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Introduction

I ntroduction

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles
sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte de

nouvelles molécules nécessaires alamise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son ancienneté.
Cela tient principalement au fait que le régne vegétal représente une source importante d’une
immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végétale contient un grand nombre de
molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en
cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, |es terpenes et les flavonoides (Bahorun et al.,
1996).

Actuellement plus de 80 % de la population africaine ont recours aux drogues faites
Essentiellement de matiéres végétales qui poussent autour de leur ville. En plus dans le
monde, pres de 25% des prescriptions sont a base de plantes et 60 a 70% des médicaments

antibactériens et anticancéreux sont des substances d’origine naturelle. (A-M. Diallo. 2005).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve le genre Cytisus, ce dernier est largement distribué
surtout dans les régions méditerranéennes de I'Europe et de I'Afrique. De nombreuses espéces
de ce genre sont utilisées en medecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs
molécules douées d’activités thérapeutiques, parmi les especes ; Cytisus villosus . Cette plante
utilisée en décoction contre les rhumatismes, pour cicatriser les plaies et les blessures, les
hémorroides, et les gaz.

A notre connaissance, jusqu’a ce jour la, il n’y a aucune éude sur cette plante néanmoins son
utilisation abondante dans le domaine phytothérapeutique dans la région de la grande et la
petite Kabylie.

Le présent travail porte sur une recherche de I’activité antioxydant de Cytisus villosus .1|

comprend deux parties:
Une Partie théorique :

Les principaux chapitres de cette partie sont traités selon le plan suivant :
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» Dans le premier chapitre de ce travail, nous présenterons une définition des plantes
meédicinales et une description botanique de la plante C. villosus
» Ledeuxieme chapitre, sera consacré aux géneralités sur le stress oxydatif.

> Le dernier chapitre sur I’activité antioxydante enzymatique et non enzymatique
Une Partie pratique :

Préparation des extraits méthanolique et éthanolique des feuilles de la plante C.
villosus.
Evauation de la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides des extraits éhanolique

et méthanolique de Cytisus villosus.

Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de C.villosus par les tests de DPPH,
la réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power), Capacité antioxydant
totale (TAC).

v Enfin nous achéverons ce travail par une conclusion générale qui résume I'ensemble des

résultats obtenus
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Chapitre 1 Généralité sur la plante

I- Définition des plantes médicinales

Dans le code de la Santé publique, il n'existe pas de définition légale d'une plante
meédicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsgu'elle est
inscrite & la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elles
sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives al'égard des maladies humaines
ou animales (GHABRIER, 2010).

Les plantes médicinales sont des plantes utilisees en médecine traditionnelle dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs
composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les
différents composés présents (SANAGO, 2006).

I1-La famille de Fabaceae

La grande famille des Fabaceae (de faba, 1a féve) doit son unité a son fruit, appel é gousse
ou léegume, d’ou I’autre dénomination de Légumineuses sous laquelle cette famille est plus

connue.

Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de
730 genres et 19 400 especes, réparties auss bien en milieu tempéré que tropical
(Wojciechowski et al., 2004).

Les formes arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans

les régions tempérées (Dupont et al., 2007).

Néanmoins, la prédilection des plantes de cette famille pour les habitats arides ou
semiarides est reliée a leur métabolisme dépendant de I’azote, qui est considérée comme une

adaptation aux variations climatiques et imprévisibles de I’habitat.

En effet, la fixation de I’azote via la symbiose légumineuses-rhizobium permet aux plantes
de cette famille d’obtenir des taux élevés en azote ammoniacal au niveau de leurs racines en

fonction de la demande de leur métabolisme (Wojciechowski et al., 2004).

Cette famille est composeée de variétés horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées dans
un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale
(trefle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme combustible,
pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse) ou
en chimie (Wojciechowski et al., 2004).
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I11-Définition de Cytisus

Cytisus est un genre de plantes de la famille des Fabaceae. Ses especes sont généralement
appel ées « genéts » ou « cytises ». C'est le genre du genét a balais.ll contient 27 espéeces parmi
eux : Cytisus candicans, Cytisus battandieri - Genét Ananas, Cytisus scoparius(L.) Link -
genét abalais, Cytisus villosus Pourr. (Madagascar Catalogue ; BioLib : Cytisus Desf.)

I\V-Classification

Régne Plantae

Sous régne : Tracheobianta

!

Division : Magnoliophyta

|

Class: Magnoliopsida

'

Sousclass Rosidae

v

Ordre: Fabaies

'

Famille:
Fabacea

'

Genre:

Cytisus
!

Espece Cytisus Villosus

Figure 1 : Arbre phylogénique de cytisus villosus (ITIS: Cytisus Desf)
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V-Description et caractéristiques de la plante

Ce petit cytise possede des feuilles a trois folioles tres velues. Ses fleurs sont jaunes,
I’étendard est ponctué de rouge sur la face avant et fortement recourbé sur le pétiole. Les
dents du calice sont noirétres. (site 6)

Figure2 :L’espece de Cytisus villosus (A) L’arbre,(B)Fleurs,(C)Feuilles (site 1).
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Quelques caractéristiques

Tableau I :Caractéristiques de la plante Cytisus villosus (site 7)

caractérisations

Catégorie Arbuste

Nom commun | Cytise atroisfleurs

Famille Fabaceae
Synonyme Cytisus triflorus L'Her. , Genista triflora Rouy
Origine Afrique du nord , Europe ( Méditerranée) , Turquie

Taille plante | 0,5-2m

Diamétre 14-16 mm
corolle

Epoque de | De Avril aMai

floraison

Feuillage Persistant
Croissance Moyenne
Sol Drainant
Exposition Soleil

Type végétatif |Vivace

12
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VI-Optimum écologique

VI.1-caractéristiques climatiques

caractéristiques climatiques

ombre _ lumiére
S€C _ humide
(Humidité Atmosphérique ) T 1T . LigEL gL gL Ig|
froid chaud
( Temperature ) .
marin continental

( Contieralté ) T () F T e

Lumiere 1 : hypersciaphiles 2 : sciaphiles 3 : intermédiaires 4 : hémisciaphiles 5 :

intermédiaires 6 : hémihéliophiles 7 : intermédiaires 8 : héliophiles 9 : hyperhéliophiles

Température 1 : dpines a nivaes, dtiméditerranéennes 2 : subalpines,
oromeéditerranéennes 3 : montagnardes 4 : collinéennes, psychroatlantiques 5 : planitiaires a
montagnardes 6 : planitiaires thermophiles, thermoatlantiques, thermocontinentales,
subméditerranéennes, suprameéditerranéennes 7 :  euryméditerranéennes, méditerranéo-

atlantiques 8 : mésoméditerranéennes 9 : thermoméditerranéennes a subdésertiques

Humidité atmosphérique 1 : aéroxérophiles 2 : intermédiaires 3 : aéromésoxerophiles 4 :
intermédiaires 5 : aéromésohydriques 6 : intermédiaires 7 : aéromeésohygrophiles 8 :

intermédiaires 9 : aérohydrophiles

Continentalité 1 : marines a maritimes 2 : hyperocéaniques 3 : océaniques 4 :
subocéaniques 5 : intermédiaires 6 : précontinentales 7 : subcontinentales 8 : continentales 9 :
hypercontinentales (site 5).
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V1.2-caractéristiques du sol

caractéristiques du sol

(" Reéaction (pH) ) PR bjsique
(. Humidits )}_.ﬂ ] E z J_]*Tmﬁ
e G- @33
QTN Far R SERTRinint
( Salinité )6"}_}?@}_@ ] } :tréﬂ?}hé—mﬁ
( Matiére Organique )Hpiu:}m} -1+ }.Te}

@® valence optimale du taxon

wes 20N2 optimale du taxon calculée 3 partir des optimums pour les taxens inférieurs

Réaction (pH) 1 : hyperacidophiles 2 : acidophiles 3 : intermédiaires 4 : acidoclines 5 :

intermédiaires 6 : neutroclines 7 : neutrophiles 8 : basophiles 9 : hyperbasophiles

Humidité 1 : hyperxérophiles 10 : amphibies permanentes 11 : aquatiques superficielles 12 :
aquatiques profondes 2 : perxérophiles 3 : xérophiles 4 : mésoxérophiles 5 : mésohydriques 6 :

mésohygrophiles 7 : hygrophiles 8 : hydrophiles 9 : amphibies saisonniéres

Texture 1: argile 2 : intermédiaire 3 : limon 4 : sable fin 5 : sable grossier 6 : graviers 7 :

galets 8 : blocs, fentes des parois 9 : dalle

Nutriments 1 : hyperoligotrophiles 2 : oligotrophiles 3 : intermédiaires 4 : mésooligotrophiles 5 :

meésotrophiles 6 : mésoeutrophiles 7 : intermédiaires 8 : eutrophiles 9 : polytrophiles

Salinité 0 : ne supportant pas le sel 1 : hyperoligohalines, [0-0,1% Cl-] 2 : peroligohalines,
[0,1-0,3% CI-] 3 : oligohalines, [0,3-0,5% Cl-] 4 : mesooligohalines, [0,5-0,7% Cl-] 5 : mesohalines,
[0,7-0,9% CI-] 6 : mesoeuhalines, [0,9-1,2% Cl-] 7 : euhalines, [1,2-1,6% Cl-] 8 : polyhalines, [1,6-
2,3% Cl-] 9 : hyperhalines, [>2,3% Cl-]

Matiere Organique 1 : lithosol, arénosol 2 : mull carbonaté 3 : mull actif 4 : mull acide 5 :

moder 6 : mor, hydromor, xéromor 7 : ranker, tangel 8 : anmoor, gyttja 9 : tourbe (site 5).
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Chapitre 2 Stress oxydatif

I-Le Stress Oxydatif

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un
nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contrble plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les
chercheurs impliquent dans la plupart des mal adies humaines.

Qu'en est-il exactement ? Est-ce une mode ou une réalité, et dans ce cas, pouvons-nous

trouver de nouvelles armes médi camenteuses pour |utter contre ce phénomene ?

I1-Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant un
ou plusieurs éectron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes .( Lehucher-
Michel et al ,2001)

Cet état leur confére une instabilité énergétique et cinétique. |1s apparai ssent soit au cours
de la rupture symétriqgue d’une liaison covalente (fission homolytique) pendant laquelle
chaque atome conserve son électron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain

d’un électron a partir d’un composé non radical ( Koechlin-Ramonatxo , 2006)

Du fait de leur caractére trés électrophile, les especes radicalaires vont tenter de rapparier
leurs électrons célibataires en agressant toute molécule susceptible de se faire arracher un
électron ( Lehucher-Michel et al ,2001).

L’espéce agressee devient a son tour radicalaire initiant de cette fagon un processus de
réaction en chaine ( Koechlin-Ramonatxo , 2006) qui se caractérise par trois étapes ; (i)
initiation, (ii) propagation et (iii) terminaison provoquant enfin une perturbation de la cellule

vivante.

I11-Définition des espéces oxygénées réactives

L’ appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de I’oxygéne
(radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc....) mais aussi certains dérivés
réactifs non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde d’hydrogene
et le peroxynitrite (Bartosz, 2003 ; Halliwell et Whiteman, 2004) .(Tableau I1).
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Chapitre 2 Stress oxydatif

Tableau I1. Les principal es especes oxygéneées réactives générees dans les systemes

biologiques (Bartosz, 2003)

Nom Symbole

Especes Radicalaires

Anion superoxyde | Oz

Radical hydroxyle OH

Monoxyde d’azote NO

Especes non radicalaires

Peroxyde H202
d’hydrogene

Acide hypochlorique | HOCL

Oxygene singulet 02

Peroxynitrite ONOO

L’instabilite des EOR rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents
milieux biologiques. Leurs constantes de vitesse réactionnelle varient selon leurs natures, elles
sont tres élevées et peuvent aller de 105 a 1010 moll-1s-1. La durée de vie des EOR est

extrémement tres courte de lanano alamilli seconde ( Lehucher-Michel et al ,2001).

En effet, la toxicité des EOR n’est pas nécessairement corrélée avec leur réactivité, dans
plusieurs cas des especes peu réactives peuvent étre a I’origine d’une grande toxicité en raison
de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et gagner des locations sensitives ou
elles peuvent interagir et causer des dommages a longue distance de leurs sites de production
( Kohen et al ,2002)
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IVV-Nature et sources cellulaires des EOR

Les EOR se forment de facon parasitaire dans toutes les réactions biochimiques
comportant le transfert d’électrons ou la participation de I’oxygéne. Divers types cellulaires et
tissus donnent naissance aux EOR par des réactions enzymatiques ou par auto-oxydation au
cours de leur métabolisme normale et parfois en réponse a un stimuli spécifique.

V-Conséquences biologiques des especes réactives oxygénées

La surproduction des ERO est responsable des lésions directes des molécules biologiques
ainsi gque des lésions cytotoxiques et mutagenes par les produits libérés, notamment lors de
I'oxydation des lipides.

L'anion radicalaire superoxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas tres réactifs, mais
constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives. Les radicaux hydroxyles sont au
contraire les plus dommageables pouvant s’attaquer a toutes les molécules biologiques a
savoir I’ADN, les protéines et les lipides (Gardes-Albert et al., 2003; Ahsan et al., 2003).
En fait, Verdan et ses collaborateurs (2011) ont rapporté que la réaction de Fenton productrice
de radicaux hydroxyles est la cause primaire de la mort cellulaire par I’endommagent de
I”’ADN.

Par ailleurs, la réactivité du peroxyde d’hydrogene réside dans sa capacité de traverser
facilement |es membranes cellulaires des organites dans le cytoplasme et par consequent il

oxyde un nombre élevé de composés et structures cellulaires (Gido et al., 2010).
a) Peroxydation lipidique

Parmi les cibles les plus susceptibles a I’action des ERO sont les acides gras polyinsaturés
comme I’acide linoléique et I’acide arachidonique. L’abstraction d’un atome d’hydrogéne a
partir d’une molécule d’acide gras polyinsaturé initie le processus de la peroxydation
lipidique. Un atome d’hydrogene est pris d’une deuxieme molécule d’acide gras polyinsaturé
résultant en un nouveau radical libre (Ahsan et al., 2003). Ces radicaux peuvent déclencher
une chaine de réactions de peroxydation au niveau des acides gras des phospholipides
membranaires, conduisant a I’altération de la membrane et la perte de I’organisation de sa
structure de bicouche lipidique qui est nécessaire a la fonction des enzymes liées et des

récepteurs (Evans, 2000).

16



Chapitre 2 Stress oxydatif

Dans une premiere étape de la peroxydation, les acides gras se transforment en peroxydes
lipidiques puis sous I’action des métauix de transition ils se décomposent en une série de sous-
produits a savoir les aldéhydes et |es hydrocarbones.

La maonediaddénhyde (MDA) et le 4-hydroxynonéna (HNE) sont des exemples
d’aldéhydes resultants de la peroxydation lipidique et sont utilisés comme marqueurs suivis
lors de la détection de peroxydation lipidique chez les patients (Pincemail et al., 1999). Les
ERO ainsi que la MDA et le HNE peuvent aussi oxyder les lipoprotéines de faible densité
(LDL), riches en acides gras polyinsaturés causant un nombre de changements structuraux et
fonctionnels (Aruoma, 1999). Ces LDL modifiées sont reconnues par les macrophages au
sein desquels elles s’accumulent en formant des cellules spumeuses. En s’accumulant dans
I’espace interstitiel, ces cellules contribuent au développement de I’athérosclérose (Pincemail
et al., 1999).

b) Oxydation des protéines

Les structures (primaire, secondaire et tertiaire) et les fonctions des protéines sont aussi
altérées par les ERO. Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout
celles qui comportent un groupement sulfhydryle (SH). C'est le cas de nombreuses enzymes

cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactiveées.

L’oxydation protéique catalysée par les ions métalliques conduit a I’addition de groupes
carbonyles, laformation des liaisons croisees et |a fragmentation des chaines peptidiques. Les
produits de la peroxydation lipidique peuvent réagir avec le groupement sulphydryle de la
cystéine ou avec les acides aminés basiques (histidine, lysine) affectant leurs caractéristiques
biologiques (Ahsan et al., 2003). Le dommage oxydatif des protéines peut affecter la fonction
des récepteurs, des enzymes et des protéines de transport, etc., et peut méme générer de
nouveaux antigénes qui provoquent des réponses immunitaires (Aruoma, 1999; Favier,
2003). Les produits du dommage oxydatif des protéines peuvent contribuer au dommage
secondaire comme I’inactivation des enzymes de réparation de I’ADN et la perte de fiddlité

des ADN polymeérases (Aruoma, 1999).

D’autre part, la surproduction des especes réactives du nitrogéne conduit aux réactions de
nitrosylation des protéines et par conséquent a I’altération de leurs structures et I’inhibition de
leurs fonctions (Valko et al., 2007).
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c) Oxydation de ’ADN

Le dommage oxydatif aux acides nucléiques inclue I’addition des bases et des groupes de
sucres, cassures au niveau de la smple et double hélice ainsi que la formation des liaisons
croisées avec d’autres molécules (Beckman et Ames, 1998). La thymine et la guanine sont
plus susceptibles aux modifications suivies de la cytosine et I’adénine. La thymine glycol est
le produit d’oxydation majeur, et sa présence dans I’urine sert d’indicateur du dommage de
I’ADN. La réduction de la guanine résulte de I’ouverture de sa structure cyclique formant le
formamidopyrimidine. Son oxydation, cependant, conduit a la formation du 8-hydroxy-2’
déoxyguanosine, un produit majeur dont la présence dans I’urine sert de bio-marqueur du
dommage oxydatif de I’ADN et qui est capable d’induire des mutations specifiques

conduisant au dével oppement du cancer (Pincemail et al., 1999).
d) Oxydation des glucides

Le glucose peut soxyder en présence des ions métaliques conduisant a la libération des
cétoaldéhydes, H202 et OH. qui peuvent entrainer la coupure des protéines ou leur glycation
par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomeéne de glycosoxydation est tres important chez
les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier,
2003).

VI-Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant
Laquelle, la génération d’oxydants accable le systeme de défenses antioxydantes, que ce soit
par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des deéfenses

antioxydantes ( Sorg, 2004).

VII-Implications pathologiques du stress oxydatif

Le dysfonctionnement des systemes de régulation de I’oxygéne et de ses métabolites est a
I’origine de phénomeénes du stress oxydant dont I’importance dans de nombreuses pathologies
comme facteur déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution est

maintenant largement démontré ( Favier, 2003).

En fait, de nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress

oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de
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pathologies humaines différentes (Pincemail,2002) allant de I’athérosclérose au cancer tout
en passant par les maadies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le
diabete (Tableau I11)

Le role du stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques
tel que le vieillissement ( Lehucher-Michel et al ,2001) ; ( Sorg, 2004); (Martinez-
Cayuela, 1995) ;( Valko et al 2007).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I’age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux avec une diminution de I’efficacité des systemes de réparations et de dégradations

des constituants oxydés ( Sohal et al,2002).

Tableau 111 .Les principales affections liées au stress oxydatif

Pathologie Référence

Lésions de reperfusion post-ischémique
Maladies auto-immunes

Arthrite rhumatoide

Mal adies inflammatoires
Athérosclérose

Maladies d’Alzheimer, de parkinson
Emphyseme

Diabéte sucré

Certains cancers

Anémie drépanocytaire

(Zweier et Talukder, 2006)
(Halliwel et guetteridge, 1999)
(Ahsan et al., 2003)

(Densiov et Afanas’ev, 2005)
(Harrison et al, 2003)

(Sorg, 2004)

(Lechuer-Michel et al,. 2001)
(Pal Yu, 1994)

(Valko et al., 2007)

(Martinez-Cayuela, 1995)
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I-Les antioxydants

Au sens large, un antioxydant est un composé qui inhibe ou retarde I'oxydation des
substrats, méme si le composé est présent en concentration plus faible de facon significative
gue le substrat oxydé. Les composes antioxydants peuvent étre recyclés dans la cellule ou
bien ils sont irréversiblement endommagés, mais leurs produits d'oxydation sont moins
nuisibles, pouvant étre convertis en substances inoffensives (Halliwell, 1995; Halliwell et
Gutteridge, 2007; Matkowski, 2008).

L’intérét porté aux antioxydants est grandissant. En situation physiologique, ces systemes

antioxydants ont |a capacité de réguler la production des ERO (Espéece réactive de I'oxygene).

Les antioxydants pourraient atténuer le stress oxydatif d'un tissu indirectement en
renforcant les défenses naturelles des cellules et/ou directement par le scavenger des radicaux
libres (Pincemail et al., 2002).

I1- Mécanisme d’action

D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de

donneurs d’atome d’hydrogene ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phéenol.

En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par

I’oxygene moléculaire.

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloguent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygéne, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec
un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de
I’oxygene singulet pour latransformer en chaleur ( Z.Hellal ;2011).
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I11-Test antioxydant

Les tests antioxydants peuvent révéler différents mécanismes d'action en fonction des
caractéristiques de l'essai particulier. On utilise des méthodes simples comprennent des
radicaux libres "scavenging" artificiels, stables et colorés, tels que le 2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (Re et al., 1999; Molyneux, 2004).

IVV-Antioxydants enzymatiques

Les superoxyde dismutases (SODs) sont une classe d'enzymes apparentées qui catalysent la
dégradation de I'anion superoxyde en O2 et H202.

Les cdlules humaines possédent une enzyme H202. SOD mitochondriale ayant le
manganése dans son site actif (MnSOD) ainsi qu’une enzyme SOD cytosolique et une SOD

extarcellulaire ayant le cuivre et le zinc (Cu-ZnSOD) comme coenzymes (Favier, 2003).

Due a sa relative stabilité, le H202 produit par les SODs est régulé enzymatiquement par
les catalases et |es peroxydases (Blokhina et al., 2003).

Les catalases sont des enzymes localisées dans les peroxysomes et catalysent la conversion
du H202 en H20 et O2. Tandis que les glutathion peroxydases éliminent le H202 par son
utilisation dans I’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) et

requierent le sélénium dans leur site actif pour cette activité (Aruoma, 1999).

La glutathion réductase, qui est une enzyme contenant le FAD, génere GSH a partir de
GSSG viale NADPH comme source de pouvoir réducteur (Aruoma, 1999).

GS-SG NADPH

GSH I reductase

s

GSH - NADP+

GS— + H~+
B

Figure3 : Régénération du GSH par la GSH réductase (site 4)
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Ces enzymes sont le principal systeme de protection car elles détruisent non seulement
H202, mais aussi les peroxydes organiques toxiques formés par I’oxydation des acides gras
ou du cholestérol.

Cependant, d’autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines, la glutathion
transférase, les thioredoxines réductases et les thioredoxines peroxydases sont impliquées
dans la défense antioxydante de I’organisme et utilisent le NADPH comme donneur
d’équivalent réducteur, celui-ci constitue avec le glutathion les plagues tournantes de la
défense antioxydante (Favier, 2003).
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Figure4 :. Espéces réactives oxygenees et systémes de protection permettant de limiter leur
effet toxique (Pincemail et al., 1999).

V- Antioxydants non enzymatiques
V-1- Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide dont la fonction thiol [ui confere un réle d'antioxydant,

voire, de réducteur (donneur d'éectron ou d'atome H), quil exerce vis-avis de nhombreuses
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espéces oxydées, et en particulier vis-a-vis de I'eau oxygénée et des radicaux 24 hydroxyles

tel que montré dans laréaction 1 (Gardes-Albert et al., 2003).

Toutefois, le réle protecteur de GSH semble provenir de sa capacité aréagir avec les radicaux.
Dans ce cas, un phénomene de "réparation” des radicaux R- en produits réduits RH se produit
(Lal, 1994).

GSH+OH —— GS+H20

GSH+R ———————— GS+RH
V-2-L’acide ascorbique

L'ascorbate (vitamine C) est un trés bon capteur de radicaux libres oxygénés aussi bien
hautement réactifs tels que les radicaux OH. que trés peu réactifs tels que les radicaux O2 .- .
Sa capacité de donation d’électrons dans une large gamme de réactions enzymatiques et non
enzymatiques le qualifie de meilleur agent de détoxification des radicaux oxygénés dans la

phase agueuse (Blokhina et al., 2003).

En réagissant avec ces divers radicaux, |'ascorbate (AscH- ) est oxydé en radical ascorbyle
(Asc-- ) qui est relativement inerte vis-avis des molécules biologiques. De plus, I’ascorbate
est muni d’une propriété importante: la réparation de deux autres antioxydants, le glutathion
(GSH) et I'a- tocophérol (0-TH) a partir de leurs formes radicalaires . L'ascorbate est recyclé,

tout au moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle .(Gardés-Albert et al., 2003)
AscH-+GS —— Asc-+GSH
AscH-+o-T @——~ Asc-+a-TH

V-3-Le a-tocophérol

Parmi les tocophérols naturels, le a-tocophérol (vitamine E) est le plus efficace in vivo.
Son role essentiel est de capter les radicaux lipidiques peroxyles (LOQO.), akoxyl (LO.) et
alkyl (L.) qui propagent les chaines de peroxydation lipidique. La réaction entre les radicaux
lipidiques et le a-tocophérol (a-TH) se passe au niveau de I’interphase membrane-eau ou ce
dernier perd un atome d'hydrogéne et se transforme en radical a-tocophéryle (a-T-), tandis

gue le radical peroxyle est réduit en une molécule d'hydroperoxyde (Blokhina et al., 2003).
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Le recyclage de la vitamine E par des systémes réducteurs dont le plus important est
|’ascorbate lui permet de jouer son réle d’antioxydant a plusieurs reprises (Gardés-Albert et
al., 2003)

ROO-+0T-H =——=> ROOH+a-T
V-4-Les caroténoides

Les caroténoides tel que le B-carotene constituent une vaste famille de composés qui sont
généralement des bons capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui les rend

susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique.

En outre, les caroténoides ont un role spéecifique de capter I'oxygene singulet, 102, ce qui
leur permet d'exercer une protection vis-avis des dommages induits par les rayons
ultraviolets de la lumiére solaire. L'ensemble de ces propriétés antioxydantes permet
d'expliquer, en partie, les bénéfices apportés par les régimes alimentaires basés sur une
consommation de fruits, de Iégumes, de thé et d’autres produits végétaux (Gardes-Albert et
al., 2003).

V-5-Les oligoéléments

Les oligoéléments ou les ééments-trace (zinc, sélénium, cuivre, manganese) constituent
des cofacteurs nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes (figure 5). D’autres
constituants de I’alimentation, comme les vitamines du groupe B, le chrome ou le magnésium
agissent comme des antioxydants indirects via la régulation de I’homocystéinémie (vitamines
du groupe B), I’amélioration de la sensibilit¢ a I’insuline (chrome) ou la lutte contre

I’inflammation (magnésium).

La synthese du glutathion, un des antioxydants le plus important de I’organisme, dépend

fortement de I’apport nutritionnel en acides amines tels que la méthionine (Roussel, 2009).
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Figure 1 : Effets antioxydants des constituants de |'alimentation [1]

Figure5. Oligoéléments nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes (Roussel, 2009).

V-6-Les protéines plasmatiques

Les transferrines sont des protéinse plasmatiques douées d’activité antioxydante car elles
possedent une capacité de fixation importante au fer. Elles se trouvent saturées a 30% en ce
métal de transition de sorte qu’il n’est pas possible de trouver du fer libre dans le sang de
sujets sains. Dans des cas pathologiques, e fer peut étre libéré de ces protéines de transport
(ferritine, lactoferrine) et se retrouver dans le sang sous une forme libre capable d’initier des
réactions productrices de ERO (Pincemail et al., 1999).

V-7-Les polyphénols

Plusieurs études épidémiologiques ont montré qu’il y a un rapport inverse entre la prise
d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les légumes) et le risque des maladies reliées a
I’age comme les maladies neurodégénératives (Hu, 2003; Bubonja-Sonje et al., 2011).

Cette relation est souvent attribuée aux puissantes activités anti-oxydantes des flavonoides
et d’autres polyphénols associées a leurs propriétés redox permettant d’eliminer les effets
d’especes réactives de I’oxygene (Ketsawatsakul et al., 2000) ains que de chéater les

différents métaux de transition (Gulcin et al., 2010).
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Les flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres dus a leur
propriété de donation d’atomes d’hydrogéne disponibles dans les substituants hydroxyles de
leurs groupes phénoliques (Sandhar et al., 2011). Leur capacité de donation d’hydrogéne
augmente avec l’augmentation de I’hydroxylation de leurs cycles phénoliques. Cette
caractéristique structurale peut étre observée dans les flavonoles comme le kaempférol
quercétine et myricétine ou I’activité antioxydante est croissante en fonction du nombre des

groupements OH dans la molécule (figure 6) (Le et al., 2007).

R, =H; F2=H: Kaempferc|
Ry = 0OH; R>=H: Cuercetin

R, =0H; RzOH: Myricetin

R, = 0CH: Rz = H: Isarhamnetin

Figure6 :Structures de quelques flavonoles. Kaempférol: 2R=0H, 1R =3R =H; Quérétine:
U1R=2R=0H, 3R=H; Myricétine: 1R=2R=3R=0H.

En outre, les polyphénols agissent contre la peroxydation lipidique de deux fagons: par la
protection des lipides cibles contre les initiateurs de I’oxydation ou par stabulation de la phase
de propagation. Dans le premier cas, les antioxydants dits préventifs entravent la formation
des ERO ou éliminent les especes réactives responsables de I’initiation de I’oxydation comme
0 .- 2,102 et OH.

Dans le second cas, |es antioxydants dits briseurs de chaine perdent généralement un atome
d’hydrogéne en faveur des radicaux propagateurs de I’oxydation (LOO. ) pour stopper la

propagation de la peroxydation (Laguerre, 2007) selon laréaction cidessous.
A-H+LOO- ——~_  A+LOO-H

Les flavonoides exercent des effets antioxydants aussi par la chéation des ions métalliques.

Il a été postulé par Verdan et ses collaborateurs (2011) que la quercetine et myricétine
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forment des complexes avec les différents métaux (Fe2+, Zn2+ , Fe3+ , etc.) via les
groupements hydroxyle des trois cycles. les groupes hydroxyles du cycle B ains que les
groupes 3- 28 hydroxy-4-céto et 5-hydroxy-4-céto des cycles A et C.

Néanmoins, les deux groupes 3- hydroxy et 5-hydroxy sont particulierement intéressants

car ils sont en compétition pour lafixation du métal .

En plus, les flavonoides sont des inhibiteurs des enzymes impliquées dans la production des
ERO. En effet, Sandhar et ses collaboratuers (2011) ont rapporté que les flavonoles
guerceétine, kaempferol et galangine, ains que le flavone apigénine sont des inhibiteurs des

enzymes du cytochrome P450 impliquées dans la production des ERO.
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Matériel et métode

. Matérid

1.1. Matériel végétal

Les feuilles de Cytisus villosus ont été récoltées au mois de Mars 2016 dans la région d’El-
Miliawilaya de Jijel. Dans la période |le mois de Mars 2016 au début de la saison de floraison.
Les feuilles ensuite ont été lavées et séchées a I’abri de la lumiére, broyées et conservées a

I’obscurité.
1.2. Matériel delaboratoire

Spectrophotométre
Etuve.

Rotavapeur (Buchi).
Balance de précision.
Agitateur.

Bain-marie

AN N N N N

Centrifugeuse.

1. Méthodes

[1.1. Extraction des composés phénoliques

Les extraits ont été préparés selon la technique décrite par Isbilir et al. (2012) avec
quelque modifications ; une prise d’essai de 30g de poudre de Cytisus villosus a é&é mise a
macérer dans 300 ml du solvant (méthanol et ethanol) absolu sous agitation a température
ambiante pendant une nuit (24h). L’extrait a ensuite été centrifugé a 4000 tours pendant 20

min.

L’extrait récupéré a été filtré sur un papier filtre N°4 puis évaporé a sec sous pression

réduite a 40°C au Rota-vapeur. Le résidu sec pesé est conserveé a-18°C.
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I1.2. Dosage des polyphénolstotaux

La teneur en phénols totaux des extraits méthanolique et éthanolique de C. villosus a
été déterminée par la méhode de Singleton et Ross (1965) en utilisant le réactif de Folin—
Ciocalteu.

Un volume de 200 pl pour chaque extrait de C. villosus a concentration de 2mg/ml est
introduit dans des tubes a essais, lemélange (1 ml de Folin Ciocalteu dilué 10 fois et
0.8 ml decarbonate de sodium a 7.5 %) est additionné. Le mélange est agité et laisse a
I’obscurité aune température ambiante pendant 30 min. Un témoin est préparé dans les
mémes conditions. L’absorbance est mesurée a 765 nm. Une courbe d’étalonnage a

différentes concentrations d’acide galligue a été préparée.

Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en milligramme (mg)

équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matiére seche (mg EAG/ g MS).
I1.3. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par Zhishen et al. (1999). Une quantité de 500 pl des extraits méthanoliques et
éthanoliques (2mg/ml) est ajoutée a 1500 pl de I’eau distillée. Au temps zéro, 150 pl de
nitrite de sodium (NaNO2) a5 % est gouté au mélange. Aprées 5 min, 150 pl de
trichlorure d’aluminium (AICI3) & 10 % (m/v) est rajouté. Apreés une incubation de 6
min a la température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1 M) est
additionné. Immeédiatement, le mélange est completement agité. L'absorbance de la
solution de couleur rosétre est mesurée a 510 nm contre le blanc. La teneur en
flavonoides totaux dans les extraits sont exprimées en milligramme (mg) équivaent de

guercétine par gramme (g) du poids de la matiere seche (EC)/g).

La concentration en flavonoides contenus dans les extraits a é&é cdculée en se

réféerant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant laquercétine comme standard .
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I1.4. Activité antioxydantetotale (TAC) :
11.4. 1. Principe

La capacité antioxydant totale (TAC) des extraits des plantes est évaluée par la méthode de
Phosphomolybdene. Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO4 2- a molybdene Mo (V) MoO2+ en présence de
I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide (PRIETO et
al.,1999).

11.4.2- Dosage

Un volume de 0.3 ml de chague extrait méthanolique et éthanolique de différentes
concentrations (0.1, 0.2, 0.4 et 0.8 mg/ml) et mélangé avec 3 ml de la solution du
réactif (0.6 M acide sulfuriqgue (1Iml), 28 mM phosphate de sodium (1ml) et 4 mM
molybdate d’ammonium (1ml)). Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min.
Apreés refroidissement, I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui
contient 3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml du méthanol et il est incubé dans les mémes
conditions que I’échantillon. La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme
équivalent d’acide ascorbique par gramme de la matiére seche (mg EAA/ g MS) apartir dela
courbe d’étalonnage (Prieto et al., 1999).

I1.5. Réduction defer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) :
[1.5. 1-Principe:

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits est déterminé selon |la méthode décrite
par OYAIZU (1986) (BOUGANDOURA, 2013). La méthode de la réduction du fer est basée
sur laréduction de fer ferrique en sel de fer par les antioxydants qui donnent |a couleur bleu
(OU et al., 2001) selon lafigure
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Figure7 :- Schémasur laréaction de test FRAP (Ferric reducing antioxidant power) (PRIOR
et al., 2005)

TPTZ : ferric2,4,6-tripyridyl-s-triazine.

Fe2+: lons ferreux.

Fe3+ : lonsferriques (PRIOR et a., 2005).

[1.5. 2- Dosage :

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu
(1986). 1 ml de chague concentrations de chaque extrait (0,1 ; 0,2 ; 0,4 et 0,8 mg/ml) est
mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 ml de solution
de ferricyanure de potassium (K 3 Fe(CN)6) a 1%. Les méanges sont incubés a 50°C
pendant 30 min. Aprés, 2,5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est
centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. 25 ml du surnageant de chague
concentration est melangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de FeClI3 (0,1%).
L’absorbance est mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre. L’acide ascorbique est
utilisé comme contrdle positif dans cette expérience dans les mémes conditions opératoires.

Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions
des différentes concentrations . L’augmentation de [I’absorbance correspond & une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. Le pourcentage de pouvoir réducteur

defer est calculé par laréaction suivant :

Pouvoir réducteur de fer (%) = [{Ao- AL/ Ao}] x 100.
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Ao : est I'absorbance de FeCl 3.
A1l : est I'absorbance de FeCl3 solution en présence de I'extrait (GHAISAS et al., 2008).

I1.6. Piégeage du radical libre DPPH*® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphenylB picrylhydrazyle) fut
I’un des premiers radicaux libres utilise pour étudier la relation structure-activité antioxydant
des composes phénoliques (BLOI1S,1958; BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Il possede un
électron non apparie sur un atome du pont, d’azote (Fig8.) (POPOVICI et al., 2009)

@M,N NO;

NO,

Figure8- Structure chimique du radical libre DPPH
" (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle)
(POPOVICI et al., 2009).

11.6. 1. Principe

La réduction du radical libre DPPH® (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV - Visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a
517 nm provoguée par les antioxydants (MOL YNEUX, 2004). En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2
Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Fig9.) (MAATAOUI et al., 2006).
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+ Antioxvdant-OH S | + Antioxydant-O

DPFPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure9- Réaction detest DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (CONGO, 2012).
11.6. 2. Dosage

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Benhammou et al. (2007). La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,5 mg de
DPPH dans 100ml du méthanol.

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait est gouté a 1,950 ml de
la solution méthanolique du DPPH (0,025 g/l) fraichement préparée. En ce qui concerne le
contréle négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 50 ul du méthanol avec
1,950 ml d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée.
Apresincubation al’obscurité pendant 30 min eta la température ambiante, la
lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

Le controle positif est représenté par une solution d’acide ascorbique dont I’absorbance
a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons et pour chague

concentration .
Pour le calcul des pourcentages d’inhibitions, nous avons utilise la formule suivante :
| % = ((Ac-At)/Ac) x 100
Ou:
I %: Pourcentage de I’activité anti-radicalaire (AAR%).
Ac : absorbance du controle

At : absorbance du test effectué
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Calcul des IC50 : L’ IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour

Efficient Concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire
50 % de radical DPPH® . Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions

linéaires des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations des fractions testées.
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Il. Résultats et discussion

L’extraction éthanolique et I’extraction méthanolique ont été faites aprés avoir séché la
plante & I’ombre et I’avoir rendu en poudre. En fait, Iutilisation d’un matériel sec est
recommandée du moment que les flavonoides (particulierement les glycosides) peuvent étre
soumis a une dégradation enzymatique quand le matériel végétal est frais ou non séché
(Marston et Hostettmann, 2006).

Le séchage de la plante a I’obscurité prévient les transformations chimiques telles que
I’isomérisation et la dégradation causées par les radiations ultraviolettes de la lumiére solaire
(Jones et Kinghorn, 2005). L utilisation de la poudre a la place de la plante entiere a pour but
d’améliorer I’extraction du fait de rendre I’échantillon plus homogene, augmenter la surface
du contact avec le solvant et faciliter sa pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont pas

détruites apres e broyage.

|. 1. Déermination de rendement d’extraction

Les extractions des composés phénoliques de notre plante nous a permis de calculer le
rendement de chaque extrait notamment les extraits bruts méthanolique et éhanolique. Le
rendement qui a été déterminé par rapport a 30 g de matériel végétal sec et broye est exprimeé

en pourcentage. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau |V

tableau IV :Le rendement de I’extrait méthanolique et éthanolique de cytisus villosus.

Extrait M éthanolique Ethanolique

Rendement (%) 1333 6.66

Les résultats obtenus (Tableau) montrent que le rendement en extrait méthanolique des
feuilles de Cytisus villosus (13,33%) est |égerement supérieur a celui de I’extrait éthanolique
(6,66%). L’ analyse statistique, par le test ANOVA suivi par le test de comparaison multiple
(HSD), a montré une différence trés hautement significative entre les deux extraits avec
(p>0,001).

D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a

une autre de la méme famille mais également en fonction des paramétres de I’extraction
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solide-liquide des polyphénols : la température, le solvant d’extraction, la taille des particules

et le coefficient de diffusion de solvant.

Il a eté démontré que pour I’extraction par les solvants a température élevée permettait
d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs que lorsqu’ils sont obtenu a température
ambiante (Majhenic et al., 2007).

|. 2. Dosage des polyphénols totaux

Lateneur en polyphénols totaux, de I’extraits méthanolique et éthanolique de C. villosus a
été déterminée en utilisant la méthode de Folin Ciocalteu. Les résultats exprimés en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiere séche. sont présentés dans le tableau V

TableauV. Teneur des extraits éthanolique et méthanolique de C villosus en polyphénols

totaux.
Extrait Polyphénols
Ethanolique 65,53 + 2,55
M éthanolique 134,73+ 3,25

Les résultats montrent que I’extrait méthanolique est plus riche en polyphénols, que
I’extrait éthanoliqgue avec des vaeurs de 134,73 et 6553 mg eg Ac. Gdliqueg |,
respectivement. De plus une différence tres hautement significative a été détectée par

I’analyse statistique des résultats (p>0,001).

La variabilité des teneurs en polyphénols chez ces especes végétales est du probablement a
la composition phénoliques des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs génotypiques
(EI-Waziry, 2007), les conditions biotiques (espece, organe et I’étape physiologique) et
abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la nature du sol et le type du
microclimat (Atmani et al., 2009) et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces plantes.

Malgré la sensibilité et la simplicité de la méhode Folin, ele n'est pas spécifique des
polyphénols. En effet, le réactif peut réagir avec des protéines, des sucres réducteurs, I'acide

ascorbique et des composés soufrés (Singleton et al., 1999).
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|. 3. Dosage des flavonoides

Lateneur en flavonoides de I’extrait méthanoligue et éthanolique des feuilles de C. villosus
a été déterminée en utilisant de trichlorure d’aluminium. Les résultats sont exprimés en mg eq

la quercétine/g matiere séche (tableau V1)

Tableau VI. Teneur en flavonoides des extraits éthanolique et méthanolique des feuilles de

C. villosus
Extrait Flavonoides
Ethanolique 11,26 +4,72
M éthanolique 9,89 +£1,60

L’analyse statistique des résultats du tableauVl n’a montré aucune différence
significative entre I’extrait méthanolique et éhanolique concernant la teneur en flavonoides
avec (p>0,05). L analyse par la régression linéaire n’a montré aucune corrélation entre le taux

des polyphénols et la teneur en flavonoides avec (p>0,05) et R*=0,04.

D’apres les teneurs obtenues dans notre éude, nous pouvons dire que les feuilles de C.

villosus constituent une source non négligeable de flavonoides.

Maisuthisakul et al., (2008) ont constaté que la teneur totale des flavonoides des extraits
ethanoliques de 28 plantes, est liée a la teneur des composés phénoliques totaux. D’un autre
coté, Bilusic Vundac et ses collaboratteurs, 2007 ont démontré une corréation négative

(R =-0.26) entre la teneur des polyphénols totaux de 7 especes de Sachys taxa et celle des

flavonoides.
|.2. L activité antioxydante des extraits de Cytisus villosus

1.2.1. Test anti radicalaire (DPPH)

Pour détecter I’activité antiradicalire des différents extraits de Cytisus villosus, hous avons
utilisé le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), un radical stable, violet en solution et

présentant un maximum d’absorption caractéristique a 517 nm. Le protocole appliqué en
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routine en repose sur la disparition de ce maximum lorsque le DPPH est réduit par un

Ccomposeé a propriété anti radicalaire, entrainant ainsi une décoloration.

Les résultats peuvent étre exprimeés en tant que : pourcentage de I’activité anti radicalaire
ou en pourcentage de DPPH restant ou peuvent également étre exprimés en utilisant le
parameétre IC50, qui est défini comme la concentration du substrat qui cause une perte de 50%
del'activité de DPPH (M arkowicz Bastos et al., 2007).

Les résultats obtenus montrent que les extraits éhanolique et méthanolique de C. villosus

ont une activité anti radicalaire concentration dépendante (Figure 10)
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FigurelO :Activité antiradicalaire de I’extrait méthanolique et de I’extrait éthanolique de

C.villosus et I’anti-oxydant standard (L’acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH.

Nos résultats exprimeés en tant que pourcentage de I’activité anti-radicalaire (Figure 10)
révélent que tous les extraits testés ainsi que I’acide ascorbique pris comme référence sont des

anti-radicalaires.

L’extrait méthanolique a présenté I’activité anti-radicalaire la plus éevée (92.30%), suivie
par I’extrait éthanolique (80.76%).Ces deux derniers ont présenté une différence tres
hautement significative dans leur activité (P<0.001). L’acide ascorbique, utilisé comme
antioxydant standard a montré un effet maximal de 95,77% envers le radical DPPH a une

concentration de 0.8 mg/ml.
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Les profils d’activité anti radicalaire obtenus révelent que les extraits possedent une activité
anti radicalaire dose dépendante, les EC50 de chacun des différents extraits ont été
déterminées, |es résultats sont présentés dans lafigure 11
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Figure 11 : Resultats des concentration effectrices 50% de I’activité anti radicalaire.

A partir de figure, on observe que I’extrait de méthanol a montre une EC50 la plus petite
(0.31mg/ml), tandis que la valeur de ’EC50 est de 1mg/ml pour I’extrait éthanolique, avec

une différence hautement significative (P<0.01).

Sdon (Turkmen et al.,, 2007) les polyphénols semble étre des donateurs efficaces
d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. (Turkmen et al.,
2007) ont constaté que les extraits du thé noir ayant une activité anti-oxydante tres élevée, ont

également un contenu plus élevé en polyphénols.

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négligés, par ce que la
synergie entre les différents produits chimiques I'un avec l'autre devrait étre pris en
considération dans I'activité biologique (Bourgou et al., 2008).

D’un autre coté, la fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les
interactions synergiques entre les antioxydants dans un mélange fait que I’activité
antioxydante dépend non seulement de la concentration, mais également de la structure et la
nature des antioxydants (Falleh et al., 2008).
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|.2.2. Réduction defer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Les différents extraits sont traités de la méme fagon que ceux des solutions standards de
I’acide ascorbique Nous avons tracé les courbes représentants la variation du pouvoir
réducteur exprimée en absorbance en fonction de concentration. Une augmentation de
|”absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert,
2006).

On résume les résultats des tests du pouvoir réductrice dans la figure 12:

Activité Reductrice du Fer (FRAP)
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Figure 12: Activité réductrice des extraits éthanolique et méthanolique de Cytisus

villosus et de I’acide ascorbique vis-a-vis du fer ferreux.

Selon les résultats de la figure 12 I’extrait méthanolique a montré une activité réductrice
élevée par rapport & I’extrait éthanolique avec des absorbance de 1,458 et 0,402

respectivement.

La capacité réductrice d’'un composé peut servir comme un indicateur significatif de son
activité antioxydante potentielle (Yang et al, 2008). Beaucoup de publications ont indiqué
gu’il y a une corrélation directe entre les activités antioxydantes et |a puissance de réduction

des composants de quelques plantes (Yildirim et al., 2001).
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Par ailleurs, la plupart des activités antioxydantes non enzymatiques telles que le piégeage
du radical libre et I’inhibition de la peroxydation est mis en place par la réaction rédox (Zhu
et al., 2002).

l. 2. 4. Activité antioxydante totale (TAC)

L activité antioxydante totale a été déterminée pour les deux extraits et exprimée en mg Eq
Acide ascorbique/g. Les résultats sont montrés dans lafigure 13
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Figure 13 : L activité antioxydante total mgEQA asorbique des extraits métanolique et
étanolique de Cytisus villosus

Un effet anti radicalaire maximal de 17,04 mg EAA/g est exercé par I’extrait méthanolique
et de 20,21mg EAA/g par I’extrait éthanolique a une concentration de 0.8 mg/ml. L’analyse

statistique a montrée une différence significative entre les deux extraits (p<0.05).

Miliauskas et al (2004) qui ont montré qu’un antioxydant efficace dans un test n’est pas
forcement efficace dans un autre d’une part.
La régression linéaire n’a montré aucune corrélation entre le taux des polyphénols et I’activité

anti oxydante totale. Cette confirmation est largement répandue dans la littérature (Sun et al.,
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2005). Il est treés accepté que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en polyphénols
exhibe une activité antioxydante puissante (Moure et al., 2001).

Nos résultats on montré que I’extrait méthanolique ayant une meilleure activité

antioxydante, et que les feuille de Cytisus villosus peuvent étre une source non négligeable
des substances a activité antioxydante.
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Conclusion

Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a en medecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét vient
d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments

inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

Dans le présent travail, différents aspects de Cytisus villosus ont été étudiés. quelques

propriétés phytochimique et activités antioxydantes des extraits bruts.

L'extraction des composés phénoliques des feuilles de la plante a permis d'obtenir des
rendements qui différent en fonction des solvants utilisés, alors que la teneur en composés

phénoliques, flavonoides était conséquente.

Concernant I’activité antioxydante, nous avons eétudié le pouvoir antioxydant par la
capacité de piégeage de radical DPPH et de réduction de fer, et la capacité antioxydant totale
(TAC).

Nous avons constaté pour I’activité antioxydante par la méthode réduction de fer, que tous
les extraits de la plante étudiée ont la capacité de réduire le fer qui augmente en fonction de la
concentration. Comme nous avons remarqué que les extraits présentent une capacité

intéressante pour réduire le fer par rapport al’acide ascorbique.

Cependant, pour le piégeage du radical libre DPPH et en comparant les |C50 des différents
extraits testés par rapport a I’acide ascorbique, hous avons remarqué une activité antioxydante
trés importante.

Par ailleurs, a partir des résultats d’évaluation de la réduction de molybdéne, on a remarqué
une activité antioxydante importante, et que les deux extraits de la plante étudiée ont la

capacité de réduire le molybdéene qui augmente en fonction de la concentration aussi.

Selon les résultats obtenus dans cette éude, nous pouvons dire que Cytisus villosus est
riche en Phénols Totaux et en Flavonoides. Les extraits donnes une bonne activité
antioxydante soit une capacité de piégeage de radicaux libres, la réduction de fer et la
réduction de molybdéne.
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Notre perspective d’avenir est d’étudier chaque extrait séparément puis isoler et identifier
les différents composeés qui existent.

Enfin, nous recommandons une culture des plantes médicinales et alimentaires pour
permettre a la population d’avoir des médicaments et des denrées alimentaires moins chers et

d’éviter la disparition de certaines especes intéressantes.
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Résumé

Cytisus villosus est une plante médicinale appartenant a la famille des Fabaceae, cette espéce
connue sous le nom de «Cytisus triflorus L'Her», est tres répandue dans L’afrique du nord,
Europe (Méditerranée), Turquie. Les extraits organiques ont été obtenus par macération en
utilisant deux solvants a savoir le méthanol et I’éthanol. Les rendements respectifs sont :
13.33% -6.66%.

La teneur totale en composés phénolique a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu, €elle est de 65,53 - 134,73 mg EAG/g Ps dans les extraits éthanolique et

méthanolique respectivement.

Les flavonoides ont été évaués en utilisant |a méthode AICI3, leur teneur est dell, 26 -9,89

mg EQ/g Ps dans les extraits éthanolique et méthanolique respectivement.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant trois méthodes différentes: la méthode de
réduction de radical libre DPPH et la réduction de fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) et I’activité antioxydante totale (TAC). Pour le premier test L’CI50 & été estimée a
0.19 - 0.29 pg/ml pour les extraits de I’éthanol et méthanol respectivement. Alors que celle du
témoin positif L acide ascorbique est de 0.15 pg/ml. Pour le second test (FRAP), les résultats
montre que I’extrait méthanolique ayant une activité réductrice plus élevée que I’extrait
éthanolique. Pour I’activité antioxydante totale, Les résultats sont de I’ordre 17, 04 mg
EgAA -20,21 mg EGAA pour les extraits de méthanol et éthanol respectivement.

Mots clés : Fabaceae, Cytisus villosus, extraits organiques, activité antioxydante.
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Abstract

Cytisus villosus is a medicinal herb belonging to the family of Fabaceae, this species known
under the name of “Cytisus triflorus Her”, is widespread in North Africa, Europe (the
Mediterranean), and Turkey. The organic extracts were obtained by maceration using two
solvents: methanol and ethanol. The respective outputs are: 13.33% -6.66%.

The total content of phenol compounds was given using the Folin-Ciocalteu reagent, the
results were of 65.53 - 134,73 mg EAG/g for the ethanol and metabolic extract respectively.

The flavonoides were evaluated using the AICl3; method, their content was dell, 26 - 9.89 mg
EQ/g for ethanolic and methanolic the extracts respectively.

The antioxidant activity was evaluated using three different methods: method of free
reduction of radical theiron DPPH and reduction: FRAP (Ferric Reducing AntioxidantPower)
and the total antioxydant activity (TAC). For the first test the IC50 at estimated at 0.19 -0.29
pg/ml for the extracts of ethanol and methanol respectively. Where as that of the positive
witness ascorbic Lacide is of 0.15ug/ml. For the second test (FRAP) the results have shown
the the methanol extract has more reducing power than ethanol extract. And for the third test
it was estimated al7,04 Mg EgAA -20.21Mg EgAA for the extracts of methanol and ethanol
respectively.

Keywords. Fabaceae, Cytisus villosus, organic extracts, antioxydant activity.
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