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Au cours du métabolisme, 1’organisme produit des radicaux libres nécessaires a des
mécanismes vitaux. Si ces composés comportant un électron célibataire et tres réactif, ne sont
pas eliminés, ils peuvent oxyder les composants cellulaires, les protéines, les acides gras
polyinsatures, les acides nucléiques et les hydrocarbures, provoquant un impact négatif sur le
métabolisme cellulaire (Pan et coll., 2008).

La formation de radicaux libres dans I’organisme est constante et indissociable de la vie dans
une atmosphére oxydante, mais les excés dépendent de facteurs extérieurs tels que le stress, la
fatigue, 1’exercice physique intensif, la consommation de tabac, d’alcool, les pollutions
atmosphérique, ou encore par des rayons ionisants, tels que les rayons X. Parmi les formes de
radicaux résultant de ces causes et qui provoquent des troubles on trouve, I’oxygéne singulet
10, le peroxyde d’hydrogéne H,O,, le radical superoxyde O les peroxydes alkyles ROOH, les
radicaux hydroxyles ‘OH, peroxydes ROO' et alkoxyles RO [(Binov, 2001);
(Pan et coll., 2008)].

Heureusement, pour lutter contre les effets nocifs de ces radicaux libres, notre organisme
posséde des systemes de défense complexe constitués par des composés appelés
« les antioxydants ». Ces systémes sont capables de bloquer la formation des radicaux libres en
les neutralisants ou en les désactivant une fois formés, protégeant ainsi les systemes
biologiques contre tout dommage oxydatif (Heimeur et coll., 2004).

Les dommages tissulaires qui résultent d’un déséquilibre entre ces systémes de défense et la
formation des radicaux, connue sous le nom de « stress oxydatif », sont impliqués dans divers
pathologies telles que les cancers, 1’athérosclérose, le diabete, 1’asthme, la cataracte, les
maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, le processus du vieillissement, et
beaucoup d'autres maladies [(Amadou, 2005) ; (Boldyrev, 2005)].

Les composés antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus de leurs
intéréts dans le traitement de certaines pathologies, ils sont aussi utilisés pour la conservation
des denrées comestibles dans 1’industrie agroalimentaire (Cavin, 1999).

Bien que le terme « antioxydant » soit fréquemment utilisé, il reste difficilement définissable
car il couvre un grand nombre de molécules et de domaines trés divers comme 1’alimentation,
I’industrie chimique, 1’industrie pharmaceutique... (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Les antioxydants sont des composés puissants qui peuvent neutraliser les radicaux libres
impliqués dans la dégradation cellulaire, et nous aide ainsi a garder une vie active et saine.
Certains antioxydants sont fabriqués par le corps humain, d’autres tels que les vitamines et les

polyphénols, doivent étre apportés par notre alimentation (Pincemail et Defraigne, 2004).
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La classification de tous les antioxydants connus est diverse. Ils sont classés généralement
selon leur nature chimique. L’organisme posséde dans ses systémes de défense deux types
d’antioxydants, les antioxydants enzymatiques, qui sont considérés comme la premiére ligne de
défense de notre organisme contre les especes réactives oxygénées (ERO). Ces antioxydants
sont constitués principalement de trois enzymes. Il s’agit du superoxyde dismutase (SOD), de
la catalase et de la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire
sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde (O2) et du peroxyde d’hydrogéne (H20,),
conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygene [(Diplock, 1991) ; (Marfak, 2003)].
Le deuxieme type est celui des antioxydants non enzymatiques. Contrairement aux
antioxydants enzymatiques, la plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par
I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Ils sont soit d’origine endogene
représentée essentiellement par I’albumine, haptoglobine et transferrine..., qui jouent un role
d’antioxydant par chélation des ions, soit une source exogene d’origine naturel, dont les
composants majoritaires sont les vitamines E (molécule liposoluble), la vitamine C (I’acide
ascorbique, molécule hydrosoluble), les polyphénols et les oligoéléments tel que (le cuivre, le
zinc, le fer ...) qui jouent un rdle de cofacteurs [(Cutray et Robin, 2000);
(Antwerpen, 2006) ; (Siddhuraju, 2007) ; (Yoo et coll., 2008)].

Ces systemes de protection peuvent étre a la fois membranaire (vitamine A, E), cytosolique et
extracellulaire (glutathion, vitamine C...). Au niveau du plasma par exemple, les activités des
catalases et GPx sont faibles et la premiére barriére de défense antiradicalaire serait constituée
par la vitamine C, les composés plasmatiques piégeur des ERO et la SOD extracellulaire
(Souchard et coll., 2002).

Ces dernieres années, I'intérét porté¢ aux différents antioxydants a augmenté considérablement
en relation avec leurs propriétés thérapeutiques. Dans 1’industrie alimentaire, les antioxydants
synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole (BHA) et butylhydroxytoluéne (BHT) sont
largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers. Cependant, leur sécurité est trés
discutée. Il a été montré que ces antioxydants de synthese pouvaient étre toxiques
(Yu et coll., 2000). En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substance
toxiques ou carcinogénes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des
organes extra-hépatique (Barlow, 1990).

C’est pourquoi, il a fallu prendre en considération le danger porté par ces antioxydants
synthétiques et chercher d’autres solutions portant moins de risque. C’est dans ce contexte que

I’intérét porté aux antioxydants d’origine naturelle dans le but d’augmenter la conservation des
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aliments ou la lutte contre les pathologies a fort taux de mortalité a été un objectif majeur et une
préoccupation permanente pour de nombreux chercheurs (Sanchez-Moreno, 2002).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Elles renferment une part
importante des composés qui interviennent dans 1’ensemble des réactions enzymatiques ou
biochimiques ayant lieu dans I’organisme appelées métabolites secondaires. On distingue ainsi
deux groupes de métabolites: les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Marc et
coll., 2004).

Ces métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans 1’organisme
de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures
[(Havsteen, 2002) ; (Adom et coll., 2003)]. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la
survie de la plante. Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en tres faible
quantité, sont d’une grande variété structurale (plus de 200000 structures définies). Ces
composés marquent de maniere originale, une famille, un genre ou une espéce de plante et
permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Huang et coll., 2005).

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches. Ils ont des intéréts
multiples. lls sont mis a profit en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, anti-radicalaires, antibactériens, anticancéreux,
antifongiques, diurétiques ... (Hartmann, 2007).

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de plantes, mais ils sont distribués
difféeremment selon leurs réles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Parmi les
principaux métabolites secondaires trouvés chez les plantes, on distingue trois classes :
les composés azotés dont les alcaloides, les composés phénoliques et les terpenes et stéroides.
Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une large
gamme d’activit¢ biologique [(Huang et Ferraw, 1991) ; (Ali et coll., 2001) ;
(Li et coll., 2007)].

La premiere classe est celle des composés azotés, représentée par les alcaloides et définie
comme des molécules organiques hétérocycliques azotées complexes. Chez de nombreuses
plantes, ils se localisent dans les piéces florales, les fruits ou les graines
(Krief, 2003) (Figure N°1).
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Figure N°1 : structure de quelques classes de la famille des alcaloides

(La Morphine et Atropine).

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de métabolites
secondaires des produits ayant un intérét particulier dans des domaines variés comme le
systeme nerveux central (morphine, strychnine..), le systéme nerveux autonome (atropine,
éphédrine), la cancérologie (vinblastine..). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux
(cocaine) et d’antipaludiques (quinine) (Kanasole, 2009).

Depuis une dizaine d’années, la classe des polyphénols suscitent un intérét croissant de la part
des nutritionnistes, des industriels de 1’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des raisons
principales est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leurs implications
probables dans la prévention de diverses pathologies associées au stress oxydant. Un trés grand
nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de leur implication dans la
prévention des maladies dégénératives telles que cancers, maladies cardiovasculaires,
ostéoporose ou maladies inflammatoires. Les plus intéressants sont les coumarines, les
flavonoides, les tannins et les quinones [(Rock, 2003) ; (Boizot et Charpentier, 2006)].

Les coumarines sont parmi les composés phénoliques les plus connus. A 1’exception des
algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal chlorophyllien.
Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante, notamment dans les fruits et les huiles
essentielles des graines. Dans la cellule végétale, elles sont principalement présentes sous
forme glycosylée qui est une forme de stockage permettant d’éviter les effets toxiques de ces

molécules [(Ford et coll., 2001) ; (Hofmann, 2003)].
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Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de
carbone. Parmi les coumarines les plus fréquentes, on trouve l'ombelliférone, l'aesculétine et
la scopolétine [(Guignard, 1998) ; (Deina et coll.,, 2003) ; (Booth et coll., 2004)]
(Figure N°2).

-1

HO 0, .0 HO 0.0

A ot v

Umbtlliférone Stopoltne

Figure N°2 : Structure chimique de quelques coumarines
(Dean, 1963).

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, de saveur astringente,
ayant la propriété de précipiter les protéines et les métaux lourds. Ils favorisent la régénération
des tissus et la régulation de la circulation veineuse, avec la propriété de tanner la peau.
(Khanbaba et Ree, 2001).

A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en deux groupes
a savoir, les tanins condensés (proanthocyanidines) qui sont des polymeres ou oligomeéres
flavanique, constitués d’unités flavan-3-ols (Bruneton, 1999) (Figure N°3); et les tannins
hydrolysables sous forme d’oligo ou des polyesters d’un sucre généralement le glucose, d’un
nombre variable d’acide phénolique : 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques et 1’acide
hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques
(Khanbaba et Ree, 2001) (Figure N°4).
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Figure N°3: Structure des tanins condenses et leur monomeére
(Peronny, 2005).
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Figure N°4 : Structure des tanins hydrolysables et leurs acides associés
(Peronny, 2005).
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L’expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour désigner
tous pigment ayant un squelette C6-C3-C6 (Rajnarayana et coll., 2001). Tous les flavonoides
possédent le méme élément structural de base : le noyau flavane qui est un squelette carboné de
type diphényl 1,3-propane constitué de deux noyaux aromatiques (benzéniques) notés A et B et
d’un hétérocycle oxygéné central C. [(Bruneton, 1999) ; (Reynaud et Lussignol, 2005) ;
(Grotewold, 2006)] (Figure N°5).

Figure N°5 : structure de base des flavonoides

(Rajnarayana et coll., 2001).

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels chez les végétaux vasculaires. lls sont
souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles [(Havsteen,
2002) ; (Fiorucci, 2006)].

Ils sont connus par leurs différentes propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques, hépato
protecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiantes, diurétiques, antibactériennes,
antivirales et parfois cytostatiques [(Kim et coll., 2004) ; (Milane, 2004);
(Asres et coll., 2005) ; (Cushine et Lamb, 2005) ; (Kini et coll., 2008)].

Les quinones sont de couleur rouge, jaune ou orange et possedent deux fonctions cétones. On
trouve les quinones dans les végétaux, les champignons et les bactéries. Les organismes
animaux contiennent également des quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est
impliquée dans la coagulation du sang. Les quinones sont utilisées dans les colorants, les
médicaments et les fongicides (Kansole, 2009).

En ce qui concerne la derniere classe des terpénoides et des steroides, ils constituent
probablement la plus large classe de composés secondaires comme les dérivés des acides gras,
les terpénes ont pour origine biosynthétique I'acétyl-CoA ou le malonyl-CoA
(Krief, 2003).




Synthése bibliographique

Parmi les grandes sous classe dans cette catégorie, on trouve les saponines, présents chez de
nombreux végétaux (salsepareille, saponaire, quinoa..) sous forme d'hétérosides complexes
(saponosides). Les saponines peuvent étre classeées en deux groupes en se basant sur la nature
de leur squelette aglycone :

v' Le premier groupe est constitué par des saponines stéroidiennes, qui se rencontrent
presque exclusivement dans les monocotylédones angiospermes.

v' Le second est celui des saponines triterpenoides, qui sont les plus communs et on les
rencontre chez les dicotylédones angiospermes [(Estrada et coll., 2000);
(Sparg et coll., 2004) ; (Amzal, 2010)].

Cette classe présente plusieurs propriétés pharmacologiques et sont employées dans la
phytothérapie et dans l'industrie cosmétique, et plusieurs d’entre eux possédent des activités
biologiques:  antimicrobienne, insecticide, anti-carcinogenique,  anti-inflammatoire,
anesthésique, antihistaminique et diurétigue. On peut citer également les propriétés
anti-tumorales, cytotoxiques et antioxydantes des diterpénes [(Velickovié et coll., 2003) ;
(Murakami et coll., 2004) ; (Han, 2005) ; (Hyun et coll., 2007)].

Ces quelques exemples mettent en évidence 1’effet thérapeutique des métabolites secondaires
qu'offre la nature. La part de plantes inexplorées a la fois en chimie et en biologie est encore
immense. Ceci offre I'espoir de découvrir des traitements pour des maladies encore
dévastatrices et de proposer des thérapeutiques offrant des effets secondaires moindres.
Les études actuelles portant sur les métabolites secondaires, s’attachent bien évidemment a
explorer plus leurs activités pharmacologiques. Les plantes contiennent des molécules de
balayage des radicaux libres, comme les vitamines, les terpénoides, les acides phénoliques, les
lignines, les stilbénes, les tanins, les flavonoides, les quinones, les coumarines, les alcaloides,
les amines et autres métabolites, doués d'activité antioxydante [(Zheng et Wang, 2001) ; (Cai
et coll., 2003)].

La flore algérienne regorge de plusieurs espéces de plantes encore peu ou pas étudiées, mais
dotées de réelles propriétés pharmacologiques. C’est le cas de Citrullus colocynthis, Juniperus
phoenicea, Rosmarinus officinalis, Peganum harmala, Tetraclinis articulata, Zizyphus lotus...
qui présentent des propriétés antioxydantes importantes [(Graham et coll., 2000) ;
(Bnouham et coll., 2002) ; (Gonzalez-Tejero et coll., 2008)].

La maitrise totale et parfaite des différentes propriétés de ces plantes passe par la détermination
de I’ensemble des groupes physico-chimiques capables d’engendrer un ou plusieurs effets
pharmacologiques, est aujourd’hui un objectif qui occupe un ordre de premiére place

(Abdelwahed et coll., 2007).
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C’est pourquoi, nous nous sommes intéressé a effectuer une étude phytochimique de la plante
Fredolia aretioides de la région de Béchar et a évaluer I’activité antioxydante de ses extraits.
L’espéce Fredolia aretioides appartient a la famille des chénopodiacees, une famille largement
répandue dans les habitats salins tempérés, en particulier dans les régions littorales de la mer
méditerranée, les steppes arides et les déserts. Ce sont donc des plantes adaptées a la sécheresse
due au climat ou a la salinité du sol ce qui explique la richesse de ces plantes en ions alcalins
(Na*, K* ...) (Mulas, 2004).

De point de vue botanique, Fredolia aretioides a la forme d’un arbuste vigoureux cylindrique,
d" 1 m de hauteur. Les branches sont trés compactes avec le sable. Les petites feuilles
nombreuses, trés serrées et coriaces, sont de couleur bleu-vert et de formes charnues, ne
dépassant pas 5 mm. Le fruit est un akéne entouré par de petites ailes transparentes du
périanthe persistant. 1l est comprimé dorsalement. La floraison a lieu en automne. Elle
se trouve sur les rochers et plateaux caillouteux (reg et hamada). Elle pousse rarement dans
I'oued ou des dépressions argileuses. Sa forme particuliére rondes, les petites feuilles charnues
et les longues racines qui rampent a travers les crevasses verticales permettent a la plante de
s'épanouir dans des conditions climatiques séveres ou les précipitations annuelles ne dépassent
les 100 mm par an [(Trabut, 1935); (Quezel et Santa, 1962);
(Benhouhou et Saadoun, 1986) ; (Ozenda, 1991) ; (Baba Aissa, 1999)] (Photo N°1 et 2).

~

wsh Qu”‘ei

Photo N°1: Représentation photographique de Photo N°2: Représentation photographique de

Fredolia aretioides (Partie racine) Fredolia aretioides (Partie aérienne)
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Selon Cosson et Durieu (1885), elle est placée dans la systématique comme suite :

Domaine : Eucaryote

Régne : Plante

Sous régne : Viridaeplantae
Embranchement : Magnoliophyta
Sous embranchement : Euphyllophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Caryophyllidae
Ordre : Caryophyllales
Sous ordre : Chenopodiineae
Famille : Chenopodiaceae
Genre X Fredolia

Espéce : aretioides (dur & Coss. ex Bunge)
Nomenclature botanique : Fredolia aretioides

Fredolia est une plante endémique d'Algérie et du Maroc commune dans le Sahara au nord-
ouest du Tafilalet, Tinghir au Maroc, a travers Béni-Ounif, Ain Sefra et Béchar dans le désert
d’Algérie (Khedache, 1999).

Cette plante est tres utilisée en médecine traditionnelle. Les feuilles sont préparées sous forme
d'infusion ou décoction tandis que les racines sous forme de décoction. Elle est utilisée comme
antirhumatismal, diurétique, Hypoglycémiante et un antidote au poison. L’écorce de la racine
est utilisé comme bois de chauffage [(Khedache, 1999) ; (EI Mansouri, 2011)].

Le présent travail, rentre dans le cadre du programme de recherche du laboratoire Antibiotique
Antifongiques : Physicochimique, Syntheése et Activité Biologique, et est destiné a la
valorisation de la flore locale afin de développer de nouveaux composés ou principes actifs a
intéréts thérapeutiques. Pour cela, nous avons envisagé de réaliser une étude phytochimique qui
comporte les tests phytochimiques et dosages des polyphenols totaux et flavonoides, ainsi que
la préparation de différents extraits (bruts et spécifiques) pour la détermination de l'activité

antiradicalaire en utilisant deux méthodes a savoir la technique de DPPH et celle de FRAP
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1. Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué par les feuilles et les racines de Fredolia aretioides, récolté de
la région d'« Abadla », Wilaya de Béchar, située dans le sud-ouest d’Algérie, entre
Décembre 2011 et Janvier 2012. La partie aérienne et racine ont été débarrassées du sable
collé. Apres, les différents organes du matériel végétal ont été séchées a ’ombre et a
température ambiante puisqu’il est recommandé pour obtenir une meilleur extraction d’utiliser
le matériel végetal sec, congelé ou lyophilisé ; étant donné que certains composés antioxydants
(certains flavonoides et particulierement les glycosides) sont instables ou peuvent étre
dégradés sous I’action des enzymes du matériel végétal frais [(Bruneton, 1999) ;
(Suhaj, 2006)].

Apres séchage, les deux parties ont été finement broyées a I'aide d'un broyeur mécanique et
conservées dans des bocaux hermétiques a sec et a I'abri de I'humidité.

2. Méthodes :
2.1. Etude phytochimique de Fredolia aretioides:

2.1.1. Préparation des différents extraits pour les tests phytochimiques:
L’extraction des différentes composantes de nos deux parties de la plante, et dans différents
solvants a polarité décroissante (eau, éthanol, éther diéthylique) est réalisée a chaud et sous
agitation continue.

= Pour cela, dans un ballon surmonté¢ d’un réfrigérant, en place 5 g de notre
matiere végétale séchée et broyée avec 50 ml du solvant utilisé. L’ensemble est porté
sous reflux pendant 30 minutes (Trease et Evans, 1987).

= Les extraits sont filtrés et stockés sous forme liquide a 4°C pour les analyses

ultérieures (tests phytochimiques).

2.1.2. Tests phytochimiques :
L’examen phytochimique est nécessaire pour identifier les grandes familles de composés

existants dans les deux parties de notre plante.

» Mise en évidence des saponosides :
Leurs présence est déterminée quantitativement par le calcul de I'indice de mousse. 1 ml d'eau
distillée est ajouté a 2 ml du décocté, bien agiter le tout pendant 2min. Aprés un repos de 15
min en position verticale, on mesure la hauteur de la mousse persistante en cm
(Dohou et coll., 2003).
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S'il n’y a pas de mousse : test —
Si la hauteur de la mousse est de 1 cm d’épaisseur : test faiblement positif (+)
Si la hauteur de la mousse est de 1 cm a 2 cm d’épaisseur : test positif (++)

Si la hauteur de la mousse est de plus de 2 cm d’épaisseur : test fortement positif (+++)

» Mise en évidence des alcaloides :
a. Pour extrait aqueux :
e 15ml de I’extrait aqueux sont mis dans un bécher auquel sont ajoutés de 'ammoniaque
"NH4OH" a 10% jusqu’a pH=S;
e La solution obtenue est extraite trois (03) fois avec 15ml de chloroforme (extraction
liquide/liquide) en utilisant une ampoule a décanter;

e La solution chloroformique est lavée trois (03) fois avec 2ml d’HCl a 10%.
La solution aqueuse de lavage est divisée en trois parties égales. La 1%° partie est considérée
comme témoin, la 2°™ partie est testée avec le réactif de Mayer et la 3°™ avec le réactif de
Wagner (Paris et Moyse, 1969). L’observation se fait selon la présence de turbidité ou

précipitation.

e S'il y'a présence d'une Iégere opacité le test est dit (+)
e Si on observe une turbidité ou non floculation le test est dit trés positif (++)

e S'il y'a une floculation ou un précipité lourd, le test est dit fortement positif (+++)

Le réactif de Mayer et le réactif de Wagner sont préparés comme suite :
> Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCl, dans 60ml d’eau distillée puis
S5g de KI dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume
total a 100 ml.
> Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de

I,. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec 1’eau distillée.

b. Pour les extraits éthanoiques et éther diéthylique :
A 2.5 ml de chaque extrait, on ajoute 1 ml de HCI (10%) (Solution A) et on met les tubes dans
un bain marie jusqu’a ébullition. On sépare ce mélange en 3 tubes, le 1% tube constitue le

2°™ tube contient 1ml de la solution A et quelques

témoin qui contient 1ml de la solution A, le
gouttes du réactif de Mayer, et le 3eme comporte 1ml de la solution A avec quelques gouttes

de réactif de Wagner.
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2eme

Si le test est positif, on a I’apparition d’une précipitation blanche dans le tube et brune dans

le 3°™ tube (Paris et Moyse, 1969).

» Mise en évidence des flavonoides :
2ml de I’extrait végétal sont traités avec quelques gouttes d’HCI 37%, et avec 0.5g de tournure
de magnésium Mg++. Le test positif est marqué par une apparition de couleur rose ou rouge qui
caractérise les flavonoides (Ciulel, 1982).

» Mise en évidence des composes réducteurs :
On ajoute 1 ml de I’extrait a 1 ml de solution Fehling et I’ensemble est porté a 70°C pendant
5 minutes. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’une couleur rouge brique

(Trease et Evans, 1987).

» Mise en évidence des coumarines :
5 ml de I’extrait est évaporé au bain marie. Au résidu sec, on ajoute 2 ml d’eau chaude. La
solution obtenue est divisée en deux parties égales dont :

= La premiére représente un témoin ;

= Alors que la deuxiéme est traitée avec 0.5 ml d'ammoniaque (NH,OH) a 10%.
L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et I’apparition d’une fluorescence intense
révele la présence de coumarines (Benmehdi, 2000).

» Mise en évidence des tannins :
A 2 ml de la solution a tester, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeCI3 a 1%. Un test
positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleu-noire (tannins galliques) ou bleu-verte

(tannins cathéchiques) (Karumi et coll., 2004).

2.1.3. Dosage des polyphenols totaux :
a- préparation de ’extrait pour le dosage :
L’extrait eau/méthanol (macération 48 heures et évaporation a sec) est solubilisé dans le

méthanol a une concentration de 1 g/l pour le dosage des polyphénols totaux.

b- dosage des polyphénols totaux :
+«» Principe :
La méthode utilisée est celle utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Ce dernier est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040). 11 est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de

tungsténe et de molybdéne. La coloration produite dont 1’absorption maximum est comprise
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entre 725 et 760 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits
végetaux (Boizot et charpentier, 2006).

% Mode opératoire :
Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par
Vermerius et Nicholson (2006).
0.1 ml de I’échantillon est mélangé avec 2 ml d’une solution de carbonate de
sodium & 2% ;
Agitation par vortex ;
Laisser reposer 5 minutes ;
Addition de 100 pl de réactif Folin Ciocalteu a 1N ;
Laisser reposer pendant 30 minutes a la température ambiante ;
La lecture est faite a 700 nm contre un 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 (0.1, 0.2, 0.3, 0.4,

0.5, 0.6,0.7, 0.8, 0.9, 1 mg/ml).

2.2. Etude de I'activité antiradicalaire:
2.2.1. Préparation des différents extraits a partir de feuilles et racines de
Fredolia aretioides:
Pour 1'évaluation de I’activité antiradicalaire, on a utilisé deux types d'extraits : bruts (aqueux et
eau/MeOH) et spécifiques (des tannins et des alcaloides) pour les deux parties de la plante
(feuilles et racines).

©a L’extrait brut aqueux

10 g de la matic¢re végétale sont mises en contact avec 50 ml d’eau distillée froide. L’ensemble
est laiss€ macérer durant 24 h sous agitation continue. L’opération est répétée 2 fois avec
renouvellement du solvant toutes les 24 heures. Les trois fractions sont réunies et filtrées puis
évaporées a sec dans une étuve a une température de 45°C. Le produit est récupéré sous forme

de solide de couleur marron.
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2 L’extrait brute eau/Méthanol :

Selon la méthode de Upson et coll. (1999) ; 1 g de la matiére vegétale séchée est placée dans
un récipient en verre couvert de 20 ml de méthanol aqueux 70% ; le tout est chauffé a 70°C
pendant 5 minutes (ce procédé tue le tissu végétal et empéche 1’oxydation ou I’hydrolyse
enzymatique) ; L échantillon est laissé macérer durant une nuit, et I’opération est répétée 3 fois
avec renouvellement du solvant.

Apres, filtration des fractions sur du papier filtre, elles sont réunies et évaporées a sec en

utilisant un rotavapeur a température 45-50°C (Figure N°6).

50g des feuilles et des racines / 250 ml du
solvant (eau/MeOH : 75/175 ml)

l

Chauffage a 70°C (5 min)

Macération 3 jours avec
renouvellement du solvant

l

Filtration et évaporation du
solvant

Figure N°6: Schéma de I’extraction eau/méthanol des parties aériennes

et racines de Fredolia aretioides

2 L’extrait des tannins :

L’extraction des tannins des feuilles et racines de la plante Fredolia aretioides, est réalisé selon
la méthode de Zhang et coll., 2008. Les broyats de la matiere végétal (2.5 g) ont été extraites
par 50 ml du mélange acétone/ED (35/15: V/V) durant trois jours a une T° ambiante. La
solution obtenue est filtrée et évaporée a 40°C par un rotavapeur type bouché R-200 pour
¢éliminer ’acétone, puis la phase aqueuse est lavée par le dichlorométhane afin d’éliminer les
pigments et les lipides. Aprés élimination de la phase organique, la phase aqueuse a été traitée
trois fois avec l’acétate d’éthyle (V/V). Les 3 phases organiques obtenues sont réunies et
évaporees a sec a 40°C par un rotavapeur. La phase aqueuse restante est traitée trois fois par le
n-butanol. Les phases n-butanol sont évaporées a sec, afin de récupérer I’extrait sous forme de

poudre (Figure N°7).
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50g des feuilles et
40g des racines

l

Macération 3 jours avec :
acétone/eau (35/15 : V/IV)

1

Filtration et Evaporation de
I’acétone

1

Extraction de la phase

aqueuse par ’acétate
d’éthyle (V/V) 1
La phase aqueuse La phase acétate
d’éthyle
Extraction par
le 1-butanol (V/V) x 2 1

La phase 1-butanol
Evaporation a sec (40°C),

‘ et récupération des

résidus secs

Evaporation a sec (40°C),
et récupération des

résidus secs

Figure N°7: Schéma de I’extraction des tanins des parties aériennes et

racines de Fredolia aretioides

£ L’extrait des Alcaloides :
L’extrait des alcaloides est obtenu par une extraction acide-basique comme celui décrit par
Longoni et coll., 1980 en apportant des modifications mineurs (Hughes et coll., 2005).
Les feuilles et les racines séchées et broyées sont immergées avec le méthanol pendant 5h dans
un soxhlet. L’extrait méthanolique est concentré dans un rotavapeur a 40°C et le résidu sec
obtenu est solubilisé dans 0.2N d’HCI et laissé sous agitation continue durant 16H suivie d’une

filtration.
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La solution obtenue est mélangé avec le chloroforme pour enlever les lipides et les pigments.
Ensuite, la phase aqueuse est basifiée avec I’hydroxyde d’ammonium jusqu’a pH = 11 et puis

traitée avec du chloroforme. La phase chloroformique est évaporée a sec et on récupére la

poudre. C'est I'extrait des alcaloides (Figure N°8).
Matiere végétale, séchée et broyée

+ MeOH, I’ensemble dans le
soxhlet pendant 5h

A 4

Filtration ——— Marc

Evaporation a sec

(40°C)
v
Le résidu concentré + HC1 =
agitation 16h
Filtration
Ajouter le chloroforme
La phase aqueuse La phase de chloroforme

+ Ammonium jusqu’a pH 11 , La phase chloroformique
= + chloroforme

Evaporation a sec (50°C) et
récupération de la fraction

alcaloides

Figure N°8: Schéma de I’extraction des alcaloides des parties aériennes et

racines de Fredolia aretioides

©2 Le rendement des extraits secs :
Nous pouvons determiner le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids de
I’extrait sec (poudre) en gramme, et le poids du matériel végétal utilis€ pour 1’extraction en

gramme ; selon I'équation suivante:
Rdt (%) = [(P1 - P2) / P3] x 100
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P1 : poids du ballon aprés évaporation ;
P2 : poids du ballon avant évaporation ;

P3 : poids de la matiére végétale initial.

2.2.2. Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power) :
< Principe:
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antiradicalaire. Cette technique a été
développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe**) présent
dans le complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe*). En effet le Fe** participe & la formation du
radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée
a 700 nm (Oyaizu, 1986). Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation

du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

0,

X Mise en ceuvre pratique:

Le protocole expérimental suivi est celui de Karagézler et coll., 2008.

Iml de I’échantillon a différentes concentrations (0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5 et 3 mg/ml) dilué
dans I’eau distillée est mélangé avec 2.5 ml d’une solution tampon phosphate (0.2M ; pH 6.6)
et 2.5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)g a 1%, puis on incube les
tubes a 50°C pendant 20 minutes.

. apres refroidissement des tubes a température ambiante, on ajoute 2.5ml d’acide

trichloracétique (TCA) a 10% pour stopper la réaction.

. Les tubes sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes.
. prélever 2.5ml du surnageant et ajouter 2.5ml d’eau distillée.
. on ajoute au mélange 500ul d’une solution de chlorure de fer (FeCl3, 6 H20) a 0.1%

fraichement préparée. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme contrdle positive dans cette expérience dans les mémes
conditions.

%+ Expression des résultats:

Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la majorite des
auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions des différentes
concentrations utilisées pour les différentes fractions des deux parties de la plante étudiée.
L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

fractions testées.




Matériel et Méthodes

2.2.3. Test de piégeage du radical libre DPPH:" (2,2-diphenyl 1-1picrylhydrazyl) :
% Principe:
Le DPPH (2,2-Diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 517nm. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPH" est réduit et
change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH", qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de
I’échantillon (figure N°9) (Parejo et coll., 2003).

NO, NO,
o H
02N Ne=N OZN N—N
NO, NO,
DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle (non

(radical libre) radical)

Figure N°9: Forme libre et réduit de DPPH
(Molyneux, 2004).

% Mise en ceuvre pratique:
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a pieger le radical DPPH.
L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Sanchez-Moreno et coll., 1998.
Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1,95 ml de la
solution méthanolique du DPPH (0.025¢/l) fraichement préparée. En ce qui concerne le
contréle négatif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1,95
ml d’une solution méthanolique de DPPH.
Apres incubation a I’obscurit¢ pendant 30 min et a température ambiante la lecture des
absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre, contre un blanc pour
chaque concentration qui contient 50 pl de chaque concentration de I’extrait et 1,95 ml du

méthanol.
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% Expression des résultats:
= Calcul des pourcentages d’inhibitions :

Nous déterminons ainsi les pourcentages d’inhibition grace a la formule suivante :

1% = [(Ac — At)/Ac] x 100

Ac : Absorbance du controle

At : Absorbance du test effectué

= Calcul des concentrations 50 " 1Cso™ :
IC50 (aussi appelée EC50 pour Efficient concentration 50), permet de calculer la concentration
de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH. Elle est calculée
graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des fractions utilisées en utilisant le logiciel Sigma-plot.
[(Bertoncelj et coll.,, 2007); (Marxen et coll., 2007); (Scherer et Godoy, 2009) ;
(Fabri et coll., 2009)].
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1. Etude phytochimique :

1.1. Les tests phytochimiques :
Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composes existantes
dans la partie étudiée de la plante par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces
réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs
specifiques a chaque famille de composés.
Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les deux parties (feuilles et racines) de la
plante étudiée "Fredolia aretioides™ épuisées par 1’eau, 1’éthanol ou I'éther diéthylique sont
regroupés dans le tableau 1.
Dans les feuilles et les racines de cette plante, la recherche des alcaloides, des tannins,
des composés réducteurs et des saponosides s'est montrée positive.
L'extrait polaire aqueux des racines montre une présence des flavonoides plus importante que
les extraits apolaires, ceci peut étre attribué a la différence du degré de polarité des
flavonoides dont les flavonoides polaires représentent la fraction la plus élevee.
Les tannins sont présents avec une intensité importante dans les deux extraits : aqueux et
éthanolique. Leur présence est confirmée par une réaction positive avec la solution de
chlorure de fer (FeCls) en donnant une coloration bleu noire dans les feuilles et les racines. Il
s’agit donc des tannins galliques.
Les saponosides sont fortement présents, dans chaque partie de la plante avec une formation
de mousse dans les tubes dépassant les 3cm de hauteur.
L’apparition d’une fluorescence sous une lumiére UV indique la présence des coumarines
uniquement dans les racines de Fredolia aretioides mais a une faible intensité.
La présence des alcaloides a été plus importante dans les racines par rapport aux feuilles. Elle
a été confirmée par une précipitation brune au contact avec le réactif de Wagner.
On remarque aussi la présence des composés réducteurs avec une faible intensité dans les
deux parties de Fredolia aretioides.
L’utilisation de différents solvants a polarité différente permet de séparer des composés selon
leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. Cette méthode d’extraction menée sous
agitation continue et a courte durée, permet d’extraire le maximum des composants bioactifs

et de prevenir leur dénaturation ou modification probable (Hagermann et coll., 2000).
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Tableau N°1 : Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques

recherchés dans les différents extraits de Fredolia aretioides :

L’extrait aqueux L’extrait éthanolique L’extrait éther

Classes recherchees diéthylique
Feuilles Racines Feuilles Racines Feuilles Racines

Alcaloides - - ++ ++ - ++
Flavonoides - + - - - -
Tannins ++ ++ ++ ++ + +
Coumarines - - + - + -
Saponosides +++ +++ - - - -
Composés réducteurs + + i i i i

Reéaction fortement positive : +++

Reéaction faiblement positive : +

Réaction moyennement positive : ++

Reaction négative : -
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1.2. Dosage des polyphénols totaux :

L’estimation quantitative des polyphénols totaux a été réalisée en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu et I’acide gallique a été utilisé comme standard (L.i et coll., 2007).
En se basant sur les valeurs d'absorbance des deux solutions d'extraits, ayant réagis avec le
réactif de Folin Ciocalteu et comparées a la solution étalon en équivalence d’acide gallique,
les résultats de I'analyse colorimétrique des composés phénoliques totaux sont représentés sur
la figure N° 10 et 11.
Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 grammes de la
matiere végétale seche (mg GAE/g), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique.
Dans les deux parties de la plante étudiée, nous avons remarqué une variabilité des teneurs
en polyphénols, la partie avec la teneur la plus haute est celle des racines
de l'ordre de 971,05+0,83 mg GAE/g suivi par les feuilles avec une teneur de
764,54+0,55 mg GAE/qg.
Ces résultats refletent les données représentées dans la figure N°20 ou nous avons enregistré
des rendements plut6t élevés des extraits bruts ce qui prouve la richesse de chaque partie de la
plante en polyphénols a savoir les tanins.
Une étude faite par Rached et coll., (2010) montre que la teneur des phénols totaux
dans les racines de Fredolia aretioides est de I’ordre de 110,92+6.34 mg GAE/g avec une
teneur négative dans les feuilles. Ce taux est nettement inférieur a nos résultats qui sont
tres élevés dans les deux parties de la plante. Ceci peut étre due a la période de récolte qui a
été faite pendant le mois de Juin pour les études de Rached et son équipe (2010), et qui est
différente de la période de récolte de notre plante (décembre 2011).
Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a une autre,
cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

= Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,

agressions et maladies...etc. (Ebrahimi et coll., 2008).
= Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante (Miliauskas et coll., 2004).
» La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et coll., 2003).
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Figure N°10 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure N°11 : Teneurs en polyphénols totaux pour les deux parties de la plante étudiée.
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2. Etude de I'activité antioxydante :

2.1. Les rendements en extraits secs :
Les extractions des différents composés les plus abondants dans notre plante nous ont permis
de calculer le rendement de chaque extrait notamment les extraits bruts aqueux, eau/méthanol,
tannins (fraction acétate d’éthyle et 1-butanol) et les alcaloides. Le rendement, qui a été
déterminé par rapport a 100 g de matiere végétale séche et broyée est exprimeé en pourcentage.
Les résultats obtenus sont montré dans le tableau N°2.
Les résultats obtenus pour les extraits bruts, montrent que le rendement le plus élevé a été
obtenu dans I’extrait brut aqueux des racines de Fredolia aretioides (38.87%) suivi de
I’extrait brut eau/méthanol de la méme partie (13.70%), extrait aqueux feuilles (8.31%) et
I’extrait eau/méthanol des feuilles (7.53%). On peut déduire que la partie racines est plus
riche en composés chimiques (tanins, alcaloides,...) que la partie aérienne.
Nous avons observé aussi que le rendement trouvé dans I’extraction des alcaloides est
important dans les racines (2.39%) suivi des feuilles (1.63%).
De méme, la fraction 1-butanol des racines dans 1’extraction des tannins a donné un meilleur
rendement par rapport a 1’autre partie de la plante. Les résultats obtenus de chaque partie sont
donnés par ordre décroissant suivant : racine > feuille qui sont de 1’ordre de 5.09 et 2.27 %
respectivement dans la fraction acétate d’éthyle, et 10.30 ; 2.38 % respectivement dans la
fraction 1-butanol.
Les différents rendements illustrés dans la figure N°12 viennent confirmer les intensités des
résultats des tests phytochimiques et nous pouvons dire que 1’extrait brut des racines est

essentiellement constitué en polyphénols.
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Tableau N°2 : Les rendements en extraits obtenus pour les deux parties de la plante

Les extraits

Les solvants utilisés

Les rendements (%)

Feuilles Racines

Extrait brut Eau 8.316 38.875
Extrait brut Eau/Méthanol 7.536 13.70
Tannin : fraction
acétate d’éthyle Acétate d’éthyle 2.2736 5.096
Tannin : fraction
1-butanol 1-butanol 2.3832 10.30625
Alcaloides Chloroforme 1.6304 2.395
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Figure N°12 : Rendements en extraits obtenus a partir des deux parties de la plante.

exbAF : extrait brut aqueux feuille

exbAR : extrait brut aqueux racine

exbMeOHF : extrait brut
eau/MeOH feuille

exbMeOHR : extrait brut eau/MeOH

racine

exsTBF : fraction butanolique feuille

feuille

racine

exsTBR : fraction butanolique racine  exsAR : alcaloide racine

exsAF : alcaloide feuille

exsTAF: fraction acétate d’éthyle

exsTAR : fraction acétate d’éthyle
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2.2. Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power) :
C’est une méthode de mesure de la capacité des substances de nos extraits a réduire le fer
ferrique Fe** en fer ferreux Fe®*. C’est une technique rapide, facile et reproductible
(Karagozler et coll., 2008).
La capacité réductrice d’'un composé peut servir comme un indicateur significatif de son
activité antioxydante potentielle (Yang et coll., 2008).
Des travaux antérieurs ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités
antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques plantes
(Yildirim et coll., 2001).
Dans notre travail, nous avons testé par la méthode de FRAP différents extraits de chaque
partie de la plante (feuilles et racines), et les résultats obtenus nous ont permis de tracer des
courbes pour chaque extrait. On remarque que la capacité de réduction du fer est
proportionnelle ~a  l’augmentation de la  concentration des  échantillons
[(Ozturk et coll., 2007) ; (Su et coll., 2008) ; (Liuk et coll., 2009)].
Tous nos extraits des deux parties de la plante présentent des activités antioxydantes
nettement inférieures que celles de la référence (acide ascorbique), pour ce dernier la

réduction est presque totale a partir d’'une concentration de 0.75 mg/ml.

©3 L’extrait brut aqueux :

Nous remarquons que la partie racine d’extrait brut aqueux a présenté une grande activité
pour réduire le fer avec une densité optique maximale de 1.18 a une concentration de 3 mg/ml
par rapport aux feuilles qui ont présentés une DO de l'ordre de 0.32 pour la méme
concentration. Mais I’activité des deux parties est nettement inférieure a celle de I’acide

ascorbique qui présente une DO de 3.58 & la concentration de 0.75 mg/ml (Figure N°13).

L2 L'extrait brut eau/méthanol:
Les résultats regroupés sur la figure N°14, montrent que les deux parties de la plante étudiée
ont des DO plus ou moins proches, avec une activité légérement supérieure pour les feuilles
qui présentent une DO de 0.64 par rapport aux racines qui ont une DO de 0.24 pour la méme

concentration de 3 mg/ml.
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Figure N°13 : Pouvoir réducteur de I’extrait brut aqueux et de 1’acide ascorbique par la méthode

de FRAP.
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Figure N°14 : Pouvoir réducteur de I’extrait brut eau/méthanol et de 1’acide ascorbique

par la méthode de FRAP.
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2 L’extrait des alcaloides :

Les résultats de 1’activité antioxydante de 1’extrait des alcaloides illustrés sur la figure N°15,
montrent que les alcaloides de la partie racine ont une capacité a réduire le fer nettement
supérieure a celle des feuilles, avec une DO de 1.18 pour la racine a une concentration de 3
mg/ml par rapport aux feuilles qui ont une trés faible activité avec une DO de 0.10 pour la

méme concentration.

va L’extrait des tannins : la fraction acétate d’éthyle :

Les résultats représentés sur la figure N°16, montrent que la fraction acétate d’éthyle des
feuilles est plus importante que les racines qui ont une DO de 1.20 pour une concentration de
3 mg/ml de I’échantillon a l'inverse des racines qui présentant une faible DO pour la méme

concentration.

va L’extrait des tannins : la fraction 1-butanol :
Nous remarquons que les DO de I’extrait des tannins dans la fraction 1-butanol, de chaque
partie de Fredolia aretioides sont inférieurs a celles de I’acide ascorbique qui a une DO de
4.05 a une concentration de 3 mg/ml. On constate que les extraits des tanins des feuilles et des
racines ont des capacités a réduire le fer presque similaire et augmentent avec la méme allure
(Figure N°17).

Afin de comparer I’activité antioxydante des extraits des deux parties de la plante par cette
méthode, nous avons choisi la concentration de 2 mg/ml de chaque échantillon. Les résultats

obtenus sont présentés sous forme d’histogrammes dans la figure 18.
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Figure N°15 : Pouvoir réducteur de I’extrait des alcaloides et de 1’acide ascorbique par

la méthode de FRAP.
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Figure N°16 : Pouvoir réducteur de I’extrait des tannins dans la fraction acétate d’éthyle et de

I’acide ascorbique par la méthode de FRAP.
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Figure N°17 : Pouvoir réducteur de I’extrait des tannins dans la fraction 1-butanol et de I’acide

ascorbique par la méthode de FRAP
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Figure N°18 : Histogramme des DO des extraits étudiés par FRAP en fonction de différentes

concentrations.
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Les résultats obtenus montrent que la capacité de notre extrait a réduire le fer inférieure a
celle de I’acide ascorbique pour les deux parties, mais elle est variable entre les deux parties
de la plante étudiée. Cette réduction est beaucoup plus importante dans 1’extrait des alcaloides
de la racine (DO= 0.892) qui est largement supérieure a I’extrait des feuilles, mais presque
¢gale a celle de I’extrait brut aqueux des racines (DO= 0.891) et a celle de I’extrait des tannins
dans la fraction acétate d’éthyle des feuilles (DO= 0.887). Nous pouvons déduire que tous les
extraits de Fredolia aretioides ont la capacité a réduire le fer mais elle reste toujours
inférieure a celle de I’acide ascorbique (DO= 3.700).

Si on classe nos extraits selon la puissance de réduction de fer par rapport a l'acide

ascorbique, on obtiendra I’ordre suivant: 1’acide ascorbique > alcaloides —racines > aqueux —
racines > tannins —fraction acétate d’éthyle —feuilles > tannins —fraction 1-butanol
—feuilles > brut méthanol —feuilles > tannins —fraction 1-butanol —racines > tannins —fraction

acétate d’éthyle —racines > brut aqueux —feuilles > brut méthanol —racines > alcaloides —

feuilles.
2.3. Piégeage du radical libre DPPH' (2,2-diphenyl 1-1picrylhydrazyl):

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation
(Rice-Evans et coll., 1995). De nombreuses méthodes sont utilisées actuellement pour
évaluer cette activité. Le radical DPPH' a été largement utilisé pour 1’étude de 1’activité
antiradicalaire des différents extraits végétaux (Sanchez-Moreno, 2002).

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut 1’'un des premiers radicaux libres
utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques
[(Blois, 1958) ; (Brand-Williams et coll., 1995)]. Il posséde un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote. La réduction de ce radical s’accompagne par son passage de la
couleur violette caractéristique de la solution de DPPH" a la couleur jaune mesurable par
spectrophotométrie a 514-518 nm (Figure N°27).

La mesure de I’absorbance (ou densité optique DO) a été effectuée par spectrophotométrie a
514 nm. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en
utilisant la formule donnée dans la partie matériel et methodes. Les valeurs obtenues ont
permis de tracer des courbes représentées dans les Figures [28-33], qui représentent la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de nos extraits. Nous

avons déterminé graphiquement la concentration correspondante a 50 % d’inhibition (IC50).
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©3 L’extrait brut aqueux :
L’extrait brut aqueux des feuilles a montré une capacité de piégeage du radical libre DPPH
trés importante par rapport a 1’extrait brut aqueux des racines. Ceci est montré par 1’allure des
graphes qui correspond a une courbe exponentielle avec la présence d’une phase stationnaire
qui définit la réduction presque totale du radical DPPH en sa forme non radicalaire.
Cet extrait a présenté a une tres faible concentration des pourcentages d’inhibition importants.
A une concentration de 1 mg/ml le pourcentage d’inhibition est de 1’ordre de 64.34 % par
rapport a 1’extrait brut des racines qui est de ’ordre de 34.04 % (Figure N°19).

©2 L’extrait brut eau/méthanol :
L’extrait brut eau/méthanol des racines a montré une activité antiradicalaire plus importante que
I’extrait eau/méthanol des feuilles, qui est de 1’ordre de 87.24 % a une concentration de 2 mg/ml
tandis que celle des racines a donner une inhibition de I’ordre de 69.45% pour la méme
concentration, mais ces données restent toujours inférieures a celles de I’acide ascorbique
(Figure N°20).

ta L'extrait des alcaloides:
L’extrait de la famille des alcaloides des racines a donné des pourcentages d’inhibition du
radical libre DPPH tres importants par rapport a ceux des feuilles, qui ont montré des faibles
pourcentages de neutralisation du radical DPPH (55.76 % pour 2mg/ml). Par contre, les
racines ont donné un pourcentage d’inhibition élevé pour la méme concentration (92.93 %
pour 2 mg/ml) (Figure N°21).

va L'extrait des tannins: fraction acétate d'éthyle:
Pour les fractions acétate d’éthyle des tannins, le meilleur résultat obtenu est celui des extraits de
feuilles, qui ont donné un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 83.25 % a une concentration de
1.49 mg/ml et qui reste inférieure a 1’acide ascorbique. Ceci est montré par I’allure du graphe qui
trace une courbe exponentielle avec la présence d’une phase stationnaire, qui définit la réduction
presque totale du radical DPPH-. En ce qui concerne les fractions acétate d’éthyle des racines nous
constatons une faible activité qui est largement inférieure a la fraction des feuilles et de I’acide
ascorbique (Figure N°22).

ta L’extrait des tannins : fraction 1-butanol :
Pour la fraction 1-butanol, les extraits des deux parties ont donné une activité presque

similaire. Nous remarquons que pour une concentration de 2 mg/ml, le pourcentage
d’inhibition est de I’ordre de 57.74 % et 52.74 % pour les tannins des feuilles et racines
respectivement. Ce qui montre que les tannins dans la fraction 1-butanol de notre plante
étudiée ont une zone de concentrations avec un piégeage total du radical libre au-dela de la

concentration de 2mg/ml de I’extrait (Figure N°23).
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Figure N°19 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH" en fonction des différentes concentrations

utilisées pour les extraits brut aqueux des deux parties étudiées de Fredolia aretioides.
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Figure N°20 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH" en fonction des différentes concentrations

utilisées pour les extraits brut eau/méthanol de deux parties étudiées de Fredolia aretioides.
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Figure N°21 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH" en fonction des différentes concentrations

utilisées pour les extraits des alcaloides des deux parties étudiées de Fredolia aretioides.
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Figure N°22 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH' en fonction des différentes concentration

utilisées pour la fraction acétate d’éthyle de deux parties étudiées de Fredolia aretioides.
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Figure N°23 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH- en fonction des différentes concentrations

utilisées pour la fraction 1-butanol des deux parties étudiées de Fredolia aretioides.
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Figure N°24 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH" en fonction des différentes

concentrations utilisées de I’acide ascorbique.
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2.4. Calcul des concentrations inhibitrices a 50% :

La capacité antioxydante de nos différents extraits a été déterminée a partir des IC50. C’est la
concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. L’IC50 et Pactivité
antioxydante de 1’extrait testé sont inversement proportionnels (Prakash et coll., 2007).

Les valeurs des IC50 trouvées pour tous les extraits testés sont représentées dans
le tableau N°3 et dans la figure N°25 sous forme d’histogrammes.

La valeur d’IC50 de I’acide ascorbique que nous avons trouvé (0.08 mg/ml) est proche de
celle trouvée par Rached et coll., (2010) qui est de I’ordre de 0.07mg/ml.

En comparant les IC50 des différents extraits testés des deux parties de Fredolia aretioides
par rapport a celle de I’acide ascorbique, nous remarquons que I’activité antiradicalaire de
tous nos extraits est inférieure a la capacité du piégeage du radical DPPH® de la substance de
référence. Cette capacité est plus importante dans [’extrait brut aqueux des feuilles
(0.37+ 0.388), comme elle en est de méme pour les alcaloides des racines et la fraction
acétate d’éthyle des feuilles qui représentent une activité antioxydante presque similaire, et
intéressante par rapport au contréle positif. On remarque aussi, pour le reste des extraits des
deux parties étudiées, une activité similaire entre elles avec un 1C50 toujours supérieur ou
égale a 1.

Il est évident que la forte activité des extraits aqueux est attribuée a sa richesse aux composés
phénoliques, qui possede la plus forte teneur en molécules dosées (polyphénols, flavonoides et
tannins). Une étude faite par Kang et Coll. (2003) a suggéré que les molécules polaires

présentes dans les extraits végétaux contribuent a 1’augmentation de 1’activité antiradicalaire
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Tableau N°3 : Valeurs des IC50 trouvées pour les extraits des deux parties de la plante.

L’extrait / IC50 Feuilles (mg/ml) (Racines mg/ml)
Aqueux 0.37 £ 0.388 1.81+0.841
Eau/MeOH 1.69 £ 0.490 1.06 + 0.839
Alcaloides 0.99 + 0.159 0.54 £0.794
Tannins — 1-Butanol 1.46 + 0.968 1.90 +0.978
Tannins —acétate d’éthyle 0.53 +0.749 1.61+0.577
Ac ascorbique 0.08 £ 0.839
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Figure N°25 : Histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 50 des différents

extraits en mg/ml

exbA - Extrait brut aqueux exsTB : extrait des tannins- fraction 1-butanol
exbMeOH : Extrait brut eau/méthanol exsTAE : extrait des tannins- fraction acétate d’éthyle
exsA . Extrait des alcaloides
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D’ apres I’histogramme illustré dans la figure 34, nous pouvons classer les extraits par ordre
de réactivité décroissante : I’acide ascorbique > extrait brut aqueux- feuilles > tannins-fraction
acétate d’éthyle- feuilles > extrait des alcaloides- racines > extrait des alcaloides- feuilles >
extrait brut eau/méthanol- racines > tanins- fraction 1-butanol- feuilles > tanins- fraction
acétate d’éthyle- racines > extrait brut eau/méthanol- feuilles > extrait brut aqueux- racines >
tannins- 1-butanol- racines.

Le classement des extraits selon la méthode du piégeage du radical DPPH- est différent du
classement obtenu par la méthode de réduction du fer.

En général, les activités de nos extraits présentent des résultats intéressants, sauf 1’extrait brut
aqueux des feuilles qui présente une grande activité, ceci suggere que cette partie de notre
plante est riche en composants phénoliques qui sont responsables de I’activité antioxydant
selon de nombreuses études [(Virgili et coll., 2001) ; (Khady et coll., 2009)]. Les autres
extraits, présentent une activité inférieure a l'extrait aqueux, malgré que le contenu en
composés phénoliques est important, cela est due généralement a la synergie entre les
différents composeés antioxydants existants (Attou, 2011).

En comparant nos résultats avec ceux d'une autre espece de la méme famille des
chénopodiacées : Atriplex halimus (une espéce majeure de cette famille, aussi trouvée dans le
Sahara algérien) on trouve que I’IC50 de I’extrait méthanolique des feuilles est de 1’ordre de
455 £ 0.79 mg/ml et celui des racines est de 3.24 £ 0.23 mg/ml, qui sont des valeurs
supeérieures a nos extraits et qui présentent donc une faible activite par rapport aux notres.
L’extrait des alcaloides des deux parties d' Atriplex halimus a montré une faible capacité de
piégeage du radicale libre DPPH- par rapport a nos extraits d'alcaloides. Ceci est montré par
les IC50 de cette plante qui sont 6.71 +0.44 mg/ml et 9.06 +0.45 mg/ml des feuilles et des
racines respectivement, par contre les IC50 de Fredolia aretioides de I’extrait des alcaloides
est de I’ordre de 0.99 + 0.159 mg/ml pour les feuilles et 0.54 = 0.794 mg/ml pour les racines
(Benhammou et coll., 2009).
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Conclusion et perspectives

Dans I’industrie pharmaceutique, sachant que les antioxydants contribuent de manicre
significative a la prévention des maladies, le développement de nouvelles méthodologies de
synthese et la préparation de molécules a usage thérapeutique constituent un objectif majeur et
une préoccupation permanente pour de nombreux chercheurs.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique et a 1'évaluation du
pouvoir antiradicalaire de différents extraits de Fredolia aretioides récoltée de la région
de Béchar.

Le screening phytochimique réalisé par des réactions de caractérisation, a révelé la richesse
de notre plante en alcaloides, tanins et saponines dans les deux parties, avec une faible
présence des autres composés secondaires tels que les coumarines, les flavonoides et les
composés réducteurs.

Les extractions des différents composés secondaires les plus abondants dans notre
plante, nous ont permis de calculer le rendement de chaque extrait notamment les extraits
bruts aqueux et eau/méthanolique, les tannins (fraction acétate d’éthyle et 1-butanol) et les
alcaloides des feuilles et des racines. Au cours des extractions, le rendement le plus important
a été obtenu avec 1’extrait brut aqueux des racines (38.87%).

L’analyse quantitative des extraits de Fredolia aretioides est représentée par un dosage
spectral des phénols totaux qui varie dans les deux parties de la plante. La teneur la plus
élevée en polyphénols est retrouvée dans les racines (971.05 + 0.83 mg GAE/g) suivie par
les feuilles avec une teneur de 764.54 + 0.55 mg GAE/qg.

Ces resultats importants mettent en évidence la richesse de chaque partie de la plante
en métabolites secondaires.

Concernant I’activité antiradicalaire, nous avons étudié le pouvoir antiradicalaire de tous les
extraits des différentes parties de la plante en utilisant la technique de piégeage de radical
DPPH*® et la réduction de fer, afin de localiser la fraction qui représente I’activité la
plus élevée. L'étude de l'activité antiradicalaire varie d'un extrait a un autre, avec des 1C50
inférieures & 2 mg/ml.

L’évaluation de I’activité antiradicalaire par la méthode de FRAP a montré que tous les
extraits de la plante étudiée ont la capacité de réduire le fer. La meilleure activité
antiradicalaire est obtenue pour I’extrait des alcaloides et 1’extrait brut aqueux des racines.
Cette activité reste nettement inférieure a celle de I’acide ascorbique.

Par ailleurs, pour le piégeage du radical libre DPPH®, les IC50 des différents extraits testés
de Fredolia aretioides sont tous inferieurs a celles de 1’acide ascorbique

(IC50 = 0,08 mg/ml). En effet, une activité antiradicalaire tres intéressante est obtenue pour
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I’extrait brut aqueux des feuilles (IC50 = 0,37 mg/ml), I’extrait des tannins de la fraction
acétate d’éthyle des feuilles ainsi que les alcaloides des racines et des feuilles. L’évaluation du
pouvoir antiradicalaire par la méthode de DPPH*® a confirmé les propriétés puissantes que
possédent les polyphénols a piéger les radicaux libres.

Il ressort de cette étude que les résultats obtenus in-vitro constituent une premiére étape dans
la recherche de substances naturelles biologiquement actives. Il serait toutefois intéressant
d’approfondir les investigations phytochimiques et biologiques de cette plante afin d’isoler
les molécules responsables des activités observées, ce qui permettra d’élargir 1’arsenal
thérapeutique des médicaments a base de plantes. Ces produits ont I’avantage d’avoir un
faible colt pour des populations a faible pouvoir économique et qui, de surcroit, sont

tres sensible a la valorisation de sa médecine traditionnelle.
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Résumé
Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’étude de molécules antiradicalaires d’origine naturelle.
Notre travail vise a faire une étude phytochimique et a évaluer Iactivité antiradicalaire des extraits des deux parties de
Fredolia aretioides Feuilles-tiges et fruits.
Les tests phytochimiques réalisés ont permis de mettre en évidence des alcaloides, des tanins et des saponines dans les deux
parties de la plante avec une faible présence des flavonoides dans les racines et les coumarines dans les feuilles.
La teneur en phénols totaux est variable entre les deux parties. L’extrait brut des racines a présenté la teneur la plus élevé
avec 971.05 mg GAE/qg.
Lactivité antiradicalaire des différents extraits a été évaluée par deux méthodes ; la réduction du fer et le piégeage du radical
libre DPPH.
La capacité de réduction de fer est remarquable dans ’extrait des alcaloides des feuilles mais elle reste inférieure a la capacité
de I’acide ascorbique.
La capacité de piégeage du radical libre DPPH était importante dans 1’extrait brut aqueux des feuilles (IC50 =0.37 mg/ml) et
qui est supérieure a la capacité du piégeage du radical DPPH- de I’acide ascorbique dont 1’IC50 = 0.12 mg/ml.
Mosts clés : Fredolia aretioides, étude phytochimique, alcaloides, tanins, saponines, activité antiradicalaire, FRAP et DPPH.

Abstract
Most of interest of current research relates to study the natural antioxidant molecules.
Our work aim is to study a phytochemical and antiradical activity of Fredolia aretioides Leaves-stems and routes.
The phytochemical tests realized can be to highlight the alkaloids, tannins, saponins in the two parts of the plant as well as
the presence of the flavonoids just in the routes and the coumarins just in the leaves.
The total phenol content was varied inter the two part of the plant. Routes extract presented higher total phenol contents with
971.05 mg GAE/g than leaves with 764.54 mg GAE/qg.
The antiradical’s activities were evaluated using different extracts including: reducing power and free radical scavenging
activity. The capacity of reducing power was important in alkaloids of routes but it’s under the ascorbic acid power.
Aqua extract of leaves presented an interesting antiradical activity (IC50 = 0.37 mg/ml) which was lower than the capacity of
DPPH free radical scavenging of ascorbic acid (IC50 = 0.08 mg/ml).
Key words : Fredolia aretioides, phytochemical study, alkaloids, tannins,
Saponins, antioxidant activity, FRAP and DPPH.



