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Le travail est réalis¢ dans le cadre d’évaluer I’activité antioxydante de quelques plantes
médicinales Cinnamomum cassia, Berberis vulgaris, Trigonella foenumgraecum,

Myrtus communis et Nigella sativa qui sont utilisées traditionnellement dans le traitement du
diabeéte, seuls on se forme de mélanges

Les tests phytochimiques réalisés lors de cette étude révele la présence des difféerentes
familles de composés chimiques de métabolites secondaires existant & des teneurs variables
selon la plante analysée.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux nous a permis de constater que 1’extrait
aqueux de Myrtus communis et Cinnamomum cassia présente le taux le plus élevé en
polyphénols 295.43 et de 261.51 ug.Eq AG /mg extrait respectivement, alors pour les
flavonoides totaux ’extrait de Berberis vulgaris et de

Cinnamomum cassia présentent les teneurs les plus élevés 75.86 et de 231.15 ug.Eq de
catéchine/mg de extrait respectivement.

Le pouvoir antioxydant, a ét¢ mesuré a 1’aide de la méthode de DPPH, et les résultats obtenus
montrent que I’extrait de Cinnamomum cassia et Myrtus communis présentent le pouvoir
antioxydant le plus élevé avec une 1C50= 5.87 et 6.30 pg/ml respectivement .ces valeurs sont
comparés avec ceux de 1’acide ascorbique qui a une concentration de 0,3 mg/ml et avec un
pourcentage de réduction 97.41%.

L’activité antiradicalaire semble étre fortement liée a la richesse de ces plantes polyphénols
et en flavonoides.

Mots clés: Nigella sativa, Berberis vulgaris, Cinnamomum cassia, Myrtus communis,
Trigonella foenumgraecum, activité antiradicalaire, étude phytochimique, DPPH,
polyphénols, synergie.




Abstract

The work is performed under evaluate the antioxidant of some medicinal plants
Cinnamomum cassia , Berberis vulgaris, Trigonella foenumgraecum, Myrtus communis |,
Nigella sativa which are traditionally used in the treatment of diabetes and the synergy
between these plants.

Phytochimical tests in these studies reveal the presence of different families of existing
chemicals with varied intensity of the other plant.

The dosage of polyphénols and flavonoids total we found that the aqueous of “myrtus
communis” and “Cinnamomum cassia” present 295.43ug.EQ of Gallic acid/mg extract and
261.51ug.EQ of Gallic acid/mg extract then for total flavonoid extract “Berberis vulgaris”
and “Cinnamomum cassia” have a content of 75.86 ug.EQ catechin/mg of extract and 231.15
ug.EQ catechin /mg of extract respectively these values comparing with those of ascorbic acid
has a concentration from 0.3mg/ml and with a percentage reduction 97.41%.

Concerning the antioxidant activity, it was used the method of DPPH and the results showed
that the extract of Cinnamomum cassia and Myrtus communis have the most antioxidant
power with a IC50= 5.87 ug/ml and 6.30 ug/ml respectively.

The antiradical activity is strongly linked to the richness of these plants in polyphénols and in
flavonoids .

Keywords: Cinnamomum cassia, Berberis vulgaris, Trigonella foenumgraecum, Myrtus

communis, Nigella sativa, antiradical activity, phytochimical study, DPPH, polyphénaols,
synergy.
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Synthese bibliographique

Le stress oxydatif se définit comme un désequilibre de la balance oxydants/antioxydants
en faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires (Atamer et al., 2008). Il
correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire, induite soit par production

de radicaux libres, soit par diminution de la capacité de défense antioxydant
(Dfraigne et Pincemail, 2008).

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un ou
plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe, rendant cette
espece chimique beaucoup plus réactive que ’atome ou la molécule dont il est issu
(Maritim, 2003). Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les
cellules, on distingue les radicaux primaires et les radicaux secondaires, qui se forment par
réaction de ces radicaux primaires sur des composés chimiques de la cellule. Ces radicaux
primaires dérivent de I’oxygéne (Yoshikawa, 2000).

Les especes réactives de 1’oxygene (ERO). Elles représentent la plus importante classe
d’espéces réactives générées dans les organismes vivants a cause de lI’importance du
métabolisme aérobie (Valko et al., 2007). Notre organisme produit donc en permanence
ces ERO, leur production est nécessaire pour le maintien du statut Redox de I’organisme,
ainsi ces especes sont impliquées dans la régularisation des activités cellulaires,
signalisation et différenciation cellulaire, activation des voies métaboliques et immunité
(Manea et al., 2010), aussi le fonctionnement de certaines neurones notamment ceux de la

mémoire, et a la fécondation de I’ovule lors qu’ils agissent en faible concentration
(Dalton et al., 2002).

Mais L'exces de production de ces radicaux libres entraine des conséquences
cytotoxiques et des lésions tissulaires par dégradation des protéines, altération de I'ADN,
des glucides et surtout des lipides constitutifs des membranes (Cadet et al., 2002 ).

Parmi les différentes classes de radicaux libres, les espéces réactives de I'oxygene (ROS)
sont les radicaux les plus abondants. Cette classe de radicaux libres regroupe des radicaux

qui dérivent de I'oxygene par des réductions a un électron, comme l'anion superoxyde

(O2+ -), le radical hydroxyle (OH-), le radical peroxyl (ROO¢), le radical alkoxyle (RO-) et
le radical perhydroxyle (HO2). (Fang et al., 2002, Favier, 2006).
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En effet, les sources de radicaux libres sont tres variées: la pollution atmosphérique, le
tabac, le rayonnement UV, les radiations ionisantes, les radiations cosmiques, le
métabolisme cellulaire (activité mitochondriale, réactions enzymatiques), I’inflammation et

les métaux toxiques (chrome, cuivre) (Favier, 2006 ; Uttara et al., 2009).

Dans ce contexte, les EROs, devenues toxiques pour la cellule, peuvent étre associées au

développement de certains pathologies telles que, les maladie d’Alzheimer

(Smith et al., 1996 ;Smith et al., 2004), de Parkinson (Bolton et al., 2000), les maladies
cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al., 1995), les cedémes et vieillissement
prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003) et le cancer (Ali et al., 2008) Le diabete les

rhumatismes (Favier, 2003).

Le diabete est aujourd’hui une maladie métabolique grave menagant, d’une maniere
croissante, la santé publique dans le monde (Kebieche et al.,, 2011).L’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS) estimait a 220 millions le nombre d’individus affectés
en2011.Ces anomalies représentent un important facteur de risque des maladies
cardiovasculaires (MCV) (Maahs et al., 2011).

Plusieurs travaux rapportent une augmentation du stress oxydatif au cours du diabete, a la
diminution des activités des enzymes antioxydants et des taux des vitamines antioxydantes
(Furukawa et al.,2004 ; Morrow, 2003), les radicaux libre interviennent chez 1’homme
dans I’apparition des troubles de la sécrétion d’insuline et de la sensibilité a 1’insuline qui
caractérisent le diabéte de type 2, d’une part, les cellules beta sont tres sensibles au stress
oxydatif, d’autre part de nombreuses données expérimentales indiquent que ce dernier
pourrait représenter un mécanisme par lequel I’hyperglycémie chronique aggrave la
fonction insulinosécrétoire dans la diabete de type 2 (Morrow, 2003), et aussi d’autre
études sur les lignées cellulaires in vitro démontrent que le stress oxydatif inhibe la
transduction du signal de I’insuline .en inhibant 1’autophosphorylation de récepteur de
I’insuline (Hansen et al., 1999) il inhibe également la translocation du transporteur de
glucose GLUT4 et I’activation de la protéines kinase B stimulées par 1’insuline dans les

cellules adipeuses ces effet son bloqués en présence d’un antioxydant

(Rudich et al., 1999).
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L’organisme a développé des systémes de défense tres efficaces contre la production des radicaux
libres. Les molécules contrdlant cette production sont désignées par le terme «antioxydant» .Du point
de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui, présentes a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement I’oxydation de ce substrat
(Abuja et Albertini., 2001) et dont les produits de la réaction entre I’oxydant et 1’antioxydant ne
doivent pas étre toxiques et ne branchent pas la réaction radicalaire (Durackova, 2008).

Les systemes de régulation se composent d’enzymes antioxydantes tels que les
superoxydes dismutase (Landis et Tower, 2005). la catalase et plusieurs formes de
peroxydases a glutathion (Valko et al., 2007). et les antioxydants non enzymatique tels
que, sélénium, la vitamine C (Valko et al., 2007 ; Van Antwerpen, 2006), la vitamine E
(Pryor, 2000 ; Valko et al., 2007) .

Par ailleurs, Les antioxydants de synthese Le butylhydroxyanisole (BHA), Ile
butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de l'acide gallique (gallate de propyle, gallate
d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants synthétiques lipophiles. Le BHA et le
BHT sont les plus fréquemment utilisés. Ceux-ci sont principalement employés comme
conservateurs, a faible concentration, dans les produits cosmétiques et alimentaires afin de
protéger les lipides du rancissement. Néanmoins, leur utilisation reste controversée, les

produits de dégradation du BHA et du BHT étant suspectés d'étre cancerigenes
(Ito et al., 1983 ;Chen et al., 1992) .

Les scientifiques se trouvent devant 1’obligation de chercher de nouveaux moyens de lutte.
en effet, ces problemes mettent la praticien dans des situation délicates surtout lorsque la
vie de malade est mise en jeu .La solution de ces problémes s’avére donc urgente et impose
la recherche de nouvelles molécules (Aburjai et al., 2001 ; Chebaibi et al., 2007). C’est
sur cette base que des produits alternatifs d’origine naturels doivent étre disponibles, et
variés pour qu’il y ait un véritable choix de traitement, c’est le domaine de la
phytothérapie. La phytothérapie souvent associée aux traitements classiques. Elle connait
de nos jours un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des

maladies chroniques (Iserin et al., 2001).
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Aujourd’hui, les plantes médicinales retrouvent leur place dans notre vie quotidienne. Leur
efficacité et leur innocuité sont recherchées et intensément étudiées. En Afrique, jusqu'a
80% de la population utilise les plantes médicinales pour répondre a ses besoins de soins et
de santé primaire (OMS, 2003). En outre les plantes ont les particularités de présenter un
important métabolisme secondaire. lls synthétisent un grand nombre de substances
chimiques appelés métabolites secondaire (Krief, 2003). Ces métabolites secondaires qui
peuvent étre définis comme des molécules indirectement essentielles a la survie des plantes
(Sylnain, 2011).

Actuellement plus de 100000 métabolites secondaire ont été identifié, ils appartiennent a
trois classes principales qui sont les terpenes (un groupe des lipides), les alcaloides (déerivés

d’acides aminées), et les composés phénoliques (dérivés de glucides) (Benamor, 2008)

Les composés phénoliques sont appelés aussi les polyphénols, font 1’objet de nombreuses
recherches. Ils sont largement utilisés en thérapeutique comme inhibiteurs enzymatique,
antioxydants et anti radicalaires (El-demerdash et al., 2005; Gehin et al., 2006 ;
Bouayed et al., 2007 ; Sivapriya et al., 2007). Les polyphénols constituent un des groupes
les plus nombreux et largement distribué des substances dans la reigne végétal, avec plus
de 8000 structures phénoliques connues. Les polyphénols sont des produits du
métabolisme secondaire et présents dans tous les organes de la plante. Ils possedent
plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres fonctions (OH alcoolique,
carboxyle,...). (Dacosta, 2003). Parmi les composés phénoliques connus : les flavonoides,

les tannins , les quinones, les coumarines (Laraoui, 2007)

Le nom flavonoide est dérivé du mot grec «FLAVUS» qui veut dire jaune. Les flavonoides
sont des constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien, a I’exception des
algues. Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles (Nkhili, 2009)

Les flavonoides représentent la plus grande classe des polyphénols. On estime que 2% de
I'ensemble du carbone photo-synthétise par les plantes est transformé en flavonoides.
Structuralement les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15 atomes
de carbone assemblés en trois cycles nommés A, C et B. Selon la structure du cycle

intermédiaire (cycle C) (Dacosta, 2003).
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Figure 01 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides ont des propriétés physico-chimique et biologiques diverses en
I’occurrence la solubilité, 1’absorption de la lumiére UV et visible, ainsi que la coloration

des plantes en bleu, rouge, mauve rose ou orange (Chebil, 2006 ; Gravot,2009).

Plusieurs études ont soulignés que les flavonoides de différentes sources botaniques
agissent comme antioxydants puissant. Selon Cheng le thé peut étre utile dans le controle
d'obésité, par la stimulation du métabolisme des lipides hépatique, de I'inhibition de lipase,
de la modulation de I'appétit ou du synergisme avec de la caféine (cheng, 2006), grace a sa
richesse en flavonoides tels que le flavanols et flavonols qui représentent 30 - 42 % de la
masse seche des feuilles (Brown, 1999). L’obésité est maintenant identifiée comme un état
d'inflammation chronique (Lyon et al., 2003). Une caracteéristique des patients obeses est
le développement de la résistance d'insuline et par conséquent du diabéte type 2. Le diabete

sucré est lié au rétinopathie diabétique, plaques athérosclérotiques néphropathie.

(Soares et Azevedo, 2007). D’autres études ont montré que les polyphénols de cannelle
améliorent également la sensibilité d'insuline en réduisant le triglycéride, le cholestérol
total et la HDL-cholestérol sanguin. La consommation d’extrait aqueux de cannelle
améliore la tension artérielle systolique et le pourcentage de la graisse du corps
(Anderson, 2008), un extrait d’aloe vera riche en polyphénol (350mg/kg) administré
oralement aux souris iICR (résistantes a I'insuline), pouvait diminuer de maniére
significative les niveaux de glucose et poids corporel, d’ou la suggestion que l'aloes vera

pourrait étre efficace dans le controle de la résistance a l'insuline de (Pérez et al.,2007).
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Les tannins ce sont des composés polyphénoliques qui permettent de stopper les
hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches en tanins sont utilisées
pour retendre les tissus souples, pour drainer les secrétions excessives, pour réparer les
tissus endommages par une brulure (Nowitz et Bottet, 2000). Le réle biologique des tanins
dans la plante est lié a sa propre protection contre les infections, les insectes, et les
animaux herbivores (Khanbaba et Ree, 2001), en plus de la protection contre les

infections fongiques et bactériennes (Peronny, 2005)

Les tannins sont trés répandus dans la régne végétal, ils sont particulierement abondants
chez les coniféeres, les fagacées, les rosacée (Ghestem et al., 2001). tous les organes
végétaux peuvent en renfermer (I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits, les racines, les
grains) (Khanbaba et Ree, 2001). Les tannins sont présents dans une variété de plantes
utilisée dans 1’alimentation notamment les céréales, les Iégumineuses (habricots sec, petit
pois,...) et les fruits (pomme, raisin, datte,...). Sur la base de leur caractéristique
structurale, il est possible de diviser les tannins en 2 groupes: les tannins condensés
(proanthocyanidines) et les tannins hydrolysables. Tannins condensésce sont des
polyméres ou oligoméres flavinique, constitués d’unités flavan-3-ol, le plus souvent
épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation compris entre deux et plus de
50 unités ( Khanbaba et Ree, 2001) .Tannins hydrolysables: Ce sont des oligo ou
polyesters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un nombre variable d’acide
phénolique. Le sucre et trés généralement le glucose. L’acide phénolique soit 1’acide

gallique dans le cas des tannins galliques... (Bruneton, 1999)

Figure 02 : structure de tannin condensée et 1’acide associé¢ (Peronny, 2005)
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Figure 03 : Structure de tannin hydrolysable et leur monomere (Peronny, 2005)

De nombreuses plantes aromatiques ou médicinales, renferment ces substances
antioxydantes (Bravo, 1998 ; Anderson et al., 2001). Récemment, 1’attention s’est portée
sur les herbes et les épices qui ont une capacité antioxydante non négligeable, parfois
méme plus élever que celle de certains fruits et Iégumes et qui peuvent étre employés pour

se protéger contre les effets du stress oxydant(Mata et al., 2007).

Au cours de ces derniéres années, 1’étude ethnobotanique des plantes utilisées comme
antidiabétiques a suscité un grand intérét. D’apres les études ethnobotaniques réalisées par
Allali et al et Azzi et al, Berberis vulgaris, appelé communément Ghriss est utilisé par la

population locale de Tlemcen, pour traiter le diabéte sucré (Allali et al., 2008 ;
Azzietal., 2012).

En Algérie, la décoction et I’infusion des racines et feuilles de Berberis vulgaris sont
utilisées pour traiter le diabéte sucré (Meliani et al., 2011 ; Azzi et al., 2012). Dans la
région de Tlemcen, les informations ethnobotaniques recueillies par Benmehdi en 2000
confirment 1’importante dépendance de la population locale vis-a-vis les plantes
médicinales pour traiter le diabete. Plus de 80 espéces de plantes médicinales réputées pour
leurs effets antidiabétiques telles que : Trigonella foenumgraecum, Citrullus coloquinte,

Ammoides verticillata, Globularia alypum efc... (Benmehdi, 2000)
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Dans certains systémes de médicaments traditionnels, le mélange des plantes sont utilisées

plut6t que d'une espece, bien que les mémes concepts de synergie s'appliquent; c'est-a-dire

le melange des deux (ou plusieurs) especes pour donner une meilleure activité

(Mukherjee et al., 2008). Plusieurs autre études ont montrées que

combinaison est de huit fois supérieure a celle des composés individuels

(Fivelman et al., 2004 ; Srivastava et Vaidya, 1999).

Tableau 01 : la composition chimique de quelques plantes médicinales

L'activité de la

La plante Composition chimique Référence
* Monoterpeénes : 1’a-pinéne e (Lawrence, 1976)
» Composés polyphénoliques : I'acide | « (EI-Sissi et EI-Ansary, 1967)
gallique, I'acide ellagique.
Myrtus
communis

* Acide caféique, la (-) catéchine, la (-)
épicatéchine, la (-) épigallocatéchine.

e (Romani et al., 1999)

Cinnamomum
Cassia

« Flavonoide : catéchine, flavanols.

e (Picher et al.1984 ; Ahmed et

al., 1970)
* Monoterpénes * (Burits et Bucar, 2000)
*Alcaloides : Nigellicine Nigellidine. | « (Atta-Ur-Rahman et al., 1995)
Nigella sativa * Flavonoides.  (Merfort et al.,1997)
* les sels minéraux : vitamines B 1, « (Nergiz et Otles, 2003)
B2, B6, PP et de I’acide folique.
» Sélénium.
* (Al-Saleh et al., 2006)
* Flavonoide : Feuilles ¢(Imanshahidi et Hosseinzadeh,
2008)
Berberis
vulgaris

» Flavonoide : Fruits

 (Mortazaeinezahad et Safavi,

2011)
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» Alcaloide : racine

* (Yusupov et al., 1990) ;
(Khamidov et al., 1995)

Trigonella
foenum-
greacum

* Alcaloides : la trigonelline

e(Marles et Farnsworth, 1994 ;
Dey et al., 2002)

+ Flavonoides, Stérols, Tannins. * (Ghani, 2003).

» Glucides

* Saponosides

* (Shirani et Ganesharanee,
2008).
* (Uemura et al., 2011).

* Acide aminé : 4-hydrox-isoleucine * (Broca et al., 1999).

« Protéines ; Albumine, Huile d'éther, | « (Maletic et Jevdjovic, 2007).

Glycérides, Acides Gras insaturés

Tableau 02 : I’activité biologique de quelques plantes médicinales

Les plantes Activités biologique Reference
* Activité antioxydante e (Gardeli et al., 2008).
* Antiseptique et * (Bharate, 2007)
antimicrobienne
* Anti-parasitaires * (Azadbakht et al., 2003)
Myrtus * Anti-génotoxiques » (Hayder et al., 2003 ;Romani et al
communis ' ’ "

* Anti-hyperglycémiant
» Anti-inflammatoire

2004)
e (Onal et al., 2005)
e (Al hindawi et al., 1989)

Cinnamomum
Cassia

* Activité antioxydante et
antimicrobienne

e (Mancini-filho et al., 1998 ; Lopez et
al., 2005) ; (Shan et al., 2005) .

* (Khan et al., 2003 ; Verspohl et al.,
2005)
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* Antidiabétique

» Anti-tumorale

» (Picheretal., 1984 ; Ahmed et al.,
1970).

Nigella sativa

* Anti-inflammatoire
» Antidiabétique
« effet cytotoxique

* Antioxydant
» Activité anti-tumorale

* Activité analgésique

* (Ghannadi et al., 2005).

* (AL-Hader et Agel, 1993).

» (Badary et al., 2000 ; ElI Dakhakhny
et al., 2000 ;El-Daly, 1998 ; Nair et al.,
1991).

* (Burits et Bucar, 2000).
* (Salomi et al., 1991).

e (Khanna et al., 1993).

Berberis vulgaris

* Activité antidiabétique
* Antioxydante

* Activité hypotensive

* Antiinflammatoire

» Activité antimicrobienne

* (Meliani et al., 2011).

* (Zovko Concic et al., 2010).

e (Fatehi et al., 2005 ).

* (Ivanovska et Philipov, 1996).

* (Kosalec et al., 2009)

Trigonella
foenum-greacum

» Antidiabétique
» Anti-inflammatoire

* (Shane-McWhorter, 2009).
* (Ghani, 2003 ; Uddin, 2006).

Il existe plusieurs méthodes utilisées pour déterminer 1’activité antioxydante « in vitro »

d’un échantillon mais chacun de ces méthodes a des avantages et des inconvénients ; le

tableau ci-dessous résume ces différentes méthodes :
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Tableau n°03 : les différentes méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante

Méthode de I'évolution de I'activité antioxydante « in vitro »

tests DPPH ABTS ou TEAC FRAP ORAC
* Transfére * Transfére * Transfére * Transfére de
Mécanisme d’électron d’¢électron ou de | d’¢lectron proton
réactionnels | majoritaire proton
* Hydrophile et * Hydrophile et | *hydrophiles *hydrophiles et
Nature des lipophiles lipophiles lipophiles
molécules testées
* CI50 et/ou en * CI5S0O et/ouen | *en mgou umol | ¢ CI50 et/ou en mg
Expression des | mg ou umol mg ou pmol équivalent Fe2+ | ou umol équivalent
résultats équivalent équivalent Trolox®
Trolox® Trolox®
* tres facile a
mettre en ceuvre
otres facile a * tres facile a «facile a mettre en
mettre en ceuvre e cinétique de | mettre en ceuvre | ceuvre
Avantages réaction trés

* peu couteux

rapide

* peu couteux

*peu couteux

Inconvénients

* encombrement
stérique de
molécules a hauts
poids
moléculaires
interférences

* produits de
dégradation
antioxydants

*pH utilisé non

» mécanismes de
génération des
ROQOe* non
physiologique

Références

possibles a 515 * radical physiologique * interférences
nm inexistant in possibles des
«forte dépendance | vivo protéines

au pH et au

solvant

* radical

inexistant in vivo

(Brand-Williams et | (Awika et coll., (Benzie et Strain, | (Ou etal., 2001);

al., 1995) ; (Pinelo et
al., 2004)

2003) ; (Arts et
al., 2004);( Osman

et al., 2006)

1996) ; (Qu et al.,
2002)

(Lopez et al., 2003)

[Prior et al., 2005]
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Selon la bibliographie, les plantes médicinales sont souvent utilisées sous forme de
mélange afin de bénéficier de leur effet complémentaire ou synergique. L’objectif de notre
¢tude porte sur I’étude de propriété antioxydante d’un mélange des plantes constitués de :

Myrtus communis, Cinnamomum Cassia, Nigella sativa, Berberis vulgaris,

Trigonella foenum-graecum. Ces plantes sont connues par leurs diverses propriétes

biologiques et utilisées en medecine traditionnelle.

Ce travail réalisé au sein du laboratoire Antibiotique Antifongique : Physico-chimie,

synthése, et Activités biologiques, Au cours de ce travail, on réalise.
* Une préparation des extraits de chaque plantes.

* Une analyse phytochimique des extraits préparés en vérifiant la présence ou I’absence de

polyphénol, flavonoide, saponoside, tannin, les sucres,....
* Un dosage de polyphénols et de flavonoide totaux dans chaque extrait.

* Une étude antiradicalaire, en testant 1’effet des extrais de chaque plantes plus le mélange

sur la réduction du radical libre le DPPH
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Matériels et méthode
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1. Matériel végeétal :
Le matériel végétal utilisé dans notre étude est représenté par : les feuilles de

Myrtus communis, les racines de Berberis vulgaris, 1’écorce de Cinnamomum cassia, les

graines de Trigonella foenumgraecum et les graines de Nigella sativa. lls sont achetés

auprés d’herboristes de la ville de Tlemcen.

Nigella sativa Berberis vulgaris Myrtus communis

( Nigelle , Habet El-baraka) (Vinettier, Ghriss) (Myrte, Rayhan)

Cinnamomum cassia Trigonella foenumgraecum

(Cannelle, Korfa) (Fenugrec, Halba)

Figure n°04 : plantes a étudiées : nom scientifique et nom vernaculaire
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1. Méthodes :

1.1.Préparation des extraits aqueux :

e 10g de matériel végétal broye est placé dans 100ml de I’cau distillée et porté a
ébullition sous reflux avec agitation pendant 15 min ;

e La solution obtenue est filtrée aprés refroidissement, filtration sur papier filtre

e Evaporation a sec du filtrat a 1I’étuve pendant 24h ;

e Récupération du produit solide conserver a 4°C .

Sortie d’eau
Réfrigérant
Entrée d’eau
Erlen rodé e
(échantillon+solvant) Plaql‘le c.au an
et agitatrice

Figure n°05 : Montage du dispositif d’extraction sous reflux a chaud
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Matériel végétale en
poudre 10g

100 ml eau distillée
Extraction a chaud sous

reflux pendant 15 min

Filtration

Extrait aqueux

Evaporation a sec

Résidu sec

NSG, BVR, MCF, CCE, TFG ME

Figure n°06 : Schéma explicatif pour préparation des extraits aqueux des plantes

NSG : graine de Nigella sativa CCE : écorce de Cinnamomum cassia
BVR : racine de Berberis vulgaris TFG : grain de Trigonella foenumgraecum
MCEF : feuille de Myrtus communis ME : Mélange
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2.3.1 Calcul des rendements en extraits :
Le rendement en extrait sec obtenu apres évaporation est calculé selon le rapport suivant :

P1 : poids de ballon aprés evaporation

Rdt (%) = (p1-p2/p3) X100 p2 : poids de ballon avant évaporation (ballon vide)

P3 : poids de matiere végétale de départ

2.2. Screening phytochimique des extraits :

Un criblage phytochimique est réalisé dans les extraits préparés, afin de mettre en évidence
la présence ou I’absence de certains composés chimiquesen utilisant des réactifs

spécifiques comme indiqué ci-dessous :
* Les flavonoides :
Traiter 1ml de chaque extrait avec quelques gouttes d’HCI concentré, ajouter quelques

milligrammes de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par
I’apparition d’une couleur rouge orange et rose (N’Guessan et al, 2009).

* les tannins :
A 1 ml de chague extrait, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeCl3 a 1%. Apres

quelques minutes d’incubation, un test positif est révélé par I’apparition d’une couleur bleu
ou verte foncée (Karumi et al., 2004).

* Les alcaloides :
La présence ou I’absence des alcaloides est confirmée par 2 essais :

A 2 ml de chaque extrait, on ajoute 5 ml d’HCI a 1%, incubation au bain marie, on divise

chaque extrait en deux parties puis on ajoute au premier le réactif de Mayer, au
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Second le réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun révéle la présence

des alcaloides (Majob, 2003)
*  Stérols et triterepenes : « réaction de libermann-Burchard »

A 1ml de chaque extrait, on ajoute 1 ml d’anhydride acétique et quelques gouttes de HySO4
concentré. Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée au vert ou une
couleur rouge marron de la couche d’interface indiquant la présence des saponosides
triterpéniques. (Edeoga et al., 2005).

* Les quinones libres :

A 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%. L’apparition d’une

couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres.
* Les terpénoides :

Traiter 1 ml de chaque extrait avec 0,4 ml de chloroforme et 0,6 ml d’H,SO4 concentré, la
présence des terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron
eninterphase (Khan et al., 2011)

* Les anthraquinones :

A 1ml de chaque extrait, on ajoute 0,5 ml de NH4OH a 10% et on agite. L’apparition d’une
couleur violette indique un test positif. (Oloyede, 2005).

* Les sucres réducteurs :

A 5 ml de chaque extrait et 1ml de liqueur de Fehling (A+B) chouffé au bain marie
pendant Smin. L apparition d’un précipité de couleur rouge brique indique un test positif.
(Cai et al., 2011).

* Les amines :
On applique sur papier filtre une goutte de chaque extrait, apres séchage a 80°C (a I’étuve),

on ajoute une goutte de la ninydrine. Le papier est séché a 1’étuve (110°c) pendant 5 min.

L’apparition d’une tache violette indique un test positif
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* Les saponosides

1ml de I’extrait plus 2ml de 1’eau distillé chaude est agité pendant 15 secondes puis laissé
au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la

présence de saponosides (N’Guessan et al., 2009).

2.2.2. Dosage de polyphénols et de flavonoides totaux :
a. dosage des polyphénols totaux
% Principe

La quantification des polyphénols totaux est réalisée par une méthode a base de Folin
Ciocalteu, ce réactif est constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et
I’acide phosphomolybdique (H3PMp12040). 11 est réduit lors de 1’oxydation des phénols en

un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdene.

La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 700 est 750 nm.
Elle est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans des extraits végétaux
(Ardestani et al., 2007)

%+ Mode opératoire :

v" 0.1 ml de I’échantillon de chaque extrait est mélangé avec 2ml d’une solution de
carbonate de sodium & 2% ;

Agitation des tubes au vortex ;

Incubation pendant 5min a température ambiante ;

Addition de 100ul de réactif Folin Ciocalteu a 0,2N ;

Incubation pendant 30 min a température ambiante et a ’abri de la lumiére ;

AN N N N

La lecture se fait & 700 nm contre le blanc.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en

utilisant I’acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations initiales (0.05,
0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8, 0.9, 1 mg/ml).

Page 19



Synthese bibliographique

Les résultats sont exprimés en (ug AG/mg Ext.) ou (ug AG/100g Ext.). Calculée selon la

formule suivante :

Quantité de polyphénols = a .f/b

a : Concentration des flavonoides en mg/ml déterminée a partir de la courbe étalon
f : Facteur de dilution (x22)
b : Concentration initiale de 1’extrait (1 mg/ml)
b.dosage des flavonoides totaux :
% Principe :

La quantification du taux de flavonoide est estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (AICl3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides, et la soude forme un complexe de couleur rose qui
absorbe dans le visible & 510 nm (Vladimir et al., 2011).

¢ Mode opératoire :

250 ul de chaque extrait est mélangé avec 1ml d’eau distillé ;
Addition de 75 pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 15% ;
Agitation puis incubation pendant 6min a température ambiante ;
Addition de 75ul de chlorure d’aluminium (AICl3, 6H,0) a 10% ;
Agitation puis incubation pendant 6 min ;

Addition de 1ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% ;

Le volume total est complété a 100 ml d’eau distillé ;

NN N N SR N NN

Agiter et laisser reposer pendant 15 minutes ;

La mesure de 1’absorbance est faite a 510 nm contre le blanc. Une courbe d’étalonnage est
réalisée en paralléle dans les méme conditions opératoires en utilisant la catéchine comme
contrble positif a différente concentrations (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9,
1mg/ml)
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Les reésultats sont exprimés en ug équivalent de la catéchine /mg d’extrait sont calculés

selon la formule suivante :

Quantité de flavonoide=a .f/b

a : Concentration des flavonoides en mg/ml déterminée a partir de la courbe étalon
f : Facteur de dilution (x10)
b : Concentration initiale de 1’extrait (1mg/ml)

Evaluation de P’activité antiradicalaire (Piégeage du radical libre DPPH (2,2-

diphényl-1-pierylhydrazyl) :
¢ Principe :

Pour évaluer D’activité antiradicalaire, nous avons utilis¢ la méthode du DPPH (2,2-
diphényl-1-pierylhydrazyl) selon le protocole décrit par Sanchez et al., (1998) .le DPPH
est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a 517 nm. En présence des
composes anti-radicalaires, le radical DPPH est reduit et change de couleur en virant au
jaune. Le DPPH réagit avec un antioxydant par arrachement d’un hydrogene, il se forme

alors le 2,2-diphénylhydrazine DPPH; (figure n° 03)

fe + RH——= MH + R
O,M ., ; - NOL CLMN ; - MO,

0, Q,
dipharylpicrd hyvdrazyl (free radical) diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure n°7 : forme libre et réduite du DPPH (Brand-williams et al., 1995)
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% Mode opératoire

Le test de DPPH a été effectué selon le protocole de Atoui et al., (2005)

<

Préparation de la solution de DPPH a la concentration de 0.025mg/ml dans du
méthanol ;

Préparation de la solution d’extrait dans du méthanol a différentes concentrations ;
Préparation de la gamme d’acide ascorbique dans le méthanol (standard) a
differente concentrations (0,2-7,5 pg/ml) ;

Un volume de 50ul des différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a
1950 pl de la solution du DPPH ;

Pour chaque concentration un blanc est préparé ce qui concerne le contrdle négatif,
en mélangeant 50ul du méthanol avec 1950 ul de la solution de DPPH;

incubation pendant 30 min a température ambiante, a 1’obscurité ;

chaque concentration est répétée trois fois ;

la lecture des absorbances est effectué¢e a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

s Expression des résultats

Calcul des pourcentages d’inhibitions

Le pourcentage est calculé selon la formule suivante :

1% = ((Ac-At)/Ac)*100

Ac : absorbance du controle

At : absorbance de D’extrait testé

Détermination IC50 :

La valeur IC50 ou concentration d’inhibition 50 est la concentration du substrat qui assure

la réduction de 50% de I’activité du DPPH déterminée graphiquement (Samarth et al.,

2008).
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e Calcul de I’activité antiradicalaire: (Scavenging activity)

L’activité antiradicalaire est déterminée en calculant 1’inverse des valeurs des IC50

(Maisuthisakul et al., 2007).

ARP=1/1C50

ARP : pouvoir antiradicalaire

IC50 : concentration de I’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du
radical DPPH
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Resultats
Et

Interpretations
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1. Etude phytochimique
1.1caracterisation des extraits

Apreés extraction, séchage, récupération des extraits sous forme sec, de couleur

variable avec des rendements différents, le tableau n°04 résume les

caractéristiques de chacun de ces extraits

Tableau n°04 : quelques caractéristiques des extraits préparés de chaque plantes

Extrait de : Rendement aspect couleur Solubilité
%
Nigella sativa 3.5% Jaune clair
Cinnamomum 8%
cassia
Marron
orangé
Myrtus 29.66% Marron
communis foncé
Poudre Eau
Trigonella 7% Jaune clair
foenumgraecum
Berberis 10%
vulgaris
Marron
foncé
Mélange 4.5% Jaune clair
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Figure n° 08 : rendement des extraits obtenus a partir de chaque plante

EMC : Extrait de Myrtus communis. ETF : Extrait de Trigonella foenumgraecum.
EBYV : Extrait de Berberis vulgaris. EM : Extrait du mélange des 5 plantes
ECC : Extrait de Cinnamomum cassia. ENG : Extrait de Nigella sativa.

D’aprés les résultats obtenus ; on remarque que le rendement le plus élevé est celui de
I’extrait de la Myrtus communis, il est de (29.66%).

De plus, les résultats montrent que le rendement des trois extraits suivants :

Berberis vulgaris, Cinnamomum cassia et Trigonella foenumgraecum ont presque le méme

rendement.

Cependant, I’extrait de Nigella sativa (3.5%) et le mélange (4.5%) présentent un faible

rendement par rapport aux autres extraits.

Aussi, les résultats mentionnés dans le tableau montrent que tous nos extraits sont
récupérés sous forme de poudre et de couleurs caractéristiques. De plus ces extraits sont

solubles dans I’eau.
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1.1. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a detecter les différents familles de composés existent

dans la partie de la plante par des réactions qualitatives de carecterisation.ces réactions sont

basées sur des phénomeénes de précipitations ou de colorations par des réactifs spécifiques

a chaque famille de composé. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau n°5

Tableau n°05: Résultats des tests phytochimiques de chaque extrait.

Les composés Myrtus Berberis Cinnamomum Nigella Trigonella mélange
communis | vulgaris cassia sativa foenum
greacum
Les Flavonoides +++ - + - ++ +
; +++
gallique +++ - - - -
£
C ya - -
< | Catéchiques - +++ +++ ++ ++
|_
» | Mayer - +++ - - -
[<5]
o
o
18]
(_) -
© | Wagner - +++ - - -
[72]
[<5]
|
Les saponosides - ++ ++ - - -
Les quinones libres - - +++ +++ +++ +++
Les terpénoides ++ - +4++ +4++ T4+ T+
Les anthraquinones ++ - - - - +
Les sucres réducteurs +++ +++ +++ +++ + +4+
Les Amines - +++ +++ +++ + +

Réaction libermann
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(+++) : Test fortement positif. (++) : Test positif.

(+) : Test faiblement positif () : Test négatif.

Les résultats expérimentaux mentionnés dans le tableau n°5 montrent la présence des
saponosides dans 1’extrait de Cinnamomum cassia et de Berberis vulgaris et I’absence
totale des alcaloides seuls dans 1’extrait de Berberis vulgaris qui présente un test fortement

positif pour la classe des alcaloides.

Par contre, on note un test fortement positif des tannins catéchiques dans les extraits
de Berberis vulgaris, Cinnamomum cassia, Nigella sativa, Trigonella foenumgraecum
ainsi que le mélange. Quant aux tannins galliques ils sont en forte quantitée dans I’extrait

de Myrtus communis et mélange uniquement.

Les flavonoides sont absents dans 1’extrait de Berberis vulgaris et Nigella sativa mais
se trouve en quantité plus au moins importante dans tout les autres extraits .Les quinones
libres sont absents dans les extraits de Myrtus communis et Berberis vulgaris mais

présentent en forte quantitée dans quatre autres extraits.

Concernant les terpénoides, on note un test fortement positif dans tout les extraits a
I’exception de Berberis vulgaris qui présente un test négatif .On note également la
présence des sucres réducteurs et les amines dans tout les extraits. Les anthraquinones sont
présent uniquement dans I’extrait de Myrtus communis et le mélange en plus faible

quantite.

L’indice de mousse, test spécifique des saponosides, révele leur présence dans les

extraits de racines de Berberis vulgaris et extrait écorce de Cinnamomum cassia.
1.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectophotométrique de
Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en pg AG /mg d’extrait tableau n°06, en utilisant

I’équation de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique figure n°09
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Figure n° 09 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols

totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu ( A =700nm)

Tableau n° 06 : teneur en polyphénols totaux des extraits des plantes étudiées

exprimée en (ug.Eq AG/mg extrait) ou (ug AG/100 g extrait)

Polyphénols
(ng.Eq acide gallique/mg (ng.Eq acide gallique/100g
d’extrait) de matiére végeétale
Myrtus communis 295.62 +0.01 8762.45
Cinnamomum cassia 260.35 + 0.0057 2082. 8
Berberis vulgaris 121.38 +0.0062 1213.8
mélange 105.58 +0.006 475.11
Trigonella foenum-graecum 44.28 +0.0011 309.96
Nigella sativa 35.99 + 0.00081 125.965

Les résultats obtenus ont démontré la richesse de I’extrait de la Myrtus communis en

polyphénols totaux un avec taux de 295.62(ug.Eq AG/mg extrait), suivi par 1’extrait de
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Cinnamomum cassia qui contient aussi une quantitée importante des polyphénols
260.35(ug.Eq AG/mg extrait),ils sont suivis respectivement par 1’extrait de racines de
Berberis vulgaris 121.38 (ug.Eq AG/mg extrait), de I’extrait obtenu du mélange des 5
plantes 105.58 (ug.Eq AG/mg extrait), puis des extraits de grains de Trigonella
foenumgraecum et les grains de Nigella sativa qui montrent les teneurs les plus basses en

polyphénols.
1.3 Dosage des flavonoides :

La détermination de la teneur en flavonoide dans les extraits de plantes étudiées nous
donne les résultats suivants indiqués dans le tableau n°07.
Une courbe d’étalonnage, utilisant la catéchine comme standard a différents

concentrations. Les résultats obtenus sont reportés dans la figure n°10

y =0,020x
R?=0,990

DO a 510 nm

O T T 1

0 50 100 150
catéchine pg/ml

Figure n° 10 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

(A =510nm)
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Tableau n° 07 teneur en flavonoides totaux des extraits des plantes étudiées exprimée

en (ug.Eq catéchine /mg extrait) ou (ug catéchine/100 g extrait)

Flavonoides
(ng.Eq acide gallique/mg | (ng.Eq acide gallique/100g
d’extrait) de matiére végétale

Cinnamomum cassia 231.15 +0.008 1849.2
Berberis vulgaris 45.18 +0.003 451.8
Myrtus communis 25.92 +0.001 768.78
Mélange 24.81 +0.0007 111.64
Nigella sativa 7.91 £0.0004 27.68

Trigonella foenum- 4.1 +0.0002 28.7

graecum

D’apres le tableau n°07, nous avons mentionné que 1’extrait de 1I’écorce de

Cinnamomum cassia présente la teneur la plus élevé en flavonoide, suivi par 1’extrait de
racines de Berberis vulgaris, suivi de 1’extrait de feuille de Myrtus communis et du
mélange de plantes présentant 25.92 et 24.81 (ug.Eq catéchine/mg d’extrait)
respectivement. En fin nous remarquons que I’extrait de grains de Nigella sativa et de
Trigonella foenumgraecum présentent que 8.15 et 4.1 respectivement (ug.Eq catéchine/mg

d’extrait), les taux les plus bas.
2. Etude de ’activité antiradicalaire
2.2. Evaluation de I’activité antiradicalaire

Dans notre travail nous avons étudié I’activité antioxydante de différents plantes ainsi la
synergie entre ces plantes, les valeurs obtenus ont permis de tracer des courbes

représentées sur les figures n°11, 12, 13, 14, 15, 16,17 .a partir de ces derniéres, nous
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pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des concentrations

utilisées ainsi que la valeur d’IC50 de chaque extrait.
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Figure n°11: a) pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations Utilisé pour la « Myrtus communis »
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b) représentation des graphique logarithmique des pourcentages d’inhibition du radical

libre DPPH en fonction des différents concentrations utilisé pour la « Myrtus communis »
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Figure n°12: a) pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations Utilisé pour la « Cinnamomum cassia »
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b) représentation des graphique logarithmique des pourcentages d’inhibition du radical

libre DPPH en fonction des différents concentrations utilisé pour la

« Cinnamomum cassia »
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Figure n°13 : a) pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations Utilisé pour la « Trigonella foenum greacum »
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b) représentation des graphique logarithmique des pourcentages d’inhibition du radical
libre DPPH en fonction des différents concentrations utilisé pour la

« Trigonella foenum greacum »
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Figure n°14: a) pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations Utilisé pour la « Berberis vulgaris »
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b) Représentation des graphique logarithmique des pourcentages d’inhibition du radical

libre DPPH en fonction des différents concentrations utilisé pour la « Berberis vulgaris »
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Figure n°15: a) Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

Différentes concentrations Utilisé pour la « Nigella sativa »
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b) Représentation des graphique logarithmique des pourcentages d’inhibition du radical

libre DPPH en fonction des différents concentrations utilisé pour la « Nigella sativa »
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Figure n° 16: a) Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations Utilisé pour le mélange
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b) Représentation des graphique logarithmique des pourcentages d’inhibition du radical

libre DPPH en fonction des différents concentrations utilisé pour le mélange
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Figure n°® 17: a) Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations Utilisé pour I’acide ascorbique
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b) Représentation des graphique logarithmique des pourcentages d’inhibition du radical
libre DPPH en fonction des différents concentrations utilis€ pour I’acide ascorbique
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La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminé a partir des IC50, c’est la

concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, plus la valeur d’IC50 et

petite, plus ’activité des 1’extrait testé est grande ( Pokorny et al.,2001)

Tableau n8° : IC50 des extraits de notre plantes

Les extraits | Vitamine | Myrtus | Cinnamomum Trigonella Nigella | Mélange | Berberis
C communis cassia foenumgraecum | sativa vulgaris
IC50 ug/ml) | 1.45 5.87 6.30 18.97 20.82 23.83 26.29
+0.014 +0.378 +0.122 +0.515 +0.044 +0.070 +1.181
Activité 0.86 0.17 0.15 0.052 0.048 0.041 0.038
antiradicalaire
1/1C50
30 -
mVC
25 -
HEMC
— 20 -
%, ECC
> 157 ETF
n
2 10 - ENS
- - BB ;
0 T T l II T T T 1 EBV
VC EMC ECC ETF ENS EM EBV

Figure n° 18: histogramme des valeurs des concentrations finales inhibitrices 50 des
différents extraits en ug/ml

VC : vitamine C

EMC : extrait Myrtus communis

ECC : extrait Cinnamomum cassia

EM : extrait mélange

EBV : extrait Berberis vulgaris

ENS : extrait Nigella sativa

ETF : extrait Trigonella foenum-graecum

Page 39




Synthese bibliographique

Les résultats mentionnés dans le tableau n°08, montrent que ’extrait de la

Myrtus communis et Cinnamomum cassia présentent un IC50 le plus faible 5.87 et 6.50
ug/ml respectivement suivit par les deux extrait Trigonella foenumgraecum et

Nigella sativa 18.97 et 20.28 pug/ml qu’ils ont presque le méme IC50.

IC50 le plus élever et celle de Berberis vulgaris qui atteinte 26.29 ug /ml et le mélange

qui presente IC50 de 23.83 ug /ml comparativement a ’acide ascorbique qui est de 1.45

ug/ml .

En comparaison avec la vitamine C nous pouvons constater que 1’extrait de la myrtus

communis est celui qui possede I’activité antioxydante la plus élevé car il a ’IC50 la plus

faible (5.87 ug /ml).
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Discussion
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Notre travail s’inscrit dans le cadre d’évaluation de I’activité antioxydante de quelque
plantes médicinales « Berberis vulgaris », « Nigella sativa », « Cinnamomum cassia »,
« Trigonella foenumgraecum » « Myrtus communis » et ainsi le mélange de ces plantes qui
sont utilisée traditionnellement dans le traitement de diabéte.

Afin d’évaluer les effets biologiques de ces plantes, nous avons procédé a des extractions
des racines de « Berberis vulgaris », I’écorce de « Cinnamomum cassia », aussi les graines
de « Nigella sativa », « Trigonella foenumgraecum» et les feuilles de « Myrtus communis ».
L’extraction peut affecter la quantité et la composition en métabolites secondaires d’un
extrait, de plus plusieurs facteurs peuvent influencer I’extraction: le mode et le temps
d’extraction, la température, la nature des solvants, la préparation de la matiere végétale
(broyage, granulométrie) etc... (Green, 2004 ; Ncube et al, 2008). Nous avons utilisé un
seul et méme mode d’extraction pour toutes les plantes évaluées sous reflux pendant
15min, afin de pouvoir comparer entre les différentes plantes étudiées.

Selon les travaux de Petit et al., 1995 et Uemura et al., 2011, obtiennent un rendement de
I’extrait aqueux de Trigonella foenumgraecum de 19% (p /p matiére végétale), qui est

largement supérieur par rapport a nos extraits qui est de 7%.

Chia et al., (2013), ont obtenu un rendement de I’extrait aqueux de la Cinnamomum cassia

de 10.7% plus proche a celui de notre étude qui est a 8%.

Une extraction aqueuse de Nigella sativa réalisée par Khanzadi et al., (2008), montre un
rendement de 25.4% cette valeur et largement supérieur par rapport a notre extrait qui est
de 2.5% .

Une extraction méthanolique de Myrtus communis faite par Kanoun, (2011) aboutit a un
rendement de 25.03%, comparé avec notre extrait aqueux qui est de 29.66%, nous avons
remarqué qu’elles sont proches, parce que le méthanol et 1’eau solvants polaires permettent

une meilleure extraction de métabolites secondaires.

L’examen phytochimique réalisé sur les écorces des racines de Berberis vulgaris a révélé
la présence d’alcaloides, tanins, de composeés reducteurs, de triterpenes en quantités
importantes, et ainsi les saponosides. Cependant, nous observons 1’absence des
flavonoides, des anthraquinones dans ’extrait. Ces résultats sont proches de ceux obtenus

par Meliani et ses collaborateurs, qui ont détecté la présence des tanins, des alcaloides,
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des saponosides, des stérols et des anthraquinones dans les écorces de racines de Berberis
vulgaris (Meliani et al., 2011).

Dans une étude réalisée par Kumara et Huat ,2001 il a été possible d’isoler et de
caractériser a partir des graines de Nigella sativa un saponoside triterpénique ce qui
confirme que les grains de Nigella sativa sont riches en saponosides.

Par ailleurs, une autre étude réalisée par Benkaci-Ali et al., (2007), a montré que les grains
de Nigella sativa présentent toujours le composée thymoquinone qui fait partie de la classe

des quinones.

Dans notre extrait de Nigella sativa les tannins et les sucres réducteurs sont aussi révélées,

ces résultats sont compatibles avec ceux de sultan et al., (2009).

Cependant on assiste a quelques différences entre nos résultats et ceux obtenus par
(Merfort et al., 1997), Taskin et collaborateurs (2005) et (Morikawa et al.,2004), qui
ont révélé la présence de flavonoides, de saponosides et d’alcaloides qui sont totalement
absent dans nos extraits , cette différence pourrait s’expliquer par la durée d’extraction ou

le mode d’extraction .

De nombreux travaux antérieurs sur la composition chimique de Myrtus communis ont
montré la présence de flavonoides tannins (Diazet et Abegar., 1987 ; hinou et al ., 1988 ;
Hyder et al., 2004)

La Phytochimie des graines de Trigonella foenumgraecum met en évidence la présence de
I'acide tannique, alcaloides (trigonelline), des saponines stéroidiens (digitonine, tigogénine)
(Khan et al., 2012)

Selon Kwon et al., (2009), les especes du genre Cinnamomum cassia sont riches en tannin,
en composé terpenique (Ravindran et al., 2004);et en flavonoides et en stéroides

(Bishnu et al., 2009).

Concernant I’analyse quantitative des composés phénoliques dosés par la méthode de

Folin-Ciocalteu.
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Sur les extraits de feuille de Myrtus communis nos résultats sont proches et compatibles a
ceux obtenus a partir des feuilles de la méme espéce provenant de Grece, leur taux est de
373 mg GAE/g selon Chrysavgi et al., (2008).

Tandis que le taux de 31.2 mg GAE/g a été obtenu a partir de cette plante poussant au
Portugal Amensour et al., (2009). Ce qui laisse supposer que 1’écologie de la plante est un

facteur déterminant sur sa composition.

S’agissant de Nigella sativa, les graines contiennent des proportions variables des
composées phénoliques mais relativement proche selon Boudiaf, 2006 a déterminé 21.81
(ug. EAG/mg extrait).

Autre étude faite par Bukhari et al., (2008) sur I’extrait de Trigonella foenumgraecum

montrent une teneur de 22 (ug. EAG /mg extrait) en polyphénols .

L’étude quantitative de I’extrait hydrométhanolique de racines de Berberis vulgaris a pour
objectif de déterminer la teneur en polyphénols totaux qui est de 10.48 (mg GAE/Q)
(ZovkoKonc¢i¢ et al., 2010), cette valeur elle est largement inferieur par rapport a notre

valeur.

Concernant le dosage des flavonoides nos résultats sont comparés avec ceux de 1’étude
faite par Wannes et al., (2010) qui montre que Myrtus communis présente une faible
teneur en flavonoide qui varie entre 1.99 et 1.22 (ug.Eq catéchine/mg d’extrait) en
comparaison avec nos résultats, nous avons remarqué que notre extrait présente une teneur

élever de 25.83 (ug.Eq catéchine/mg d’extrait) de flavonoides totaux.

Selon 1’étude faite par Bukhari et al., (2008) sur la Trigonella foenumgraecum, le teneur
en flavonoide a été estimée a 16.6 ug. EAG /mg extrait cette valeur est et supérieur par

rapport a nos résultats.

Les résultats d’une étude faite par Boudiaf, 2006 sur les graines de Nigella sativa montrent
une teneur en flavonoides égale a 3.17 ug.Eq catéchine/mg d’extrait qui est plus faible par

rapport a notre extrait.
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Concernant Cinnamomum cassia selon Nagendra Prasad et al., (2009), la teneur en
flavonoide pour Cinnamomum cassia et de 981.1 (ug/g) quercetin équivalent, cette valeur

et supérieur par rapport a notre résultats car il existe plusieurs variétés de

Cinnamomum cassia d’Asie (Inde, Srilanka, Thailande) dans la composition serait

différente. L’origine de celle commercialisée en Algérie n’est pas connue.

En définitif, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, a cause
de plusieurs facteurs qui peuvent influencer sur la répartition qualitative et quantitative des
composees phénoliques dans nos extraits, parmi ces facteurs : les facteurs climatique et
envirommentaux (Ebrahimi et al., 2008) et la période de récolte et conservation
(miliauskas et al., 2004) ainsi, la méthode d’extraction et de quantification , et aussi la
sélectivité du solvant utilisée peuvent également influencer sur la teneur en polyphénols et

en flavonoides totaux (Lee et al., 2003)

Ces dernic¢res années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutique a augmenté considérablement. De nombreux travaux de
recherches et procédés ont été développés pour I’extraction, I’identification et la
quantification de ces composés naturels a partir de plantes médicinales, aromatique, on
condimentaires en vue de leur application dans divers domaine industriels

pharmaceutiques, agroalimentaire ou cosmétique (Marc et al,. 2004)

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer P’activité antioxydante par piégeage de
radicaux libres telles que : la méthode de FRAP, ORAC, et la méthode utilisant le radical
DPPH (Sharma et al., 2009) .Le radical DPPH est 1'un de substrat le plus utilisés
généralement pour 1’évaluation rapide et direct de 1’activité antioxydante en raison de sa

stabilité en forme radicale et la simplicité de 1’analyse (Bozin et al., 2008)

Les résultats relatifs aux propriétés antioxydantes des échantillons analysés dans cette

étude sont comparés a celui de I’acide ascorbique, molécule de référence

L’IC50 de I’acide ascorbique que nous avons déterminé est de 1.45ug/ml elle est proche a

celle trouvé par Ben hsouna et al., (2012).
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Une étude faite par Meziti, 2009, pour I’extrait aqueux des graines de Nigella sativa qui a
démontré a une concentration de ’ordre 0-1.2 mg/ml une IC50= 447.67ug/ml, par

conséquent nous avons marqué une IC50= 20.82 pg/ml a une concentration de 1’ordre
1-10 mg/ml avec une activité antiradicalaire 0.048 donc I’extrait aqueux de la

Nigella sativa a cette concentration il a un pouvoir antioxydant plus éleve.

Une autre étude faite par Madhava Naidu et al., (2011), pour I’extrait aqueux de

Trigonella foenum greacum qui a montré a une concentration de 50 pug/ml, une valeur de
IC50= 156 pg/ml, en comparaison avec notre extrait qui est d’'une concentration de 1’ordre
2.5-25 pg/ml nous avons obtenus une IC50=18.97 pg/ml avec une activité antiradicalaire
0.052.

Par ailleurs, les travaux rapportés par Gerdelli et al., (2008) montrent une valeur d’IC50
entre 9.5-10ug/ml ces résultats sont compatible avec nos résultats. De plus I’extrait de
Myrtus communis présente 1’activité antioxydante la plus importante parmi les autres
extraits ces méme auteur ont également démontré que I’extrait de la Myrtus communis on

récolte en période vestival sont les plus antioxydante.

Les valeurs d’IC50 de I’extrait éthanolique des racines de Berberis vulgaris de Skard
présente une valeur d’IC50=1895ug/ml selon Zovko Kon¢i¢ et al., (2010), en
comparaison avec nos extraits aqueux nous avons noté une 1C50= 26.29ug/. Ces résultats

confirment le role de I’environnement dans 1’adaptation des plantes.

Nous avons porté une attention particuliére sur la synergie entre les plantes et de comparer
I’activité antioxydante entre les plantes individuels et le mélange, d’aprés cette étude nous
avons remarqué que le mélange des plante a donné une activité antioxydante mais en
comparaison avec les especes individuels tells que: Nigella sativa, Myrtus
communis, Cinnamomum cassia, Trigonella foenum-graecum nous avons constate
qu’ils nous a donné une activité antioxydante moins que les autres plantes, par contre dans

le cas de Berberis vulgaris le mélange nous a donné une activité antioxydante tres élever.

Page 46



Synthese bibliographique

Conclusion
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Les plantes aromatiques et médicinales sont la source de la majorité des antioxydants
naturels et elles restent encore sous exploitées dans le domaine médicale. Dans I’industrie
pharmaceutique, sachant que les antioxydants sembleraient de maniére significative a la
prévention des maladies, le développement de nouveaux médicaments a base
d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a 1’ordre de jour.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et du pouvoir
antioxydant de différents extraits de Myrtus communis, Berberis vulgaris, Nigella sativa

Trigonella foenumgraecum et Cinnamomum cassia et ainsi le mélange des 5 plantes.
Les résultats obtenus au cours de cette étude ont révélé que les extraits de

Cinnamomum cassia et Myrtus communis présentent un taux élevé en polyphénols par

rapport aux autres extraits.

Concernant I’activité antioxydante, nous avons étudié le pouvoir antioxydant de tous les
extraits par la capacité de piégeage de radical DPPHe, afin de localiser I’extrait qui
représente ’activité la plus élevé, pour le piégeage du radical libre DPPHe et en
comparant les IC50 des différents extraits testés par rapport a celle de I’acide ascorbique,
nous avons remarqué une activité antioxydante tres importante dans les deux extrait
de Cinnamomum cassia et Myrtus communis .L’étude du pouvoir antioxydant par la
méthode de DPPH a confirmé les propriétés puissantes que possédent les composées
phénoliques a piéger les radicaux libres.

Ce travail est préliminaire, il serait intéressant de réaliser d’autre technique et méthode

comme .

» L’isolement et I’identification des composees de ces plantes responsable de ces

activités.

» Détermination d’autre activité comme : 1’activité antibactérienne, [’activité

anticancéreuse etc....

» Test in vivo serait souhaitable pour préciser le mécanisme d’action.

» Tester I’effet antiradicalaire de ces extraits par d’autres méthodes ORAC.
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