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Résumeé

Résumé

Ce travail a porté sur I’étude phytochimique, I’évaluation des activités
antioxydantes de la plante Juniperus phoenicea utilisée en médecine traditionnelle.

J.phoenicea est surtout utilisée comme parasiticide, cicatrisant contre les abcés, la
bronchite, certains cas d’eczéma, diarrhée, rhumatisme, affections des voies urinaires,
dermatoses, névralgies dentaires et de traiter les angines. L’étude phytochimique des
feuilles de la plante a révélé la présence des métabolites secondaires notamment ; des
polyphénols, des flavonoides, des coumarines, des tanins, des terpénoides et des composes
réducteurs. Les dosages quantitatifs de deux extraits (acétate et méthanol) des polyphénols
totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu ont été révélés des teneurs 95,33+0,03 et
11+0,018 mg EAG/mg respectivement, et le dosage des flavonoides par la méthode d’Al
(NO3) 3 a indiqué les valeurs 0,187+0,06 et 2,937+0,031 mg EQ/mg respectivement.
L’activité antioxydante des feuilles de la plante avec le test DPPH de I’extrait d’acétate et
méthanolique a montré des valeurs intéressant, en particulier celui de la phase acétate, avec
des 1Cso sont 4,15 et 52,19 pg/ml respectivement. Avec le test de réduction du radical
cation ABTS", la phase acétate et méthanolique ont affiché des valeurs d’1Cso de 9,39 et
35,21 pg/ml respectivement. Tandis qu’en ce qui concerne le test de CUPRAC de la phase
acétate et méthanolique, leurs Agso €gales a 15,15 et 29,50 pug/ml respectivement. Le test
du pouvoir réducteur de la phase acétate, et celui de la phase méthanolique, a montré des
Aoso: 104,69 et 41,94 pg/ml respectivement. Ces résultats peuvent étre considérés comme
point de départ pour des applications thérapeutiques et justifiés leur utilisation
traditionnelle.

Mots-clés : Juniperus phoenicea, activité antioxydante, méthanol, acétate, métabolites

secondaires.
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Abstract

Abstract

This work is concerned about the phytochemical screening and evaluation of the
antioxidant activities of the plant Juniperus phoenicea used in traditional medicine.

J.phoenicea is used particularly for the treatment of abscess, bronchitis, certain cases of
eczema, diarrhea, rheumatism, urinary tract diseases, dermatosis, dental neuralgia. The
phytochemical screening of the plant leaves revealed the presence of secondary
metabolites in particular, polyphenols, flavonoids, coumarins, tannins, terpenoids and
reducing compounds. The quantitative dosages of two extracts (acetate and methanol) of
total polyphenols by the Folin-Ciocalteu's method revealed 95,3+0,03 and 11+0,018 mg
EAG/mg contents, respectively, and the dosage of flavonoids by Al (NO3)3; method
indicated 0,187+0,06 and 2,937+£0,031 mg EQ/mg values, respectively.The antioxidant
activity of the plant leaves by DPPH assay of acetate and methanolic extract demonstrated
significant values, notably that of the acetate phase, with 1Cso of 4,15 and 52,19 pg/ml,
respectively. By ABTS" assay, the acetate and methanolic phase indicated ICsy values of
9,39 and 35,21 ug/ml, respectively. Whereas regarding the CUPRAC assay of the acetate
and methanolic phase showed Agsoequal to 15, 15 and 29, 50ug/ml, respectively. The test
of the reducing power of the acetate phase followed by the methanolic phase, showed Agso
: 104,69 and 41,94 ug/ml, respectively. These findings can constitute a starting point for
therapeutic applications and justified their traditional use.

Keywords: Juniperus phoenicea, antioxidant activity, methanol, acetate, secondary
metabolites.
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CH3COOK Acétate de potassium

DPPH 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl
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FCR Réactif de Folin Ciocalteu
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales étaient les seules sources de guérison des maladies, comme
I’ont relaté Ibn-Sina dans son livre « Le canon de la médecine » et autres médecins du
moyen-age. Les connaissances que posséde I’homme dans cette partie de la botanique
n’ont pas été acquises sans dangers (Beloued, 2001). Sur le plan de la biodiversité
floristique, les plantes sauvages d’Afrique du nord représentent une valeur potentielle
d’utilisation en médecine, agronomie, santé animale et biotechnologie végétale
(Kaabéche, 2013).

Certains remedes chimiques synthétiques possédent des effets secondaires néfastes
sur le corps humain ; pour cela, les recherches scientifiques modernes intéressées par les
plantes médicinales sont en cours pour produire des médicaments efficaces, tout en ayant

le minimum d’incidences indésirables (Boutiti, 2010).

Les plantes, avec leur nombre illimité, constituent un réservoir immense de
nouveaux composés médicinaux potentiels, grace a leurs molécules qui présentent
I'avantage d'une grande diversité de structure chimique et activités biologiques. Les plantes
aromatiques sont caractérisées par leur richesse en principes actifs et en substances telles
que les polyphénols, flavonoides,...etc, qui sont dotées des propriétés importantes et
différentes (Madi, 2010).

Notre présent travail se concerne les tests phytochimiques et I’évaluation de
I’activité antioxydante.de Juniperus phoenicea, plante commune dans la région de
Khenchela.

La présentation de notre travail se répartit comme suit:
- La premiere partie comprend trois chapitres dont

Le premier chapitre est consacré a une présentation botanique de I’espece J.phoenicea et
ses propriétés biologiques.

Le deuxieme chapitre met le point sur quelques métabolites secondaires, leurs structures et
ses propriétés biologiques.

Le troisiéme chapitre aborde I’activité antioxydante et le stress oxydant.

Y



Introduction

- La seconde partie comprend une partie expérimentale traitant deux chapitres :
- Dans le premier chapitre, sera réservé au matériel et méthodes et I’étude phytochimique.

- Dans le deuxiéme chapitre, nous évaluerons la capacité antioxydante des extraits de la
plante.

- Nous terminons par une conclusion, synthese globale des résultats obtenus et les

recommandations.

|



Chapitre | Generalite sur la plante étudiée

I- Définition

Juniperus pheonicea, appartient a la famille (Cupressacées), est un arbre monoigue
ou rarement dioique pouvant atteindre huit metres de hauteur. Son aire de répartition
couvre I’ensemble de la région méditerranéenne (Mansouri et al., 2011). Et il est vrai que,
croquées crues, les petites baies du genévrier sont améres. Egalement nommé genévrier
rouge ou mourven, J .phoenicea ne fait référence qu’indirectement a la Phénicie, région
du Liban, en raison du « rouge phénicien » de ces fruit (Vignes et Vignes, 2007). Appelé
aussi Genevrier de Lycie, « Zimba » en chaoui ou «ara’ar » et Arar lahmar en Algérie
(Hlimi, 1997).

Figure 01 : Photo de J.phoenicea (photo originale).

I1- Habitation

Le Genévrier de Phénicie habite les garrigues les plus pauvres et retrouvé souvent
dans les rochers, dans les anfractuosités des falaises calcaires ou ses boules vertes défient
pendant des siécles I’ensoleillement le plus fou et I’aridité quasi absolue. Ne le rencontre
pas partout dans la région de I’Olivier : abondant en basse Provence et dans le Languedoc,
il est moins abondant en altitude et accompagne rarement I’Oxycedre en haute Provence. Il
a cependant quelque station rupestre privilégiée dans le Dauphiné, dans les causses et
jusque dans I’est des basses-Pyrénées. Le Genévrier de Phénicie est commun en corse, aux
basses altitudes. Il croit dans toute la région méditerranéenne d’Europe, sans s’éloigner
beaucoup des cotes, en Afrique du nord sur les dunes littorales et dans les montagnes
arides jusqu’a 2200 m (Lieutaghi, 2004).




Chapitre | Generalite sur la plante étudiée

I11- Systématique

La situation botanique de I’espéce J.phoenicea L est, selon (Teibi, 1992 ; Adams,

2004), illustrée dans le tableau qui suit :

Régne Plantae

Division Pinophyta

Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cupressaceae
Genre Juniperus

Espece Juniperus phoenicea

IVV- Description botanique

Les feuilles sont toutes ou presque squamiformes (de 0.7 a 1 mm), ovales ou
rhomboidales, obtuses, convexes, sillonnées sur le dos, glanduleuses et de couleur vert
fonce (Abdelli, 2017).

Elles sont non articulées, groupées par trois et étroitement imbriquées les unes sur
les autres sur 4 ou 6 rangées faisant corps avec le rameau, tandis que I’espéce Sabine et le
Savinier ont des feuilles aigues (Abdelli, 2017 ; Fournier, 2010).

Les rameaux du genévrier sont beaucoup plus gréles et ses fruits sont rouge
roussatre. Le Genévrier est un arbuste buissonnant de 1m a 1.50m, dés fois peut atteindre 2
a 8m. Sa floraison est entre le mois de février et mars et la maturation des ses fruits apres

deux ans au mois d’automne (Fournier, 2010).

Les fleurs males et les fleurs femelles sont souvent réunies sur les mémes pieds
(rarement sur des individus différents). Les premiéres forment de trés nombreux petits
chatons ovales ou arrondis, munis d’écailles pédicellées, portés sur de courts pédoncules
feuillés et disposés latéralement le long des rameaux. Les fleurs femelles sont beaucoup
moins nombreuses, leurs écailles sont épaisses, aigues et disposées sur 4 rangs. La
floraison s’étend de février a avril et finit par produire de fausses baies sphériques rouge
sombre a maturité (Abdelli, 2017).

Les fruits, improprement qualifiés de baies, sont d’abord de couleur verte virant au
brun rouge luisant a maturité (au bout de 2 ans), de forme globuleuse et charnue, d’un
diamétre de 7 a 10 mm, a surface irréguliére. Leur chair est ferme, seche, fibreuse, jaune

g



Chapitre | Généralité sur la plante étudiée

teinté de vert puis de brun, a odeur forte et contenant de 4 a 9 graines ovales, aux

extrémités aigues avec une enveloppe dure. La période de fructaison a lieu de septembre a
décembre (Abdelli, 2017).

Longévité

Jusqu’a 1000 ans (la croissance est trés lente) (Abdelli, 2017).

(A) (B)

Figure 02 : A : Feuilles et fruits de J.phoenicea immatures (Site web 1).

B : Feuilles et fruits de J.phoenicea matures (Nedjimi et al., 2015).

V- Distribution géographique

J.phoenicea est distribué dans toute la région méditerranéenne ou il pousse dans les
endroits rocailleux : Algérie, Tunisie, Maroc, Libye, France, Italie, Espagne, Turquie,
Grece, Albanie, Egypte (sinai), chypre, et au Liban.il pousse également en Romanie,
Portugal, Allemagne, Andorre, Bulgarie, Bosnie-Herzégovine, Croatie, Jordanie, Arabie

Saoudite (le long de la mer rouge), et au Macaronésie (iles Canaries et de Madére
Arquipelago) (Adams et al., 2002).
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Figure 03 : Carte chrologique pour la distribution de J.phoenicea

(Caudullo et de Rigo, 2016).

VI- Propriétés biologiques

Cette espece est tres utilisée en médecine traditionnelle, les feuilles sont utilisées
sous forme de décoction pour soigner le diabete, diarrhée et rhumatisme alors que les fruits
séchées sont réduits en poudre peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abces
(Akrout, 2004).

Des études ont montré que cette espece possede des activités diurétique,
antiseptique pulmonaire et antidiabétique (Gérard, 2014).

D’autres ont montré qu’elle posséde des fonctions viscérales stomachique,
dépuratif, sudorifique, recommandé en cas de lassitude générale, d’affections des voies
urinaires, des calculs urinaires, de goutte, de rhumatismes, parasiticide, antiseptique,
cicatrisant, séquelle de paralysie, dermatoses, névralgies dentaires. Aussi elle permet de
traiter les angines et certains cas d’eczéma (Ali-Delille, 2013).

Autre étude montré qu’elle est utilisée a I’état vapeur pour la bronchite et le
controle de I’arthrite, son huile est irritante pour les microbes (Derwich et al., 2010).

-



Chapitre | Generalite sur la plante étudiée

Les feuilles J.phoenicea sont utilisées pour traiter les diarrhées les rhumatismes et
le diabete (Bellakhder, 1997 ; Allali et al., 2008).

Le mélange de feuilles et de baies de cette plante est utilisé comme agent

hypoglycémiant (Amer et al., 1994).

VII- Toxicité

L’abus des baies de geniévre peut provoquer I’irritation des voies urinaires. Leur
usage est a proscrire en cas de grossesse, d’infection ou d’insuffisance rénale. Les huiles
essentielles a savoir ; sabinol, pinéne, géraniol, camphene, citronelol, semblent étre toxique

a des doses élevées (Debuigne et Couplan, 2009).

Selon la littérature, cette espéce possede diverses activités biologiques, ces activités
sont justifiées par la présence de métabolites secondaires appartenant a diverses classes
notamment les polyphénols, flavonoides, terpénoides, coumarines, composes réducteurs,

tanins...etc. C’est pour cette raison nous avons choisi cette espéce.

!




Chapitre 11 Les meétabolites secondaires

I- Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques varies
(alcaloides, terpénes, composés phénoliques...) qui sont trés inégalement repartis chez les
végétaux mais dont le niveau d’accumulation peut quelquefois atteindre des valeurs élevés.
La notion de métabolites secondaires résultait initialement de trois groupes
d’observations : d’abord une difficulté a attribuer a ces métabolites une fonction précise
dans la physiologie méme de la plante, ensuite une répartition trés inégale selon les
végetaux, quelquefois entre des espéces ou variétés a I’intérieur d’une méme espece, une
certain ( inerte biochimique) car ces substances sont rarement remobilisées dans la plante

apres qu’elles y ont été accumulées (Macheix et al., 2005 ; Ngene et al., 2015).
1- Les huiles essentielles

Les huiles essentielles appelés aussi essences ou huiles volatils (Bruneton,
2009). Elles sont extraites des plantes par distillation, comptent parmi les plus importants
principes actifs des plantes (Iserin, 2008).

2- Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine
ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d’unité isoprénique a cing atomes de carbone (CsHs).

~

Figure 04 : Molécule d’isoprene (Randrianarivelo, 2010).

Les terpenes sont subdivisés selon le nombre d’unités isopréniques en:
Les hémiterpenes: (n=1, CsHsg), les monoterpénes (n=2, CioHis), les sesquiterpénes:
(n=3, Ci1sHa4), les diterpénes: (n=4, C,oHsy), les sesterpénes: (n=5, CysHao), les triterpénes:
(n=6, CsoHus), les tétraterpenes: (n=8, CsoHs4) et les polyterpénes: (n unités isopréniques)

(Randrianarivelo, 2010).

-
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Les monoterpénes et les sesquiterpenes sont les plus courants dans les huiles essentielles
car leur masse moléculaire faible permet leur incorporation dans la fraction volatile que

constitue I’huile essentielle (Randrianarivelo, 2010).

Des diterpenes sont rencontrés plus rarement lorsque I’hydrodistillation est longue. Au-
dela, les composés ne sont plus considérés comme volatils. La diversité des structures
observées s’explique par la haute réactivité des carbocations (ion carbone) impliquées dans
les processus biosynthétiques. Globalement, on y retrouve monoterpénes et sesquiterpénes
acyclique, monocyclique, bicyclique ou tricyclique issus de réarrangement complexes du
squelette hydrocarboné, des réactions de fonctionnalisation ultérieures, conduisant a des
molécules généralement intéressantes sur le plan olfactif et méme biologique tels que des
alcools, aldéhydes, cétones esters, éthers, peroxydes, phénols (Randrianarivelo, 2010).

3- Les polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par les plantes et constituent un groupe important
de substances naturelles présentes dans le regne végétal. Les scientifiques en ont identifié
plus de 8000 (Massaux, 2012). L'élément structural fondamental qui les caractérise est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction éther, ester, hétéroside (Bruneton,
2009).

Il existe une trés grande variété de phénols, de composés simples comme I’acide
salicylique, molécule donnant par synthese I’aspirine, a des substances plus complexes
comme les composés phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides.

Les plantes produisent ces métabolites dans le but de se protéger contre les
infections et les insectes phytophages. Les acides phénoliques, comme [I’acide
rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires. De plus, ils peuvent

avoir des propriétés antivirales (Iserin, 2008).
3-1- Propriétés biologique

Les cellules végétales répondent aux stimuli environnementaux en synthétisant
des métabolites secondaires tels que les polyphénols qui peuvent les protéger contre les
agresseurs. Lorsque la plante est blessée, des composés phénoliques et phénol simple sont
synthétisés et I’activité peroxydasique caractéristique des tissus en voie de lignification est

stimulée. Ces réactions aboutissent a la formation, au niveau de la blessure, d’un tissu

)
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cicatriciel résistant aux infections. De méme, lors de I’attaque par des pathogénes, une
cascade de réaction aboutissent a la résistance exprimée a I’emplacement de I’infection ou
dans d’autres parties non infectées de la plante se met en place. La capacité d’une espéce
végétale a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes est souvent corrélée a la
teneur en composés phénoliques, les principes actif et leurs mécanismes d’action font

maintenant I’objet d’un nombre croissant d’études (Hadj Salem, 2009).

Les polyphénols possedent aussi de nombreuses propriétés biologiques comme :
I’activité antioxydante, antiulcéreuse, antivirale, anti tumorale, antibiotique et anti-

inflammatoire (Massaux, 2012).

Ainsi, ils ont également été décrits dans plusieurs processus physiologiques tels que
la croissance cellulaire, différenciation, organogenése, dormance des bourgeons, floraison
et tubérisation (Hadj Salem, 2009).

Figure 05 : Phénol (Massaux, 2012).
3-2- La biosynthese

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies

d'aromagenese :

La voie la plus courante est celle qui, via le shikimate (I'acide shikimique) conduit
des oses aux aminoacides aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination
de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreux dérivés: acides
benzoiques, acétophénones, de lignanes, lignines, coumarines,...etc (Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh, 2011).

L’autre voie, le précurseur c’est I’acétate, qui conduit a des poly-B-cétoesters de
longueur variable, les polyacétates, qui engendrent par cyclisation (réaction de CLAISEN
ou condensation aldolique), des composes souvent polycycliques: chromofiés,
isocoumarines, orcinols, depsides, depsidones, xanthones, quinones,...etc (Bruneton,
2009 ; Tran, 2015).
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3-3- Classification des polyphénols
Parmi les classes des polyphénols on a:
3-3-1- Les flavonoides

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 5000
composes différents identifiés dans le réegne végétal (Massaux, 2012).

3-3-2- Les anthocyanes

Les anthocyanes donnent des couleurs tres variées : bleu, rouge, mauve, rose ou
rouge.ces molécules ont comme les flavonoides, un squelette de base en C15 formé de
deux cycles A et B, et d’un hétérocycle (cycle C) ; mais leur caractéristique principale est
que ce dernier est chargé positivement. Cette charge est due a leur structure de base
commune : le cation flavylium ou 2 phenyl 1-benzopyrilium (Akroum, 2011).

3-3-3- Les flavanes

Les flavanes sont sous forme de monomeres (ex : la catéchine) ou sous forme de
polyméres (diméres, triméres...de catéchine). lls existent sous forme de plusieurs steréo-
isomeres provenant de deux carbones asymétriques: C2 et C3. Les flavanes sont trés
répandues dans les écorces végétales (Akroum, 2011).

3-3-4- Les acides phénols

Les acides phénols, ou acides phénoliques, ont une fonction acide ou plusieurs
fonctions phénols. Ils sont incolores et plut6t rares dans la nature. lls se divisent en deux
catégories : Les acides phénols dérivés de I’acide benzoique sont tres communs, aussi bien
sous forme libre que combinée a I’état d’esters ou d’hétérosides (Pawlowska et al., 2006).

O O o

PN HO S o H,CO_ M
I OH p | N | OH
. HO =
v OTI-I/ }O‘/\‘\‘/f
A cide benzoigue Arcide galligque A cide wanilligue

Figure 06 : Exemple de quelques acides phénols de la série benzoique (Akroum,
2011).
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Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique sont souvent estérifies. Les plus
courants sont I’acide cinnamique, I’acide caféique, I’acide férulique, I’acide p-coumarique
et I’acide sinaptique; dont certains sont représentés dans la (figure 07) (Pawlowska et al.,
2006).

0

\/“’%./l\ 1 i
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Aride cinnaticgae 2cide ferulicque &cide caféique

Figure 07 : Exemple de quelques acides phénols de la série cinnamique
(Pawlowska et al., 2006).

3-3-5- Autres polyphénols

Néanmoins, de nombreuses autres structures existent, tels que  tanins
hydrolysables, coumarines, lignanes, quinones et autres phloroglucinols. Il est a noter que
certains composés appartenant a ces groupes chimiques ne comportent en fait aucun
hydroxyle libre, de méme qu’on peut signaler la présence de fonctions phénoliques chez
des composés naturels appartenant a d’autres groupes phytochimiques (terpenes,
alcaloides,...etc) (Hennebelle et al., 2004).

4- Les tannins

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux

groupes principaux :

4-1- les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lient aux molécules
de glucose. Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules d’acide gallique
(Figure 08).

4-2- Les tannins condensés : proanthocyanidines : ce sont des composés phénoliques
hétérogeénes. Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou polymeéres de flavanes, flavan-3-

ols, 5 desoxy-3-flavonols et flavan-3, 4-diols (Figure 09).
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Les polymeéres donnent une structure hérissée d’OH phénoliques capable de former
des liaisons stables avec les protéines (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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Figure 09 : Quelques proanthocyanidines sélectionnés (Cheynier, 2006).
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5- Les coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles aromatique, dotés d’odeur qui se
rapproche de la vanilline, ils sont utilisés beaucoup en parfumerie. Ils sont présents sous
forme libre ou hétéroside dans la plus part des familles de dicotylédones. On trouve des
coumarines simples chez les Oléacées, Loganiacées et Solanacées, et des coumarines
complexes, en particulier, chez les Apiacées, Fabacées, Astéracées, Moracées, Rosacées,
Rubiacées et Rutacées (Bruneton, 2009).

Figure 10 : Structure générale des coumarines (Bruneton, 2009).
6- Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments
polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou
en blanc. Ils ont un important champ d’action et possédent de nombreuses vertus
médicinales. Certains flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires, antivirales
et des effets hépato-protecteurs. Des flavonoides comme I’hespéridine et la rutine, chez
F.esculentum et C.limon, renforcent les parois des capillaires et préviennent I’infiltration
dans les tissus voisins. Les isoflavones (T.pratense), possedent des effets cestrogéniques,
sont efficaces dans le traitement des troubles liés a la ménopause (Iserin, 2008).

6-1- La structure des flavonoides

Les flavonoides possedent tous un méme squelette de base de quinze atomes de
carbones constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en Cs (A et B) reliés par une
chaine en C3 (Hadj Salem, 2009).
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Figure 11 : Structure générale des flavonoides (Benhammou, 2012).

o Lurones

Isoflavones l Q

C[,Ifﬁ | . %;?«O
Ol B .

O “OH Lnthooyanidols
Flavan-3,4-diols

Anthocyanes m@

Figure 12 : Schema simplifié de la biosyntheése des difféerentes classes de flavonoides
(Akroum, 2011).
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6-2- Classification des flavonoides

Les métabolites secondaires

Tableau 02 : Classification des flavonoides (Boubekri, 2014).

Classes Structures chimiques
HO
Flavonols
Ri1=H Kaempferol
R1=0H Quercétine
R1=0CH3 Isothamnétine
Flavones [i B I
L I
Ri=R2=H Apigénine
R1=CH ; E2=H Lutéoline
R1=R2=0CHz Tricine
Flavanones N
Lo
Rl1=H Matingénite
R1=0CH Eriodictyol
R1=0CH3 Héspéritine
OH
oM OH
i ] g@: H, 4 TR
o s ol
1504
Flavanols on OH
R=0H Catéchine E=0H épigallocatéchine
R=0-galloyl Catéchine gallate  RE=0-galloyl épigallocatéchine gal

-
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Isoflavones

Rl= OH.Ri=0H Genisteine
Rl=0Gh F3=H  Daidzeine

Hes . ."HH
Anthocyanes \E;Ii/

El=H Pélargonidine
R1=0H Cyanidine

L’évaluation des teneurs en métabolites secondaires de J.phonicea selon les études
a permis de connaitre que cette espece possede une activité antioxydante.

=
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I- Généralité

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et métaboliques
(exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de croissance). La
plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress oxydant, di a
I’exagération d’un phénomeéne physiologique, normalement trés contrdlé, la production de radicaux
dérivés de I’oxygéne (Benhammou, 2012).

11-1- Définition de I’oxydation

L’oxydation est le phénomene qui fait rouiller les métaux, qui fait flétrir les légumes et les

fruits, rancir les graisses. Il modifie le godt et la couleur des aliments.

Sur le plan chimique, I’oxydation est générée par des radicaux libres, especes chimiques
neutres ou chargées instables qui ne cherchent qu’a récupérer un électron dans leur environnement
pour retrouver sa stabilité. Ces deux propriétés font que les réactions d’oxydation sont tres rapides
et se propagent en cascade. Les especes moléculaires cibles de I’oxydation sont avant tous les corps
gras comme les phospholipides des membranes cellulaires, mais aussi les protéines (Farrar
Stoakes, 2018).

Cellule normale Cellule attaquée par les radicaux libres Cellule avec stress oxydatif
Figure 13 : Effet des radicaux libres sur les membranes cellulaires (Farrar Stoakes, 2018).

Dans le cas des enzymes, qui sont de nature protéique, leur oxydation entraine une
modification ou perte de leur activité biologique, ce qui entraine des désorganisations cellulaires
parfois irréversibles entrainant la mort de la cellule. 1l en est de méme quand I’oxydation touche
I’ADN ou une partie du systeme traduction/ transduction.
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L’oxygene de I’air a I’état fondamental O, est peu réactif par rapport a la majeure partie des
molécules biologiques. Par contre il existe des formes beaucoup plus réactives et donc plus toxiques
(Nassour, 2015).
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Figure 14 : Effets des rayonnements ionisants sur I’ADN (Pouthier, 2006).
11-2- Les mécanismes de I’oxydation

On décrit I’oxydation en trois phases distinctes, mais pratiguement simultanée (Thorin-
Trescases et al., 2010 ; Rolland, 2004).

- Initiation : Engendre la formation d’hydroperoxydes. L’oxydation des molécules peut étre
initiée par la chaleur, les UV ou les ions métalliques. De méme, I’oxygéne triplet, stable, peut étre
activé en oxygéne singulet, réactif, par I’intermédiaire d’un photosensibiliateur. La phase
d’initiation aboutit donc a la formation d’especes trés réactives : ROOH et R’

- Propagation : La destruction des hydroperoxydes est responsables des go(ts et odeur de rance.
La liaison O-O dans un hydroperoxyde est faible et peut étre facilement rompue. Les deux dernieres
réactions sont en boucles, ce qui explique que des traces d’ions métalliques suffisent a générer une
grande quantité de radicaux libres. Les espéces radicalaires produites par les premiéres réactions
sont hautement réactives et vont a leur tour arracher un hydrogéne a une autre molécule ou réagir

avec un oxygene triplet.

- Terminaison arrét : Apparition de nouvelles espéces moléculaires anarchiques. La chaine de
propagation peut s’arréter par la formation de polyméres ou au contact avec un autre radical. Les
molécules créées n’ont plus de fonction biologique.

I11- L activité antioxydante et le stress oxydatif
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Il existe de nos jours un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leur rdle dans des phénomeénes aigus tels que traumatisme ou ischémie,
mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement tels le cancer, les maladies cardiovasculaires, inflammatoires et le déclin du systeme

immunitaire (Guinebert et al., 2005).
I11-1- Stress oxydatif

Des molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou espéces réactives de I’oxygéne
(ERO) sont produites quotidiennement dans I’organisme. Ces dernieres sont cependant controlées
par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque I’équilibre est rompu en faveur des
radicaux libres. Toute fois, une production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance

des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant.

.
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Figure 15 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants (Harrar, 2012).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines , telle que I’exposition aux radiations ionisantes
(exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, pesticides et
solvants, tabac et alcool, certains médicaments, sport intensif et tout processus susceptible de
surcharger les réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante
(Boubekri, 2014).

111-2- Inflammation aigué

Elle est caractérisée par 4 phénomeénes typiques, , qui sont le gonflement (cedeme), la
douleur, la chaleur et I’érythéme. Cette réaction peut s’accompagner d’atteintes fonctionnelles
régionales selon la gravité de I’agression (Weill et Batteux, 2003).

L’inflammation aigué peut étre divisée en trois grandes phases:

&
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- Une phase vasculaire immédiate, de I’ordre de la minute, caractérisée par des modifications de la

micro-circulation locale.

- Une phase cellulaire consécutive & la mobilisation de nombreuses cellules. Cette mobilisation

cellulaire va permettre I’élimination des micro-organismes pathogénes et des tissus lésés.

- Une phase de résolution et de cicatrisation qui, en quelques jours, verra la restauration des tissus.
(WEeill et Batteux, 2003).

111-3- Inflammation chronique

Les signes de début sont identiques a ceux d’une inflammation aigué, mais les destructions
tissulaires sont plus graves et ont des conséquences fonctionnelles profondes. Au moins aussi
fréquente que I’inflammation aigue, cette inflammation chronique laisse des séquelles anatomiques
et fonctionnelles (Weill et Batteux, 2003).

La définition du caractére chronique d’une inflammation n’est pas toujours aisée: le
meilleur critere de chronicité est une durée supérieure a six semaines. Dans de nombreux cas
I’inflammation semble chronique d’emblée, comportant dés le départ des phénomeénes de
remodelage du tissu conjonctif, de destruction et de réparation. Le mécanisme de la chronicité n’est
pas toujours évident. Dans certain cas, elle tient a la persistance d’une substance pathogene que
I’organisme est incapable d’éliminer : inflammation échoue dans sa finalité premiére qui est le
maintien de I’intégrité du soi. Dans d’autres cas, on peut supposer qu’elle est auto-entretenue, les
mécanismes intermédiaires continuant a opérer alors que la substance pathogene qui I’a déclenchée
a été éliminée. Sur le plan phénoménologique, I’inflammation chronique s’oppose point par point a
I’inflammation aigue (Weill et Batteux, 2003).

IV- Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule
des concentrations non cytotoxique de ROS. Notre organisme réagit donc de facon constante a cette
production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de

défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Harrar, 2012).

IV-1- Les antioxydants primaires

&
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La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systémes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et de
peroxydase (glutathion et ascorbate). Ces enzymes antioxydantes permettent I’élimination des

radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :

superoxyde dismutase

202"+2H' H20;+02
catalase
2 H,0, 2 H,O + O,
glutathione peroxydase
H,0, + 2 GSH ~ 2 H,O + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la peroxydation
lipidique (Harrar, 2012).

Les micro-éléments

Les micro-éléments sont des coéquipiers des enzymes. Ce sont des accélérateurs
(catalyseurs) qui diminuent le temps nécessaire au bon déroulement d’un nombre impressionnant
des réactions biochimiques. Or, les réactions biochimiques ne sont jamais isolées : elles
s’enchainent « en cascade », chacune avec son oligo-élément catalyseur bien précis. Le fer est, par
exemple, indispensable au transport de I’oxygeéne vers les cellules. Mais il ne peut étre absorbé, ni
stocké sans le cuivre. L’assimilation intestinale du cuivre dépend, & son tour, du manganése présent
dans I’organisme. Si I’un de ces trois oligo-éléments vient a manquer, c’est tout le processus de la

respiration qui s’altere (Simoncini, 2015).
IV-2- Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule

d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes.

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposes. Elles
incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le RB-caroténe, les flavonoides, les composés
phénoliques,...etc (Harrar, 2012).




Chapitre 111 I’activité antioxydante et stress oxydatif
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Figure 16 : L’intérét de vitamine E et C.

IVV-3- Les antioxydants naturels

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause en
raison des risques toxicologiques potentiels. Récemment certains travaux soutiennent I’utilisation
des antioxydants naturels végétaux tels que les polyphénols et flavonoides ...etc comme moyen
prophylactique pour luter contre le stress oxydatif chez les sujets diabétiques. L’administration par
voie orale de la vitamine E ou C a des rattes diabétiques gestantes réduit significativement les
malformations chez leur progeéniture confortant ainsi, que I"augmentation de la production des
radicaux libres (ROS) a un effet tératogene. Elles suscitent de plus en plus d’intérét pour la
prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires; ils sont
également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique
(Ouali et al., 2007 ; Bougandoura et Bendimerad, 2013).

=3




Chapitre 1V Materiel et méthode

Matériel et méthode

La majorité de travail expérimental a été effectué au sein du laboratoire de CRBT
(Centre de Recherche en Biotechnologie) Constantine, et les testes phytochimiques ont éte

réalisés au laboratoire de biochimie, université Abbés Laghrour-khenchela.
Les objectifs

1- Identifier les différents groupes chimiques présents dans les feuilles de J.phoenicea

(testes phytochimique).

2-Détermination de I’activité antioxydante des extraits obtenus par extraction au soxhlet

des feuilles de J.phoenicea.
I- Matériel
I-1- Matériel végétal

L’espece J.phoenicea a été récoltée au cours de I’année 2017 de la région semi-
aride Ain Mimoun-khenchela (Latitude 35°35” N, Longitude 6°89’ E). Les feuilles ont été
séchees a I’abri de I’humidité et de la lumiére du soleil pendant 15 jours, ensuite les

broyées puis tamisées pour obtenir une poudre fine qui se conservera jusqu’a I’utilisation.

(A) (B) (©

Figure 17 : (A- Feuilles fraiches ; B- Feuilles seches ; C- Poudre) (Photo originale).
I-2- Produits utilisés

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans les expériences, parmi
ces produits : Méthanol, Chloroforme, Ethanol, FeCl;, DPPH, ABTS, réactif de Mayer,
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Réactif de Wagner, acide sulfurique (H,SO,4), HCI, NH,OH, Quercetine, Acide gallique,
FCR, Nitrate d’aluminium(AINOg3), Carbonate de sodium(Na,COs3), FeCl,, AICI;,

I-3- Appareillage

Les appareils : Rotavapeur [KIT LAB], Balance analytique [OHAUS], Balance électriques
[KERN], plaque chauffante [STUART], La chambre UV [ ], Etuve [MEMMERT], bain
marie [MEMMERT], Pompe a vide [KIF LAB], vortex [VELP SCIENTIFICA], ultrason,
Lecteur de microplaque [Perkin Elmer, Enspire], Agitateur.

I1- Méthodes
11-1-Extraction
11-1-1-Extraction par macération

L’extraction est effectuée en utilisant 30g de la poudre de J. phoenicea introduit
dans un bécher qui contient le mélange hydroalcoolique : Méthanol/Eau (8 : 2) pendant
24h ; aprés la filtration de I’extrait par une pompe a vide, le filtrat obtenu est évaporé sous
pression réduite a I’aide d’un rotavapeur a une température de 40°C, I’extrait méthanolique

obtenue est conservé jusqu’a I’utilisation.

(A) (B) (©)

Figure 18 : Préparation de I’extrait méthanolique (A- Maceération 24h ; B- Filtration ;
C-Evaporation au Rotavapeur (40°C)).

|
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Figure 19 : Protocole de préparation de I’extrait méthanolique de la plante J .phonicea par

macération.
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11-1-2- Extraction par soxhlet

L’extraction avec le soxhlet est une méthode classique pour I’extraction solide-
liquide. Les avantages du soxhlet sont les suivants: I’échantillon entre rapidement en
contact avec une portion fraiche de solvant, ce qui aide a déplacer I’équilibre de transfert
vers le solvant. Cette méthode ne nécessite pas de filtration apres extraction.

Le soxhlet est indépendant de la matrice végétale. Les inconvénients les plus
significatifs de cette méthode, par comparaison avec les autres techniques conventionnelles
sont : la durée importante d’extraction et la grande quantité de solvant consommeée, ce qui
conduit non seulement a des pertes économiques mais pose aussi des problémes sur le plan
environnemental. Les échantillons étant portés a haute température pendant une période
relativement longue, le risque de thermodestruction de certains composés n’est pas a
negliger si la matiére végétale contient des composés thermolabiles. Etant donné la grande
quantité de solvant utilisée, I’étape postérieure d’évaporation/concentration devient
limitant. Des échauffements locaux sont également possibles (Grigonis et al., 2005).

Cette technique est limitée d’un point de vue de la sélectivité du solvant n’est
facilement automatisable (Grigonis et al., 2005 ; Wang et Waller, 2006).

L’extrait a été obtenu apres extraction a I’aide du soxlet, par le bindme de la promo
2016-2017. Conserve au congélateur jusqu’a I’emploi.

Siphon d’évacuation de I’extrait ‘

<3 Solvant (s)
s
Source de chaleur

Figure 20 : Appareil de soxhlet. Figure 21 : Schéma d’un appareil de soxhlet
(Site web 2).
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11-2- Calcul du rendement

Le rendement de I’extrait est le rapport entre le poids de I’extrait et le poids de la

plante seche. Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :
R =100 m/my Ou :

R : est le rendement en %.

m : est la masse de l'extrait.

mo : est la masse de la plante.

11-3- Screening phytochimique

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales catégories des substances chimiques naturelles
contenues dans une plante et qui pourraient étre responsables de propriétés
pharmacologiques. Les tests phytochimiques sont réalisés sur les deux phases de
J. phoenicea a savoir I’extrait méthanolique et chloroforme.

Les résultats obtenus ont été évalués comme suit :
(+++) : Présence plus forte (++) : présence forte, (+) : présence faible, (-) : absence.
11-3-1- Les flavonoides : test de Shinoda

L'extrait (0,1 g) a eté dissout dans 3 ml de méthanol. 0,05 g de copeau de
magnésium et 4 gouttes d'acide sulfurique y ont ensuite été ajoutés. Le développement de
la couleur orange a indiqué la présence des flavonoides (Bruneton, 1999).

11-3-2- Les tanins

A 1 ml d’extrait a analyser, ajouter 0.5 ml d’une solution aqueuse de FeCl; a 1%.
La présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre (Belfekih
et al., 2017).

11-3-3- Les coumarines
Introduire 5 ml d’extrait dans un tube, ajouter 0.5 ml de NH,OH a 10%, mélanger
et observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des

coumarines (Harborne, 1998).
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11-3-4- Les alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer
et Wagner.1 ml de chaque extrait est divisé en deux volumes égaux. Un volume est traité
par 0.5 ml de réactif de Mayer, I’autre par 0.5 ml de réactif de Wagner. L’apparition d’un
précipité blanc ou brun, respectivement révele la présence des alcaloides (Firdouse et
Alam, 2011).

11-3-5- Les terpénoides

5 ml d’extrait est ajouté a 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré.
La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase indique la présence des

terpénoides (Edeoga et al., 2005).

11-3-6- Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 ml d’extrait a tester et agité pendant quelque
secondes puis laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante indique
la présence des saponines (Harborne, 1998).

11-3-7- Les composes réducteurs

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube & essai, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling
(1 ml réactif A et 1 ml réactif B), incuber I’ensemble pendant 8 minute dans un bain marie
bouillants. L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés
réducteurs (Belfekih et al., 2017).

11-3-8- Les composés phénoliques

L'extrait (0,1 g) a été dissout dans 3 ml d'éthanol et 5 gouttes de FeCl; y ont été
ajoutées. Le développement de la coloration verdatre a indiqué la présence des phénols. La
présence des composés phénoliques a été marquée par l'apparition de la coloration bleue
verdatre (Bruneton, 1999).

11-4- Dosages

11-4-1- Dosage du Total Phénolique, TPC (Total Phenolic Content)
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1- Principe de la réaction

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite
par (Muller et al., 2010).

Le réactif FCR, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040)
et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit, lors de I’oxydation des phénols,
en mélange d’oxydes de tungsténe (W) et de molybdéne (Mo).

La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et

possede une absorption maximum aux environs de 750-765 nm.
2- Procédure

20 pl d’extrait de plante + 100 pl de FCR dilu¢ (1 :10) + 75 pul de carbonate de sodium
(7.5%) + mettre le mélange a I’obscurité pendant 2h + lecture & 765 nm. Un blanc est

préparé de la méme maniere en remplaliant I’extrait par le solvant utilisé (méthanol).
3- Gamme d’étalonnage (Annexe B)

11-4-2- Dosage du total Flavonoides, TFC (Total Flavonoid Content)

1- Principe de la réaction

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre AlI"® et les flavonoides. La méthode de (Toplu et al., 2007) est utilisée avec

quelques modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.
2- Procédure

50 ul (S2) [extrait de plante] + 130 pl [MeOH] + 10 pl (S1) [CH;COOK] + 10 pl
[AI(NO3) 3, 9H,0] + attendre 40 mn + lecture a 415 nm. Un blanc échantillon est préparé

en remplalant les réactifs par le méthanol [50 ul extrait + 150 pl méthanol].
3-Preparation de la gamme d’étalon de la Quercetin (Annexe B)
11-5- Activité antioxydante

11-5-1- Test du DPPH radical libre
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1- Principe de la réaction

L activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage
du DPPH (Blois, 1958), le a-tocophénol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards
antioxydants.

2- Préparation du DPPH

Dissoudre 6 mg dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a -2001C a I’abri de la lumiere. L’absorbance est 0.5 nm
(517 nm) dans le spectrophotomeétre.

3- Procédure

A 160ul (DPPH) rajoutez 40ul (extrait) puis lecture 517nm.

11-5-2- Test du ABTS scavenging activity

1- Principe de la réaction

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de (Re et al., 1999).
2- Procédure

A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K;S;0sg: les deux produits en
solution aqueuse sont mélangeés et mis a I’abri de la lumiere pendant 12-16 h ; I’absorbance
de la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H,O) a 0.700 + 0.020 a 734 nm

avant I’usage.

(ABTS) ___, [r19,2mg (7 mM) ABTS + 5 ml H,O + [Jr 3,3 mg (2.45mM) (K2S20s)
+ 5ml H,O + attendre 16 heure a I’abri de la lumiére.

M (ABTS) = 548,68 g/mol
M (K,S,0g) = 270,32 g/mol
A=0.70-0.75 nmde ’'ABTS
3- Procédure

160ul (ABTS) +40ul (extrait) + attendre 10min + lecture a 734 nm.
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L’activité ABTS a été exprimée en pourcentage et calculée par I’équation suivante :
ABTS scavenging effect (%) = ((A control — A simple)/ A control).100.

11-5-3- Test du CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity)

1- Principe de la réaction

Le Cupric Reducing Antioxidant Capacity est déterminé par la méthode CUPRAC,
(Apak et al., 2004).

2- Procédure
Préparation des solutions

e m=1.927 g Acétate d’ammonium (ACNH,;) + 25 ml (H,O) — SI1 transparent
(pH=7.0).

e mM=0.042625 g (Cu Cly, 2H,0) + 25 ml (H20) — S2 bleu.

e m=0.039 g (Neocupronin) + 25 ml (EtOH) — S3.
1- ajouter la solution S1 au plat qui contient les extraits — pour lecture.
2- mélanger la solution S2 et S3 — pour lecture.
3- le CUPRAC prend une heure de temps pour lecture.

A 40 pl d’extrait rajoutez 60 ul (S1) + 50 ul (S3) + 50 ul (S2) + attendre 1 heure + lecture
a450 nm.

M (Cu Cl,, 2H,0) = 170.50 g/mol
M (ACNH,4) = 77g/mol

M (Neocupronin) = 208.27 g/mol
11-5-4- Test du Pouvoir réducteur
1- Principe de la réaction

L’activité Reducing Power est déterminée par la méthode de (Oyaizu, 1986) avec
une légere modification.
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2- Procédure

10 pl extrait + 40 pl phosphate buffer (pH 6.6) + 50 ul potassium ferricyanide (1%)
KsFe(CN)g (1g de KsFe(CN)g dans 100 ml (H20) + incubé a 50°C pendant 20 min + 50 pl
tri- chloro acetic acid (TCA) (10%)(1g de TCA dans 10 ml H,0O) + 40 ul H,O + 10 pl
ferric chloride FeCl3(0.1%)(0.1g de FeCl; dans 100 ml H,O) + lecture a 700 nm.

&
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Résultats et discussion

Ce travail porte sur I’étude phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydante
de deux phases de la plante J.phoenicea.

I- Rendements des extraits

Le tableau 3 résume la quantité d’extrait brut obtenu aprés macération de la matiére
végétale avec le mélange hydroalcoolique (MeOH-Eau distillée 80%).

Tableau 03 : Tableau récapitulatif regroupant les rendements des différents extraits :

La plante Le poids Les extraits Le poids Le rendement
MV (g) d’extrait (g) (%)
30 Méthanol 7.872 26.24
J.phonicea 30 Chloroforme 5.283 17.61

Le calcul des rendements par rapport au poids de la matiere végétale pour la plante
J.phoenicea, a permis d’avoir des valeurs de 26.24 % pour I’extrait méthanolique et de
17.61 % pour I’extrait chloroforme. L’extraction hydroalcoolique présente un meilleur
rendement qui est plus importants avec les phases polaires par rapport aux phases non
polaires.

I1- Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques permettent de déterminer les différentes familles de
composeés qui existent dans les extraits : chloroforme et méthanol de J.phoenicea par des
réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés
ainsi que des examens en lumiére ultraviolette. Les résultats obtenus sont consignés dans

le tableau ci-dessous :

.
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Tableau 04 : Résultats des tests phytochimiques de différents extraits de J.phoenicea :

Extraits

Méthanol Chloroforme
Phytoconstuants
Flavonoides ++ +
Polyphénol ++ +
Tanins ++ +
Coumarines ++ ++
Alcaloides _ B
Terpénoides ++ +
Saponines _ B
Composés réducteurs ++ ++

(+++) : Présence plus forte, (++) : présence forte, (+) : présence faible, (-) : absence

L’étude phytochimique des extraits méthanolique et chloroformique, a montré que

les deux contiennent les coumarines et composés réducteurs en quantité moyenne.

Les Flavonoides, les polyphénols, les Tanins et les Terpénoides sont présents en
quantités modérées dans I’extrait méthanolique par contre dans I’extrait chloroformique
sont présents en faible quantité. Les tests phytochimiques ont montrés I’absence les
alcaloides et saponines dans les deux extraits.

I11- Dosages
111-1- Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux de I’extrait méthanolique et acétate de
J.phoenicea a été effectué avec le réactif colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Singleton et
Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par (Muller et al.,
2010). Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent ce

5



Chapitre V Résultats et Discussion

réactif en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de
molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés
phénoliques oxydés (Katalinic et al., 2006).

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

utilisant I’acide galligue comme standard.

1,40

y=0,0036x+0,4966 ,

1,20 R?=0,9878
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Figure 22 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique en pg/ml.

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique qui est exprimé en milligramme équivalent d’acide
gallique par milligramme du poids d’extrait (mg EAG/mg d’extrait). Le taux des
polyphénols totaux a été déterminé a partir de la courbe d’étalonnage d’équation
(Figure 22), D.O =0,0036 [polyphénols] + 0,4966 ; avec un coefficient de détermination
R? égal & 0,9878.
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Figure 23 : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/mg).
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Les résultats du dosage des polyphénols montrent que I’extrait acétate est plus riche
en polyphénols que I’extrait méthanolique avec des valeurs de 95.33+0,034 et 11+0,018
mg EAG/mg d’extrait respectivement.

111-2- Dosage des flavonoides

L’estimation des flavonoides de I’extrait méthanolique et acétate de J.phoenicea a
été effectué par la méthode (TopJu et al., 2007) en utilisant le réactif nitrate d’aluminium.
La quercétine est le standard le plus souvent employé dans cette méthode.
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Figure 24: Courbe d’étalonnage de la quercétine en pg/ml.

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’étalonnage de la quercétine et exprimé en milligramme équivalent de quercétine par
milligramme du poids d’extrait (mg EQ/mg). Le taux des flavonoides totaux a éte
déterminé a partir de la courbe d’étalonnage d’équation (Figure 24), D.O = 0,0161
[flavonoides] + 0,1755 ; avec un coefficient de détermination R? égal & 0,9969.

=
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Figure 25 : Teneur en flavonoides totaux (mg EQ/mg).

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode utilisée se base sur la
formation d’un complexe flavonoide-ion d’aluminium ayant une absorbance maximale a
415 nm, cette méthode révéle que I’extrait méthanolique a montré un taux d’environ
(2.937 + 0,031) mg EQ/mg d’extrait qui est plus élevé que celui obtenu avec I’extrait
acétate (0,187 + 0,062) mg EQ/mg d’extrait.

IV- L’activité antioxydante

IV-1- L’extrait méthanolique

52,10+1.22

60 41,94£1,71
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50 29,5+ 4,39

40
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Figure 26 : Les tests d’activité antioxydante de I’extrait méthanolique.

Les résultats montrent que I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique, sont
obtenus avec quatre techniques d’activité antioxydante a savoir : DPPH, ABTS, CUPRAC
et pouvoir réducteur.

w
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Le test DPPH a donné une valeur d’ICsp (52,19+1,22 pg/ml) tandis que ceux du
standard BHA égale 6,14+0,41 ug/ml et BHT égale 12,99+0,41 pg/ml ; cet extrait possede
un pouvoir de piégeage du DPPH plus faible que les standards.

Dans le test ABTS, on a trouvé une 1Cs (35,21+0,76 ug/ml), cette valeur supérieur
a celles des standards BHA (1,81+0,10 pg/ml) et BHT (1,29+0,30 pg/ml) ; donc moins
active.

Le test CUPRAC indique une valeur de Agso (29,50+4,39 pg/ml) par comparaison
avec les standards BHA (5,35+0,71 pg/ml) et BHT (8,9743,94 pg/ml).

Une Agso = 41,94+1,71 png/ml a été affichée dans le test FRAP avec I’extrait
méthanolique. Cette valeur est supérieure que celle du standard BHA (8,41+0,67 pg/ml) et
acceptable par rapport a BHT ( [150) ; d’apres ces résultats, le classement est comme suit :
BHT [ extrait (] BHA.

Toutes les valeurs affichées n’excluent pas le potentiel antioxydant de I’extrait
méthanolique méme si celles-ci semblent supérieures, cette différence serait due a la co-

présence dans I’extrait des métabolites qui pourraient entraver I’expression d’autres.

IV-2- L’extrait acétate

104,69+ 13,19
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Figure 27 : les tests d’activité antioxydante de I’extrait acétate.

Les résultats de I’activité antioxydante de I’extrait acétate ont été réalisés avec
quatre tests : DPPH, ABTS, CUPRAC et le pouvoir réducteur.

Le test DPPH a montré une valeur d’1Csq (4,1542,11 pg/ml) qui est proche de celle
de BHA (5,73+0,41ug/ml) et quatre fois plus fort que BHT (22,32+1,19 ug/ml) donc cet
extrait présente un pouvoir de piégeage tres intéressant.

o
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Dans le test ABTS, on a trouvé le résultat d’ICsp (9,39+3,06 png/ml), ce dernier est
moins actif que les standards BHA (1,81+0,10 pg/ml) et BHT (1,29+0,30 pg/ml), mais

cette valeur demeure intéressante.

Le test CUPRAC néanmoins indique une valeur de Agso (15,15+0,58 pg/ml) proche
de la valeur de BHT (9,62+0,87ug/ml), mais le standard BHA correspond & peu pres au
quartier d’activité de cet extrait (3.64+0.19) .

Avec le test du pouvoir réducteur, cet extrait a affiché une valeur de Aoso
(104,69+13,19 ug/ml) qui est faible par rapport le standard BHA (8,41+0,67 pg/ml) et
BHT ( U50).

Ces résultats nous ont permis de conclure que I’extrait acétate présente une
meilleure activité antioxydante par rapport a I’extrait méthanolique. Ces activités seraient
dues & la présence dans la phase méthanolique des flavonoides glycosylés en particulier
mono, di et tri-glycosylés.

Tableau 05 : Résultats des tests d’activité antioxydante :

Extraits tests moyens SD (écart type)
DPPH 52,19 1.22
Méthanol ABTS 35,21 0.76
CUPRAC 29,50 4,39
Pouvoir réducteur 41,94 1,71
DPPH 4,15 2,11
Acétate ABTS 9,39 3,06
CUPRAC 15,15 0,58
Pouvoir réducteur 104,69 13,19
DPPH Nd Nd
ABTS 8,80 0,19
Chloroforme
CUPRAC Nd Nd
Pouvoir réducteur Nd Nd

Nd: non déterminé
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Avec I’extrait chloroformique, les résultats ont montré des valeurs d’I1Cso et Agso
supérieur a 200 pg.

V- Discussion

Selon les travaux de (Lamnaouer, 2002), il a été montré la présence de
polyphénols, flavonoides, tanins, coumarines, térpenoides et des composes réducteurs et
I’absence des alcaloides et saponines. Ces résultats confirment nos résultats.

Les taux de polyphénols et flavonoides I’extrait méthanolique égalent 11 + 0,018
mg EAG/mg et 2,93+ 0,03 mg EQ/mg respectivement.

Selon (Laouer et al., 2017), on observe que le dosage des polyphénols trouvé est
supérieur a nos résultat, contrairement au dosage des flavonoides qui est presque le méme :
49,43+ 0,88 mg EAG/qg et 2,88 £0,10 mg EQ/g respectivement.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides de I’extrait acétate a donné des
valeurs de 95,33+ 0,03 mg EAG/g et 0,18+ 0,06 mg EQ/g respectivement.

(Amalich et al., 2007) ont montré que le taux des polyphénols est de 2,91 mg
EAG/q, inferieur a notre valeur ; celui des flavonoides, est de 11,82 mg EQ/g, cette valeur

est supérieure a notre valeur.

Cette différence, entre nos résultats et ceux trouvés dans la littérature, serait due au
fait que les méthodes d’extractions peuvent affecter les résultats du fait de la solubilité des
composés phénoliques. De plus le matériel végétal a été récolté dans des régions
différentes de la nbtre et la distribution des métabolites secondaires peut changer pendant
le développement de la plante (Christian, 2010), I’extraction des composés phénoliques
est aussi influencée par le temps et la température d’extraction, ce qui refléte les actions
paradoxales de la solubilisation et la dégradation par oxydation. Par conséquent, il est
important de faire le bon choix de procédure /méthode d’extraction afin de maintenir la
stabilité des composés phénoliques (Turkmen et al., 2007).

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leurs activités
antioxydantes du fait de la présence de nombreux hydroxyles pouvant réagir avec les
radicaux libres (Govindan et Muthukrishnan, 2013).

-
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Avec le test DPPH, on a enregistré une 1Csp: 4,15 + 2,11 ug/ml. Cette valeur est
nettement inferieur a celle trouvée par (Amalich et al., 2007) qui ont trouvé une 1Csyde
94,4 pg/ml, cette différence serait due a plusieurs paramétres a savoir ; aux méthodes
d’extractions qui peuvent étre a I’origine de cette différence et également étant donné les
origines géographiques différentes des deux espéces. Notre espéce semble plus riche en
composés antioxydants comme I’attestent les résultats des dosages en phénols totaux et en
flavonoides.

Avec I’extrait acétate, le test DPPH a donné une valeur d” 1Csg - 4,15 + 2,11 pg/ml.
Si on compare cette valeur avec celle trouvé par (Amalich et al., 2007), (94,4 ng/ml), nous
constatons que notre extrait est nettement plus actif, cela serait due a la richesse en
polyphénols et/ou en flavonoides dans nos extraits qui semblent de bons acteurs de
I’activité antioxydante.

Avec I’extrait méthanolique (ICsp = 52,19+ 1,22 ng/ml) semble moins actif que
celui des travaux de (Keskes et al., 2014) (2 ng/ml) et de (Bekhechi et al., 2012) (6,5

pg/ml).

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

(Miliauskas et al., 2004) ont montré qu’un antioxydant efficace dans un test n’est
pas forcement efficace dans un autre . Aussi les composés de chaque extrait en métabolites
secondaires tel que; les flavonoides, les coumarines, les tanins, assure leurs activité

antioxydante, qui varie en fonction de la plante, I’age de la plante,...etc.

Des études sur les huiles essentiels dans I’extrait méthanolique, (Bekhechi et al.,
2012) ont indiqué la valeur de ICsq du test DPPH comme suit 22,6mg/I.

Selon la littérature, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la
bibliographie de maniére générale a cause de différence du solvant d’extraction.

La richesse de ces extraits en composés chimiques actifs pourrait expliquer son

utilisation traditionnelle pour soigner de nombreuses maladies, donc les extraits pourraient

)
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étre riches en métabolites secondaires, ce qui explique les diverses activités biologiques

attribuées a ces derniers.

2|
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Conclusion

Les métabolites secondaires des plantes médicinales occupent une place importante
dans la découverte de nouveaux médicaments. A I’heure actuelle, I’Algérie est un pays
riche en termes de biodiversité, et l'usage des pharmacopées traditionnelles par les plantes

est encore une pratique bien vivante.

Dans le présent travail, notre plante a fait I’objet de deux études, étude

phytochimique et activité antioxydante des extraits.

Ainsi, le screnning phytochimique est complété par la détermination de la teneur
totale des polyphénols et flavonoides par différentes méthodes de deux extraits (acétate
et méthanolique) qui ont révélés des teneurs de polyphénols de 95,33+0,03 et 11+0,018
mg EAG/mg respectivement, et des teneurs en flavonoides de 0,187+0,06 et 2,937+0,031
mg EQ/mg respectivement.

Nous avons étudié le pouvoir antioxydant par la capacité de piégeage du radical
DPPH, ABTS, CUPRAC et pouvoir réducteur.

En comparant les 1Csp et Ag 5o des différents extraits testés (acétate et méthanolique)

par rapport aux standards, nous avons trouvé que :

- Pour I’extrait méthanolique : DPPH (ICso= 4,15 pg/ml), ABTS (ICso= 35,21 pg/ml),
CUPRAC (Ao50=29,50 ng/ml), et pouvoir réducteur (Agso= 41,94 ng/ml).

- Pour P’extrait acétate les résultats se présentent comme suit : DPPH (1Cso=52,19 pg/ml),
ABTS (ICso= 9,39 pg/ml), CUPRAC (Aoso= 15,15 pg/ml) et pouvoir réducteur (Agso -
104,69 pg/ml).

Selon les résultats obtenus dans notre travail, nous constatons que J.phoenicea est
riche en polyphénols totaux et présente des taux relativement faibles en flavonoides. Les
bonnes activités antioxydantes avec les tests énumérés ci-dessus, nous pouvons supposer
que ces activités seraient rattachées ou corrélées avec le taux des polyphénols. Mais il ne
faut pas exclure les autres classes de métabolites mises en évidences dans les tests de
screening phytochimique, qui pourraient contribuer en synergie ou de facon individuelle &

ces activités.




Conclusion

Aussi, serait-il souhaitable, pour une meilleure compréhension du mode d’action
des dérivés polyphénoliques, d’évaluer in-vitro et in-vivo I’activité antioxydante de chacun
de ces composés pris séparément. Ce qui permettrait alors de mettre en évidence le
principe actif des extraits de plante et/ou une éventuelle synergie entre les différents
composés phénoliques et I’évaluation de leurs effets sur les signalisations impliquées dans
les processus inflammatoires, ainsi que les enzymes impliquées dans la production des

especes oxygenées réactives.
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Perspectives

Ces résultats ne sont qu’un premier pas dans la recherche des molécules
biologiquement actives. Pour cela, nous envisageons de nombreuses perspectives en
élargissant le panel des tests d’activité antioxydante par I’utilisation d’autres méthodes
d’évaluation in vitro et in vivo et en faisant des études sur d’autres activités biologiques
(antimicrobienne, anti-inflammatoire,...etc), et identifier les molécules actives par des
méthodes, telles que spectroscopiques, chromatographiques,...etc, et exploiter ces
molécules en biotechnologie (industries agroalimentaire et pharmaceutique,...etc.), en
remplacant les antioxydants synthétiques qui sont néfastes pour la santé humaine., il est
primordial d’étudier la cytotoxicité de ces molécules afin de confirmer ou d’infirmer

I’activité attribuée a cette plante.

Nos perspectives vont vers I’aboutissement de notre étude phytochimique et
pharmacologique sur I’ensemble des phases qui ont montré une activité antioxydante
concluante en vue de les valoriser. Il serait intéressant donc intéressant d’isoler et de
caractériser les composés phénoliques des autres phases des plantes qui ont fait objet
d’étude et de réaliser un criblage biologique sur les différentes parties de deux plantes.

En fin, ’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro et in-vivo ne constitue qu’une
premiére étape dans la recherche de substances et source naturelle biologiquement active.
Des essais complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les

performances mises en evidences.
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Annexe

Annexe A
Test des alcaloides
Réactif de Mayer :
Chlorure de mercure ................... 1,36 ¢
lodure de potassium................... 59
Eau distillée...............coooiiein. gsp 100 ml
Réactif de Wagner :
lodure de potassium................... 29
lode....coovvveiiiiiiiiiiiie. 1,279
Eau distillée.............c.oooeeiiiininn gsp 100 ml
Annexe B

Dosage du Total Phénolique, TPC (Total Phenolic Content)
Préparation de carbonate de sodium (Na,COg3) a 7.5% :
7.5g de Na,COs et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillée.
Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou
Méthanol).

Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois
1 ml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10 ml avec I’eau distillée (9ml).
Gamme d’étalonnage :

Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :



Annexe

On prend 0.5 mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la
solution S1 (0.2mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :

25ug/ml —— % 25l S1+ 175 pl MeOH
50 pg/ml  ——— 50 pl S1 + 150 pl MeOH
75 ug/ml  — 75 ul S1 + 125 ul MeOH
100 pg/ml —— 100 pl S1 + 100 pl MeOH
125 pg/ml — 125 pl S1 + 75 ul MeOH
150 ug/ml — 150 ul S1 + 50 pl MeOH
175 pg/ml —> 175 pl S1 + 25 pl MeOH
200 pg/ml —— 200 pl S1

20 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100 ul de FCR dilué
(1:10) + 75 ul de Na,COs (7.5%) + incubation 2h + lecture a 765 nm.

Dosage du total Flavonoides, TFC (Total Flavonoid Content)
Préparation des solutions :

- Pour 1 M potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 gramme de (CH;COOK) dans
100 ml d’eau distillé pour obtenir la solution (S1).

- Pour 10% nitrate d’aluminium (AI(NOs)3, 9H,0) on pése 10g de ce produit dans 100 ml
d’eau distillée.

Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 milligramme d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol

pour obtenir la solution (S2).
Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetin :

On prend 1 mg de la Quercetin et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la
solution 0.2mg/ml Sm.
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Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :
Quercetin (25) —— - 25 ulSm+ 175 pl MeOH
Quercetin (50) ——— 50 ul Sm+ 150 ul MeOH
Quercetin (75) —— 75 ul Sm + 125 pl MeOH
Quercetin (100) — 100 ul Sm + 100 pl MeOH
Quercetin (125) ——» 125 pl Sm+ 75 ul MeOH
Quercetin (150) — 150 pl Sm + 50 ul MeOH
Quercetin (175) — 175 pl Sm + 25 ul MeOH
Quercetin (200) ——» 200 pl Sm+ 0 pl MeOH

50 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 pl [MeOH] +
10 ul (S1) [CH3COOK] + 10 pl [AI(NO3)2, 9H,0] + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.
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Glossaire

Abces : c’est une accumulation locale de pus apres nécrose dans une cavité néoformée.

Anti-inflammatoire : se dit d’un agent, d’un médicament qui fait dégonfler et diminuer
I’irritation.

Antioxydant : est une molécule qui diminue ou empéche I’oxydation d’autres substances
chimiques.

Antiseptique : qui detruit les microbes et empéche leur développement
Arthrite : inflammation aigué ou chronique des articulations.

Bronchite : c’est une inflammation des bronches, des poumons, qui entraine I’arrét du

fonctionnement des cils des cellules épithéliales.

Dépuratif : corps contribuant a I’expulsion des impuretés du sang.
Dioique : dont les individus ne portent que des fleurs du méme sexe.
Diurétique : qui favorise la production des urines.

Eczéma: nom de diverses maladies de la peau, caractérisées par des vésicules, une

sécrétion séreuse et une desquamation consécutive de I’épiderme.

Ménopause : fin de I’activité générale chez les femmes.

Névralgie : douleur vivre, ressentie sur le trajet des nerfs.

Rhumatisme : maladie caractérisée par une fluxion douloureuse des articulations.
Stomachique : propre a rétablir le fonctionnement de I’estomac.

Sudorifique : production des sueurs.

Epicatéchine : c’est un composé de la famille des flavonoides de la sous-classe des

flavanols. Elle est aussi connue sous le nom de catéchol.

Monoique : se dit d’une espece végétale dont les individus portent des fleurs males et
fleurs femelles.
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