 mg CATE/g De (Table 1). In comparison
with a near species which belongs to the same genus
Osyris quadripartita Salzm., the published work of Rached
et al. 2010 [13] has shown high levels of total phenolics and
flavonoids in the crude extract of Osyris quadripartita
Salzm. with 438.99 mg GAE/g De and 72.09 mg CATE/g
De respectively, However they have demonstrated a
lower quantity of total phenols and flavonoids in the fruit
part with 109.49 mg GAE/g De and 16.95 mg CATE/g De,
respectively.

According to the literature, the plant part studied, the dry-
ing conditions and the extraction methods represent the prin-
cipal parameters which affect the phenolic compound rates.

The foliage trees are richer in the phenolic compound
than seed or root, because the leaves are the seat of photo-
synthesis and the production of secondary metabolites; the
leaf part is exposed to the extreme conditions like UV ray,
salty conditions, the change of weather, microbes and animal
attack which induces the necessity to produce more of phe-
nols compounds as defensive substance in this part of plant.

The extraction of high value-added active ingredients
from the plant material, particularly polyphenols, is a crucial
step in isolation as well as in the identification of phenolic
compounds. The solubility of phenolic compounds depends
on their chemical nature in the plant, which varies from sim-
ple to highly polymerized compounds. Vegetable materials
may contain varying amounts of phenolic acids, phenylpro-
panoids, anthocyanins, and tannins [36]. This structural
diversity is responsible for the great variability of the physi-
cochemical properties influencing the extraction of polyphe-
nols [37]. Among other things, the solubility of the phenolic
compounds is affected by the polarity of the solvent used.

Table 1 Total phenolic content, total flavonoids content
and condensed tannins content

Extracts Acetone/H20 [70% (v/v)]

Yield%
Folin-Ciocalteu®

26.295+0.517
371.674 + 1.502
55.345 £ 0.099
121.146 + 1.665

Flavonoid®
Condensed tannin®

a: mg GAE /g De Gallic acid equivalent /g Dried extract
b: mg CATE/g De Catechin equivalent /g Dried extract
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Therefore, it is very difficult to develop an extraction process
suitable for the extraction of all phenolic compounds from
the plant [36,38].

Selective extractions of flavonoids and tannin-rich
extract

Because the root bark of Osyris alba (OARB) plant is used in
folk medicine by the local population in the form of herbal
tea, we are tempted to extract the tannins and to segregate the
flavonoids and to obtain a good separation of its active ingre-
dients responsible for its anti-inflammatory power and thus
validating utility, the extraction method adopted is based on
the differential solubility of flavonoids in organic solvents
(Fig. 1).

Concerning the flavonoids fractions, the results have
shown a high level (8.76%) which is obtained with the aque-
ous fraction (AQE FRA), containing the most phenolic com-
pounds water soluble. The yield of the n-butanol fraction
(BUT FRA), containing mainly the di and triglycosides, is
relatively high (4.1%). However, the yield of the ethyl ace-
tate fraction(ETAC FRA) containing certain aglycones and
the monoglycosides is four times lower than of the n-butanol
fraction (1.1%), and the diethyl ether fraction (EDE FRA),
rich in aglycones, gives a still very low yield (0.064%). Giv-
ing the washing step (to get rid of chlorophyll and pigments)
with certain organics solvent like dichloromethane, petro-
leum ether affect the flavonoids fractions, particularly the
diethyl ether fraction (EDE) [21].

From the analysis, the tannin fraction (TAN FRA) gives a
good yield which is estimated at (3.98%) (Fig. 1).

In the end, we can say that the extraction of tannins
depends, also, on their chemical nature, the solvent used
and the operating conditions [39].

8,763+0,416

4,0133+0,609

W OARB FLAVONOIDIC AND

3,98+0,561 TANNIC FRACTIONS RATES %

4
3
2
1,14£0,174
1
0,064+0,0091
0 -

ETDEFRA ACETFRA BUTFRAFLV AQUEFRA ACETFRAC
FLV FLV FLV TAN
Fig. 1 Flavonoidics and tannic fractions rates (yields) obtained
by selective extractions of OARB FLV (flavonoids), FRA (frac-
tions), ETDE FRA (ether diethyl fraction), ETAC FRA (ethyl ace-
tate fraction), BUT FRA (n-butanol fraction), AQE FRA (aqueous
fraction), TAN FRA (tannic fraction)
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Antioxidant activity evaluation

It has been recognized that flavonoids, tannins and phenolic
compounds show antioxidant activity and their effects on
human nutrition and health are considerable. The mecha-
nism of the actions of flavonoids is through scavenging or
chelating process [40,41]. Phenolic compounds are a class of
antioxidant agents acting as free radical terminators [42].

To the best of our knowledge, there are no reports in the
literature concerning the antioxidant activity of the bark root
of Osyris alba.

Owing to the complex reactive facets of phytochemicals,
it is evident that natural antioxidants, being multifunctional,
cannot be fully evaluated by means of one-dimensional
methods only. So, as it is impossible for any one single
assay to accurately reflect all of the radical sources, as well
as all of the antioxidants in a complex system, a valid evalu-
ation demands the use of several assay methods which
allows for the inclusion of different mechanisms of inhibi-
tion, but at least two systems have been recommended for
the determination of antioxidant activity to establish authen-
ticity [43,44]. For this reason, the antioxidant activity of
each extracts of root bark of Osyris alba were determined
by three methods which are: Total Antioxidant Capacity
(TAC), DPPH free radical scavenging activity, Ferric ion
Reducing Antioxidant Power (FRAP).

TAC: total antioxidant capacity assay

Total antioxidant capability method allows the determination
of the amount of existing antioxidant species in the total
phenol extract (TPE), the tannic fraction (TAN FRA) and
the flavonoids fractions (FLV FRA).

The TAC of the Osyris alba flavonoids was expressed in
mg equivalents of ascorbic acid per g dry matter. For this
purpose, a calibration curve was carried out in parallel,
under the same conditions, using ascorbic acid as a standard.

The equation deduced from the calibration curve of ascor-
bic acid (4 = 2.8429C + 0.1159, 7% = 0.9785).

The results of the Total antioxidant capacity TAC,
expressed in equivalents of ascorbic acid of each extract of
OARB are presented in figure 2.

We note that the total phenolic extracts (TPE) was the
most active extract with a great value estimated at
8.185 mg EAA/g DM followed by the tannic fraction
(TAN FRA) (5.038 mg EAA/g DM), the ethyl acetate flavo-
noid fraction (ETAC FRA) (4.75 mg EAA/g DM), and the n-
butanolic (2.97 mg EAA/g DM). The aqueous fraction (AQE
FRA) contains the lowest value (1.65 mg EAA/g DM).

The high capacity, in hydro-acetonic extract might be
attributed to the presence of phytochemicals such as phenolic
compounds, flavonoids and tannins presented in our previous
results, with high contents [45]. Recent studies have con-

Total Antioxidant Capacity of Osyris alba bark root
(OARB)expressed as mg Equivalent ascorbic acid per g of
dried matter(mgEAA/g DM)
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8,185
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6 5,038

4 2,75

) I 1,65 1,53

o H B
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TAN FLVETAC FLVBUT FLVAQUE
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Fig. 2 TAC of total phenols extract, tannins extract and flavonoids
fraction from the root bark of Osyris alba L Total phenols extract
(TPE), tannins extract (TAN), flavonoids fraction (FLV FRA),
ETAC FRA (acetate ethyl fraction), BUT FRA (n-butanol fraction),
AQE FRA (aqueous fraction)

firmed this assertion, showing that many flavonoids and
related polyphenols contribute significantly to the total anti-
oxidant activity of many fruits such as the red grape [46],
vegetables [47] and medicinal plants [48]. In addition, the
antioxidant capacity depends not only on the total phenol con-
tent but on the specific phenol composition, as well the total
number of phenolic hydroxyl groups and their position on the
aromatic core influence the antioxidant capacity. It is believed
that the greater the number of ortho- or para-oriented phenolic
hydroxyls, the higher the antioxidant activity [49].

DPPH: free radical scavenging assay

The stable free radical DPPH method is an easy, rapid, and
sensitive way to survey the antioxidant activity of specific
compounds or plant extracts [S0]. DPPH is a stable free rad-
ical, which has been widely accepted as a tool for estimating
free radical scavenging activities of antioxidants [51].

ICsq value basically represents the required concentration
for an antioxidant to reach.

50% of DPPH radical scavenging [52,53]. Lower ICs
values are related with higher free radical scavenging activ-
ity of an antioxidant [54,55]. This parameter is determined
graphically on the graphs plotted percent inhibition as a
function of the different concentrations of the standard
(ascorbic acid) and of the flavonoids tested.

From the analysis, we find that all tested phenolic com-
pounds of Osyris alba root bark (OARB) including: total phe-
nolic extract (TPE), flavonoidics fractions (FLV FRA) and
tannins extract (TAN) were able of scavenging DPPH free
radical in a concentration dependent-manner (ICs) (Fig. 3).

The results for the DPPH assay have revealed that all the
extracts exhibited greater activity than Trolox (42 pg/ml)
[13]. The analysis has found that the total phenols extract
(TPE) is the activist extract with an ICsy (2.245 pg/ml)
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OARB DPPH-FREE RADICAL SCAVENGING IC50 pg/ml
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Fig. 3 DPPH free radical scavenging of phenolic compounds
of Osyris alba root bark expressed on ICso (ng/ml) ascorbic acid
(AA), phenols extract (TPE), tannins extract (TAN), flavonoids
fraction (FLV FRA) ,ACET FRA (acetate ethyl fraction), BUT
FRA (n-butanol fraction) AQE FRA (aqueous fraction), [C50 (inhi-
bition concentration at 50% of DPPH reduction)

which is stronger than ascorbic acid (3.317 pg/ml). We note
the high power of the ethyl acetate fraction (FLV ETACE)
(7 pg/ml) followed by the butanolic fraction (FLVBUT)
(11.184 pg/ml)). The tannins extract (TAN) (12.523 pg/ml)
and the flavonoids aqueous fractions (FLV AQE)
(13.44 pg/ml) are classed in the last scale. In comparison
with a near species Osyris quadripartita Salzm., the pub-
lished work of Rached et al. [13] has revealed that the ace-
tate ethyl (FLV ETACET) and butanol (FLV BUT) flavo-
noids fractions have shown an important power with ICsq =
5.2 pg/ml and 10.3 pg/ml respectively, which are not very
far from our analysed fractions.

According to the author Guribe-Fakim [1], the medicinal
plants typically contain mixtures of different chemical com-
pounds that may act individually, additively or in synergy to
improve health, the high power of the total phenol extract
can be explained by the synergic effect of the different phe-
nolic compounds (phenolics, flavonoidics and tannins)
which subsist in the mixture of the hydro-acetonic crude
extract.

FRAP: ferric reducing ability power assay

Fe (IIT) reduction is often used as an indicator of electron-
donating activity, which is an important mechanism of phe-
nolic antioxidant action [29]. In FRAP assay, the evaluation
of the reducing power is based on the presence of reductones
in the extracts that provoke the reduction of Fe III /ferricya-
nide complex to the ferrous form Fe II [50,55,56].

In this assay, depending on the reducing power of antiox-
idants compounds, the yellow color of the test solutions
change into various shades of green and blue. Therefore,

Eavoisier

by measuring the formation of Perl’s Prussian blue at
700 nm, we can monitor the Fe II concentration [57]. The
extract concentration providing 50% inhibition (ECsy or
ICsq) value (ug/ml) is the effective concentration giving an
absorbance of 0.5 for reducing power and was obtained from
the plotted graph of absorbance against extract concentra-
tions. The ascorbic acid prepared in methanol solution was
used as positive control.

As shown in figure 4, all tested phenolic compounds of
Osyris alba root bark (OARB) including total phenolic
extract (TPE), flavonoidics fractions (FLV FRA)and tannins
extract (TAN) were capable of the iron reducing in a concen-
tration dependent-manner.

Although all the extracts show an important reducing
power, it was noted that the total phenol extract comes first
with an ICsq that was lower than the ascorbic acid (AA).

Because the reductive ability of the total phenol extract
(TPE) (22.565 pg/ml) was higher than Vitamin C (ascorbic
acid) (24.345 pg/ml), it was evident that the extract showed
reductive potential and could serve as electron donor, termi-
nating the radical chain reaction.

In the flavonoids fraction, we note the high power of the
Ethyl Acetate fraction (FLV ETACET) (27.176 pg/ml) fol-
lowed by the Butanolic fraction (FLV BUT) (29.88 pg/ml).
The tannins extract and the flavonoids aqueous fraction were
classed in the last scale (54.6 and 66.728 pg/ml respec-
tively). By comparison, with the precedent method (TAC
and DPPH assays), we can clearly observe the great similar-
ity in the results. These results prove that the hydro acetone-
crude extract of the bark root is rich in reductones, particu-
larly phenolic compounds which produce the total antioxi-
dant activity, presented in (Fig. 2). Therefore, the reducing
power is a very important aspect for the estimation of the
antioxidant activity [58].

FRAP-IC50(pg/ml) PHENOLIC COMPOUND OARB

66,728

29,88
27,176 !
24,345 22,565

AA TPE TAN AET BUT AQE

Fig. 4 FRAP (ferric reducing ability power assay) of phenolic com-
pounds of Osyris alba root bark (OARB) expressed on IC50 ascorbic
acid(AA), phenols extract (TPE), tannins extract (TAN), flavonoids
fraction (FLV FRA), ACET FRA (acetate ethyl fraction), BUT FRA
(n-butanol fraction) AQE FRA (aqueous fraction), EC50 = IC50
(ug/ml) (Effective concentration at 0.5 of absorbance)
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High-performance liquid chromatography with diode
array detection of the total phenolic extract

The chromatographic analysis of the most active extract
(TPE) has shown its high richness in Gallic acid and Quer-
cetin (Fig. 5); these interesting results are consistent with the
dosage Folin—Ciocalteu (Table 1) and confirm the strong
antioxidant activity of this extract.

These results demonstrate that the phenolic compounds of
Osyris alba root bark have an excellent antioxidant activities
and thus they have a great potential as sources for natural
health products.

Oil yield and gas chromatography (GC) assay of the oil
extract from the root bark of Osyris alba

To the best of our knowledge, there are no reports in the
literature concerning the GC of the oil extracted from bark
root of Osyris alba.

The oil extracted from the root bark of Osyris alba (L.) is
orange-honey in colour, with a viscous appearance and smell
and pronounced flavour. Our results showed that the oil yield
was about 12.98 per cent. It has been established that the
extraction oil by organic solvent was the method most reli-
able and profitable from economical point of view [59].

A gas liquid chromatography method was developed for
the quali-quantitative analysis of fatty acids composition.
According to the result (Fig. 6) (Table 2), the chro-
matographic analysis has shown the diversified composition
of Osyris alba bark root oil in terms of saturated (SFA) and
unsaturated fatty acid (USFA). Concerning the saturated
fatty acid (SFA), arachidic acid (Ara) (C20) comes first with
(18.068%) According to the literature, arachidic acid (Ara)
was first discovered by Gossmann in 1854 in peanuts oil;

peanuts are the seed of Arachis hypogea from which its
name is derived [60]. Peanut oil contains the highest quan-
tity, about 2.3% of edible portion. However, in our result we
can say that the oil extracted from the roots of Osyris alba is
considered as a new natural source of arachidic acid (Ara). In
the second place comes the stearic acid (Sta) C18:0 with
13.24%, the palmitic acid (Paa) is the last one with
10.70%. Recent studies have shown that saturated arachidic
acid (Ara) has induced the liver dysfunction in hyperglycae-
mic rats and increased hepatic expression of inflammatory
markers in vivo [61]. Concerning the unsaturated fatty acid
(USFA), we note the presence of the linoleic acid omega6
(C18:n-6) with high yield (21.48%), the almost quantity of
linoleic acid is presented in Colza oil (21%) [62]. Linoleic
acid is involved in many physiological functions. It is
involved in the functioning of the immune system, in the
inflammatory response, and in the manufacture of the cell
membrane. A very low intake as well as an excess of linoleic
acid is deleterious with regard to cardiovascular risk. A too
high rate promotes the oxidation of the lipoproteins which
make them atherogenic [63]. The results reveal the eicosa-
trienoic acid (ETA) omega 3 of long chain (C20:n-3) with
(18.684%). eicosatrienoic acid (20:3w-3) is a rare polyunsat-
urated fatty acid of the omega-3 series. In normal humans, it
represents less than 0. 25% of serum phosphor lipid fatty
acids. However, it is one of the most active essential fatty
acids when assayed for the inhibition of fatty acid elonga-
tion/desaturation reactions which convert dietary C-18 fatty
acids to C-20 eicosanoid precursors [64]. Recent studies
have shown that the topical application of ETA protects
against UV-induced skin damage in hairless mice and sug-
gest that ETA can be a potential agent for preventing and/or
treating UV-induced inflammation and photo-aging [65].
The analysis shows the presence of the oleic acid (Ola)

Laprona-18-mth-6 280:5:395:5 HPLC FLEXAR
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Fig. 5 High Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection of the total phenolic extract (TPE)
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Fig. 6 Total fatty acid composition of the oil of Osyris alba bark root (OABR) Gaseous phase chromatography analysis (GPC)

Table 2 Composition of total fatty acid analysed by GPC
Fatty acid Symbol % percentage
Palmitic acid 16:00 10,703

Stearic acid 18:0 13,239

Oleic acid 18:1 11,784
Linoleic acid 18:2N-6 21,481
o-Linolenic acid 18:3N-3 6,0414
Arachidic acid 20:0 18,068
Eicosatrienoic acid 20:3 18,684

omega 9 (11.78%) oleic acid; this mono-unsaturated fatty,
acid (MIFA) is known in the literature by their anti-
inflammatory and anti-cancerous effects [66]. We note the
significative presence of the omega 3 of medium chain C18
(o-linolenic acid 6.04%) which is not far to the quantity pre-
sented in Soybean oil (7 %) [62]. At nutritional and dietetic
level, Osyris alba oil is mainly composed of unsaturated
fatty acids with cis geometric isomerism and consequently
shows no problem of digestion or assimilation to human
organism .We note the absence of C22:1 erucic acid (Era)
indicates Osyris alba oil as non-toxic and edible oil [67].
For balanced diet, we note that Osyris alba oil has a low
ratio of omega 6 to omega 3 which is estimated at 1
(omega 6/ omega 3 ratio 1:1). The studies show that a
lower ratio of omega-6s to omega-3s is more desirable to
reduce the risk of many chronic diseases that have become
epidemics in most Western societies. For example, research-
ers from The Center for Genetics, Nutrition and Health
of Washington, DC found that the lower the omega-
6/omega-3 ratio was in women, the lower their risk of breast
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cancer. A ratio of 2:1 suppresses inflammation in patients
with rheumatoid arthritis, and a ratio of 5:1 has a beneficial
effect on patients with asthma [68]. In the end we can con-
clude that the oil of Osyris alba contains two groups of fatty
acids arachidic acid (eicosanoic acid C20) and linoleic acid
(C18:9.12) known in the literature, for its pro-inflammatory
effect against oleic acid C18:1, linolénic acid C18:9.12.15,
and eicosatrienoic acid (ETA) C20:3 which are known for
their anti-inflammatory effect. For this reason, we propose to
test the effect of this oil on inflammatory models.

Conclusion

From the results, the total phenolic extract of the root bark
has shown the highest antioxidant power which exceeds the
standard, namely, ascorbic acid and Trolox. The chro-
matographic analysis (HPLC—-DAD Array) of the total phe-
nols extract have found that the Gallic acid and Quercetin are
the major compounds which explain their strongest antioxi-
dant activity .These results demonstrate that the phenolic
compounds of Osyris alba root bark have excellent antioxi-
dant activities and thus they have a great potential as sources
for natural health products. From other side, the Gaseous
phase Chromatography (GLC) assay of the oil extract from
the root bark of Osyris alba has revealed the presence of two
groups of fatty acids: arachidic acid (C20:0) and linoleic acid
(C18:9.12) known for its pro-inflammatory effect against
oleic acid C18:1, linolénic acid C18:9.12.15, and eicosatrie-
noic acid (ETA) C20:3 which are known for their pro-
anti-inflammatory effect. For this reason, we need to test
the effect of this oil on inflammatory models.
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Abstract

Limited — though increasing — evidence suggests that argan oil might be endowed with potential healthful properties, mostly in the areas
of CVD and prostate cancer. We sought to comprehensively determine the effects of argan oil supplementation on the plasma lipid profile
and antioxidant status of a group of healthy Algerian subjects, compared with matched controls. A total of twenty healthy subjects con-
sumed 15 g/d of argan oil — with toasted bread — for breakfast, during 4 weeks (intervention group), whereas twenty matched controls
followed their habitual diet, but did not consume argan oil. The study lasted 30 d. At the end of the study, argan oil-supplemented subjects
exhibited higher plasma vitamin E concentrations, lower total and LDL-cholesterol, lower TAG and improved plasma and cellular antiox-
idant profile, when compared with controls. In conclusion, we showed that Algerian argan oil is able to positively modulate some surrogate

markers of CVD, through mechanisms which warrant further investigation.

Key words: Argan oil: Argania spinosa: CVD: Atherosclerosis: Cholesterol: Lipid oxidation: Mediterranean diet

Diet and its components play major roles in the onset and
development of several degenerative diseases such as athero-
sclerosis, CVD, cancer and neurodegeneration”. In this
respect, adherence to the Mediterranean diet is associated
with lower incidence of CVD and cancer®®. It must be
emphasised that the term ‘Mediterranean diet’” encompasses
several diverse dietary profiles typical of the Mediterranean
basin®®. Indeed, some differences, e.g. with respect to alco-
hol consumption or protein intake, exist among the various
Mediterranean countries” . Among the various components
of the Mediterranean diet, much attention is being paid to
olive oil, because its consumption is associated with favour-

©, However, some countries,

able cardiovascular outcomes
namely those in the Maghreb area, also use argan oil for
culinary and cosmetic applications”. Indeed, accumulating
evidence suggests that argan oil might be endowed with
potential healthful properties, mostly in the areas of CVD®
and prostate cancer. As an example, several recent studies
reported hypolipidaemic, hypocholesterolaemic and antihy-
pertensive effects of argan oil in the rat”7!?. Argan oil is
obtained from the fruit of Argania spinosa (Sapotaceae), an
endemic tree which mostly grows in South-western Morocco.

Argan trees also grow in Algeria, namely in the Tindouf

countryside. While technological advancement, e.g. Soxlet’s
extraction, is changing argan oil production, most of its
making still follows traditional procedures, i.e. hand-ground-
ing and cold-pressing of the kernels, yielding yellowish,
nutty-flavoured products””. The fatty acid profile of argan
oil consists of approximately 45% MUFA, approximately
35% PUFA and approximately 20% SFA. Moreover, virgin
argan oil contains minor, bioactive components such as phe-
nolic compounds, phytosterols and tocopherols'! 2.

Despite suggestive in vitro and animal evidence, the
potential cardioprotective properties of argan oil have been
the subject of very limited studies in humans®'®. Moreover,
the in vivo effects of Algerian argan oil have never been inves-
tigated. Therefore, we sought to comprehensively determine
the effects of argan oil supplementation on plasma lipid
profile and antioxidant status of a group of healthy Algerian
subjects, compared with matched controls.

Experimental methods
Materials and methods

Argan fruits were harvested in the Tindouf area of South-
western Algeria. The argan oil used in the present work was

Abbreviations: CAT, catalase; LOOH, lipoperoxides; ORAC, oxygen radical absorbance capacity; TBARS, thiobarbituric acid-reacting substances.

* Corresponding author: F. Visioli, email francesco.visioli@imdea.org
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Table 1. Composition of the argan oil adopted in this study

Fatty acid %
C16:0 12-89
C18:0 4.83
C16:1n-9 0-4
C18:1n-9 45.01
C18:2n-6 35-39
C18:3n-3 0-2
Total SFA 17.72
Total MUFA + PUFA 81
MUFA/PUFA 1.27
a-Tocopherol (mg/kg) 56-34
Phenolic compounds (mg/kg) 52.36

produced from freshly picked seeds of a single harvest, using
traditional hand-methods. The oil was kept at 4°C in a brown
glass bottle until the beginning of the trial.

The fatty acid composition of the oil was determined by gas-
phase chromatography (Applied Sciences Labs, State College,
PA, USA). Fatty acid standards were from Nu-Check-Prep
(Elysian, MN, USA). Vitamin E (a-tocopherol) was measured
by HPLC according to Zaman et al.'®. Polyphenols were
extracted from the oil and quantified using the method of
Pirisi et al"">. The composition of the oil at study is given
in Table 1. More than 80% of total fatty acids was composed
of oleic and linoleic acids (4501 and 35:39 %, respectively).
Linolenic acid accounted for only 0:2% of total fatty acids.
SFA (mostly palmitic and stearic acids) accounted for 17-7%
of total fatty acids. This oil was devoid of erucic acid. Vitamin E
(a-tocopherol) concentration was quite low, i.e. 56:34 mg/kg.
Polyphenols were also scarcely present, i.e. 52:36 mg/kg.

Subjects

The present study conforms to the Declaration of Helsinki
(Ethical Principles for Medical Research Involving Human Sub-
jects) and was approved by the local ethics committee. A total
of forty healthy subjects aged 25-45 years with normal BMI
and blood pressure were recruited from within the Abu Bakr
Belkaid University (Tlemcen, Algeria) and written or oral
informed consent to the study was taken from them. All
participants were free of metabolic diseases such as hyper-
cholesterolaemia, hypertriacylglycerolaemia,
hypertension, and were non-smokers and medication-free.
We monitored the volunteers’ lifestyle, e.g. physical activity,
working hours and sleep duration, which did not markedly
change throughout this study. A total of twenty subjects con-
sumed 15g/d of argan oil — with toasted bread — for break-
fast, during 4 weeks (intervention group), whereas twenty
matched controls followed their habitual diet, but did not con-
sume argan oil. We found that provision of argan oil translated
into lower consumption of habitual fat (oils and, to a lower
extent, butter). It is noteworthy that, unexpectedly, consump-
tion of olive oil in Algeria is quite low (approximately 1kg/
year), whereas milk consumption is higher than in neighbour-
ing Maghreb countries'*17.

We chose the dose of 15g/d because (a) it was well
tolerated by our volunteers and approximates habitual

diabetes and

consumption and (b) Drissi et al'® previously reported on

the healthful effects of this daily dose.

Both groups had similar anthropometric characteristics
(Table 2). All subjects filled in a food questionnaire, in
which they noted the quality and quantity of food consumed
during the day before blood sampling, including their argan
oil intake (which was nil in controls). The registered values
were converted into energy and were estimated according to
the Ciqual standard table of food composition®. All partici-
pants had similar physical activity and lifestyle.

Blood analyses

At days 0 (Tp), 15 (715) and 30 (T5), venous blood was drawn
into evacuated tubes, some of which contained disodium
EDTA as the anticoagulant; other tubes did not contain antic-
oagulants to allow for the preparation of serum. Both serum
and plasma were separated by centrifugation at 2100 g for
20min at 4°C, aliquoted, and stored at —20°C. Erythrocytes
were collected and washed three times in isotonic saline;
then they were haemolysed by the addition of cold
distilled water (1/4, vol/vol). Cellular debris was removed by
centrifugation.

Lipoprotein and lipid determination

Plasma lipoproteins (LDL, d < 1-063; HDL, d < 1-21g/mD
were separated by sequential ultracentrifugation. Serum total
cholesterol (TC) and TAG were measured using enzymatic
kits (Quimica Clinica Aplicada S.A., Amposta, Spain).
HDL-cholesterol and LDL-cholesterol concentrations were
also measured by enzymatic Kkits.

Determination of hydroperoxides

Both plasma and erythrocyte levels of hydroperoxides
(lipoperoxides, LOOH) were measured by the ferrous ion
oxidation-xylenol orange assay — using the specific LOOH
reducer triphenylphosphine — according to the method of
Nourooz-Zadeh et al '

Determination of thiobarbituric acid-reacting substances

Thiobarbituric acid-reacting substances (TBARS) in plasma
and erythrocytes were measured according to the method of
Nourooz-Zadeh et al. '

Table 2. Anthropometric characteristics of the study subjects
(Mean values and standard deviations)

Argan oil (n 20) Controls (n 20)

Mean SD Mean sD

Age (years) 379 218 35-2 1.52
BMI (kg/m?) 23.08 0-37 22.82 0-55
Glycaemia (mg/l) 931 20-0 926 18.7
SBP (mmHg) 117 2.59 115.5 2.32
DBP (mmHg) 735 1-29 70-5 1.7

SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure.
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Table 3. Dietary intakes at day 30

S. Sour et al.

Argan oil (n 20)

Controls (n 20)

g/d % g/d %
Mean SD Mean sD Mean SD Mean SD

Energy intake

kcal/d 2108-06 40-59 2100-14 93.28

kJ/d 8820-12 169-82 8786-98 390-28
Total protein 74-86 2.86 14.20 0-55 73-83 3-89 14.06 0-78
Total sugars 313.24 9.70 59-43 1.87 319-58 7-46 60-86 1.95

Simple sugars 100-85 2.64 3219 1.42 104-05 4.84 32.55 1.75

Complex sugars 212-39 9.98 67-80 3-46 215.53 7-69 67-44 2.78
Total lipids 61.74 382 26-35 1.66 58-5 279 25.06 1.26

SFA 22.41 1.23 36-92 231 23.02 1.28 39-35 2-66

MUFA 20-75 1.74 33-60 326 20-78 117 35-52 243

PUFA 18-58* 117 30-09* 219 14.7 0-96 2512 2.00
Cholesterol (mg/d) 244.82 15.58 257.72 34.74

* Mean values were significantly different (P< 0-05).
Determination of carbonyl proteins

Carbonyl proteins were measured in plasma and erythrocytes
by the 24-dinitrophenylhydrazine reaction described by
Levine et al.*”.

Conjugated diene formation

The in vitro oxidisability of plasma lipoproteins induced by
metals, i.e. copper sulphate, was analysed by monitoring,
over time, the formation of conjugated dienes, as described
by Esterbauer et al.*V.

Determination of plasma levels of vitamins A, E and C

Vitamins A (retinol) and E (a-tocopherol) were determined in
the plasma of all volunteers by HPLC coupled with UV detec-
tion at 292 nm for vitamin E and 325 nm for vitamin A, accord-
ing to Zaman et al."”. Vitamin C was measured in plasma by
the method of Jagota & Dani®?.

Determination of catalase activity

Catalase (CAT; EC 1.11.1.6) activity was measured by spectro-
photometric analysis of the rate of H,O, decomposition at
240 nm, according to the method of Aebi®.

Oxygen radical absorbance capacity

The total antioxidant ability of plasma (oxygen radical
absorbance capacity, ORAC) was estimated by the capacity
of erythrocytes to resist free-radical-induced haemolysis,
according to the method of Blache & Prost®?.

Statistical analysis

Results are expressed as means and standard deviations. The
Student’s ¢ test was used to compare data from the interven-
tion group with those from controls. Statistical analysis
was performed using Statistica (version 4.1, Statsoft, Paris,
France). A P value less than 0-05 was considered as statistically
significant.

Results
Dietary profile

Neither total daily energy intake nor consumption of proteins,
carbohydrates and lipids significantly differed between the
two groups during the experiment (Table 3). Consumption
of SFA and MUFA was also similar in both groups; however,
argan oil intake resulted in a higher overall consumption of
PUFA (Table 3).

Table 4. Plasma lipid profile of argan oil-supplemented (A) and control (C) subjects,

at different time pointst
(Mean values and standard deviations)

C A- TO A- T1 5 A- TSO
Mean SD Mean SD Mean sD Mean SD
TAG (mg/l) 1210 80 1240 10 1170 90 980* 60
TC (mg/l) 1620 70 1640 60 1520 40 1400* 60
HDL-C (mg/l) 420 20 410 20 440 20 470 10
LDL-C (mg/l) 790 30 810 30 730 20 680** 20

To, day 0; Tys, day 15; Tao, day 30; TC, total cholesterol; HDL-C, HDL-cholesterol; LDL-C, LDL-

cholesterol.

Mean values were significantly different from those of controls: *P<0-05, **P< 0-001.
1 The plasma lipid profile of control subjects did not change significantly throughout the study: we

present the average value of To + Ty5 + Tao.
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Table 5. Circulating and cellular markers of lipid and protein oxidation of argan oil-supplemented (A) and control
(C) subjects, at different time pointst

(Mean values and standard deviations)

C A-Ty A-Tis A-Tao

Mean SD Mean SD Mean SD Mean sD
TBARS pl (p.mol/l) 1.31 0-05 1.45 0-06 1-31 0-08 1.19* 0-06
TBARS erythrocytes (umol/l) 8-67 1.57 8-70 1.71 7-89 1-30 6-65* 1-51
LOOH pl (pmol/l) 0-86 0-11 0-93 0-13 0-77 0-11 0-46** 0-05
LOOH erythrocytes (umol/l) 9.98 1-40 10-3 1-33 9-42 1.37 8-09* 1.30
PC pl (nmol/l) 61-55 2.35 62.74 248 59.47 2.39 56-83* 2.03
PC erythrocytes (nmol/l) 90-97 5-18 94.93 6-31 87-85 5.02 81-05 4.83

To, day 0; Tys, day 15; T30, day 30; TBARS, thiobarbituric acid-reacting substances; pl, plasma; LOOH, lipoperoxides; PC, protein
carbonyls.

Mean values were significanty different from those of controls: *P<0-05, **P<0-01.

1 The biomarkers of control subjects did not change significantly throughout the study: we present the average value of

To + Ti5 + Tao.

Circulating lipids

We recorded a significant improvement in the plasma lipid
profile of subjects who were given argan oil as compared to
controls, whose values did not significantly change during
the study (data not shown). In particular, TAG decreased by
20:97 %, TC by 14:63% and LDL-cholesterol by 16:05% after
30d of treatment (Table 4). We also recorded a concomitant
non-significant increase in HDL-cholesterol.

Circulating and cellular markers of oxidation and
antioxidant status

Circulating and cellular markers of lipid (TBARS and LOOH)
and protein (carbonyls) oxidation are shown in Table 5.
Argan oil significantly decreased the former (at T3p), but not
the latter. In addition, susceptibility of LDL to copper-induced
oxidation was decreased in argan oil-treated subjects, as indi-
cated by the significantly increased lag phase and decrease of
conjugated diene production (Table 6).

Plasma vitamin E concentrations were significantly
increased (+18% at 715, P< 0-05 and +43 % at T30, P< 0-001
when compared with controls; Table 7) by argan oil ingestion
throughout the study. Conversely, vitamins A and C did not
change significantly in either group. CAT activity also
increased significantly in argan oil-treated subjects, whereas
plasma ORAC remained unmodified.

Discussion

We performed the first trial of Algerian argan oil in human
subjects and evaluated a wide array of surrogate markers of
CVD. Our present study results show that daily consumption
of feasible amounts of argan oil positively modulates such
markers. Argan oil consumption is increasing in Europe and
high-quality virgin argan oil can also be currently purchased
in Japan and the USA, where it is mostly sold for its purported
cosmetic properties. Thus far, due to its elevated price, the
dietary use of argan oil is mostly limited to the areas where
it is produced (for the most part Morocco, although West
Algeria also contributes). As such, it contributes to the diet
of selected population groups and is an integral part of the
Maghrebian version of the Mediterranean diet.

Our results are in agreement with those of Drissi ef al.® and
of Cherki et al.™® and fit with cumulated animal evidence of
the anti-atherogenic potential of argan oil”. In particular,
argan oil consumption — in feasible amounts — decreased
total and LDL-cholesterol and TAG. Of note, our subjects
had low mean cholesterolaemia, which reflects the average
values found in countryside Algeria. Other cardiovascular par-
ameters such as blood pressure were not modified by argan
oil consumption, in contrast with the findings of Berrougui
et al.’®® who reported hypotensive effects in normotensive
Wistar rats. This discrepancy might be due to species speci-
ficity, dose or treatment duration.

Table 6. Susceptibility of LDL to oxidation of argan oil-supplemented (A) and control (C) subjects, at

different time pointst
(Mean values and standard deviations)

C A-Ty A-Tis A-Tso
Mean ) Mean SD Mean sD Mean sD
LP (min) 575 5.40 56-25 4.78 62-75 5.75 67-5* 6-45
MR (min) 122.5 6-45 123.25 7-05 124.55 7-27 126-75 8-16
IDP (nmol/l) 33-05 1.39 36-68 0-62 32.22 0-58 30-83 0-95
MDP (nmol/l) 40-83 4.61 43.25 4.97 38-30 4.53 33.7* 3-94

To, day 0; Tys, day 15; Tao, day 30; LP, lag phase; MR, maximal rate; IDP, initial conjugated diene production; MDP,

maximum conjugated diene production.

*Mean values were significantly different from those of controls (P< 0.-05).
1 The susceptibility of LDL to oxidation of control subjects did not change significantly throughout the study: we pre-

sent the average value of To + Ty5 + Tao.
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Table 7. Plasma antioxidant parameters of argan oil-supplemented (A) and control (C) subjects, at different

time points

(Mean values and standard deviations)

A-Ty A-Tys A-Tao
Mean SD Mean SD Mean sSD Mean sD
Vitamin C (pg/ml) 13-25 0-31 1342 0-43 13-05 0-25 136 0-46
Vitamin E (.g/ml) 21.52 1.78 21.46 1.75 25.21* 1.92 30-66** 2.01
Vitamin A (p.g/ml) 66-54 1.59 66-92 191 65-46 0-68 71-54 1.98
ORAC (AU) 2.22 0-11 21 0-10 2.43 0-11 2.97 0-12
CAT pl (U/ml) 0-23 0-02 0.-22 0-02 0-26 0-03 0-28 0-03
CAT erythrocytes (U/ml) 81.21 2.64 80-12 1.95 82-05 1.71 88-88* 2-08

To, day O; Tys, day 15; T30, day 30; ORAC, oxygen radical absorbance capacity; AU, arbitrary; CAT, catalase; pl, plasma.
Mean values were significantly different from those of controls: *P<0-05, **P<0-01.

The exact mechanisms of action by which argan oil exerts
its lipid-modulating and potentially anti-atherogenic actions
remain elusive. However, we speculate that the high pro-
portion of PUFA and MUFA in the argan oil we administered
— and reflected in the overall dietary intake (Table 3) — played
marked roles, as suggested by the available literature?*27”,
Other contributors to the hypolipidaemic effects of argan oil
are — probably — sterols and saponins, which we did not
measure in the present investigation due to technical
limitations, but which have been previously investigated by
Khallouki et al ™" and Berrougui et al.*®. Both classes of
molecules interfere with intestinal cholesterol absorption and
are currently exploited as functional food components®® .

We also evaluated circulating markers of oxidation and
report that argan oil consumers had lower concentrations of
LOOH and TBARS, but not of oxidatively-modified proteins.
Total antioxidant capacity (evaluated as ORAC) also did
not change. Finally, we recorded increased intracellular CAT
activity. This finding is, indeed, counterintuitive (there
should be no reason to activate an antioxidant enzyme if the
antioxidant profile is augmented). However, several studies
with antioxidants, e. g. polyphenols, reported similar increases
in the activity of antioxidant enzymes, namely superoxide dis-
mutase and CAT ®”. As far as argan oil is concerned, our
results agreed with those of Benajiba er al®, which
showed that the activities of cytosolic CAT were significantly
higher in Wistar rats treated with argan oil in comparison
with the untreated rats. We can conceivably attribute the
observed antioxidant actions (including increased LDL resist-
ance to oxidation, which confirms previous findings of
Cherki et al®®) to the provision of vitamin E (which
increased in consumers’ plasma, Table 7) by argan oil. While
Algerian argan oil appears to contain less vitamin E than, for
example, the average Moroccan argan oil or extra-virgin
olive oil, the contribution of tocopherols to the overall
intake is, apparently, sufficient to elicit antioxidant effects.
Other components such as polyphenols, namely ferulic acid
©2 and sterols might have played a role. The precise nature
of the cumulative positive effects on antioxidant profile, how-
ever, is still elusive and requires ad hoc investigations.

Our present study has several limitations — most of
which are due to technical constraints — which we should
acknowledge. As mentioned, we could not analyse the

argan oil’s content of sterols and saponins and, thus, we rely
on the data of Khallouki et al. ¥ and Berrougui et al.®®.
We also could not evaluate the modifications of plasma and
lipoprotein lipid profile brought about by consumption of
argan oil. Hence, we rely on food composition tables
to estimate intakes. Finally, we assessed an array of lipid
peroxidation indices, due to the current lack of robust
biomarkers®?; however, each of them has shor‘[comings<34).

In conclusion, we showed that argan oil is able to positively
modulate some surrogate markers of CVD, through mechan-
isms which warrant further investigation. Moreover, based
on these results, argan oil could prove to be an effective liveli-
hood opportunity to diversify the options of small rural Berber
producers and enhance their incomes.
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