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Résumé

Quatre plantes médicinales locales ont été étudiées à savoir : Salvia officinalis,

Rhamnus alaternus, Genista ferox et Prasium majus. Notre travail a porté sur l’étude de la

phytochimie et les activités antir-adicalaires des extraits aqueux de ces quatre plantes.

L’extrait de Salvia officinalis possède la teneur la plus élevé en phénols et en

flavonoïdes de 112,88 mg Eq AG /g d’extrait et de 183,88 mg Eq  Rutine /g  d’extrait,

respectivement. L’évaluation de l’activité anti-radicalaire des extraits par la méthode du

radical DPPH  montre que les extraits de Salvia officinalis et de Prasium majus possèdent

une forte activité de 91,07% et 89,47%, respectivement, à une concentration de 100µg/ml et

leur IC50 est de l’ordre de 33 et 43 μg/ml, respectivement. Par ailleurs, les extraits Salvia

officinalis et Prasium majus se sont révélé les plus actifs comme inhibiteurs du  radical

ABTS•+ de 99,76% et 99,90%, respectivement, à une concentration de 100 µg/ml et leur IC50

est de 11 et 16 μg/ml, respectivement.

Une corrélation positive entre la teneur en phénols totaux et les différentes activités a

été constatée pour les extraits de plantes.

Mots clés : Salvia officinalis, Rhamnus alaternus, Genista ferox, Prasium majus, phénols

totaux, flavonoïdes, DPPH, ABTS•+, activité antiradicalaire.

Summary

Four medicinal plants were studied namely: Salvia officinalis, Rhamnus alaternus,

Genista ferox and Prasium majus. Our work has focused on the study of Phytochemistry and

radical scavenging activities of aqueous extracts of four plants. Salvia officinalis extract has

the highest content of phenols and flavonoids Eq AG 112.88 mg / g and 183.88 mg extract

Rutin Eq / g extract, respectively. The evaluation of the anti-radical activity of the extracts by

the method of DPPH radical shows that extracts of Salvia officinalis and Prasium majus have

a high activity of 91.07% and 89.47%, respectively, with IC50 about 33 and 43 µg / ml,

respectively. In addition, Salvia officinalis extract and Prasium majus have revealed more

active as inhibitors of radical ABTS • + of 99.76% and 99.90%, respectively, with respective

IC50 of 11 and 16 µg / ml.

A positive correlation between the content of total phenols and various activities was

observed for plant extracts.

Keywords: Salvia officinalis, Rhamnus alaternus, Genista ferox, Prasium majus, total

phenols, flavonoids, DPPH, ABTS • +, radical scavenging activity.
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Introduction

Les plantes médicinales sont à la fois un produit destiné à la consommation et une

matière première pour l’obtention de substances actives, capables de prévenir, soulager ou

guérir des maladies. L’utilisation des plantes en thérapeutique est très ancienne et connaît

actuellement un regain d’intérêt auprès du public (Marc et al., 2001).

Depuis quelques années, le monde scientifique est envahi par un nouveau concept,

celui du stress oxydant, qui résulte d’un déséquilibre entre une production de radicaux libres

oxygénées et les défenses antioxydantes. Ce phénomène est impliqué dans des pathologies

liées au vieillissement, cancer et les maladies neurodégénératives (Durand et al., 2005).

Actuellement, les antioxydants naturels font l’objet de nombreuses études suite à leurs

intérêts pour leur utilité dans la prévention et le traitement de nombreuses pathologies liées au

stress oxydant. Les polyphénols sont les composés actifs les plus abondants dans  les extraits

de plusieurs plantes médicinales, ils sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et plus

particulièrement leurs propriétés piégeurs de radicaux libres. Les recherches sur leurs effets

bénéfiques sur la santé humaine, ont connu un grand développement dans ces dernières

années (D’archivio et al., 2007).

La présente étude a porté sur l’évaluation in vitro de l’activité antioxydante des

extraits aqueux de quatre plantes médicinales de la Wilaya de Béjaia contre deux radicaux

libres DPPH et ABTS + , ainsi que l’analyse quantitative du contenu en polyphénols et en

flavonoïdes des différents extraits. C’est plantes sont moins fréquemment employé ou sans

application par la population.
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I-1-Généralités sur les radicaux libres

I-1-1-Définition

Un radical libre est une substance chimique, molécule ou un atome possédant un ou

plusieurs électrons célibataires sur sa couche périphérique, ce qui lui confère une grande

instabilité et une forte réactivité donc une demi-vie très courte. Ce radical est capable de

réagir plus ou moins rapidement avec d’autres molécules biologiques environnantes

(Goudable et Favier, 1997).

I-1-2- Classification des radicaux libres

Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il

convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle

particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires. Les autres

radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires

sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

I-1-2-1-Les radicaux libres primaires

Les radicaux libres primaires dérivent de l'oxygène par des réductions à un

électron tels l'anion superoxyde (O2
•–) et le radical hydroxyle (OH•), ou de l'azote tel le

monoxyde d'azote (NO•). D'autres espèces dérivées de l'oxygène dites espèces actives de

l'oxygène, comme l'oxygène singulet (1O2), le peroxyde d'hydrogène (H2O2) ou le

nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent

être des précurseurs de radicaux (Figure 1) (Favier, 2003).

Figure 1 : Mécanismes de formation des radicaux libres primaires (Vamecq et al., 2004)
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 L’oxygène singulet (1O2)

L’oxygène singulet correspond à un état excité de l’oxygène moléculaire, Il est formé

par action de la lumière sur l’oxygène (Vamecq et al., 2004) selon la réaction suivante :

O2
hυ 1O2

 L’anion superoxyde (O2
• –)

Lors du métabolisme oxydatif, 2 à 5 % de l’oxygène consommé est converti en radical

superoxyde. Ceci est dû à des électrons qui s’échappent de la chaîne respiratoire et se fixent

directement sur l’oxygène moléculaire (Ré et al., 2005) selon la réaction suivante :

O2 + e− O2
• –

L’anion superoxyde est peu réactif, il ne traverse pas les membranes cellulaires et il

est rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogène.

 Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Le peroxyde d’hydrogène se forme par dismutation du l’anion superoxyde, catalysée

par un des membres de la famille des superoxydes dismutases (SOD) (Ré et al., 2005) selon

la réaction suivante :

2O2
• – + 2H+              SOD H2O2 + O2

Le peroxyde d’hydrogène est peu réactif mais il a la capacité de traverser les

membranes cellulaires.

 Le radical hydroxyle (OH•)

Le radical hydroxyle est formé dans la cellule à partir de H2O2, en présence de métaux

de transition sous leur forme réduite tel que le Fe2+ (Barouki, 2006) selon la réaction

Fenton :

H2O2 + Fe2+ OH• + OH− + Fe3+

Le peroxyde d’hydrogène peut également réagir avec l’anion superoxyde aboutissant,

là encore, à la formation de OH• (Vamecq et al., 2004). Ce phénomène est nommé réaction

d’Haber Weiss :

H2O2 + O2
• – OH• + OH− + O2
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Le radical hydroxyle est très toxique, il traverse les membranes et agit loin de son site

de formation. Il attaque toutes les cibles cellulaires (acides nucléiques, acides gras et

protéines) et crée des dégâts très importants (Lacan, 2001).

 L’oxyde nitrique (NO•)

L’oxyde nitrique est synthétisé  lors de l’oxydation de l’arginine en citrulline, c’est

une réaction catalysée par les NO synthétases (NOS) en présence de l’O2 (Ré et al., 2005)

selon la réaction suivante :

L- Arginine + O2
NOS L-Citrulline + NO•

Une production très importante de NO• peut avoir des effets toxiques car il peut se

combiner avec le radical superoxyde pour donner l’anion peroxynitrite.

 L’anion peroxynitrite (ONOO−)

L’anion peroxynitrite est une espèce oxydante importante, car sa réactivité est assez

proche de celle de OH• (Vamecq et al., 2004), il est généré selon la réaction suivante :

NO• + O2
• – ONOO−

I-1-2-2-Les radicaux libres secondaires

Les radicaux libres secondaires ne sont pas formés spontanément. Ils sont formés par

l’action d’un radical libre primaire sur un composant cellulaire, tel que le radical peroxyle

(ROO•) qui est formé après que le radical O2
- ou OH• ait agi sur un acide gras insaturé de la

membrane cellulaire. Ces radicaux libres secondaires sont très dangereux puisqu’une fois

formés ils sont capables de créer une réaction en chaîne (Figure2) (Lacan, 2001).

Figure 2 : Mécanismes de formation des radicaux libres secondaires (Lacan, 2001)
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I-1-3-Principe sources de production des radicaux libres

Des radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogènes

qu’exogènes.

I-1-3-1-Sources endogènes

La production de radicaux libres est largement physiologique. Trois voies principales

sont généralement décrites, à savoir la chaîne de transfert des électrons située au niveau des

mitochondries, la flambée respiratoire des cellules phagocytaires indispensables à la défense

immunitaire, ainsi que l’activité des enzymes de type oxydase (Figure3) (Moffarts et al.,

2004).

Figure 3: Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres (Afonso et al., 2007)

 La respiration cellulaire

Lors de la respiration cellulaire, 95% de l’oxygène capté est réduit en eau par la chaîne

de transport électronique mitochondriale selon l’équation suivante:

O2 + 4e- + 4H+ 2 H2O

Il arrive cependant que certains de ces électrons s’échappent de cette chaîne de

transport pour être transférés à l’oxygène; il se forme alors un radical libre : l’anion

superoxyde (Colin, 2008).
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 Les cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires (polynucléaires et macrophages) possèdent une enzyme

membranaire, la NADPH oxydase, qui utilise l'oxygène moléculaire pour produire de grandes

quantités d'anions superoxydes nécessaire à la destruction d’éléments étrangers qui seront

finalement phagocytés (Beaudeux et al., 2006) selon la réaction suivante :

2O2 + NADPH                       2O2
• – + NADP + H+

 Activité des enzymes de type oxydase

Plusieurs autres systèmes enzymatiques produisent des radicaux libres au cours de

réaction biochimiques (xanthine oxydase, hème oxygénase, cytochrome P450,

myéloperoxydase,…) (Afonso et al., 2007).

I-1-3-2-Sources exogènes

Les radicaux libres peuvent être d’origine exogène (Figure3). Les ultraviolets et les

rayonnements ionisants sont responsables de la formation de l’oxygène singulet. Diverses

toxines issues de l’environnement peuvent causer ou promouvoir la formation de radicaux

libres, citons entre autres, les oxydes d’azotes  présent dans la fumée de cigarette ; les métaux

toxiques (chrome, vanadium) ainsi que le fer et le cuivre issus de l’alimentation. Ces sources

exogènes liées à l’environnement restent cependant minoritaires en comparaison des sources

endogènes (Finkel et  Holbrook, 2000).

I-1-4-Rôle des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espèces

extrêmement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout

en étant des espèces indispensables à la vie.

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production de radicaux

libres et les systèmes de défenses antioxydants. Il faut souligner que les radiaux libres peuvent

d’ailleurs jouer un rôle physiologique important comme dans la phagocytose des bactéries, la

transduction de signaux cellulaires, la destruction par apoptose des cellules tumorales et la

différentiation cellulaire (Pincemail et al., 2002 ; Favier, 2003).

Dans certaines conditions, une surproduction de radicaux libres due à l’activation de

divers mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les défenses antioxydantes: c’est

le stress oxydant (Pincemail et al., 1999).
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I-2-Stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre

la production de radicaux libres et les systèmes de défenses antioxydants d’un organisme, en

faveur des oxydants (Fabrice et al., 2009). Il est potentiellement conduisant à des dégâts

cellulaires observés dans les états inflammatoires aigus, le vieillissement, le cancer, le diabète

ou les maladies cardiovasculaires. Ce stress oxydant peut avoir diverses origines :

 Défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs des antioxydants

apportés par la nutrition comme les vitamines ou les oligo-éléments, présents

en quantité limitée dans l'alimentation (Fabrice et al., 2009).

 La production excessive de radicaux libres (Favier ,2003).

 La vie moderne nous confronte toutefois à la pollution, à l’exposition

prolongée au soleil et à différentes  radiations, à l’absorption d’alcool ou de

médicaments, au tabagisme qui sont autant de situations qui provoquent dans

notre organisme des réactions chimiques de type radicalaires (Pincemail et al.,

1999).

I-2-1-Lésions cellulaires associées aux stress

Les dommages cellulaires causés par les radicaux libres sont d’intensité variable,

proportionnelle à leur taux de production et à leur durée d’action. Ils peuvent interagir avec

des protéines, de l’ADN, des lipoprotéines et des acides gras polyinsaturés pour former des

dérivés oxydés pouvant être décelés dans des échantillons biologiques comme le plasma, le

sérum ou l’urine ( Pincemail et al.,1999).

I-2-1-1-Peroxydation lipidique

Les radicaux libres peuvent attaquer les lipides, et plus particulièrement les acides gras

polyinsaturés qui sont facilement oxydables. Ceci conduit à une réaction en chaîne de

peroxydation lipidique, qui modifie la fluidité et la perméabilité de la membrane et peut aussi

altérer le fonctionnement des protéines membranaires. La peroxydation des lipides est

généralement initiée par un radical (R•) particulièrement réactif (Ré et al., 2005) selon la

réaction suivante:

LH + R• L• + RH
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Le radical lipidique (L•) formé lors de cette réaction réagit avec l’oxygène pour former

un radical peroxyle capable de transformer un autre acide gras polyinsaturé en radical

lipidique, propageant ainsi la réaction de peroxydation (Ré et al., 2005) selon la réaction

suivante :

L• +O2→LOO• + LH+ LOO• L• + LOOHL• + O2 → LOO•...

I-2-1-2- Oxydation des protéines

Tout comme les lipides, les protéines peuvent également être la cible de réactions

radicalaires ou oxydatives et subir des modifications sous l’action des radicaux libres. Les

protéines atteintes peuvent se fragmenter ou se dénaturer avec altération de leurs structures

primaires, secondaires et tertiaire. Les dommages oxydatifs peuvent former de dérivés

protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et l’oxydation des

acides aminés (Pincemail et al., 1999).

I-2-1-3-Oxydation de l’ADN

Les radicaux libres peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques susceptibles

d’entraîner des mutations ou d’altérer l’expression des gènes. Il peut y avoir des modifications

oxydatives différentes des acides nucléiques, certaines affectant les bases d’autres induisant

des cassures dans les brins (Ré et al., 2005).

I-3-Système de défense contre le stress oxydant

Une fois formées, les radicaux libres peuvent induire des dommages oxydatifs souvent

irréversibles au niveau d’un grand nombre de substrats biologiques. Afin que les radicaux

libres n’exercent donc pas de façon incontrôlée leurs effets délétères, l’organisme dispose,

pour maintenir ces radicaux libres à des concentrations relativement faibles, de systèmes de

défense : les antioxydants (Pincemail et Defraigne, 2004).

La présence d'antioxydants dans différents compartiments cellulaires assure un bon

contrôle sur les radicaux libres. En effet, certains antioxydants sont logés dans les membranes,

tandis que d'autres sont plutôt retrouvés dans les mitochondries, le cytosol, les peroxysomes et

le noyau. De plus, l'organisme peut combattre les radicaux libres avec des antioxydants

extracellulaires (Bérubé et al., 2000).
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II-1- Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui se présentent à faible concentrations par

rapport à un substrat oxydable, peut significativement retarder ou inhiber l’oxydation de ce

substrat ; soit par leur action directe soit par le biais d’enzymes qui en dépendent. Ils

interagissent et se régénèrent mutuellement (Pincemail et al., 1998 ; Fabien, 2002).

II-2- Sources des antioxydants

Il existe deux sources de défenses antioxydantes :

 Source endogène et se compose d’enzymes telles que superoxyde dismutase,

glutathion peroxydase et catalase ;

 Source exogène, apportée par l’alimentation sous forme de fruits et de légumes riche

en vitamines C et E, en caroténoïdes, en ubiquinones, en flavonoïdes....etc.

A ces deux principales sources s’ajoutent d’autres oligoéléments comme le sélénium,

le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs indispensables à l’activité de certaines enzymes

antioxydantes (Pincemail et Defraigne, 2004).

II-2-1-Source endogène enzymatiques

II-2-1-1-Superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des metalloenzymes qui catalysent la dismutation de

l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène et oxygène moléculaire (Vamecq et al.,

2004) selon la réaction suivante:

O2
• – + O2

• – + 2H+ SOD H2O2+ O2

Il en existe trois isoformes compartimentées de l’enzyme SOD : une SOD contenant

du cuivre et du zinc (Cu Zn-SOD), localisée dans le cytosol des cellules eucaryotes et dans les

globules rouges; une SOD contenant du manganèse (Mn), située dans les mitochondries et un

facteur de haut poids moléculaire à activité SOD (EC-SOD) situé dans le plasma et les

poumons humains (Afonso et al., 2007).
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II-2-1-2-Catalase

La catalase est une enzyme tétramérique qui transforme deux molécules de  peroxyde

d’hydrogène en eau et en oxygène qui sont des composées stables (Nicholls, 2012) selon la

réaction suivante :

2H2O2
CAT H2O + O2

Elle est principalement présente dans les peroxysomes de diverses cellules, dans les

plaquettes et le cytoplasme des érythrocytes.

II-2-1-3-Glutathion peroxydase et réductase

Ces deux enzymes présentent dans le cytoplasme et dans la mitochondrie. La

glutathion peroxydase est une glycoprotéine tétramérique qui réduit  d’une part le peroxyde

d'hydrogène en molécule d’eau, et d’autre part tous les peroxydes lipidiques. Lors de cette

réaction, qui demande l’intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se

transforment en glutathion-disulfure (GSSG) (Laguerre et al., 2007) selon la réaction

suivante :

H2O2 + 2GSH
GPx

2H2O + GSSG +

ROOH + 2GSH ROH + H2O + GSSG

La glutathion réductase, quant à elle, a pour rôle de régénérer le GSH à partir du GSSG.

Au cours de cette réaction, la glutathion réductase utilise un cofacteur, le NADPH (Arthur,

2000) selon la réaction suivante :

GSSG + NADPH + H+ GR
2GSH + NADP+

II-2-2-Source exogènes non enzymatique

Les antioxydants d’origine alimentaire se caractérisent par leur diversité : certains

sont liposolubles (α-tocophérols, β -carotène, lycopène…etc.), d’autres sont hydrosolubles

(vitamines C, polyphénols).
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II-2-2-1-Vitamine E

La vitamine E ou tocophérol (figure 4) est une vitamine liposoluble que l’on rencontre

surtout dans les huiles  végétale, les noix, les fruits et les légumes.

Figure 4 : Structure de la vitamine E (Marc et al., 2004)

La vitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature ;

les β-, γ- et δ-tocophérols et tocotriénols. Les rôles fondamentaux des tocophérols sont la

protection antioxydante des membranes cellulaires, en capturant les radicaux pyroxyles

(Cuvelier et al., 2003) selon la réaction suivante:

ROO• + Vit E-OH Vit E-O• + ROOH

II-2-2-2-Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique (Figure 5) est une vitamine hydrosoluble largement

répondue dans les fruits et les légumes.

Figure 5 : Structure de l’acide ascorbique (Marc et al., 2004)

Le rôle antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux

peroxyles aqueux, le produit formé étant le radical ascorbyle ; en piégeant les radicaux

peroxyles dans la phase aqueuse avant qu’ils initient la péroxydation lipidique, la vitamine C

protège les biomembranes et les lipoprotéines (Delattre et al., 2005). Il permet aussi la

régénération de la vitamine E et du glutathion nécessaire à la glutathion-peroxydase.
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Il est remarquable de constater que ces substances antioxydantes (Vitamine C, E et

GPx) peuvent agir en synergie dans leur lutte  contre les radicaux libres (Figure 6) (Pincemail

et al., 1998).

Figure 6: La réaction en synergie des antioxydants (vitamine E, vitamine C et la glutathion)
(Pincemail et al., 1998)

II-2-2-3-Caroténoïdes

Les caroténoïdes sont un ensemble de pigments naturels liposolubles comprend des

molécules tétraterpéniques formées par l’enchaînement de huit unités isopréniques (C5H8),

dont plus de 600 ont été isolés et caractérisés. Ils participent à la coloration des fleurs, des

fruits, des racines, en jaune, orange ou en rouge. Tous les caroténoïdes dérivent par

cyclisation, déshydrogénation et oxydation de la même molécule (C40H56) : le lycopène

(Figure 7) (Derbel et Ghedira, 2005).

Figure 7: Structure du lycopène (Derbel et Ghedira, 2005)

II-2-2-4-Polyphénols

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu

du règne végétal et font partie intégrante de l’alimentation humaine et animale, de poids

moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton (Mehinagic et al., 2011). L’élément structural

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 et

hétéroside (Figure 8) (Bruneton, 1999).
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Figure 8 : Structure la plus simple des composés phénoliques (Mehinagic et al., 2011)

Les polyphénols sont synthétisés à partir de deux voies biosynthétiques (Martin et

Andriantsitohaina, 2002) :

 Celle de l’acide shikimique, qui conduit à la  transamination des oses aux acides

aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par désamination de ces

derniers, aux acides cinnamiques et à leurs très nombreux dérivés tel que les acides

benzoïques,  les phénols simples, lignanes, coumarines…etc ;

 Celle issue de l’acétate, qui conduit à des poly ß-coesters (polyacétates) de

longueur variable menant par cyclisation à des composés polycycliques tels que

chronones, xanthones, les naphtoquinones…etc.

II-2-2-4-1-Classification des polyphénols

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, allant de molécules

phénoliques simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques à des composés

hautement polymérisés comme les tannins. Ils peuvent être conjugués avec un ou plusieurs

résidu(s) sucré(s) lié(s) ou ils peuvent également être liés avec d’autres composés chimiques,

tels que des acides carboxyliques, des amines ou des lipides ou avec d’autres phénols existent

également (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

II-2-2-4-1-1-Phénols simples

Les phénols simples sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares à l’état naturel

et issus de la décarboxylation de l’acide shikimique. On trouve parmi les phénols simples

l’hydroquinol, le pyrocatéchol et le phloroglucinol (Chira et al., 2008).
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derniers, aux acides cinnamiques et à leurs très nombreux dérivés tel que les acides

benzoïques,  les phénols simples, lignanes, coumarines…etc ;

 Celle issue de l’acétate, qui conduit à des poly ß-coesters (polyacétates) de

longueur variable menant par cyclisation à des composés polycycliques tels que

chronones, xanthones, les naphtoquinones…etc.

II-2-2-4-1-Classification des polyphénols

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, allant de molécules

phénoliques simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques à des composés

hautement polymérisés comme les tannins. Ils peuvent être conjugués avec un ou plusieurs

résidu(s) sucré(s) lié(s) ou ils peuvent également être liés avec d’autres composés chimiques,

tels que des acides carboxyliques, des amines ou des lipides ou avec d’autres phénols existent

également (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

II-2-2-4-1-1-Phénols simples

Les phénols simples sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares à l’état naturel

et issus de la décarboxylation de l’acide shikimique. On trouve parmi les phénols simples

l’hydroquinol, le pyrocatéchol et le phloroglucinol (Chira et al., 2008).
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II-2-2-4-1-2-Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont tous les composés organiques possédant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont incolores et plutôt rares dans la

nature. Ils se divisent en deux catégories :

 Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure en C6-C1, dérivés hydroxylés

de l’acide benzoïque. Ils sont très communs aussi bien sous forme libre que combinés à l’état

d’ester ou d’hétéroside. On trouve l’acide vanillique, l’acide syringique, l’acide gentisique et

l’acide gallique (Figure9) (Bruneton, 1999 ; Chira et al., 2008).

Figure 9 : Exemple de quelques acides phénoliques de la série benzoïque

(Pawlowska et al., 2006)

 Acides hydroxycinnamiques

L’acide cinnamique est un composé C6-C3 produit par une désamination de la

phénylalanine, leur squelette de base est un noyau benzénique avec une chaîne aliphatique à 3

carbones, avec un ou plusieurs groupements hydroxyles souvent estérifiés en ester d’alcool

aliphatique. Les acides hydroxycinnamiques communs sont les acides caféique, férulique et

sinapique (Figure 10) (Chira et al., 2008).

Figure 10 : Exemple de quelques acides phénoliques de la série cinnamique
(Pawlowska et al., 2006)
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II-2-2-4-1-3-Flavonoïdes

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont

quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments presque

toujours hydrosolubles responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents

organes végétaux (Ghedira, 2005). Ils ont un origine biosynthétique commune et par

conséquent, possèdent tous le même squelette de base à quinze atomes de carbones, constitué

de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), liés par un pont de 3 carbones

souvent sous forme d'un hétérocycle (Figure 11) (Chira et al., 2008).

Figure 11: Squelette de base des flavonoïdes (Ghedira, 2005).

La structure de l'hétérocycle central et son degré d'oxydation, permettent de distinguer

les différentes sous-classes de flavonoïdes (Tableau I).

Tableau I: Présentation de quelque sous- classe de flavonoïde (Kelly et al., 2002 ; Chira et

al., 2008).

Synthèse bibliographique Systèmes antioxydants

15

II-2-2-4-1-3-Flavonoïdes

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont

quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments presque

toujours hydrosolubles responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents

organes végétaux (Ghedira, 2005). Ils ont un origine biosynthétique commune et par

conséquent, possèdent tous le même squelette de base à quinze atomes de carbones, constitué

de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), liés par un pont de 3 carbones

souvent sous forme d'un hétérocycle (Figure 11) (Chira et al., 2008).

Figure 11: Squelette de base des flavonoïdes (Ghedira, 2005).

La structure de l'hétérocycle central et son degré d'oxydation, permettent de distinguer

les différentes sous-classes de flavonoïdes (Tableau I).

Tableau I: Présentation de quelque sous- classe de flavonoïde (Kelly et al., 2002 ; Chira et

al., 2008).

Synthèse bibliographique Systèmes antioxydants

15

II-2-2-4-1-3-Flavonoïdes

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont

quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments presque

toujours hydrosolubles responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents

organes végétaux (Ghedira, 2005). Ils ont un origine biosynthétique commune et par

conséquent, possèdent tous le même squelette de base à quinze atomes de carbones, constitué

de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), liés par un pont de 3 carbones

souvent sous forme d'un hétérocycle (Figure 11) (Chira et al., 2008).

Figure 11: Squelette de base des flavonoïdes (Ghedira, 2005).

La structure de l'hétérocycle central et son degré d'oxydation, permettent de distinguer

les différentes sous-classes de flavonoïdes (Tableau I).

Tableau I: Présentation de quelque sous- classe de flavonoïde (Kelly et al., 2002 ; Chira et

al., 2008).



Synthèse bibliographique Systèmes antioxydants

16

Synthèse bibliographique Systèmes antioxydants

16

Synthèse bibliographique Systèmes antioxydants

16



Synthèse bibliographique Systèmes antioxydants

17

II-2-2-4-1-4-Tanins

Les tanins sont de groupe hétérogène de dérivés phénoliques végétaux, d’une structure

variée, très répondus dans le règne végétal dans divers organes : les racines, les écorces,

feuilles, fleurs et les graines (Haslam et Cari ,1994). On distingue habituellement deux

groupes de tanins différents par leurs structure aussi bien que par leurs origine biogénétique.

 Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) ou d’un

polyol et d’un acide phénol, pouvant être l’acide gallique dans le cas des tanins galliques, ou

l’acide hexahydroxydiphénique et ses dérivés d’oxydation dans le cas des tanins ellagiques

(Figure 12) (Zimmer et Cordesse, 1996).

Figure 12: Structure des tanins hydrolysables (Derbel et Ghedira, 2005)
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 Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymères de flavonoïdes flavan-3-ols [(+)-catéchine

ou (–)-épicatéchine] (Figure 13) liés par des liaisons C-C. Les monomères peuvent être liés

par des liaisons C4-C8 ou C4-C6 qui affectent la forme de la chaîne de polymères. Différentes

combinaisons des groupes OH et H des unités de monomères  conduisent à différentes classes

de polymères (Figure 14) (Aufrere et al., 2012).

Figure 13: Structure de la catéchine et de l’épicatéchine (Derbel et Ghedira, 2005)

Figure 14: Structure des tanins condensés (Aufrere et al., 2012)
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II-2-2-4-2-Propriétés biologique des polyphénols

Les polyphénols sont les composés naturels les plus abondants dans notre

alimentation, leur consommation réduit le développement de nombreuses pathologies, telles

que le cancer, l’ischémie cardiaque, l’athérosclérose et l’hypertension. Cela peut-être expliqué

par le fait que ces composés ont la capacité de modifier de nombreux facteurs impliqués dans

la genèse de ces maladies. Plusieurs études ont permis de définir des propriétés importantes de

ces composés telles que anti-inflammatoire, anti-tumoraux et antioxydant (Figure15) (Martin

et Andriantsitohaina, 2002).

Figure 15 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

 Activité antioxydante

L’activité antioxydante des polyphénols dépend de leur nature chimique et elle varie

en fonction de la position des groupements OH et leurs degrés d’hydroxylation (Yohan,

2004). En effet, chaque classe chimique des composés phénoliques est douée d’une activité

antioxydante spécifique : éliminateurs de radicaux libre, chélateurs d’ions métalliques,

piégeurs d’oxygène dans des systèmes fermés (Shahidi et al,. 2003).
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 Les flavonoïdes sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus pro-oxydants :

radicaux hydroxyles, anions superoxydes et radicaux peroxylipidiques, grâce à leur

groupement hydroxyle fortement réactif (Ghedira, 2005) selon la réaction suivante :

En plus, Les flavonoïdes ont une activité chélatrice des métaux tels que cuivre et le

fer, qui, à l’état libre, peuvent être à l’origine de la production de radicaux libres (Alan

et Miller, 1996).

 Les tanins présentent aussi un grand pouvoir antioxydant. Les tanins hydrolysables

inhibent la péroxydation des lipides, cependant les tanins condensés inhibent la

formation des superoxydes, les catéchols piègent les radicaux libres, chélatent les ions

métalliques et préservent d’autres antioxydants comme la vitamine E (Derbel et

Ghedira, 2005).
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I-1- Salvia officinalis

 Description botanique

C’est une plante appartenant à la famille des Lamiacées, localement connue sous le

nom de « Tazzourt » en Algérie, il existe environ  500 espèces de Salvia. Sous-arbrisseau à

base ligneuse de 50 à 80 cm ; tiges herbacées dressées, feuilles allongées, ovales, lancéolées,

finement gaufrées, vert grisâtre. Fleures violettes en épi. Originaire des pourtours de la

méditerranée (Figure 16) (Schauenberg et Ferdinand, 2010).

Figure 16 : Photo de Salvia officinalis (Schauenberg et Ferdinand, 2010)

 Position systématique

Le tableau ci-dessous montre la classification de Salvia officinalis.

Tableau II : Classification taxonomique de Salvia officinalis (Quézel  et Santa, 1963)

Rang taxonomique Nomenclature

Règne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espèce Salvia officinalis
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 Propriétés thérapeutiques

La sauge est utilisée depuis l’antiquité ; elle possède des propriétés : stimulante,

tonique, digestive, fébrifuge et vulnéraire. La tisane de sauge est efficace pour faciliter la

digestion, relever les forces de l’estomac et de l’intestin, calme les vomissements

spasmodiques. On l’emploie avantageusement contre la diarrhée (Beloued, 2009).

I-2- Rhamnus alaternus

 Description botanique

C'est un arbuste glabre de la famille des Rhamnacées, pouvant atteindre 1 à 5 m de

hauteur, localement connue sous le nom de « Imlilas » en Algérie. Les feuilles sont

persistantes, coriaces, alternes, ovales, lancéolées et lâchement dentées ou entières. Les fleurs

unisexuées et jaunâtres. Le fruit est une baie d'abord rouge puis noire. D’origine

méditerranéenne  (Figure 17) (Beloued, 2009).

Figure 17 : Photo de Rhamnus alaternus (Beloued, 2009).

 Position systématique

Le tableau ci-dessous montre la classification de Rhamnus alaternus

Tableau III : Classification taxonomique de Rhamnus alaternus (Quézel  et Santa, 1963)

Rang taxonomique Nomenclature

Règne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Rhamnales

Famille Rhamnaceae

Genre Rhamnus

Espèce Rhamnus alaternus
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 Propretés phytothérapie

Les fruits de cette plante renferme un principe actif, la rhamnine, qui leur donne des

vertus purgatives, elles constituent en effet, un purgatif très énergique et d’un emploi sur.

L’écorce de la racine ou du tronc de nerprun sont utilisés avantageusement contre la jaunisse.

(Beloued, 2009).

I-3-Génista ferox

 Description botanique

C’est un arbuste de la famille des Fabacées à 3 m, localement connue sous le nom de

« Tafrakla » en Algérie. Feuilles stipulées à stipules transformées en petits aiguillons, Calice

presque glabre, caduc en entier ou en partie sur la gousse, se coupant circulairement au-dessus

de la base, celle-ci longue de 3-4 cm, folioles ovales larges de 3 à 4 mm. Fleurs jaunâtres en

grappes. D’origine méditerranéenne (Figure 18) (Mekkiou, 2005).

Figure 18 : Photo de Génista ferox (Mekkiou, 2005).

 Position systématique

Le tableau ci-dessous montre la classification de Génista ferox

Tableau IV: Classification taxonomique de Génista ferox (Quézel  et Santa, 1963)

Rang taxonomique Nomenclature

Règne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Genista

Espèce Génista ferox



Partie pratique Généralité sur les plantes médicinales étudiées

24

 Propriétés thérapeutique

L’utilisation des parties aériennes de cette plante en médecine traditionnelle

notamment comme substance cicatrisante (Mekkiou, 2005).

I-4- Prasum majus

 Description botanique

C’est une plante appartenant à la famille des Lamiacées peuvent atteindre jusqu'à 1,5

m de longueur, localement connue sous le nom de « Naánaa Ebabbúch » en Algérie. Les

feuilles opposées, ovales et obtus, les fleurs blanchîtes. D’origine méditerranéenne

(Figure19) (Bammi et Douira ,2002).

Figure 19 : Photo de Prasuim majus (Bammi et Douira ,2002)

 Position systématique

Le tableau ci-dessous montre la classification de Prasuim majus

Tableau V : Classification taxonomique de Prasuim majus (Quézel  et Santa, 1963)

 Propriétés thérapeutique

Les feuilles, en infusion, agissent contre les maux de la vésicule biliaire. En décoction,

elles sont réputées comme digestives et calmantes (Bammi et Douira ,2002)

Rang taxonomique Nomenclature

Règne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Prasium

Espèce Prasuim majus
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II-1-Matériel végétal

Nous avons choisi comme matériel végétal les parties aériennes de nos quatre plantes

médicinales locales, ce sont les feuilles ont fait l’objet comme  matériel de cette étude.

II-2-Méthodes

II-2-1-Récolte des plantes

Les quatre plantes ont été récoltées dans le Parc National de Gouraya de la Wilaya de

Bejaia, durant le mois de mars 2012. La récolte à été faite par madame  Lounis.

II-2-2-Préparation des extraits

II-2-2-1-Séchage et Broyage

Les feuilles des plantes ont été séchées dans un endroit sec, à température ambiante et

à l’abri de la lumière. Après séchage, les feuilles de ces plantes ont été par la suite broyées, à

l’aide d’un broyeur électrique jusqu’à l’obtention d’une poudre fine.

II-2-2-2- Préparation des extraits aqueux

La méthode d’extraction utilisée dans cette étude est celle adoptée par Jouad et ses

collaborateurs (2002), qui consiste en une décoction. Les extraits de feuilles des plantes ont

été préparés comme suite : 5g de la poudre sèche des feuilles ont été bouillis à 100 °C dans

100 ml d’eau distillée pendant 15 minutes. L’extrait aqueux a été filtré à l’aide d’un papier

filtre de type WATMAN. Le filtrat obtenu a été séché à l’air libre et l’abri de la lumière.

Le taux d’extraction a été calculé par la formule ci-dessous :

P1 : Poids de la boîte de pétri et de l’extrait après évaporation (g)

P0 : Poids vide de la boîte de pétri (g)

E : Poids de la poudre initiale (g)

Taux de la matière extraite= [(P1- P0) / E] x 100
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II-2-3-Dosages des composés phénoliques

II-2-3-1- Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué selon la méthode cité par Djeridane et al.

(2006). Le principe repose sur l’interaction des polyphenols avec le réactif de Folin-Ciocalteu,

qui est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). Il est réduit, lors de l'oxydation

des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O23)

(Ribereau-Gayon 1968). La coloration produite, dont l'absorption maximum à 760 nm, est

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux. Le protocole

expérimental est illustré dans la figure suivante:

Figure 20: Protocole de dosage des phénols totaux (Djeridane et al., 2006)

Une courbe d’étalonnage à l’acide gallique (Annexe 1) a été réalisée dans les mêmes

conditions opératoires que les extraits. Le contenu en phénols totaux a été exprimé en

milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait.

100 µl de la solution d’extrait

Ajout de 500µl du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10 + 1000 µl de l’eau distillée

Ajout de 1500µl de carbonate de sodium (Na2CO3)  à 20% après une min d’incubation

Incubation du mélange pendant 2h à température ambiante et à l’obscurité

Détermination de l’absorbance à 760nm
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II-2-3-2-Dosage des flavonoïdes

La méthode du trichlorure d’aluminium (AlCl3) citée par Djeridane et al. (2007) a été

réalisée pour quantifier les flavonoïdes dans les extraits.

Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5,

susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunâtre par

chélation de l’ion Al3+. La coloration jaune produite est proportionnelle à la quantité de

flavonoïdes présente dans l’extrait (Ribereau-Gayon, 1968). Le protocole expérimental est

schématisé dans la figure suivante :

+

Figure 21 : Protocole de dosage des flavonoïdes (Djeridane et al., 2007)

Une courbe d’étalonnage (Annexe 2) a été réalisée avec une solution standard de

rutine, à différentes concentrations, dans les mêmes conditions que l’échantillon. Les résultats

ont été exprimés en milligramme équivalent rutine par gramme d’extrait.

1ml d’extrait (100µg /ml) 1 ml de trichlorure d’aluminium (AlCl3) à 2%

Incubation du mélange pendant 20 minutes à température ambiante

Mesure de l’absorbance à 430nm
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II-2-4-Evaluation de l’activité antioxydante

II-2-4-1-Activité scavenging du radical DPPH

Pour étudier l’activité anti-radicalaire des différents extraits, nous avons utilisé le test

au DPPH selon le protocole décrit par (Masuda et al., 1999) in (Maisuthisakul et al., 2007).

Le DPPH (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl), radical libre de couleur violette est réduit

en un composé de couleur jaune (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine) en présence de composés

anti-radicalaires (Figure 22) (Kouamé et al., 2009). L’intensité de la coloration, mesurée au

spectrophotomètre, est inversement proportionnelle à l’activité anti-radicalaire des composés.

Figure 22: Structure chimique de forme libre et réduite du DPPH (Kouamé et al., 2009)

Le protocole expérimental est schématisé dans la figure suivante :

Figure 23 : Protocole de l’évaluation de l’activité anti-radicalaire des extraits par la méthode

du DPPH (Masuda et al., 1999)

2,45 ml d’extrait à différentes concentrations (100, 75, 50, 25, 10 µg/ml)

Ajout de 50µl de la solution méthanoïque du DPPH à 5Mm

Mesure de l’absorbance à 517nm après 30 minutes d’incubation
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L’activité anti radicalaire a été estimée selon l’équation suivante :

A0 : L’absorbance de la solution contrôle (contient seulement le DPPH).

A1 : L’absorbance du DPPH + extrait.

AS : L’absorbance de l’extrait sans DPPH.

I-2- 4-2-Activité scavenging du radical ABTS•+

Cette méthode est basée sur la capacité des composés à piéger le radical-cation

ABTS•+, selon le protocole décrit par Ré et ses collaborateurs (1999).

Le radical est formé par oxydation de l’ABTS [sel d’ammonium de l’acide 2,2’-

azinobis-(3-éthylbenzothiazoline- 6-sulfonique)] avec le persulfate de potassium. Le radical

ABTS •+, en contact avec un donneur de H• conduit à l’ABTS+ (Figure 24) et à la décoloration

de la solution (Marc et al., 2004).

Figure 24 : Formation et piégeage du radical ABTS•+ par un antioxydant donneur de H•

(Marc et al., 2004)

% scavenging du radical DPPH= [A0-(A1-AS) /A0] x 100
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Le protocole expérimental est schématisé dans la figure suivante :

Figure 25: Protocole de l’évaluation de l’activité anti-radicalaire des extraits par la méthode

du l’ABTS•+ (Ré et al., 1999)

Le pourcentage de l’activité scavenging de l’ABTS•+ à été calculé par l’équation suivante :

A con : Absorbance de la solution contrôle (ABTS•+ sans extrait).

A test : Absorbance de l’échantillon (ABTS•+ en présence de l’extrait).

% scavenging de l’ABTS•+ = [(A con – A test) / A con] x 100

ABTS (7Mm) Persulfate de potassium (2,45Mm)

Solution ABTS

Solution ABTS•+ après 16h d’incubation

Solution d’ABTS•+ d’une Abs de 0,7 après dilution

1ml d’ABTS•+ 10µl d’extrait

Mesure de l’absorbance à 734 nm après 6 minutes
minutes

10µl d’extrait à différentes concentrations (100, 75,
50, 25, 10 µg/ ml)
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III-1-Extraction des extraits aqueux

L'extraction est une étape importante pour l'isolement, identification et la quantification

des composés phénoliques. Dans notre travail, ces composés issus de différentes plantes sont

extraits par décoction. Les rendements en pourcentage d’extrait sec sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau VI : Le rendement d’extraction des extraits aqueux des quatre plantes

Les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, montrent que les extraits ont donné un

meilleur taux d’extraction chez les extraits de Prasium majus et Rhamnus alaternus de 16,28

% et 14,27% respectivement, qui sont presque deux fois  plus grand que ceux de Genista

ferox 8,26% et Salvia officinalis 7,57%.

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique, qui varie de

composés simples à fortement polymérisés. Les matières végétales peuvent contenir des

quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoïdes, anthocyanines, et tanins. Cette

diversité structurale est responsable de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques

influençant l'extraction des polyphénols (Mahmoudi et al., 2012).

Nom de la plante Taux d’extraction des feuilles des plantes
en %

Salvia officinalis 7,57

Genista ferox 8,26

Rhamnus alaternus 14,27

Prasium majus 16,28
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III-2- Quantification des composés phénoliques

L’étude quantitative des extraits au moyen des dosages spectrophotométriques, a pour

objectif la détermination de la teneur en phénols totaux et en flavonoïdes.

III-2-1-Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux  des extraits a été  déterminée à partir d’une courbe

standard utilisant l’acide gallique comme étalon de référence. Les résultats obtenus sont

représentés dans la figure suivante :

Figure 26 : Teneurs en phénols totaux des extraits aqueux des feuilles des plantes étudiées.

D’après ces résultats, on constate que la teneur  la plus élevée en phénols totaux  est

enregistrée chez Salvia officinalis de 112,88 mg Eq AG/g d’extrait, suivi de Prasium majus

qui montre un taux de 65,39 mg Eq AG/g d’extrait, ensuite on retrouve Rhamnus alaternus et

Genista ferox avec des teneurs proche de 44,97 et 34,19 mg Eq AG/g d’extrait,

respectivement.
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Une étude réalisée par Djaridane et al. (2007) sur plusieurs genres de plantes

médicinales parmi elles : Rhamnus alaternus, avec une extraction à base de l’eau-éthanol

(80%), ont déterminé une faible teneur en phénols totaux de 6mg Eq AG/ g d’extrait.

D’après les résultats d’Alain et al. (2011) sur la même famille de Genista ferox :

Disthemonanthus benthamianus avec une extraction à base de méthanol (96%), ont révélé une

valeur plus élevé de 70,17 mg Eq AG/g d’extrait.

Très peu de travaux ont été publiés sur les teneurs en phénols totaux de Prasium

majus. Une extraction au méthanol/ eau (80 :20, v : v) réalisée par Chaouche et al. (2013), ont

démontré une teneur en phénols totaux de 64,55 mg  Eq AG/g d’extrait.

D’après ces travaux, on remarque que les valeurs obtenues dans la présente étude sont

différentes aux résultats obtenus en littérature. Le contenu en polyphénols varie

qualitativement et quantitativement d’une plante à l’autre, cela peut être attribué à plusieurs

facteurs (Bouzid et al., 2011) :

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

agressions et maladies.

 Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la

plante.

 La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

l’estimation de la teneur des phénols totaux.

Selon Mahmoudi et al. (2012), la macération par l’éthanol est la meilleure technique

d’extraction des polyphénols totaux et des flavonoïdes alors que la décoction aqueuse est

préférable pour l’extraction des tanins condensés. Cette différence peut être due à

l'affaiblissement des liaisons d'hydrogène dans les solutions aqueuses. Elle pourrait également

être due à l'augmentation de la basicité et de l’ionisation des polyphénols dans de telles

solutions.
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III-2-2- Dosage des flavonoïdes

La teneur des extraits en flavonoïdes a été déterminée à partir d’une courbe

d’étalonnage, utilisant la rutine comme standard. Les résultats sont représentés dans la figure

suivante :

Figure 27:Teneurs en flavonoïdes des extraits aqueux des feuilles des plantes étudiées.

Ces résultats indiquent que Salvia officinalis présente la teneur la plus élevée en

flavonoïdes qui est de 183,88 mg Eq rutine/ g d’extrait par rapport a celle de Rhamnus

alaternus, qui présente la plus faible teneur avec 47,77 mg Eq rutine /g d’extrait. Quand aux

Genista ferox et Prasium majus présentent des teneurs de 84,16 et 69,44 mg Eq rutine /g

d’extrait, respectivement.

Une étude menée par Dragan et al. (2007), qui ont utilisé la macération dans l’eau, ont

révélé que salvia officinalis est riche en flavonoïdes de type flavone. Tandis que, les résultats

obtenus par Mekkiou (2005), qui a utilisé une macération dans un mélange éthanol-eau (70

:30 ; v/v), concernant l’espèce Genista ferox a démontré la richesse de cette espèce en

flavonoïdes de type flavone et isoflavone.

Djaridane et ses collaborateurs (2007) ont utilisé une extraction à base de l’eau/

éthanol (80%), ils ont révélé que Rhamnus alaternus contient une teneur élevée de 100 mg

Eq quercétine / g d’extrait.
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En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit le mode d’extraction,

l’éthanol reste le meilleur extracteur des flavonoïdes. L’éthanol et l’eau sont préférables car

ils ont l’avantage d’être non polluants, moins chers et non toxiques par rapport à d’autres

solvants comme le méthanol. L’addition de l’eau aux solvants organiques augmente la

solubilité des polyphénols par modulation de la polarité du solvant organique (Mahmoudi et

al., 2012).

III-3-Evaluation de l’activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits aqueux de quatre plantes a été déterminée selon

deux méthodes : DPPH et l’ABTS•+.

III-3-1- Activité  scavenging du radical DPPH

La figure suivante illustre le pourcentage scavenging du radical DPPH des

antioxydants standards et les extraits à 100µg / ml.

Figure 28 : Résultats de l’activité scavenging du DPPH des extraits aqueux et les standards à

100µg/ml
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D’après les résultats rapportés dans la figure 28, on remarque deux catégories de

plantes. La première regroupe les plantes ayant une forte activité anti-radicalaire supérieure à

50%, il s’agit de Salvia officinalis 91,07% et de Prasium majus  89,47%. La deuxième est

celle des plantes Rhamnus alaternus et Genista ferox, qui présentent une activité anti-

radicalaire faible de 17,89 % et 10,47%, respectivement.

La meilleure activité est observée chez Salvia officinalis 91,07% suivi par Prasium

majus 89,47%, qui sont comparable à celle de deux molécules de références, l’acide gallique

et  la rutine avec 93,26% et 89,33%, respectivement.

Une étude effectuée par Alain et al. (2011) sur  la même  famille de Genista ferox :

Disthemonanthus benthamianus ont montré une forte activité à piéger le radicale DPPH. Par

ailleurs, l’étude de Rebai et al. (2009) sur Rhamnus alaternus ont trouvé aussi une forte

capacité à piéger le radicale DPPH, ces activités sont  supérieures à la présente étude.

D’après cette concordance, la capacité antioxydante des extraits peut être attribuée à

la nature de composés phénoliques, dépend essentiellement du nombre des groupements

hydroxyles, leur position, et les radicaux liés au squelette moléculaire (Mahmoudi et al.,

2012).

III-3-1-1- Activité scavenging à différentes concentrations

Les extraits ayant exprimés des effets puissants (>50%) ainsi que les standards ont été

testés à différentes concentrations (10, 25, 50,75 et 100 μg/ml), dans le but d’exprimer les

résultats en terme d’IC50. Les résultats sont exprimés dans la figure suivante :

Figure 29 : Activité scavenging du DPPH des extraits aqueux et les standards à différentes
concentrations
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D’après les résultats obtenus, nous constatons que l’activité anti-radicalaire augmente

en fonction de la concentration soit pour les extraits ou pour les standards jusqu’à 100µg/ml.

Pour les  standards utilisés, l’activité anti-radicalaire de rutine augmente rapidement

jusqu’à 25µg/ml et au-delà de cette concentration, on observe une stabilité de l’activité

jusqu’à 100µg/ml. Cependant, l’acide gallique présente une augmentation importante de

l’activité jusqu’à 10 µg/ml, puis on remarque une augmentation légère jusqu’à 25 µg/ml, au

delà de cette concentration  l’activité est stable.

Pour les extraits, l’activité augmente légèrement jusqu’à 25 µg/ml chez Prasium

majus, puis on remarque une augmentation très importante jusqu’à 100 µg /ml. Par contre,

chez Salvia officinalis, l’activité augmente rapidement jusqu’à 50 µg /ml, puis une stabilité à

100 µg /ml.

III-3-1-2- Détermination de l’IC50

L’IC50 est inversement lié à la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la

quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus la

valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande (Laib et Barkat,

2011). Le tableau suivant regroupe les valeurs des IC50 des standards ainsi les extraits.

Tableau VII: Valeurs des IC50 de DPPH des standards et les extraits.

Extraits IC50 (µg / ml)

Salvia officinalis 33

Prasium majus 43

Rutine 16

Acide gallique 6

Les valeurs IC50 varient significativement de 6 à 43 µg/ml. L’extrait aqueux  de

Prasium majus présente une IC50 la plus élevée de 43 µg/ml, suivi de Salvia officinalis avec

33 µg/ml. En comparaissant avec les antioxydants standards, tous les extraits testés s’avèrent

moins actifs.
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III-3-1-3-Corrélation

Une relation a été établie entre la teneur en composés phénoliques des différents

extraits des plantes et leurs activités scavenging contre le radical DPPH, les résultats sont

montrés dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Indice de corrélation entre les composées phénoliques et leurs activités

scavenging du radical DPPH.

Composée phénoliques Coefficient de corrélation (r)

Phénols totaux 0,84

Flavonoïdes 0,57

Il existe une bonne corrélation linéaire forte (r = 0,84) entre la teneur en phénols

totaux et le pouvoir anti-radicalaire des différents extraits, et une corrélation moyenne pour

les flavonoïdes (r = 0,57). Cette activité est due majoritairement à la présence des phénols

totaux.

L’activité antioxydante proviendrait principalement des phénols totaux semblent être

des donateurs efficaces d'hydrogène au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale

idéale (Athamena et al., 2010). On suggère que l’activité des extraits ne dépend pas de la

richesse en flavonoïdes, mais de leur structure chimique. Plusieurs études ont établi des

relations entre les structures chimiques des flavonoïdes et leur capacité à piéger les radicaux

libres.

Rebai et ses collaborateurs (2009), ont étudié l’activité scavenging du radical DPPH

de trois types de flavonoïdes (kaempferol 3-O-isorhamninoside, rhamnocitrin-3-O

isorhamninoside et rhamnetin-3-O-isorhamninoside) isolés chez Rhamnus alaternus, ils ont

montré que la relation entre l’activité antioxydante et la structure des flavonoïdes dépend de

la substitution de groupement OH sur les différents cycles (A, B, et C).
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III-3-2-Réduction du radical-cation ABTS•+

Les résultats de test de l’activité scavenging du radical ABTS•+ des extraits et les

standards à 100 µg/ ml sont illustrés dans la figure suivante :

Figure 30 : Résultats de l’activité scavenging de radical ABTS•+des extraits aqueux et les

standards à 100 µg/ml
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Figure 31 : Effet scavenger du radical ABTS•+ des extraits aqueux et les standards à

différentes concentrations
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Tableau IX: Valeurs de l’IC50 de l’ABTS des standards et les extraits.

Extraits IC50 (µg / ml)

Salvia officinalis 11

Prasium majus 16

Rhamnus alaternus 52

Acide gallique 5

Quercétine 11

Le potentiel antioxydant le plus important est celui de l’acide gallique. Pour Salvia

officinalis, l’extrait a montré une bonne activité avec IC50 de 11 μg/ml, qui est supérieur à

celle de Prasium majus dont l’IC50 est 16 μg/ml. L’activité la plus faible a été exercée chez

Rhamnus alaternusen. En comparant à celle des standards, Salvia officinalis montre la même

activité de celle de la quercétine malgré la diminution de sa concentration.

III-3-2-3-Corrélation

Tableau X : Indice de corrélation entre les composées phénoliques et leurs activités

scavenging du radical  ABTS•+

Composée phénoliques Coefficient corrélation (r)

Phénols totaux 0,60

Flavonoïdes 0,16

D’après le tableau ci-dessus, on constate qu’il ya une très faible corrélation entre le

contenu en flavonoïdes  des extraits  et l’activité anti-radicalaire (r = 0,16), tandis que, une

moyenne corrélation est observée entre la teneur des extraits en phénols totaux et l’activité

anti-radicalaire (r = 0 ,60). Ces résultats obtenus sont liés directement à la diversité qualitative

des composés présents dans les extraits.

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et l'activité anti-oxydante est un

aspect intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques

répondent différemment dans l'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les

composés phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui

peuvent être présents dans un extrait (Athamena et al., 2010).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus

par leurs propriétés thérapeutiques.

Notre travail qui est une contribution à l’étude de la phytochimie et l’activité anti-

radicalaire des extraits de feuilles de quatre plantes, nous a permis de comprendre que le

domaine des plantes demeure encore un domaine valable de recherche scientifique.

Le dosage des composés phénoliques contenus dans les quatre extraits aqueux a révélé

des teneurs considérables en polyphénols avec des quantités appréciables en flavonoïdes.

L’étude de l’activité anti-radicalaire par la méthode de DPPH  et l’ABTS•+ a confirmé

les propriétés puissantes que possèdent les composés phénoliques à piéger les radicaux libres.

Suivant les résultats qu’on a obtenus expérimentalement, nous pouvons prédire que ces

composés sont plutôt des agents antioxydants.

Les résultats du test au DPPH ont révélé que les extraits du Salvia officinalis et

Prasium majus présentent des activités anti-radicalaires très importantes de 91,07%, 89,47% ;

tandis que, le test d’ABTS•+ montre une bonne activité  anti-radicalaire pour Salvia officinalis

99,76%, Prasium majus 99,90% et Rhamnus alaternus 96,33%. Ces résultats obtenus sont liés

directement à la diversité quantitative et/ou qualitative des composés présents dans ces

extraits.

Cette étude  montre que les feuilles des plantes étudiées peuvent être considérées

comme une source d’antioxydants naturels pour l’utilisation médicinale.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution à la

valorisation de la médicine traditionnelle pour parvenir à mettre à la disposition de la

population des médicaments à base de plantes médicinales efficaces et accessibles. Des essais

complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en

évidence.
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Annexe

I

Annexe 1

La courbe d’étalonnage avec l’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Annexe 2
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Glossaire

II

Glossaire

Termes botaniques

 Aiguillons : Piquant qui adhère à l'écorce. Il ne faut pas confondre les aiguillons avec

les épines ; l'aiguillon ne tient qu'à l'épiderme ; l'épine se continue intérieurement avec

le corps ligneux de la tige.

 Arbuste : Il désigne une plante ligneuse d’une taille inférieure à 7 m à tige

individualisé et à tronc marqué. Le terme arbuste est souvent considéré comme un

synonyme d’arbrisseau (atteint 3 ou 4 m), mais il s’en distingue par la présence d’un

tronc  bien diversifié. Lorsqu’on a affaire à une plante ligneuse d’une taille inférieure à

50 cm, souvent rampante, on parle de sous-arbrisseau.

 Baie : Fruit charnu à pépins.

 Caduc : Se dit d’un organe, notamment les feuilles, se détachant et tombant chaque

année.

 Calice : enveloppe extérieur des fleurs.

 Coriaces : vivace, la plante qui résiste.

 Dressées : La plane qui se  mettre droit.

 Epi : Inflorescence (groupe de fleurs) indéfinie simple, effilée et généralement

dressée, formée par des fleurs sessiles ou subsessiles très voisines échelonnées autour

d'un même axe central et directement fixés sans pédicelles ou avec un pédicelle très

court.

 Folioles : du latin foliolum, « petite feuille », est une pièce foliaire constituant une des

parties du limbe d'une feuille composée. Une foliole a la même structure qu'un limbe.

 Glabre : qualifie une plante ou un organe ne portant pas de poils, de cils, de soies, etc.

 Grappes : Ensemble de fleurs ou de fruits qui poussent sur une même tige.

 Herbacées : Qui est de la nature de l’herbe. Se dit d’une plante non ligneuse (dont la

tige n’a pas la consistance du bois).

 Lancéolées : Une feuille lancéolée est de quatre à neuf fois plus longue que large et sa

plus grande largeur se situe vers le milieu ou légèrement en dessous.

 Obtus : Se dit d'un angle qui a entre 90 et 180 degrés.

 Stipule : du latin stipula, petite tige, appendice membraneux ou foliacé, ou écaille

situé à la base du pétiole foliaire et en général présent par paire

.



Glossaire

III

Termes médicaux

 Cicatrisante : favorisant la cicatrisation, la fermeture d'une plaie.

 Fébrifuge : Qui a la propriété de combattre la fièvre.

 Jaunisse : Affection hépatique qui se traduit par une coloration jaune de la peau.

 L’athérosclérose : L'athérosclérose est une forme d'artériosclérose, dans laquelle des

plaques d'athérome se forment au niveau de la couche interne (l'intima) des artères.

 L’ischémie cardiaque : l'ischémie myocardique est due à un déséquilibre entre les

apports et les besoins en oxygène du myocarde.

 Phytothérapie : La phytothérapie (phyto, plante) désigne la médecine fondée sur les

extraits de plantes et les principes actifs naturels.

 Spasmodiques : Défini cliniquement comme une dyspnée (ou difficulté à respirer).

 Tonique : Se dit d’une substance accroissant la viabilité de l’individu en augmentant

la tonicité et l’énergie des organes.Qui fortifie et stimule les forces de l’organisme.

 Vulnéraire : Qualifie des remèdes considérés comme plus particulièrement propres à

guérir les plaies.
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