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Résumeé

L'Hyphaene thebaica est une plante de la famille des Arecacea, Communément appelée
doum, traditionnellement utilisée dans le traitement de nombreuses maladies

telque I'nypertension, la bilharziose et comme agent hématinique.

Notre étude est consacrée a l'étude phytochimique et a I'évaluation du pouvoir
antioxydant des trois extraits aqueux de trois parties de la plante ( racines, fleurs et fruits). Par
deux techniques: Piégage duradical DPPH et la réduction du fer (FRAP).

Les rendements des extraits aqueux de différents parties de doum (racines, fleurs et fruits)
sont respectivement 24,68% , 23,25% et 23,22% .

Le criblage phytochimique montre la richesse de la plante en tanins, en flavonoides, en

quinones libres et en alcaloides.

Le dosage des composés phénoliques montre que I’éxtrait aqueux des fleurs contient la
plus grande teneur en polyphénols totaux 211,92 + 0,00 mgEAG/QE et en tanins condensées
368,00 + 2,31 mgEAGI/QE et I’extrait aqueux des fruits contient la grande teneur en flavonoides
106,06 + 5,73 mgEAG/gE.

L'extrait aqueux des fleurs a montré une activité tres élevée dans la technique de piégage
de radical DPPH avec une 1Cs=0,62 mg/ml par rapport aux autres extraits testés. La méme
constatation pour la technique de réduction de fer a été notée avec une ECso= 0,192 mg/mL et
pour les molécules de références, I'acide ascorbique est le plus puissant contre le radical DPPH

avec une 1C50=0,050 mg/ml et la réduction du fer avec une ECso= 0,536 mg/ml.

Les résultats obtenus, montrent que le H.thebaica est une source importante de molécules

bioactives ayant une activité antioxydante a visée thérapeutique .

Mots clés : Hyphaene thebaica , Activité antioxydante , composés phénoliques, Extrait

aqueux



Abstract

Hyphaene thebaica is a plant of the Arecacea family, commonly known as doum,
traditionally used in the treatment of numerous diseases such as hypertension, bilharzia and as

a hematinic agent.

Our study is devoted to the phytochemical investigation and evaluation of the antioxidant
power of three aqueous extracts from three parts of the plant (roots, flowers and fruits). Two

techniques were used: DPPH radical scavenging and iron reduction (FRAP).

The yields of aqueous extracts from different parts of Hyphaene thebaica (roots, flowers
and fruits) were 24,68%, 23,25% and 23,22% respectively.

Phytochemical screening shows the plant to be rich in tannins, flavonoids, free quinones

and alkaloids.

Phenolic compounds assays show that the aqueous flower extract contains the highest
levels of total polyphenols 211,92 + 0,00 mgEAG/gE and condensed tannins 368,00 + 2,31
mgEAGI/QE, while the aqueous fruit extract contains the highest levels of flavonoids 106,06 +
5,73 mgEAG/gE.

The aqueous extract of the flowers showed a very high activity in the DPPH radical
scavenging technique with an 1Cs0=0,62 mg/mL compared with the other extracts tested. The
same was true for the iron reduction technique, with an ECso= 0,192 mg/mL, and for the
reference molecules ascorbic acid, with an 1C5=0,050 mg/mL in DPPH method and an ECso=
0,536 mg/mL in FRAP method.

These results show that H. thebaica is an important source of bioactive molecules with

antioxidant activity for therapeutic purposes.

Key words : Hyphaene thebaica , Antioxidant activity , Phenolic compounds, Aqueous

extract
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INTRODUCTION

Depuis des siécles, les plantes médicinales ont été utilisée pour améliorer et guérir
la santé humaine. Elles sont utilisées a différents niveaux, notamment dans le domaine
thérapeutique. Le fait de confirmer les vertus thérapeutiques de la plupart des plantes
médicinales, qui ont été utilisées de maniére empirique depuis des millénaires, est
essentiel (Lazli et al., 2018).

Les villageois, en particulier, utilisent les plantes indigénes comme médicaments depuis
des siécles, a partir de recettes transmises de génération en génération et fondées sur les
expeériences de la vie, pour faire face a l'absence d'établissements sanitaires suffisants et

proches (Kumari et al., 2022).

Le stress oxydatif est I'un des problemes qui peuvent étre traités avec ces méedicaments
extraits de plantes et qui résulte d'un dispositif dans les systemes d'oxydants et d'antioxydants
de l'organisme, générant un environnement oxydatif avec une surproduction des espéces

réactifs de I'oxygeéne et de I'azote (Singal et al., 2011).

La surproduction de ROS altére les protéines et perturbe les voies biochimiques liées aux
antioxydants, entrainant un dysfonctionnement et des perturbations cellulaires (Finkel et al.,
2000 ; Sharifi-Rad et al., 2020).

Le stress oxydatif, provoqué par une carence en antioxydants ou une surproduction de
radicaux libres, provoque de nombreuses maladies et contribue au vieillissement. La plupart
des antioxydants sont produits dans 1’organisme, mais I’alimentation est également une source
de vitamines antioxydantes, de polyphénols et d’oligo-éléments, ces antioxydants protegent les
cellules des dommages causés par les radicaux libres. A cet égard, les chercheurs ont eu recours

a des plantes médicinales pour extraire ces substances.

Dans ce contexte, 1’objectif de notre étude est d’effectuer une analyse biologique in vitro,
en particulier I’activité antioxydante des extraits bruts des racines, des fleurs et des fruits de
Hyphaene thebaica par le test de piégeage du radicale DPPH*® (2 ,2-diphenyle-1-
Picrylhydrazyl) et le test du pouvoir réduction du fer (FRAP).

La premiere partie de I’étude est une synthése bibliographique composée de trois
Chapitres. Le premier représente la phytothérapie (les plantes médicinales et métabolites
secondaires). Le deuxiéme chapitre aborde la plante H.thebaica, dans le troisieme chapitre,

nous rappelons de stress oxydatif.



INTRODUCTION

La deuxiéme partie est la partie expérimentale, regroupe le matériel et les méthodes
utilisés dans cette étude. La derniére partie est consacrée sur I’interprétation des résultats
obtenus, suivie d’une discussion, puis une conclusion finale qui abordera les différentes

perspectives de recherche basées sur les résultats obtenus.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIE Chapitre 01 : La phytothérapie

1. Les Plantes médicinales

Les plantes médicinales ont été employées depuis des milliers d'années pour prévenir et
soigner diverses maladies et affections médicales. Avant I'émergence de la medecine moderne,
les plantes étaient fréqguemment la seule méthode de traitement. Les plantes médicinales sont
encore employées aujourd'hui en médecine alternative de diverses facons, telles que I'infusion,
la décoction, la macération, la teinture, la poudre ou encore les huiles essentielles (Miraldi et
al., 2019).

2. Les métabolites secondaires

Il s'agit de composés phyto-chimiques qui sont produits aprés le stade actif de la
croissance, mais en quantité plus faible, ce qui les rend difficiles a éxtraire (Jean et al., 2005).
Il existe plusieurs grands groupes de métabolites secondaires, tels que les composés

phénoliques, les terpénes et les composés azotés, y compris les alcaloides (Jean et al., 2005).
2.1. Composes phénoliques

La structure des polyphénols est caractérisée par la présence d'un ou de plusieurs groupes
phénoliques dans leur métabolisme secondaire. Ils sont regroupés en divers groupes, classés
en fonction de la composition de leur squelette de carbone. Les acides phénoliques (C6-C1 ou
C6-C3) et en particulier les flavonoides spécifiques (C6-C3-C6) sont généralement présents

dans les aliments d'origine végétale (Somchit, 2012; Svobodova et al., 2003).

Les composés phénoliques sont classés en plusieurs catégories qui se distinguent par la

complexité du squelette de base, allant d'un seul C6 aux formes tres polymérisées :
2.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont percus comme ayant des propriétés prébiotiques,
antioxydantes et anti-inflammatoires. Ils ont une toxicité faible et sont considéres comme non
toxiques (Amiot, 2009) (fig. n°1).
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Figure n°1 : Structure chimique de quelques phénols et acides phénoliques.
(Bodo et al., 2003)

2.1.2. Flavonoides

Dans la famille des polyphénols, les flavonoides représentent une variété trés étendue de
composés naturels. lls sont considérés comme des pigments pratiquement universels des
plantes, dont de nombreux sont responsables de la couleur des fleurs, des fruits et des feuilles
(Pietta, 2000) (fig. n°2).
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Figure n°2 : Structure chimique de quelques flavonoides (Jean et al., 2005)
2.1.3. Tanins

Les tanins sont des polyphénols polaires végétaux présents dans pratiquement toutes
les parties de la plante. L'écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines ont un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 (Hassanp et al., 2011 ; Somchit, 2012) (fig. n°3).
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Figure n°3 : Structure chimique du tanin (Bodo et la., 2004)
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2.1.4. Alcaloides

Il s'agit de substances naturelles a base d'azote, dont I'atome d'azote est un composant
d'un systeme hétérocyclique et dont l'activité pharmacologique est importante. Les alcaloides
pseudo-alcalins ne sont pas des acides aminés. Les alcaloides terpéniques sont désignés sous le
nom d'alcaloides proto-alcaloides. Amines hétérocycliques simples dont I'azote n'est pas un
composant. La propriété des alcaloides de réagir avec des sels de métaux lourds facilite

également leur caractérisation (Bodo et al., 2003) (fig. n°4).

RO
H,;CO. "iN‘g
H
Q. HaCO
' EN-CH,  HC

> OCH
papavérine R=CH, : codéine colchicine 3

R=H : morphine

Figure n°4 : Structure de quelques alcaloides dérivés de la phénylalanine et de la tyrosine
(Bodo et al., 2003)

2.1.5. Terpenoides

Un terpéne est un composé secondaire lipophile de la famille des hydrocarbonés,
principalement présents dans les essences naturelles et le latex des plantes. Les terpéniens et les

terpénoides peuvent étre classés comme des isoprenes C5 H7 (Hassanp et al., 2011) (fig. n°5).

Figure n°5 : Structure chimique des Terpénoides (Hassanp et al., 2011)
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIE Chapitre 02 : La plante Hyphaene thebaica

1. Description botanique

Le doum est une espéce de palmier. Son tronc est divisé en deux branches, chaque
branche étant a son tour divisée en deux branches, et les extrémités des branches portent de
grandes feuilles en forme d'éventail. L'écorce est lisse, de couleur gris foncé, avec des cicatrices
des anciennes feuilles. Les feuilles ont une taille d'environ 120 x 180 cm. Les fleurs males et
femelles poussent sur des arbres différents. Les inflorescences sont similaires, mesurant environ
1,2 métre de longueur, et comportent deux ou trois épis dans chaque branche. Les fleurs males
ont des bractées en spathe pointues, tandis que les branches des fleurs femelles deviennent plus
épaisses lors de la fructification. Les fruits du palmier femelle sont ligneux, mesurant 6-10 cm
de longueur, avec des bords arrondis et une couleur brun brillant a maturité. Chaque fruit

contient une seule graine de taille 2-3,5 cm (El-Beltagi et al. , 2018) (fig. n°6, 7, 8 et 9).

Figure n° 6 : Le palmier de doum. Figure n°7 : Les fleures de doum
(https://palmiersetcompagnie.fr/produit/ https://www.newsjardintv.com/le-3-mai-c-
palmier-doum-stipunic-chamaerops- est-le-jour-du-chamaerops/)

himilis-stine-t1iniane/\
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Figure n°8 : Les fruits de doum Figure n® 9 : les racines de doum
(https://jardinage.lemonde.fr/dossier- (https://dafina.net/forums/read.php?52,277
3525-palmier doum.html#google-vignette) 984,page=2)

2. Utilisation traditionnelle

Dans les temps anciens, les feuilles étaient utilisées pour fabriquer des balais, des nattes,

des cordes, des paniers, des ficelles, de la paille et des textiles (Moussa et al., 1998).

Les racines sont utilisées pour fabriquer des filets de péche et dans la construction
comme supports, poutres en bois, roues et conduites d'eau, et I'écorce séchée est utilisée pour

fabriquer une teinture noire pour le cuir (Orwa et al., 2009).

Dans certains pays, comme la Turquie et le Kenya, la peau du fruit est utilisée pour
fabriquer des boissons alcoolisées ainsi que des bonbons et des gateaux (Facciola et al.,1990).

Les extraits de palmier doum ont amélioré la production de probiotiques dans les produits
laitiers (El-Beltagi et al., 2018).

Le palmier a été proposé pour divers usages thérapeutiques, tels que le traitement de
I'alopécie masculine et I'augmentation du volume des seins. Cependant, des données cliniques
solides font défaut. Les médecins américains de I'école éclectique I'utilisaient principalement

pour traiter les symptémes liés a I'hypertrophie bénigne de la prostate, ainsi que des troubles
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urinaires chez les hommes et des probléemes mammaires chez les femmes. La médecine
traditionnelle lui attribue plusieurs vertus thérapeutiques, notamment pour soulager les douleurs

thoraciques avec la pate de racines de palmier (El-Beltagi et al., 2018).
3. Répartition géographique

Hyphaene thebaica est une espéce végétale répandue en Afrique de I'Ouest et de
I'Est, allant du Sénégal & la Somalie. 1l est également présent en Libye, en Egypte, dans la
péninsule Arabique et en Inde occidentale. Cette plante était déja cultivée dans I'Egypte

ancienne et avait une importance religieuse (Brink et al., 2012).
4. Classification
Hyphaene thebaica est classée selon la systematique suivante (Jahiel, 1993) :

e Famille : Arecacea
e Tribu: Borasseae
e Genre:  Hyphaene

e Espéce: thebaica
5. Composition chimique

Le fruit du doum contient une protéine de haute qualité avec une proportion élevée de
lysine et de cystéine. Il contient également de la thréonine, de la graisse brute et des fibres
brutes. Le composant glucidique principal est le mannose, et il contient également du calcium,
du magnésium, du potassium, du fer sodique ainsi que des traces de nickel, de cobalt et de
molybdéne. Les composés phytochimiques tels que les tanins, la saponine, les stéroides, les
glycosides, les flavonoides, les terpénes et les terpinoides sont présents a des concentrations

faibles et modérées (Auwal et al., 2013).

Les extraits méthanoliques ont révélé la présence d'alcaloides, de saponines, de
stéroides, de terpénoides et de flavonoides, mais n'avaient pas de tanins, de phénols ni de
glycosides. L'extrait d'acetate d'éthyle contenait des alcaloides, des saponines, des stéroides,
des glycosides, des terpénoides et des flavonoides, mais sans tanins ni phénols. L'extrait aqueux
présentait des alcaloides, des saponines, des terpénoides et des flavonoides, mais sans tanins,
phénols, stéroides ni glycosides. L'extrait d'acétate d'éthyle contenait également des glycosides
non détectés dans les extraits méthanoliques et aqueux. Le stéroide était présent dans I'extrait

d'acétate d'éthyle mais pas dans celui aqueux, bien qu'il soit présent dans I'extrait méthanolique.
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Les glycosides de flavones de lutéoline et de chrysoériol ont été précédemment rapportés dans
les fruits de H. thebaica (Farag et al., 2013).

Les fruits de doum contiennent plusieurs polyphénols tels que I'acide vanillique, I'acide
sinapique, l'acide chlorogénique, la catéchine, l'acide méthoxy-cinnamique, l'acide p-
hydroxybenzoique, l'acide 3,4 dihydroxycinnamique, l'acide caféique, I'acide
hydroxycinnamique, I'épicatéchine et l'acide cinnamique. Les pulpes de doum ont une
concentration élevée d'acide caféique par rapport aux fruits domestiques (Aamer et al., 2016).

Les extraits des fruits de doum ont été analysés par HPLC et 11 flavonoides ont été
détectés, dont le quercétine, 1I’hespérétine, la naringine et la rutine avec des concentrations
maximales (Aamer et al., 2016)

Selon El-Beltagi et al. (2018), les fruits du doum contiennent également des huiles

essentielles, et parmi les composants de ces huiles on retrouve Sabinene, Limonene,

Terpinen 4-ol et Sesquiterpenes (fig. n°10, 11 et 12).
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Figure n°10 : Structure chimique de quelques constituants de I’huile essentielle des fruits
de doum (El-Beltagi et al., 2018)
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Figure n°11 : Structure chimique des composés phénoliques des fruits de doum
(El-Beltagi et al., 2018)
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O
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T-Hydroxy-flavone

Figure n°12 : Structure chimique des flavonoides des fruits de doum (El-Beltagi et al., 2018)
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6. Propriétés biologiques
Le tableau n° 1 représente quelques propriétés biologiques de H. thebaica

Tableau n°1 : Les propriétés biologiques des différentes parties de H.thebaica

Activité Partie Références

Antioxydantes Fleure-fruit (Mohamed et al., 2010)
(Salih et al., 2015)

Anticancéreuses Fleure (Fayad et al., 2015)

(Soare et al., 1997)

Anti-inflammatoires Fleure-fruit (Asadi et al., 2010)

Antimicrobiennes Fleure-fruit (Mohamed et al., 2010)

Certains extraits de H. thebaica sont utilisés pour traiter I'hypertension et la bilharziose
(Wickens et al., 1986) .

L'extrait aqueux des fruits de doum peut réduire I'hyperlipidémie dans le syndrome
néphrotique, diminuant ainsi le risque de glomérulosclérose et d'athérosclérose. De plus, il est

efficace comme agent hypocholestérolémiant et hématinique (Habib et al., 2014).

Une analyse par chromatographie a révéle que le fruit de doum contient des saponines,
des coumarines, des cinnamates d'hydroxyle, des huiles essentielles et des flavonoides. Des
études ont montré que les extraits de flavonoides augmentent les niveaux d'adiponectine,
stimulant I'action hypoglycémique de l'insuline sans altérer sa concentration dans le sang. En
outre, ces extraits peuvent améliorer le métabolisme périphérique du glucose. Des tests sur des
rats ont montré que la décoction de fruits doum est bien tolérée et n'a aucun effet indésirable
sur la reproduction, avec une augmentation significative des globules rouges, de I'nématocrite,
de la concentration en hémoglobine et de l'activité phagocytaire. De plus, cette décoction a
montré une diminution significative de la glycémie, du cholestérol, des triglycérides et des
lipides totaux apreés 1 et 2 mois d'administration. Ces résultats confirment que les fruits du doum
peuvent étre bénéfiques en tant qu'agents hématiniques et hypolipidémiques, améliorant les

fonctions hépato-rénales sans effets secondaires sur la reproduction (Bayad, 2016).
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1. Stress oxydatif

L’organisme produit constamment des composés oxydants, mais dispose également
d’un systéme antioxydant pour maintenir 1’équilibre. Cependant, un exces de production
endogene ou une exposition a des substances toxiques peut causer un déséquilibre, entrainant
un stress oxydatif (Mongens, 2013).

1.1. Définition

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre les especes réactives de I'oxygeéne et de lI'azote
et les systemes de protection antioxydants (Persson et al., 2014).

Le stress oxydatif est un fonctionnement de I'organisme qui est normal tant qu'il ne
dépasse pas certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui consomment de
I'oxygéne produisent des radicaux libres qui sont de petites substances chimiques trés oxydées
par le contact avec I'oxygene. Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit
dépassées par la quantité de radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources
antioxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer (Benbrinis,
2018) (fig.n°13).

Vitamines C et Glutathion peroxydase,
£, Caroténoides, Polyphénols Catalase ot superoxyde
E ﬁ i dhmuuu

Radicaux libre Antloxvdants

Protéines, lipides, ADN 4, »
 n

Apoptose

2 \

- ng e
d) Metabolisme Cancer
Alcoo

' oxydatif Maladies Maladies
neurodégénératives cyrdiovasculaires

Vielllissement

Figure n°13 : Balance radicaux libres / antioxydants (Sabour, 2017)
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1.2. Radicaux libres

Les réactions d'oxydation génerent des radicaux libres, ce qui peut entrainer de
nombreuses réactions en cascade qui peuvent entrainer des dommages ou la mort de la cellule
(Gunal et al., 2013).

Les radicaux libres désignent des molécules ou des atomes qui possédent un ou
plusieurs électrons non apparies sur leurs couches externes. lls s‘associent a des molécules plus
stables afin de les transformer. Il s'agit d'especes chimiques fragiles, trés réactives, avec une

demi-vie trés courte (Goudable et al., 1997).

1.3.0rigine d’un radical libre

eExogeéne : Les radiations (rayons X et UV), les polluants de I'atmosphere (N,
NO2), les pesticides, les médicaments, les xénobiotiques...

eEndogeéne: La plupart d'entre eux sont fabriques dans les chaines respiratoires
mitochondriales des cellules immunitaires et des enzymes (Haleng et al., 2007 ; Tessier
etal., 1995).

1.4.Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses maladies, avec des conséquences
médicales variées. Selon le type de maladie, il peut se localiser dans des tissus et des types
cellulaires spécifiques, impliquant différentes espéces radicalaires. Il est également associé a
d'autres facteurs variables et a des anomalies génétiques spécifiques a chaque individu. Les
maladies induites par le stress oxydant sont plus fréguentes avec I'age en raison de la diminution
des défenses antioxydantes et de l'augmentation de la production de radicaux par les
mitochondries (Sohal et al., 2002).

Le stress oxydant peut causer plusieurs maladies telles que le cancer, la cataracte et la
sclérose latérale amyotrophique. Il accélére également le vieillissement en créant des lésions de
I'’ADN et en inhibant des genes suppresseurs de tumeur. Les radicaux libres jouent un role

central dans ces processus (Favier et al., 2003).

Le stress oxydant favorise les maladies comme le diabéte, Alzheimer, les rhumatismes,

et les maladies cardiovasculaires (Montagnier et al., 1997).

L'oxydation des LDL contribue a la formation de la plaque d'athérome en transformant

les monocytes en cellules spumeuses. Le stress oxydant joue également un réle dans I'apparition
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d'autres facteurs athérogenes tels que la résistance a l'insuline, I'activation des cellules
endothéliales libérant des médiateurs prooxydants et la prolifération des fibres lisses.
L'homocystéine, un facteur de risque récemment découvert, contribue également au stress
oxydant. Les principales causes de ce stress oxydant sont d'origine nutritionnelle, de surcharges
en facteurs prooxydants, ou d'origine accidentelle ou génétique. Ces différents facteurs se

combinent souvent pour causer le mécanisme pathogene (Favier et al., 2003).

Les radicaux libres sont responsables des maladies causées par des mutations du géne
antioxydant. Les mutations de la CuZn superoxyde dismutase provoquent la sclérose latérale
amyotrophique (SLA). La dégénérescence maculaire liée a I'dge est associée a la forme

valine/alanine du géne de la superoxyde dismutase (Favier et al., 2003).
1.5. Combattre le stress oxydatif

Le stress oxydant cause de nombreuses maladies, il est donc logique de vouloir le
supprimer. Cependant, il faut rester prudent et ne pas simplifier un sujet aussi complexe. Le
stress oxydant est souvent responsable des premiéres anomalies moléculaires et cellulaires, qui
apparaissent des années avant les symptomes irréversibles de la maladie. Par conséquent, les
antioxydants ne peuvent pas inverser ces anomalies une fois que les lymphocytes sont
sélectionnés et activés. Les antioxydants peuvent inhiber, limiter ou détruire les especes

réactives de l'oxygene (Halliwell et al., 1997).

L'augmentation de I'apport en antioxydants dans I'alimentation vise a prévenir les
maladies, mais nous ne connaissons pas tous les antioxydants bénéfiques présents dans les
aliments comme les fruits et les légumes. L'alimentation contient de nombreux antioxydants
tels que les vitamines (E, C, Q, B-carotene), les oligo-éléments (selénium, cuivre, zinc,
manganése), ainsi que des caroténoides, des polyphénols, des flavonoides et d'autres composes
présents dans divers aliments. Les antioxydants peuvent étre utiles pour prévenir les récidives
de maladies, stabiliser la tolérance a I'insuline, améliorer I'immunité et réduire la toxicité des
médicaments. Cependant, il faut éviter les fortes doses d'antioxydants, car elles peuvent devenir
prooxydantes. Il est également important de ne pas supprimer completement les radicaux libres,
car ils jouent un réle dans la défense anti-infectieuse et I'apoptose. L'apport d'antioxydants doit
se faire dans les limites recommandées et en combinant plusieurs antioxydants
complémentaires plut6t qu'en privilégiant un seul. Des essais ont montré les limites d'un apport

massif de B-carotene chez des sujets a risque de lésions précancéreuses (Heinonen etal., 1994).
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Les antioxydants naturels et synthétiques sont des produits extraits de plantes ou obtenus
par des modifications chimiques. Certains sont également extraits d'animaux et imitent les
enzymes pour piéger les radicaux libres. Certains médicaments plus anciens, utilisés depuis
longtemps comme fluidifiants bronchiques, anti-inflammatoires ou anti-hypertenseurs, ont
récemment été redécouverts comme antioxydants. Cependant, peu de nouvelles molécules ont
obtenu une autorisation de mise sur le marché, contrairement aux molécules historiques (Favier
et al., 2003).

Les dérivés végétaux sont largement utilisés dans les suppléments et les produits
cosmeétiques anti-vieillissement. Ils comprennent des principes actifs extraits de légumes,
d'épices, de fruits et de plantes médicinales. Parmi eux, les polyphénols, tels que la quercétine,

le resvératrol et la curcumine, sont les plus couramment utilisés (Favier et al., 2003).

L'utilisation limitée des enzymes en raison de leur faible efficacité clinique et du risque
de contamination accrue depuis l'apparition de l'encéphalopathie bovine spongiforme. Les
chimistes ont développé des molécules "SOD likes" basées sur des complexes de cuivre, de fer
ou de manganese. Ces molécules doivent étre non toxiques, stables, avoir une longue demi-vie,
ne pas former de complexes ternaires avec les composants cellulaires, réagir lentement avec
I'oxygéne moléculaire, traverser les membranes cellulaires et atteindre un site hydrophile ou
lipophile. Certains dérivés du sélénium ont également des propriétés peroxydasiques, comme
I'Ebselen, qui est commercialisé comme anti-inflammatoire dans de nombreux pays européens
(Favier et al., 2003).

Les différents types de piégeurs chimiques incluent les dérivés phénoliques,

stéroidiens, soufrés, de la méthyl xanthine et hydroxylés (Favier et al., 2003).
1.6. L’approche biologique du stress oxydatif

L'utilisation thérapeutique des enzymes antioxydantes a été décevante,
principalement en raison des essais portant sur la superoxyde dismutase cuivre-zinc
cytosolique, une enzyme ambigué en tant qu'antioxydant. Cependant, d'autres approches
semblent prometteuses. La therapie génique par transfert de génes antioxydants a donné des
résultats encourageants chez I'animal, réduisant les conséquences de I'ischémie du myocarde et
supprimant les metastases de cancer du poumon et les tumeurs gliales. Le transfert de protéines

taguées permet également de faire pénétrer des protéines antioxydantes dans les cellules,
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notamment dans les Tlots de Langerhans du pancréas pour protéger contre le stress oxydant chez

les diabétiques (Favier et al., 2003).
1.7. Effets négatifs du stress oxydant

Les macromolécules essentielles de cellules sont tres vulnérables a I'exces de radicaux
libres non neutralisés par les défenses, ce qui entraine des anomalies dans I'expression des génes
et des récepteurs membranaires, la prolifération ou la mort des cellules, des maladies

immunitaires, des mutations, des anomalies.

Les tissus peuvent présenter des dép6ts de protéines ou de lipofuscine, des cancers, des
maladies oculaires (cataracte et dégénérescence maculaire), des maladies neurodégénératives

(ataxies, sclérose latérale, diabete d'Alzheimer) (Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007).

Les cellules et les tissus des organismes vivants sont protégés par des systemes de défense

antioxydants.
2. Les antioxydants

Une substance appelée antioxydant permet de retarder, prévenir ou éliminer les
dommages oxydatifs causés a une molécule ciblée. En étant oxydés eux-mémes, les
antioxydants éliminent ces intermédiaires de radicaux libres et inhibent d’autres réactions
d’oxydation, ce qui interrompt les réactions en chaine nocives. Une substance appelée
antioxydant permet de retarder, prévenir ou éliminer les dommages oxydatifs causés a une
molécule ciblée. En étant oxydés eux-mémes, les antioxydants eliminent ces intermédiaires de
radicaux libres et inhibent d’autres réactions d’oxydation, ce qui interrompt les réactions en

chaine nocives (Blokhina et al., 2003 ; Crisdstomo et al., 2022).

Différents types de molécules ayant une activité antioxydante sont présents dans

I’organisme, avec des mécanismes d’action distincts. On peut citer :
2.1.Antioxydants enzymatiques
* Superoxyde dismutase : Catalyse la dismutation de 1’02
« Catalase : Métabolise le H20..

* Glutathion peroxydase : Reéduction de H2O.et les HO,. (Blokhina et al., 2003 ;
Cris6stomo et al., 2022).
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2.2. Antioxydants non enzymatiques

Il existe un grand nombre d’antioxydants naturels qui sont principalement utilisés
dans le secteur des suppléments et des produits antivieillissement, qu’il s’agisse de composés

extraits de 1égumes, d’épices, de fruits ou de plantes aromatiques (Favier, 2003).

Les composés phénoliques et poly phénoliques, les chélateurs, les vitamines : E,
carotene, C, A, ces deux derniers également appelés antioxydants non enzymatiques, les oligo-
éléments (sélénium, cuivre, zinc, manganese), les caroténoides et la carnosine sont parmi les
antioxydants naturels provenant des sources alimentaires (Fereidoon, 1997 ; Haleng et al.,
2007).

3. Meéthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

3.1.Test de piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)

En général, le substrat le plus couramment employé pour évaluer rapidement et
directement l'activité antioxydante est le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), en raison de

sa stabilité en forme radical libre et de sa facilité d'analyse (Evenamede et la., 2017).

Cette approche repose sur la diffusion d'électrons qui génere une solution violette dans
I'éthanol. La présence d'une molécule antioxydante réduit ce radical libre, qui reste stable a la
température ambiante et présente une couleur violette caractéristique, ce qui donne lieu a une
solution d'éthanol incolore. Le test DPPH offre une méthode facile et rapide pour évaluer les
antioxydants par spectrophotométrie, ce qui peut étre bénéfique pour évaluer plusieurs produits

simultanément (Garcia et la., 2012) (fig. n°14).

" NP.H_W{gz_,@

2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine

(DPPH®*) \ =517 nm (DPPH. H)

Figure n°14: Réduction du DPPH*® en DPPH,H par un antioxydant (Bibi Sadeer et al., 2020)
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3.2.Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducting-antioxidant power)

Cette technique repose sur la modification de la couleur lors de la réduction du fer
suite a un transfert d'électrons, ce qui implique le passage de I'ion ferrique (Fe3*) a I'ion

ferreux (Fe?*) lorsque l'absorbance augmente a 593 nm (Antolovich et la., 2002) (fig. n°15).
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Figure n°15 : Réduction du Fe3* en Fe?* par un antioxydant (Bibi Sadeer et al., 2020)
3.3.Test de piégeage du radical ABTS

Ce procédé permet d'évaluer I'efficacité antioxydante des mélanges de substances, ce
qui permet de différencier les effets additifs et synergiques. L'évaluation repose sur l'interaction
entre I'antioxydant et le radical cation ABTS (ABTS<") qui présente une couleur distinctive

avec des maximums a 645, 734 et 815 nm (Boligon et la., 2014).

Le but de ce test est de déterminer si un antioxydant peut stabiliser le radical
cationique ABTSe+ de couleur bleu-vert en le transformant en ABTS™ incolore, en piégeant un

proton par I'antioxydant (Bouhadjra, 2011) (fig. n°16).
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Figure n°16 : Réduction de ’ABTS"" en ABTS par un antioxydant (Bibi Sadeer et al., 2020)
3.4 Test TRAP :

Le test TRAP consiste a commencer la peroxydation lipidique en produisant des radicaux
peroxyles hydrosolubles. Il est sensible a tous les antioxydants connus qui provoquent une
rupture de chaine, mais il est assez complexe et exige une certaine expertise et expérience pour

le réaliser.

Néanmoins, le test TRAP a fait l'objet de critiques en raison de son utilisation d'un
oxydant non physiologique stress (radicaux peroxyles hydrosolubles), mais la méthode peut

étre modifiée pour intégrer des initiateurs biosolubles (Prior et la., 2005).
3.5.Test de résonance paramagnétique électronique RPE :

Il s'agit de la seule méthode d'analyse capable de repérer de maniére précise les radicaux
libres impliqués dans l'autoxydation et les processus qui y sont lies. Néanmoins, méme si elle
est naturellement sensible aux radicaux libres stables comme le di-ter-butylnitroxyde, la RPE
ne détecte pas les radicaux libres réactifs de courte durée impliqués dans l'autoxydation
(Antolovich et la., 2002).

3.6.Méthode DMPD (dichlorhydrate de N, N-diméthyl-p-phényléne diamine) :

L'activité antioxydante dans des échantillons alimentaires et biologiques a été

évaluée a l'aide de la méthode de décoloration par cation radicalaire (DMPD). Cet essai repose
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sur la diminution de la quantité de DMPD coloré dans une solution tamponnée a l'aide d'un
tampon aqueux et de chlorure ferrique. Il s'agit de mesurer la réduction de I'absorbance du
DMSO en présence de capteurs a son niveau d'absorption maximal de 505 nm. La réduction du

DMPD est exprimée en pourcentage de l'activité (Antonio, 1997).
3.7.Test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) :

Ce procédé repose sur I'évaluation de la capacité antioxydante des échantillons
biologiques en laboratoire. Pour évaluer I'oxydation d'une molécule fluorescente aprés I'ajout
d'un genérateur de radicaux libres, le 2,2'-azobis (2-amidinopropane) (AAPH). En présence
d'oxygeéne, la dégradation thermique de cette molécule va produire réguliérement des radicaux

libres susceptibles d'attaquer la membrane des globules rouges (Desmier, 2016).

Cette méthode repose sur la mesure de la réduction de la fluorescence.
La production de radicaux libres entraine une détérioration optique de la molécule active, ce
qui entraine une diminution de sa propriété emissive et une diminution de la fluorescence du
milieu. Il est prévu que l'incorporation de composeés antioxydants efficaces permette de capturer
les radicaux libres et de préserver la molécule fluorescente. Aprés avoir ajouté le générateur de
radicaux libres, le milieu sera analysé par spectrofluorimétrie pendant 35 minutes, ce qui

permettra de lier I'intensité de fluorescence a la concentration du milieu (Desmier, 2016).
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MATRIEL ET METHODES

Notre travail a été effectué au laboratoire de recherche antibiotiques antifongiques :

physico-chimie synthése et activité biologique (LAPSAB) Université Abou baker BELKAID
- TLEMCEN -.

Ce travail a pour but d’évaluer 1’activité antioxydante des extraits aqueux de différentes
parties de Hyphaene thebaica .

La partie expérimentale de ce travail consiste a réaliser :

-Une analyse phytochimique des différentes extraits aqueux préparés a partir de différentes
parties de Hyphaene Thebaica.

-Un dosage quantitative et qualitative des composes phénoliques .
-Une analyse de I’activité antioxydante par deux méthodes DPPH et FRAP.

1. Matériel végétal

La plante Hyphaene thebaica ( doum ) a été récoltée au cours du mois de fevrier dans
larégion de MARSSA BEN M’HIDI - Tlemcen. Les fleurs et les racines ont été isolés et secheés,

a l'air libre et a I'abri de la lumiére puis découpés en petits morceaux.
Les fruits ont été achetés seches chez un herboriste de Tlemcen, puis concacées.

1.1. Préparation des extraits aqueux

10g de chaque partie de materiel végétal (racines, fleurs, et racines) sont mélanges
avec 200 mL d'eau distillée en décoction sous reflux pendant 1h.

Les extraits obtenus sont filtrés puis évaporés a sec , a 37°C

La figure suivante illustre le protocole expérimental réalisé dans cette étude (fig. n°17).
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La plante H.thebaica

(racine ; fleures ; fruits)

Séchage a I’abri de la lumiére

Extraction sous reflux pendant 1h (10 g de MV + 200 mL E.D.)

Extrait aqueux des

Filtration

Evaporation a sec a 37 C°

Extrait aqueux des

Extrait aqueux des

racines fleurs fruits
Testes Dosages Evaluation de Pactivité
phytochimiques ) antioxydante
e Polyphénols totaux
e Flavonoides e DPPH
e Tanins condensés e FRAP

Figure n°17 : Schéma récapitulatif des différentes étapes du protocole expérimental réalésé

sur H. thebaica
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2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction de différents extraits de H.thebaica a été déterminé par rapport

a 10 g de matiere végétale est calculé selon la formule suivante :

R(%) = (m /M) x100

R% : rendement en pourcentage

m : masse en gramme de I’extrait brut sec

M : masse en gramme de matiére végétal sécher
3. Analyse phytochimique

3.1.Les tanins

La détection des tanins est réalisée par I’ajout de 0,125 mL de la solution aqueuse
de FeClz (1%) a 0,5 mL de chaque extrait. le mélange a été incubé a température ambiante
pendant 15 min. L’apparition d’une coloration verdatre indique la présence des tanins
catéchiques et la couleur bleu- noiratre indique la présence des tanins galliques (Karumi,
2004).

3.2.Les Flavonoides

0,5 mL de chaque extrait sont mélangés avec 0,5 mL de I’acide chlorhydrique HCI
concentré et quelques milligrammes de tournures de magnésium. La présence des flavonoides

est confirmée par I’apparition d’une couleur rouge, rose ou orange (Karumi, 2004).
3.3.Les Flavonoides

A l'intérieur d'un tube & essai, on a ajouté 0,05 mL d'hydroxyde de sodium (NaOH & 1%)
a 0,5 mL de chaque extrait analysé. La présence d'un jaune, d'un rouge ou d'un violet signale la
présence de quinones libres (Oloyede, 2005).

3.4.Les anthraquinones

On a détecter les anthraquinones en ajoutant 0,5 mL de NH,OH (10 %). Une fois agité,

une teinte violette apparait, ce qui indique la présence des anthraquinones (Oloyede, 2005).
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3.5.Les terpénoides

Le test de Slakowski a été utilisé pour identifier les terpénoides en ajoutant 0,2 mL de
chloroforme et 0,3 mL d'acide sulfurique concentré a 0,5 mL d'extrait. Les deux phases et une

teinte marron a l'interface témoignent de la présence de terpénoides (N’Guessan et al., 2009).
3.6. Les saponosides

Test de mousse : Dans un tube a essai, 10 mL d’extrait est agités pendant 15 secondes.
Laisser reposer pendant quelques minutes et mesurer la hauteur de la mousse produite dans le
tube. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence des saponosides
(N’Guessan et al., 2009).

3.7. Les alcaloides

Des réactions de précipitation ont été effectuées avec le réactif de Mayer et Wagner pour
effectuer les tests. Apres avoir ajouté 0,25 mL de réactif de Mayer dans le premier tube, on a
ajouté 0,25 mL de réactif de Wagner dans le deuxieme. Le développement d'un précipité blanc

et marron signale la concentration des alcaloides (Majob et al., 2003).
3.8.Les composeés réducteurs

A 0,5 mL de chaque extrait, 1 mL de la liqueur de Fehling sont ajoutés (0,5 mL réactif
A et 0,5 mL réactif B). L’ensemble est incubé pendant 10 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des sucres réducteurs (Majob et

al., 2003).

4. Dosage des composés phénoliques
4.1.Dosage des polyphénols totaux
4.1.1. Principe

La méthode de Folin- Ciocalteu a été utilisée pour évaluer les polyphénols totaux. Ce
réactif est composé d'un mélange d'acide phosphotungstique H3[P(W504,)4] et d'acide
phosphomolybdique HsPMo01.040 de couleur jaune. Cette approche repose sur I'oxydation des
substances. Le réactif Folin-Ciocalteu produit des composés phénoliques, ce qui entraine la
création d'un complexe molybdeéne-tungstene de couleur vert qui absorbe a une longueur d'onde
de 700 nm (Vermerris et la., 2007).
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4.1.2. Mode opératoire

100 uL de chaque extrait brut sont mélangés avec 2 mL d'une solution de carbonate de
sodium a 2 % puis incubés pendant 5 minutes. Au mélange, 100 puL de réactif de Folin-Ciocalteu
(1N) sont ajoutés, puis une deuxiéme incubation & température ambiante pendant 5 minutes est
réalisée la densité optique en utilisant est mesurée en utilisant un spectrophotometre a 700 nm

contre un blanc.

Dans les mémes conditions opératoires, la gamme d’étalonnage de I’acide gallique a été

préparée a différentes concentrations (0,05 ;0,1;0,2;0,4;0,6 ;0,8 ; 1 mg/ml).

4.2.Dosage des flavonoides

4.2.1. Principe

Il s'agit d'une technique spectrophotométrique ou le trichlorure d'aluminium. AICI; se
combine avec les flavonoides pour former un complexe jaune, tandis que la soude (NaOH)

forme un complexe rose qui absorbe dans le visible a 510 nm (Ardestani et al., 2007).
4.2.2. Mode opératoire

Dans des tubes, 1 mL d'eau distillée sont mélanges avec 250 uL de chaque extrait, puis
ajouté 75 pL d'une solution de nitrite de sodium NaNO: a 15 %. Par la suite, on a incubé les
tubes pendant 6 minutes a température ambiante. Une fois le temps d'incubation terminé,
ajoutez 75 uL de trichlorure d'aluminium. ajoutez 10 % d'AICIs. Une deuxiéme incubation de
6 minutes a température ambiante a été réalisée, puis 1 mL d'hydroxyde de sodium (NaOH) a

4% ont été ajoutes. Le volume total est réduit a 2,5 mL en utilisant de I'eau distillée.

La densité optique a été mesurée par apport a un blanc a une longueur d’onde de 510 nm

par spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage de la catéchine a été effectuée en parallele dans les mémes

conditions opératoires a différentes concentrations (0,05;0,1;0,2;0,4;0,6 ; 0,8 mg/mL).

4.3.Dosage des tanins condensés

4.3.1. Principe

On a estimé la quantité de tanins condensés en utilisant la méthode de la vanilline. Les

tanins condensés se dépolymérisent dans un environnement acide et, en réagissant avec la
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vanilline, se métamorphosent en anthocyanidols rouges mesurables a 550 nm par

spectrophotometre (Sun et al., 1998).
4.3.2. Mode opératoire

50 pL de chaque extrait a analyser sont mélangés avec 1500 pl d'une solution
méthanolique de vanilline (4%). Une fois agité, puis ajouté un volume de 750 pul d'HCI

concentré. Par la suite, laissé le mélange réagir a température ambiante pendant 20 minutes.

Une gamme d’étalonnage de la catéchine a été réalisé a différentes concentrations (0,8;
1;15;2;25; 3 ;35 mg/mL).
La densité optique a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre a 550 nm contre un

blanc.

5. Evaluation de I’activité antioxydante
5.1.Piégeage du radical libre DPPH
5.1.1. Principe :
Gréce a la présence de ce radical, la solution acquiert une teinte violacée qui absorbe vers
515 nm. En réduisant les radicaux DPPHe par un agent antioxydant, la solution se décolore et

devient jaune, ce qui entraine une baisse de I'absorbance (Atoui et al., 2005).

5.1.2. Mode opératoire
1950 pl d'une solution de DPPH- (0,025mg/mL) sont mélangés avec 50 ul de différentes
concentrations d'extraits. En méme temps, préparez des tubes blancs en mélangeant 50 pl de
chaque concentration en extrait et 1950 ul de méthanol. On a préparé le témoin négatif en
ajoutant 50 ul de méthanol a 1950 ul de DPPHe.
Les series de tubes ont été stockées a température ambiante a I'abri de la lumiere pendant une
durée de 30 minutes. On a mesuré I'absorbance & 515 nm en utilisant un spectrophotometre pour

observer les tubes blancs.

L’acide ascorbique, le BHA et le BHT ont été également préparés comme controles
positifs dans les mémes conditions expérimentales. Les concentrations utilisés pour le BHA et
le BHT était (0,025; 0,05 ;0,1 ;0,2 ;0,3 ;0,4 mg/mL), (0,2;0,3;0,5 ;0,6 ;0,7 mg/mL)
et (0,02;0,04; 0,06;0,08;0,1;0,2 mg/mL) pour I’acide ascorbique.
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5.2.La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)
5.2.1. Principe

On utilise cette méthode pour évaluer la capacité des extraits a convertir I'ion ferrique
(Fe*") en ion ferreux (Fe?"). Cette diminution se manifeste par la formation d'une teinte
verte qui absorbe a une longueur d'onde de 700nm, dont l'intensité est proportionnelle au

pouvoir de réduction (Topcu et al., 2007).
5.2.2. Mode opératoire

2,5 mL d'extrait a différentes concentrations sont ajoutés dans des tubes a essai, 2,5 mL
de tampon phosphate (0,2 M : pH 6,6) et 2,5 mL de ferricyanure de potassium a 10 %. Le
mélange obtenu a été mis en incubation pendant 20 minutes a une température de 50°C. On a
ajouté 2,5 mL d'acide trichloroacétique (TCA) a une teneur de 10%. Un mélange de 2,5 mL du
surnageant a été mélangé avec 2,5 mL d'eau distillée et 0,5 mL d'une solution de FeClz a 0,1

% apres 10 min de centrifugation a 3000 rpm.

Les absorbances du milieu réactionnel ont été mesurée a une longueur d'onde de 700 nm
contre un blanc en utilisant un spectrophotometre.

L’acide ascorbique, le BHA et le BHT sont utilisés comme contréles positifs. Dans les
mémes conditions expérimentales a différentes concentrations (0,1 ; 0,2 ;0,4 ;0,6 ;0,8 et 1

mg/mL).
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1. Rendement d’extraction

Les résultats du rendement, des différents extrait aqueux ont été indiqués dans le tableau

suivant :

Tableau n°2 : Rendements et caractéristiques des trois extraits de H.thebaica

Extraits Rendement Aspect Couleur Solubilité
%

Extrait aqueux 23,22 Pate Marron clair ~ Eau distillée

Racines

Extrait aqueux 23,25 Pate Marron foncé  Eau distillée

Fleurs

Extrait aqueux 24,68 Pate Marron Eau distillée

Fruits

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que les rendements des 3 extraits
aqueux sont proches avec une valeur de 24,7 % pour I’extrait aqueux des fruits, alors que les
deux autres extraits (racines et fleures) les rendements sont presque égales (23%).

Les trois extraits ont un aspect se forme pate, soluble dans I'eau distillée. L'extrait aqueux

des racine a une couleur marron clair, des fruits marron et des fleurs marron foncé.

2. Analyse phythochimique

Les résultats expérimentaux des testes phytochimiques effectués sur les extraits de

H.thebaica sont mentionnés dans le tableau n°3.

Nous remarquons que I’extrait aqueux des fleures et fruits sont riches en tanins,
flavonoides , quinones libres , alcaloides et les composés réducteures , tandis qu’une faible

quantité de saponosides dans ’extrait de fleures et absent dans 1’extrait des fruits

Alors que I’extrait aqueux des racines a révélé que la présence des tanins. On remarque

aussi une absence totale des anthraquinones et des terpénoides dans les trois extraits.
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Tableau n°3 : Résultats de ’analyse phytochimique des extraits de H.thrbaica

Racines Fleures Fruits
Les tanins + + +
Les flavonoides - + +
Les quinones libres - + +
Les anthraquinones - = -
Les terpénoides - - -
Les saponosides - + -
Les alcaloides - + +
Les composés - + o=

réducteurs

(+) : présence ; (-) : absence
3. Teneurs en composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés des différents extraits

sont calculées a partir des courbes d’étalonnage représentées sur les figures n° 18, 19 et 20.

Les teneurs en composés phénoliques sont exprimées en milligramme équivalent acide gallique
par gramme d’extrait (mg EAG/gE) pour les polyphénols totaux et en milligramme équivalent
catéchine par gramme d’extrait (mg EQC/gE) pour les flavonoides et les tanins condenses, et

elles sont données dans le tableau n°4.
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Figure n°18 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols

totaux

y = 0.0154x
1.80 R? = 0.9997

Concentrations de la catéchine (ug/ml)

Figure n°19 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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Figure n°20 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condenses

Tableau n°4 : Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés dans

les différents extraits de H.thebaica

Racines Fleurs Fruits
Polyphénols totaux 20,18 + 0,00 211,92 £ 0,00 178,28 + 6,74
(mgEAG/QE)
Flavonoides 69,26 + 4,33 71,42 +5,31 106,06 + 5,73
(mgEQC/gE)
Tanins condensés 15,08 £ 2,75 368,00 + 2,31 227,36 + 4,87
(mgEQCI/QE)

Selon les données du tableau n°4, nous remarquons que les fleures contiennent la
plus grande quantité de polyphénols totaux avec une teneur de 211,92 + 0,00 mgEAG/QE et en
tanins condensés avec une teneur de 368,00 £ 2,31 mgeEQC/gE , tandis que I’extrait aqueux des
fruits renferme la teneur la plus élevé en flavonoides de 106,06 + 5,73 mgEQC/gE, ansi, il
renferme des quantité importante en polyphénols totaux et en tanins (178,28 £ 6,74 et 227,36 +

4,87 respectivement)

D’autrs part , ’extrait aqueux des racines renferme les teneurs les plus faibles en
polyphénols totaux 20,18 + 0,00 mgeEAGI/gE, en flavonoides 69,26 + 4,33 mgEQC/gE et en
tanins condensés 15,08 + 2,75 mgEQC/gE.
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4. Activité antioxydante des extraits de H. thebaica

Les extraits aqueux de H.thebaica analysés pour leur activité antioxydante en utilisant
deux méthodes : la méthode de piégeage du radical DPPHe et la méthode de réduction de fer

« FRAP ».
4.1. Piégeage du radical libre DPPHe
4.1.1. Piégeage du radical libre DPPHe par les extraits de H.thebaica

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition et comparés aux

molécules de références (acide ascorbique, BHA et BHT).

Les figures n° 21, 22 et 23 représentent graphiquement les pourcentages d’inhibition

des extraits aqueux racines , fleures et fruits de H. thebaica, respectivement.
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Extraits aqg.R.
y=35,064 Inx - 48,04
801 R2=0,99
c
S 60 -
S
<
£
©
e 401
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Figure n°21 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait aqueux des

racines de H.thebaica (n=3).

D’apres la figure n°21, le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe augmente

proportionnellement avec la concentration de 1’extrait aqueux des racines de H.thebaica et
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suit une régression logarithmique bien corrélée (R?=0,99). D'aprés cette courbe, on observe
que la concentration de 5,66 mg/mL correspond a un pourcentage d'inhibition de 14,87 %. En
augmentant la concentration a 8,50 mg/mL, le pourcentage d'inhibition s'éleve a environ 24,86

%, puis a 33,65 % a une concentration de 11,40 mg/ml, ensuite 56,84 % a 17 mg/ml.

120

Extrait Ag.F
y=33,755 Inx + 65,95
R2=0,96

100
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Figure n°22 :Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait aqueux des fleurs de
H.thebaica (n=3).

D’apres la figure n°22, le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe augmente
proportionnellement avec la concentration de I’extrait aqueux des fleurs suit une régression
logarithmique bien corrélée (R?=0,96). D’aprés cette courbe, 0n observe qu’a la concentration
de 0,5 mg/ml, le pourcentage d'inhibition est de 38,24 %. En augmentant la concentration a
0,83 mg/ml, le pourcentage d'inhibition s'éléve a environ 60,30 %, puis a 80,88 % a une

concentration de 1,25 mg/ml, ensuite 95,59% a 3,12 mg/ml.
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Figure n°23 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait aqueux des fruits de
H.thebaica (n=3).

D’aprés la figure n°23, le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe augmente
proportionnellement avec la concentration de 1’ extrait aqueux des fruits et suit une régression
logarithmique bien corrélée (R?=0,95). D'aprés cette courbe, on observe que la concentration
de 0,80 mg/ml a un pourcentage d'inhibition de 16,08 %. En augmentant la concentration a
1,20 mg/ml, le pourcentage d'inhibition s'éleve a environ 45,80 %, puis a 87,18 % a une

concentration de 6 mg/ml, ensuite 87,18 % a 12 mg/ml.
4.1.2. Piégeage du radical libre DPPHe par les molécules de référence

Les trois molécules de référence (acide ascorbique, BHA et BHT), utilisées pour piéger
le radical libre DPPHe, présentent des pourcentages d'inhibition représentés sur les figures n°24,

25 et 26, avec des régressions logarithmiques et linéaires fortement corrélées.
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Figure n°24 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPHe par I'acide ascorbique (n=3).
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Figure n°25 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPHe par le BHA (n=3).
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Figure n°26 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPHe par le BHT (n=3).
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Selon la figure n°24 , on peut observer que 1’acide ascorbique présente une activité
inhibitrice de 16,14 % a la concentration la plus faible, soit 0,02 mg/ml. Lorsque la
concentration est augmentée a 0,08 mg/ml, le pourcentage d’inhibition atteint 58,18 %.
Finalement, a une concentration de 0,2 mg/ml, il atteint son maximum (90,35%), démontrant

clairement I’effet dose-dépendant de I’acide ascorbique.

Selon la figure n°25, & une concentration de 0,025 mg/ml, le pourcentage d’inhibition
est estimé a environ 19,70 %. Ce pourcentage augmente de maniére significative a 58,60%
lorsque la concentration de BHA atteint 0,1 mg/ml. Enfin, a la concentration la plus élevée (0,4
mg/ml), le pourcentage d’inhibition atteint un niveau remarquable de 95,10%. Ces résultats
mettent en évidence une augmentation proportionnelle de 1’efficacité inhibitrice du BHA avec

I’augmentation de la concentration.

D’aprés la figure n°26, on note qu’a la concentration la plus faible de 0,20 mg/ml, un
pourcentage d’inhibition relativement faible de 31,88 % est observe. Cependant, lorsque la
concentration est augmentée (0,5 mg/ml), le pourcentage d’inhibition atteint un niveau plus
élevé, soit 52,17 %. Enfin, a la plus forte concentration de BHT, soit 0,7 mg/ml, un pourcentage
de 63,77 % est enregistreé.

En comparaison, parmi les molécules de référence testées, le BHT présente le pouvoir
inhibiteur le plus faible. Tandis que I’acide ascorbique présente la meilleure activité

antioxydante, reflétée par les pourcentages d’inhibition les plus eleveés, suivi du BHA.
4.1.3. Calcul des ICso

Pour évaluer et comparer ’activité antioxydante des extraits étudiés par rapport aux
molécules de référence, on calcul le parameétre 1Cso qui représente la concentration requise

pour réduire 50 % du radical DPPHe dans une période de 30 minutes.

Les valeurs d’lICsp sont calculées en utilisant les équations des régressions
logarithmiques et linéaires des graphes précédents, et les résultats sont indiqués dans le tableau
n°s.
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Tableau n°5 : Valeurs des I1Cso des différents extraits aqueux de H.thebaica et des

molécules de référence.

Extraits ICso (mg/ml)

Extrait aqueux Racines 16,38
Extrait aqueux Fleurs 0,62
Extrait aqueux Fruits 1,95
Acide ascorbique 0,050
BHA 0,077
BHT 0,477

Selon les données du tableau n°5. Une valeur d’ICso faible indique une activité
antioxydante elevée. Ainsi, il est important de souligner que 1’acide ascorbique présente

I’activité antioxydante la plus puissante avec une 1Cso =0,050 mg/ml.

Les résultats montrent que les trois parties de la plante ont la capacité de piéger le radical
DPPHe- .

L'extrait aqueux des fleurs est le plus actif avec une I1Csq tres puissante (0,62 mg/ml)
suivie de I'extrait aqueux des fruits avec une ICso= 1,95 mg/ml puis l'extrait aqueux des racines

qui est une faible activité avec une 1Cso =16,38 mg/ml.

Selon les résultats, il est important de souligner que ’acide ascorbique présente I’activité
antioxydante la plus puissante avec une ICso =0,050 mg/ml suivi de BHA et BHT. Ceci est trés
normal car l'acide ascorbique, BHA et BHT sont les meilleurs antioxydants actuellement
utilisés.

4.2. Réduction du fer

4.2.1. Réduction du fer par les extraits de H.thebaica

La mesure de la capacité de nos extraits a convertir le fer ferrique Fe®* en fer ferreux

Fe?" est présentée dans les figures n°27, 28 et 29 .
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Figure n°27 : Pouvoir réducteur du fer par ’extrait aqueux des racines de H. thebaica
(n=3).

Selon lafigure n°27, on observe que les absorbances augmentent de maniere
proportionnelle avec les concentrations de 1’extrait, conformément a une régression linéaire
(R?=0,99). A une concentration de 0,70 mg/ml, 1’absorbance mesurée est de 0,10. Par la suite,
on observe une augmentation progressive atteignant 0,50 et 0,99 aux concentrations respectives
de 2,83 mg/ml et 5,31 mg/ml.
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Figure n°28 : Pouvoir réducteur du fer par I’extrait aqueux des fleurs de H.thebaica

(n=3).

Selon la figure n°28, on observe que les absorbances augmentent de maniere
proportionnelle avec les concentrations de 1’extrait, conformément a une régression linéaire
(R?=0,98). A une concentration de 0,13 mg/ml, I’absorbance mesurée est de 0,41. Par la suite,
on observe une augmentation progressive atteignant 0,60 et 0,76 aux concentrations respectives

de 0,27 mg/ml et 0,52 mg/ml.
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Figure n°29 : Pouvoir réducteur du fer par I’extrait Aqueux fruits de H. thebaica
(n=3).

Selon la figure n°29, on observe que les absorbances augmentent de maniére
proportionnelle avec les concentrations de 1’extrait, conformément a une régression linéaire
(R?=0,99). A une concentration de 0,09 mg/ml, I’absorbance mesurée est de 0,08. Par la suite,
on observe une augmentation progressive atteignant 0,39 et 0,74 aux concentrations respectives
de 0,44 mg/ml et 0,80 mg/ml.

4.2.2. Réduction du fer par les molécules de référence

Les résultats des trois molécules de référence, a savoir 1’acide ascorbique, le BHA et le
BHT, utilisées pour réduire le fer, sont représentés respectivement sur les figures n°30, 31 et
32.
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Figure n°30 : Pouvoir réducteur du fer par 1’acide ascorbique (n=3).
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Figure n°31: Pouvoir réducteur du fer par le BHA (n=3).
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Les résultats indiquent que pour la concentration la plus élevée (1mg/ml) d’acide
ascorbique, de BHA et de BHT, les absorbances enregistrées sont respectivement, 0,923 ; 0,641
et 0,740 ; ce qui indique que le BHA a le pouvoir réducteur du fer le plus élevés suivis de BHT

et acide ascorbique.
4.2.3. Calcul des ECso

Les valeurs des ECso ou concentrations efficaces pour atteindre une absorbance de 0,5

calculées a partir des graphes précédents sont indiquée dans le tableau n°6.

Tableau n°6 : Valeurs des ECsy des différents extraits et des molécules de

références pour la réduction du fer

Extraits ECso (mg/ml)

Extrait agueux Racines 2,830
Extrait aqueux Fleurs 0,192
Extrait aqueux Fruits 0,438
Acide ascorbique 0,536
BHA 0,771
BHT 0,616

Selon le tableau n°6 ,on remarquons que les extraits de fleurs et fruits présentent une
activité tres puissante pour réduction de fer avec un ECso = 0,192 mg/ml et ECso =0 ,438
mg/ml, respectivement , et ils ont une activité meilleure que 1’acide ascorbique, BHA et BHT.

L’extrait aqueux des racines a une faible activité antioxydante avec une ECs0=2,83 mg/ml.

A partir des résultats de cette étude, nous avons remarqué qu’il y a une corrélation entre
la teneur en composés phénoliques et I’activité antioxydante.Tandis que 1’extrait aqueux des
fleurs est le plus riche en composés phénoliques et posséde la meilleure activité antioxydante,
ensuite 1’extrait aqueux de fruits et enfin 1’extrait aqueux de racines, qui contient moins de

composés phénoliques en parallélle a une faible activité antioxydante.
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DISCUSION

La phytothérapie utilise des extraits de plantes et principes actifs naturels pour traiter
diverses maladies, y compris dans la médecine traditionnelle chinoise. C'est une pratique

médicale ancienne et largement utilisée (Schlienger, 2014).

H. thebaica est une plante médicinale utilisée traditionnellement pour les maladies
cardiovasculaires. Ses effets pharmacologiques sont dus a la présence de composés naturels
bioactifs tels que les flavonoides, triterpenes et procyanidines. Ces composés ont une
importante source de médicaments (Nabavi et al., 2015 ; Shih et al., 2013 ; Xie et al., 2012).

Selon nos recherches phytochimiques sur les extraits de H.thebaica, il est démontré que
tous les extraits testés (racine, fleurs, fruits) contiennent une grande quantité de tanins. Les
extraits de fleurs et de fruits contiennent une grande quantité de flavonoides, de quinines libres,
d’alcaloides et de composés réducteurs. Cependant, il y a une faible quantité de saponosides
dans I’extrait de fleurs et absent dans 1’extrait de racines et de fruits, ainsi qu’une absence totale

des anthraquinones et des terpénoides dans les trois extraits.

Selon les résultats de Dahiru et al. (2022), les extraits méthanoliques des fleurs
contenaient des alcaloides, des saponines, des stéroides, des terpénoides et des flavonoides,
mais pas de tanins, de phénols et de glycosides. De méme, I'extrait d'acétate d'éthyle contenait
des alcaloides, des saponines, des stéroides, des glycosides, des terpénoides et des flavonoides,
mais pas de tanins ni de phénols. L'extrait aqueux contenait des alcaloides, des saponines, des
terpénoides et des flavonoides, mais pas de tanins, de phéenols, de stéroides ni de glycosides.
Sani et la. (2017), ont révélé la présence des saponines, flavonoides, glycosides, terpénoides et

stéroides dans les fruits de H. thebaica sans alcaloides.

L'étude de Auwal et al. (2013), sur la composition de H. thebaica a révélé la présence

de tanins, saponines, stéroides, glycosides, flavonoides et terpénoides.

Les résultats du dosage indiquent que les teneurs en composes phénoliques (polyphénols
totaux, flavonoides et tanins condenses) varient significativement selon la partie de la plante.
La meilleure teneur en polyphénols totaux et en tanins condensés a été obtenue par 1’extrait
aqueux des fleurs (211,92 £ 0,00 mg EAG/gE et 368,00 £2,31 mg EQC/gE, respectivement),
ainsi que la meilleure teneur en flavonoides a été obtenue par I’extrait aqueux des fruits (106,06
+5,73 mg EAG/QE). Contrairement a 1’extrait aqueux des racines, qui montre la teneur la plus
faible en polyphénols totaux , en flavonoides et en tanins condensés : 20,18 + 0,00 mgEAG/QE,
69,26 + 4,33 mg EAG/gE et 15,08 + 2,75 mg EAG/QE respectivement.
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Selon I’étude de Taha et al. (2020), les fruits aient la plus forte concentration de sucre
(173,77 mg/g) par rapport aux fleurs (124,4 mg/g) et aux feuilles (135,4 mg/g). Les fruits et les
fleurs présentaient des concentrations de saponines plus élevées (18,65 et 18,6 mg/g,
respectivement) que les feuilles (17,5 mg/g). La teneur en saponines des fleurs et des fruits
était significativement différente de la teneur en saponines des feuilles. La teneur en composés
phénoliques a montré une variation significative entre les parties évaluées. Les fruits et les
fleurs présentaient une teneur significativement plus élevée en composes phénoliques (73,3 et
36,04 mg/g, respectivement) que les feuilles (20,6 mg/g). En revanche, les feuilles présentaient
une teneur significativement élevée en flavonoides (32,7 mg/g) par rapport aux fleurs (22,1
mg/g) et aux fruits (20,4 mg/g). La teneur en flavonols a suivi le méme schéma, ou la teneur la
plus élevée a été trouvée dans les feuilles et les fleurs (61,29 et 61,23 mg/g, respectivement) et
la teneur la plus faible a été trouvée dans les fruits (38,2 mg/g). Une différence significative
dans la teneur en flavonols a été trouvée entre les feuilles et les fruits et entre les fleurs et les
fruits. Les fruits et les fleurs présentaient une teneur en anthocyanes significativement plus
¢levée (0,33 pumol/g) que les fleurs (0,12 pmol/g) et les feuilles (0,11 umol/g). La teneur en
tanins des flreurs était la plus élevé, suivie par les fruits et les feuilles (3,85, 3,44 et 0,57 mg/g,
respectivement). Des différences significatives ont été reconnues entre les fleurs et les feuilles

et entre les fruits et les feuilles.

Dans ce travail, nous avons procédé a une étude du pouvoir antioxydant en utilisant des

méthodes spécifiques telles que la réduction du fer et le pi¢geage du radical DPPHe

Les résultats obtenus a 1’aide de la méthode « DPPH », montrent que 1’extrait aqueux des
fleurs, présente une activité antioxydante plus eélevée (1Cso = 0,62 mg/ml) par rapport a I’extrait

aqueux de fruits et racines (ICso = 1,95 et 16,38 mg/ml, respectivement).

Les résultats de Gharb et la. (2018), montrent que I’extrait d’acétate d’éthyle de
H.thebaica a montré une forte activité de piégeage du DPPH a des concentrations de 400, 600,
800 pg/ml.

Les variations des 1Cso peuvent résulter du solvant, du type de composition, et des

appareils utilisés pour I’extraction (Aboshora et al., 2014).

Pour la méthode « FRAP », nous avons observé que le profil de réduction du fer varie
d’un extrait a un autre. Cependant, nous avons constaté¢ une augmentation proportionnelle de la

capacité de réduction du fer avec I’augmentation des concentrations utilisées. L’extrait aqueux
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de fleurs , présente le meilleur pouvoir a réduire le fer (ECso= 0,192 mg/ml ) par rapport a

I’extrait aqueux de fruits et racines (EC50=0,438 et 2,830 mg/ml, respectivement).

Selon Gharb et la. (2018), I’extrait d’acétate d’éthyle de H. thebaica a montré une forte
activité de piégeage du FRAP a des concentrations de 400 pg/ml. Ceci montre que I’extrait a
I’acétate d’éthyle de H. thebaica a un effet notable sur les radicaux libres. Les composés
phénoliques des extraits de H. thebaica sont probablement impliqués dans leur activité
antiradicalaire. Bien que I’activité de I’extrait d’acétate d’éthyle de fruit de doum a une certaine
concentrations soit relativement supérieure a celle du BHT, I’extrait peut étre une source fiable

de composés bioactifs avec de meilleures activités aprés fractionnement.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes médicinales représentent une source inepuisable de composeés actifs. C’est ce
gue nous avons pu démontrer & travers notre travail, qui consistait a 1’étude phytochimique et

I’évaluation du pouvoir antioxydant.

Au bout de cette étude, on conclue que les extraits aqueux de 1’Hyphaene thebaica sont

tres riches en tanins, en flavonoides, en quinones libres et en alcaloides.

En revanche, les deux méthodes utiliséer pour 1’évaluation de I’activité anti-oxydante
montre que 1’extrait aqueux des fleurs le plus riche en polyphénols totaux 211,92 mgeEAG/gE
et en tanins condensés 368,00 mgEQC/gE a une meilleure activité avec une 1IC50 =0,62 mg/ml
et une ECso = 0,192mg/ml.

C’est résultats ne constituent qu’une premicre étape de valorisation de cette espéce

végétale.Ainsi, il est intéressant d’approfondir cette étude par:

Fractionner les extraits.

Changer le solvant d’extraction.

x
x
* Identifier et caractériser les molécules bioactives de cette plante.
® Tester autres activités biologiques.

x

Etudier la toxicité de la plante.
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