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Introduction

Introduction

L’evolution des connaissances scientifiques sur le phénomene du stress oxydant, nous a
renseignés encore davantage sur I’effet délétere que les radicaux libres peuvent provoquer aux
cellules (Braik.A, 2009). En effet, le stress oxydant est considéré comme composant critique

de plusieurs voies pathologique, tels que le vieillissement et le cancer. (Iserin. L,2001).

A condition physiologique, le pouvoir oxydant des radicaux libres est contrebalancé
par de nombreux antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques, on peut notamment citer
certaines vitamines (C, E et béta-caroténe), mais aussi les phyto-nutriments (polyphénals,
caroténoides...), ( Mauro, 2006) présents dans nos aliments, soit sous forme naturelle, soit
sous forme d'additifs utilisés dans l'industrie agroalimentaire ( Medjoujda.0,2012). Ces
composés antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études car, en plus d’un
intérét dans le traitement de certaines pathologies, ils sont aussi utilisés pour la conservation
des denrées comestibles pour I’industrie agroalimentaire (par exemple empécher I’oxydation
des lipides) (Pan .Y et al, 2008).

A I’heure actuelle, le développement de la toxicité des antioxydants synthétiques ont
conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes
médicinales et culinaires afin de rechercher de nouveaux antioxydants d’origine naturelle efficaces
et dénueées de tout effet adverse.

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée .On compte environ 3000
especes de plantes dont 15% endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques
(Gaussen.H ; Leroy H. F,1982).

Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve la plante
Teucrium polium (Boudjouref.M,2011) , ce dernier est largement distribué surtout dans les
lits pierreux des oueds et dans les roches (Ziane .Y , 2014). De nombreuses espéces de ce
genre sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules
douées d’activités thérapeutiques, utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres, le
stress,...etc. (Hammoudi.R,2009). C’est pourquoi elle est constitué le sujet de plusieurs
études qui font déterminé leurs compositions chimiques (Hasani .P et all ,2007), ainsi que

leurs propriétés biologiques (Krache.l,2010).

Le but de cette étude consiste a évaluer I’activité anti-oxydante de I’extrait aqueux des

feuilles et des tiges de la plante médicinale Teucrium polium afin de bloguer I’action des

vl



Introduction

radicaux libres soit par inhibition des sources genératrices ou par piégeage direct de (effet
scavenger).

Pour cela notre étude englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique basé
principalement sur la préparation de I’extrait aqueux des feuilles (EAFTP) et des tiges
(EATTP) de la plante et porte également sur les testes de screening phytochimiques ainsi que

une étude quantitative afin d’estimer la quantité des flavonoides dans ces deux extraits.

Le second aspect est consacré a une évaluation de Il'activité antioxydante des deux extraits
aqueux des feuilles et des tiges par le pouvoir scavenger sur le radical DPPH" (2,2'-diphenyl-

1-picrylhydrazyl).

)



Chapitre I Synthése bibliographique

Chapitre | : Synthese bibliographique

I. Les principes actifs des plantes médicinales et la phytothéerapie

I.1. la phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs phyton,<plante>> et therapeia qui signifiée
<soigner > ( Cazouz-Beyret.N,2013), La phytothérapie désigne la médecine basée sur les
extraits de plantes et les principes actifs naturels (Zeghad.N,2008); ces derniers sont
concentrées dans les déférents parties de la plante ( feuilles, tiges, fleures, racines ,fruits...),
utilisées fraiches ou seches.

On distingue deux essentielles types de pratiques de la phytothérapie ;

» Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basée sur l'utilisation de plantes
selon les vertus découvertes empiriquement. Selon I'OMS, cette phytothérapie est
considérée comme une médecine traditionnelle (Benghanou.M, 2009).

» Une pratique basée sur les avancées et preuves scientifiques qui recherchent les

activités des extraits actifs des plantes (Gahbiche.S, 2008) .
1.2. Les principes actifs des plantes médicinales

les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants naturellement présents dans
cette plante ; ils lui conférent son activité thérapeutique (Zeghad.N, 2008). Ces composants
sont souvent en quantité extrémement faible dans la plante. Les principes actifs se trouvent
dans toutes les parties de la plante, mais de maniere inégale. Tous les principes actifs d'une
méme plante n'ont pas les mémes propriétés biologiques ( Benghanou.M,2009). lls sont
divisés en deux classes :

1.2.1.Les métabolites Primaires

Les métabolites primaires sont des molécules synthétisés par la cellule, elles sont
indispensables pour leur accroissement (Krief.S,2003). Parmi les métabolites primaires il ya
des acides aminés, des alcools, des vitamines (B2 et B12), des polyols, des acides organiques,
ainsi que des nucléotides (inosine-5'-monophosphate et guanosine-5'-monophosphate) (
Yezza. S ,2013 ; Bouchama.S ,2013).

3



Chapitre I Synthése bibliographique

1.2.2.Les métabolites secondaires

Le terme «métabolite secondaire», a été introduit par Albrecht Kossel en 1891, est utilisé pour
décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes, ils sont présents dans
toutes les plantes supérieures (Krief.S,2003), et ayant une répartition limitée dans I'organisme
de la plante. Ces molécules marquent de maniére originale, une espéce, une famille ou un
genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Yezza.S ,2013;
Bouchama.S,2013). Les métabolites secondaires sont responsables des fonctions
périphérique indirectement essentielles a la vie des plantes (Nkhili.E,2009) telles que la
communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles catalytiques (
Guillaume.M, 2008). On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les
composes phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Nkhili.E,2009). Chacune de ces classes
renferme une tres grande diversité de composés qui possedent une tres large gamme

d'activités en biologie humaine (Krief.S, 2003).

1.2.2.1. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. En 2003, environ de 4000
composés flavoniques sont connus ( Bouziane.N ,2011). Ils sont des pigments quasi-
universels des végétaux, ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme
d’hétérosides, c'est a- dire liée & des oses et autres substances (Dehak.K .D ,2013). La
structure de base de ces métabolites formés par deux cycles en C6 (A et B) relies entre eux
par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (Cycle C) ( Aref. M et Heded .M,
2014).

L8

Figure 1. Structure de base des flavonoides (Bouziane.N, 2011).
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1.2.2.2. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Dehak.K .D ,2013). Ces composeés naturellement
produits par les plantes et se caractérisent par leur facilité a se combiner aux protéines
(Aref.M ; Heded.M, 2014). En geénéral, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en
fonction du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la

réactivité chimique de la molécule ;

» Tanins hydrolysables: Sont des hétéro polymeres possédant un noyau central
constitué d'un polyol (Krache. I, 2010), ces substances s'hydrolysent facilement en
milieux acides et alcalins ou sous l'action d'enzymes (telle que la tannase), pour

donner des glucides et des acides phénoliques (Bouziane.N, 2011).

» Tanins condensees : Ce sont des tanins non hydrolysables (Dits catéchiques et
proanthocyaniques), ils sont plus complexes que les tanins galliques
(Bouziane.N ,2011).

1.2.2.3. Coumarines

Les coumarines tirent leur nom de (coumarou), nom vernaculaire de féve tonka, isolée en
1982 (Bruneton, 1993). Elles sont des molécules largement répandues dans tout le régne
végeétal (Bouziane.N , 2011) et considérées comme étant des lactones des acides 2- hydroxy-
7-cinnamiques (Dehak.K .D ,2013). Elles existent sous deux formes soit libres ou liées a des
sucres (hétérosides) ( Manallah. A, 2012). Les coumarines ayant diverses activités
biologiques : anti-agrégation plaquittaire, anti-inflammatoire, anti-tumorale, diurétiques,
antimicrobienne, antivirale et analgésique (Bruneton,1993), et présentent des effets
cytotoxiques, immunostimulantes, tranquillisantes , vasodilatatrices et hypotensives, elles sont
aussi bénéfiques en cas des affections cutanées (Gonzalez-Trujano et al ,2007).

1.2.2.4. Saponosides

Les saponines constituent une importante classe de métabolites secondaires d’origine
végetale et animale de masse moléculaire entre 600 a 2000 Daltons et de structure complexe
(Amzal.H,2010 ), capable de former des solutions moussantes lorsqu’ils sont dissous dans
I’eau ,ils sont constitués d'un noyau glucidique attaché a un aglycone et selon la structure de
ce dernier, on distingue deux types: les triterpénoides tétra cyclique et les triterpénoides penta
cyclique (Dehak.K .D ,2013). 1ls sont distribuées dans une large variété des produits

-
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alimentaires et dans plusieurs familles de plantes différentes incluant I'asperge, les haricots,
les mdres sauvages, les pois, les pommes de terre, la betterave sucriere et le thé
(Amzal.H,2010 ). Compte tenu de leur diversité chimique, ils sont présentent de multiples
propriétés biologiques et pharmacologiques tell que : activité antioxydant, anti-inflammatoire,
hémolytique, molluscicide, antimycotique, antimicrobienne, antiparasitaire, antiviral et anti-
tumoral (Dehak.K .D ,2013).

1.2.2.5 Les alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W .Meisner au debut du 19 éme siécle pour désigner des
substances naturelles dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane, L’ornithine, la lysine,
I’asparate, 1’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine (Bouziane.N ,2011). Ils sont des
molécules organiques hétérocycliques azotés basique, protégent les plantes contre les rayons
ultraviolets et contre les herbivores (Yezza.S, 2013 ; Bouchama.S,2013). Chez de
nombreuses plantes, ils sont localisent dans les fleurs, les fruits ou les graines, ou ils sont
trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief.S, 2003). Ces métabolites pouvant avoir
plusieurs activités pharmacologiques et biologiques exceptionnelles (Bouziane.N,2011) tell
que ; I’effet sur la circulation sanguine et anti tumorale (Luhata .P, 2008). On divise les

alcaloides en trois groupes :

> Les alcaloides vrais : représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques (Nkhili.E, 2008). Ils dérivent
d’acides aminés et comportent un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique
(Bouziane.N, 2011), ils sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous
forme de sel, soit comme N-Oxyde (Yezza .S, 2013 ,Bouchama.S, 2013).

» Les pseudo-alcaloides : présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérives des acides aminés (Bouziane.N ,2011).

» Les proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ayant un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide amine
(Nkhili.E,2009).

1.2.2.6. Les terpenoides

Les terpénes forment une importante classe d'hydrocarbures avec pres de 40 milles structures

moléculaires différentes (Ghedjati. N, 2014), produits par de nombreuses plantes, en

-
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particulier les coniféres (Luhata .P, 2008), se sont les constituants majeurs des huiles
essentielles (Paris et Moyse, 1965) dérivés de I'isoprene avec une formule de base (CsHs) n.
(Bassas.A , 2008). Leur squelette de carbone est constitué d'unités isopréniques reliées entre
eux (la régle de l'isoprene). Ces squelettes peuvent étre arrangés de fagon linéaire ou bien
former des cycles (Yezza.S, 2013, Bouchama.S, 2013). Les précurseurs de tous les
isoprénoides est  le pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et son isomere allylique
pyrophosphate diméthylallyl (DMAPP) (Badereddine.M, 2014). En fonction du nombre n
(entier) d'unités, on peut distinguer pour; n = 2 : les monoterpénes (C10), n = 3: les
sesquiterpénes (C15), n = 4: les diterpénes (C20), n = 5: les sesterpenes (C25) et n = 6: les
triterpénes (C30). Le caroténe est un tétraterpéne (CaoHes), joue le rdle de pigment en
photosynthése végetale (Ghedjati.N, 2014). Il existe Deux propriétés fondamentales de
terpénes tell que odoriférants (géranium) et la sensibilisation a la lumiére.
(Dehak.K .D ,2013), ils manifestent diverses activités biologiques : anti-hypertensive,

antirétrovirale, anti-tumorale, anti-inflammatoire, antioxydante et antibiotique (Paul, 2002).
I1. Généralités sur Teucrium polium

11.1.Description de Teucrium polium

Le genre Teucrium, encore dénommé les germandrées, regroupe environ 260 especes de
plantes herbacées ou de sous-arbrisseaux de la famille des Lamiacées ( Badereddine, 2014).
Teucrium polium c’est une plante vivace de taille 20 a 30 cm souvent pérenne, est trés
abondamment dans le sud ouest de I'Asie, en Europe et en nord Africain ( Belmekki
.N,2009), velue, recouverte de poils laineux qui lui donnent une couleur grise bleutée (
Krache.l ,2010) . Teucrium polium est une espece trés variable avec de nombreuses sous
espéces (Boutaleb , 2013) . L'aspect de la plante est tres variable, en général on la rencontre
en touffe dense, a tiges nombreuses et ramifiées qui porte de petites feuilles allongées, aux
bords dentelés un peu enroulés sur eux-mémes (Krache.l , 2010). Feuilles laineuses
oblongues au bord dentelé, le bord des feuilles est souvent enroulé en dessous. Les fleurs
(sauvage) laineuses, blanches ou jaunatres en grappes a l'extrémité des rameaux
(Badereddine, 2014).
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Figure 2. Photos de Teucrium polium L (Zeraeb.A, 2017).

11.2. Systéematique du genre

La classification botanique de Teucrium polium est comme suit : (Ziane .Y, 2014)

Régne : Plantaé

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots

Ordre : Lamiacées

Famille : Lamiacées

Genre : Teucrium.

V V.V V V V VY V

Espese : Teucrium polium L
11.3. Répartition geographique

La Germandrée tomenteuse est originaire du sud-ouest d’Asie, d’Europe et d’Afrique du
nord (Belmekki .N, 2009) dans I'Atlas saharien, le Tefedest et les montagnes du Hoggar, elle
pousse surtout dans les lits pierreux des oueds et dans les roches, en altitude entre 1200 et
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2600 meétres (Ziane .Y , 2014) et aussi dans les pelouses arides, les rocailles de basse altitude,

et les déserts arides (Hammoudi .R , 2015).

11.4. Composition biochimique de Teucrium polium

Teucrium polium a fait 1’objet de plusieurs enquétes dans le dernier 30 ans (Hasani .P et all
,2007), plusieur chercheurs ont évalué la composition chimique de T. polium développée dans
différents secteurs géographiques (Krache.l,2010). La plupart de ces études, basées sur
I’analyse des extraits par les méthodes chromatographiques en phase gazeuse (Proestos.C
,2004), ont été démontré qu’ils contiennent différentes classes des composés tels que les
esters d’acide gras, diterpéne (Hammoudi.R ,2009), aussi indiqué la présence de plusieurs
composés incluant principalement les alcaloides (Proestos .C,2004), les monoterpénes , les
sesquiterpénes (Hammoudi .R,2009), les tannins, les huiles essentielles les polyphénols et
les flavonoides (Shakhanbeh.J et al,2000). Les flavonoides qui ont été isolés de T .polium
comprennent luteoline, apigenine, diosmetine (Kadifkova.T et al ,2005), cirsimaritine,
cirsilole, cirsilineol, 5-hydroxy-6,7,3’,4’- tétramethoxyflavone, salvigenine, apigenine 5-
galloylglucoside, apigenine-7-glucoside vicenine, luteoline-7-glucoside (Hasani.P et
al,2007). En plus la présence des glycosides tels que verbascoside et poliumoside

(phynélethanoide) au niveau des parties aériennes de la plante (Krache.l, 2010).
I1.5.Utilisation en médecine traditionnelle

La plante T.polium a été employée en tant qu’herbes médicinales pendant plus de 2000 années
comme : diurétique, inotropique , chronotropique (Krache.l,2010), tonique , antipyrétique,
cholagogue , anorexiques (Khleifat.K et al,2000), analgésique, antispasmodique et
hypolipidémique (Dehghani .F et al ,2005). En médcine traditionnelle africaine ,cette espéce
utilisée dans les périodes de stress ; car il permet de se relaxer, de se détendre, d’étre serein et
plein d’énergie ,elle permet la relaxation des muscles en augmentant leur force , la diminution
de I’anxiété et la lutte contre la fatigue et I’agressivité (Hammoudi.R,2009) , elle posséde
également une action bénéfique sur la digestion (Ziane.Y,2014). Ses propriétés anti-stress et
anti-oxydant permettent de lutter contre le vieillissement (Hammoudi.R,2009). Elle est
utilisée aussi comme cicatrisant, anti-inflammatoires et dans le traitement du cancer
(Hammoudi.R,2015).

Les feuilles de T. polium légérement poivré, était couramment utilisé pour relever les

salades ou parfumer les fromages des chévres (Krach.1,2010), elles sont utilisées aussi a des
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fins médicinales, en particulier pour le traitement des troubles intestinaux et gastriques
(Hammoudi.R,2009) , une infusion des feuilles et des fleurs était ainsi consommée comme
boisson régénératrice (Boutaleb.H,2013) et pour traiter les troubles de sucre dans le sang
(comme le diabéte) (Ashnagar.A et al,2007).

Il .6. Les activités biologiques de Teucrium Polium

Plusieurs recherches ont démontré certaines activités biologiques de Teucrium Polium.
Quelques rapports dans la littérature dévoilent 1’effet antioxydant des extraits bruts, ainsi que
des études prouve I’effet antispasmodique, anti-nociceptifs, antifongique (traitement des
abcés fongiques) (Krache.l,2010) et hypoglycémiant de I’extrait brut aqueux (Abdollahi.A
et al,2003) ; Les données ont indiqué que cet extrait est capable de réduire le taux du glucose
sérique chez les rats principalement en augmentant la sécrétion d’insuline par le pancréas par
comparaison aux ilots témoins (Shahraki.R.M et al,2007). Par ailleurs des travaux ont
montré que 1’extrait aqueux de T .polium augmente la cytotoxicité négociée contre N-méthyl-
N-nitro-N-nitrosoguanidine sur des culture de cellule primaires des hépatocytes des rats et

réduit significativement les index mitotique et les cellules nécrotiques (Krach.l, 2010).

D’autres recherches affirment 1’activité antalgique, antipyrétique (contre la levure et le
pyrexia de carragénine) (Shahraki.R.M et al, 2007) et prouvent 1’effet contre la formation
d’cedéme de leur extrait éthanolique (Abdollahi .A et al, 2003) ; cet extrait montre aussi une
activité antibactérienne contre les bactéries qui présentes des degrés élevés de résistance a

nombreux agents antimicrobiens (Autor.G et al, 1984).

La plante possede aussi d’autres activités biologiques telles que I’activité anti-
ulcerogéne, antagoniste de calcium, diurétique et anti-inflammatoire.... (Kaileh .M et al,
2007).

I11. Stress oxydant, radicaux libres et antioxydants

I11.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant au moins un électron
libre non apparié sur sa couche externe (Favier. A, 2003). Les radicaux libres ont tendance a
revenir immediatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant une a une autre

molécule ( réducteurs ou oxydants) (Khelfallah.A,2012), cette particularité lui confére une
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réactivite avec les différents constituants de la cellule, cette reactivité est trés variable selon la
nature de radical, de sa demi-vie et de son lieu de production (Belkacemi.O,2011), et il est
symbolisé par un point qui indique ou 1’électron libre se situe (Exemple : OH*) (Nathalie. C,
2014). Ils sont produit dans 1’organisme de maniére physiologique (NKhili.E, 2009), ils
réagissent avec les tissus voisins causant des lésions oxydatives par extension de proche en
proche, lésant les acides nucléique, les lipides, les protéines et les hydrates de carbone
(Dwassy .A, 1987). Les radicaux dérivés d’oxygéne (RLO) représente la classe la plus

importante d’espéces radicalaires générées dans les systémes vivants (Zerargui.F, 2015).
111.1.2. Différents types des radicaux libres

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires (Favier.A, 2003), les autres RLO, dits
radicaux secondaires (Nathalie.C,2014), se forment par réaction de radicaux primaires sur les

composes de la cellule (Dwassy.A, 1987).
Il existe deux catégories des radicaux libres (Tableau 1)
> Dérivé oxygéné radicalaire

» Deérivé oxygéné non radicalaire

Tableau 1 : Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Halliwell . B, 2006).

Espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Dérivé oxygéné radicalaire Dérivé oxygéné non radicalaire
Radical superoxyde : O2* Peroxyde d’hydrogene : H20:
Radical Hydroxyle :OH® lon hypochlorite : HOCI
Peroxyle : LO>* Ozone : O3
Alkoxyle : LO® Oxygéne singulet : O
Hydroperoxyle : LOOH® Peroxynitrite : ONOO-

Radical monooxyde d’azote NO*®

g



Chapitre I Synthése bibliographique

111.2.3. Formation des radicaux libres

> Le radical superoxyde O,°* : est formé chimiquement par I’addition d’un électron

supplémentaire a la molécule d’O2 (Bouzid.M.A ,2014).

O2 + 1é — 0.*

Cette réaction peut se dérouler accidentellement dans la chaine respiratoire mitochondrie suite
a la fuite d’un électron de ses transporteurs qui se lie a 1’02 (Nathalie.C, 2014), se formé sous
I’influence du coenzyme Q 10 réduit, de I’enzyme NADH-déshydrogénase et en présence
d’O2 (Nkhili.E, 2009), il est un radical de faible réactivité pourtant il peut attaquer les tissus et

peuvent a leur tour causer des dommages cellulaires (Haleng.J et al, 2007).
> Le peroxyde d’hydrogéne (H202)

Au niveau de la mitochondrie, sous 1’action catalytique de la superoxyde dismutase (SOD), le

radical superoxyde (O2*") est réduit en peroxyde d’hydrogéne (H20z) (Alain.M,2011).

20+ 2 H —_— 02+ HO»

Il peut étre aussi produit par certaines bactéries pathogénes, par les phagocytes et par la voie
de la NADPH oxydase (Nathalie.C ,2014). L’H202 bien que n’étant pas un radical libre joue
un réle important dans le stress oxydant ( Belkacemi.O,2011), Malgré qu’il est non ionisé et
de faible charge (faible oxydant), sa capacité a produire des dommages est €levée en raison de

son habileté de diffuser librement a travers les membranes (Droge.W,2002).

» Le radical hydroxyle (OH?®)

e Le OH-* est produit principalement par la réaction de Fenton /Haber-Weiss et par les
myéloperoxydases des cellules immunitaire (Alain.M,2011) .
e Le peroxyde d’hydrogene peut générer des radicaux hydroxyles HO® en présence de

cations métalliques tels que Fe+2 (réaction de Fenton), ou de Cu+ (Droge.W,2002).
H.0; + Fe*?(Cu*) = HO*+ OH + Fe*¥(Cu*?)

e Le peroxyde d’hydrogeéne en réagissant avec 1’anion superoxyde, il fournit I’hydroxyle

par la réaction de Haber-Weiss ( Belkacemi.O,2011).
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Fe'® + 0, — Fe*? + O,

Fe*? + H,0, — Fe™ + OH + OH"

H,O, + O,**— HO® + OH + O,

Le radical hydroxyle est le plus réactif chez I’lhomme (Nathalie.C, 2014), il peut attaquer la
membrane cellulaire et préférentiellement 1’acide arachidonique (Dwassy.A, 1987). Toutefois

le mécanisme exact de ces reactions, est encore discuté (Droge.W,2002).

» Le Monoxyde d’azote et peroxynitrite (NO®)

Le NO* peut étre produit par les macrophages et par I’endothélium vasculaire (Nathalie.C,
2014) .C’est le produit de deux oxydations successives de 1’acide aminé L-arginine ; la
premiére réaction d’oxydation transforme la L-arginine en N-OH-L-arginine a 1’aide du
NADPH et de I’O2 qui servent de Co-substrats alors que la seconde forme une molécule de L-
citrulline et une de NO* (Halliwell.B, 2006).

L- Arginine + O2 ===y  L-Citrull ine + NO*®

la réaction de NO*® avec le radical superoxyde produit le peroxynitrite (ONOQO") (Alain.M,

2011), qui peut endommager les molécules biologiques (Halliwell.B, 2006).

NO°*+ QO2°- —_— ONOO-
> Autre ERO :

Le singulet oxygéne est une molécule d’oxygéne excitée par I’ajout d’un électron (Alain.M,
2011), sous l’effet de la lumiere (Favier.A, 2003). Molécule instable capable d’oxyder
d’autres molécules, elle est trés réactive avec les lipides membranaires produisent les
peroxydes (Nathalie.C, 2014). L’ozone est formé par réaction photochimique entre un
hydrocarbone et le NO, capables de causer des dommages oxydatifs (Droge.W, 2002).

111.2.4. Sources des radicaux libres

Toute réaction biochimique faisant intervenir 1’oxygéne moléculaire est susceptible de
produire des radicaux libres (Belkacemi.O, 2011). Les radicaux libres sont naturellement

présents dans 1’organisme et sont générés essentiellement par des mécanismes physiologiques
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(Valko.M et al, 2004). 11 existe de nombreuses sources de forme réactive de 1’oxygéne (FOR)
dont I’importance varie selon les tissus. On distingue deux groupes de (FOR) selon leur

origine endogéne ou exogéne (Dwassy.A, 1987).

> Les radicaux libres de source endogene
La mitochondrie est la plus grande source endogénes de la production des radicaux
libres  (Khelfallah.A ,2012), en effet neuf enzymes mitochondriales sont
responsables d’une production des RL par I'intermédiaire de sa chalne respiratoire
(Favier.A,2003).

e La xanthine oxydase (XO) est une enzyme soluble présente dans le sang, les cellules
endothéliales et aussi dans le fois (Bouzid.M.A, 2014), est principalement
cytoplasmique (Dwassy.A,1987), qui génére les ERO en réduisant I’hypoxanthine en
xanthine et la xanthine en acide urique (Bouzid.M.A,2014), en condition de forte
demande d’ATP et de déficit en oxygene (Blandine.G,2006).

Xanthine + 202 + H20; 5 Acide urique +20,*+2H*

e La nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase) est une
enzyme membranaire (Bouzid.M.A, 2014), qui catalyse la réaction d’oxydation de la
NADPH par le dioxygene (Oz), et produit ainsi du NADP*, du H* et des radicaux
superoxydes 1’02°*" (Dwassy.A,1987).

NADPH +20; =3 NADP"+H"+ 20"

e Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et d’autres produits métaboliques
toxiques (Blandine.G, 2006). Les plus connues de ces enzymes sont les cytochromes
P450 (CYP) sont localisent dans le réticulum endoplasmique alors que d’autre se
localisent au niveau de la mitochondrie (Nathalie.C, 2014), qui catalysent
I’hydroxylation de leur substrat RH (Bouzid.M.A, 2014), qui oxyde les acides gras
insaturés et les xénobiotiques (Blandine.G,2006), en utilisant le NADPH comme

donneur d’électrons :

RH + O+ NADPH*+ H* oy ROH + HO+ NADP*
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Les peroxysomes c’est une importante source de production d’H20: cellulaire
(Blandine.G, 2006), cet organite contient de nombreuses enzymes (oxydases), Ces
enzymes oxydent leur substrat en utilisant le dioxygéne comme accepteur final de
Iélectron (Nathalie.C, 2014).

RH2+ O2 —_— R+ H202

111.2.4.2. Les radicaux libres de source exogéne

Des facteurs exogenes liés a I’environnement ou au mode de vie sont également a I’origine

d’une augmentation du stress oxydant par 1’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme

(Zerargui.F, 2015).

les ultraviolets et les rayonnements ionisants sont responsables de la formation de
I’oxygene singlet (Bouzid.M.A, 2014).

L’age ; avec 1’age les cellules sont moins actives et produisent ainsi beaucoup plus de
RLO (Nathalie.C, 2014).

les métaux toxique (Chrome, vanadium) ainsi que le fer et le cuivre issus de
I’alimentation et certains composés phénolés (Valko .M et al, 2004).

Les antibiotiques anticancéreux, tels que les anthracyclines, sont également capables de
générer des radicaux libres. La formation d’especes radicalaires serait responsable de

leur mode d’action anticancéreux et de leur toxicité (Nathalie.C, 2014).

111.2.5. Réle physiologique des radicaux libres

Du fait de I’importance de [’oxygene dans les systemes biologiques, en situation

physiologique, les espéces réactives sont créées en continu dans 1’organisme (Sekli-Belaidi.F,

2011). Elles participent a divers processus vitaux tels que ( Nathalie.C ,2014) :

> Les radicaux libres sont impliqués dans le mécanisme de la contraction musculaire
(Bouzid.M.A,2014), les radicaux H.0, favorisent la libération du Ca?" au niveau du
réticulum sarcoplasmique et stimulent ['ouverture des canaux calciques
(Nathalie.C,2014). Elles agissent sur le couplage excitation —contraction au niveau
des fibres musculaires (Bouzid.M.A, 2014).

» Les radicaux libres jouent un rdle dans le déroulement de la réaction immunitaire

(Nathalie.C, 2014). La phagocytose des bactéries et des parasites par les
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macrophages ou les polynucléaires s’accompagne d’une production d’especes
réactives de I’oxygéne (Favier.A et al,2003).

> Les radicaux libres induisent 1’expression de nombreux génes par I’intermédiaires
d’une part des voies de signalisation impliquant les MAPK ( Mitogen-Activated
Protein Kinases) (Bouzid.M.A,2014), aussi agissent plus directement sur les facteurs
de transcription comme 1I’AP-1 (Activator protein 1) et le NF-KB (Nuclear Factor
Kappa B) (Favier.A et al,2003).

111.2.Stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espeéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de I’organisme.( Hammoudi. R ,2009). I
semble que la vraie origine d’un stress oxydant ne soit pas la génération d’ERO elle-méme,
mais le déséquilibre spatiotemporel entre la production d’ERO et leur élimination. ( Boutaleb
. H, 2013). L’équilibre peut étre rompu lorsque la production est trop importante ou lorsque

les systemes de détoxification sont trop peu présents ou mal localisés (Nathalie. C, 2014).

111.2.1.Cause de stress oxydant

Les causes essentielles du stress oxydatif sont d'origine :

e Nutritionnelle: la rupture d'équilibre peut provenir d'une défaillance nutritionnelle ou
de la carence en un ou plusieurs des antioxydants apportés par la nutrition comme les
vitamines ou les oligo-éléments, présents en quantité limitée dans l'alimentation (
Manallah. A, 2012).

e Accidentelle: la surcharge en facteurs pro-oxydants (fer, acides gras) par exemple
dans le cas d’inflammation ou l'exposition a des xénobiotiques pro-oxydants.
(Bassas.A ,2008).

e (Génétique: des anomalies génétiques peuvent étre responsables d'un mauvais codage
d'une protéine enzymatique antioxydant, synthétisant un antioxydant ou régénérant un
antioxydant. ( Bouziane.N ,2011) .

111.2.2. Conséguences du stress oxydatif

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des

Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des meétabolites libéres
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notamment lors de I'oxydation des lipides (Nathalie. C, 2014). L'organisme peut aussi réagir
contre ces composes anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent
aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique
(Bouziane.N ,2011).
» Les lipides

Principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque par OHe
capable d'arracher un H sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un
radical diene conjugué, oxydé en radical peroxyle (Autore .G et al, 1984). Cette réaction
appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine (Manallah. A, 2012).
.L’attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes aboutissant a la formation
de LDL oxydées qui formeront le dép6t lipidique de la plaque d'athérome des maladies
cardio-vasculaires alors que l'attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité de
la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la
transduction du signal ( Nathalie. C, 2014).

Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH

I. Phase d'initiation

Réorganisation
des doubles liaisons

NV W — )
Y ° COOH
Acide gras polyinsaturé Radical lipidique

(L) w) Diéne conjugué

Il. Phase de propagation

- /N V VV

VANV + 0y +L Radical lipidique
4 'COOH q X S q +
Diéne conjugué Radical peroxyl \W\ACOOH

(LOO") x
Il. Phase de terminaison Hycroparonyse pidigoe
L' + L o —— L-L
LOO' + LOO =——fe-- LOOL + H,O
LOO + L —--  LOOL

Figure 3. Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature
des produits terminaux formes (Nathalie. C, 2014).
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» L’ADN
Il s'agit d'une molécule trés sensible a lI'attaque par les RLO (Marie-Eve. L, 2012). L'attaque
radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases, engendrant des bases modifiées.
Le stress oxydatif peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, ou attaquer le
sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin. Des dommages indirects peuvent
résulter de I'attaque des lipides dont la peroxydation génére des aldéhydes mutagénes, formant
des adduits sur les bases de I'ADN (Belkheiri. N, 2010).
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Figure 4. Lésions de ’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules. (Ashnagar .A ,2007).

» Les polysaccharides
Les RLO attaquent les glycosaminoglycanes et notamment les protéoglycanes. Par ailleurs, le
glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces métalliques,
(

Nathalie. C, 2014). Ce phénomene est trés important chez les diabétiques et contribue a la

en libérant du H2O. et OHe, qui entraineront la coupure des protéines et leur glycation

fragilité des parois vasculaires ( Ashnagar .A , 2007).
» Les protéines

De nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport sont oxydees et inactivées et
perdent ainsi leurs propriétés biologiques (enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus

sensibles a I'action des protéases ( Ashnagar .A, 2007). Les protéines oxydées deviennent
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aussi trés hydrophobes, elles vont alors former des amas anormaux dans ou autour des
cellules (Nathalie. C, 2014).

111.2.3. Stress oxydatif et maladies associées

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur déclenchant
ou associe a des complications de I'évolution (Marie-Eve. L, 2012) . La plupart des maladies
induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le vieillissement diminue les
défenses anti oxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux (Nathalie.C,
2014).

Le stress oxydatif est impliqué dans I'étiologie de nombreuses maladies; parmi ces maladies
on cite les maladies cardiovasculaires, le diabéte, la carcinogenése, les maladies auto-
immunes (sclérose en plaque), I’'immunodépression (SIDA), les maladies du systéme nerveux
et les maladies neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson...), les problemes de vision
(cataracte), les troubles rénaux, les maladies respiratoires et les maladies inflammatoires...
(Guenzet. A, 2012).
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Psoriasis, Dermatoses Corvesu:
Ceeur: ; Traumas, Parkison
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Figure 5. Troubles liés au stress oxydatif (Nathalie. C, 2014).
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111.3. Les systéemes de défenses : les antioxydants (AO)
Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, qui peut étre des enzymes ou de simples molécules. Certains
sont produits par I’organisme (les antioxydants endogenes), ou proviennent de I’alimentation
ou la médication (les antioxydants exogenes) (Nathalie. C, 2014), est capable de ralentir ou
d’inhiber 1’oxydation de ce substrat (Bouguerne.B ,2012).

111.3.2. Différentes sources d’antioxydants
Il existe deux sources de défenses antioxydants : 1’une est apportée par 1’alimentation sous
forme de fruits et de légumes riches en vitamine C, vitamine E, caroténoides et flavonoide.
Tandis que ’autre est endogene et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion
peroxydase, catalase) ou de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine)
(Bouguerne.B ,2012).

111.3.2.1. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considerés comme la premiére ligne de défense de notre
organisme contre les ERO (Nathalie. C, 2014).

» Le superoxyde dismutase (SOD)

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et Zn
dépendante), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante) et la SOD extracellulaire (
Carpene .C, 2005 ) . La SOD est un enzyme antioxydant primaire essentiel qui réagit en
défense de [D’organisme contre les produits toxiques du métabolisme cellulaire.
(Bouguerne.B ,2012). C’est I’enzyme antioxydant “anti-O2°* ” la plus importante dans toutes
les cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau

oxygénée. L’absence de cette enzyme peut étre 1étale. (Nathalie. C, 2014).

2H+ +2 0* > H20; + 02
» La glutathion peroxydase (GPX)
Les enzymes de cette famille sont Selenium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme ou elle joue un réle majeur dans la régulation de 1’état
redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires (Carpene .C, 2005). Elle catalyse
la réduction des hydroperoxydes (H20>), et des peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion

réduit (GSH) comme donneur d’hydrogene ( Bouguerne.B ,2012) .
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» La catalase (CAT)

Transforme le peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene moléculaire (Nathalie. C, 2014).
H20: — 2H0+ 02
111.3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques se divisent en deux principales catégories, les endogénes
(molécules issues de la biosynthése), et les exogénes (vitamine, oligoélements)
(Bouguerne.B, 2012), la glutathion réduit (GSH), 1’ubiquinone, le cytrochrome c¢ et les
vitamines E et C (Blandine .G, 2006).

111.3.2.2.1. Les antioxydants endogénes
» Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide (Y-glutamyl-cystéinylglycine) ubiquitaire produit dans
différents tissus, il est présent dans de nombreux compartiments intracellulaires ( cytosol,

noyeau, mitochondries) (Poisson.C,2013).

GSH + OH°* —_— GS* + H20

2 GS* —_— GSSG

Le GSH peut agir directement avec les RL mais il est essentiellement utilisé comme substrat
par la GPX pour I’élimination des H20. (Bouzid.M.A, 2014). Le glutathion joue un role
majeur dans la protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre

I’oxydation (Ghazi.A, 2014).
» L’acide urique

L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines, augmente dans le plasma
lors d’efforts physique intense (Guenzet. A, 2012), il est de PH physiologique
majoritairement ionisé sous forme d’urate (Haleng .J. et al, 2007), est produit par oxydation
de I’hypoxanthine et de la xanthine par la xanthine oxydase et xanthine déshydrogénase
(Dwassy .A, 1987), il réduit les radicaux peroxyles, hydroxyles et neutralise aussi 1’anion
superoxyle (Poisson. C, 2013), il a été proposé comme un des meilleurs antioxydants du

plasma in vivo (Alain. M, 2011).

.
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» Lecoenzyme Q
Est un composé hydrophobe qui se situe dans les membranes cellulaires, il appartient a la
chaine de respiration mitochondriale et permet le transport d’électrons des complexes I et
Il vers le complexe Il (Poisson.C, 2013), est un puissant inhibiteur de peroxydation
lipidique, en synergie avec la vitamine E (Haleng .J. et al, 2007). Son effet antioxydant
s’exerce aussi au niveau de I’ADN et des protéines, étant donné que le coenzyme Q est le

seul antioxydant liposoluble endogene (Poisson.C, 2013).
111.3.2.2. Les antioxydants exogénes
» Lavitamine E (a- tocophérol)

Ce terme désigne un ensemble d’isoméres, les tocophérols (constitués d’un noyau chromanol
et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) (Haleng.J. et al, 2007), c’est un
antioxydant liposoluble (Belkacemi.O, 2011). Elle intervient directement au niveau des
membranes biologiques ou elle piege les radicaux libres avant qu’ils n’atteignent leurs cibles
(Ghazi.A, 2014), permet de diminuer la peroxydation lipidique dans la membrane cellulaire
et au sein du cholestérol (LDL) (Bouzid.M.A, 2014).

Alpha -tocophérol-OH + LOO*® —_— alpha-tocophérol-O*+LOOH
» Vitamine C (acide ascorbique) :

L’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, il est considéré comme le plus important
antioxydant dans le compartiment extracellulaire (Belkacemi.O, 2011), se trouve dans le
cytosol et dans le fluide extracellulaire (Blandine.G, 2006). Cette vitamine n’est pas
synthétisée par 1’organisme, sa concentration dépond en grande partie de 1’alimentation
(Bouzid.M.A, 2014). Son action est directe et indirecte, elle agit directement sur les ERO
(superoxydes, hydroxyle, singulet oxygéne, radicaux lipidiques) et indirectement par son
action de régénération de la vitamine E et GSH (Alain.M, 2011). Elle joue un réle important
dans la protection de divers substrats biologiques comme I’ADN, les protéines et les acides

gras (Bouzid.M .A, 2014).
> Les caroténoides

Encore appelés provitamines A, les caroténoides constituent un groupe de composés
important (plus de 600 molécules) (Wilson.A, Salamatian.L, 2002), sont des composes

naturels avec des propriétés lipophiles et le Beta caroténe constitue la forme la plus
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importante (Belkacemi.O,2011). Elle capte 1’oxygéne singulet sous faible pression d’oxygéne
et avec les autres caroténoides, elle a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de
lipoperoxydation (Ghazi .A, 2014) ils ont égalemnt un role de protection vis-a-vis des
réaction de photosensibilisation (Poisson.C, 2013).

» Les oligo-élements

Les oligo-elements sont des cofacteurs enzymatiques impliqués dans toutes les grandes voies
métaboliques et notamment dans la protection contre les espéces radicalaires (Sekli-
Belaidi.F, 2011). Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer
(Fe) sont des métaux essentiels apportés par 1’alimentation (Belkacemi.O, 2011), ils jouent

un réle important dans la défense contre le stress oxydant (Blandine.G, 2006).
I11.3.3. Mode d’action des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en: Antioxydants de prévention, antioxydants
scavenger et antioxydants de novo et de réparation ( Khelfallah.A ,2012).

» Les antioxydants de prévention

Ils agissent comme premiére ligne de défense dans la cellule, en évitant la formation des RL
(Khelfallah .A, 2012), comme par exemple, ferritine, transferrine, lactoférrine et acide
ascorbique. Leur fonction est de séquestrer les métaux de transition et prévenir les réactions
de Fenton (Nathalie.C, 2014), réduisant le peroxyde d’hydrogéne et les hydroperoxydes
lipidiques en eau et hydroxyle lipidiques (Khelfallah. A, 2012).

» Les antioxydants scavenger

Les antioxydants scavenger éliminent rapidement les radicaux libres avant que ces derniers
attaquent les molécules biologiques ( Khelfallah .A,2012), vitamine E, vitamine C,
provitamine A, urate, bilirubine et les substances contenant le group thiol agissent

principalement comme les antioxydants scavenger des radicaux libres (Nathalie .C, 2014).
» Les antioxydants de novo et de réparation

Ce sont principalement les enzymes qui agissent comme troisieme ligne de défense, en
réparant les dommages, nettoyant les déchets et reconstituant les fonctions perdues

(Khelfallah. A, 2012). Le systéeme d’enzyme a pour role de catalyser des réactions pour
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neutraliser les RLO ( superoxyde dismutase , catalase , glutathion peroxydase ) ( Nathalie.
C, 2014).
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Chapitre Il1. Matériel et Méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet I’étude de I’activité antioxydant de
Teucrium polium. La partie expérimentale est réalisée au laboratoire de biochimie,

Université Abbés Laghrour - Khenchela-.

. Matériel

I.1. Matériel végétal

L’espéce sélectionnée «T. polium» a été récoltée dans la Wilaya de Khenchela de la
région Elhamma en Avril 2017 et identifiée par Dr. Zeraeb Azzeddine maitre de conférences
a la faculté de sciences de la nature et de la vie, a I’université Abbés Laghrour - Khenchela.
La partie aérienne (feuilles, et tiges) de la plante Teucrium polium récoltée a ensuite éteé
séchée a I’abri de I’humidité et de la lumiére du soleil pendant 1 mois. Enfin, la plante séche

a été pulvérisée au broyeur pour obtenir une poudre fine pour qu’elle soit préte a I’utilisation.

1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont étés utilisés dans nos expériences, parmi
ces produits . Chlorure de fer , acide sulfurique , acide chlorohydrique , chloroforme , acide
acétique , hydroxyde de potassium , Ether de pétrole, soude , anhydride acétique ,éthanol,
hydroxyde d'ammonium , Chlorure daluminium , liqueur de phyhlingue, ninhydrine,
méthanol, proviennent tous de Sigma-Aldrich, et le réactif chimique DPPH.
Parmi I’appareillage utilisé: spectrophotomeétre UV-Vis a double faisceau (JENWAY 6305
UV/VIS), Bain Marie (MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec ventilation
(MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), vortex (VELP), et Balance (KERIV
PCB).

Il. Méthodes
11.1. Préparation des extraits totaux aqueux

La préparation des extraits consiste a macérer 80 g des feuilles et 22g des tiges dans
2L et 550ml d’eau distillée respectivement. Les macérats sont homogénéisé pendant 24
heures a I’aide d’un agitateur magnétique de type (SCILOGEX). Les homogénats sont filtrés
successivement 2 fois sur du coton hydrophile puis une fois sur du papier filtre Wattman N°1.
Les filtrats obtenu sont évaporé a I’aide d’une étuve de type (MEMMERT) a 50°C pour
donner une poudre qui constitue extrait aqueux tiges Teucrium polium (EATTP) et extrait

aqueux feuillets Teucrium polium (EAFTP) (Traoré .Yetal ,1997).
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» 2L d'eau distillée

* 550ml| d'eau
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coton

EATTP et EAFTP

Figure .6 : Les étapes de la préparation EAFTP et EATTP.
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11.2. Screening phytochimique des extraits végétaux
Les tests phytochimiques sont réalisés sur I’extrait brut total aqueux de T. polium
(EAFTP et EATTP).

11.2.1. Mise en évidence des tanins

A 2 ml de la solution a tester, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeClz a 2%. Un
test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser
reposer quelques minutes) (Karumi Y et al ,2004).

11.2.2. Mise en évidence des saponosides

» Test 1 : 5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée
pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la
présence des saponosides (Karumi Y et al ,2004).

» Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la

présence des triterpenes hétérosidiques . (Edeaga H.O et al, 2005).

11.2.3. Mise en évidence des flavonoides
5 ml d’extrait sont traités avec quelques gouttes d’AlICl;3 (1%). La présence des

flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune (Edeaga H.O et al, 2005).
11.2.4. Mise en évidence des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de I’extrait ajouter 5 ml d’acide
acétique contenant des traces de FeCl; et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de
FeCls. La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation de deux phases,
une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide sulfurique)
(Edeaga H.O et al, 2005).

Parmi les composés réducteurs on note les coumarines, la mise en évidence de ces derniéres
se fait selon la méthode décrite par Benmahdi (Benmahdi A, 2001).0n place 1 g
d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai,on couvre le tube avec un papier
imbibé d’une solution de NaOH (0.5%) et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0,5 ml de NH,OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner

sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines.

11.2. 5. Mise en évidence des alcaloides
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Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels. A I’extrait sec,
ajouter 5 ml d’HCI (2N) au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et réaliser
les tests avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’l, solubilisé dans 100 ml d’eau
distillée). La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels
(Benmahdi A, 2001).

11.2. 6. Mise en évidence des sucres réducteurs

On ajoute 1 ml de liqueur de Fehling a 5 ml de chaque extrait. Un test positif est indiqué par

I’apparition d’un précipité rouge brique (Edeaga H.O et al, 2005).

11.2. 7. Mise en évidence des amines

On applique sur papier filtre une goute de chaque extrait ( EAFTP et EATTP). Apres
séchage a 80°C dans I’étuve, le papier est pulvérisé avec quelque goutte d’une solution de la
ninhydrine. Ensuite le papier est séché une 2eme fois dans I’étuve a 110°C pendant 5min, la
présence des amines est observée sous forme d’une tache violette (Karumi Yet al ,2004).

11.2.8. Mise en évidence des anthraquinones

Quelques gouttes de la solution aqueux de KOH (10%) sont ajoutes a I’extrait, apres agitation
la présence des anthraquinones est confirmée par le changement de couleurs de la phase
aqueuse vers le rouge (Rizk ,1982).

11.2.8. Mise en évidence des quinones

On place 1g d’échantillon de la poudre de plante dans un tube a essai et ajouter 15 a 30 ml
d’éther de pétrole apres agitation, la solution obtenue est reposée pendant 24 heures. Apres la
filtration, le filtrat est traité avec quelque goutte de NaOH (10%) le test est considéré positif
s’il ya I’apparition d’une coloration rouge violet dans la phase aqueuse (Ribérreau ,1968).
11.2.9. Mise en évidence des coumarines

La mise en évidence des coumarines se fait selon la méthode décrite par (Benmahdi.A,
2001). Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec
un papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0,5 ml de NH40OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des

coumarines.

11.2.10. Mise en évidence des stéroides (Test de Liebermann -Burchard)
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100 mg de I’extrait sont melangés avec 3 ml de chloroforme et 4 gouttes d’anhydride acétique
et d’acide sulfurique concentré. Le développement d’une coloration bleue a I’interface
confirme la présence des stéroides (Bruneton, 1999).

11.2.11. Mise en évidence des composés phénoliques

100 mg de I’extrait sont mélangés avec 3 ml d’éthanol et 5 gouttes de FeCls. Le
développement de la coloration bleue verdatre confirme la présence des composés
phénoliques (Bruneton, 1999).

11.2.12. Mise en évidence des terpenes

A 5 ml de I’extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de H,SO,4 concentrée. La présence
des terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron en
interphase. (Edeoga et al, 2005).

11.3. Dosage des flavonoides

Les flavonoides d’extraits, aqueux ont été quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium (Boharun .T et al, 1996) ;1 ml de chaque extrait (préparés dans le méthanol
pour avoir des concentrations convenables) a été ajouté a 1 ml de la solution d’AICl3 (2 %,
dans le méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation, I’absorbance a été lue a 430 nm. La
concentration des flavonoides dans les extraits a été calculée a partir d’une courbe
d’étalonnage y= ax+b établie avec la quercétine a différentes concentrations (0-40 pg / ml,
chacune a été préparée dans le méthanol) pratiquée dans les mémes conditions opératoires que
les extraits servira a la quantification des flavonoides. La teneur en flavonoides a été exprimé

en milligrammes équivalents de quercétine par grammes du poids d’extrait (mg EQ / g E).

11.4. Activité anti-oxydante in vitro- Effet scavenger du radical DPPH*

Dans le test du DPPH, les antioxydants réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl-hydrayl)
ayant une couleur violette en un compose jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont l'intensité de
la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu a donner des protons (Edeaga H.O et al, 2005). Pratiquement, 30ul de chacune des
différentes concentrations d’extrait ont été incubés avec 3 ml d’une solution méthanolique de
DPPH a 100 uM. Apres une période d’incubation de 15 minutes, les absorbances a 517nm
ont été enregistrées. Les résultats obtenus pour les extraits ont été exprimés par rapport a ceux
obtenus pour le quercetine pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage d’inhibition

(1%) du radical DPPH par les deux extraits a été calculé comme suit :
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Activite anti-radicalaire % = [(As— Ag) / Ag] X100
» Ag : Absorbance du blanc (en absence d’inhibiteur).
» Ake : Absorbance de I’extrait testé (en présence d’inhibiteur).
Pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire; la concentration effective a 50% (EC50)
(aussi appelée IC 50) a été déterminée pour chaque extrait, est définie comme étant la

concentration du substrat qui cause la perte de 50% de I'activité de DPPH*® (couleur).
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Chapitre I11. Résultats et Discussion

Le présent travail porte sur I’étude phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydante

de I’extrait aqueux de la partie aérienne des feuillets et des tiges de la plante médicinale « T.

poluim ».
l. Le rendement des extraits

Deux types d’extrait aqueux ont été préparés a partir de la poudre de la plante T.Poluim ;
EAFTP et EATTP.

La préparation de I’extrait totale aqueux de feuillets et des tiges a été effectue par macération
de la poudre végétale par I’eau distillée. Le tableau ces dessous représente le rendement,
I’aspect et la couleur des extraits.

Tableau 2. Le rendement des extraits de T.Poluim

Le poids du Le poids des Le
matériel Les extraits e;;rg;s rendement Couleur Aspect
végétal en en (%)
(9)
22 EATTP 2.69 12.22% Marron foncé Poudre
80 EAFTP 3.78 4.73% Marron foncé Cristaux

Le calcule des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale (Tableau 2) a
montré que ’EATTP represente le rendement le plus éleve (12.22 %), par rapport au
rendement de I’'EAFTP (4.73%).

Car le rendement n’est pas relatif; il dépend de la méthode et les conditions dans lesquelles
I’extraction a été effectuée, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la

bibliographie de maniere générale (Lee et al, 2003).
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I1. Tests de mise en évidence de certains composés Phytochimiques
Les tests phytochimiques realises sur EAFTP et EATTP révelent la présence de plusieurs

familles de composés dont les résultats sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3. Analyse phytochimique préliminaire d’extraits aqueux de T. Poluim .

COMpPOSEs EAFTP EATTP
Tanins + +
Apparition d’une coloration bleue noire et un précipité aprés 3min
. + +
Saponosides . , .
Apparition d’une coloration rouge marron
+ +
Flavonoides
Apparition d’une couleur jaune
+ +
Composés
réducteurs Apparition de deux phases, une colorée en brun rouge et la
deuxiéme en bleu-vert.
Coumarines - -

+ +

Alcaloides sels
Résultat positif avec le réactif de Wagner (présence de turbidité)

Anthraquinone + +
Apparition d’une coloration rouge
Quinone - -
stéroide + n
Apparition d’une coloration bleu noir
Composes + +
phénoliques Apparition d’une coloration bleu vert
Terpénes +++ t
Apparition d’une coloration marron
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Sucres réducteurs ++++ FH++

Apparition d’une coloration rouge brique

Amines ++++ ++++

Apparition des taches violettes

Les résultats sont interprétés comme suit: (+) Réaction positive, (x) Trace, (-) Réactions

négatives.

L’etude phytochimique d’EAFTP et d’EATTP a montrée que cette plante contient: des
flavonoides, des saponosides, des tanins, des composes réducteurs, des alcaloides sels, des
anthraquinones, des terpénes, des stéroide, des composes phénoliques, des amines et des
sucres réducteurs. Ce qui confirme les travaux de Proestos (2004) qui a été révéle la présence
des flavonoides, composes phénoliques, alcaloides et terpenes chez T. Poluim .La richesse de
ces extraits (EAFTP et EATTP) en composés chimiques actifs pourrait expliquer son
utilisation traditionnelle pour soigner de nombreuses maladies telles que: le vieillissement, les
maladies spasmodique et dans le traitement du cancer. (Hammoudi.R, 2015).

I11. Dosage des flavonoides

L’étude quantitative de I’extrait aqueux des tiges et des feuilles de la plante T.polium au
moyen des dosages spectrophotométriques, selon la méthode de trichlorure d’aluminium
avaient pour objectif la détermination de la teneur totale des flavonoides. Une courbe
d’étalonnage (Figure 8) a été tracée pour cet objectif, établie avec la quercétine a différentes
concentration. Des mesures de densité optique pour chaque extrait réalisées a 430 nm. Les
guantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en équivalent milligramme de

quercétine par gramme d’extrait et déterminés par I’équation de type: y=a X + b.
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Figure 7. Courbes d’étalonnage de la quercétine.
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Suivant la figure ci-dessus, la détermination quantitative des flavonoides par la méthode du
trichlorure d’aluminium a révélé que I’extrait aqueux des feuillets de T.Poluim a fourni un

taux d’environ 34.29 + 1.78 mg EQ/g d’extrait plus élevé que celui obtenu a partir de I’extrait

Figure 8. Teneur en flavonoides totaux (mMgEQ/gE).

aqueux des tiges qui est de 16.55 + 1.59 mg EQ/g d’extrait.
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IV. Détermination de I’activité anti-radicalaire des extraits aqueux de
T.Poluim par la méthode de DPPH?* (effet scavenger)

Dans le test de DPPHe, la cinétique de décoloration de ce radicale a été suivie a 517 nm apres
addition de 30 pul de chacune des concentrations des extraits (EAFTP et EATTP). Ce
radical libre présente une coloration violet sombre, lorsqu’il est piéger par des substances
antioxydants, la forme réduite conféré a la solution une coloration jaune pale, le virage vers
cette coloration et I’intensité de la décoloration de la couleur de la forme libre en solution

dépend de la nature, la concentration et la puissance de la substance antiradicalaire.

Pour des fins comparatives un antioxydant standard est utilisé; la quercétine Il a montré une

activité antiradicalaire tres puissante avec 1C50 0.01 pg EQ/mg d’extrait.
Le Tableau 4 représente les pourcentages de réduction du radical DPPH.

Tableau 4. Les pourcentages de réduction du radical DPPH".

Les concentrations Les pourcentages de la réduction du radical DPPH*®
Concentrions (%) (%)
Concentrations dans le de réduction de de réduction de
initiales en mélange EAFTP EATTP

(mg/ml) réactionnel
en (mg/ml)

30 0.3 63.19+3.56 68.86+0.44

20 0.2 65.33+0.29 55.25+0.62

10 0.1 31.01+1.06 39.96+1.93

5 0.05 21.80+2.91 15.25+1.45

3 0.03 6.38+4.27 7.82+0.71

2 0.02 3.73+1.12 3.95+0.53

L’histogramme représente les concentrations des extraits (EAFTP et EATTP) de la plante
T.Poluim qui piegent 50 % du radical DPPH*® (IC50) (Figure 10). C’est un paramétre utilise
pour estimer I’activité antioxydant. Plus cette concentration est faible plus I’effet antioxydant
est trés élevé. (Wilson.A et al, 2002)
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Figure 9. Les concentrations des extraits aqueux des feuillets et tiges de T.Poluim inhibent 50 % du
radical DPPH®.

Les concentrations inhibitrices de 50 % (IC50) est de (0.18+0.03mgEQ/g extrait), et
(0.195+0.007mgEQ/g extrait) respectivement pour I’EATTP et ’'EAFTP.

Le radical DPPH est souvent utilisé comme un indicateur pour tester la capacité de I’extrait a
donner un atome d’hydrogene ou un électron et donc I’activité antioxydante (Oyaiza .M,
1986, Soares .J.R et al, 1997). Il a été trouvé que I’acide ascorbique, I’a-tocophérol, les
tannins et les flavonoides provoquent la réduction et la décoloration du radical libre
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) en lui donnant un hydrogéne pour former le
diphénylpicrylhydrazine (Figurell) (Blois .M.S, 1958, Yokozawa .T et al, 1998). L’activité
anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en flavonoides. Le
mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH" dépend de la conformation
structurale de I’antioxydant (Tsimogiannis D.I et al 2004, Molyneux .P ., 2004, Rouri .Get
al ,2007).quelques composés se réagissent trés vite avec le DPPH’ en réduisant un nombre de
molécules de DPPH’ égale a celui des groupements hydroxyles de I’antioxydant (Bondet.V
et al , 1997). L’effet scavenger des radicaux libres par les différents constituants des plantes
est peut étre due aux acides phénoliques (Kimura. y et al, 1985, Hatono.T et al, 1989) et
aux flavonoides (Hatono.T et al ,1989). Plusieurs études ont établi des relations entre les
structures chimiques des flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres
(Jovanovich.S .etal ., 1994, Cotelle .N et al ., 1996 ,Bors. W et al , 1997, Cos. Pet al, 1998
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, Dugas .A.J et al, 2000). Les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois

critéres suivants :

» La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol)
» La double liaison C2-C3 adjacente a la fonction 4-oxo et la présence du groupe 3-OH
en combinaison avec la double liaison C2-C3 (Rics .Evans .C.A et al, 1996, Furuno.

Ket al, 2002).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Une étude des propriétés antioxydants a concerné deux
extraits (EAFTP et EATTP) d’une plante médicinale, appartienne a la famille des Lamiacées

et trés freqguemment employées comme anti-ulcerogéne, anti inflammatoire et antalgique.

L’etude phytochimique d’EAFTP et EATTP a montré que cette plante contient: des
flavonoides, des saponosides, des tanins, des composés réducteurs, des alcaloides sels,

anthraquinones, terpénes , stéroide, amines et sucres réducteurs.

L’activité antioxydant des extraits aqueux de T.Poluim a été évaluée in vitro par la
méthode de réduction de radical libre DPPH'. Par ailleurs, les extraits aqueux de T.Poluim a

montré une trés forte activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH.

Ont montre que la flore Algérienne peut constituer une réserve importante d’especes
vegétales intéressantes, dont les principes actifs peuvent étre employes dans plusieurs
domaines tels que les industries pharmaceutiques et agroalimentaires. Dans ce contexte, et

comme perspective on propose de:

» Isoler, purifier et identifier les métabolites secondaires de I’extrait aqueux de la plante
T.Poluim en utilisant High Performance Liquide Chromatography (HPLC).

» Déefinir le mécanisme de I’effet antioxydant des substances vegétales de la plante sur
le radical DPPH’
» La réalisation d’une étude toxicologique serait une étape substantielle afin de pouvoir

concerner tout effet indésirable de la plante.




Evaluation de I’activité antioxydante d’une plante médicinale
Teucrium polium par la méthode de DPPH®

Résumé

Les plantes medicinales sont devenues avec I’évolution de la science les extraits de

base pour le traitement de nombreuses pathologie.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a I’évaluation des propriétés antioxydants

de I’extrait aqueux des feuilles et des tiges de la plante médicinale -Teucrium polium-

Le screening phytochimique sur ’EAFTP et EATTP a montré que cette plante contient:
des Flavonoides, des Saponosides, des Tanins, des Coumarines, des Composés réeducteurs, des
Alcaloides sels, des Anthraquinone, des Stéroides, des Terpenes, des Sucres réducteurs et des

Amines.

L’étude quantitative des deux extraits aqueux des tiges et des feuilles a révelé que
I’EAFTP a fourni un taux d’environ 34.29 + 1.78 mg EQ/g d’extrait plus élevé que celui
obtenu a partir de EATTP qui est de 16.55 + 1.59 mg EQ/g d’extrait.

L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH® a montré que les
concentrations qui piégent 50 % du radical DPPHe (ICsp) est de 0.195+0.007 mg/ml et
0.18+0.028 mg/ml respectivement pour I’'EAFTP et EATTP.

Au bout de cette étude, nous retiendrons que les extraits aqueux des tiges et des feuilles
de la plante médicinale Teucrium polium exercent un effet antioxydant. Donc cette plante

peut étre une source prometteuse de nouvelles substances antioxydant.

Mots clés: Teucrium polium, screening phytochimique, flavonoides, activité antioxydante,
DPPH*®



Evaluation of the antioxidant activity of a medicinal plant Teucrium
polium by the DPPH* method

ABSTRACT

With the evolution of science, medicinal plants have become basic extracts for the

treatment of many diseases.

In this study, the aqueous extract of leaves (AELTP) and stems (AESTP) of the medicinal

plant Teucrium polium were tested for their antioxydant activity.

The phytochemical screening on AELTP and AESTP showed that this plant contains:
Flavonoids, Saponosides, Tannins, Coumarins, Reducing Compounds, Alkaloids Salts,

Anthraquinones, Steroids, Terpenes, Reducing sugars and Amines.

The quantitative study of the tow aqueous extracts showed that the AELTP has a (34.29 +
1.78 mg EQ / g extract) of flavonoids, more than the quantity obtained with AESTP (16.55 +
1.59 Mg EQ / g extract).

The antioxidant study using the DPPH test showed that the concentration of leaves
(AELTP) and stems (AESTP) that which is required to scavenge the free radical DPPH
(IC50) radical was 0.195 + 0.007 mg / ml and 0.18 + 0.028 mg / ml respectively.

After this study, we can conclude that the aqueous extract of leaves and stems of Teucrium
polium have an antioxidant activity. Therefore, the plant may be a promising source of new

antioxidant substances.

Key words: Teucrium polium, Phytochemical screening, Flavonoids, Antioxidant
activity, DPPH".
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Théme: Evaluation de Pactivité antioxydante d’une plante médicinale Teucrium polium (4bLs<)
par la méthode de DPPH"

Résumé

Les plantes médicinales sont devenues avec 1’évolution de la science les extraits de base pour le
traitement de nombreuses pathologie.
Dans ce travail nous nous sommes intéressés a 1’évaluation des propriétés antioxydants de

I’extrait aqueux des feuilles et des tiges de la plante médicinale -Teucrium polium-

Le screening phytochimique sur I’EAFTP et EATTP a montré que cette plante contient: des
Flavonoides, des Saponosides, des Tanins, des Coumarines, des Composés réducteurs, des
Alcaloides sels, des Anthraquinone, des Stéroides, des Terpénes, des Sucres réducteurs et des

Amines.

L’étude quantitative des deux extraits aqueux des tiges et des feuilles a révélé que ’EAFTP
a fourni un taux d’environ 34.29 + 1.78 mg EQ/g d’extrait plus élevé que celui obtenu a partir de
EATTP qui est de 16.55 £+ 1.59 mg EQ/g d’extrait.

L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH® a montré que les concentrations
qui piegent 50 % du radical DPPHe (ICsg) est de 0.195+0.007 mg/ml et 0.18+0.028 mg/ml
respectivement pour ’EAFTP et EATTP.

Au bout de cette étude, nous retiendrons que les extraits aqueux des tiges et des feuilles de la
plante médicinale Teucrium polium exercent un effet antioxydant. Donc cette plante peut étre une

source prometteuse de nouvelles substances antioxydant.

Mots clés: Teucrium polium, screening phytochimique, flavonoides, activité antioxydante,
DPPH*

Laboratoire: de Biochimie, Université Abbés Laghrour khenchela
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