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Résumé

Malgré les progres de la pharmacologie, I'usage thérapeutique des plantes médicinales est
encore treés courant dans certains pays du monde. Le pourpier (Portulaca oleracea l.) est une
herbe succulente, annuelle, trés répandue dans le monde entier. Elle est considérée comme I'une
des plantes médicinales les plus distribuées et utilisées au monde pour ses propriétés nutritives

et médicinales.

L'objectif de cette étude est basé sur I’étude des propriétés phytochimiques, le dosage des
composés phénoliques et I’évaluation de ’activité antioxydante (in vitro) par le test du piégeage
du radical libre DPPH’, et le test du pouvoir réducteur de fer FRAP, des extraits bruts eau-
méthanol préparés par décoction et macération et leurs extrait bts organiques acétate d’éthyle,

de la partie aérienne de Portulaca oleracea l.

Les résultats de criblage phytochimique ont révélé la présence des alcaloides, des tanins, des
flavonoides, des saponines, des terpénoides, et aussi des composés réducteurs et 1’absence des

quinones libres et des anthraquinones.

Les dosages des composés phénoliques ont montré la présence des flavonoides et des
polyphénols dans tous les extraits étudi¢s avec des quantités variables d'un extrait a l'autre. Les
fractions acétate d'éthyle récupérées pour les deux extraits bruts préparés par décoction et
macération ont présenté les teneurs les plus €élevées en polyphénols et en flavonoides totaux de
I’ordre de 298,47 + 62,76 ng Eq AG/ mg ES et 193,79 + 41,09 ng Eq AG/ mg ES, pour les
polyphénols, et 163,455 + 2,72 ug Eq C/ mg ES et 138,455 + 10,88 ng Eq C/ mg ES, pour les

flavonoides respectivement.

Les études de I’activité antioxydante réalisées a 1'aide des tests DPPH et FRAP ont montré
que la meilleure capacité antioxydante a été enregistrée par la fraction organique acétate
d'éthyle récupérée de 1’extrait brut préparé par décoction avec une Clso de I’ordre de 0,86 + 0,10
mg/ml et une ECso, de I’ordre de 0,99 £+ 0,03 mg/ml. Ces résultats restent faibles par rapport
aux standards utilisés (acide ascorbique, BHA, BHT), qui ont montré une forte activité
antioxydante avec différentes valeurs (Clso de 1’ordre de 0,09 mg/ml, 0,11 mg/ml, 0,22 mg/ml
et ECso de I’ordre de 0,16 mg/ml, 0,13 mg/ml et 0,21 mg/ml, respectivement).

Mots clés : Portulaca oleracea l., criblage phytochimique, composés phénoliques, Activité

antioxydante, DPPH, FRAP.



Abstract

Despite of advances in pharmacology, the therapeutic use of medicinal plants is still very
common in some countries of the world. The purslane (Portulaca oleracea ) is a succulent,
annual herb that is widespread throughout the world. It is considered one of the most widely

distributed and used medicinal plants in the world for its nutritional and medicinal properties.

The objective of this study is based on the study of phytochemical properties, determination
of phenolic compounds and evaluation of antioxidant activity (in vitro) by the DPPH" free
radical scavenging assay, and the FRAP iron reducing power assay, of crude water-methanol
extracts prepared by decoction and maceration and their ethyl acetate organic fractions, of the

aerial part of Portulaca oleracea l.

Phytochemical screening results revealed the presence of alkaloids, tannins, flavonoids,
saponins, terpenoids, and reductive compounds and the absence of free quinones and

anthraquinones.

Phenolic compounds assays showed the presence of flavonoids and polyphenols in all the
extracts studied with variable amounts from one extract to another. The ethyl acetate fractions
recovered for both crude extracts prepared by decoction and maceration showed the highest
contents of polyphenols and total flavonoids in the order of 298, 47 + 62,76 ng Eq AG/ mg DW
and 193,79 + 41,09 ug Eq AG/ mg DW, for polyphenols, and 163,455 + 2,72 pg Eq C/ mg DW
and 138,455 £ 10,88 ng Eq C/ mg DW, for flavonoids, respectively.

The antioxidant activity studies carried out using DPPH and FRAP tests showed that the best
antioxidant capacity was recorded by the organic fraction ethyl acetate recovered from the crude
extract prepared by decoction with an ICso in the order of 0,86 + 0,10 mg/ml and an ECso, in
the order of 0,99 + 0,03 mg/ml. These results remain low compared to the standards used
(ascorbic acid, BHA, BHT), which showed strong antioxidant activity with different values
(Cls in the order of 0,09 mg/ml, 0,11 mg/ml, 0,22 mg/ml and ECso in the order of 0,16 mg/ml,
0,13 mg/ml and 0,21 mg/ml, respectively).

Keywords: Portulaca oleracea ., phytochemical screening, phenolic compounds, antioxidant

activity, DPPH, FRAP.
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Introduction

La phytothérapie est un type de thérapie visant a traiter certains dysfonctionnements et
certaines pathologies, en utilisant des plantes, des parties de plantes ou bien a partir des
préparations de plantes. C'est une thérapeutique inspirée de la médecine traditionnelle, basée
sur des connaissances empiriques enrichies au fil des générations. Ceci est connu sous le nom
de « médecine traditionnelle a base des plantes » ou bien « la phytothérapie traditionnelle » qui
est encore largement utilisée dans certains pays ou il continue son utilisation antique (Gruffat,

2017).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une de ces parties posséde
des propriétés médicinales (Chabrier, 2010). Elles sont extrémement nombreuses, il y a environ
400 000 a 530 000 especes végétales utilisées depuis longtemps comme médicaments
traditionnels de différentes cultures dans le monde entier, et aussi dans divers domaines, a savoir
la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et l'agriculture, car ils sont connus par leurs

propriétés biologiques bénéfiques et intéressantes (Varro, 1993 ; Delattre, 2022).

Par ailleurs, les plantes médicinales possédent des principes actifs, qui sont des molécules
responsables d'une action thérapeutique, que ce soit curative, soit préventive pour les étres
vivants et en particulier ’homme. Ils sont aussi responsables d’effets indésirables appelés

toxicités, parfois similaires aux médicaments chimiques (Limonier, 2018).

Les terpenes, les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, tanins, ...), et les
alcaloides (ou composés azotés), sont parmi ces principes actifs. Ce sont des métabolites
secondaires qui se trouvent partout dans le régne végétal. Ils possedent plusieurs activités
biologiques, telles que I’activité antioxydante, antidiabétique, anti-inflammatoire, et
antimicrobienne (Vermerius et Nicholson, 2006 ; Zillich et al., 2015). En effet, ces composants

sont des piégeurs efficaces d'especes réactives de 1'oxygene (ERO) (Duthie et Crozier, 2000).

Le pourpier (Portulaca oleracea l.), connu sous le nom « Redjila » en Algérie, est une plante
de la famille des Portulacaceae, qui peut étre cultivée dans de nombreuses régions du monde
(Attia et Ammari, 2019). Cette plante est inscrite par I'Organisation mondiale de la santé (OMS)
comme l'une des plantes médicinales les plus souvent utilisées et lui conférant le terme de «
Global Panacea » (Demirhan et Ozbek, 2010). De plus, le pourpier est trés utilisé dans certaines
préparations alimentaires, traditionnelles en raison de sa richesse en plusieurs composés
antioxydants, tels que 1’Oméga-3, les flavonoides, les minéraux, et les vitamines A, C, E

(Simopoulos et al., 1992).

De notre part, I’objectif de notre étude est :
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- Le criblage phytochimique de la partie aérienne de Portulaca oleracea l.
- Le dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides totaux).

- L’évaluation de 1’activité antiradicalaire (piégeage du radical DPPH: : 2.2-diphenyl-1-
picrylhydrozyl) et antioxydante (pouvoir réduction du Fer : FRAP), des extraits bruts
hydrométhanolique préparés par décoction ou macération, et leurs fractions organiques
d’acétate d’éthyle de la partie aérienne de Portulaca oleracea [. récoltées dans la wilaya de

Tlemcen.
Ce manuscrit est développé en deux parties :

e La premiére partie est consacrée a la recherche bibliographique et se compose de deux

chapitres :
» Le chapitre I : représente les généralités sur la plante étudiée Portulaca oleracea .
» Le chapitre II : englobe le stress oxydant.

e La deuxiéme partie est une partie expérimentale basée principalement sur 1’extraction
des différents extraits de la plante Portulaca oleracea l., tests phytochimiques, dosages des

composés phénoliques et 1’évaluation de I’activité antioxydant de ces extraits.

Enfin, une conclusion générale qui résume notre travail.
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Chapitre 1

La plante étudice :
Portulaca oleracea L.
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Portulaca oleracea 1. (pourpier) est une plante annuelle herbacée et succulente, largement
distribuée dans les régions tempérées et tropicales dans le monde entier (Zhu et al., 2010). Cette
plante appartient au genre Portulaca qui inclut environ 40 espéces. Elle est répertoriée par
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) comme 1’une des plantes médicinales les plus
utilisées ou elle a donné le terme « Global Panacea » (Demirhan et Ozbek, 2010 ; Rahal et

Rahal, 2019).

1. Nom vernaculaire
*Nom vernaculaire arabe : Redjila, Tlibcha, Brabra, Bou El Kazit.
*Nom targui ou berbére : Arrhilem, Bouguel, Benderaech, Tafrita.
*Nom en francais : Pourpier.
*Nom en anglais : Purslane.

Dans la région de 1’ouest algérien, elle est connue sous le nom Redjila (Hwess et al., 2018 ;

Chugh et al., 2019 ; Rahal et Rahal, 2019 ; El Ouardani et Faddi, 2020).

2. Classification botanique de Portulaca oleracea l.

2.1 La classification de Cronquist 1981
La classification de Cronquist est une classification des angiospermes. Elle est peut-&tre la
derniére version des classifications majeures basées essentiellement sur des criteres

morphologiques, anatomiques et chimiques, et qui ignore donc l'information génétique

(Tableau 01) (EI Ouardani et Faddi, 2020).

Tableau 01: Classification de Portulaca oleracea I. (Cronquist, 1981).

Régne Plantae

Sous regne Trachéobionta
Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Portulacaceae
Genre Portulaca
Espéce oleracea l.
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2.2 Laclassification de APG 111 (2009)

Il s’agit de la troisiéme version de classification botanique des Angiospermes ¢€laborée en
2009 par I’ Angiosperms Phylogeny Group. Cette version d'APG III remplace les versions APG
I datant de 1998 et APG II datant de 2003 (Tableau 02) (Malécot, 2009 ; Delahaye, 2015).

Tableau 02: Classification de Portulaca oleracea I. (APG, 2009).

Régne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Eudicotylédones

Clade Dicotylédones vraies supérieures
Ordre Caryophyllales

Famille Potulacaceae

Genre Portulaca

Espece oleracea l.

3. Description botanique morphologique
Portulaca oleracea . est caractérisée par les différents éléments morphologiques suivant

(Figure 01 et 02) :

Racine : pivotante, épaisse, cylindrique, petite mesurant entre 2 a 11 cm, avec une surface lisse
et de couleur gris brunatre, racines secondaires fibreuses moins nombreuses et peuvent se

développer a partir des rameaux (Mitich, 1997 ; Sassoui, 2016).

Tige : cylindrique, épaisse, charnue, succulente, totalement glabre et surtout prostrée de couleur

le plus souvent rougeatre mesurant de 0,2 a 0,5m de longueur (Mitich, 1997 ; Sassoui, 2016).

Fleurs : couleur jaune péle, larges de 3 a 10 mm, elles ont soit quatre a six pétales largement
arrondis, qui sont solitaires, sessiles, axillaires et disposées dans les aisselles des feuilles, soit
plusieurs ensembles dans les bouquets de feuilles a l'extrémité des branches. Elles ne

s’épanouissent que sous le soleil (Attia et Ammari, 2019 ; Khanam et al., 2019).

Feuilles : sont simples, alternes, obovales ou spatulées, épaisses et succulentes avec un bout
arrondi ou tronqué a l'apex, mesurant jusqu'a 2,8 cm de long (Mitich, 1997 ; Khanam et al.,

2019).

Fruit : capsule de forme ovoide, déhiscente, elles mesurent jusqu’a 0,3 cm de long, et contenant

de nombreuses graines (Khanam et al., 2019).
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Graine : Nombreuses graines réniformes, noires, minuscules de 0,06- 0,07 cm de diameétre

(Sassoui, 2016 ; Attia et Ammari, 2019).

Figure 02: les différents organes de Portulaca oleracea I. (A : racine, B : tige, C : fleur, D :
feuilles, E : fruit, F : graine) (Lin, 2013 ; Poiret, 2014 ; Ovirgili, 2016 ; Sillaro, 2016 ; Claire,
2017).
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4. Culture et répartition géographique
Le pourpier est distribué dans toutes les régions tempérées et tropicales du monde d’altitude

de 2,6 km au-dessus du niveau de la mer. Il se trouve dans I’Europe du Sud, I’ Asie occidentale,

la Chine, I’Inde, le Sahara de 1’ Afrique du Nord et en Amérique du Nord.

En Algérie, on trouve le pourpier dans le Tell ; les hauts plateaux, Aures et dans les oasis du

sud (Chugh et al., 2019 ; El Ouardani et Faddi, 2020).

La plante est adaptable aux nombreuses situations biogéographiques, mais elle préfére un
habitat ouvert, riche et humide. Elle se développe sur différents types de sol dans les champs
cultivés dans les jardins, les stériles, les terrains vagues, les pentes et les falaises érodées,
pendant I’été et le printemps, elle produit rapidement des fleurs, des fruits et des graines apres
environ quarante jours de germination (Sassoui, 2016 ; Chugh et al., 2019 ; Khanam et al.,

2019 ; Rahal et Rahal, 2019 ; El Ouardani et Faddi, 2020).

5. Composition chimique

Plusieurs outils qualitatifs et quantitatifs ont été employés pour étudier les phytoconstituants
présents dans diverses parties de Portulaca oleracea l. (Abourashed et Al-alfy, 2016 ; Negi,
2018 ; Venkateshwari et al., 2018 ; Zaman et al., 2020 ; Farag et al., 2021), elle contient de
nombreux métabolites importants qui ont des effets bénéfiques sur la santé (Abourashed et Al-
alfy, 2016 ; Chugh et al., 2019 ; Rahimi et al., 2019), et qui sont varient au cours de ses étapes
de croissance (Mohamed et Hussein, 1994). Il a été révélé que le pourpier contient plusieurs
composés, parmi lesquels les polysaccharides, les acides gras oméga-3 (o 3) et oméga-6 (® 6),
les vitamines antioxydantes (Vit A, C, B, E et caroténoides), les minéraux (magnésium,
calcium, potassium et fer) (Uddin et al., 2012 ; Shen et al., 2013 ; Zidan et al., 2014 ; Zhou et
al., 2015 ; Melilli et al., 2020), les protéines avec une teneur de 19,1% (Ding et al., 2008), les

acides aminés essentiels et de I’amidon (Mohamed et Hussein, 1994 ; Zhou et al., 2015).

En plus d'étre une source de métabolites primaires, le pourpier contient des quantités variables

de métabolites secondaires tels que :

» Les alcaloides parmi lesquels la dopamine (Yue et al., 2005), la noradrénaline (Chen et
al., 2003), les oleraceines A, B, C, D et E, les oleracines I et II, I’adénosine (Xiang et al.,

2005).

> Les flavonoides comprenant principalement le kaempférol, I’apigénine, la lutéoléine,
la myricétine, la quercétine (Xu et al., 2006) et les portulacanones A, B et C (Yan et al.,

2012).
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> Les terpénoides comme les portuloside A et B (Sakai et al., 1996 ; Seo et al., 2003), le
portuléne et le lupéol (Elkhayat et al., 2008).

» D’autre composés sont aussi retrouvés comme les tanins (Esiyok et al., 2004) ; les

acides phénoliques et organiques (Nemzer et al., 2020 ; Zaman et al., 2020).

La richesse de Portulaca oleracea l. avec ces différents composés permet de leur confére

une haute valeur nutritionnelle indiquée dans le tableau 03.

Tableau 03 : valeur nutritionnelle de Portulaca oleracea l. pour 100 g (Vijaya et al., 2018).

Elément Quar;:)i(t)égpour Elément Qualllt)i(t]égpour
Energie (kcal) 16 Vitamine C (mg) 21
Hydrates de carbone (g) 34 Zinc (mg) 0,17
Gras (g) 0,1 Calcium (mg) 65
Protéines (g) 1,30 Fer (mg) 1,99
Eau (g) 92,86 Magnésium (mg) 68
Vitamine A (IU) 1320 Manganeése (mg) 0,303
Vitamine B1 (mg) 0,047 Phosphore (mg) 44
Vitamine B2 (mg) 0,112 Sodium (mg) 45
Vitamine B3 (mg) 0,48 Potassium (mg) 494
Vitamine BS (mg) 0,036 Cuivre (mg) 0,113
Vitamine B6 (mg) 0,073 Sélénium (mg) 0,9
Vitamine B9 (pg) 12 Zinc (mg) 0,17

6. Utilisation du pourpier

6.1 Utilisation traditionnelle

Les usages médicinaux du pourpier remontent a 1'époque de la Romaine antique et de la
médecine traditionnelle chinoise, ou il était appelé « légume de longue vie » (Hou et al., 2021).
Diverses parties de la plante sont utilisées contre un certain nombre de maladies telles que la
diarrhée, les infections de la gorge, le diabéte, 1’obésité, I’asthme, les ulceres, les maladies

rénales, gastro-intestinal, 1'inflammation du foie, la fiévre, la toux seéche et plusieurs autres...

(Sassoui, 2016 ; Attia et Ammari, 2019 ; Ajay et al., 2021).



Chapitre I : La plante étudiée Portulaca oleracea .

Le pourpier rentre aussi dans la thérapeutique médicale dentaire (Cocher, 1998) ; les feuilles
de cette plante machées crues font disparaitre les aphtes et I'enflure des gencives irritées. Tandis

qu’en gargarismes soulagent les maux de dents (Lamendin, 2007).

L'herbe fraiche est utilisée comme un cataplasme afin de traiter les brilures, les maux
d'oreilles, les piqlres d'insectes, les inflammations, les 1ésions cutanées, les démangeaisons,

l'eczéma et les abces (Leung et Foster, 1996).

6.2 Utilisation cosmétique

Pour les soins cosmétiques, Portulaca oleracea [. peuvent étre appliqués directement sur la

peau, car elle est considérée comme un hydratant, rafraichissante, purifiante, apaisante.

En particulier, ses propriétés naturelles permettent de soulager les inflammations et les
épurations cutanées telles que les boutons et favorisent la cicatrisation en cas des plaies. Le
pourpier a de puissants effets régénérateurs au niveau cellulaire par sa richesse en vitamine C
qui contribue a la formation de collagéne et en béta-caroténe permet de réduire les rides et

éclaircir le teint (Erboristeria, 2021 ; Sandrine, 2021).

6.3 Utilisation culinaire
Toutes les parties de la plante de pourpier peuvent étre récoltées et consommées, car les

feuilles, les tiges et les fleurs sont entiérement comestibles (Sachdev, 2022).

Le pourpier est acidulé, piquant et un peu salé, avec une texture peu mucilagineuse, en raison
de cette qualité, il est utilisé pour épaissis agréablement le bouillon (Mitich, 1997 ; Sachdev,
2022). Le pourpier est considéré comme un aliment d’urgence en raison de sa teneur élevée en
eau, cette plante peut étre consommée crue pour étancher la soif ou cuite (Harrington et

Matsumura, 1967).

7. Les activités biologiques

7.1 Activité antibactérienne

Des expériences ont montré que ’extrait éthanolique de Portulaca oleracea I. a un effet
antibactérien, et a un effet inhibiteur extrémement élevé sur les bactéries de la dysenterie, les
bactéries Proteus, Escherichia coli, la fievre typhoide, et les bactéries paratyphi. Il a également
différents degrés d’effet inhibiteur sur Staphylococcus aureus, les champignons tels que
Mycobacterium tuberculosis, Microbacillus audulanum, ...etc, et présente un léger effet

inhibiteur sur Pseudomonas aeruginosa (Ding et al., 2008 ; Kurbano, 2009). De plus, I’extrait
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aqueux de Portulaca oleracea [. a présenté¢ un effet antibactérien in vitro sur deux

dermatophytes, Trichophyton rubrum et Trichophyton mentagrophytes (Zhang et Liu, 2018).

7.2 Activité antidiabétique

Portulaca oleracea 1. est un bon anti-hyperglycémiant qui mérite d’étre étudié (Qi et al.,
2022). Des nombreuses expériences sur les animaux ont indiqué que le mécanisme
antidiabétique des polysaccharides du pourpier peut étre lié a la protection du foie, a
I’amélioration de la fonction immunitaire, a 1’amélioration de la tolérance au glucose, a la
sécrétion d’insuline et de peptide C sérique, a I'utilisation du glucose du sang périphérique, a
la réduction des dommages aux cellules B du pancréas et a la réduction de la production

d’especes réactives de I’oxygene (Ren et Zhou, 2007 ; Li et al., 2012).

7.3 Activité antitumorale

Cui Min et al., (2002) ont montré que le polysaccharide de Portulaca oleracea . pouvait
augmenter le nombre de lymphocytes T chez les souris, inhiber I'augmentation des cellules
cancéreuses du foie SMMC7721 et réduire 1'indice de division de la tumeur ascite chez les
souris porteuses de la tumeur S180 par administration intrapéritonéale. Plus que les
polysaccharides, Li Yuping et al., (2009) ont découvert que les alcaloides, les acides gras, et les
flavonoides de Portulaca oleracea I. avaient différents degrés d'effets inhibiteurs sur différents
carcinogénes. Les alcaloides avaient de forts effets inhibiteurs sur la croissance et la
reproduction des cellules cancéreuses du poumon et des cellules Hela A-549 ; Tandis que les
acides gras avaient un certain effet inhibiteur sur les cellules Hep-2. Les flavonoides étaient

encore plus différents, elles avaient un effet inhibiteur sur les cellules RD.

7.4 Activité antivirale
Seules quelques études ont rapporté le potentiel antiviral du pourpier. Un extrait aqueux de

pourpier a montré une activité antivirale contre l'infection par le virus de l'influenza A (IAV)

(Lietal., 2019).

Dong et al., (2010) ont montré que le polysaccharide pectique isolé du pourpier a des activités

contre le virus de I'herpés simplex de type 2 (HSV-2).

8. Toxicité de pourpier

Malgré les effets thérapeutiques des plantes médicinales, celles-ci doivent €tre utilisées avec
la plus grande prudence, car elles peuvent avoir un risque de toxicité (Fouché et al., 2000). En
effet, un regain d'intérét envers la phytothérapie durant ces dernieres années a permis
d'approfondir l'analyse de son efficacité thérapeutique et de son aspect toxicologique (De Smet,

9
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1993). Plusieurs travaux ont été réalisés sur la toxicité de Portulaca oleracea ., I’étude de Musa
et al., (2007) a montré que cette plante n’est pas toxique et ¢a jusqu’a des doses inférieures a
1,8 g/kg. Par ailleurs, dans une autre étude, les auteurs ont observé une tres faible toxicité
puisqu’aucune mort n’a été enregistrée chez les rats qui ont recu des doses maximales de 2 g/kg

(Kishore et al., 2013) et de 10 g/kg (EL-Newary, 2016).

A noter que ’utilisation de cette plante est déconseillée pendant la grossesse et ’allaitement
du fait de ses propriétés diurétiques, les hypertendus et ceux qui souffrent de lithiase urinaire a

I’oxalate de calcium (calculs rénaux) doivent s’en méfier (Hwess et al., 2018).
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Stress oxydatif
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1. Radicaux Libres

1.1 Définition

Un radical libre est tout corps contenant un ou plusieurs électrons non appariés dans sa
structure moléculaire la plus externe (orbitale), le rendant trés réactif et sont le plus souvent
stabilisés grace a la formation de couples ou paires d’¢lectrons (Leverve, 2009 ; Sen et al.,
2010).

Les sources des radicaux libres peuvent étre de nature endogéne ou exogene. Les sources
endogenes des radicaux libres sont générées de manicre intracellulaire par I'auto-oxydation ou
l'inactivation de petites molécules, alors que les sources exogenes des radicaux libres sont a
I’origine de la fumée de tabac, certains polluants, les solvants organiques, les anesthésiques et
les pesticides. Les sites de génération des radicaux libres englobent tous les constituants
cellulaires, tels que les mitochondries, lysosomes, peroxysomes, ...etc. Par ailleurs, certains
médicaments métabolisés en produits intermédiaires des radicaux libres causent également des

dommages oxydatifs dans les tissus cibles (Rao et al., 2011).
1.2 Les types
1.2.1 Espéces réactives d’oxygéne (ERO)

Ce sont des molécules hautement réactives contenant de I’oxygene. Elles peuvent étre
classées en superoxydes, hydroxyles et radicaux hypochlorites. Elles sont formées a la suite de
réactions enzymatiques de signalisation inter et intracellulaires. Les dérivés d’oxygeéne non
radicalaire sous les especes réactives d’oxygene (ERO) sont I’oxygene unique, les peroxydes

lipidiques, le peroxyde d’hydrogene, ...etc (Mathew et al., 2011).

1.2.1.1 L’anion superoxyde O2°*-

L’anion superoxyde est peu réactif, car il n’est pas capable de traverser les membranes
biologiques, il se forme suite a I’addition d’un électron a I’oxygéne moléculaire (R1) par voie
d’auto-oxydation dans la mitochondrie au cours de la respiration cellulaire. Et peut aussi étre
produit par voie enzymatique tel que la xanthine oxydase, la NADPH oxydase, ...etc (Hamma
et al., 2015). Ce radical est a I’origine de la formation des radicaux dont le peroxyde
d'hydrogéne H»O», le radical hydroxyle OH®, et I'oxygeéne singulet O> (Stief, 2003).

(R1) 02+e" —— O2*

11



Chapitre II : Stress oxydatif

1.2.1.2 Peroxyde d’hydrogéne H202

Les principaux sites producteurs de peroxyde d’hydrogeéne sont les mitochondries et le
réticulum endoplasmique. Il est formé lors de la dismutation du radical anion superoxyde par
la superoxyde dismutase (R2) (Hamma et al., 2015). Le H2O» est trés soluble dans 1’eau, pénétre
facilement dans les membranes biologiques, et peut provoquer la dégradation des protéines, la
libération de fe**, I’oxydation de I’ADN, les lipides, I’inactivation d’enzymes, ...etc.

En effet, la majeure partie de la cytotoxicité de H>O: provient par le biais des ERO qu’il génére
tel que le radical hydroxyle OH® (Ait Yahia et Zemoura, 2014).

R2) 20" +2H+ — H20:+ O2
1.2.1.3 Radical hydroxyle OH’

Le radical hydroxyle est trés réactif, il se forme soit par la dégradation du peroxyde
d’hydrogene en présence de métaux de transition sous leur forme réduite (réaction de fenton)
(R3) ou par son action avec le radical superoxyde selon la réaction de d’Haber-Weiss (R4) (Ait
Yahia et Zemoura, 2014).

(R3) H20:+ Fe?*———» OH" + Fe’" + OH-
(R4) H:0:+ 02* ——» 02+ OH + OH’

1.2.2 Espéces réactives d’azote (ERN)

Les espéces réactives d’azote sont des radicaux libres qui jouent un role bien établi dans les
dommages cellulaires et la transduction du signal (Mathew et al., 2011). A des faibles
concentrations, les ERN sont considérés en tant que des médiateurs régulateurs dans les
processus de signalisation. Alors que, & des concentrations modérées ou élevées, elles sont
nocives pour les organismes vivants en désactivant des molécules cellulaires importantes (Di
Meo et al., 2016), les deux espéces réactives de ’azote sont I’oxyde nitrique et le dioxyde

d’azote (Mathew et al., 2011).

L’oxyde nitrique, produit par I’enzyme oxyde nitrique synthase (NOS), est un radical libre
hautement réactif, qui endommage les glucides, les lipides, les protéines et les nucléotides,
entrainant des inflammations, des adhérences et des lésions tissulaires. Il inhibe également

I’agrégation plaquettaire, détend les muscles des arteres et des veines (Agarwal et al., 2005).

Le dioxyde d’azote touche les poumons en inhibant certaines de ces fonctions, comme la
réponse immunologique, produisant une diminution de la résistance aux infections, Ainsi
provoque la perturbation de systéme nerveux qui régule le cceur et qui par conséquent

produisant des arythmies (Ackermann, 2011).
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1.2.3 Espéces réactives de soufre (ERS)

Ce type d’especes des radicaux libres est formé par 1’oxydation des thiols et des disulfures.
Ils sont redox-actifs dans la nature consistent en soufre a un état d’oxydation ¢levé. Disulfure,
acide sulfénique et radicaux thiyliques sont certains exemples des ERS. Ils entrainent
I’inhibition des protéines et des enzymes de thiol en raison de I’oxydation rapide qu’ils

subissent (Mathew et al., 2011).

2. Stress oxydant

Au sein de ’organisme, il existe un équilibre entre les especes réactives (ER) qui sont
présentes a I’état basal en faible concentration et le systéme de défense antioxydant qui contient
notamment des enzymes, des vitamines, des oligoéléments, le glutathion (Delattre et al., 2005).

La perte de I’équilibre d’oxydo-réduction provoque un état de stress oxydatif, cet état se
caractérise par une augmentation des pro-oxydants et une diminution de la capacité du systéme
antioxydant a résister aux effets des especes réactives de 1’oxygene (ERO) et d’azote (ERN)
(Rivas-Arancibia et al., 2010 ; Halliwell, 2012). Il a comme conséquence I’apparition de dégats
irréversibles pour la cellule, tels que les dommages membranaires, la peroxydation lipidique,
I’oxydation et la fragmentation des protéines, ainsi que les dommages des glucides (Sies, 1993),
et par la suite peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies (Haleng et al., 2007).
2.1 Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans trés nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou
associé a des complications de 1'évolution. La plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec 1'age, car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la
production mitochondriale des radicaux (Sohal et al., 2002), nous citons comme exemple les
maladies neurodégénératives (maladie d'Alzheimer [MA], maladie de Parkinson [MP])
maladies cardiaques (maladies coronariennes [MC], athérosclérose, accidents vasculaires
cérébraux), maladies rénales (néphropathie diabétique), maladies pulmonaires (asthme, fibrose
pulmonaire et cancer du poumon), maladies oculaires (rétinopathie diabétique [RD], rétinite
pigmentaire [RP]), maladies de 1’estomac, maladies de la peau, troubles sanguins (béta-
thalassémie, leucémie lymphoblastique aigué [LLA]), maladies du foie, du pancréas, du
cerveau, maladie de Wilson, le diabéte, 1'obésité, ...etc. (Mancinelli et al., 2011 ; Rahman et al.,

2012).
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3. L’activité antioxydante

Entre le danger et la nécessiter de I’oxygene et des radicaux libres, la nature a développé de
puissants systémes de défense antioxydants permettant de controler et de maitriser le plus
précisément possible ce métabolisme (Leverve, 2009).

3.1 Définition antioxydante

L’antioxydant biologique fait référence a toute substance qui est capable a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables afin d’inhiber ou
d’empécher considérablement 1'oxydation du substrat (Droge, 2002).

3.2 Les types des antioxydants

Pour se protéger des effets nuisibles des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble complexe
de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants : I’une est apportée par
I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines, caroténoides, ubiquinone ;
I’autre est endogene et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase), de protéines (ferritine, albumine) et de systémes de réparation des dommages
oxydatifs comme les endonucléases. A cela, s’ajoutent quelques oligoéléments comme le
sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydants (Haleng et al.,
2007).

3.2.1 Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la 1¢re ligne de défense contre le
stress oxydant (Haleng et al., 2007), principalement représentée par :
3.2.1.1 Les superoxydes dismutases (SOD)

Sont des métalloprotéines, qui assurent 1’élimination de 1’anion superoxyde O2" par une
réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene (RS)
(Haleng et al., 2007 ; Bensakhria, 2018) :

RS 20 +2H—232 _, H;0:+0:
3.2.1.2 La glutathion peroxydase (GPxs)

Une enzyme antioxydante du plasma, des fluides extracellulaires et du cytosol, dépendante
du sélénium et dont le role principal permet d’éliminer le H>O» produit (R6), de mode a éviter
sa participation comme pro-oxydant. Elle convertit aussi les hydro-peroxydes lipidiques en des
alcools non toxiques et de ce fait participe a I’interruption de la chaine de peroxydation lipidique
(Sachdeva et al., 2014 ; Mebarki et al., 2016).

(R6) 2 GSH (Glutathion) + H202 —SPx __, GSSG (Glutathion oxydé) + 2 H20
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3.2.1.3 La catalase

La catalase est une enzyme commune présente dans presque tous les organismes vivants
aérobies. Elle catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene par
dismutation (R7) (Chelikani et al., 2004 ; Sharma et al., 2012) :

(R7) 2H:0, __Calase | 2 H0+ 02

3.2.2 Antioxydants non enzymatiques
3.2.2.1 Vitamine C

La vit C ou acide ascorbique est I’antioxydant hydrosoluble, le plus important (Koolman et
Ro6hm, 1999). Son action est directe et indirecte, elle agit directement pour réduire et neutraliser
les ERO, et indirectement par son action de régénération de la vit E et du GSH (Mebarki et al.,
2016).
3.2.2.2 Vitamine E

La vitamine E est I’antioxydant liposoluble, comprend 4 tocophérols et 4 tocotriénols (Herrera
et Barbas, 2001 ; Mebarki et al., 2016), dont 1’alfa-tocophérol est le plus abondant (Shils et al.,
2006). Son rdle principal est la protection contre la peroxydation lipidique en neutralisant les
radicaux libres (Démarchez, 2012).
3.2.2.3 Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ils constituent une famille importante
d’antioxydants (Haleng et al., 2007) qui joue un rdle dans la protection des constituants
cellulaires contre les dommages oxydatifs, ce qui limite le risque des différentes maladies
dégénératives liées au stress oxydant (Scalbert et al., 2005).
3.2.2.4 Le coenzyme Q10

Appelé ubiquinone, (Haleng et al., 2007), il entre en jeu dans la production cellulaire
d'énergie. Le co-Q10 est aussi un puissant antioxydant métabolique permet de lutter contre la
peroxydation lipidique (Barrat, 2020).
3.3 Méthode de recherche de I’activité antioxydante

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit in vivo soit in vitro, pour ces
derniers les méthodes utilisées pour déterminer 1’activité antioxydante des plantes sont
relativement nombreuses et font intervenir en général la coloration ou la décoloration d’un
réactif spécifique en présence d’un agent antioxydant qui correspond de sa capacité a résister

I’oxydation (Hammoudi, 2015 ; Brahimi et Terrai, 2018 ; Righi et Boukhalat, 2021).
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3.3.1 Test DPPH- (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyl)

La méthode du DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) introduite par BLOIS (1958) a été
¢valuée a I’aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de I’espéce radicalaire (DPPH?)
qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune de la forme non
radicalaire DPPH-H (2,2 Diphenyl 1 picryl hydrazine) (Figure 03), en présence d’un
antioxydant donneur d’hydrogéne (AH) mesurable a 517 nm. Cette capacité¢ de réduction est

déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des substances antiradicalaires

(Majhenic et al., 2007 ; Hammoudi, 2015).

-

DPPH DPPH-H
Figure 03: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1‘espece radicalaire

DPPH- et un antioxydant (AH) (Michel, 2011).

3.3.2 Test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
En présence d’un antioxydant (AH), la méthode FRAP est basée sur la réduction de 1’ion
ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe?") (Figure 04). Cette réduction permet 1’apparition d’une

couleur bleue intense quantifiée par spectrophotométrie a 710 nm (Ou et al., 2001 ; Hammoudi,

2015)

+A.

\/
VA

Fe(ll)

AN
2 I\,

Figure 04: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

ferricyanide ferrique Fe (III) et un antioxydant (AH) (Laraba et al., 2016).
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3.3.3 Test ABTS (Acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique))

Dans ce test, ’ABTS incolore est préalablement oxydé avec du persulfate de potassium
(K2S205) pour former le radical cationique ABTS™ de coloration bleu-vert (Figure 05).
L’addition d’un composé antioxydant engendre la réduction du radical ABTS™ en ABTS.
L’activité antioxydante est déterminée par la coloration de la solution et mesurée a 1’aide d’une

spectrophotométrie a 734 nm (Osman et al., 2006 ; Moon et Shibamoto, 2009).

N N
L1
HO,S S S SO5H

ABTS
+ Ky5;04
l o o e ~
1

! o) ( : o
I N L] I N
I =N-N= | N—N:(
I HO,S S S SO;H | HO,S S SO;H
[ ; + [
\ ABTS !
D -’

Figure 05: Formation du radical cation ABTS™ a partir de I’ABTS (Sarr et al., 2015).

3.3.4 Test CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity):

La méthode CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity) est basée sur le suivie de la
diminution de I’absorbance accrue du complexe néocuproine (Nc), cuivre (Cu*?) Nc-Cu*2.

En effet, en présence d’un agent antioxydant, ce test se base sur la conversion des hydroxyles
phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Nc-Cu*? de couleur bleu,
produisant un complexe chromogéne de Nc-Cu” de couleur jaune mesurable a 450 nm (Figure

06) (Apak et al., 2004).

= b -
e \k / ArOH  [ArOHJ” e \(/ . |

Figure 06: Réduction du complexe de Nc-Cu*? (Bibi Sadeer, 2020).
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» Objectif

Ce travail a été réalisé au sein de laboratoire de recherche « Antibiotiques, Antifongiques,
Physico-chimie, Synthése et Activités Biologiques (LAPSAB), Faculté des sciences de la nature
et de la vie, des sciences de la terre et 'univers, Université Abou Bekr Belkaid (Tlemcen). Il a
pour objectif I’étude phytochimique, le dosage des composés phénoliques et 1’évaluation de

I’activité antioxydante des extraits préparés de la partie aérienne de Portulaca oleracea .

1 Matériel végétal

Notre étude est réalisée sur la partie aérienne (Tiges, feuilles) de Portulaca oleracea l., qui a
été récoltée durant les mois de novembre et décembre 2022, dans la commune de Sidi Medjahed
et Tafna wilaya de Tlemcen. Apres la récolte, la plante a été séchée pendant quelques semaines
dans un endroit sec, aérée et a I’abri de la lumiere, conservée et stockée soigneusement dans

des flacons en verre (Figure 07).

Figure 07: Partie aérienne de Portulaca oleracea . apres séchage (Photo personnelle).

2 Préparation des extraits

La partie aérienne séchée de la plante Portulaca oleracea 1., a été utilisée pour préparer les

différents extraits suivants :
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2.1 Extrait brut hydrométhanolique (EB)

Deux extraits bruts hydrométhanolique de la partie aérienne de Portulaca oleracea I. ont été

préparés par une extraction solide/liquide selon deux méthodes :

2.1.1

2.1.2

Décoction (sous reflux)
10 g de la maticre végétale séche est introduite dans un ballon rodé¢, avec 200 ml du

mélange eau/méthanol (30/70 : v/v), surmonté d’un réfrigérant ;
Le mélange est porté a une décoction sous reflux pendant 45 min ;
L’extrait obtenu est filtré a I’aide d’un papier filtre ;

Le méthanol est évaporé a 1’aide d’un rotavapor a 60 °C ;

Apres évaporation, 10 ml de I’extrait brut est récupéré dans un tube a vise afin de réaliser
les analyses phytochimiques, le reste est séché dans une étuve a 35 °C puis conservés

dans un Eppendorf pour les analyses biologiques ;

De la méme maniére, une deuxieme décoction a été réalisée, dans le but de récupérer la
phase aqueuse apreés ¢évaporation du méthanol pour réaliser le fractionnement

liquide/liquide avec des solvants organiques.

Macération
10 g de la maticre végétale seche est mis dans un erlenmeyer avec 150 ml du mélange

eau/méthanol (30/70 : v/v) ;

Le mélange est laissé macéré a une température ambiante pendant 48 h a I’abri de
lumiére ;

Apres macération, la filtration est réalisée sur un papier filtre ;

Le méthanol est évaporé a I’aide d’un Rotavapor a 60 °C ;

Apres évaporation, 10 ml de I’extrait brut est récupéré dans un tube a vise afin de réaliser
les analyses phytochimiques, le reste est séché dans une étuve a 35 °C puis conserveé

dans un Eppendorf pour des analyses biologiques ;

De la méme maniére, une deuxieéme macération a été réalisée, dans le but de récupérer
la phase aqueuse apres évaporation du méthanol pour réaliser le fractionnement

liquide/liquide avec des solvants organiques.
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2.2 Fractionnement de I’extrait hydrométhanolique

2.2.1 Elimination des graisses et des pigments
A partir des extraits évaporés de la deuxiéme décoction et macération, nous avons effectué
pour chacun une extraction liquide/liquide, par 1’hexane (v/v), a I’aide d’une ampoule a

décanter, pour éliminer les graisses et les pigments.

2.2.2 Fractionnement par ’acétate d’éthyle (AE)

La phase aqueuse récupérée de l'extraction par I’hexane, a été fractionnée, a nouveau a une
ampoule a décanter, (deux fois) avec l'acétate d'éthyle (v/v). Pour la phase organique, est
récupérée puis évaporée a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif a 60 °C, tandis que la phase

aqueuse est conservée a I’abri de la lumiére dans un flacon en verre.

2.3 Extraits récupérés

Dans cette étape, quatre extraits ont été récupérés pour effectuer les analyses phytochimiques

et biologiques :
» Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD) ;
» Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération (EBM) ;

» Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction

(FAED) ;

> Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération

(FAEM).

2.4 Le rendement d’extraction

Le rendement R est le rapport entre la masse de I’extrait sec obtenu (apres évaporation) M1 et
la masse du matériel végétal utilis€ MO, exprimée en pourcentage. Nous avons calculé le

rendement de chaque extrait, selon la formule suivante :
R (%) =(M1/M0) x 100

R (%) : rendement exprimé¢ en pourcentage.

M1 : masse en gramme « g » de I’extrait sec obtenu.

MO : masse en gramme « g » du matériel végétal.
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3 Criblage phytochimique

Afin de mettre en évidence la présence des principaux groupes chimiques dans les extraits
bruts hydrométhanolique préparés par décoction ou macération (EBD ou EBM) de la partie
aérienne de Portuclaca oleracea I., nous avons réalisé des analyses qualitatives basées sur les

réactions de coloration ou de précipitation. Cette analyse a été effectuée selon les techniques

décrites par Bruneton (2009) et Harbone (1998).
Les résultats sont classés selon :
- : Négatif, + : faiblement positif, ++ : moyennement positif, +++ : fortement positif.

3.1 Les composés azotés
3.1.1 Alcaloides

Dans deux tubes a essai, ajouter 0,5 ml de l'extrait, acidifier le milieu avec quelques gouttes
d'HCI 1%, puis ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5 ml de réactif de
Wagner dans le second tube. La formation d’un précipité blanc ou brun, respectivement révele

la présence des alcaloides.

3.2 Les composés phénoliques
3.2.1 Les tanins

Introduire 1 ml de I'extrait a analyser dans le tube a essai et ajouter 0,25 ml de solution aqueuse
de FeClz (1%). Le mélange est incub¢ a température ambiante pendant 15 min. L’apparition

d’une coloration verdatre ou bleu-noiratre indique la présence des tanins.

3.2.2 Les flavonoides
Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de l'extrait a tester, 1 ml de HCI concentré et une petite
quelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides est indiquée par une coloration

rose ou rouge ou jaune.

3.2.3 Les quinones libres
Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de l'extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d'hydroxyde de
sodium (1% NaOH). L'apparition d’une couleur vers le jaune, le rouge ou le violet indique la

présence des quinones libres.

3.2.4 Anthraquinones
Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait, 1 ml de NHsOH a 10% puis agité. Une

coloration violette indique la présence d’anthraquinones libres.
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3.3 Les composés terpéniques
3.3.1 Saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, déposer 10 ml de 1’extrait a analyser, puis agiter pendant 15 secondes,
laisser le mélange au repos pendant 15 min. L’apparition d’une hauteur supérieure a 1 cm de

mousse persistante, indique la présence des saponines.

3.3.2 Terpénoides (Test de Slakowski)
Sur 1 ml d’extrait, ajouter 0,4 ml de chloroforme puis 0,6 ml d’acide sulfurique concentré.
La présence de terpénoides est indiquée par la formation de deux phases et une couleur marron

a I’interphase.

3.4 Les composés réducteurs
Ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B) sur 1 ml d’extrait a
analyser, puis incuber 1’ensemble pendant 08 min dans un bain marie bouillant. L’apparition

d’un précipité rouge-brique indique la présence des composés réducteurs.

4 Dosage des composés phénoliques

4.1 Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Pour déterminer les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits étudiés, nous avons suivi
la méthode de dosage décrite par Vermerius et Nicholson (2006). Le principe de la méthode
repose sur la réaction colorée avec le réactif "Folin-Ciocalteu", qui est un acide de couleur jaune
constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PWi2040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo12040). Le réactif est réduit lors de 1'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleus de tungsteéne (WsO23) &t de molybdene (MosOa3). L'absorbance est

mesurée a 760 nm.

» Mode opératoire
L’estimation quantitative des polyphénols totaux contenus dans les extraits de Portulaca
oleracea . est réalisée selon les étapes suivantes :
e Meélanger 0,1 ml d'extrait (1 mg/ml) avec 2 ml de solution de carbonate de sodium

NaxCOs (2%) ;
e Agiter puis incuber pendant 5 minutes ;
e Ajouter 0,1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu 1N ;
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e Incuber le mélange obtenu pendant 30 minutes a température ambiante et a 1'obscurité ;
e Mesurer I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 760 nm contre un blanc ;
e Les essais ont été réalisés en triplet.

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée a partir de la droite d’étalonnage, qui a été
réalisée en parall¢le dans les mémes conditions opératoires, en utilisant I’acide gallique comme

standard a différentes concentrations de 25 a 300 mg/ml (Figure 08).

Les résultats sont exprimés en microgramme Equivalent acide gallique par milligramme
d’extrait sec (ug Eq AG/ mg ES).
4.2 Dosage des flavonoides totaux

» Principe

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode colorimétrique décrite par Zhishen
et al., (1999). L’objectif de cette méthode basée sur I’oxydation des flavonoides en milieu
alcalin par le nitrite de sodium (NaNO) et le chlorure d’aluminium (AICl3), pour former des

complexes roses qui absorbent a 510 nm.
» Mode opératoire

L’estimation quantitative des flavonoides contenus dans les extraits de Portulaca oleracea

[. est réalisée selon les étapes suivantes :

e Mc¢langer 250 ul de chaque extrait (1 mg/ml) avec 1 ml d’eau distillée et 75 pl de nitrite
de sodium (NaNO) a 15% ;

e Apreés 6 minutes d’incubation a température ambiante, additionner 75 pl du réactif

chlorure d’aluminium AICl3 a 10% ;

e Aprés 6 minutes, ajouter 1 ml d’hydroxyde de sodium NaOH (4%), puis compléter le

volume final a 2,5 ml d’eau distillée ;

Agiter le mélange, puis incuber a 1’obscurité pendant 30 minutes ;

A P’aide d’un spectrophotométre, Mesurer I’absorbance a 510 nm contre un blanc.

Dans les mémes conditions opératoires une gamme d’étalonnage est réalisée avec la
catéchine a différentes concentrations de 25 a 400 mg/ml (Figure 09). Les essais sont répétés

3 fois.
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Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait sec (ug Eq C/mg ES).

5 Evaluation de activité antioxydante

I1 existe de nombreux tests permettant de mesurer 1’efficacité des antioxydants. Pour évaluer
I’effet des extraits de la plante étudiée, nous avons utilisé¢ deux méthodes spécifiques :
5.1 Test du piégeage du radical DPPH

» Principe

Dans ce test, les antioxydants réduisent un radical libre, le DPPH (2,2diphényl- 1-picryl-
hydrazyl), ayant une couleur violette, en un composé DPPH-H de couleur jaune dont l'intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu a donner des protons.

La recherche de I’activité antiradicalaire des extraits de la partie aérienne de Portulaca

oleracea l. a été réalisée selon le protocole décrit par Atoui et al., (2005).

» Mode opératoire

e 50 pl des solutions d’extrait a différentes concentrations de (0,2 a 2 mg/ml) ont été
ajoutés a 1950 ul DPPH (0,0025 g fraichement préparé dans du méthanol) ;

e Pour chaque concentration, un blanc est préparé contenant 50 pl de chaque
concentration d’extrait et 1950 pl du méthanol ;

e Parallélement, un controle négatif est préparé en mélangeant 50 pul du méthanol avec
1950 pl de la solution méthanolique de DPPH ;

e Lalecture de I’absorbance est faite a 517 nm apres 30 min d’incubation a I’obscurité
et a température ambiante ;

e Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

Dans les mémes conditions, nous avons testé le pouvoir antiradicalaire de trois standards
d’antioxydant (controle positif) ; I’acide ascorbique, BHA (Butylated hydroxyanisole) et BHT
(Butylated hydroxytoluene).

» Calcul des pourcentages d'inhibition
I (%) = [(A cont — A &ch) /A cont] X 100
I (%) : Pourcentage d’inhibition.
Acont : Absorbance du contrdle négatif.

Aceh : Absorbance du I’échantillon testé.
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> Calcul des Clso

Le Clso est défini comme étant la concentration de 1’extrait qui provoque 1’inhibition de 50%

du radical libre DPPH.

I1 est calculé graphiquement par les régressions logarithmiques des pourcentages d'inhibition
en fonction des concentrations des extraits étudiés. Il permet de déterminer I’extrait le plus

efficace avec la valeur la plus faible en Clso.

5.2 Test de pouvoir réducteur de fer (Ferric Reducing Antioxidant Power ;

FRAP)
» Principe

La méthode de réduction du fer est basée sur la réduction du fer ferrique Fe*" en fer ferreux

Fe?" par les antioxydants qui donnent la couleur bleu (Amarowicz et al., 2010).
K3Fe (CN)s (Fe*') + Composé phénolique (OH) + FeCls e Composé phénolique (Fe?")
Complexe bleu
» Mode opératoire
Le protocole est réalisé selon la technique décrite par karagozler et al., (2008) :

o Me¢élanger 100 pl de I’extrait a différentes concentrations (de 0,2 a 2 mg/ml) avec 250 pl
d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 250 pl d’une solution de ferricyanure
de potassium K3Fe (CN)s (1%) ;

e Incuber ’ensemble a 50 °C pendant 20 minutes dans 1’étuve ;

e Laisser le mélange refroidi ;

e Ajouter 250 pl de I’acide trichloracétique TCA (10%) pour stopper la réaction ;

e Centrifuger I’ensemble a 3000 rpm pendant 10 min ;

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

e Mesurer I’absorbance a I’aide d’un spectrophotomeétre a 700 nm contre un blanc, préparé
en remplacant ’extrait par de 1’eau distillée ;

e Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

Le contrdle positif est représenté par des antioxydants standards ; I’acide ascorbique, BHA

(Butylated hydroxyanisole) et BHT (Butylated hydroxytoluene), dont 1’absorbance chacun a
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¢té mesurée dans les mémes conditions que les extraits dans différentes concentrations (0,01 a

0,4 mg/ml)

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.
> Expression des résultats d’ECso

L’ECso est défini comme étant la concentration efficace de 1’extrait qui donne une réponse

demi-maximale.

A partir des équations de régression linéaire des graphes des absorbances obtenues en fonction
des différentes concentrations utilisées pour les différents extraits de la plante étudiée, nous
avons calculé I’ECso qui permet de déterminer ’extrait le plus efficace avec la valeur la plus

faible.

6 Analyses statistiques

Dans le but d’obtenir des résultats fiables et significatives pour les différents échantillons

collectés, il est important de tenir compte les analyses statistiques suivantes :
6.1 Moyenne

Ky +Xp + e +Xn) _ 13X

B (n) n

6.2 Ecart type
S=V [Z (xi- X) 2/ n-1]
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Résultats et interprétations

1. Caractéristiques des extraits obtenus
L’extraction méthanol-eau (70/30, v/v) par décoction (sous reflux) ou macération (48 h),
suivie d’un fractionnement avec 1’acétate d’éthyle, de la partie aérienne de Portulaca oleracea

[., nous a permis de récupérer quatre extraits différents : deux extraits bruts eau-méthanol (EBD

et EDM), et deux fractions acétate d’éthyle (FAED et FAEM).

Les caractéristiques et le rendement de chaque extrait obtenu de la plante Portulaca oleracea

[. sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 04: Caractéristiques de différents extraits préparés de la partie aérienne de Portulaca

oleracea l.
EBD EBM FAED FAEM
Rendement (%) | 4,68 3,74 0,39 0,12
Aspect Caramélisé Caramélisé Caramélisé Caramélisé
Couleur Marron foncé | Marron foncé Marron foncé | Marron foncé
Solubilité Eau distillée Eau distillée Meéthanol Méthanol

EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ;
FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ;

D’apres ces résultats, nous avons noté que les rendements des extraits bruts préparés par
décoction et macération (EBD et EBM) sont largement supérieurs que celle des fractions acétate
d’éthyle (FAEB et FAEM). Le rendement le plus élevé a été enregistré pour I’extrait brut
hydrométhanolique préparé par décoction (EBD) avec un pourcentage de 4,68% et le plus faible
rendement a été noté pour la fraction acétate d’éthyle de ’extrait brut hydrométhanolique

préparé par macération (FAEM) avec un pourcentage de 0,12%.
Par ailleurs, tous les extraits sont récupérés sous forme caramélisé de couleur marron foncé.

Le test de solubilité nous a permis de noter que les deux extraits bruts (EBD et EBM) sont
solubles dans I’eau distillée. Tandis que, les fractions acétate d’éthyle (FAED et FAEM) sont

solubles dans le méthanol et insoluble dans 1’eau distillée.
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2. Criblage phytochimiques

Les tests qualitatifs phytochimiques effectués sur les différents extraits bruts
hydrométhanolique de la partie aérienne de Portulaca oleracea l. ont permis de détecter
I’absence ou la présence de différents métabolites secondaires indiquées dans le tableau 05.
Tableau 05 : Résultats de I’examen phytochimique des extraits bruts hydrométhanolique

préparés de la partie aérienne de Portulaca oleracea |.

Métabolites

Secondaires Réactifs EBD EBM
Alcaloides Mayer A ++
Alcaloides Wagner +++ +++
Tanins FeCl; FF e
Flavonoides HCl et Mg?* ++ +
Quinones libres NaOH - -
Anthraquinones NH4+OH - -
Saponines Test de mousse + +
Terpénoides Test de Slakowski ++ -+
Composés réducteur Liqueur de Fehling +++ 4t

EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé
par macération ;
- : Négatif, + : faiblement positif, ++ : moyennement positif, +++ : fortement positif.

D’apres les résultats obtenus des tests phytochimiques qui ont été effectués sur les extraits
préparés de Portulaca oleracea I. nous avons noté la présence des alcaloides, des tanins, des
flavonoides, des saponines, des terpénoides, et aussi des composés réducteurs dans les deux
extraits bruts eau-méthanol (EBD et EBM).

Par contre, les essais réalisés sur les quinones libres et les anthraquinones ont donné des
résultats négatifs pour les deux extraits, ce qui indique leurs absences totales.

3. Dosage des composés phénoliques

Les dosages des composés phénoliques des extraits bruts eau-méthanol, et leurs fractions

acétate d’¢thyle préparés de la partie aérienne de Portulaca oleracea I., ont été réalisés par des

méthodes spectrophotométriques.

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu a partir
de I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage d’acide gallique (y=0,0018x,

R?=0,9841) (Figure 08). La teneur a été exprimée en microgrammes équivalent acide gallique
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par milligramme d’extrait sec (ug Eq AG/ mg ES).

La teneur en flavonoides totaux a été estimée par la méthode chlorure d'aluminium (AICl3) en
milieu alcalin a partir de I’équation de la régression linéaire de la droite d’étalonnage, en
utilisant la catéchine comme standard (y=0,0026x, R?>=0,9988) (Figure 09). La teneur a été
exprimée en microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait sec (ug Eq C/ mg
ES).
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Figure 08: Droite d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 09: Droite d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Le tableau 06 représente en moyenne, les teneurs en composés phénoliques dans les extraits
bruts eau-méthanol préparé par décoction ou macération (EBD, EBM), et leurs fractions

d’acétate d’éthyle (FAED, FAEM)).

Tableau 06 : Teneurs en composés phénoliques des extraits de la partie aérienne de Portulaca

oleracea I.
Polyphénols totaux Flavonoides
Extraits (ng Eq AG/ mg ES) (ng Eq C/ mg ES)
+ Ecart type (n=3) + Ecart type (n=3)
EBD 44,51 £27,15 39,14 + 12,57
EBM 28,33 £15,24 2590 +2,62
FAED 298,47 £ 62,76 163,455 +2,72
FAEM 193,79 + 41,09 138,455 + 10,88

EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ;
FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ;

Nous avons remarqué d’apres les résultats du tableau 06 que les différents extraits préparés
a partir de la partie aérienne de Portulaca oleracea I. renferment des quantités en composés

phénoliques variables d'un extrait a un autre.

La fraction organique d’acétate d’éthyle FAED (décoction) contient les teneurs les plus
élevées en polyphénols et en flavonoides totaux (298,47 + 62,76 ng Eq AG/ mg ES et 163,455
+ 2,72 ng Eq C/ mg ES, respectivement), suivie par la fraction organique d’acétate d’éthyle
FAEM (macération) avec une teneur de 193,79 + 41,09 ng Eq AG/ mg ES en polyphénols
totaux, et 138,455 + 10,88 ug Eq C/ mg ES en flavonoides totaux.

Par contre, pour les extraits bruts hydrométhanolique (EBD et EBM) nous avons noté des
quantités faibles en polyphénols et en flavonoides totaux, par rapport a celle des fractions
organiques acétate d’éthyle, avec des teneurs différentes de I’ordre de 44,51 +£27,15 ug Eq AG/
mg ES et 39,14 + 12,57 pg Eq C/ mg ES, respectivement pour 1’extrait EBD, et de I’ordre de
28,33 + 15,24 ug Eq AG/ mg ES, et 25,90 + 2,62 pg Eq C/ mg ES, respectivement pour I’extrait
EBM.

Par ailleurs, nous avons souligné que 1’extraction faite par décoction a permis d’enregistrer

des quantités élevées en composés phénoliques, par rapport a I’extraction faite par macération.

30



Résultats et interprétations

4. Recherche de I’activité antioxydante

Dans cette partie, nous avons testé 1’effet antioxydant des extraits bruts eau-méthanol (EBD
et EBM), et leurs fractions acétate d’éthyle (FAED et FAEM), préparés de la partie aérienne de
Portulaca oleracea I., par deux méthodes : méthode de piégeage du radical (DPPH) et la

méthode du pouvoir réducteur de fer (FRAP).

4.1 Piégeage du radical (DPPH)

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical DPPH des standards acides
ascorbique, BHA, BHT et des extraits de Portulaca oleracea I. sont exprimés par le pourcentage
d’inhibition en fonction des différentes concentrations de chaque extrait et représentés dans les

figures ci-dessous :
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Figure 10: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en présence de 1’acide ascorbique,

BHA et BHT.
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Figure 11: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’extrait brut EBD (décoction) de la partie aérienne de Portulaca oleracea l.
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Figure 12: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle FAED (décoction) de la partie aérienne de

Portulaca oleracea .
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Figure 13: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’extrait brut EBM (macération) de la partie aérienne de Portulaca oleracea
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Figure 14: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle FAEM (macération) de la partie aérienne de

Portulaca oleracea .
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A partir des équations des courbes logarithmiques obtenues, nous avons déterminé les Clso
(concentrations qui inhibent 50% du radical libre DPPH") de chaque extrait é¢tudié de Portulaca
oleracea I. et les trois références acides ascorbique, BHA, BHT.

Le tableau suivant regroupe les différents résultats :

Tableau 07: Les valeurs Clso des différents extraits de la partie aérienne de Portulaca

oleracea l.

Extrait Clso (mg/ml) £ écart type
Acide ascorbique 0,09

BHA 0,11

BHT 0,22

EBD 2,67 +0,27

FAED 0,86 + 0,10

EBM 5,14+ 0,63

FAEM 1,92 +0,86

EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut
hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ;
FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ;

A partir des résultats regroupés dans le tableau ci-dessus, nous avons révélé que les fractions
acétate d’éthyle (FAED et FAEM) présentent I'effet anti-radicalaire le plus fort avec des Clso de
I’ordre de 0,86 £ 0,10 mg/ml et 1,92 + 0,86 mg/ml, respectivement suivie par les extraits bruts
eau-méthanol (EBD et EBM) avec des Clso dont la valeur est de 2,67 + 0,27 mg/ml pour la
décoction et 5,14 + 0,63 mg/ml pour la macération.

Par ailleurs, ces quatre extraits ont montré un effet anti-radicalaire relativement faible par
rapport aux références utilisées : I’acide ascorbique (Cls0=0,09 mg/ml), BHA (Cls50=0,11
mg/ml) et BHT (Cl50=0,22).

4.2 Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Les résultats obtenus du pouvoir réducteur de fer des différents extraits de la partie aérienne

de Portulaca oleracea I. et les différents standards utilisés sont représentés dans les figures

suivantes :
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Figure 15: Pouvoir réducteur du fer en présence de I’acide ascorbique, BHA et BHT.
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Figure 16: Pouvoir réducteur du fer de I’extrait brut EBD (décoction) de la partie aérienne de

Portulaca oleracea l.
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Figure 17: Pouvoir réducteur du fer de la fraction acétate d’éthyle FAED (décoction) de la

partie aérienne de Portulaca oleracea l.
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Figure 18: Pouvoir réducteur du fer de I’extrait brut EBM (macération) de la partie aérienne

de Portulaca oleracea l.
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Figure 19: Pouvoir réducteur du fer de la fraction acétate d’éthyle FAEM (macération) de la

partie aérienne de Portulaca oleracea l.

A partir des équations de régression linéaire des courbes d’absorbances en fonction des
différentes concentrations des extraits étudiés, nous avons déterminé les ECso (concentration
efficace de I’extrait qui donne une réponse demi-maximale) de chaque extrait de Portulaca
oleracea . et les trois standards acides ascorbique, BHA, et BHT.

Le tableau suivant regroupe les différents résultats :

Tableau 08: Les valeurs ECso des différents extraits de la partie aérienne de Portulaca

oleracea l.

Extrait ECso (mg/ml) + écart type
Acide ascorbique 0,16

BHA 0,13

BHT 0,21

EBD 2,24+0,10

FAED 0,99 + 0,03

EBM 2,44 £ 0,28

FAEM 1,37 £0,02

EBD : Extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut
hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ;
FAEM : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ;
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Selon les résultats enregistrés, nous avons obtenu une meilleure activité antioxydante pour les
fractions acétate d’éthyle, récupérées des extraits bruts préparés par décoction et macération
(FAED et FAEM), avec des ECso respectivement de I’ordre de 0,99 + 0,03 mg/ml et 1,37 + 0,02
mg/ml, suivie par les extraits bruts EBD et EBM avec des ECsode 1’ordre de 2,24 + 0,10 mg/ml

et 2,44 + 0,28 mg/ml, respectivement.

Cette activité reste relativement faible par rapport aux standards utilisés comme controles
positifs : BHA, acide ascorbique et BHT dont les ECsg étaient de 1’ordre de 0,13 mg/ml ; 0,16

mg/ml et 0,21 mg/ml, respectivement.
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Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des populations
rurales et urbaines en Afrique, dont I’ Algérie qui possede une flore incontestable extrémement
riche et variée, a savoir que la plupart existent a 1’état spontané (Badiaga, 2011 ; Amroune,
2018). La valorisation des plantes médicinales reste un domaine de plus en plus important a

développer puisque c’est une source essentielle des substances bioactives (Felidj et al., 2010).

Le terme "antioxydant" englobe toutes substances bioactives qui protégent les systemes
biologiques contre les effets délétéres potentiels des processus ou réactions qui engendrent une
oxydation excessive. Il permet la prévention de nombreuses maladies cardiovasculaires,
neurodégénératives et d’autres maladies chroniques...etc, Parmi les antioxydants les plus

connus sont les vitamines, les caroténoides et les polyphénols (Khelifi et Sid, 2021).

« Légume de longue vie », Portulaca oleracea I. est doté de plusieurs constituants chimiques
tels que I’'Oméga-6, les flavonoides, les minéraux, les vitamines A, C, E et le B caroténe qui lui
confere une classe primordiale dans le monde des plantes médicinales (Gruszycki et al., 2019).
De ce fait, notre travail est basé sur 1’é¢tude phytochimique et la recherche de 1’activité
antioxydante des extraits bruts eau-méthanol préparés par décoction ou macération et leurs
fractions acétate d’éthyle de la partie aérienne de Portulaca oleracea I. 11 se base sur des tests
phytochimiques, le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux, et I’évaluation de
’activité antioxydante par deux méthodes DPPH (piégeage de radical libre DPPH") et FRAP

(pouvoir réducteur de fer).

D’apres les résultats enregistrés, nous avons obtenu quatre extraits présentant un aspect
caramélisé de couleur marron foncé. Les rendements d’extraction déterminés par rapport au
poids du matériel végétal sec sont variables, les extraits préparés par décoction ont présenté un
rendement de 4,68% pour 1’extrait brut eau-méthanol et 0,39% pour sa fraction acétate d’éthyle,
supérieurs a ceux des extraits préparés par macération qui ont présenté un rendement de 3,74%

pour I’extrait brut eau-méthanol et 0,12% pour la fraction acétate d’éthyle.

L’¢tude effectuée par Rahal et Rahal, (2019) sur les extraits du pourpier préparés par
macération avec différents solvants a montré un rendement trés élevé pour I’extrait aqueux avec
un pourcentage de 31,39%; 8,71% pour DI’extrait méthanolique, et 4,1% pour I’extrait
¢thanolique. Dans une autre étude réalisée par El Ouardani et Faddi, (2020) les extraits obtenus
par macération ont présenté un aspect pateux de couleur vert foncé avec un rendement de 38%

pour I’extrait aqueux et 27% pour I’extrait éthanolique.
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Les rendements d’extraction sont généralement variables selon le type de solvant utilisé, la

température, les conditions de manipulation et la méthode d’extraction.

Les résultats de criblage phytochimique ont souligné la présence des alcaloides, des tannins,
des flavonoides, des saponines, des terpénoides, et aussi des composés réducteurs dans les deux
extraits bruts eau-méthanol (EBM et EBD), et I’absence des quinones libres et des
anthraquinones.

Ces résultats, dont la majorité sont en accord avec ceux rapporter aux travaux suivants avec
quelques différences qui peuvent étre di au type de solvant utilis¢ ou méme a la localisation
géographique :

¢ Gruszycki et al., (2019) ont indiqué la présence des alcaloides, des tanins, des
saponines et I’absence des flavonoides et des anthraquinones.

e El Ouardani et Faddi, (2020) ont indiqué la présence des quinones libres, des
alcaloides, des tanins, des flavonoides, des saponines, des composés réducteurs et
I’absence des terpénoides et des anthraquinones.

e Zobiri, (2017) a révélé la présence des alcaloides, des saponines, des coumarines, des
flavonoides et des tannins.

¢ Okafor et Ezejindu, (2014) ont souligné la présence des alcaloides, des saponines, des
terpénoides, des flavonoides et des tannins.

e Khursheed et Jain, (2021) ont indiqué la présence des alcaloides, des flavonoides, des
terpénoides et I’absence des tanins et des anthraquinones.

Les résultats de dosages des composés phénoliques ont montré que les fractions acétate
d’éthyle solubilisées dans le méthanol contiennent les teneurs les plus élevés en polyphénols
totaux de I’ordre de 298,47 + 62,76 ug Eq AG/ mg ES pour la FAED et 193,79 + 41,09 ng Eq
AG/ mg ES pour la FAEM, et méme en flavonoides totaux avec des teneurs de 1’ordre de
163,455 + 2,72 ng Eq C/ mg ES pour la FAED et 138,455 + 10,88 pg Eq C/ mg ES pour la
FAEM.

Dans la littérature, plusieurs travaux ont souligné la richesse de Portulaca oleracea I. en

composés phénoliques, nous citons les travaux suivants :

e Chen et al., (2022) ont enregistré des teneurs en phénols totaux dans des extraits
préparés avec différents solvants, d’ordre de 27,80 + 2,86 mg EAG/ G ES pour I’extrait
méthanolique, 30,91 + 3,09 mg EAG/ G ES pour ’extrait acétate d’éthyle et 219,27 +
4,13 mg EAG/ G ES pour ’extrait éthanolique, pour les mémes extraits ils ont noté des
teneurs en flavonoides totaux utilisant I’acide Quercétine comme standard et qui sont
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de 27,21 £ 0,74 mg EQ/ g ES pour I’extrait méthanolique, 115,49 + 8,85 mg EQ/ g ES
pour I’extrait acétate d’éthyle et 437,38 = 13,14 mg EQ/ g ES pour I’extrait éthanolique.

e Mohamed et al., (2021) ont montré une teneur en polyphénols totaux de 129,03 mg

EAG/ g, et en flavonoides totaux de 22,55 mg EQ/ g.

e Uddin et al., (2012) ont noté des teneurs en phénols totaux de 1’ordre de 360,3 + 8,9
mg EAG/ 100 g ES pour I’extrait méthanolique, 276,8 = 5,5 mg EAG/ 100 g ES pour
I’extrait éthanolique et 142,8 + 8,7 mg EAG/ 100 g ES pour I’extrait aqueux, et des
teneurs en flavonoides totaux utilisant la rutine comme standard de I’ordre de 49,2 + 3,4
mg R/ g ES pour P’extrait méthanolique, 41,30 + 4,0 mg R/ g ES, pour ’extrait
¢thanolique et 28,7 + 2,1 mg R/ g ES pour I’extrait aqueux.

e Karoune et al., (2017) ont marqué des teneurs en polyphénols de 1’ordre de 13,401 +
1,419 mg EAG/ g ES pour I’extrait méthanolique et 0,751 = 0,076 mg EAG/ g ES pour
I’extrait acétate d’éthyle, et en flavonoides de 1’ordre de 4,413 + 0,150 mg EC/ g ES
pour I’extrait méthanolique et 0,466 + 0,005 mg EC/ g ES pour I’extrait acétate d’éthyle.

¢ Binici et al., (2021) ont montré des teneurs en polyphénols totaux comprises entre 4,40
+ 0,16 mg EAG/ g et 17,95 + 0,84 mg EAG/ g et des teneurs en flavonoides comprises
entre 5,57 = 0,32 mg R/ g et 28,20 £ 2,11 mg R/ g (R : Rutine) utilisant la plante sous
différentes formes soit frais soit séché par plusieurs méthodes (lyophilisation, séchage
au soleil, Séchage sous vide et séchage dans 1’étuve).

La différence entre les résultats précédents de dosage peut étre expliquée par des différents
solvants extracteurs choisis, sachant que les composés phénoliques sont généralement solubles
dans les solvants organiques polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants
organiques apolaires (Macheix et al., 2006), par le type de standard (quercétine, rutine et acide
gallique), par les différentes méthodes d’extraction utilisées et par les méthodes de séchages.

Les fractions acétate d’éthyle préparées par décoction et macération ont présenté I’activité
antiradicalaire (piégeage du radical du DPPH) la plus puissante avec des valeurs des Clso
d’ordre de 0,86 £ 0,10 mg/ml et 1,92 &+ 0,86 mg/ml, respectivement suivie par les extraits bruts
avec une Clso de 2,67 £ 0,27 mg/ml pour la décoction et 5,14 + 0,63 mg/ml pour la macération.
Cette activité reste faible par rapport a celle des standards utilisés qui ont noté une Clso la plus
efficace pour I’acide ascorbique 0,09 mg/ml, suivie par le BHA et le BHT avec des Clso de 0,11

mg/ml et 0,22 mg/ml, respectivement dans les mémes conditions.
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Les résultats de piégeage de DPPH par les extraits de Portulaca oleracea I. sont en accord
avec ceux obtenus par I’examen quantitatif dont on a enregistré que la fraction acétate d’éthyle
(décoction) présente la quantité la plus élevée en polyphénols totaux, ceci nous permet de
déduire que les polyphénols seraient responsables de 1’activité antioxydante.

Parmi les travaux qui ont recherché 1’activité antiradicalaire (piégeage du radical du DPPH)
des extraits préparés de Portulaca oleracea I., nous citons :

¢ El Ouardani et Faddi, (2020) ont montré des valeurs plus faibles avec des Clso d’ordre
0,0043 mg/ml pour I’extrait aqueux, 0,0025 mg/ml pour I’extrait éthanolique et 0,0040
g/l pour le standard vitamine C.

e Karoune et al., (2017) ont montré une forte activité antiradicalaire avec des valeurs des
Clso d’ordre de 0,0784 + 7,24 mg/ml pour I’extrait méthanolique et 0,1148 + 22,81
mg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle et 0,0115 mg/ml pour le standard BHT utilisé.

e Gruszycki et al., (2019) ont présenté un effet antiradicalaire proche a nos résultats
obtenus avec des valeurs des Clso d’ordre de 0,49 + 0,09 mg/ml pour I’extrait
méthanolique et 1,96 + 0,24mg/ml pour 1’extrait éthanolique.

Pour le test de FRAP, nous avons obtenu les meilleurs résultats de pouvoir réducteur de fer
dans les fractions acétate d’éthyle, avec des ECso de 1I’ordre de 0,99 = 0,03 mg/ml pour la FAED
et 1,37 = 0,02 mg/ml pour la FAEM, suivie par les extraits bruts préparés par décoction et
macération avec un ECsg respectivement est de 1’ordre de 2,24 + 0,10 mg/ml et de 2,44 + 0,28
mg/ml. Ces résultats restent faibles en comparaison avec les ECso des standards utilisés qui sont
de I’ordre de 0,13 mg/ml pour le BHA, 0,16 mg/ml pour I’acide ascorbique et 0,21 mg/ml pour
le BHT.

Parmi les études qui ont recherché le pouvoir antioxydant (FRAP) des extraits de Portulaca
oleracea I., nous citons :

e Alam et al., (2014) ont mesuré le pouvoir antioxydant (FRAP) a partir des 13 extraits
de pourpier recueillis et exprimés en mg de Trolox par g. Il y avait signé une différence
significative entre les valeurs du FRAP, qui variaient entre 104,2 + 6,34 mg/g de poids
sec et 7,39 £ 0,08 mg/g de poids sec.

e Uddin et al., (2012) ont montré un pouvoir antioxydant (FRAP) aux différents stades
de croissance de 15 et 60 jours dont les ECso varient de 1,8 a 4,3 mg GAE/g.

A travers les résultats obtenus, nous avons noté que I’activité antioxydante est corrélée

relativement avec le taux de composé phénolique dans les différents extraits. La fraction acétate
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d’¢éthyle récupérée de I’extrait brut préparé par décoction a présenté la teneur la plus élevée en
polyphénols et en flavonoide totaux et possede le pouvoir antioxydant le plus fort.

L’activité antioxydante des composés phénoliques dépend de leurs structures chimiques,
généralement les polyphénols avec un nombre ¢élevé des groupements hydroxyles présentent
I’activité antioxydante la plus élevée et qui due a leur pouvoir de donner plus d’atomes pour
stabiliser les radicaux libres.

L’activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la position et de la nature des
substituants sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré
de polymérisation. Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant, mais

¢galement structure-dépendant (Laraba et al., 2016).
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Conclusion et prescriptives

Dans le présent travail, nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et a I’évaluation de
I’activité antioxydante des extraits bruts eau-méthanol, et ses fractions organiques acétate
d’éthyle de la partie aérienne de Portulaca oleracea 1. préparés par deux méthodes
d’extraction : décoction et macération.

Les tests phytochimiques effectués sur les extraits bruts hydrométhanolique préparés ont
révélé la présence des flavonoides, des tannins, des alcaloides, des terpénoides, des saponines
et des composés réducteurs, et ’absence totale des quinones libres et des anthraquinones.

L’¢évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des
flavonoides totaux par la méthode de chlorure d’aluminium (AICl3) a montré que la fraction
organique acétate d’éthyle préparé par décoction est la plus riche en polyphénols et en
flavonoides totaux, avec des teneurs de I’ordre de 298,47 + 62,76 ug Eq AG/ mg ES et 163,455
+ 2,72 ng Eq C/ mg ES, respectivement.

La méme fraction a présenté le meilleur pouvoir antioxydant avec des valeurs de Clso de
I’ordre de 0,86 + 0,10 mg/ml pour le test DPPH (piégeage du radical du DPPH) et d’ECs0 0,99
+ 0,03 mg/ml pour le test FRAP (pouvoir réducteur du Fer). Cette activité reste faible par
rapport a celle des standards utilisés (acide ascorbique, BHA et BHT).

Le travail mené dans ce mémoire mérite d'étre complété, en proposant les perspectives
suivantes :

e Utiliser d’autres solvants organiques pour optimiser le rendement d’extraction, le
fractionnement et la purification des composés phénoliques ;

e Identifier les composés phénoliques par des techniques spectrométriques et
chromatographiques : RMN, Spectrométrie de masse, HPLC, ...etc et étudier le dosage
d’autres métabolites secondaires ;

e Evaluer I’activité antioxydante par différentes méthodes : ORAC (Oxygen Radical
Absorbance), TRAP (Total-Radical trapping Antioxidant Parameter assay), CUPRAC
(Cupric reducing antioxidant capacity), et rechercher d’autres activités biologiques de
Portulaca Oleracea L. (antimicrobienne, antiinflammatoire, ...etc) ;

e Etudier in vivo ’effet antioxydante de Portulaca oleracea l.
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