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Résumeé

Les plantes médicinales riches en métabolites secondaires représentent une source importante
d’antioxydants naturels capables de limiter les dommages oxydatifs. Dans ce contexte, cette
étude a porté sur I’évaluation de la composition phytochimique et de ’activité antioxydante
des extraits aqueux d’Ephedra alata préparé par trois méthodes d’extraction (infusion, reflux
et maceération).

Les résultats ont montré que 1’extrait obtenu par infusion présente le rendement d’extraction
le plus élevé de ’ordre de 34,5 %, tandis que les extraits obtenus par reflux et macération
présentent le méme rendement de 24,5 %. L’analyse phytochimique a révélé une forte
présence d’alcaloides et de composés réducteurs dans tous les extraits, ainsi que la présence
de tanins et de terpenoides.

Le dosage des composés phénoliques a montré que I’extrait obtenu par reflux possede la
teneur la plus élevée en polyphénols totaux de I’ordre 238,09 + 9,33 mg EAG/gE. Concernant
les flavonoides, 1’extrait préparé par infusion présente la teneur la plus élevée de ’ordre de
41,80 + 7,24 mg EQC/gE. Ce méme extrait présente la teneur la plus élevée en tanins
condensés de 482,83+ 89,78 mg EQC/gE.

L’évaluation de I’activité antioxydante par les méthodes DPPH et FRAP a révélé une
importante activité antioxydante des différents extraits, liée principalement a leur richesse en
composés phénoliques. L’extrait préparé sous reflux a présenté la meilleure activité
antioxydante vis-a-vis du radical DPPH (ICs50=0,66 mg/mL) et la réduction du fer
(EC50=20,72 mg/mL). Comparativement aux standards utilisés, 1’acide ascorbique et le BHA
présentent une tres puissante activité (1Cs5=0,106 mg/mL et ECs=1,85 mg/mL,
respectivement).

Cette étude confirme le potentiel antioxydant d’Ephedra alata et met en évidence I’influence
de la méthode d’extraction sur la composition phytochimique et 1’activité biologique des
extraits.

Mots-clés : Stress oxydatif, Ephedra alata, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante,
DPPH, FRAP.



Abstract

Medicinal plants rich in secondary metabolites represent an important source of natural
antioxidants capable of limiting oxidative damage. In this context, the present study focused
on evaluating the phytochemical composition and antioxidant activity of aqueous extracts of

Ephedra alata prepared using three extraction methods: infusion, reflux, and maceration.

The results showed that the infusion extract exhibited the highest extraction yield, reaching
34.5%, whereas the reflux and maceration extracts showed the same yield of 24.5%.
Phytochemical screening revealed a strong presence of alkaloids and reducing compounds in

all extracts, as well as the presence of tannins and terpenoids.

The determination of phenolic compounds showed that the reflux extract possessed the
highest total polyphenol content, reaching 238.09 + 9.33 mg GAE/gE. Regarding flavonoids,
the infusion extract exhibited the highest content, amounting to 41.80 + 7.24 mg CE/gE. The
same extract also showed the highest condensed tannin content, with a value of 482.83 +
89.78 mg CE/gE.

The evaluation of antioxidant activity using the DPPH and FRAP assays revealed significant
antioxidant potential in all extracts, mainly associated with their richness in phenolic
compounds. The reflux extract demonstrated the strongest antioxidant activity against the
DPPH radical (ICso = 0.66 mg/mL) and ferric reducing power (ECso = 20.72 mg/mL). In
comparison, the reference standards, ascorbic acid and BHA, exhibited very strong activities
(1Cs0 = 0.106 mg/mL and ECsq = 1.85 mg/mL, respectively).

This study confirms the antioxidant potential of Ephedra alata and highlights the influence of
the extraction method on the phytochemical composition and biological activity of the

extracts.

Keywords: Oxidative stress, Ephedra alata, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity,
DPPH, FRAP.
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Introduction




Introduction

Le stress oxydatif représente aujourd’hui 1’'un des principaux mécanismes
impliqués dans le développement de nombreuses pathologies chroniques et dégénératives. Il
résulte d’un déséquilibre entre la production excessive des especes réactives de I’oxygene
(ROS) et les systemes de défense antioxydants de 1’organisme. Lorsque ce déséquilibre
persiste, les ROS provoquent des altérations des lipides membranaires, des protéines et de
I’ADN, favorisant ainsi le vieillissement cellulaire et [D’apparition de maladies
cardiovasculaires, neurodégenératives, inflammatoires et cancereuses (Betteridge, 2000 ;
Halliwell et Gutteridge, 2015).

Face a ces effets néfastes, les antioxydants jouent un réle essentiel dans la protection des
cellules contre les dommages oxydatifs. Bien que ’organisme posséde des systemes de
défense enzymatiques et non enzymatiques, ceux-ci peuvent devenir insuffisants lors d’une
production importante de radicaux libres. Dans ce contexte, les composés naturels d’origine
vegétale suscitent un intérét croissant grace a leur richesse en métabolites secondaires
bioactifs, notamment les polyphénols, les flavonoides, les tanins et certains alcaloides,
reconnus pour leurs propriétés antioxydantes importantes (Panche et al., 2016 ; Shahidi et
Ambigaipalan, 2015).

Les plantes médicinales constituent ainsi une source prometteuse de molécules naturelles
capables de neutraliser les radicaux libres et de prévenir les effets du stress oxydatif. Parmi
ces plantes, Ephedra alata occupe une place particuliéere en raison de son utilisation
traditionnelle dans plusieurs régions arides d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient. Cette
espece appartenant a la famille des Ephedraceae est adaptée aux conditions climatiques
extrémes et possede une richesse remarquable en métabolites secondaires, tels que les
alcaloides, les composés phénoliques et les flavonoides (Hibi et al., 2022). Plusieurs travaux
récents ont rapporté que les extraits d’Ephedra alata présentent diverses activités biologiques,
notamment antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires, ce qui renforce son intérét

dans le domaine biomédical et pharmaceutique (Benarba et al., 2025 ; Wink, 2015).

L’activité biologique des extraits végétaux dépend fortement de la méthode d’extraction
utilisée, celle-ci influencant la nature et la quantité des composés bioactifs extraits. Les
méthodes d’extraction telles que 1’infusion, la macération et le reflux sont largement utilisées
en phytothérapie et en recherche scientifique pour I’extraction des substances hydrosolubles.

Ces techniques peuvent entrainer des variations importantes des rendements d’extraction ainsi
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que des teneurs en composés phénoliques et en flavonoides, influencant directement le

potentiel antioxydant des extraits obtenus (Azmir et al., 2013).

Dans ce contexte, le présent travail s’intéresse a I’étude phytochimique et a 1’évaluation de
I’activité antioxydante des extraits aqueux d’Ephedra alata obtenus par différentes méthodes
d’extraction. Cette étude vise principalement a comparer les rendements d’extraction, a
caractériser les principaux groupes de métabolites secondaires présents dans les extraits, a
quantifier les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins condenses, puis a évaluer le
pouvoir antioxydant a 1’aide des méthodes DPPH et FRAP. Les résultats obtenus permettront
de mieux comprendre I’influence du procédé d’extraction sur la composition phytochimique

et ’activité biologique de cette plante médicinale.
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Chapitre | Stress oxydatif
1. Définition

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production d’espéces réactives
oxygénées (ROS) et la capacité des systemes antioxydants a les neutraliser, (Betteridge,

2000). Ce désequilibre entraine une accumulation des radicaux libres qui peuvent

endommager les lipides, les protéines et I’ADN des cellules (Betteridge, 2000).

Ce phénomene est aussi lié¢ a une altération de ’homéostasie redox, qui perturbe les fonctions

métaboliques normales des cellules (Ji et Yeo, 2021).

Ainsi, le stress oxydatif est impliqué dans le développement de nombreuses pathologies

dégenératives, cardiovasculaires et du vieillissement cellulaire (Jomova et al., 2023).

2. sources et nature des espéces réactives de ’oxygene (ROS)

2.1. Définition des ROS
Les especes réactives de I’oxygene (ROS) sont un ensemble de molécules et de radicaux

oxygénés hautement réactifs, générés comme sous-produits normaux du métabolisme

cellulaire ou en réponse a des stress internes et externes (Sies, 2017).

Elles possedent au moins un électron non apparié, ce qui leur confere une grande réactivité

chimique et la capacité d’oxyder rapidement d’autres molécules biologiques.
Les ROS comprennent plusieurs types :

% Radicaux libres oxygénés :

e Le superoxyde (O.¢7), produit principalement par les mitochondries et certaines
enzymes oxydantes (Lambeth, 2004).

e Le radical hydroxyle (OHe), extrémement réactif, formé par la décomposition du
peroxyde d’hydrogeéne en présence de fer ou de cuivre (réaction de Fenton) (Halliwell
et Gutteridge, 2015).

% Molécules non radicalaires oxygénées :

e Le peroxyde d’hydrogene (H,O,), qui est moins réactif que les radicaux mais peut
traverser les membranes et générer d’autres ROS a travers des réactions catalysées par
des métaux (Finkel et Holbrook, 2000).

e Le singlet d’oxygene ('O), une forme excitée de I’oxygene qui participe a I’oxydation

des lipides et des protéines (Winterbourn, 2008).
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e Les ROS sont produites dans des conditions physiologiques normales et jouent un réle
essentiel dans la signalisation cellulaire, la régulation de la transcription des génes,

I’apoptose et la défense immunitaire (Sena et Chandel, 2012).

Cependant, lorsque leur production devient excessive ou que les systemes antioxydants
échouent a les neutraliser, elles induisent un stress oxydatif, entrainant des dommages aux
lipides, aux protéines et a I’ADN, et contribuant a de nombreuses maladies chroniques et

processus de vieillissement (Halliwell et Gutteridge, 2015).

Plusieurs facteurs endogenes et exogeénes contribuent a la formation excessive d’ERO. Tout
déséquilibre entre la production de radicaux libres et d’ERO et leur élimination par les
systemes antioxydants peut provoquer un stress oxydatif qui, a terme, favorise 1’accélération
des phénotypes de vieillissement par le biais d’altérations macromoléculaires oxydatives,

telles que les altérations exemplaires (fig.1) ( lakovou et Kourti, 2022).
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Figure 1: Sources exogénes et endogénes des espéces réactives de I’oxygéne (ROS) et leurs
effets dans le stress oxydatif ( lakovou et Kourti, 2022)
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2.2. Les sources endogénes et exogenes

e Sources endogenes

Métabolisme mitochondrial : la chaine respiratoire produit des ROS comme sous-produit de

la production d’énergie (Palma et al.,2024).

Enzymes oxydantes : NADPH oxydases, xanthine oxydase, et synthase d’oxyde nitrique

désappariée peuvent générer des ROS par fuite d’électrons (Sies et al.,2023).

Organelles spécifiques : peroxysomes et reticulum endoplasmique participent a la production
de ROS par leurs processus oxydatifs (Sikder et al., 2025).

Réponse immunitaire : macrophages et neutrophiles produisent des ROS pour neutraliser les
pathogenes lors de I’inflammation (Di Meo et al., 2022).

e Sources exogenes
v Pollution et radiations : pollution de I’air, radiations UV ou ionisantes, et métaux

lourds stimulent la production de ROS (Skider et al., 2025).

v" Mode de vie: tabagisme et consommation d’alcool augmentent la génération de
radicaux libres (Sies et al.,2023).

v' Meédicaments et traitements: certains médicaments, la chimiothérapie et la
radiothérapie peuvent induire un stress oxydatif médicamenteux (Sies et al., 2023).

v" Alimentation et toxines: aliments transformés, fumés ou exposés a des toxines
augmentent les ROS (Sies et al., 2023).

2.3. Roles physiologiques des ROS
A faible concentration, les ROS jouent un réle clé dans la signalisation cellulaire, permettant
aux cellules de répondre a des stimuli et de réguler leur activité métabolique (Sena et
Chandel, 2012).

Elles interviennent dans la régulation de la transcription des genes, notamment ceux liés a la

défense antioxydante et a la réparation cellulaire (Sies, 2017).

Les ROS participent aussi a 1’apoptose, un processus de mort cellulaire programmée qui

élimine les cellules endommagées ou inutiles (Halliwell et Gutteridge, 2015).

Enfin, elles contribuent a la défense immunitaire, en permettant aux macrophages et

neutrophiles de détruire les agents pathogénes (Lambeth, 2004).
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2.4. Role pathologique des ROS et implications
Une production excessive de ROS entraine un stress oxydatif, qui peut endommager les
lipides, les protéines et I’ADN, perturbant ainsi le fonctionnement cellulaire normal . Le stress
oxydatif provoque la peroxydation lipidique, altérant la structure et la fonction des

membranes cellulaires (Winterbourn, 2008 ; Halliwell et Gutteridge, 2015).

Il peut également induire ’altération des protéines, compromettant leur activité enzymatique
et leur structure. De plus, I’ADN peut subir des mutations, favorisant le développement de

cancers et de troubles liés au vieillissement (Sies, 2017 ; Finkel et Holbrook, 2000).

Ces effets sont impliqués dans le vieillissement cellulaire et dans plusieurs maladies
chroniques, telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete, les troubles
neurodégénératifs et certains cancers (Sena et Chandel, 2012 ; Halliwell et Gutteridge,
2015).

3. Dommages oxydatifs

Les dommages oxydatifs affectent ’ADN, les protéines et les lipides, provoqués par les
radicaux libres et autres espeéces réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote. Ces altérations
entrainent des mutations, I’inactivation des enzymes et la désorganisation des membranes,
contribuant au développement de maladies chroniques, notamment neurodégénératives et
cancers. L’inflammation augmente la production de ROS et RNS, via des enzymes pro-
oxydantes telles que iINOS, COX-2 et MPO, et génere des molécules fortement oxydantes
comme le peroxynitrite. La synthése des principaux mécanismes impliqués dans les
dommages oxydatifs touchant les lipides, les protéines et I’ADN. Ces mécanismes conduisent
a des modifications structurelles et favorisent, a long terme, 1’émergence de maladies

associées au stress oxydatif (fig.2) (Ames, Shigenaga et Hagen, 1993 ; Raynoo et al., 2015).
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Figure 2:Dommages oxydatifs aux biomolécules (Raynoo et al.,2015).

3.1. Peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique résulte de l’attaque des radicaux libres sur les acides gras
polyinsaturés des membranes. Ce processus en chaine produit des radicaux peroxyles (LOO¢)
et hydroperoxydes (LOOH), altérant la fluidité et la perméabilité membranaires. Les produits
finaux, tels que le malondialdéhyde (MDA) et le 4-HNE, réagissent avec les protéines et
I’ADN, formant des adduits toxiques et servant de biomarqueurs du stress oxydatif. Les
systemes antioxydants, notamment la vitamine E et la vitamine C, interrompent la

propagation de ces réactions et préservent I’intégrité membranaire (Raynoo et al., 2015).

3.2. Dommages oxydatifs aux protéines

Les ROS et RNS modifient oxydativement et nitrativement les protéines, affectant leur
fonction et contribuant a des pathologies inflammatoires chroniques et neurodégénératives.
Les acides aminés sensibles, comme la cystéine et la méthionine, subissent oxydation, tandis
que la nitration produit des marqueurs comme la 3-nitrotyrosine. Les protéines carbonylées,
résultant de I’oxydation ou de la peroxydation lipidique, sont irréversibles et servent de
biomarqueurs fiables du stress oxydatif. Des méthodes analytiques, telles que 1’oxyblot,
HPLC, ELISA ou MS/MS, permettent leur détection et identification, améliorant la
compréhension de leur réle physiopathologique (Raynoo et al., 2015).
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3.3. Dommages oxydatifs a ’ADN

Les ROS et RNS induisent des altérations de I’ADN, incluant I’oxydation des bases, la
formation de sites apuriniques/apyrimidiniques et des cassures simples ou double brin. La 8-
oxodG est un biomarqueur majeur du stress oxydatif sur ’ADN, détectable dans I’ADN
nucléaire et mitochondrial ainsi que dans les fluides biologiques. Le peroxynitrite provoque
des lésions nitratives, comme la 8-nitroguanine, favorisant I’instabilité génomique et la
mutagenése, notamment dans des genes clés liés au cancer tels que KRAS et TP53. Les
systemes de réparation, comme 1’excision de base, limitent ces dommages, mais leur déficit

favorise la persistance des lésions et le développement de pathologies (Raynoo et al., 2015).

4.Systeme antioxydants

Les mécanismes de défense antioxydante permettent aux cellules de maintenir 1’équilibre
redox et de protéger les biomolécules essentielles (protéines, lipides, membranes, ADN)
contre les dommages oxydatifs. Cette protection est renforcée lors de stress abiotiques ou
biotiques gréace a la régulation génique et post-traductionnelle des enzymes clés. Le systeme
comprend des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (fig.3), opérant dans différents
compartiments cellulaires, et régulés par des réseaux de signalisation complexes (Jomova et
al., 2023 ; Bizon et al., 2023).
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Figure 3: Classification des antioxydants (Flieger et al., 2021)

4.1. Antioxydants enzymatiques

Les enzymes constituent la premiere ligne de défense contre les ROS, neutralisant les
radicaux avant qu’ils n’endommagent les composants cellulaires (Jomova et al., 2023 ; Bizon
et al., 2023). La superoxyde dismutase (SOD) convertit 1’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne et oxygene, limitant la peroxydation lipidique. La catalase (CAT) et la glutathion
peroxydase (GPx) décomposent le H,O,, protégeant ainsi les membranes et I’ADN. D’autres
enzymes comme la peroxiredoxine participent a la réduction des peroxydes et a la régulation
du signal redox, soutenant la transcription et la prolifération cellulaires. La coopération de ces
enzymes (SOD, CAT, GPx) est essentielle pour maintenir I’homéostasie redox et prévenir les
pathologies liées au stress oxydatif (fig.4) (Chandimali, 2025 ; Ighodaro et Akinloye,
2018 ; Rao, 2025).
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4.2. Antioxydants non enzymatiques
Les antioxydants non enzymatiques complétent la défense enzymatique en neutralisant
directement les ROS. Le glutathion réduit (GSH) joue un réle central, réagissant avec les
peroxydes et formant du GSSG (glutathion oxydé). Les vitamines liposolubles, comme la
vitamine E (a-tocophérol), protégent les membranes contre la peroxydation lipidique, tandis
que la vitamine C régénére la vitamine E oxydée et piége les ROS hydrosolubles. Les
polyphénols, caroténoides et composes bioactifs vegétaux comme le resvératrol et la
quercétine stabilisent également les radicaux libres, renforcant la défense globale. La synergie
entre antioxydants enzymatiques et non enzymatiques assure le maintien de 1’équilibre redox

méme sous stress oxydatif prolongé (fig.4) (Chandimali et al., 2025).
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Figure 4 : les principaux éléments des mécanismes de défense antioxydante enzymatiques

et non enzymatiques (Rao et al.,2022).

4.3. Localisation cellulaire des antioxydants chez les plantes

La production d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) dans les cellules végetales se déroule
surtout dans plusieurs parties de la cellule comme les chloroplastes, les mitochondries, les
peroxysomes, le cytosol et la paroi cellulaire. Pour maintenir I’équilibre oxydo-réducteur et
éviter les dommages liés au stress oxydatif, les plantes disposent d’un systéme complexe
d’antioxydants, a la fois enzymatiques et non enzymatiques, répartis dans divers
compartiments cellulaires (Gill et Tuteja, 2010 ; Mittler, 2017).

e Chloroplastes

Les chloroplastes sont I’'un des principaux endroits ou les ROS sont produits, grace aux
réactions photochimiques de la photosynthése, en particulier dans les photosystemes | et I1. La

chaine de transport des eélectrons peut creer des radicaux superoxydes et du peroxyde

10
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d’hydrogéne quand I’énergie lumineuse est trop forte pour étre utilisée par la plante (Gill et

Tuteja, 2010 ; Hasanuzzaman et al., 2020).
Pour éliminer ces ROS, divers antioxydants sont présents dans les chloroplastes, notamment :

> La supéroxide dismutase (SOD) transforme les radicaux superoxydes en peroxyde
d’hydrogeéne.

» L’ascorbate peroxydase (APX) transforme le H,O, en eau avec I’aide de I’ascorbate.

» La glutathion réductase (GR) permet de reconstituer le glutathion réduit (GSH).

> Les caroténoides et le tocophérol (vitamine E) aident & protéger les membranes
thylakoidiennes contre I’oxydation des lipides.

» Acide ascorbique (vitamine C) : agit comme un antioxydant soluble dans I’eau et est

impliqué dans le cycle ascorbate-glutathion.

Ces molécules aident a protéger le systeme d’absorption de la lumiéere contre les dommages
causés par I’oxydation et assurent la bonne tenue des membranes des thylakoides (Foyer et
Noctor, 2005).

e Mitochondries

Les mitochondries produisent également beaucoup de ROS pendant la respiration cellulaire,
surtout lors du fonctionnement de la chaine de transport d’électrons. Les électrons peuvent

fuir et cela peut entrainer la création de superoxyde.
Dans ce compartiment, différents antioxydants aident a éliminer les ROS :

» Mn-SOD (superoxyde dismutase mitochondriale)
» Glutathion (GSH)

» Glutathion peroxydase (GPX)

» Glutathion réductase (GR)

Thioredoxines et peroxyrédoxines

Ces systemes enzymatiques transforment les ROS en molécules moins agressives et aident a
garder I’équilibre des réactions oxydant-réductrice dans les mitochondries (Mittler, 2017).

e Peroxysomes

Les peroxysomes jouent un réle important dans les métabolismes liés a I’oxygeéne,
notamment durant la photorespiration et la dégradation des acides gras par la -oxydation.

Ces processus produisent beaucoup de peroxyde d’hydrogene.

11
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Pour éliminer ce H,0,, les peroxysomes contiennent en majorité :

» L’enzyme catalase (CAT) est une enzyme importante qui transforme le peroxyde
d’hydrogene en eau et en oxygene.

» Ascorbate peroxydase (APX)

» Monodéhydroascorbate réductase (MDHAR)

Ces enzymes sont trés importantes pour empécher les degats causés par I’oxydation et pour

contréler la quantité de H,O, a I’intérieur des cellules (Del Rio et al., 2006).

e Cytosol

Le cytosol joue un role essentiel dans le systeme antioxydant de la cellule, car il permet
I’échange d’informations liées aux réactions oxydantes entre les différents compartiments

cellulaires.
Les principaux antioxydants présents dans le cytosol sont :

» Glutathion (GSH)
Ascorbate (AsA)
Glutathion S-transférases (GST)

Glutaredoxines et thioredoxines

YV V V V

Flavonoides et composés phénoliques

Ces molécules aident le corps a éliminer les ROS, a contrdler les signaux liés aux réactions
oxydantes et a protéger les grandes molécules cellulaires contre 1’oxydation (Noctor et al.,
2012).

e Vacuole

La vacuole agit comme un espace de stockage pour plusieurs métabolites secondaires qui ont

des propriétés antioxydantes.
Parmi les principaux composés présents dans la vacuole :

» Flavonoides
» Composés phénoliques
» Anthocyanines

Ces substances aident a éliminer les ROS, a protéger contre les rayons UV et a combattre les

stress provoqués par des facteurs non vivants ou vivants (Agati et al., 2012).

12
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e Paroi cellulaire et apoplaste

La paroi cellulaire et 1’apoplaste participent aussi a la protection contre les oxydants.
Certaines enzymes y sont présentes pour controler les ROS qui participent a la

communication cellulaire et au renforcement des structures.
Ils retrouvent notamment :

> Peroxydases de la paroi cellulaire
» Polyphénol oxydases
» Composés phénoliques

Ces systemes aident a durcir la paroi des cellules, a se défendre contre les maladies et a

contrdler les composés oxygénés dans I’espace autour des cellules (Passardi et al., 2005).

La répartition des principaux antioxydants enzymatiques et non enzymatiques dans les
différents compartiments cellulaires afin de protéger la cellule contre les especes réactives de
I’oxygéne (ROS). Les antioxydants tels que la vitamine C, la vitamine E, les polyphénols, le
glutathion, la catalase et la superoxyde dismutase agissent au niveau des membranes, des
mitochondries, des peroxysomes et du noyau pour limiter les dommages oxydatifs et

préserver ’intégrité cellulaire, notamment celle de I’ADN (fig.5).
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Figure 5 : Schématisation des molécules intervenant dans les protections des cellules
procaryotes animales (Machlin et al., 1987).

4.4. Réle des plantes dans I’activité antioxydante
Les antioxydants enzymatiques constituent la premiere ligne de défense des plantes contre le

stress oxydatif. Ils participent a 1’élimination des especes réactives de l’oxygene et
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contribuent a la protection des cellules végetales. Le tableau suivant (Tab.1l) présente les

principaux antioxydants enzymatiques et leurs fonctions.

Tableau 1: Fonction des antioxydants enzymatiques lors du stress abiotique chez les plantes

(Siddiqui et al.,2025).

Antioxydants
enzymatiques

Fonction

Réponse au stress

Superoxyde dismutase
(SOD)

Catalyse la dismutation de
02'_ en H202 et 02

Augmente lors du stress de sécheresse,de
salinité et de chaleur

Catalase (CAT)

Convertit H,0, en H,0 et O,

Régulation a la hausse lors des conditions
de stress oxydatif

Peroxydase au gaiacol
(GPx)

Lignification ; renforcement
de la paroi cellulaire ;
élimination de H,O,

Réponse au stress mécanique et au stress
des métaux lourds

Ascorbate peroxydase
(APX)

Réduit H,O, en H,O en
utilisant I’ascorbate comme
donneur d’électrons

Activité accrue lors du stress d{i au froid
et a la sécheresse

Glutathion peroxydase

Réduit H,0O, et les

Activée lors du stress des métaux lourds

réductase (DHAR)

(GPX) hydroperoxydes lipidiques et du stress UV
Glutathion réductase Maintient le rapport Niveaux éleveés lors du stress salin et
(GR) GSH/GSSG en réduisant le métallique
GSSG en GSH
Déhydroascorbate Régénére I’ascorbate a partir | Ameéliore la tolérance a la sécheresse et au

du déhydroascorbate ;
maintient le pool d’ascorbate

sel ; protége 1’appareil photosynthétique

Monodéhydroascorbate
réductase (MDHAR)

Réduit le
monodéhydroascorbate en
ascorbate en utilisant le
NADPH ; maintient
I’équilibre redox cellulaire

Améliore la tolérance au stress oxydatif

et au stress de I’aluminium

Peroxyrédoxine (PRX)

Réduit le peroxyde
d’hydrogene et les
hydroperoxydes organiques

Elimine les peroxydes et le peroxynitrite
(ONOO") ; améliore la tolérance a la
chaleur, a la sécheresse et au froid

Thiorédoxine (Trx)

Maintient 1’équilibre thiol—
disulfure des protéines ;
régule les activités
enzymatiques

Réduction des ponts disulfure des
protéines et régulation redox ; améliore
la tolérance a la sécheresse et au sel

Glutarédoxines (GRX)

Catalyse les réactions
d’échange thiol-disulfure ;
déglutathionylation des
protéines

Réparation des protéines dépendante du

glutathion et assemblage des centres fer-

soufre (Fe-S) ; améliore la tolérance aux
métaux lourds

Glutathion S-
transférase (GST)

Conjugue le glutathion a
divers substrats pour la
détoxification

Conjugaison du GSH et détoxification des
produits de peroxydation lipidique ;
améliore la résistance a la sécheresse et au
sel
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Oxydase alternative Enzyme de la voie Contourne les complexes I11/1V de la chain
respiratoire alternative ; de transport d’électrons mitochondriale
(AOX) réduit la production de ROS | améliore la tolérance a la seécheresse et a |
salinité
Polyphénol oxydase Oxyde les composés Oxydation des composés phénoliques e
(PPO) phénoliques en quinones | quinones

Les antioxydants non enzymatiques jouent un réle essentiel dans la protection des plantes
contre le stress abiotique (Tab.2) présente leurs principales fonctions et leur contribution a la
tolérance au stress.

Tableau 2: Fonctions des antioxydants non enzymatiques lors du stress abiotique chez les
plantes (Siddiqui et al.,2025).

Antioxydants Fonction Tolérance au stress
non

enzymatiques

Acide ascorbique | Neutralise les ROS ; régénére la vitamine Premiere ligne de défense contre

(Vitamine C) E ; agit comme cofacteur enzymatique dans les ROS ; protége ’appareil
plusieurs processus physiologiques ; joue photosynthétique lors du stress
un role clé dans la photoprotection thermique et de la sécheresse ;

maintient 1’intégrité des
membranes cellulaires sous stress
salin ; améliore la tolérance au
froid ; r6le important dans la
régulation stomatique lors du stress

hydrique
Glutathion Maintient I’équilibre redox cellulaire ; Défense principale contre la
(GSH) détoxifie les métaux lourds ; protége les toxicité des métaux lourds ;
protéines contre 1’oxydation ; régénere maintien de 1’état redox pendant le
I’ascorbate (cycle AsA-GSH) stress oxydatif ; role clé dans la

détoxification des xénobiotiques ;
protection des groupements thiols
des protéines lors du stress
thermique ; essentiel pour la
tolérance a la sécheresse

Tocophérols Protege les lipides membranaires ; piége les Empéche la peroxydation
(Vitamine E) radicaux peroxyles lipidiques ; maintient la | lipidique ; stabilise les membranes
stabilité membranaire ; protége le lors de variations extrémes de
photosysteme 11 température ; protége la fonction

des chloroplastes sous forte
lumiére ; améliore la résistance a la
sécheresse ; important pour la
tolérance au froid

Caroténoides Eteignent I’oxygene singulet ; protégent la Protégent I’appareil
chlorophylle ; dissipent I’exces d’énergie photosynthétique contre la photo-
lumineuse oxydation ; dissipent 1’énergie

lumineuse excédentaire sous forme
de chaleur ; stabilisent les
thylakoides a haute température ;
adaptation au stress lumineux
Composés Piégeage des ROS ; chélation des métaux ; Protection contre les stress
phénoliques protection contre les UV ; lignification de abiotiques ; résistance accrue aux
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la paroi cellulaire

pathogenes ; protection contre les
rayonnements UV ; activité
antioxydante

Flavonoides

Protection contre les rayonnements UV-B ;
piégeage des ROS ; fonction d’osmolyte
lors de la sécheresse ; chélation des métaux

Forte protection contre les UV-B ;
tolérance a la sécheresse ;
atténuation du stress salin ;

chélation des métaux toxigues

GABA (acide y-
aminobutyrique)

Proline

Régule la fermeture des stomates ; protége
les membranes cellulaires ; maintient
I’homéostasie ionique ; stabilise I’ intégrité
membranaire ; élimine les ROS ; augmente
I’activité des enzymes antioxydantes ;
maintient I’homéostasie redox

Fonction d’osmolyte ; stabilisateur de
membranes ; piégeur de ROS ; chélateur de
métaux ; stabilisateur de la structure des
protéines

Chélation des métaux lourds ;
améliore la tolérance au gel ;
augmente la tolérance au sel et a la
sécheresse ; agit comme protecteur
contre le stress thermique ;
maintient 1’efficacité
photosynthétique sous stress
Osmorégulation lors du stress de
sécheresse et de salinité ;
stabilisation des membranes a
températures extrémes ;
élimination des ROS lors du stress
oxydatif ; stabilisation des
protéines lors de la
déshydratation ; tolérance au stress
métallique

Glycine bétaine

Ajustement osmotique ; protection de la
structure des protéines ; maintien de
I’intégrité membranaire ; protection de
I’appareil photosynthétique ; détoxification
des ROS

Tolérance au stress thermique ;
réduction des ROS lors du déficit
hydrique ; protection contre le
stress du froid

Sélénium (Se)

Active les mécanismes de défense
antioxydants ; améliore I’efficacité
photosynthétique ; stimule les
sélénoprotéines qui combattent les ROS

Augmente la tolérance a la
sécheresse en régulant 1’ état
hydrique ; protége contre les
dommages oxydatifs lors du stress
salin ; améliore la tolérance au
stress des métaux lourds

Zinc (Zn)

Cofacteur des enzymes antioxydantes ;
maintient la stabilité membranaire ; régule
la fonction stomatique en condition de
sécheresse ; favorise la croissance racinaire
et I’absorption d’eau

Régule I’ouverture stomatique
pendant la sécheresse ; impliqué
dans le métabolisme des auxines et
la signalisation du stress ; protege
les structures des chloroplastes lors
du stress thermique

Silicium (Si)

Renforce les parois cellulaires ; améliore la
rétention d’eau ; forme une couche
protectrice dans les parois cellulaires ;
améliore I’absorption de I’eau et des
nutriments

Améliore I’efficacité d’utilisation
de ’eau lors de la sécheresse ;
réduit la toxicité des métaux ;

renforce la stabilité structurale des

plantes ; régule 1I’accumulation des
osmolytes sous stress salin

Thiamine et
acide nicotinique

Modulent les voies MAPK et ABA ;
augmentent la synthése des
phytochelatines ; stimulent GR, APX et les
composés phénoliques ; chélatent le plomb
(Pb) via les systémes phénoliquessNADPH

Réduction des dommages
oxydatifs induits par le Pb
(diminution de H,O, et MDA) ;
augmentation de I’activité de SOD,
CAT et POD améliorant 1’équilibre
redox ; efficacité photosynthétique
plus élevée
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5. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

L’évaluation de ’activité antioxydante vise a déterminer la capacité des composés ou des
extraits naturels a neutraliser les especes réactives de 1’oxygene (ERO) et a limiter les
dommages oxydatifs au niveau cellulaire. Pour cela, plusieurs approches analytiques ont été
développées afin d’estimer le potentiel antioxydant de différentes substances. Ces approches
sont généralement regroupées en deux grandes catégories : les méthodes in vitro, réalisées en
conditions expérimentales controlées, et les méthodes in vivo, qui permettent d’étudier 1’effet

des antioxydants dans des systémes biologiques vivants (Prior et Schaich, 2005).

5.1. Methodes in vitro

Les méthodes in vitro constituent des outils largement utilisés pour 1’évaluation de I’activité
antioxydante. Elles reposent principalement sur des réactions chimiques permettant de
mesurer la capacité des composes étudiés a piéger les radicaux libres ou a réduire certains
agents oxydants. Ces techniques présentent I’avantage d’étre rapides, sensibles et relativement
simples a mettre en ceuvre, ce qui les rend particuliérement adaptées au criblage préliminaire

de ’activité antioxydante des extraits végétaux et des composés bioactifs (Apak et al, 2016).
Les méthodes in vitro les plus couramment utilisées sont :

» Test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
Cette méthode est basée sur la réduction du radical stable DPPH par les composés
antioxydants. La réaction entraine une diminution de la coloration violette
caractéristique du DPPH, qui devient jaune aprés réduction. Cette variation de couleur
peut étre quantifiée par spectrophotométrie et refléte la capacité des antioxydants a
neutraliser les radicaux libres.
(Brand-Williams, Cuvelier, et Berset, 1995).

RH s
N‘O (Ant«oxudant) = N—O~
Q
\NO
- )

O

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl free 2-270iphenyl-1-plcrylhydrazyl free
¢ radical, DPPH, (Colourless)

radical, DPPH ,(Purple)

Figure 6 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant (Brand-Williams, Cuvelier, et
Berset, 1995).
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Stress oxydatif

ABTS

Cette méthode repose sur la génération du radical cation ABTS*, de couleur bleu-vert,

(2,2'-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique))

qui peut étre neutralisé par les composés antioxydants. La réduction de ce radical se
traduit par une diminution de 1’absorbance de la solution, proportionnelle a la capacité

antioxydante de 1’échantillon analysé (Re et al., 1999).

03 | T' =N N_< :|©\

N+l|

Figure 7 : Structure du radical-cation ABTS+° (Miller et Evans, 1997).

Test de réducteur de fer (FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test FRAP permet d’évaluer la capacité antioxydante des composés en mesurant
leur aptitude a réduire les ions ferriques (Fe3*) en ions ferreux (Fe2*) par transfert d’un
¢lectron. Cette réduction conduit a la formation d’un complexe coloré, le bleu de
Prusse, résultant de la conversion du ferricyanure en ferrocyanure qui se lie au Fe3*
libre dans la solution (Topcu et al., 2007). L’intensité de la coloration obtenue est

ensuite quantifiée par spectrophotométrie et reflete le pouvoir réducteur des

antioxydants étudiés (Benzie et Strain, 1996).

—_— M =3 [ ae =4
N\ I ‘_ﬁ_ £ Il & 7
. % | ARCH [ArCH] - *-,,ﬁ &
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Figure 8: Réduction du Fe®* en Fe?* par un antioxydant (Bibi Sadeer et al., 2020)

> Test

ORAC

(Oxygen

Radical

Absorbance

Capacity)

La méthode ORAC permet d’estimer la capacité des antioxydants a inhiber

I’oxydation induite par les radicaux peroxyles. Elle mesure la protection exercée par
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les antioxydants contre I’oxydation d’un substrat fluorescent, fournissant ainsi une

estimation globale du potentiel antioxydant des échantillons (Prior et al., 2005).
» Test HORAC

Le test HORAC mesure la capacité des antioxydants & prévenir la formation des radicaux

hydroxyles via des mécanismes de chélation métallique (Ou et al., 2019).

Il est basé sur un systéme de type réaction de Fenton générant des radicaux hydroxyles
(Ou et al., 2019).

La protection d’un substrat fluorescent permet d’évaluer [’efficacité antioxydante

(Leopoldini et al., 2020).
» Test TRAP

Le test TRAP évalue la capacité totale des antioxydants a piéger les radicaux peroxyles

dans un systeme oxydatif (Serafini et al., 2019).

Il repose sur la mesure du temps d’induction pendant lequel 1’oxydation est inhibée

(Serafini et al., 2019).

Une augmentation de ce temps refléte une activité antioxydante élevée (Shahidi et
Zhong, 2020).

» Test TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity)

Le test TOSC permet d’évaluer la capacité¢ globale des antioxydants a neutraliser

différents radicaux oxygénés (Munteanu et Apetrei, 2021; Gulgin, 2020).

Il est basé sur I’inhibition de la formation de produits d’oxydation tels que 1’éthyléne
généré lors des réactions radicalaires (Munteanu et Apetrei, 2021; Talanta Open,
2026).

L’analyse de I’aire sous la courbe de production permet de quantifier 1’activité

antioxydante de 1’échantillon (Gulgin, 2020; Talanta Open, 2026).
» Test CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity)

Le test CUPRAC est basé sur la réduction des ions cuivre (Cu?* en Cu*) par les
antioxydants via un mécanisme de transfert d’électrons (Munteanu et Apetrei, 2021;
Gulgin, 2020).
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Cette réaction conduit a la formation d’un complexe coloré avec la néocuproine,

mesurable spectrophotométriquement (Gulgin, 2020; Apak et al., 2021).

L’intensité de la coloration est proportionnelle au pouvoir réducteur et a [’activité

antioxydante des composés étudiés (Munteanu et Apetrei, 2021; Apak et al., 2021).
» Catalase (CAT)

La catalase décompose le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene, limitant ainsi les

effets toxiques des espéces réactives de I’oxygene dans les cellules (Aebi, 1984).

5.2. Méthodes in vivo
Les méthodes in vivo permettent d’évaluer ’activité antioxydante dans un organisme
vivant (animaux de laboratoire ou humains). Elles reposent principalement sur la mesure
de biomarqueurs du stress oxydatif dans différents tissus biologiques comme le sang, le
foie, le cerveau ou les reins. Ces biomarqueurs permettent d’estimer 1’équilibre entre la

production des espéces réactives de 1’oxygene et les systémes de défense antioxydants

(Halliwell et Gutteridge, 2015).
Principaux paramétres mesurés in vivo
o Malondialdéhyde (MDA)

La MDA est un produit final de la peroxydation lipidique et constitue 1’'un des
biomarqueurs les plus utilisés pour évaluer les dommages oxydatifs des membranes
cellulaires. Une augmentation de sa concentration indique un niveau élevé de stress
oxydatif (Ohkawa et al., 1979).

o Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydante qui catalyse la transformation de 1’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne. L’activité de cette enzyme refléte la capacité de

défense de I’organisme contre les radicaux libres (Birben et al., 2012).
o Glutathion peroxydase (GPx)

Cette enzyme réduit les peroxydes lipidiques et le peroxyde d’hydrogeéne en utilisant le
glutathion réduit, jouant un role essentiel dans la protection contre le stress oxydatif
(Birben et al., 2012).
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o Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion est un antioxydant non enzymatique majeur qui participe a la détoxification

des radicaux libres et au maintien de 1’équilibre redox cellulaire.

Les analyses in vivo utilisent généralement des échantillons biologiques tels que le sérum,
le plasma ou différents tissus pour mesurer ces biomarqueurs et évaluer 1’effet protecteur

des composés antioxydants (Ellman, 1959).
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1. Introduction

Ephedra alata Decne. Est une plante médicinale appartenant a la famille des Ephedraceae,
largement distribuée dans les zones arides et semi-arides. Elle est connue pour sa richesse en
métabolites secondaires et pour ses usages traditionnels anciens dans plusieurs régions
d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient. L’intérét scientifique pour cette espece a
considérablement augmenté ces derniéres annees en raison de ses propriétés biologiques
variées, notamment antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Hibi et al.,
2022).

2. Répartition géographique et écologie

Cette espece est largement répandue dans les régions désertiques et steppiques d’Afrique du
Nord, notamment en Algérie, au Maroc, en Tunisie et en Libye. En Algérie, E. alata est
fréquemment rencontrée dans les zones sahariennes, sur des sols sableux ou caillouteux
pauvres en matiére organique. Sa résistance a la sécheresse et a la salinité lui permet de
survivre dans des conditions climatiques extrémes, caractérisées par de faibles précipitations

et de fortes amplitudes thermiques (Benarba et al., 2025).
3. Classification botanique et position systématique

Sur le plan taxonomique, Ephedra alata est une gymnosperme appartenant a 1’ordre des
Ephedrales. Le genre Ephedra comprend plusieurs espéces adaptées aux milieux désertiques,
caractérisées par des tiges articulées et des feuilles réduites. Cette classification refléte les
adaptations morphologiques et physiologiques de la plante aux conditions environnementales
extrémes (Chouikh, 2020).

4. Diversité des especes du genre Ephedra

Le genre Ephedra est caractérisé par une grande diversité spécifique. Selon les données
botaniques et phylogénétiques, ce genre comprend plus de 60 especes réparties
principalement dans les régions arides et semi-arides d’Afrique du Nord, d’Asie, d’Europe et
d’Amérique du Nord. Cette diversit¢é morphologique et écologique témoigne de la capacité
d’adaptation remarquable des espéces du genre Ephedra a des conditions climatiques
extrémes telles que la sécheresse, la salinité et les fortes variations de température (Ickert-
Bond et Wojciechowski, 2004).
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Parmi les espéeces les plus connues du genre Ephedra, on peut citer Ephedra alata Decne.,
Ephedra altissima Desf., Ephedra distachya L., Ephedra fragilis Desf. et Ephedra
nebrodensis Tineo. Ces espéces présentent des différences notables au niveau de la
morphologie des tiges, de la couleur, de la taille et de la structure des cénes reproducteurs.
Cette variabilité justifie I'utilisation de supports iconographiques afin d’illustrer la diversité
du genre et de situer Ephedra alata parmi les autres espéces apparentées (Nouioura et al.,
2019).

4.1 . lNllustration de la diversité des espéces du genre Ephedra

Les figures suivantes illustrent quelques especes représentatives du genre Ephedra. Elles
mettent en évidence la diversité morphologique des tiges et des structures reproductrices

observée au sein de ce genre(fig.9,10,11,12,13).

Figure 10 : Ephedra fragilis
https://wastemagazine.es/fotos/eph
edrafragilis.jpg a fraglis

Figure 11: Ephedranrbrodensis Tineo.
https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/especie/F000
67/imagenes/194379776
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Figure 12 : Ephedra altissima Figure 13 : Ephedra distachya L
https://static.teline.fr/cache/1920/ephedraceae https://earthone.io/_next/image?url

5. Composition phytochimique

Les études phytochimiques ont montré que Ephedra alata est riche en divers composés
bioactifs. Parmi les principaux métabolites identifiés figurent les alcaloides de type éphedrine

et pseudo-éphédrine, ainsi que des composeés phénoliques tels que les flavonoides, les acides

phénoliques et les tanins. Ces composes sont principalement responsables des activités
biologiques attribuées a la plante (Hibi et al., 2022).

Des analyses chromatographiques avancées, notamment par HPLC et LC-MS, ont permis
d’identifier plusieurs flavonoides tels que la quercétine, la catéchine et I’épicatéchine, connus
pour leur fort pouvoir antioxydant. La richesse en polyphénols confere a E. alata un potentiel

thérapeutique important dans la prévention du stress oxydatif (Benarba et al., 2025).

6. Intérét des métabolites secondaires d’Ephedra alata et leurs activités

biologiques

Les métabolites secondaires d'Ephedra alata présentent un intérét scientifiqgue majeur en tant

que sources potentielles d'antioxydants naturels. Il a été démontré que les extraits de cette
plante possédent une activité antioxydante significative in vitro, mise en évidence par
différentes méthodes, notamment les tests DPPH, ABTS et FRAP. Cette activité est
principalement attribuée a la richesse de la plante en composés phénoliques et flavonoides,
capables de neutraliser les especes réactives de I'oxygéne et de réduire le stress oxydatif (Hibi
etal., 2022 ; Wink, 2015).

De plus, I'étude a mis en évidence l'activité antibactérienne de I'extrait d'éphédra contre

certaines bactéries pathogenes, telles que Staphylococcus aureus et Escherichia coli, attribuee
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a l'effet synergique des alcaloides et des polyphénols (Al Shalmania et al., 2025). Par
ailleurs, des études récentes ont démontré ses potentiels effets anti-inflammatoires et
antiprolifératifs, soulignant ainsi I'intérét de cette plante pour le développement de composes
bioactifs naturels (Benarba et al., 2025 ; Ziani et al., 2024).

7. Usages traditionnels

Traditionnellement, Ephedra alata est utilisée en phytothérapie pour le traitement de diverses
affections, notamment les troubles respiratoires, les douleurs articulaires et certaines
infections. Les décoctions et infusions préparées a partir des parties aériennes de la plante sont

couramment employées dans la médecine populaire saharienne (Hibi et al., 2022).
8. Toxicité et précautions d’emploi

Malgré ses effets bénéfiques, 1'utilisation d’Ephedra alata doit étre prudente en raison de la

présence d’alcaloides pouvant entrainer des effets indésirables, en particulier au niveau
cardiovasculaire et neurologique. Une consommation excessive peut provoquer des
palpitations, une hypertension artérielle et des troubles du sommeil. Ainsi, une évaluation
rigoureuse des doses est indispensable avant toute utilisation thérapeutique (Chouikh, 2020).
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Métabolites secondaires végétaux et leur contribution a activité

$

1. Généralités sur les métabolites secondaires

Les plantes synthétisent une grande variété de composés chimiques appelés métabolites

secondaires. Contrairement aux métabolites primaires impliqués directement dans les

processus essentiels tels que la croissance et la reproduction, ces molécules interviennent

principalement dans les mécanismes d’adaptation et de défense de la plante face aux

contraintes environnementales et biologiques (fig.14) (Wink, 2010).

Ces composes jouent un role important dans la protection cellulaire en raison de leurs

propriétés biologiques variées. Parmi celles-ci, I’activité antioxydante occupe une place

essentielle, car plusieurs métabolites secondaires possedent la capacité de neutraliser les

especes réactives de 1’oxygene et de limiter les dommages oxydatifs au niveau cellulaire

(Panche et al., 2016).
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Figure 14 : Voies de biosynthése des métabolites secondaires chez les plantes.( Wink, 2010)
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2. Principales classes de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires d’origine végétale peuvent étre regroupés en plusieurs catégories
selon leur structure chimique et leur voie de biosynthese. Les groupes les plus étudiés incluent

les composés phénoliques, les alcaloides et les terpénes.
2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques représentent une famille trés répandue dans le regne végétal. Ils
comprennent notamment les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins et les lignanes
(fig.15).

Ces molécules sont particulierement reconnues pour leur capacité a agir comme antioxydants
naturels. Leur structure chimique, caractérisée par la présence de groupes hydroxyles, leur
permet de piéger les radicaux libres et de stabiliser les espéces réactives, ce qui contribue a

réduire les phénoménes d’oxydation au niveau biologique (Rice-Evans et al., 1997).

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les polyphénols d’origine végétale peuvent
exercer un effet protecteur contre diverses pathologies liées au stress oxydatif, notamment les

maladies cardiovasculaires et certains troubles metaboliques (Pandey et Rizvi, 2009).
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Figure 15 : Biosynthése des composes phénoliques et des flavonoides ( Panche et al., 2016)

2.2. Alcaloides
Les alcaloides constituent une autre classe importante de métabolites secondaires. Ce sont
des composés azotés souvent caractérisés par une activité biologique marquée. Dans les

plantes, ils participent principalement aux mécanismes de défense contre les herbivores et

certains micro-organismes (Wink, 2010).

Outre leurs effets pharmacologiques bien connus, certains alcaloides présentent également
des propriétés antioxydantes. Ils peuvent contribuer a limiter 1’action des radicaux libres et a

protéger les biomolécules contre les altérations oxydatives (Cushnie et al., 2014).
2.3. Terpeénes et terpénoides

Les terpenes et leurs dérivés oxygénes appelés terpenoides forment I’une des plus vastes

familles de composés naturels produits par les plantes. Ils sont biosynthétisé€s a partir d’unités
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isopréniques et comprennent plusieurs sous-groupes tels que les monoterpénes, les

sesquiterpenes et les diterpénes.

Ces molécules possédent une diversité d’activités biologiques, dont certaines sont associées a
des propriétes antioxydantes. Leur action peut se manifester par la neutralisation directe des
radicaux libres ou par I’interaction avec différents systémes enzymatiques impliqués dans la

défense antioxydante de 1’organisme (Tholl, 2015).
3. Contribution des métabolites secondaires a I’activité antioxydante

Les métabolites secondaires présents dans les plantes jouent un réle déterminant dans
I’activité antioxydante des extraits végétaux. Leur action repose sur plusieurs mécanismes

biochimiques.

D’une part, ces composés peuvent agir comme donneurs d’électrons ou d’atomes
d’hydrogene, ce qui permet de neutraliser les radicaux libres et d’interrompre les réactions
d’oxydation en chaine. D’autre part, certains métabolites, en particulier les polyphénols, ont la
capacité de complexer les ions meétalliques tels que le fer ou le cuivre, réduisant ainsi la

formation de radicaux hautement réactifs (Panche et al., 2016).

En outre, plusieurs études suggerent que certains composés végétaux peuvent moduler les
systemes antioxydants endogeénes en influengant I’activité d’enzymes telles que la superoxyde

dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).
4. Intérét des métabolites secondaires dans la recherche biomedicale

Les métabolites secondaires d’origine végétale suscitent un intérét croissant dans les
domaines pharmaceutique et nutritionnel en raison de leurs nombreuses propriétés
biologiques. Les extraits riches en composés phénoliques et en flavonoides sont
particulierement étudiés pour leur potentiel dans la prévention des maladies associées au

stress oxydatif.

Plusieurs travaux ont démontré que la consommation de composés antioxydants d’origine
vegetale peut contribuer a réduire les dommages cellulaires liés aux radicaux libres et
participer a la protection contre certaines maladies chroniques, notamment les maladies

cardiovasculaires, les cancers et les affections neurodégénératives (Scalbert et al., 2005).

29



Chapitre 111 Métabolites secondaires végétaux et leur contribution a ’activité

$

Ainsi, 1’é¢tude des métabolites secondaires constitue un axe important de recherche dans le
développement de nouvelles substances naturelles possédant des propriétés thérapeutiques
potentielles.
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche «Antibiotiques,
Antifongiques : Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique » (LAPSAB). Université
Abou Baker Belkaid -Tlemcen-.

1. Récolte et préparation du matériel vegétale

Le matériel végétal comprend les tiges de la plante, Ephedra alata, qui ont été récoltées

dans la région de Béchar (sud-ouest de 1’ Algérie) au mois de février (fig.16).

Apres la récolte, les échantillons ont été nettoyés afin d’éliminer les impuretés, puis séchés a

I’ombre, a température ambiante et a 1’abri de la lumiére.

Les échantillons séchés ont été broyés a I’aide d’un mortier afin d’obtenir une poudre (fig.17),
La poudre obtenue a été conservée dans des boites fermées hermétiquement, jusqu’a

utilisation.

Figurel7: Ephedra alata broyée (photo pise au laboratoire,2026)

e
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2. Extraction du matériel végétal
Le matériel végétal est soumis a différents types d’extraction en utilisant I’eau distillée

comme solvant.

2.1. Préparation de I’extrait aqueux par infusion
Une infusion a été réalisée en introduisant 20 g de matiere végétale dans 300mL d’eau
distillée bouillante. Le mélange a ensuite €té laissé en contact jusqu’a refroidissement afin de
favoriser I’extraction des composés hydrosolubles. Apres cela, il a été laissé refroidir a
température ambiante. Puis sec dans une étuve a 40 °C jusqu’a évaporation compléte du

solvant.

2.2. Préparation de ’extrait aqueux par décoction
Une extraction sous reflux a été réalisée en introduisant 20 g de matiére végétale dans 300mL
d’eau distillée. Le mélange a été porté a ébullition sous reflux pendant 1 heure. Apres
refroidissement, le mélange a été filtré afin d’éliminer les résidus solides. L’extrait obtenu a

ensuite été sec dans une étuve a 40 °C afin d’éliminer totalement 1’eau.

2.3. Préparation de I’extrait aqueux par macération
La premiere étape consiste a mélanger 20 g de matériel végétal avec 300mL d’eau distillée.
Le mélange est ensuite laissé macéré a tempeérature ambiante, sous agitation intermittente
pendant 24 heures. Apres macération, il est filtré afin d’obtenir un extrait aqueux brut, lequel

est ensuite a sec dans une étuve réglée a 40 °C.
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alata
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3. Calcul des rendements d’extraction

La quantit¢ d’extraits secs obtenus a partir de la mati¢re végétale exprime le rendement

d’extraction calculé selon la formule :

Rdt (%) = [P2/ P1] x 100

Rdt : Rendement

P1 : Poids de la matiére végétale (g).

P2 : Poids d’extraits sec.

4.Analyse phytochimique

Les extraits préparés ont été soumis a des tests de coloration et de précipitation en tubes, a fin
de détecter la présence ou I’absence des groupes de familles chimiques tel que : les tanins, les

flavonoides, les quinones libres, les anthraquinones, les terpénoides, les saponosides, les
alcaloides et les composeés réducteurs (Bruneton, 1999)

e Tanins

L'ajout de 0,125 mL d'une solution aqueuse de FeClz (1%) a 0,5 mL de chaque extrait permet
de mettre en évidence la présence de tanins, le mélange étant ensuite incubé a température
ambiante pendant 15 minutes. L'émergence d'une teinte bleu-noiratre ou verdatre signale la

présence de tanins.
e Flavonoides

Pour effectuer l'analyse, une certaine quantité d'extrait est combinée avec 1 mL d'acide
chlorhydrique pur (HCI), puis quelques fragments de magnésium sont ajoutés. L'apparition de

teintes comme le jaune, le rouge, I'orange ou le rose signale la présence de flavonoides.
e Quinones libres

Dans un tube de laboratoire, versez 1mL d'extrait puis incorporez 0,1mL d'hydroxyde de
sodium (NaOH a 1 %). La manifestation d'une couleur jaune, rouge ou violette signale la

présence de quinones libres.
e Lesanthraquinones

Les anthraquinones ont été mises en évidence en ajoutant 1 mL de NHsOH (10 %). Apres

agitation, I’apparition d’une couleur violette, indique la présence des anthraquinones.
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e Les terpénoides

La recherche des terpénoides a été effectuée avec le test de Slakowski, en incorporant 0,4 mL
de chloroforme et 0,6 mL d'acide sulfurique concentré a 1mL d'extrait. L'émergence de deux

phases avec une teinte brune a l'interface signale la présence de terpénoides.
e Lessaponosides

Les saponosides ont été recherchés par le test de mouse, aprés agitation de 10 mL de chaque
extrait, une mouse supérieur a 1 cm et qui persiste entre 10 et 20 min confirme la présence des

saponosides .
e Lesalcaloides

Les analyses ont été effectuées par des réactions de précipitation en utilisant le réactif de

Mayer et Wagner.
Tube 1 : comprenant 0,5 mL d'extrait associé a 0,5 mL du réactif de Mayer.
Tube 2 : contenant 0,5 mL d'extrait et 0,5 mL du réactif de Wagner.

L'apparition d'un précipité blanc et marron indique la présence des alcaloides.

e Les composes réducteurs
Leur détection consiste & introduire 1 mL d’extrait dans un tube a essai, puis 2 mL de liqueur
de Fehling (1 mL de réactif A et 1 mL de réactif B). Ensuite, I’ensemble était porté au bain-
marie bouillant durant 10 min. L apparition d’un précipité rouge brique indique la présence

des composés réducteurs
5.Dosage des composés phénoliques

5.1. Dosage des polyphénols totaux

5.1.1. Principe
Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerius et Nicholson en
2006. Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange d’acides phosphotungstique

(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040) de couleur jaune.

Le principe de cette méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par le réactif
précédent. Elle entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungstene de couleur

bleu qui absorbe a 725 nm (Vermerius et Nicholson, 2007)
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5.1.1.Mode opératoire
0,1 mL de chaque extrait est mélangé avec 2 mL d’une solution de carbonate de sodium
(NaxC0Os3) a 2% ;

e tubes sont agités puis incubés pendant 5 min ;

e 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange ;

e Les tubes sont incubés pendant 30 min a température ambiante ;

e La lecture des densités optiques est réalisée a 1’aide d’un spectrophotomeétre contre un

blanc a 700 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations (0,1 ; 0,2 ; 0,3

:04;05;0,6;0,8;1mg/mL).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait

(mg EAG/gE).
5.2. Dosage des Flavonoides

5.2.1. Principe
Le dosage des flavonoides est realise selon la méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast
en 2007.

C’est une méthode spectrophotométrie utilisant le trichlorure d’aluminium (AICI3) et la soude
(NaOH) qui forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de

couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm (Ardestani et Yazdanparast , 2007)

5.2.2. Mode opératoire
e 500 pL de chaque extrait sont mélangés avec 2 mL d’eau distillée ;
e 150 pL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO32) & 15 % sont ajoutés au mélange ;
e Les tubes sont incubés pendant 6 min a température ambiante ;
e 150 pL de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 10% sont ajoutés ;
e Les tubes sont incubés pendant 6 min a température ambiante ;
e 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% sont ajoutés immédiatement ;
e Le volume total est ajusté a 5 mL avec 1’eau distillée ;

e Les tubes sont agités, puis incubés pendant 15 min ;
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e La lecture des densités optiques est réalisée a I’aide d’un spectrophotomeétre contre un

blanc a 510 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la catéchine comme contrdle positif a differentes concentrations (0,1 ; 0,2 ; 0,3
:0,4;0,5;0,6;0,8 mg/mL).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg
EQC/gE).

5.3. Dosage des tanins condensés

5.3.1. Principe

Le dosage des tanins condensés est réalisé selon la méthode utilisant la vanilline. En milieu
acide, les tanins condenses se dépolymérisent et par réaction avec la vanilline se transforment
en anthocyanidols de couleur rouge. Mesurables par spectrophotométrie a 500 nm (Sun et al.,
1998).

5.3.1. Mode opératoire
e 50 uL de chaque extrait est mélangé avec 1500 pL de la solution vanilline/méthanol (4
%, m/v) ;
e Les tubes sont agités, ensuite 750 pL d’acide chlorhydrique concentré (HCI) est
additionné ;
e Le mélange est laissé réagir a température ambiante pendant 20 min ;

e La lecture de I’absorbance est réalisée a 1’aide d’un spectrophotométre contre un blanc

a 550 nm ;

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme contréle positif a différentes concentrations (0,1 ; 0,2 ;0,3 ; 0,4 ;
0,6;0,8; 1 mg/mL).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg
EQC/gE).

5.4. Expression des résultats
Les teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins condensés, sont calculées selon la formule

suivante :

T =a*f/b
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T : Teneur en composeés phénoliques ;
a : Concentration a partir de la courbe d’étalonnage respective ;
f : Facteur de dilution ;

b : Concentration initiale de I’extrait.

6. Evaluation de P’activité antioxydante
6.1. Piégeage du radical libre DPPH- (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

6.1.1. Principe

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe¢), est un radical libre instable qui absorbe dans le
visible a une longueur d’onde de 515 a 520 nm (Bandoniene et al., 2002 ). Afin de mesurer la
capacité a réduire le radical DPPHe par des molécules dites « antioxydant », le test consiste a
mettre une solution méthanolique de DPPHe de couleur violette a une concentration connue,
en présence de différentes concentrations de la molécule testée. La forme réduite de couleur
jaune n’absorbe plus, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a la longueur

d’onde définie (Atoui et al., 2005 ; Majhenig et al., 2007).

6.1.2. Mode opératoire

e 50 pL de chaque extrait a différentes concentrations sont ajoutés a 1950 uL d’une
solution méthanolique de DPPHe* & (6,34. 10° M) ;

e Pour chaque concentration un blanc est préparé contenant 50 pL de chaque extrait et
1950 pL de méthanol ;

e Le contrdle négatif est préparé, en mélangeant 50 pL de méthanol avec 1950 uL d’une
solution méthanolique de DPPH- ;

e Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante, la lecture des
absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre;

e L’acide ascorbique, est utilisé comme contr6le positif dans les mémes conditions

opératoires.

6.1.3. Expression des résultats

e Calcul des pourcentages d’inhibition

Les résultats du test DPPHe sont exprimés en pourcentage d’inhibition calculés a partir de

la formule suivante :

% | = [(AC — AT)/ AC] x 100

38



Matériel et méthodes

% |: Percentage d’inhibition.
AC : Absorbance du contrdle.

AT : Absorbance du test effectué.

e Calcul des ICso

L’ICsp (concentration inhibitrice de 50%) est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% de radical DPPHe. Les ICso sont calculées graphiquement par les
régressions logarithmiques des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations des extraits testés. (Maisuthisakul et al., 2007 ; Fabri et al., 2009 ; Scherer
et al., 2009).

6.2. Réduction du fer par la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

6.2.1. Principe
Activité réductrice du fer des extraits est déterminée selon la méthode décrite par (Oyaizu
1986), qui est basée sur la réaction chimique de réduction du fer ferrique (Fe3* ) présent dans
le complexe KsFe (CN)g en fer ferreux (Fe?* ). La densité du milieu réactionnel de la couleur
bleu du complexe ferreux (bleu de prussian due au FeCls) est déterminée a 1’aide d’un
spectrophotométre a 700 nm. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Ozturk et al., 2007).

6.2.2. Mode opératoire

e 1 mL d’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 2,5 mL une solution
tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) ;

e 2,5 mL une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1% sont ajoutés au
mélange ;

e Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis refroidi a température
ambiante ;

e 2,5mL de I’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés ;

e Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min ;

e 2.5 mL du surnageant sont ajoutés a 2,5 mL d’eau distillée ;

e 500 pL une solution de trichlorure du fer (FeClz) & 0,1% sont ajoutés en dernier ;

e La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a l‘aide d‘un
spectrophotomeétre (Karagozler et al., 2008) ;

e Le BHA est utilisé comme contréle positif dans les mémes conditions opératoires.
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6.2.3. Expression des résultats
Pour la méthode FRAP, une augmentation de 1’absorbance indique une augmentation du

pouvoir réducteur du fer par les échantillons testés (extraits ou contréle positif).

Afin de comparer entre le pouvoir réducteur de ces échantillons, le parametre calculé est
I’ECso ou concentration efficace qui indique la concentration de 1’échantillon nécessaire pour
obtenir une absorbance de 0,5 sur les graphes [Absorbances=f(concentrations)] a 700 nm
(Ferreira et al., 2007 ; Tamuly et al., 2014).
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Résultats et interprétations

|
L’objectif de ce travail est d’établir une comparaison entre les rendements des trois extraits
préparés par 3 méthodes d’extraction différentes. D’évaluer leurs compositions
phytochimiques ainsi que les variations des teneurs en composes phénoliques, et enfin

d’analyser leur pouvoir antioxydant a I’aide de deux méthodes complémentaires : DPPH et

FRAP.

1.Rendements d’extraction
Le rendement de I’extrait sec, obtenu aprés évaporation du solvant, a été calculé en fonction

du poids initial de la matiére végétale pour chaque type d’extrait.

Tableau 3: Rendements et caractéristiques des divers extraits d’Ephedra alata.

Extraits agueux | Rendement Aspect Couleur Solubilité

EA-inf 34,5% Cristallisé Marron Eau distillée
EA-ref 24,5% Cristallisé Marron clair Eau distillée
EA-mac 24,5% Cristallisé verte Eau distillée

EA-inf : extrait aqueux infusion

EA-ref : extrait aqueux reflux

EA-mac: extrait agueux macération

D'apres ces résultats, I’extrait aqueux préparé par infusion présente le rendement le plus élevé
(34,5 %), suivi par les extraits préparés par macération et reflux avec le méme rendement
(24,5 %)

Les trois extraits présentent une forme cristallisée et sont solubles dans I'eau distillée. L'extrait
préparé par macération affiche une couleur verte, I'extrait préparé par infusion présente une

couleur marron et I’extrait prépare sous reflux se manifeste marron clair.

2.Analyse phytochimique
Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les trois extraits sont compilés dans le

tableau suivant :
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Tableau 4 : Résultats de I’analyse phytochimique des extraits aqueux d’Ephedra alata

Tests EA-inf EA-ref EA-mac
Tanins + +4++ +
flavonoides + - +4+

Quinones libres - - -

Anthraquinones - - -

Terpénoides + +++ +
Saponosides - + -
Alcaloides +++ +++ +++
Composés réducteurs +++ +++ +++

Présence : (+) ; Absence : (-)

EA-inf : extrait aqueux infusion

EA-ref : extrait aqueux reflux

EA-mac: extrait agueux macération

Les résultats montrent que Ephedra alata est riche en alcaloides et en composés réducteurs,
présents fortement dans tous les extraits. Les tanins et les terpénoides sont également présents,
avec une extraction plus efficace par reflux, suggérant I’effet positif de la température. Les
flavonoides sont présente dans I’EA-mac et absent avec la chaleur, les quinones et les

anthraquinones indique qu’ils sont révélés négatifs.

3.Teneurs en composes phénoliques
Les différents extraits bruts étudiés ont été soumis a une quantification par
spectrophotométrique, afin de déterminer les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et

en tanins condensés.

Les concentrations de ces composés ont été évaluées a l'aide de courbes d'étalonnage : I'acide
gallique (fig.19) pour les polyphénols totaux, et la catéchine (fig.20 et 21) pour les
flavonoides et les tanins condenses, respectivement. Les valeurs obtenues sont indique dans le

tableau 5
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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Figure 21: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés
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Tableau 5: Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensé dans les
différents extraits d’Ephedra alata

EA-Inf EA-Ref EA-Mac
Polyphénols

130,77 + 4,80 238,09+ 9,33 153,09 + 12,30
(mgEAGI/QE)
Flavonoides

41,80+ 7,24 2793 +4,78 28,52 + 0,63
(mgEQC/gE)
Tanins

482,83 +£89,78 | 187,80 + 32,49 | 140,54 + 23,37
(mgEQC/gE)

Les résultats présentés dans le tableau 5 indiquent que les teneurs en composés phénoliques

varient d’un éxtrait a 1’autre.
e Polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux son différents entre les trois échantillons. L'Extrait préparé

par décoction affiche la teneur la plus élevée en polyphénols (238,09+ 9,33mg EAG/QE),
suivi de I'Extrait préparé par macération qui présente un contenu moyen de (153,09 *
12,30mg EAGI/gE). L'Extrait préparé par infusion a révélé la concentration la plus faible
(130,77 £ 4,80mg EAG/gE).

e Flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits fluctuent entre 28 et 42 mgEQC/gE. L'Extrait préparé
par infusion a révélé la concentration la plus importante en flavonoides, atteignant 41,80 +
7,24 mg EQC/gE. Tandis que les extraits préparés par macération et reflux contenaient des
teneurs plus faibles de (28,52 + 0,63 et 27,93 + 4,78 mg EQC/gE) respectivement.

e Tanins condensés

Les teneurs de tanins condensés présents dans les divers extraits montrent également une
variabilité. L'Extrait préparés par infusion présente la concentration la plus élevée avec une
valeur de 482,83+ 89,78 mg EQC/gE. En comparaison, I'extrait préparés par maceération a
montré la plus faible concentration en tanins, avec une valeur de 140,54 + 23,37 mg EQC/gE,
alors que I'extrait préparés sous reflux affiche une valeur intermédiaire (187,80 + 32,49 mg
EQC/gE).
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4 Résultats de P’activité antioxydante

Pour cette étude, deux méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante des
extraits d’Ephedra alata : la méthode DPPH, et la méthode FRAP. Les résultats obtenus par
ces méthodes ont été comparé par un compose de référence, a savoir l'acide ascorbique et le

BHA respectivement

4.1. Piégeage du radical DPPH les extraits aqueux d’Ephedra alata
4.1.1. Piegeage du radical DPPH par PEA-inf

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait aqueux obtenu par infusion a été réalisée

par le test du DPPH afin de déterminer sa capacité a pieger les radicaux libres (fig.22).
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’EA-inf d’Ephedra alata
Selon la figure 22, le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe augmente progressivement
avec I’augmentation de la concentration de I’extrait, ce qui traduit une activité antioxydante
dépendante de la dose. A une faible concentration de 0,2 mg/mL, I’inhibition est d’environ
13,08 %, puis elle passe a 25,75 % a 0,5 mg/mL et a 35,44 % a 1 mg/mL. Cette augmentation

devient plus marquée a 2 mg/mL, ou I’inhibition atteint 50,69 %.

Aux concentrations plus élevées, 1’activité antioxydante devient trés importante, avec 79,39 %

a 4 mg/mL et un maximum de 94,46 % a 6 mg/mL.

Par ailleurs, 1’équation de la courbe (y = 24,368 In(x) + 43,026) ainsi que le coefficient de
corrélation élevé (R? =0,9633) montre que la relation entre la concentration et le pourcentage

d’inhibition suit une évolution logarithmique.
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4.1.2. Piégeage du radical DPPH par ’EA-Ref

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait aqueux obtenu par décoction a été réalisée

par le test du DPPH afin de déterminer sa capacité a piéger les radicaux libres (fig.23).
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Figure 23: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’EA-Ref d’Ephedra alata

Le graphique montre que le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe augmente
progressivement avec 1’augmentation de la concentration de 1’extrait EA-Ref, indiquant une

activité antioxydante dose dépendante.

A trés faible concentration, I’inhibition reste faible, avec environ 8 % a 0,125 mg/mL et prés
de 16 % a 0,25 mg/mL. Lorsque la concentration atteint 0,5 mg/mL, le pourcentage

d’inhibition augmente nettement jusqu’a environ 45 %, puis atteint pres de 69 % a 1 mg/mL.

Aux concentrations plus élevées, I’activité antioxydante devient trés importante, avec environ
88 % d’inhibition a 2 mg/mL. A 4 mg/mL et 6 mg/mL, les valeurs se maintiennent autour de

90 %, traduisant une tendance vers la stabilisation de 1’effet antioxydant.

La courbe présente ainsi une augmentation rapide aux faibles concentrations suivie d’un
ralentissement progressif aux concentrations élevées, ce qui suggere une saturation graduelle
des radicaux DPPHe. L’équation logarithmique (y = 23,867In(x) + 59,158) ainsi que le
coefficient de corrélation élevé (Rz2 = 0,9362) montrent une bonne corrélation entre la

concentration de 1’extrait et le pourcentage d’inhibition.

Globalement, I’extrait de référence présente une forte capacité antioxydante, caractérisee par

une inhibition élevée méme a des concentrations relativement faibles.
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4.1.3. Piégeage du radical DPPH par ’EA-Mac

L’évaluation de ’activité antioxydante de 1’extrait aqueux obtenu par macération d’Ephedra
alata a eté realisée par le test du DPPH afin de déterminer sa capacité a piéger les radicaux

libres (fig.24).
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Figure 24: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par L’EA-Mac d’Ephedra alata
Le graphique montre que le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe augmente avec
I’élévation de la concentration de I’extrait de macération (EA-Mac), traduisant une activité

antioxydante dépendante de la dose.

A faible concentration, 1’activité antioxydante reste modérée, avec une inhibition d’environ 10
% a 0,125 mg/mL, 17 % a 0,25 mg/mL et prés de 31 % a 0,5 mg/mL. Lorsque la
concentration atteint 1 mg/mL, le pourcentage d’inhibition augmente nettement pour atteindre

environ 64 %.

Aux concentrations intermédiaires et élevées, 1’activité devient trés importante, avec environ
86 % d’inhibition a 2 mg/mL et prés de 94 % a 4 mg/mL. A 6 mg/mL, le taux d’inhibition

reste éleve, autour de 93 %, indiquant une stabilisation de I’effet antioxydant.

La courbe présente ainsi une augmentation rapide aux faibles concentrations suivie d’un
ralentissement progressif aux concentrations élevées, ce qui suggere une saturation graduelle
des radicaux DPPHe. L’équation logarithmique (y = 24,844In(x) + 57,55) ainsi que le
coefficient de corrélation élevé (R2 = 0,9504) confirment une bonne corrélation entre la

concentration de 1’extrait et le pourcentage d’inhibition. Ces résultats montrent que I’extrait
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préparé par posséde une forte activité antioxydante, particulierement marquée a partir des

concentrations intermédiaires.

4.2. Piégeage du radical libre DPPH par I’acide ascorbique
La molécule d'acide ascorbique, utilisée pour piéger le radical libre DPPH e, présente des

pourcentages d’inhibition indiqués sur la figure 25.
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Figure 25: Pourcentage d'inhibition du radical DPPH par dacide ascorbique

D’aprés la figure 25, I’acide ascorbique présente une augmentation progressive du
pourcentage d’inhibition du radical DPPHe en fonction de 1’augmentation de la concentration,

ce qui traduit une activité antioxydante dépendante de la dose.

A la plus faible concentration (0,025 mg/mL), le pourcentage d’inhibition est d’environ 9 %.
Lorsque la concentration augmente a 0,05 mg/mL, I’inhibition atteint prés de 23 %, puis

environ 33 % a 0,075 mg/mL. Cette augmentation se poursuit avec des valeurs proches de
46 % a 0,1 mg/mL et 61 % a 0,125 mg/mL.

Aux concentrations plus élevées, ’activité antioxydante devient plus importante, avec environ
73 % d’inhibition a 0,15 mg/mL, 87 % a 0,175 mg/mL et prés de 95 % a 0,2 mg/mL. La
droite de régression obtenue (y = 502,32x — 3,2575) ainsi que le coefficient de corrélation
élevé (R2 = 0,9974) montrent une forte corrélation linéaire entre la concentration de 1’acide
ascorbique et le pourcentage d’inhibition du DPPHe. Ces résultats confirment le fort pouvoir

antioxydant de ’acide ascorbique, utilis¢ comme molécule de référence.
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|
4.3. Calcul des ICso
L'activité antioxydante de I'acide ascorbique et des extraits a été mesurée en termes de valeurs
ICs0, (Une valeur ICs, basse indique une grande efficacité dans l'inhibition des radicaux

libres, alors qu'une valeur élevée révéle une activité antioxydante plus faible.

Les résultats 1Cso, dérivés des équations de régression linéaire des courbes précédemment

tracées, sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6 : Valeurs ICs, de différents extraits d’Ephedra alata et de ’acide ascorbique

Extraits ICso (Mg/ml)
infusion 1,22

Reflux 0,66
maceération 0,73

Acide ascorbique 0,106

Les valeurs d’ICs, montrent que tous les extraits posseédent une activité antioxydante, mais
avec une efficacité différente. L’acide ascorbique est utilis¢é comme référence, car il présente

une trés forte capacité a piéger le radical DPPHe (IC5, = 0,106 mg/mL).

Ainsi, méme si aucun extrait n’atteint 1’efficacité de I’acide ascorbique, 1’extrait obtenu sous
reflux apparait comme le plus performant avec une 1Cso de 0,66 mg/mL suivi par I’extrait
préparé par macération (0,73 mg/mL), tandis que I’extrait préparé par 1’infusion (1,22

mg/mL) reste le moins actif.
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4.4. Reéduction du fer (FRAP)

4.4.1. Réduction du fer (FRAP) par ’EA-inf d’Ephedra alata

La figure 26 représente le pouvoir réducteur du fer de I’EA-inf évalué par le test FRAP
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Figure 26 : Réduction du fer par I’EA-Inf d’Ephedra alata

Les résultats obtenus montrent une augmentation progressive de 1’absorbance a 700 nm avec
I’augmentation de la concentration de 1’extrait, passant de 0,03 a 0,22. Cette augmentation

traduit une activité réductrice dose-dépendante de ’extrait préparé par infusion.

A une concentration de 40 mg/mL, ’absorbance attient une valeur de 0,035 et passe, a une
concentration de 125 mg/mL & 0,119. A la concentration la plus élevée (200 mg/mL)
I’absorbance est de 0,22.

Ces résultats de courbe linéaire suggeérent que 1’extrait préparé par infusion posséde une
activité antioxydante intéressante, pouvant étre liée a sa richesse en molécules bioactives

capables de transformer les ions ferriques (Fe3*) en ions ferreux (Fe2*).
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4.4.2. Réduction du fer (FRAP) par I’EA-Ref d’Ephedra alata

La figure 27 illustre le pouvoir réducteur du fer de 1’extrait obtenu par reflux a travers le test
FRAP
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Figure 27: Réduction du fer par I’EA-Ref d’Ephedra alata

Les résultats montrent une augmentation progressive de 1’absorbance a 700 nm en fonction
de l’augmentation de la concentration de I’extrait. Cette évolution traduit une activité

réductrice croissante et met en évidence une relation dose-dépendante.

A une concentration de 4 mg/mL 1’absorbance attient une valeur de 0,037 et passe, & une
concentration de 8 mg/mL , 0,16. A la concentration la plus élevée 25 mg/mL 1’absorbance
est de 0,61

Par ailleurs, la linéarité observée entre la concentration de 1’extrait et 1’absorbance suggere
une bonne corrélation entre la quantité d’extrait utilisée et son pouvoir réducteur. Ainsi,
’extrait obtenu par reflux présente une capacité antioxydante intéressante, pouvant étre liee a
une meilleure extraction des composés phénoliques capablent de réduire les ions ferriques

(Fe3*) en ions ferreux (Fe2*), ce qui refléte une activité antioxydante importante.
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4.4.3. Réduction du fer (FRAP) par ’'EA-Mac d’Ephedra alata

La figure 28 represente le pouvoir réducteur du fer de I’extrait obtenu par macération évalué
par le test FRAP
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Figure 28 : Réduction du fer par I’EA-Mac d’Ephedra alata

Les résultats montrent une augmentation progressive de 1’absorbance a 700 nm avec
I’augmentation de la concentration de I’extrait, indiquant ainsi une activité antioxydante dose-

dépendante.

A une concentration de 10 mg/mL 1’absorbance attient une valeur de 0,087 et passe, a une
concentration de 80 mg/mL de 0,24. A la concentration la plus élevée (130 mg/mL)
I’absorbance est de 0,26.

L’¢élévation de I’absorbance traduit la capacité de 1’extrait de macération a réduire les ions
ferriques (Fe3*) en ions ferreux (Fez"). Cette activité réductrice confirme la richesse de

I’extrait en molécules bioactives a potentiel réducteur.
4.5, Réduction du fer par le BHA

La molécule BHA, utilisée comme réducteur du fer , présente des absorbances indiquées sur

la figure 29.
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Figure 29 : Réduction du fer par le BHA
D’aprés la figure 29, I’absorbance augmente progressivement avec 1’augmentation de la
concentration du BHA, ce qui indique une augmentation du pouvoir réducteur en fonction de
la dose. A faible concentration, les valeurs d’absorbance sont faibles, puis elles augmentent

progressivement pour atteindre une absorbance maximale d’environ 0,53 a 2 mg/mL.

La relation linéaire obtenue : y=0,2415x+0,0527 avec un coefficient de corrélation élevé :
R2=0,9886 montre une forte corrélation entre la concentration du BHA et ’absorbance. Ces
résultats confirment le fort pouvoir réducteur du BHA, utilisé comme composé de référence

dans I’évaluation de I’activité antioxydante.

4.3.Calcul des ECso
L'activité antioxydante de BHA et des extraits a été mesurée en termes de valeurs ECs,, Les
résultats ECso, dérivés des équations de régression linéaire des courbes précédemment

tracées, sont résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 7: Valeurs ECs, de différents extraits d’Ephedra alata et de la molécule de

référence.
Extraits ECso (mg/mL)
Infusion 463,83
Reflux 20,72
Maceération 184,08
BHA 1,85

Le tableau 7 présente les valeurs d’ECs, des différents extraits d ’Ephedra alata ainsi que le
BHA. La valeur d’ECsq correspond a la concentration nécessaire pour obtenir 50 % d’activité

antioxydante. Plus cette valeur est faible, plus I’activité antioxydante est élevée.

Parmi les extraits étudiés, 1’extrait obtenu par reflux a montré la meilleure activité
antioxydante avec une valeur d’ECs, de 20,72 mg/mL. Cette activité reste toutefois inférieure
a celle du BHA, utilisé comme référence, qui présente la plus faible valeur d’ECsq (1,85

mg/mL), indiquant ainsi une activité antioxydante trés importante.

L’extrait obtenu par macération présente une activité antioxydante modérée avec une valeur
d’ECs de 184,08 mg/mL, tandis que ’extrait préparé par infusion a enregistré la valeur la

plus élevée (463,83 mg/mL), traduisant une faible capacité antioxydante.

Ces résultats montrent que la méthode d’extraction influence fortement [’activité
antioxydante des extraits d’Ephedra alata. La méthode de reflux semble étre la plus efficace

pour extraire les composés antioxydants responsables de cette activite.
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Discussion

Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent clairement que la méthode d’extraction
utilisée influence fortement le rendement, la composition phytochimique ainsi que 1’activité
antioxydante des extraits d’Ephedra alata. Les différences observées entre la macération,
I’infusion et le reflux peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs, notamment la
température d’extraction, la durée du contact entre le solvant et le matériel végétal ainsi que la

capacité du solvant a pénétrer les tissus végétaux et a solubiliser les métabolites secondaires.

Les résultats relatifs aux rendements d’extraction montrent que 1’extrait obtenu par infusion
présente le rendement le plus élevé avec une valeur de 34,5 %, tandis que les extraits obtenus
par macération et reflux affichent des rendements identiques de 24,5 %. Cette différence
pourrait é&tre attribuée a I’utilisation de 1’eau chaude lors de [D’infusion, qui facilite
I’hydratation et la perméabilisation des membranes cellulaires végétales, favorisant ainsi la
diffusion des substances solubles dans le milieu aqueux. Des résultats comparables ont été
rapportés par Hibi et ses collaborateurs sur Ephedra alata récoltée dans la région de Béchar.
Ces auteurs ont obtenu un rendement de 16,08 % pour I’extrait aqueux obtenu par macération
et de 17,27 % pour I’extrait aqueux obtenu sous reflux. Bien que les valeurs obtenues dans
notre étude soient plus élevées, les différences enregistrées peuvent étre attribuées a plusieurs
facteurs, notamment 1’origine géographique du matériel végétal, les conditions climatiques, la
période de récolte, la granulométrie de la poudre végétale ainsi que les parametres
d’extraction utilisés (Hibi et al., 2022).

L’analyse phytochimique réalisée sur les trois extraits a montré la présence de plusieurs
groupes de composés bioactifs, notamment les alcaloides, les tanins, les terpenoides, les
flavonoides et les composés réducteurs. Les alcaloides et les composés réducteurs ont été
fortement détectés dans tous les extraits, ce qui indique que Ephedra alata constitue une
source importante de substances biologiquement actives. Ces résultats concordent avec ceux
obtenus par Jaradat et ses collaborateurs aussi par Hibi et ses collaborateurs, qui ont montré
que les extraits d’Ephedra alata possedent une richesse importante en alcaloides et en
composés phénoliques responsables de plusieurs propriétés biologiques telles que les activités
antioxydantes, antimicrobiennes et cytotoxiques (Jaradat et al., 2021). Le genre Ephedra est
particulierement connu pour contenir des alcaloides de type éphédrine et pseudoéphédrine,
largement utilisés dans le domaine pharmaceutique pour leurs propriétés stimulantes et
bronchodilatatrices (Hibi et al., 2022).
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Les résultats phytochimiques montrent également que les flavonoides sont davantage présents
dans ’extrait obtenu par macération, alors qu’ils diminuent progressivement dans les extraits
obtenus par chauffage, notamment celui préparé par reflux. Cette diminution pourrait étre liée
a la thermosensibilite de certains flavonoides qui peuvent subir des transformations chimiques
ou des dégradations sous 1’effet prolongé de températures élevées. Des observations similaires
ont été rapportées par Bourgou et collaborateurs, qui ont montré que les conditions
thermiques influencent significativement la stabilité des flavonoides présents dans les especes
du genre Ephedra (Bourgou et al., 2020). Les auteurs ont indiqué que certains flavonoides
peuvent étre oxydés ou hydrolysés sous 1’effet de la chaleur, entrainant une diminution de leur

concentration dans les extraits chauffés.

Concernant les tanins et les terpénoides, les résultats montrent une extraction plus importante
dans I’extrait obtenu par reflux. Cela pourrait étre expliqué par 1’effet combiné de la chaleur
et du reflux continu, qui favorisent une meilleure rupture des structures cellulaires végétales et
facilitent ainsi la libération des composés fortement liés aux tissus végétaux. Les tanins étant
des molécules polyphénoliques relativement complexes, leur extraction nécessite souvent des

conditions thermiques favorables afin d’améliorer leur solubilisation dans les solvants aqueux.

Le dosage des polyphénols totaux a révélé que I’extrait préparé par reflux possede la
concentration la plus élevée avec une valeur de 238,09 + 9,33 mg EAG/gE, suivi de I’extrait
macération puis de I’extrait infusion. Cette richesse importante en composés phénoliques
pourrait étre attribuée a 1’action prolongée de la chaleur durant le reflux, qui favorise la
diffusion et la solubilisation des polyphénols liés aux structures cellulaires végétales. Des
résultats similaires ont été rapportés par Boussena et collaborateurs dans une étude menée sur
Ephedra alata du Sahara algérien, ou les auteurs ont montré que les extraits aqueux chauffés
présentaient des teneurs élevées en composés phénoliques ainsi qu’une activité antioxydante

importante (Boussena et al., 2022).

Les composés phénoliques jouent un réle essentiel dans la protection des cellules contre le
stress oxydatif grace a leur capacité a céder des électrons ou des atomes d’hydrogene afin de
neutraliser les radicaux libres. La richesse de 1’extrait préparé par reflux en polyphénols
pourrait donc expliquer son activité antioxydante importante observée dans les tests DPPH et
FRAP. Plusieurs études ont montré 1’existence d’une corrélation positive entre la teneur en

polyphénols et le potentiel antioxydant des extraits végétaux.
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Discussion

Les resultats obtenus pour les flavonoides montrent que 1’extrait préparé par infusion possede
la teneur la plus élevée de 41,80 + 7,24 mg EQC/gE. Cette valeur est Iégerement supérieure a
celle rapportée par Belazougui et ses collaborateurs qui ont obtenu une teneur maximale de
38,45 + 0,05 mg QE/g d’extrait d’Ephedra alata. Cette similitude confirme la richesse de
cette espece en flavonoides. Les différences observées peuvent étre liées a la méthode
d’extraction, a 1’origine géographique de la plante ainsi qu’aux conditions environnementales

influengant la biosynthese des métabolites secondaires (Belazougui et al.,2023)

Les tanins condensés ont également montré des variations importantes selon la méthode
d’extraction. L’extrait infusion a présenté la teneur la plus élevée en tanins condensés482,83+
89,78mg EQCI/gE, suivi de ’extrait préparé par reflux 187,80 + 32,49 mg EQC/gE puis de
I’extrait obtenu par macération 140,54 + 23,37 mg EQC/gE.Des résultats comparables ont été
rapportés par Bourgou et ses collaborateurs, qui ont obtenu une teneur maximale de 19,59 +
0,05 mg CE/g d’extrait.. Ces différences pourraient étre liées aux caractéristiques structurales
des tanins ainsi qu’a leur sensibilité aux conditions thermiques et au temps d’extraction. Les
tanins sont connus pour leurs propriétés antioxydantes importantes grace a leur capacité a
former des complexes avec les radicaux libres et les ions métalliques responsables des

réactions d’oxydation. (Bourgou et al.,2020)

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode DPPH a montré que tous les extraits
possedent une activité inhibitrice dépendante de la concentration. Les extraits reflux et
macération ont présenté les meilleures activités avec des valeurs ICs, respectives de 0,66
mg/mL et 0,73 mg/mL, tandis que I’extrait infusion a montré une activité plus faible avec une
ICso de 1,22 mg/mL. Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Hibi et ses
collaborateurs, qui ont obtenu des valeurs 1Cs, de 0,49 mg/mL pour I’extrait aqueux, 0,56
mg/mL pour I’extrait méthanolique et 0,42 mg/mL pour I’extrait a 1’acétate d’éthyle. Les
faibles valeurs d’ICs, observées dans les deux études confirment le potentiel antioxydant
important de I’espéce Ephedra alata. Les différences constatées entre les résultats peuvent
étre expliquées par les variations de composition phytochimique, les conditions d’extraction,
les solvants utilisés ainsi que 1’origine géographique des échantillons végétaux. (Hibi et al.,

2022).

Les résultats du test FRAP confirment également cette activité antioxydante importante.
L’extrait reflux a montré la meilleure activité réductrice avec une valeur ECsq de 20,72

mg/mL, alors que I’infusion a présenté la plus faible activité avec une ECs, de 436,8mg/mL.
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Discussion

Cette différence importante pourrait étre liee a la forte concentration en polyphénols presents
dans ’extrait préparé par reflux. Les composés phénoliques possédent en effet une forte
capacité de transfert d’électrons permettant de réduire Fe®* en Fe?*, ce qui explique
I’augmentation du pouvoir réducteur observée dans le test FRAP. Des résultats similaires ont
été rapportés par Bourgou et collaborateurs, qui ont montré que les extraits d’Ephedra alata
les plus riches en polyphénols présentent également les meilleures activités dans les tests
FRAP et DPPH (Bourgou et al., 2020).

Dans I’ensemble, les résultats obtenus dans cette étude montrent que Ephedra alata représente
une source importante de composés bioactifs possedant un potentiel antioxydant élevé. Les
différences observées entre les méthodes d’extraction confirment I’importance du choix de la
technique utilisée pour optimiser la récupération des métabolites secondaires d’intérét
biologique. La méthode de reflux apparait comme la plus efficace pour 1’extraction des
polyphénols responsables de 1’activit¢ antioxydante, alors que I’infusion semble mieux
adaptée a 1’extraction des flavonoides et des tanins condensés. Ces résultats restent
globalement en accord avec les études antérieures publiées sur cette plante médicinale
saharienne et confirment son intérét potentiel dans les domaines pharmaceutique, nutritionnel

et thérapeutique.
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Conclusion

Cette étude réalisée sur Ephedra alata a permis d’évaluer 1’influence de différentes méthodes
d’extraction aqueuse (macération, infusion et reflux) sur le rendement d’extraction, la
composition phytochimique, la teneur en composés phénoliques ainsi que [’activité

antioxydante des extraits obtenus.

Les résultats obtenus ont montré que 1’infusion présente le rendement d’extraction le plus
élevé (34,5 %), alors que la macération et le reflux ont donné des rendements similaires (24,5
%). L’analyse phytochimique a révélé la présence de plusieurs groupes de métabolites
secondaires biologiquement actifs, notamment les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les

terpenoides et les composés reducteurs.

Les composés phénoliques varient selon 1’extraction. Le reflux donne le plus de polyphénols,
tandis que I’infusion donne plus de flavonoides et de tanins. Les conditions thermiques
influencent donc leur extraction et stabilité dans Ephedra alata.

L’évaluation de I’activité antioxydante par les méthodes DPPH et FRAP a démontré que tous
les extraits possédent une activité antioxydante. Toutefois, I’extrait préparé par décoction a
présenté la meilleure activité antioxydante avec une ICs, de 0,66 mg/mL contre le DPPH et
une d’ECs, 20,72 mg/mL contre le fer , ce qui pourrait étre directement lié a sa richesse

élevée en composés phénoliques.

Les résultats obtenus confirment ainsi [’existence d’une relation entre la teneur en

polyphénols et le potentiel antioxydant des extraits étudiés.

Enfin, il serait intéressant de compléter ce travail par des analyses chromatographiques et des
études pharmacologiques approfondies afin d’identifier précisément les molécules actives
responsables des activités observées et de mieux valoriser cette plante dans le domaine des

substances naturelles d’intérét thérapeutique.
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Résumé
Les plantes médicinales riches en métabolites secondaires représentent une source importante d’antioxydants
naturels capables de limiter les dommages oxydatifs. Dans ce contexte, cette étude a porté sur 1’évaluation de la
composition phytochimique et de I’activité antioxydante des extraits aqueux d’Ephedra alata préparé par trois
méthodes d’extraction (infusion, reflux et macération).Les résultats ont montré que 1’extrait obtenu par infusion
présente le rendement d’extraction le plus élevé de 1’ordre de 34,5 %, tandis que les extraits obtenus par reflux et
macération présentent le méme rendement de 24,5 %. L’analyse phytochimique a révélé une forte présence
d’alcaloides et de composés réducteurs dans tous les extraits, ainsi que la présence de tanins et de terpenoides.
Le dosage des composés phénoliques a montré que 1’extrait obtenu par reflux posséde la teneur la plus élevée en
polyphénols totaux de 1’ordre 238,09 + 9,33 mg EAG/gE. Concernant les flavonoides, 1’extrait préparé par
infusion présente la teneur la plus élevée de I’ordre de 41,80 + 7,24 mg EQC/gE. Ce méme extrait présente la
teneur la plus élevée en tanins condensés de 482,83+ 89,78 mg EQC/gE.L’évaluation de I’activité antioxydante
par les méthodes DPPH et FRAP a révélé une importante activité antioxydante des différents extraits, liee
principalement a leur richesse en composés phénoliques. L’extrait préparé sous reflux a présenté la meilleure
activite antioxydante vis-a-vis du radical DPPH (1Cs,=0,66 mg/mL) et la réduction du fer (ECs0,=20,72 mg/mL).
Comparativement aux standards utilisés, 1’acide ascorbique et le BHA présentent une trés puissante activité
(1Cs0=0,106 mg/mL et ECs,=1,85 mg/mL, respectivement).Cette étude confirme le potentiel antioxydant
d’Ephedra alata et met en évidence I’influence de la méthode d’extraction sur la composition phytochimique et
I’activité biologique des extraits.
Mots-clés : Stress oxydatif, Ephedra alata, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, DPPH, FRAP.

Abstract

Medicinal plants rich in secondary metabolites represent an important source of natural antioxidants capable of
limiting oxidative damage. In this context, the present study focused on evaluating the phytochemical
composition and antioxidant activity of aqueous extracts of Ephedra alata prepared using three extraction
methods: infusion, reflux, and maceration.The results showed that the infusion extract exhibited the highest
extraction yield, reaching 34.5%, whereas the reflux and maceration extracts showed the same yield of 24.5%.
Phytochemical screening revealed a strong presence of alkaloids and reducing compounds in all extracts, as well
as the presence of tannins and terpenoids.The determination of phenolic compounds showed that the reflux
extract possessed the highest total polyphenol content, reaching 238.09 = 9.33 mg GAE/gE. Regarding
flavonoids, the infusion extract exhibited the highest content, amounting to 41.80 + 7.24 mg QE/gE. The same
extract also showed the highest condensed tannin content, with a value of 482.83 + 89.78 mg QE/gE.The
evaluation of antioxidant activity using the DPPH and FRAP assays revealed significant antioxidant potential in
all extracts, mainly associated with their richness in phenolic compounds. The reflux extract demonstrated the
strongest antioxidant activity against the DPPH radical (ICso = 0.66 mg/mL) and ferric reducing power (ECso =
20.72 mg/mL). In comparison, the reference standards, ascorbic acid and BHA, exhibited very strong activities
(ICs0 = 0.106 mg/mL and ECsq = 1.85 mg/mL, respectively).This study confirms the antioxidant potential of
Ephedra alata and highlights the influence of the extraction method on the phytochemical composition and
biological activity of the extracts.
Keywords: Oxidative stress, Ephedra alata, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH, FRAP.
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