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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanitéoajours utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutetesade maladies. Ces plantes ont I'aptitude de
synthétiser de nombreux composés appelés métabekieondaires, elles constituent donc un
immense réservoir de composés d'une grande digechitmique, possédant un large éventall
d’activités biologiques. Ainsi, I'évaluation de cadtivités demeure une tache trés intéressante

qui peut faire l'intérét de nombreuses étudascot et Campillo., 2003).

Depuis I'avenement de la chimie analytiqueXdlléme siécle, il devenait possible d’isoler
des principes actifs a partir de plante, en aneilibfa connaissance de leur structure, a fait
progressivement se séparer et parfois s’opposea @hltothérapie traditionnelle souvent
empiriqgue avec une thérapeutique officielle inclul@s principes chimiques et drogues dont la

pharmacologie était mieux connue a I'exemple dgpiigne, la quinine et¢Bahorun., 1997).

Les maladies non transmissibles sont actuellenaeptihcipale cause de déces dans le monde.
Sur les 57 millions de décés survenus dans le mend2008, 36 millions étaient dus aux
maladies métaboliques tels que les maladies casoNaires, les cancers, les maladies neuro-
dégénératives ainsi que le diabdétdwan et coll., 2010). L'origine de la plupart de ces
pathologies est multifactorielle, mais se carasé&ftious au cours de leur apparition et leur
développement par un déséquilibre de la balanceoyydant / antioxydant aboutissant a un
stress oxydatif nuisibles aux cellules de I'orgamesdd a une production excessive de radicaux
libres(Wada et Ou., 2002).

Actuellement, un grand intérét est accordé auxpam®@s naturels issus de plantes et possédants
des propriétés antioxydantes et qui sont intensivgnétudiés, ils intéressent aussi bien les
scientifiques que les industriels des domaines drgrd-alimentaire, cosmétiques,
pharmaceutiques etc. Le nombre d’articles publ&s,concernant, en témoigne, en effet 6000
articles et 20 livres ont été publiés les premiams de I'année 2012 seulemer(Stefano et

coll., 2012).

L’Algérie recéle d’'un patrimoine végeétal importapar sa richesse et sa diversité dans les
régions cotieres, les massifs montagneux, les {atsaux, la steppe, la hamada et les oasis
sahariennes. Parmi ces ressources naturellesale®plaromatiques et médicinales occupent une

large place et jouent un grand rdéle dans I'éconorat@nale. Elles sont utilisées dans différents
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domaines : industrie alimentaire, conserverie, plageutique et phytothérap{Puraffourd et
coll., 1997).

L’objectif de cette étude est d’évaluer l'activdétioxydante d’extraits d’'une plante endémique
saharienne, Pituranthos scopariugCoss. & Dur.) Benth. & Hook vis-a-vis le nom de

« Guezzah » obtenus avec différents méthodesrdidan et organes de plante.
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1. Les especes oxygeneées réactives :

Les especes oxygénées réactivédEOR), font partie des radicaux libres, sont detée
propriétés oxydantes qui les amenent a réagir, kiamsronnement ou elles sont produites, avec

toute une série de substrats biologiques (lipipestéines, ADN, glucose, ...).

lIs sont considérés comme des agents toxiques meaples de dysfonctions et de mort
cellulaires, il est actuellement admis que les E€dRt de véritables messagers secondaires
impliqués dans I'expression et la régulation dexfions de prolifération et de mort cellulaire.
De plus, ils sont des médiateurs inflammatoires lignps dans diverses pathologies
neurodégénératives ou vasculaires telles que fedbkrose ou [I'hypertension

(Dhalla et coll., 2000).Les cellules génerent divers types d’EOR dansystemes biologiques.

Tableau 1 :Les principales espéces oxygénées réactBagdqsz., 2003).

Radical Formule
Peroxyde d’hydrogéne 2,
Anion superoxydes Is)
Hydroxyle OHe
Peroxyle ROO-
Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO
Oxygeéne singulet ‘02
Oxyde nitrique NO

En effet, la pollution (oxydes d’azote...), 'absagot d’alcool ou de certains médicaments,

I'exposition prolongée au soleil et le tabagismentségalement des facteurs qui générent
I'apparition des EOR(Patelet coll., 2000 ; Griendlinget coll., 2000).

In vivo les EOR sont principalement produits par des ssuecelogenes, telles que les chaines
de transport des électrons d’origine mitochondr{Edemétabolisme mitochondrial par réduction

de I'oxygéne)(Bouayed., 2007),les peroxysomes et le systeme de cytochrome RKid&ten

et Nyska., 2002)

Par ailleurs, L’inflammation est une source impoté de radicaux oxygénés produits

directement par les cellules phagocytaires activ@esi, certaines réactions enzymatiques telles
que la NADPH oxydase, la lipoxygénase et la xaetlirydase sorgusceptibles de surpasser
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nos défenses antioxydantes naturelles (superoxgdsuthse, catalase, glutathion peroxydase et
autres enzymes antioxydantes), provoquant ainsiddgats cellulaires. Ce déseéquilibre nous
menent au stress oxydat{iYung-Zhong et coll., 2002 ; Servais., 2002 ; Favier., 2003 ;
Boutabet., 2007).

2. Stress oxydant et pathologie :

De maniére générale, le stress oxydant se débinitme étant le résultat d’'un déséquilibre entre
la balance des pro-oxydants et les systemes desd&fgantioxydants), Ce déséquilibre peut
avoir diverses origines, citons la surproductiordagene d’agents pro-oxydants d'origine
inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxyda, ou méme une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants (taddaool, médicaments, rayons gamma et
rayons ultraviolets, ozone..(Pincemail et coll., 2002 ; Sorg., 2004 ; Koechilin ., 2006Avec
comme consequence, I'apparition de dégats souweviersibles pour la cellulgHalliwell et
Whiteman., 2004; Valkoet coll., 2006)allant de I'athérosclérose au cancer tout en pagsan
les maladies inflammatoires, cardiovasculairesrautgénératives et le diabéte.

Le r6le du stress oxydant a été également évoguméena@ns des processus physiologiques tel
que le vieillissementLehucher etcoll., 2001 ; Sorg., 2004 ; Valko etoall., 2007).

3. Les antioxydants de synthése et leurs effetxeadaires :

Les antioxydants de syntheses sont introduits tlanes les formulations contenant des corps
gras insaturés et parfois aussi dans des phasesisguou se trouvent des extraits végétaux
riches en oxydasd®errin., 1992).

Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants &gtigues, tel que le butylhydroxyanisole
(BHA) (E320), butylhydroxytoluene (BHT) (E321) ekdgl esters de l'acide gallique tel que
gallate propylée (PG) (E310), sont largement é@dliparce qu’ils sont efficaces et moins chers
que les antioxydants nature(tisu et coll., 2003) Cependant, il a été montré que ces
antioxydants de synthése pouvaient étre toxigh@s et coll., 2000) En effet, le BHA
convertirait certains produits ingérés en substaoriques ou carcinogenes en augmentant la
sécrétion des enzymes microsomales du foie et dmes extra-hépatiquéBarlow., 1990)
Ainsi Le BHT présenterait des effets carcinogerez de ra(lto et coll., 1985)

Par conséquent, et vue le désir des consommateuretdurner a l'utilisation des produits
naturels, la recherche des sources naturellesiakgdants a provoquer l'intérét des grands

laboratoires spécialisésrankel., 1993.
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4. La phytothérapie :

L’histoire de la phytothérapie est liee a celleliemanité, car dans toutes les cultures il faut
toujours compté sur les valeurs thérapeutiquepldetes pour se soignéflément., 2005)En
effet sur les 300 000 espéces végétales recenséks @anete plus de 200 000 espéces vivent
dans les pays tropicaux d'Afrique ont des vertudiongales(Millogo et coll., 2005).

L'action de la phytothérapie sur l'organisme dépdadla composition des plantes, depuis
XVllleme siécle, avec I'avéenement de la chimie analytiduest devenu possible d’extraire et
d’isoler les substances chimiques qu'elles congietirAujourd’hui les plantes sont de plus en
plus utilisées par lindustrie pharmaceutique, st enpossible d'imaginer le monde sans la
quinine qui est employée contre les maladies psioéilserin et coll., 2001).Au début de
XXI° éme siécle L'évolution des connaissances scientifiques, nmaddg et pharmacologiques
conduit sur un chemin fort éloigné de ces remedes progrés de la chimie et de la
pharmacologie permis d’avoir des produits de pluplas puissants, de plus en plus ciblés, mais

avec leurs effets secondaires possililasictian et coll., 2002).

La phytothérapie fait partie de la médecine traditelle appelée aussi médecine alternative ou
paralléle. Elle connait de nos jours un renouveae@ionnel en Occident, spécialement dans le
traitement des maladies chroniquéserin et coll., 2001). Environ 35 000 especes de plantes
sont employées a des fins médicinales, ce qui itoase plus large éventail de biodiversité
utilisé par les étres humains. Les plantes médasnaontinuent de répondre a un besoin
important malgré l'influence croissante du systéarétaire moderngelgaj et coll., 2007).

La phytothérapie a la difféerence de la médecimssitjue, recommande d'utiliser parfois la
plante entiere, appelée aussi "totum" plutét que eddraits obtenus en laboratoire. Une plante
entiére est plus efficace que la somme de ses AN les plantes contiennent des centaines
voire des milliers de substances chimiques act{¥ssrin et coll., 2001). Aujourd’'hui les
principes actifs des plantes sont des composargengésls d'une grande partie de nos
médicaments et produits de soiftdans., 2007) Selon OMS (Organisation Mondiale de la
Santé) plus de 80% de la population mondiale, surttans les pays sous-développés, ont
recours au traitement traditionnel pour faire faog problemes de la santé et de soins primaires

(Farnsworth., 1994).
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5. Les métabolites secondaires :

Tous les étres vivants ont un métabolisme primgirefournit les molécules de base (acides
nucléiques, lipides, protéines, acides aminés atidgs) (Ferrari J., 2002). Les plantes
produisent, en plus, un grand nombre de composésegsont pas issus directement lors de la
photosynthése, mais résultent des réactions chasigitérieures. Ces composés sont appelés :
métabolites secondaireslls constituent un groupe de produits naturels squrit exploré pour
des proprietés tres diverses: antioxydantes, @rbhbiennes, anti-inflammatoires,

anticancéreuses etc(Epifano et call., 2007).

Les produits du métabolisme secondaire sont engtisgsd nombre, plus de 200.000 structures
définies et sont d'une variété structurale extramigde mais sont produits en faible quantité
(Hartmann., 2007).lls sont classésn plusieurs composants chimiques dont les plusndis

sont : les polyphénols, les alcaloides, les terp@Daendet., 1999 ; Vermerris., 2006).

5. 1. Les composeés phénoliques:

Ce sont des dérivés non azotés dont le ou lesscgotenatiques sont issus de deux grandes voies
métaboliques : la voie du shikimate et celle dedtate Hennebelle., 2006).

Plusieurs milliers ont été caractérisés jusqu'awadjhui. Bien qu’étant trés diversifiés, ils ont
tous en commun la présence d'un ou de plusieulgsyenzeniques, portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyles, auxquelles est directemeétau moins un groupe hydroxyle libre ou
engagé dans une autre fonction : éther, esterrdséé (Bruneton.,1999 ; Macheixet call.,
2005).

lIs sont présents dans toutes les parties desawgsupérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) a des proportieasables. Les plus représentés sont les acides

phénoliques, les flavonoides, et les taifingyasi et coll., 2003).

Les composés phénoliques font I'objet de nombretsgserches en générale et les flavonoides

en particulier sont trés poussés en raison de thuesses propriétés et roles biologiques :

bY

» Chez les végétaux :Les composés phénoliqgues participent a deux i
processus de l'activité des plantes : la photo®sghet la respiration. De plus, ils
interviennent dans d’autres processus tels que crdéssance, la germination, la
morphogénése des tiges et dans le processus dfecéiion (Merghem., 2009).lIs

jouent un role important dans linteraction de lanpe avec son environnement, en
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particulier contre les radiations UV, les attaquagrobiennes, lutte contre |
prédateurs..(Moheb et call., 2011).
» Chez 'homme

Les polyphénolsprésents dans les aliments consommés sont en cHfeble:
d’abaisser la pression artérielle, d’empécher ldation des LDL (lipoprotéines (
faible densité), d’inhiber la prolifération des logds musculaires lisses vasculait
d’empécher l'agrégeon plaquettaire et de stabiliser les cellules imitaines
(Martin et Andrantsitohaina., 2002). lls ont été décrits comme étant (
antioxydants, des a- agrégants plaquettaires, des amfiammatoires, des ar-
allergénes, des arttirombotiques et des antitumore(Hanhineva., 2010

5.1.1. Les Flavonoides :

Ce sont des métabolites secondaires ubiquitairepldmtes. Plus de 4000 flavonoides natt

ont été identifié a ce jour. Ce sont des pigmeaspaonsables de laloration jaune, orange

rouge de différents organes végéte(Milane., 2004; Lhuilier., 2007). Tel est le cas des

flavonoides jaunes (chalcones, aurones, flavonis) anthocyanosides rouges, bleus ou vi

On distingue 5 groupes majeurs de flavides chez les plantélsarkins et Wynn., 2004) :

les flavones

les flavonols (réputés les plus antioxydants) €pl@cyanidine
les anthocyanines

les hydroxycinnamates (abondants dans les fi

les flavanones.

lls ont tous le méme squelette de base a quinze atdenesrbones qui sont arrangés a

configuration C6-C326 de type phén-2-benzopyranéYao et coll., 2004)

O
C
4

Figure 1Structure de base des flavonoi@dsuilier., 2007).
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Tableau 2 :Quelqueglassts des flavonoide@Narayanaet coll., 2001 ; W- Erdman et

coll., 2007).

Groupe de Structure Caractéristique

flavonoide

les flavones Le groupe le plus abondant des composés phénol
A .| lls se différent des flavonols seulement par leque

= d’'un OH libre en C3. Ce qui affecte ainsi leur apsion
T - aux UV, mobilité chromatographique et les réactioe
- coloration.
les flavonols Le groupe le plus abondant des cosés

phénoliques.

les anthocyan-

-ines

Représentent le groupe le plus important des sutes
colorées. Ces pigments hydrolysables contribuelat

coloration des angiospermes.

Les hydroxy-

-cinnamates

Sont de puissanentioxydants, mais n‘ont
d'impact sensoriel sauf lorsque oxydeés, ils pet

former des pigments bruns qui ont finalement piée

Les flavanone

Sont caractérisés par I'absence de la double ke
C2-Cs.
Le flavanonde plus abondant est la naringén

isolée pour la premiere fois a partir des écoreesitius

Ces composeés sont connus pour étre de puissaragyaaints, leurs mecanismes d’action [

étre directe ou indirectepiégeant les radicaux libres réactifs et lesatieéirs d’'ions métallique

sont les effets directs les plus importants, réddactle a production de radicaux libres g

inhibition d’enzymes et la régénération d’antioxiytialiés a la membrane tels qua tocophérol

sont des exemples de mécanismes indi(Rita et Farit., 2009).
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lIs ont un réle trés important dans le traitememtdiabéte (inhibant I'aldose réductase), de la
goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflamoma (inhibant la phospholipase etc...), des
hépatites, des tumeurs, de I'hypertension, desnthoses (flavonols), des allergies et des
affections bactériennes et viraux (anti-HIfAnderson et coll., 1996 ; Cowan., 1999 ; Yaet
coll., 2004).

5.1.2. Lestannins:

lIs sont des composés polyphénoliques, solubles da&au. lls présentent les réactions
caractéristiques des phénols en général, ils smabtes de précipiter les alcaloides, la gélatine,
et les autres protéinéStevanovic., 2005 ; Merghem., 2009).

D’aprés leurs structures et leurs propriétés, dgprs de tannins sont distingués: les tannins
hydrolysables et les tannins condenseés.

» Les tanins hydrolysables sont des dérivés de I'acide gallique ; ils sarg dligo ou des
polyesters d’'un sucre et d’'un nombre variable dlagbhénol Figure 2). Le sucre est
généralement le D-glucose, I'acide phénol et seitide gallique dans le cas des
gallotannins soit lI'acide ellagique dans le cas tl®ins classiquement dénommeés
ellagitanningBruneton., 1993 ; Cowan., 1999).

o

on
OH Lili]
-C0 on o
Hij
HO e = a=t0 on

o0 =L

HO - a_
Ho
Ul Qrzm
oH

Figure 2 : Exemple d’un tanin hydrolysable (pentagalloylglse){lgnat et coll., 2011).

» Les tanins condensés :sont distingués en procyanidine (dérivé de catéghi
épicatéchine et leurs esters galliques) et en ppbohedines (dérivés de gallocatéchine,
épigallocatéchine et leurs esters galligyealls et coll., 2009 ; Ignatet coll., 2011).

Les tanins sont impligués dans la protection coré&®e infections fongiques et
bactériennes. lls favorisent la régénération desus et la régulation de la circulation

veineuse, tonifient la peau dans le cas des (Kiassole., 2009).
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Figure 3 :Exemple d’'un tanin condensé (polymére de procyaak(lgnat et coll., 2011).

5.1.3. Les coumarines :
Les coumarines sont des substances naturelles esnihig’agit de composeés a neuf atome:
carbone possédant le noyau benzo pyrar-2 (Figure 4). Certaines familles d’Angiosperm
élaborent des structures trés var : Fabaceae, Asteraceae et surfpiiceae et Rutaceae ct

lesquelles sont rencontrées les plus compl(Brenrton., 1993).

5 4

Re e

R o O
Rg

Figure 4 : structure de base de coumarilgor., 2002)

Les coumarines sont parmi les composes phénolilpgeplus connt; se trouvent dans
nombreuses espéces végétales et possedent degtppopres diverses. lls sont capables
prévenir la peroxydation des lipides membranairesde capter les radicx hydroxyles,
superoxydes et peroxyle@gor., 2002). lls sont connues par leurs activités cytotoxiq
antivirales, immunostimulantes, tranquillisantesasadilatatrices, hypotensives ; ils s
également bénéfiques en cas d’affections cuta(Gonzalezet Estevez., 1997 se sont des

tonigues veineux aux propriétés anticoagulantesig@au du cceui(Lucienne., 2010’

5.1.4. Les quinones pu la benzoquinone (E40,), C'est I'un des deux isomeres de
cyclohexadienedione. L'orthobenzoquinone est Ila -dione, alors que |

parabenzoquinone, est la -dione.
11
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O (&)
O
| J|
O
1,Benzoquinon 1Benzoquinon

Figure 5: structure didbase des quinongBeter et coll., 200:).

Ce sont des substances colorées et brillantesé¢méra rouges, jaunes ou orange et posst
deux fonctions cétones. On trouve les quinones dessvégétaux, les champignons,
bactéries. Les orgasmes animaux contiennent également des quinonesnear exemple |
vitamine K, qui est impliguée dans la coagulationsdng. Les quinones sont utilisées dan
colorants, dans les médicaments et dans les falegi(Kansole., 2009) Elles assurent souvent
des fonctions biologiques essentielles chez les @ivants, en particulier le transfert ¢

électrons dans les mitochondries et les chlorogdi(Macheix et coll., 2005)

5.2. Les alcaloides:

Les alcaloides sont un groupe de composés azofasketment basiques issus principalen
des végétaux. lIs présentent des réactions comnueesécipitation. Apres extraction, ils s
détectés par des réactions générales de préapitithdées suleur capacité de se combir
avec des métaux. La caractérisation de la présd¢atmloide peut se faire par précipitatio
l'aide de plusieurs Réactifgansole., 2009)

Les propriétés toxiques ou meédicamenteuses debidles font de ce groupe de métabol
secondaires un intérét particulier. Au niveau deté@ye nerveux central ils agissent con
dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stirtaulcaféine etc...). ertains jouent le

réle d’anesthésiques locaux (cocai(Kansole., 2009).

5.3. Les Terpénoides :

Les isoprénoides sont des composés issus de larsatbn d'unités de base a 5 carbc
de type isoprene. On parle également de composg@gnigues o terpenoides, l'unité
monoterpéne correspondant a des molécules a 10nemkformées a partir de deux un

isoprenesKigure 6) (Bruneton., 1999 ; Harbone., 1998

12
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/
\“‘%ﬂﬂ\

Figure 6: structure de base la molécule isopr( Malecky., 2(06).

lls existent chez toutes les plantes et représedtioin la plus vaste catégorie de métabo
secondaires, avec plus de 22.000 composés dékatderpénoide le plus simple est
hydrocarbure, I'isopréne (Elg). ils sont classés en fonction de leurs unités isop(Peter et
coll. ,2003).0n dénombre aujourd’hui 600 classes utilisées dejours en aromathérapie d¢

I'essor s’étend dans le domaine médical et cosmé(Lucienne., 2010).

6. Les antioxydants naturel: :

6.1-Systeme endogenes :
6.1.1. Systéeme enzymatiqt :

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydeélaborés par notre organisme avec l'aide
certains minéraux. Elles sont présentes en perroandans l'organisme mais leur quan
diminue avec I'ageg(Mika et coll., 2004).

» Le superoxyde dismutase (SOL: Il catalyse la dismutation de I'anion superde en

hydrogene peroxyde ,O,) et en oxygene.

SOD
20, +2H" » H,O,+0,

Chez I'étre humain, il y a 3 isoformes des SOD facteurs métallique (Cu, .-SOD, Mn-SOD)
et sont localisés dans le cytoplasme et la mitodhie (Landis et Tower, 2005).

» La catalase (CAT) :Cette enzyme est localisée essentiellement dartglasties et le
peroxysomes hépatiques. Elle agit en synergie da&e80D puisque son role e
d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogémesau et en oxygene molécule
(Sorg., 2004).

13
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H-O>+ H2Os » 2 HO+ O

» La glutathion peroxydase (GPx : Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise
le cytosol et la matrice mitochondriale. Elle a paativité la dégradation des peroxyt
organiques (ROOH) et du peroxyde d’hydrogén,O,) en glutathio-disulfure (GSSG)
(Valko et coll., 2006).

GPx
2GSH (requi T HiOy —————» GSSG (gxyae) + 2H0

GPx
2GSH gegun + ROOH ——» GS5G (oxyde) T ROH + H,0O

La glutathion réductasgGR), quant a elle, a pour role de régénérer le @Jprtir du GSS(
tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur. Eetbaction produit du NAL™ qui sera
régénéré en NADPH pour uneilisation ultérieure, par une autre enzyme, le G&BIDcos«-6-

phosphate-déshydrogénase) :

o . SOD
0O ————— H, 0, 4!-1120 + 14 0y

GSH NADP*
GPx X )( Mg b
H:0 GSSG NADPH

.
Ces enzymes ont une action complémentaire sursieada radicalaire au niveau d|2 et du

Hzoz’ conduisant finalement a la formation de I'eaudetl’'oygen: moléculaire(Lehucher-

Michel et call., 2001).

6.1.2.Systeme non enzymatiqL :

lls sont capables de désactiver les formes réactile 'oxygene. Elles agissent a: la
glutation (Glu-Cys-Gly, I'Acide urique (produit d’oxydation des puringgyrotéines (e:

transferrin lie les ions métalliquy, et la bilirubing(Favier., 2003).
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Le Coenzyme Q10 est présent dans toutes les membranes, en paticula face interne et
dans les mitochondries. Il protege les membrand®oxigation et aide a recycler la vitamine E
(Sole., 2002).

6.2. Systéme exogenes :
lls sont apportés par I'alimentation otrseivent les oligo-éléments et les vitamines :

a. Les oligo-éléments:

Sont une classe de nutriments et éléments minéex@mples le Sélénium, zinc,

silicium...etc.

b. Les vitamines :

» Lavitamine E (I'alpha tocophérol) :

Elle est présente dans tous les organes, a I'deoegti cerveau. Elle intervient directement au
niveau des membranes biologiques ou elle piégea@isaux libres avant qu’ils n’atteignent
leurs cibles. Elle corrige également les conségegedtun déficit en sélénium, et prolonge la vie
cellulaire tout en ralentissant le processus d#lisgement et la diminution de I'athérosclérose.
(Maydani., 2000).

» La vitamine C (I'acide ascorbique) :
Est I'antioxydant hydrosoluble majeur, réagit ragieent avec I'anion superoxyde et I'oxygene
singulet, ou encore avec le peroxyde d’hydrogerke &st indispensable par sa capacité a
réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitark ou les caroténoideBdurrut., 2008).
La vitamine C est abondante dans les agrumesuigs fouges, les pommé8enbrook., 2005)

Cc. Les caroténoides :
Sont des pigments végétaux lipophiles formant anglfe de plus de 600 molécules notamment
le lycopéne et le B-caroténe, précurseurs de &miite A, ayant un effet antioxydant. lls sont
présents dans les carottes, les fruits rouge eefues légumes verts et les tomdgMarc et
coll., 2004)

6.2.1Les composés phénoliques :
Le recours aux plantes médicinales aux propriéiéexydantes constitue un des plus
intéressants axes de recherche a explorer. De eosd® plantes, alimentaires ou médicinales,
renferment ces substances :
Les flavonoides peuvent r@aules radicaux libres tres oxydés comme les sixyeles et les

péroxydes ou les radicaux hydroxyles par transféstdrogéne.

Les tanins sont doués d’'un pouvoir arttant. Ce sont des donneurs de protons aux radicaux
libres lipides produits au cours de la péroxydaffietta., 2002).
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7. Plantes a activité antioxydantes :

Récemment, I'attention s’est portée sur les plactasdimentaires et les épices qui ont une
capacité antioxydante non négligeable, parfois mplug élevée que celle de certains fruits et
légumes et qui peuvent étre employés pour se gaptintre les effets du stress oxyddutata

et coll., 2007). A titre d’exemple le cuminCuminum cyminum est une plante herbacée de la
famille des Apiaceae utilisée comme condiment alitmieeset qui posseéde une variété de
propriétés médicinale@ézangeret coll., 1986 ; Saiediradet coll., 2008) Il est réputé comme
antioxydant, diurétique, astringent et hypoglycém{@®handapaniet coll., 2002).

De plus, Le persilPetroselinum crispum est une espéce du gemretroselinumC'est une plante
herbacée de la famille des Apiacées courammenisédilen cuisine pour ses feuilles, et c'est
également une plante médicinalé.exerce une activité¢ d’éboueur des radicaux hydesxyl
(Cazzolaet coll., 2011) Il est modérément antiradicalaire. L'extrait étbique de persil semble
exercer une activité antiradicalaire protectricenaueau des mitochondries cérébrales de la souris
(Vora et coll., 2009) Il semble que la prise quotidienne de 2g/kg desipbexerce une activité
hépato-protectrice contre les effets du diabete theat(Ozsoy-Sacaret coll., 2006).In vitro il
exerce une forte activité contre l'agrégation pk&ttpire induite par 'ADP(Chaves et coll.,
2011)

Dés l'intérét croissant a I'activité antioxydanpdisieurs méthodes de mesure ont été utilisé pour
I'évaluer tel que : FRAP, DPPH, ORAC etc, Ces testssiste a évaluer la capacité que possedent
les plantes a inhiber la production ’EOR génépgesun systeme in vitro. Il s’agit donc d’'une
méthode de screening qui est la sommation desitastiindividuelles de chaque antioxydant

présent dans ces especes végéta@imselli et coll., 2000).

Dans ce contexte de recherche, nous nous somnéessisg a évaluer I'activité antioxydante des

extraits dePituranthos scopariugCoss. & Dur.) Benth. & Hook ou « Guezzah ».

Cette espece végétale appartient a la famille gégcAae qui sont des plantes vivaces poussant
en touffes importantes avec de nombreuses tigedgeslrdonnant a la plante une allure
jonciforme. Les feuilles ne sont présentes qu’ddae de la plante avec des tiges florales a
ombelles latérales composées de fleurs blancheisdanpule souvent court, a une odeur de

fenouil tres agréabl@uzel et Santa., 1963).
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8. Classification botanique :
D’apres, Quzel P .et Santa S., 19BBuranthos scoparius(Coss. & Dur.) Benth. & Hook est
classé comme suit :

Régne : Plantae (végétal)
Embranchement : Spermaphytes
S/embranchement : Angiosperme
Classe : Magnoliopsid&(dicote)
Ordre : Apiales

Famille : Apiacées

Genre : Pituranthos

Espece : scoparius

Nom binomiale Pituranthos scoparius

9. Description botanique du Gezzah
Le nom scientifiqgue du « Gezzah » BPguranthos scopariusC’est une plante herbacée, aphyllé, a
tiges souvent trés ramifiées. Ombelle a involuowejde a 6 bandelettes.

C’est une planteherbacée, formant des touffes : tiges florifereégé&s bien plus longues, a
ombelles latérales, a pédoncule court (1 - 3 crep fleurs est de couleurs blancti@uzel et
Santa., 1963).

Figure 7 : Pituranthos scoparius.

10. Récolte :

La plante qui a fait I'objet de ce travail, a é€altée dans la région de Béchar durant le mois de
mars, la plante entiére a été séchée a tempémtbante et a I'abri de la lumiére.
17
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11. Origine et répartition géographique :

Pituranthos scopariusest une espéce endémique qui se trouve dansdadiidrique, donnée
pour rare au Sahara Central, elle est fréquentdesplateau du Tassili des Ajjers et dans le
Hoggar Ozanda., 1991).

12. Propriétés thérapeutiques et emplois :

Le décocté des feuilles est efficace dans le traiteé de I'asthme, alors que le macérat aqueux
des feuilles est préconisé en cas d'ictére. Cdegsemorsures des vipéres et les piqures des
scorpions, certains recommandent I'applicationllda la poudre des feuilles ; cette derniére en

cataplasme soulagerait également les douleurs timmases(Boukef (a)., 1986).

Notre travail se subdivise en deux principalesipsut
» L’étude phytochimique de différents extraitsRieuranthos scoparius
» L'évaluation de l'activité antioxydante des extsaile cette plante par la méthode
FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) ; cettehtéque a été développée pour
mésurer la capacité des extraits testés a réduifer Iferrique (F&) présent dans le
complexe KFe(CN) en fer ferreux (F&). En effet le F& participe & la formation du
radical hydroxyle. Une augmentation de I'absorbacme@espond a une augmentation

du pouvoir réducteur des extraits testés.
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Ce travail a été réalisé au sein du laboratoireibfottques, Antifongiques : Physico-chimie,
Synthése et Activité Biologique(LAPSAB) s'est dééoen deux parties :

- La premiere partie c’est I'étude phytochimique : eammencent par la
préparation de différents extraits bruts et spguods, suivi pardes tests
phytochimiques, en fin la quantification des tesewte polyphénols totaux et
flavonoides en utilisant le Folin-Ciocalteu etrietilorure d’alumine respectivement.

- La deuxiéme partie c’est I'évaluation de I'activiatioxydante des extraits par
la méthode de réduction de fer (FRAP).

1. Etude phytochimique
1.1. Préparation des extraits bruts :

Le matériel végétal partie aérienne (tiges, flewtspartie racine séchées, est d’abord broyé a
I'aide d’'un mortier traditionnel pour obtenir uneyare grossiére, puis réduite en poudre fine a

I'aide d’un moulin (Moulinex).

Pendant I'étape d’extraction, certaines précautomsté prises afin de protéger les constituants
de la matiere végétale particulierement sensibtesit& dégradation éventuelle, en les protégeant
de la lumiére et en les conservant a basse temp&matant chaque analyse. De ce fait, chaque

ballon d’extraction a été entierement recouverhd’teuille d’aluminium.

-Dans 10g du matériel végétal (partie aérienneéhejc

Sous reflux3h a chaud (AT) : -Par macération 24h a froid:
v Eau 100 ml v Eau 100 ml
v Eau/Méthanol 30/70 ml v Eau/ Méthanol 30/70 ml
v Eau/Acétone 30/70ml v Eau/Acétone 30/70 ml

A la fin de I'opération d’extraction, I'ensemblet di¢tré (papier filtre). Le filtrat récupéré est

concentré dans un rotavapor, a une températur8-66°d selon le solvant utilisé.
1.2. Préparation des extraits des polyphénols:

A partir de I'extrait eau/méthanol (20/80 ; v/v)tebu par macération 72 heures ,la

solution a subi des extractions successives delitypide-liquide en utilisant des
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solvants a polarité croissante en commencant paxdne pour dégraisser, puis
I'acétate d’éthyle (faiblement polaire), puis lebutanol (moyennement polaire),

comme il est indiqué dansfigure 8
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10g de matiére végétale (partie aérien

et partie racine

________________

Evaporation du méthanol (rotavap:

:

E Phase aqueuse traité par I'hexBne

Phase d’hexane éIiminéEH)w l] Phase aqueu}

o

Extraction 2 fois avec I'acét

d’éthyle (v /v).

Phase acétate d’éthyl [[ Phase aqueus]]

‘ Extraction 2 fois avec le hutanol (v/vj\

e

Figure 8 : Protocole d’extraction des polyphénolsTereschuk.et coll., 2004).

Phase n-butan*)l
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1.3. Calcul du rendement :

Nous pouvons déterminer le rendement en extraipaete rapport entre le poids de I'extrait sec,
avec le poids du matériel végétal utilisé pourtfagtion en gramme.

Le rendement est calculé par la formule suivante :

M
Rendement (%) = M—g X100

Mo: Masse en gramme de I'extrait brut évaporé.
M;: Masse en gramme de la matiere végétale initedbes
1.4. Tests phytochimiques :

L’examen phytochimique permet de détecter la p@seayu I'absence des familles chimiques
essentiellement tel que les composés phénoligeehidtérosides notamment les saponosides, les
composés azotés en particulier les alcaloidessdgsenoides qui renferment les stéroides, et les

composes reducteurs.
lIs sont basés sur :

s Les essais de solubilité, des constituants de #mt@l vis-a-vis des solvants
organiques de polarité différente : 'eau, méthaatdlacétone.
% Reéaction de coloration et de précipitation ;

<+ Examen sous la lumiére ultraviolette.
a. Alcaloides :

5ml d’HCL 1% mélangé avecl ml de chaque extraisuga chauffage au bain marie, puis on
divise chaque extrait en deux volumes égaux. Unrnael est traité par le réactif de Mayer, 'autre
par le réactif de Wagner. La formation d’'un pré&épblanc ou brun révele la présence des
alcaloidegMajob., 2003).

b. Sucres réducteurs :

On ajoute 5 ml de I'extrait a 1 ml de liqueur Fablipuis chauffer les tubes au bain marie @40

Un test positif est indiqué par I'apparition d’'uceuleur rouge brique.
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c. Flavonoides :

Ajouté quelques gouttes d’HCL concentré a 5 ml tta@k plus 3 copeaux de Magnésium. La
présence de flavonoides due par I'apparition deration : rouge, orange ou rogiéarumi et
coll., 2004).

d. Quinones libres :

5 ml d’extrait plus quelques gouttes de soude (Nd©@%). La coloration vire au jaune, rouge ou
violet indique la présence de quinones lif@kyede., 2005).

e. Saponosides :

Ajouté 10 ml d’eau distillée a 5 ml d’extrait etitgg pendent deux minutes. La présence des
saponosides est confirmée par I'apparition d’'uneisee persistante plus que 5min, si la hauteur

de la mousse est>1 cm le résultat est pdgiifumi et coll., 2004).
f. Terénoides :

A 5 ml d’extrait, ajouter 2 ml Chloroforme et 3 mé HSO,. Le test positif est indiqué par

I'apparition de 2 phases et une couleur marroméetphasdgKablan et coll., 2008).
g. Coumarines :

Une quantité de quelque milligramme de chaque ixsasolubilisée dans 2 ml d’eau chaude. La

solution obtenue est divisée en deux parties égales:
- la premiere représente un témoin ;
- la deuxieme est traitée avec 0,5 ml de,8H a 10%.

L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolettéapparition d’une fluorescence intense révele
la présence de coumarin@enmehdi., 2000).

h. Anthraquinones :

A 10ml d’extrait, ajouter 5 ml de NJ®H a 10% avec l'agitation. La coloration est viteet

indique la présence des anthraquingi@syede., 2005).
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i. Tanins :

La présence des tanins est mise en évidence etaajcauil ml de chaque extrait, 1ml d’eau
et 1 & 2 gouttes de solution de F€CL%. L’apparition d’'une coloration verte indique |
présence des tanins catéchiques, et I'apparitida deuleur bleu noiratre indique la présence des

tanins galliquegKarumi et coll., 2004).
j. stérols et terpenes :

5ml d’extrait, 2 gouttes Anhydre Acétiquefz0s) et 1 goutte d’Acide Sulfurique @30,). La

couleur est mauve ou violetfi€ablan et coll., 2008).
1.5. Dosage des polyphénols et des flavonoidesitot :

. Dosage des polyphénols totaux :

v Principe

La méthode est celle utilisant le réactif de Folotalteu. Ce dernier est constitué par un meélange
d’acide phosphotungstique fPW:-040) et d’acide phosphomolybdique {PMO;:040). Il est
réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mgdam’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. La coloration produite est proportiofeal la quantité de polyphénols présente dans
les extraits végétaux, dont I'absorption maximurh asnprise entre 700 et 760 n{oizot et
Charpentier., 2006).

v Mode opératoire :

Le dosage des polyphénols est réalisé selon laoaétdécrite paVermeris et Nicholson
(2006) :

> 0,1 ml de I'échantillon est mélangé avec 2 ml d'wodution de carbonate de
sodium (NaCGQ;) a 2%.
> Agiter au vortex.

Incuber pendant 5 minutes a température ambiante.

> Ajouter 100 ul de réactif de FolinCiocalteu a 0.2N.
»  2*™incubation pendant 30 minutes & la températurdaanted
[ La lecture est faite a 700 nm contre un blanc.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent dagdllique par 100 grammes de matiere

végétale seche. Un courbe étalon est réalisée rafigba dans les mémes conditions opératoires
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en utilisant I'acide gallique comme standard aédédhtes concentrations (0,05; 0,1; 0,2; 0,3;
0,4;05;06;0,7;0,8;0,9;1mg/ml).

Calculé selon la formule suivante :

‘ Quantité de polyphénols = a. f/ I

a : Concentration en polyphénols en mg/ml déterenénpartir de la courbe d’étalon
f : Facteur de dilution (x22).
b : Concentration initial de I'extrait (1 mg/ml).

. Dosage des flavonoides totaux

v Principe

Les flavonoides sont dosés par la méthode colariguét au trichlorure d’aluminium (ALG) et
la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme complexe jaune avec les flavonoides et la

soude forme un complexe de couleur rose qui abstabe le visible a 510 nm.

Mode opératoire :

500 pl de I'échantillon sont mélangés avec 2 mhd'distillée.
Ajouter 150 pl d’'une solution de nitrite de sodi@itaNG,) a 15 %.
Incuber pendant 6 minutes a température ambiante.

Ajouter 150 pl de chlorure d’aluminium (AI€16 H,O) a 10%.
Incuber pendant 6 minutes a température ambiante.
Additioner de 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) ¢4

Le volume total est complété a 5 ml d’eau distillée

¥y ¥y ¥ vy v v v v X

Agiter et incuber pendant 15 minutes.

La lecture est faite a 510 nm contre un blanc. tihebe étalon est réalisée en paralléle dans les
méme conditions opératoires en utilisant la catéexkibmme standard a différentes concentration
(0,01;0,05;0,1;0,2;0,3;0,4;0,5;0,7;0,8;0,9;1mg/ml).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent decate par 100 gramme de matiere végétale

seche.
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Selon la formule suivante :

Quantité de flavonoides = a. f /b

a : Concentration des flavonoides en mg/ml déte¥enmpartir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (x 10)

b : Concentration initiale de I'extrait (1mg/ml).

2. Etude de l'activité antioxydante :

L’évaluation du pouvoir antioxydant est réalisée [@améthode deéduction du fer : FRAP

(Ferric Reducing Antioxydant Power)
4 Principe :

Le pouvoir réducteur d’'un extrait est associé a gouavoir antioxydant. Cette technique a été
développée pour mesurer la capacité des extrattssta réduire le fer ferrique (Feprésent dans
le complexe KFe(CN)gen fer ferreux (F€). En effet le F& participe a la formation du radical
hydroxyle. L’absorbance du milieu réactionnel eétedniné a 700 nnfkaragozleret call.,
2008). Une augmentation de I'absorbance correspond daugmentation du pouvoir réducteur
des extraits testéslubert., 2006).

4 Mode opératoire :

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant lahow# préconisée paaragozler et coll.,
(2008).

> 1 ml de différentes concentrations de chaque éxtrai

> Ajouter 2,5 ml de la solution tampon phosphate (@,2 pH 6,6) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium §Re(CN)g) a 1 %.

Incuber a 56C pendant 20 minutes.

Laisser refroidis a température ambiante.

Ajouter 2,5 ml de 'acide trichloracétique al0 %.

Centrifuger & 3000 tours pendant 10 minutes.

Yy v ¥ ¥

2,5ml du surnageant de chaque concentration solaingés avec 2,5 ml d’eau
distillée et 0,5 ml FeGl(Chlorure de fer) a 0,1%.
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[ La lecture des absorbances se fait contre un Ba@®0 nm a l'aide d’'un

spectrophotometre.
> Tous les tests sont répétes trois fois.

L’acide ascorbique est utilisé comme controle [fosians cette expérience aux mémes

concentrations choisies et dans les mémes consliggpérimentales.

Les résultats obtenus ont permettant de traceca@dbes des absorbances obtenues en fonction
des différentes concentrations utilisées pour I#érdnts extraits des deux parties de la plante
étudiée. L'augmentation de I'absorbance corresgonde augmentation du pouvoir réducteur des

fractions testées.
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Résultats et discussion

La plante a été identifié p@zendaparmides especes sauvages indigénes de la pharmacopée de

Tassili et N'Ajjer, c’est une plante endémique dh&a centralOzenda., 2004).

Les échantillons de référence ont été enregistigs hboratoire, et classés dans un tableau, avec
leurs noms scientifiques, et par un ordre alphghétipermis ces espéces végétaRituranthos
scopariugCoss. & Dur.) Benth. &Hook« Guezza{Quezel et Santa., 1963).

C’est une espéce saharienne utilisés dans la nmé&dé@aditionnelle pour le traitement de
I'asthme et les habitants touaregs utiliser égaiénhens les aliments comme ardbme pour le repas
et le pain(Boukef(b)., 1986 ; Benchelalet coll., 2000)

L’analyse des huiles essentiellesRiriranthos scopariupar CPG / SM des tiges et des graines,
recueillies de Ghardaia au printemps, a permiemtifiler les composantes respectives avec des
pourcentages relatifs qui semblaient étre diff&entitre d’exemple : lex —pinene,-pinéne,

a phellandréne, p-cyméne gmonene(Verite et coll., 2004).

Il été monté aussi que cette plante a une actvitibactériennes des huiles essentielles des tiges
et des graines, prouvé par l'utilisation de méthaelediffusion sur disque8éutaghaneet coll.,
2004).

Dans ce cadre des études portant sur la rechewsheetie plante, la présente étude a été

effectuée sur I'évaluation de I'activité antioxytianle différents extraits.
1. Le rendement des extraits

Apres avoir effectué la préparation des extraits)es récupére et on calcule le rendement, les

tableaux 3, 4 et 5ésume les différents résultats.

Tableau3 : Rendement (g/100g de matiere végétal) des exthitnus par extractisous

reflux des deux parties de la plafieuranthos scoparius.

Les extraits Rendement (%)

Parties aérienngsParties racines

Extrait aqueux 8 3
Extrait eau/méthanol 7 4
Extrait eau/acétone 2 2
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Tableau 4: Rendement (%) des extraits obtenusmacération des deux parties de la plante

Pituranthos scoparius.

Les extraits Rendement (%)

Parties aérienngsParties racines

Extrait aqueux 14 10
Extrait eau/méthanol 3,5 45
Extrait eau/acétone 8 7,5

Tableau5 : Rendement (%) des extraits des flavonoidesnaaération E/MeOH 72h des deux
parties de la plant@ituranthos scoparius.

Les extraits Rendement (%)

Parties aériennes Parties racines

Fraction acétate d'éthyle 6 1

Fraction butanolique 55 2

On remarque que le rendement le plus élevé esnobpour la méthode d’extraction par
maceération a froid. L'extrait aqueux des deux partie la plante représente le rendement le plus
élevé 14% pour la partie aérienne et 10% pour laiepaacine, suivi par I'extrait
hydroacétonique ensuite I'extrait hydrométhanoliglandis que le rendement est moyen pour
les différentes fractions de la plante.

La méthode d’extraction par reflux a températureCr@ présenté un rendement relativement
faible par rapport les extraits obtenus par mamarate meilleur rendement est obtenu pour
'extrait aqueux de la partie aérienne (8%) suiar pextrait hydrométhanolique de la méme
partie (7%).

Ces résultats ont montré des valeurs largementisupg a celles obtenus pBouaziz et coll.
(2009)dans les différents extraits de la partie aériedaituranthos chloranthus récolté dans

le Sud de Tunisie, qui a permis d'obtenir les rendésnezspectives avec des pourcentages
relatifs aux solvants et méthodes d’extractions sprnit de : 1.20%, 2.50% et 3.10% d’extrait
héxanolique, acétate d’éthyle et I'extrait méthan@ par méme méthode d’extraction sous
reflux, et 5% d’extrait aqueux par macération adfro
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Pour cela, on constate que le rendement d’extrackipend de la saison de récolte, la partie de
plante utilisé, la méthode d’extraction et le chdés solvants utilisés selon leurs caractéristiques

physico-chimiques, notamment leur polarite.
2. Les tests phytochimiques :

Les tests phytochimique réalisés sur les extra&®itiranthos scoparius ont permis de détecter
les difféerentes familles de composés existant dessleux parties étudiées par des réactions

gualitatives de caractérisation. Les résultatsralstesont regroupés dans tableaux 6, 7 et 8.

Tableau 6: Résultats des tests phytochimiques d’extraitBitleanthos scoparius obtenus par

macération.
Parties aériennes Partiezcines
Extraction
Eau E/MeOH  E/Ac Eau E/MeOH | E/Ac
Flavonoides - ++ - - + T
Stérols et terpenes ++ +++ + - ++ T+
Quinones + + + - n n
Saponines - - - - - -
Terpenoides + +++ + + + +
Coumarines + +++ +++ ++ +++ +++

Antraquinones - - - - - -

Sucres réducteures +H+ -+ + + +++ +
Mayer - - + - + -
Alcaloides
Wagner - - + - - -
Tanins +++ +++ +++ - ++ ++

(+++) : Test fortement positif. (++) e§t moyennement positif. (+) : faiblement
positive

(-) : teste négatif.
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Selon les résultats mentionnés dans le tableatd6ssius, on constate une dominance des
coumarines, suivi par les tanins, ensuite les Istéeb terpénes ; cependant les autres

composants, leur présence dépend du solvant ditixina

On note aussi I'absence totale des saponines letagninones dans tous les extraits des

deux parties de la plante.

La richesse de notre plante en tanins confirme peésences dans tous les extraits testés,
mais on constate leurs absences dans les exrpitsux des deux parties de la plante.
C'est ce qui explique que ces tanins font partitad#dasse des tanins non hydrolysables

d’ou I'appellation : tanins catéchiques.

Il est connu que la plante contienne des coumaratesn particulier furocoumarines
(Nielsen., 1970)ll est considéré comme responsable de nombreuteséscbiologiques
observées chez les plantes de la méme familleeadiéexemplePituranthos triradiatus
(Novak et coll., 1966).

Certains tests réalisés sur les extraits des glatdgda méme famille sont confirmés par
I'étude deSoine (1964).
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Tableau 7: résultats des tests phytochimiques d’extraitRitleranthos scoparius
obtenus par I'extractioBous reflux.

Parties aériennes Parties racines
Extraction
Eau E/MeOH| E/Ac Eau E/MeOH E/Ac
Flavonoides +++ 4+ + - + ++
Stérols et terpenes - +++ - - + 4
Quinones + ++ - - ++ F++
Saponines - - - - - -
Terpenoides e + + +++ +
Coumarines + + + + + -
Antraquinones - - - - - -
Sucres réducteures +H+ - + ++ Tt
Mayer - - - + ++ +
Alcaloides
Wagne - - - - - -
Tanins +++ +++ +++ - + ++

Ce qui concerne les tests phytochimiques réalisédgométhode sous reflux les résultats
obtenus sont varis d’un extrait & un autre, maiftos on peut constater une forte présence
des tannins dans tous les extraits sauf I'extrgileax de la partie racine, méme les

coumarines occupe une place importante dans ligsafifes parties de la plante.
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Tableau 8: résultats des tests phytochimiques de différemgesiéns deéPituranthos

scoparius.
Parties aériennes Parties racines
Extraction
F.acétate F. butanol F.acétate F. butanol

Flavonoides +++ ++ + ++
Stérols et terpénes - - - -
Quinones - - ++ +
Saponines - - - -
Terpenoides +++ ++ +H+ o+
Coumarines + ++ ++ ++
Antraquinones - - - -
Sucres réducteures - - - _

Mayer - - ++ +
Alcaloides

Wagne - - ++ +
Tanins +++ +++ +++ +++

Les tests phytochimiques des fractions des deusgshacétate d'éthyle et n-butanol révélent
aussi la présence des alcaloides dans la parireerat leur absence dans la partie aérienne,

ainsi que la présence des flavonoides.

Ces résultats sont en accord avec les travauBesanekhbi et coll. (2008) qui a fait
I'identification des flavonoides et l'activité dmactérienne des huiles essentiels des parties
aériennes d@ituranthos scoparius récolté a partir de Ghardaia. A titre d’exempkffét
antibactérienne des huiles essentielsEstherichia coli ATCC 25922 donne un diamétre
d’inhibition de 30mm et 0.0§/mL MIC, (128ug/mL d’extrait).
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3. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux :

Les résultats du dosage des polyphénols et fladesototaux dans nos extraits sont
représentés dans leéableaux 9, 10 et 11lles courbes étalons de I'acide gallique et la

catéchine sont représentés dans les figures 9respéctivement.

Densité . .
optique Acide gallique
(700nm)
1 y =0,800x + 0,072
0,9 - R2 = 0,953
0,8 - 4
0,7 -
0,6 -
0,5 A
0,4 -
0,3 A
0,2
0,1 -
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentrations (mg/ml)
Figure 9 : Courbe d’étalon de I'acide gallique.
Densité catéchine
optique
(510nm)
1,200 -
1000 - y = 1,003x + 0,005
’ R? = 0,998
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
concentration mg/ml

FigurelO : courbe d’étalon de la catéchine.
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Tableau 9: Résultats du dosage de polyphénols et de flaveaditaux des extraits obtenus par

maceration.

Extraits Polyphénols Flavonoides
MgEAG/g | mg EAG100g | mg CEQ/g mg CEQ100g
d’extrait de matiere séche d’extrait de matiere séche

z Eau 1.675 23.448 0.327 4.578

E Eau/MeOH 1.413 4.947 0.291 1.017

Eau/Ac 3.286 26.291 0.820 6.556

or | Eau 3.281 32.809 0.816 8.159

g Eau/MeOH 1.917 8.626 0.510 2.294

Eau/Ac 3.090 23.172 0.504 3.781
Ps(A) : Partie aérienne Ps(R) : Partie racine

Comme montré sur le tableau 9 ci-dessus, il yavaniabilité dans la teneur des polyphénols

totaux dans nos différents extraits.

Les extraits épuisés par macération 24h a froiddees parties de la plante ont des teneurs
en polyphénols classées comme suit : Ps(R) eayA) BEsAc > Ps(A) eau > Ps(R) E/Ac >
Ps(R) E/MeOH > Ps(A) E/MeOH.

Concernant la teneur en flavonoides, a été prapordlles a ceux des polyphénols dela on
peut dire que la majorité des polyphénols présdats nos extraits sont de la classe des

tanins.
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Tableau 10: résultats du dosage de polyphénols et de flavesdittaux des extraits obtenus

parreflux.

Extraits Polyphénols Flavonoides
mgEAG/g | mg EAG/100g | mg CEQ /g mg CEQ/100g
d’extrait de matiere séched’extrait de matiére séche

g Eau 0.258 2.068 0.081 0.648
g Eau/MeOH 2.553 17.873 0.290 2.032
Eau/Ac 3.190 6.380 2.266 4.533
@ Eau 1.192 3.577 0.285 0.855
o | Eau/MeOH 5.318 21.274 0.899 3.597
Eau/Ac 4.293 8.585 1.010 2.020

Pour l'extraction sous reflux la teneur des polyplié et flavonoides totaux est de
classement remarquable comme suit : Ps(R) E/MeOPs(A) E/MeOH > Ps(R) E/Ac >
Ps(A) E/Ac > Ps(R) eau > Ps(A) eau, dont la der'al été faible par rapport la teneur des

polyphénols par macération.

Tableau 11: résultats du dosage de polyphénols et de flavesdimtaux de difféerentes

fractions dePituranthos scoparius.

Extraits Polyphénols Flavonoides
mgEAG/g mg EAG/100g | mg CEQ /g mg CEQ/100g
d’extrait de matiere séched’extrait de matiere séche

. F.acétate| 11.729 70.373 1.962 11.776
Z:,_,’ F.butanol| 10.354 56.946 1.073 5.902
— F.acétate| 2.353 2.35 0.601 0.601
i:(},’ F.butanol| 5.780 11.558 1.474 2.948

Selon les résultats présenté dandaleleau 11 la fraction acétate d’éthyle de la partie
aérienne présente une teneur de polyphénols dé fyEAG/100g de matiere seéche, suivie
par la fraction n-butanol de la méme partie auetaux de 56.94 mg EAG/100g de matiére

38



Résultats et discussion

séche, tandis que dans les fractions de la patime on note de faible teneur 11.55 mg
EAG/100g de matiere seche, 2.35mg EAG/100g de meatg&che dans la fraction

butanolique et acétate d’éthyle respectivement.

Nos valeurs sont plus élevées par rapport aux tengéterminées paBouaziz et coll.
(2009) dans les différents extraits de la partie aéeet@Piturantho schloranthus récolté
du Sud-Tunisie qui sont de : 3,80 mg E pyrogall/de polyphénols dans I'extrait acétate
d’éthyle et 3,72 mg PyE/gE dans l'extrait aqueux 3gl4 mg PyE/gE dans [I'extrait

meéthanolique.

Concernant les teneurs en flavonoides déetermingeBquazizt coll. (2009)dans I'extrait
acétate d'éthyle (0,41 mg RuE/gE), I'extrait aqud38 mg RuUE/gE) et dans I'extrait
méthanolique (0,19 mg RuE/gE de flavonoides) saiidment inférieur par rapport & nos

résultats.
4. L’étude de l'activité antioxydante
Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power)

C’est une analyse de l'activité antioxydante rapitereproductible .Dans cette méthode, la
détermination de [lactivité antioxydante est basse& la capacité des polyphénols
(spécialement les flavonoides) & réduire le feicfae FE* en fer ferreux F&.

En tracant les courbes des absorbances obtenunes diifférents extraits pour chaque extrait
de chaque partie de la plante étudfégufes 11, 12, 13, 14,15et 160on a pu remarquer que
la capacité de réduction du fer est proportionreelfaugmentation de la concentration de nos
extraits, et ca été confirmé par beaucoup d’awgcgntifiques(Su etcoll., 2008 ; Liuk et
coll., 2009).

En comparant les valeurs obtenues pour les exttaRgturanthos scoparius a celle de

I'acide ascorbique.
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Figurell : Pouvoir réducteur des extraits de la partie radafeituranthos scoparius
obtenus pamacération.

2 - y = 0,245In(x) + 1,286
R?=0,869
1,8 -
1,6 - y = 0,146x - 0,004
R2=0,983

o L4 - ®eau
5., y=0,115x - 0,027 g £ /MeOH
8 77 R2=0,981
o »
© E/Ac
o 1
‘B X Ac asc
GC_) 0,8 -
o y = 0,085x + 0,031

0,6 -

R2=0,990
0,4 -
0,2 -
O = T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentration mg/ml

Figure 12: Pouvoir réducteur des extraits de la partie aéaetafituranthos scoparius
obtenus pamacération.

Les densités optiques des extraits de la partisgaont de I'ordre de 1.24 ; 1.35; 1.42 pour
les extraits aqueux, hydrométhanolique et hydromigtie respectivement qui sont
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supérieurs aux densités optiques de la partieradjequi sont de 0.87 ; 1.08 ; 1.40 pour les

mémes extraits.

D’aprés ces résultats, les extraits testés ont tnmame grande capacité a réduire le fer, la

partie racine a une grande activité antioxydantegaport a celui de la partie aérienne.

2 - y = 0,245In(x) + 1,286
R? = 0,869

1,6 - y=0,120x + 0,135

R?=0,978
1,4
¢ Eau
v20,113x + 0,131

R?=0,98 B E/MeOH
L2

E/Acétone

Densité optique
[EEY

y =0,081x + 0,240
R?=0,984

06 - X Ac asc

04 -
02 -

O T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentration mg/ml

Figure 13: Pouvoir réducteur des extraits de la partie radafituranthos scoparius

obtenus pareflux.
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2 y = 0,245In(x) + 1,286
R?=0,869

y=0,134x + 0,010
R?=0,995

y=0,102x + 0,08

30 Eau
R2=0,975

® E/MEOH
y = 0,087x + 0,034 E/Ac
R*=0,982 X AC asc

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentration mg/ml

Figure 14: Pouvoir réducteur des extraits de la partie aédatafituranthos scoparius

obtenus pareflux.

Nous signalons aussi que les densités optiqueswdbigar la partie racine sont égale a 0.99
pour lextrait aqueux, 1.29 pour [I'extrait hydromalonique et 1.26 pour [Iextrait
hydroacétonique qui sont supérieurs aux densitégugs de la partie aérienne qui sont de
l'ordre de: 0.84; 1.05; 1.28 selon la dispositiprécédente cette disproportion peut
s’expliquer par le faite de la puissance antioxyearar réduction du fer d’'un composé peut
servir comme indicateur significatif de son potehdintioxydantMeir et coll., 1995).
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Figurel5: Pouvoir réducteur ddsactions de la partie aérienne €&turanthos scoparius.
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Figurel6 : Pouvoir réducteur ddsactions de la partie racine d@ituranthos scoparius.

Concernant la partie racine de notre plante lestifias acétate d’éthyle et n-butanol ont
donné de meilleurs résultats par rapport a l'aeist®rbique qui est due a sa saturation dans
le méme intervalle de concentration a partir der@e@ml.
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Une étude récente faite sur cette capacité de tiéduwtu fer par les polyphénols des plantes
a indiquée que le noyau catéchol est la structuieest associée positivement dans le
pouvoir réducteur et selon cette étude cette strechugmente le pouvoir réducteur d’un
composé a 36% par rapport a un autre qui n'en eanpas. lIs ont suggérait que cette
activité a été due a la participation des groupése®H liés au noyau catéchol.

L’activité des groupements —OH du catéchol pewt &todulée par une variété de substituant
sur le noyau aromatique. Par exemple, la substituBur le noyau phénoliqgue d'un
groupement donneur d’électron (-CH3, -CH2-CH3, dautte substituant aliphatiques)
promouvrai des réactions dans lesquelles les noghéroliques acquiérent une tendance de
donner des électrons via un groupement —OH, etefiment augmentent leur capacité de
réagir comme des réducteurs. D’autre part, la dolidison dans le substituant aliphatique
conjuguée avec le noyau aromatique diminue la ikécidu groupement —OHDeGraf-
Johnsonet call., 2007).

Les deux phases, acétate d’éthyle (moyennemenirgjoket n-butanol (polaire) des deux
parties de notre plante ont donné de meilleursltedswque les autres extraits. L'activité de
I'extraits butanolique est supérieur a celle dettait acétate d’'éthyle, et ceci a pu été
confirmé par d'autre étude qui suppose que l'audatem de I'activité dépend de

laugmentation de la polarité des solvarifgdestani, 2007 ; Matanjunet coll., 2008 ;

Atmani, 2009 ; Li et coll., 2009).

D’autre part, la capacité antioxydantes par piégedqg radical libreDPPH indiqué par
Bouaziz et coll.2009 dans les différents extraits dturanthos chloranthus de la partie
aérienne est plus élevées par rapport a nos vadétesminées par la méthode de réduction
de FerFRAP, il a trouvé 2.24 pg/ml d’extrait acétate d’éthyfe59 pg/ml dans I'extrait

agueux et 2.01 dans l'extrait méthanolique.

Cette différenciation est tout dépend la méthodsétet méme le radicale étudiée. Pour cela
le choix de la méthode par le DPPH pour évaluetilaé antioxydante est le plus simple, le

plus rapide et le plus efficace a cause de la gratabilité du radicaBozin et coll., 2008).
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Conclusion

Il est été bien admis que les EOR provoquent desntiges cellulaires importants pouvant
conduire a des défaillances au sein d’'un organes [Ratte optique, une grande partie du XXéme
siecle ait été consacrée a la mise au point de agséspantioxydants de synthese, la recherche de
nouveaux antioxydants naturels via le secret dercesuvégétales et surtout de plantes
médicinales a résulté dans la découverte d’'un gmmmibre de ces composés utiles qui
commencent a jouer un rdle majeur dans le traitéalemombreuses maladies humaines et aussi

un réle dans I'industrie alimentaire.

Dans ce contexte, ce travail avait pour but d’é@wudiactivité antioxydante d’une plante
endémique du Sahara Algériens sous le mdtaranthos scoparius (Guezzah) nous avons
abordé a l'isolement des métabolites secondamedetermination de leur teneur en polyphénols
totaux et en flavonoides, ainsi que leur activittoxydante correspondante.

Les résultats obtenus par cette étude nous a pdemialoriser les deux parties de notre plante

qui ont montré des potentialités intéressantes ttarns les extraits.

En général, on peut conclure que la plante étuebéeiche en quelgques métabolites secondaires,

et possede une capacité modeste de réduire le Fer.
Ainsi, il est intéressant d’approfondir cette etypde

- Tester les différentes molécules isol@esgivo afin de trouver une application
thérapeutique de ces molécules actives ;
- Evaluer d’autres activités non seulement antioxyelahantimicrobienne, mais aussi
anticancéreuse et anti-inflammatoire...etc.
- Isoler les principes actifs responsables a cesigtés pharmacologiques ;

- Evaluer leur effet cytotoxique envers un modeleelkiles animales.
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- Réactif de Mayer :dissoudre 1.358g d’HgGldans 60 ml d’eau distillée puis 5 g de Kl dans

10 ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutiehgjuster le volume total a 100 ml.

- Réactif de Wagner :Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de K&.87g de 4. Le volume

est ajusté a 100 ml d’eau distillée.

- Alcool chlorhydrique : Mélange a volumes égauxlabal a 95° et d’acide chlorhydrique

concentre.
- Liqueur de Fehling :

v Fehling A : dissoudre 3.5 g de sulfate de cuivretapdiydraté CuS£bH,O dans

50 ml d’eau distillée.

v Fehling B : dissoudre 6.5 g d'ammoniaque /A, 17.3 g de tartrate de sodium et
de potassium dans 35 ml d’eau distillé puis coreplé&t volume a 50 ml.

Les composeés réducteurs donnent avec le readtiékiéng un précipité rouge brique.

- Préparation de la solution tampon PBS (0.2M ; PH=6) :
v Solution Basique :dissoudre 2.84g de hdPQ,. 2H,O dans 100 ml eau distillé.
v Solution Acide : dissoudre 4.6815g de NgPDy. . 2H,O dans 150 ml eau distillé.

Mélanger 75 ml de la solution basique, et 125 oulrpa solution acide pour un volume

total égal a 200 ml.
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Résumeé

Dans le cadre des études portant sur la rechetahBakydants naturels, la présente étude a
ete effectuée sur une plantes médicinales du SatiAtgérien : Pituranthos scoparius
(Guezzahkt cela dans le but d’évaluer 'activité antioxytan

L’extraction a été effectuée par deux méthodesxtiaction sous reflux a chaud et par
macération a froid des différents organes de latpla fleurs, tiges et racines, ensuite
I'extraction des flavonoides (extraction par E/MeQitii a été réalisépar I'utilisation de
solvants a polarité croissante.

L'analyse phytochimique a révélé la présence plusnains marqué de: tanins, coumarines, sucres
réducteurs, terpénoide, Stérols et terpenes, oesnat flavonoides dont leurs présence a été
confirmée par le dosage des polyphénols et flawt@soiotaux.

Concernant I'activité antioxydante des parties aeplante, le pouvoir réducteur des extraits des
racines par fractionnement été plus élevé que deldiacide ascorbique, il en est de méme pour les
extraits de partie aériennes.

On peut dire que, cette plante présente une actwitioxydante modeste.
Mots clés :Pituranthos scopariugnétabolites secondaires, activité antioxydantedFER
Abstract

Within the framework of studies on finding natuaaltioxidants, this study was performed on
a medicinal plant of the Algerian Sahara: Piturasticoparius (Guezzah) and that in order to
evaluate antioxidant activity.

The extraction was performed by two methods: extraainder reflux with heating and cold
maceration of the different organs of the plangntthe extraction of flavonoids (E/ MeOH)
which was followed by the use of solvents with @asing polarity.

Phytochemical analysis revealed the presence oé mapiless marked: tannins, coumarins,
reducing sugars, terpéide, sterols and terpenes, quinones and flavonofishwtheir
presence was confirmed by the determination of puilyphenols and flavonoids.

Regarding the antioxidant activity of the planttpathe reducing power of the extracts of the
roots by the fractionation was higher than thaasdorbic acid, it is also in extracts of aerial
part.

Arguably, this plant has a modest antioxidant @gtiv
Key words: Pituranthos scopariussecondary metabolites, antioxidant activity, FRAP.
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