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Glossaire botanique

Actinomor phes : une fleur actinomorphe se dit d'une fleur a symétrie axiale, comme les
anémones de mérou qualifient une fleur dont les pieces sont disposées de maniére symétrique
par apport ason axe.

Cosmopolite : On dit qu’ une espéce est cosmopolite quand sa répartition, sur notre planéte,

est trés vaste, pratiquement mondiale.

Dicotylédones : est une plante angiosperme dont la graine dispose, comme son nom I’indique,
de deux cotylédons. ils sont aussi reconnaissables aux caractéristiques de leurs feuilles ,de
leurs racine ,et a la présence ,chez les formes ligneuses, d'une assise géenératrice (le
cambium),qui permet la croissance en largeur de leur tronc.les feuilles ,quand a elles
,Jpossédent en générale un pétiole et des nervures réticulées , contrairement a celles des
monocotylédones ,qui sont paraléeles entre elles. leur racine, enfin, est le plus souvent

pivotante et no fasciculée, comme ¢’ est souvent |e cas chez |es monocotyl édones

L’ androceée : ensemble des étamines d’ une fleur, disposées soit en spirale soit en un ou deux

verticilles

Etamines: est l'organe male de lareproductionchez lesvégétaux supérieurs
ou angiospermes. Elle se compose d'un filet et d'une anthére au sommet, portant elle-méme

les loges qui produisent et contiennent le pollen. L'ensemble des étamines forme |'androcée

Hermaphrodites: un organisme qui possede a la fois les organes reproducteurs males et
femelles. Caractérisant les plantes portant des fleurs avec les organes des deux sexes
(étamines et pistil).

Hyoscyamine: est un alcaloide présent dans diverses plantes de la famille des Solanacées,
notamment chez les Solanacées vireuses comme la belladone, lajusguiame, |ladaturaou
lamandragore. L'hyoscyamine est I'ester de I'acide tropique gauche et du a-tropanol (tropine).
Cest lisomerelévogyrede Il'atropine.  Comme cette derniere, e€elle a des
effets parasympathicolytiques (C'est-a-dire  qui  sopposent a l'action du systeme
nerveux parasympathique) se traduisant par une tachycardie, une mydriase, une diminution

des sécrétions (salive, sueur) et un ralentissement du transit intestinal.



Zygomor phes : Zygomorphe qualifie une fleur dont la symétrie des piéces floraes passe par
un plan vertical et non par un axe, voire méme sans aucune symeétrie du tout. La zygomorphie
est la caractéristique d'une fleur qui présente une symétrie bilatérale.

Scopolamine: est un acaloide tropanique présent chez les solanacées vireuses, proche de
I'atropine . Elle est particulierement abondante chez le daturaet le brugmansia, notamment

dansles graines, ainsi que dans les feuilles de duboisia.

Solanacées: sont unefamillede plantesdicotylédones (Magnoliopsida) appartenant a
I'ordre des Solanales®, dont le nom vient du genre Solanum. Ce sont des plantes herbacées,

desarbustes, des arbres ou des lianes avec des feuilles alternes, ssimples et sans stipules.

Solanum : Le genre Solanum (lesmorelles) a donné son nom (dont |'éymologie, peut-étre
dérivée du verbe « soulager » en latin, reste incertaine) a lafamille des Solanacées, dont il est

['un des principaux représentants.
Solanales: c'est I’ ordre des plantes afleurs, regroupe les plantes dicotylédones.

Zygomor phe: qualifie une fleur dont la symétrie des pieces florales passe par un plan
vertical et non par un axe, voire méme sans aucune symétrie du tout. La zygomorphie est la

caractéristique d'une fleur qui présente une symétrie bilatérale



Glossaire médical

Antispasmodique: c'est des médicaments qui aident a traiter les spasmes musculaires. |l

sagit de calmer ou de neutraliser des contractions involontaires des muscles.

atropine: est unalcaoide tropaniqueprésent dans diverses plantes de la famille
dessolanaceae, comme labelladone, ledatura, lajusquiameet la mandragore,

(des solanacées dites vireuses).

Lesentérites: est uneinflammation de la mugueuse (couche de cellules recouvrant I'intérieur

des organes en contact avec |'air)

Lesentérocolites: inflammation des muqueuses de |'intestin gréle et du cdlon (gros intestin,
précédant le rectum). Associée a : la maadie de Crohn, rectocolite hémorragique, colite
pseudomembraneuse, colopathie, iléite, entérocolite

Chéation : est un processus physico-chimique au cours duquel est formé un complexe, le
chélate, entre un ligand, dit chéateur (ou chéatant), et un cation (ou atome) métallique, alors

complexé, dit chélaté

M édicament anti-cholinergique : Un médicament anti cholinergique inhibe (réduit) I'action
de I'acétylcholine qui est un neurotransmetteur qui intervient dans le cerveau et le systeme

nerveux parasympathique

Sédatif : est un médicament qui calme I'anxiété et latension nerveuse, apaise les douleurs et

aide & dormir en cas d'insomnie

Parasympatholytique: On dit d'une substance qu'elle est parasympatholytique lorsqu'elle
empéche le fonctionnement normal du systeme nerveux parasympathique. Ce systeme est
celui qui régule, avec le systéme sympathique, e fonctionnement des organes qui ne sont pas
placés sous le contréle de la volonté (ceeur, intestins, foie, etc.). L'atropine, par exemple, est
un parasympatholytique utilisé pour ses propriétés antispasmodiques. Puisgu'elle bloque

le systeme parasympathique, €lle permet entre autres de soulager les crampes d'estomac.



Pathogeénie :(en grec, pathos: "maladie’, et genesis: "origine, création") désigne le ou les
processus responsable(s) du déclenchement et du développement d'une maladie donnée. On
I'utilise aussi pour désigner les événements ayant conduit a |'apparition d'une maladie et le

déroulement de cette derniére
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Introduction

Les plantes médicinales occupent actuellement un rang trés important dans différents
domaines (pharmaceutigue, alimentaire, cosmétique, thérapeutique) (Djeridane et al., 2006).

Les propriétés thérapeutiques des plantes médicinales sont dues a la présence de
composes naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires. Ces derniers font I'objet de
nombreuses recherches basées sur les cultures de tissus végétaux in vivo et in vitro (Vauzour
et al., 2010). Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui sont largement réputés
pour leurs excellentes propriétés antioxydantes naturelles dues a la présence des substituants
d'hydroxyles et leurs structures aromatiques, pour la prévention contre le cancer, les maladies

cardiovasculaires, et inflammatoires (Gee et Johnson 2001).

Les antioxydants jouent un rdle important pour la santé puisquils sont capables de
réduire ou de neutraliser les dommages causés par les radicaux libres dans I'organisme ; ces
radicaux libres sont notamment responsables de I'oxydation des cellules, de I'ADN, des
protéines et des lipides, qui est a la base du processus de vieillissement, et de pathogénie de
plusieurs maladies (Saha et al., 2008).

Hyoscyamus albus fait partie de la famille des solanacées connues pour leur richesse en
composés toxiques (I’ atropine, la scopolamine et I'hyoscyamine) (Goullé et al., 2004), cette
plante posséde des propriétés analgésiques, antipyrétiques et parasympathol ytique (Behouda
et al, 2014).

Pulicaria odora est une plante traditionnellement utilisée pour ses propriétés anti-
inflammatoires (Ezoubeiri et al., 2005), pour I’'activité antibactérienne de ses huiles

essentielles (Hanbali et al., 2005) et pour ses composes phénoliques (Ezoubeiri et al., 2005).

Le présent travail a pour but d’étudier I’ effet du solvant, le temps et les températures
d’ extraction des composées phénoliques a partir de deux plantes médicinales (Pulicaria odora
et Hhyoscyamus albus) récoltées au niveau de la région de Begjaia, et de tester leur activité

antioxydante. Pour ce fait , nous avons scindé notre mémoire en deux parties :




Introduction

« Une synthese bibliographique qui comporte des géenéralités surles deux plantes
meédicinales, les composés phénoliques, et leurs activités antioxydantes.
% Une éude expé&rimentale qui consiste en :
v" Une extraction a différents temps, températures et concentrations du solvant
des composes phénoliques a partir des feuilles des deux plantes étudiés.
v Un dosage des polyphénols totaux et flavonoides.
v" Une évaluation des activités antioxydantes par trois tests: DPPH, pouvoir
réducteur et I’ ABTS.

)




C ﬁapitre I Composés phénoligues et activité antioxydant

|.1. Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d'un
cycle aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (Kim et al., 2003). IIs sont
présents partout dans les racines, tiges, feuilles, fleurs de tous les végétaux (Middleton et
al., 2000), ils correspondent a une tres large gamme de structures chimiques et sont
caractérisés par une répartition qualitative et quantitative trés inégale selon les espéces

considérées mais aussi les organes, lestissus et les stades physiologiques ( Macheix, 1996).

|.2. Classification des polyphénols
Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres
fonctions (alcooliques, carboxyles...). llIs peuvent étres regroupés en plusieurs classes dont la
plupart ont des représentants chez de nombreux végétaux. Les premiers criteres de distinction
entre ces classes concernent le nombre d’ atomes de carbone constitutifs et |a structure de base
du squelette carboné (Tableau | ; figures 1,2 et 3) (Macheix, 1996).

Tableau | : Classification des composés phénoliques (Macheix, 1996).

Nombre d’atomes de carbones | Structure Classe

6 Ce Phénols simples

7 Ce-C1 Acide Hydroxybenzoliques

9 Cs-Cs Acide Hydroxycinnamiques, Coumarines
10 Ces-Cs Naphthoquinones

13 C6-C1-Cs Xanthones

15 Ces-C3-Cs Flavonoides, isoflavonoides

n (Ce-C3) n Lignines

n (Cis)n Tannins
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Figure N°1: Structure des phénols simples (Vermerris et Nicholson, 2006).

(]
I
= I 9 3 I
oM Flavone
&)

o
Flavonol \- / Isoflavona

or I O

Anthocyanidin Flavan-3-ol

o
Flavanone

Figure N°2 : Structure générale des flavonoides (Crozier et al., 2006).
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HO UH
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Tannins condensés Tannins hydrolysables

HO

Figure N°3: Structure des tannins (Vermerris et Nicholson, 2006).

|.3. Rble des polyphénols

Le r6le des composés phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspects de la
vie de la plante et dans I’ utilisation que fait I’homme des végétaux. ils peuvent en effet
intervenir :

v' Dans certains aspects de la physiologie de la plante ( régulation de la croissance,
interactions moleculaires avec certains microorgani smes Symbiotiques ou parasites...) ;

v' Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique
(relations avec les bacteries, les champignons, les insectes, resistance aux UV), soit
directement dans la nature soit lors de la conservation apres récolte de certains
VEgétaux ;

v' Dans les critetres de qualite (couleur, astringence, amertume, qualités
nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'homme dans sa consommation des
organes veégetaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en derivent par
transformation ;

v' Dans les variations de certaines caracteristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentés...) pendant
lesquel's apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produit fini (Macheix et al., 2005) ;

v lls renforcent nos défenses naturelles contre le stresse oxydant et préviendraient ainsi
les divers maladies chroniques, telles que cancer, et les maladies cardiovasculaires.
L’ effet protecteur des fruits et des légumes et sans doute tres lié a la présence de tres

nombreux polyphénols dans ces aliments (Gee et Johnson, 2001).
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|.4. Méthodes d’ extraction des polyphénols

L'extraction est une étape importante dans |a purification des substances actives des
matieres végétales. Le but du processus d'extraction est de prévoir un rendement élevé de ces
substances ainsi qu’ une bonne activité antioxydant des extraits (Spigno et al., 2007 ).

Il existe plusieurs techniques pour récupérer les antioxydants des plantes telles que:
I’ extraction par soxhlet, macération, (Turkman et al., 2006), |’extraction par micro-ondes,
ultrasons et fluides supercritiques, parmi lesquelles I’ extraction par solvants solide-liquide et
liquide-liquide sont les plus employées et les plus fiables (Chirinos et al., 2007 ; Banik et
Pandey, 2008). L'efficacité de I'extraction par solvants est influencée par beaucoup de facteurs
tels que le type du solvant, nombre d’ étapes d extraction, la concentration du solvant, le
temps, latempérature, le pH, le ration solide-liquide et la granulométrie (Cacace et Mazza,
2003).

L’extraction par solvant est une technique fréquemment utilisée pour isoler les
composes antioxydants des plantes. Cependant, les résultats des activités antioxydantes de la
matiere végétale sont fortement dépendant de la nature du solvant d’ extraction ; qui peut étre
dGe a la présence de différents composés antioxydants, avec des caractéristiques chimiques et
des polarités variables qui peuvent étre solubles ou pas dans un solvant particulier (Sultana
et al., 2009).

[.5. Activité antioxydant
1.5.1. Radicaux libres

Un radical libre est toute espéce qui contient un ou plusieurs éectrons non appariés
(Halliwell et Gutteridge, 2006). Un électron non apparié est celui qui occupe une orbitale
atomique ou moléculaire par elleeméme. De part sa structure particuliere, il a tendance a

attirer les électrons d autres atomes et molécules pour gagner une stabilité (Halliwell, 1999).

Parce que les radicaux libres peuvent également causer des dommages cellulaires,
plusieurs moyens de défense ont évolué pour protéger nos cellules contre les radicaux et pour
réparer lesdommages de I’ ADN (Hussain et al., 2003).

]
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|.5.2. Antioxydants

IIs sont définis par Velioglu et al., (1999) comme « des composés qui inhibent ou
retardent I’oxydation d'autres molécules, en inhibant I'initiation ou la propagation des
réaction en chaine de I’ oxydation». Ils peuvent étre classés en deux grandes catégories, les

antioxydants naturels et synthétiques :
a) Antioxydants synthétiques

En général, les antioxydants synthétiques sont des composés avec des structures
phénoliques de divers degrés de substitution alkylique, on cite parmi les antioxydants
synthétiques: I'hydroxyanisole butylé (BHA) et I'hydroxytoluene butylé (BHT). Des
restrictions a l'utilisation de ces composes, cependant, sont imposées en raison de leur

cancérogenicité (Velioglu et al., 1999).

b) Antioxydantsnaturels

Les antioxydants naturels peuvent étre des composés phénoliques tels que (les
tocophérals, les flavonoides, et les acides phénoliques), composés azotés (alcaloides, dérivés
de chlorophylle, acides aminés, et amines), ou bien les caroténoides et I'acide ascorbique
(Velioglu et al., (1999).

1.5.3. Mécanismesd’action des antioxydants
Les mécanismes d’ action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’ oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’'addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2003).

Les polyphénols possedent des propriétés antioxydants et sont capables de piéger les
radicaux libres générés en permanences par notre organisme ou formés en réponse a des
agressions de notre environnement (cigarette, polluants, infection) tel que O, (superoxide
anion), HO", (perhydroxy radical), H,O, (hydrogéne peroxyde), OH (hydroxyle radical), RO’
(alkoxyl radical), ROO" (peroxyl radical), O (singlet oxygéne) (Middleton et al., 2000).

Les flavonoides ont la capacité de piéger les radicaux libres formés dans divers
circonstances tels que : le cas d anoxie (absence d’ O,) qui engendre la production de |’ anion
superoxyde (O%,), et en cas dinflammation qui correspond a la production d'anions
superoxydes par la NADPH-oxydase chez les leucocytes activeés ou bien par dismutation et on
va également obtenir le radical hydroxyde (OH") (Bruneton, 2009).

y
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[1.1. Généralités sur lafamille des Asteracées

La famille des Asteraceés (Composees) de la figure N°4, est une importante famille de
plantes dicotylédones qui comprend pres de 1500 genres et plus de 25000 espéeces.

C'est des plantes herbacées, arbustes, et parfois des arbres ou plantes grimpantes et
guelques fois, plantes charnues. Les feuilles sont alternes, opposées ou verticillées, simples
parfois lobées ou découpées; les fleurs sont hermaphrodites, ou unisexuées, parfois stériles,

actinomorphes ou zygomorphes (Walters et al., 2002).

Acanthium onopordum Cirsium Bellis perennis

Figure N°4: Photos de quel ques plantes de lafamille des Asteracées (Tela botanica,2011)

[1.2. Généralitéssur Pulicaria odora

[1.2.1. Description et répartition

Pulicaria odora est une plante herbacée vivace parfumée avec des fleurs jaunes
(Bellakhdar, 1997), simple ou fameuse au sommet, velue, a tige dressée de 30-60cm, des
feuilles pubescentes, laineuses en dessous, entieres ou obscurément denticulées. Cette plante

se retrouve dans les régions méditerranéennes (Tela Botanica, 2011).

I1.2.2. Classification botanique
La classification de la plante Pulicaria odora est présentée dans le tableau |1 :




C ﬁapitre Il Généralités sur les deux plantes

Tableau I1: Classification de Pulicaria odora (Cronquist, 1981).

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Pulicaria
Espece Pulicaria odora

11.2.3. Principales utilisations de Pulicaria odora

Pulicaria odora est une plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle
pour traiter douleurs dorsales, troubles intestinaux et les crampes menstruelles. Elle est
également un congtituant du remede traditionnel appelé " Mssakhen ", qui est donnée aux
femmes apres |’accouchement. Elle est considérée comme une épice appréciée pour sa
saveur, qui est utilisé pour le pain et la viande. Les racines de cette plante sont encore

utilisées pour leurs propriétés anti-inflammatoires (Ezoubeiri et al., 2005).

I1.3. Généralités sur lafamille des solanacées

Lafamille des Solanacées est cosmopolite comprend 102 genres avec 2460 espéeces dans
le monde. Les plantes de cette famille sont bien connues comme une source naturelle
d'alcaloides tropan y compris hyoscyamine, scopolamine et |'atropine et sont cultivées pour
leur importance médicinale, qui va parfois de I'utile en médecine au poison mortel (Satil et
al., 2015).

Cette famille a une importance économique énorme, car elle comporte quel ques especes
comestibles majeures, des espéces alimentaires telles que : lapomme de terre, latomate et des
plantes a usage médicinal : Belladone (Atropa belladona L.), Jusquiame (Hyoscyamus albus,
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H niger...), et le fameux Tabac... Etc. Ces derniéres sont surtout connues pour leur toxicité
(Olmstead and Bohs, 2007).

11.3.1. Description et répartition

Les solanacées sont une famille de plantes dicotylédones appartenant a l'ordre des
Solanales figure N°5, dont le nom vient du genre Solanum (Olmstead et al., 1999). Linné
nommait les plantes de cette famille les «blémes», les «tristes» car les feuilles ont plutét un
aspect tombant avec des couleurs assez ternes. Elles présentent quel ques caractéres communs:
ce sont essentiellement des herbes, bien représentées dans les zones tempérées et froides,
I'ovaire présente un caractére peu évolué, apparition de la zygomorphe, I'androcée est réduit

souvent a quatre étamines (Goullé et al., 2004).

Cest en Amérique du Sud et en Amérique centrale que I'on rencontre le plus grand
nombre d'espéces (Olmstead et Bohs, 2007).

Datura Jusgquiame Belladone

Figure N°5 : Photos de quelques plantes de lafamille des solanacées (Tela botanica, 2011)

I1.4. Description delajusquiame blanche (Hyoscyamus albus)

Les jusquiames sont des plantes appartenant au genre Hyoscyamus et a la famille des
Solanacées. On cite: |a jusquiame blanche (Hyoscyamus albus L.), qui pousse sur e pourtour
du bassin méditerranéen. Le nom de la plante signifie en grec "féve de porc"(Tela botanica
2011), en berbéere elle signifie "Tesker" et en arabe "Bou narjuf" (Hammiche et al., 2013).

La jusguiame blanche est une variété annuelle ou bisannuelle, qui mesure de 30 290 cm
de hauteur, a port dressé, a des feuilles plus petites que la jusquiame noire (5 a 10 cm de

Long), elles sont larges, ovales, collantes et de couleur vert clair. Au printemps, la floraison,
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donne des fleurs de 3 cm de long, bilabiées, irrégulierement lobées, capsule peu renflée a la
base, de couleur verte péle veinées de violet, en forme de cloche de 2 & 3 cm a étamines
(Goullé et al., 2004).

Son odeur est vireuse nauseéabonde et presque aussi forte que la jusgquiame noire. La
saveur de ses feuilles sont herbacée et trés peux acre. La jusguiame blanche ne fleurit qu’en
été et ne vit qu' une année (Gautier, 2008). Elle est utilisée comme source d’ hyoscyamine
figure N°6, qui est un médicament anti-cholinergique important d'origine végétale (Tamari et
al., 2014).

HsC —N
OH

@)

Figure N°6 : Structure chimique de I’ hyoscyamine (Goullé et al., 2004).

11.4.1. Effet toxique

Dans la Grece antique, la jusquiame blanche était bien connue pour produire des
altérations dramatiques de la conscience. D’ autres rapports mentionnent une sorte de folie
divine, des vertiges, hallucinations, délire ... (Sabat, 1957).

11.4.2. Laclassification del’Hyoscyamus albus

Laclassification de la plante Hyoscyamus albus L. est présentée dansle tableau 111 :
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Tableau |11 : Classification d Hyoscyamus albus (Cronquist, 1981).

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Solanales

Famille Solanacées
Genre Hyoscyamus
Espece Hyoscyamus albus

11.4.3. Usage thérapeutique d’Hyoscyamus albus

Malgré une toxicité reconnue, cette plante présente quelques propriétés et effets

thérapeutiques :

Pour calmer les douleurs en cas d'ophtalmie. Hyoscyamus albus est appliquée comme
sedatif  parasympatholytique et nerveux (Benhouda et Yahia, 2014). Elle a surtout des
propriétés sédatives, On I’ utilise comme antispasmodique contre les spasmes de |’ estomac, la
maladie de Parkinson, les entérites, les entérocolites, les douleurs de la vessie, etc. Elle figure
parmi les substances les plus toxigues, d'ou une surveillance médicale indispensable pendant
I'utilisation éventuelle de cette plante (Lieutaghi, 2016).
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[11.1. Matériel végétal

Les échantillons de Pulicaria odora ont é&é récoltés dans la région d’ Ain-skhoune en
2011, Tandis que pour Hyoscyamus albus , elle a été cueillie en 2014 a Toudja figure N°7.
Les deux régions se situent danslawilaya de Bejaia.

Pulicaria odora Hyoscyamus albus

Figure N°7 : Photos des deux plantes étudiées

[11.2. Traitement des échantillons

Les tiges et les racines des échantillons de Pulicaria odora et Hyoscyamus albus sont
enlevées, les feuilles sont bien nettoyées par I'eau douce afin d’éiminer toutes matiéres
étrangéres suspendues. Aprés séchage & I'étuve & 40°C, les feuilles sont coupées en petits
morceaux, broyées en fine poudre puis tamisées pour obtenir une poudre de granulométrie
inférieure a2 200 um. Les poudres sont mises dans des flacons opaques.

[11.3. Extraction

Les extraits de Pulicaria odora et Hyoscyamus albus ont été préparés selon la méthode
de (Tawaha et al., 2007), par une optimisation en fonction du temps, température et
concentration du solvant et la nature du solvant. 0,250g de poudre de chague espece est
introduit dans des tubes a contenants 10ml de chague solvant utilisés: éthanol,
méthanol et acétone a des concentrations différentes (50% ,80% ,100%), pendants des temps

E
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différents (2h ,4h, 6h) et a des températures différentes (30°C, 50°C, 70°C) dans un bain
marin agitateur. L’ensemble des extraits ont subi une centrifugation a 6000 rpm pendant 5
mn. Les surnagents ont éé récupérés et mis dans des tubes a hémolyses. Au total 162

échantillons ont été utilisés pour les dosages et |es activités étudi ées.

111.3.1 Dosage des polyphénols

» Principe

La méthode utilisée pour le dosage des polyphénols totaux est celle au Folin-Ciocalteu.
Ce réactif est congtitué par un mélange d acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’ acide
phosphomolybdique (HsPM012040). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleus de tungsténe(WsO,3) et de molybdéne (MogO.s), la coloration
produite présente un maximum d’ absorption aux environs de 720-750nm, dont I’ intensité est

proportionnelle ala quantité des composeés phénoliques (Ribéreau-Gayon, 1968).

> Modeopératoire

Le dosage des composes phénoliques totaux a été effectué par la méthode deécrite par
Skerget et al., (2004) avec le réactif de Folin-Ciocateu: 0,5 ml d extrait dilué, 2,5 ml de
Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois avec de I'eau), on a gouté 2 ml de NaCOsz (75 g / ).
L'échantillon a été incubé pendant 5 min 250 ° C. Un témoin a été préparé en substituant
I’extrait par le solvant d’ extraction. L’ absorbance a été mesurée a 760 nm. Les résultats sont
exprimés en equivalent milligramme dacide gallique par gramme de poudre (courbe

d’ étalonnage annexe 1).

111.3.2. Dosage des flavonoides

> Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre, en positon 5, susceptible de
donner, en présence de chlorure d’ aluminium, un complexe jaunétre par chélation des ions
Al*3. La coloration jaune produite est proportionnelle & la quantité de flavonoides présents

dans |’ extrait (Ribéreau-Gayon, 1968).

» Mode opératoire
Laméthode au trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier

les flavonoides dans les extraits. A 1 ml d’ échantillon ou standard (préparés dans le méthanol)
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est giouté 1 ml de la solution d’ AICI3 (2% dans le méthanol). Apres 10 minutes d’incubation,
I’ absorbance est mesurée a 430 nm.  Les résultats sont exprimeés en équivaent milligramme

de quercétine par gramme de poudre(courbe d’ étalonnage annexel) .

[11.4. Détermination de |’ activité antioxydant
I11.4.1. Effet scavenger du radical DPPH

> Principe

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,o-diphenyl-B-picrylhydrazyle)
fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques (Brand-williams et al., 1995). || posséde un électron
non apparié sur un atome du pont d azote (Figure N°8). Du fait de cette délocalisation, les
molécules du radical ne forment pas des dimeres, i.e. DPPHe reste dans sa forme monomeére
relativement stable a température ombiante. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue
bien caractéristique de la solution de DPPHe.

La mesure de I'efficacité d'un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par

spectrophotométrie a 515-518 nm.

Q.N
il o

NO,

Figure N°8 : Structure chimique du radical libre DPPH (Brand williams, 1995)

» Mode opératoire

La solution de DPPH a 63.4 mM (25 mg dans 100 ml de méthanol 90%) est préparée a
I’avance. Chaque compose phénolique a été dissous dans une solution de 70% éthanol-30%
eau distillée. Des volumes de 0.1 ml de la solution atester ont é&é méanges avec 3.9 ml de la

solution du DPPH. Le mélange réactionnel est agité vigoureusement pendant 10 secondes, on
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I’incube pendant 30 min al’ abris de lalumiere, puis on mesure les absorbances a 515 nm par
un spectrophotométre UV-9200 figure N°9. L’acide ascorbique est utilisé comme standard
pour la courbe d’ éalonnage (Annexe 1) (Popovici et al., 2009).

Figure N°9 : Réaction d'un antioxydant avec le radical DPPH (Talbi et al., 2015)

Le pourcentage d’ inhibition du radical DPPH est calculé en utilisant la formule suivante :

% d’inhibition du DPPH = [(At — Ae) / At]. 100

Ou
At: Absorbance du témoin

Ae: Absorbance de |’ échantillon

[11.4.2 Calculedes|Csy

L’ 1C50 est la concentration de |’ échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % du radical
DPPH, les ICsp sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés,
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées et les

standards (Annexel).
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[11.4.3. Pouvoir réducteur

> Principe

Les substances, qui ont le potentiel de réduction, réagissent avec du ferricyanure de
potassium (Fe**) pour former le ferrocyanure de potassium (Fe2 +), avec lequel réagit alors le
chlorure ferrique pour former le complexe ferreux ferrique qui a un maximum d'absorption a
700 nm (Oyaizu, 1986).

» Modeopératoire

La méthode décrite par (Oyaizu, 1986). 1 ml de méthanol a été mélangé avec un tampon
phosphate (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) et ferrocyanure de potassium (2,5 ml, 1 %). Le mélange a
été mis en incubation a 50 ° C pendant 20 min. Une portion (2,5 ml) d'acide trichloracétique
(10 %) a été agoutée au mélange qui a ensuite été centrifugée a 3000 Rpm/10min. Le
surnageant (2,5 ml) a été mélange avec de I'eau distillée (2,5 ml) et du FeCI3 (0,5 ml, 0,1 %)

et |'absorbance a été mesurée a 700 nm.

Les résultats sont exprimés en équivalent milligramme d'acide ascorbique par gramme

de poudre (Annexe ).

I11.4.4. Mesuredel’activité scavenger du radical ABTS

> Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cation ABTS®,
(sel d’ammonium de I’ acide 2,2’ -azinobis3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le radical est
formeé par oxydation de I’ABTS bleu vert avec différents composés. Le compose a tester est
ajouté au radical préformé, |’ absorbance résiduelle du radical ABTS®" est mesurée a 734 nm
apres 1, 4 ou 6 minute(s).

Le radical ABTS®" est formé par arrachement d’un électron (e-) & un atome d’ azote de
I’ABTS. En présence d’ un antioxydant donneur de H®, le radicale d’ azote concerné piége un
H°®, conduisant &I’ ABTSH", ce qui entraine la décoloration de la solution (Re et al., 1998).

» Mode opératoire
Selon (Rice-Evans et al., 1997) aune solution d ABTS dans |’ eau (Sigma Aldrich) 7 mM

est gjoutée une solution de persulfate de potassium (Sigma Aldrich) a 2,45 mM pour obtenir
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une concentration finale de 3,5 mM. Le mélange est agité une nuit dans le noir a température
ambiante pour former le radical cation ABTS"". Avant utilisation, la solution est diluée pour
obtenir une absorbance voisine de 0,70 a 734 nm atempérature ambiante. En effet, laréaction
est toujours incompléte, elle commence immédiatement mais ne se stabilise qu’ apres 12
heures au minimum.

La solution obtenue est stable lorsgu’elle est conservée a I'abri de la lumiére et a
température ambiante.

L’ activité antioxydante est mesurée par addition de 20ul de chaque extrait dilué a partir
de 5 concentrations avec une solution diluée de radica ABTS®" (2 ml). L’ absorbance est

mesurée a 734 nm apres 5 minutes d’ incubation a |’ obscurité.

Expression desrésultats

L’ activité des composés est exprimée en milligramme équivaent d’ acide ascorbique par
gramme de poudre (mg EAA/g de poudre (Annexe 1).

Les pourcentages d' inhibitions (PI) en appliquant laformule suivante :

Pl (%) = [(A1 —Ag)/Aq] x100

Ou:
A+ absorbance du témoin (blanc)
Ag: absorbance de I’ extrait aprés 5 minutes de contact al’ obscurité avec I’ antioxydant

Dans cette méthode, |a capacité antioxydante est exprimée en mg EAA/g de poudre

[11.5. Etude statistique

Les résultats rapportés sur les activités antioxydante des extraits des deux plantes
étudiées sont exprimeés par les moyennes plus ou moins les écarts types standards des trois
mesures. Pour la comparaison des résultats obtenus, une ANOVA est réalisé a I’aide d’un
logiciel (STATISTICA 5,5) et le degré de signification des données est pris a la probabilité
(P <0.05).
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Dans notre travail nous avons étudié la teneur en composés phénoliques, les flavonoides,
DPPH et pouvoir réducteur de 162 extraits des deux plantes Pulicaria odora et Hyoscymus
albus.

IV.1. Dosage des polyphénolstotaux

La teneur en composeés phénoliques de chaque extrait des deux plantes a éé calculée a
partir de la courbe d’ étalonnage et exprimée en milligrammes équivaent d acide gallique par
gramme de poudre. On remarque d’ aprés tous nos résultats, que les teneurs en ces composés

varient selon lanature du solvant, temps et température.

a. Pulicaria odora
» Solvant 100%
Selon lafigure N°10, on remarque qu’a 50°C et 70°C augmentation progressive avec le
temps (méthanol). L’ analyse statistique a montré qu’il existe des différences significatives a

p<0,05 entre les extraits sauf pour extrait acétonique et méthanolique a30°c /2h et 4h.
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Figure N°10 : Teneurs en composes phénoliques de |’ extrait de Pulicaria odora .

> Solvant 80%

Sdlon la figure N°11, on remarque gue la teneur de I’ extrait acétonique a 30 ,50 et 70°C
augmente avec |’augmentation du temps et & 70°C/6h donne une meilleur teneur avec une
concentration de 35,93+0,32 mg EAG/g de poudre suivie par le méthanol a 50°C /6h
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(34,59+£0.24 mg EAG/g de poudre), alors que le restes des extraits ont des concentrations

variables.

Comme le montre clairement le graphe, il n’existe pas de différences significatives (p<
0,05) entre I’ éthanol 70°C/2h, I’ acétone 30°C/6h et le méthanol 70°C/6h .acétone 30°C/4h,

50°C/2h et 70°C /4h, méthanol 30°C/2h et 4h.
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Figure N°11 : Teneurs en composeés phénoliques de I’ extrait de Pulicaria odora .

» Solvant 50%

D’ apres les résultats (figure N°12), on constate que le méthanol 50°C/2h donne une

meilleure teneur en polyphénols, avec une valeur de 270,58 + 0,02mg EAG/g de poudre,

suivie par le méthanol a 30°C/2h avec une teneur de 195,68 +0,63 mg EAG/g de poudre,

I’acétone a des teneurs variables aors que I'éthanol n'est pas considéré comme un bon

solvant d’ extraction.

Les résultats représentés dans le graphe montrent qu’il existe une différence significative

entre la concentration en polyphénols pour les extraits méthanoliques , tandis que pour

I’ extrait

significatives, il en est de méme pour |’ éhanol.

acétonique a 30°C/2h, 4h, 50°C/4h et 70°C/2h, il n'existe pas de différences
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FigureN°12 : Teneurs en composés phénoliques de I’ extrait de Pulicaria odora .

b. Hyoscyamus albus
» Solvant 100%

L’ étude statistique montre qu’il existe une différence significative entre les trois solvants

pour chaque couple temps, température, sauf pour le méthanol et éthanol a 30°C/2h.

Les trois solvants extraient les teneurs les plus élevées a 70°C pour chaque temps et la

meilleure teneur a été attribuée au méthanol 70°C/4h avec une concentration de (16,47+ 0,22

mg EAG/g de poudre) figurel3.
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Figure N°13 : Teneurs en composés phénoliques de I’ extrait d’ Hyoscyamus albus .
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» Solvant 80%

D’ apres les résultats, on remarque que le méthanol 70°C/ 6h donne la meilleure teneur
en polyphénols, comparés au méthanol 100% qui a donné la teneur la plus élevé durant 4h
d extraction ala méme température.

L'analyse statistique effectuée révéle qu'il n'existe pas de différences significatives
entre les extraits éhanolique 30°C/2h, 6h et 50°C/2h, |’ extrait méthanolique 50°C/4h ,70°c/2h
et méme pour |’ acétone 50°C/6h, 70°C/4h (figure 14).
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Figure N°14: Teneurs en composés phénoliques de I’ extrait d’ Hyoscyamus albus .

> Solvant 50%

L’¢étude statistique montre qu’il n’existe pas des différences significatives (p<0,05) pour

I"acétone 30°C/4h, 50°C/6h, 50°C/4h et 70°C/ 6h.

Les résultats révélent qu'a partir de 50°C, le mellleur solvant d extraction des
polyphénols est I’ acétone avec une teneur maximale de (148,58 + 5,72 mg EAG/g de poudre)
durant 2h d extraction par apport a I’ é&hanol et le méthanol (figure 15).
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Figure N°15 : Teneurs en composés phénoliques de I’ extrait d Hyoscyamus albus .

Discussion desrésultats

Dans notre étude, lateneur en polyphénols est de I’ ordre de 14.35+0.73 et 6.99+ 0.16 mg
EAG/g de poudre pour |’ éthanol 50% et 80% a 30°C/2h.

Djeridane et al. (2006) ont trouvé des teneurs en polyphénols dans trois plantes de la
famille des asteracées, de 32,32 ; 20,38 ; 13,06 mg EAG/g de poids sec cela en utilisant
I’ éthanol 70% comme solvant d’ extraction.

Cette différence entre nos résultats et les résultats des auteurs, peut étre da au fait que les
auteurs ont récolté leurs plantes dans une région saharienne, en été et ils ont procédé a une
délipidation de leurs extraits, aors que notre plante a été récoltée au mois de mars et les
dosages ont été effectués sur des extraits bruts.

La solubilité des composeés phénoliques est influencée par le type de solvant et le degré
de polymérisation des composes phénoliques (Falleh et al., 2008). La distribution des
métabolites secondaires peut changer pendant le développement de la plante (Bano et
al.,2003).

Plusieurs facteurs peuvent influencer les teneurs en composes phénoliques, des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques (facteurs géographique et climatique)
(Generalic et al., 2012), facteurs génétiques, mais aussi |e degré de maturation de la plante et
la période de stockage ont une forte influence sur les composés phénoliques (Benhouda et al.,
2014).
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Dans le travail réalisé par Alghazeer et al.(2012) sur I’ extraction par le méthanol de cing
plantes médicinales libyenne dont I’Hyoscyamus albus fait parti, il a obtenu une teneur en

polyphénols de 48.54 mg EAG/g poids sec.

L’ étude effectuée par Benhouda et al. (2014) sur les extraits variés de Hyoscyamus albus

amontré que les teneurs de ces derniers est de 111.1 ug EAG/mg de I’ extrait méthanolique.

Une éude menée par Quy Diem Do et al. (2013), sur les extraits lyophilisés de
Limnophila aromatica (Plantaginacées) ont constaté que lateneur en polyphénols des extraits
diminue avec l'augmentation de la teneur en eau dans le solvant aqueux, sauf pour le
méthanol, dans I'ordre suivant: d'éthanol 100% > d'acétone 100% > acétone aqueuse 75 % >
méthanol 75% > méthanol 100% > éthanol 75%> d'éthano50% > acétone 50% > méthanol
50% > eaul.

Tous ces résultats ne corroborent pas avec les nbtres, selon Pinelo et al. (2004), la
matrice végétale, les solvants utilisés dans l'extraction peuvent étre a |'origine de ces
différences. Et enfin la méthode et les conditions d'extraction (température et temps) peuvent
I’étre aussi (Robards , 2003). Le méthanol est un solvant efficace par comparaison avec tous
autres utilisés pour extraire les polyphénols a partir des feuilles de Marrubium vulgare
(lamiacées) Bouterfas et al. (2014), ces résultats sont en accord avec nos résultats. Plusieurs
études ont confirmé gue la teneur en polyphénols dépend de la polarité du solvant (Turkmen
et al., 2005 ; Bouterfas et al., 2014 ; Falleh et al., 2008) .

D’ aprés le travail effectué par Mga et al. (2012) sur la détermination des composés
phénolique de Salvia officinalis (Lamiacées), ils ont constaté que les extraits éthanoliques et
acétonique a 50% obtiennent la meilleure teneur en polyphénols a une température
d’extraction de 60°C, cela peut étre due au coefficient de diffusion et la forte solubilité des
solvants utilisés. Par contre, nos résultats a 50% pour les deux solvants (éthanol, acétone)
respectivement, ont donné une meilleure teneur en polyphénols a 50°C pour nos deux plantes
étudiées.

Spigno et al. (2007) ont rapportés que la température a un effet sur I'efficacité de
I'extraction, car la température d'extraction affecte , la solubilité, le taux de transfert de

masse, et |a stabilité des composés phénoliques.

Les solvants comme le méthanol, I’éhanol, et leur combinaison ont éé employé pour

I’extraction des composés phénoliques a partir des matieres végétales, souvent avec
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différentes proportions d eau (Dai et al., 2010). Le choix du solvant peut affecter la quantité
et le taux des composes phénoliques extraits. Le méthanol s est avéré étre le plus efficace
pour |’ extraction des polyphénols d’'un poids moléculaire faible, tandis que les flavonoides
sont mieux extraits par |’ acétone aqueux (Xu et Chang, 2007). L’ éhanol est un autre solvant
efficace aussi pour I’ extraction des polyphénols et il est moins nocif pour I’ homme (Dai et al.,
2010).

L’ extraction des composés phénoliques a partir des plantes est aussi influencé par le
temps et la température dextraction, ce qui reflete les actions contradictoires de la
solubilisation et la dégradation par oxydation (Robards, 2003). Par conséquent, il est
important de faire le bon choix de procédure /méthode d’ extraction afin de maintenir la

stabilité des composés phénoliques (Dai et al., 2010).

IV.2. Dosage des flavonoides

Apres I'gout du chlorure d aluminium, une coloration jaunéire est observée, ce qui
traduit la contenance en flavonoides dans | es extraits.
La teneur en flavonoides est exprimée en équivalent milligrammes de quércétine par gramme
de poudre en se référant & une courbe d’ étal onnage.

a. Pulicaria odora

» Solvant 100%

Les résultats de la figure N°16 montrent gque I’ acétone donne une meilleure teneur en
flavonoides par rapport aux autres solvants, donc il existe une différence significative a p <
0.05 entre les extraits acétoniques a différentes températures, temps et concentrations.

La meilleure teneur étant de 9,93+ 0,02 mg EQ/g de poudre a 70°C/6h, alors que le

méthanol et |’ éthanol sont variable en fonction des paramétres cités.

&
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Figure N°16 : Teneurs en flavonoides de |’ extrait de Pulicaria odora .
» Solvant 80%

Les résultats de la figure N°17 montrent que les teneurs en flavonoides obtenus dans les

extraits étudiés varient selon le solvant d extraction dont la meilleur teneur est représentée par
I’ éthanol & 70°C /4h (4.97 + 0,24 mg EQ/g de poudre). L’ analyse statistique a montré qu'il

N’ existe pas de différence significative entre le méthanol et éthanol a 70°C /6h a (p<0.05).
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Figure N°17 : Teneurs en flavonoides de I’ extrait de Pulicaria odora .

> Solvant 50%

Selon nos résultats présentés dans la figure N°18, on constate que la teneur en

flavonoides différe selon les paramétres étudiés. On remarqu’ a une température de 30°C , il

ya une diminution des concentrations selon la durée d extraction (2h, 4h) respectivement,
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tandis que les extraits obtenus aprés 6h d extraction il y'a une élévation de la teneur des
flavonoides.

L’ étude statistique a montré qu’il n’existe pas une différence significative a (p<0.05)
entre |’ extrait acétonique 30°C /2h, 4h.
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Figure N°18 : Teneurs en flavonoides de I’ extrait de Pulicaria odora.

b. Hyoscyamus albus
» Solvant100%

On remarqgue d apres la figure N°19 que le solvant qui donne une meilleure teneur en
flavonoides est attribué a acétone (12.29 + 0,01 mg EQ/G de poudre) a 70°C/ 6h.

A une température de 30°C, on remargue que |I’acétone donne une bonne teneur en
flavonoides (9.28 + 0,05 mg EQ/g de poudre suivi du méthanol (5.91+ 0,05 mg EQ/g de
poudre) et enfin de I’ éthanol avec des teneurs plus faibles (3.05+ 0,24 mg EQ/g de poudre) et
d’ apres I'analyse statistique on remarque qu'il ya pas de différence significative pour
I’ éthanol &30°C/2h, 4h.
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Figure N°19 : Teneur en flavonoides de |’ extrait d Hyoscyamus albus .

vant 80%

Les teneurs en flavonoides de la figure 20 sont variables selon les paramétres étudiés. A

tous les temps, la teneur la plus élevée est attribuée a I’ acétone (7.47 + 0,01 mg EQ/g de

poudre pendant 4h/70°C). On constate qu’a une température de 50°C, la concentration des

flavonoides pour |’acétone augmentent avec |’augmentation du temps pour atteindre une
teneur de (6.76 + 0,01 mg EQ/g de poudre). L' analyse statistique a déduit qu’'il existe des

différences significatives entres les solvants sauf pour |le méthanol 50°C /2h et 4h ap <0.05.
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Figure N°20 : Teneurs en flavonoides de I’ extrait d’ Hyoscyamus albus .
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» Solvant 50%

D’aprés la figure N°21, la meilleure teneur en flavonoides est attribuée a I’ acétone
70°C/6h (5,58 0,33 mgEQ/g de poudre) et une faible teneur est marquée par le méthanol
30°C/2h (1,71 + 0,06mg EQ/g de poudre).

L’ étude statistique a prouvé qu'il n'existe pas une différence significative entre les
teneurs |’ extrait acétonique a 50°C/6h ,70°C/2h, 70°C/6h a p<0.05.
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Figure N°21: Teneurs en flavonoides de I’ extrait d’ Hyoscyamus albus .

Discussion desrésultats

Dans une étude réalisee par (Bousselsela et al., 2012) sur les extraits méthanoliques des
feuilles de Hertia cheirifolia (Astéracée), les teneurs en flavonoides trouvés étaient de 8,98ug
EAQ/mg d extrait. Nos résultats en flavonoides en utilisant le méhanol est de (2.30 mg
EAQ/ g de poudre).

Selon Falleh et al. (2008) et Ghasemi et al. (2011), la teneur en flavonoides peut étre liée
aux conditions climatiques (température chaude, exposition solaire élevée, secheresse et

salinité) qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols.

Dans I’ étude apportée par Musa et al. (2011), ils ont constaté que I’ extrait éhanolique a
80% des feuilles du Monopetalum de Limoniastrum, du Monandra de Bauhinia et du
Callicarpa nudiflora ont montrés la meilleure concentration. Ces résultats sont en accord

avec les nbtres.
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Ces méme auteurs ont confirmeé que le mélange d’ eau distillée avec un solvant organique
(méthanol et éthanol) améiore le rendement en flavonoides par comparaison a I'eau ou au

solvant organique utilisé séparément.

IV.3. Evaluation del’ activité antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées afin d’évaluer I'activité antioxydante des
extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif
dans le milieu réactionnel. Trois tests ont été utilisés : le radicaux DPPH, ABTS, €t le

pouvoir réducteur.

IV.3.1. Activité scavenging du radical DPPH

La mesure de I'efficacité d'un antioxydant par la méthode du DPPH se fait en
mesurant la diminution de la coloration violette vers le jaune, due a une recombinaison des
radicaux DPPH (Popovici et al., 2009).

Les figures N°22 jusqu'a N°27 illustrent le pourcentage scavenging du radical DPPH
de nos extraits. Ces derniéres montrent bien la différence d’ activité anti-radicalaire entre les

différents extraits selon le type de solvant, a différentes températures en fonction du temps.
a. Pulicaria odora
» Solvant 100%

La figure N°22 arévéé que I’ extrait méthanolique a une activité anti-radicalaire tres
importante. Cependant le pourcentage d’inhibition le plus éevé est enregistré par I’ acétone
90.09 %+ 0,45 a 70°C/6h et la plus faible est obtenue par éhanol a 30°C /2h avec un
pourcentage de 8.49% +3,06. L'étude statistique a révélé qu'il n'y a pas de différence
significative entre les extraits méhanoliques a50°C/2h, 4h, 6h et 270°C/6h a (p<0.05).
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Figure N°22: Pourcentage de |’ activité scavenging du radical DPPH de I’ extrait de Pulicaria odora .

> Solvant 80%
L’analyse statistique

a révélé gu'il n'existe pas de différence significative entre les

extraits étudiés, dont la meilleure activité antioxydant est attribuée al’ acétone (87.12% +0,53)
a 50°C /4h, aors que la plus faible activité est marquée par |’ éthanol a 70°C/2h (41.03% *

0,39).

Tous les extraits montrent des pourcentages d'inhibition supérieurs a 60% sauf pour
I’ éthanol 2h/30°C et 70°C /2h avec des va eurs inferieures a 50%.
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Figure N°23 : Pourcentage de I’ activité scavenging du radical DPPH de |’ extrait de Pulicaria odora
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» Solvant 50%

D’ aprés la figure N°24 on remarque que le pourcentage d’inhibition des extraits étudiés
sont presque semblables donc I’ étude statistique a révélé qu’ en générale il n’existe pas de
différences significatives entre ses derniers a (p< 0.05).Tous les échantillons étudiés montrent

des pourcentages d’inhibition supérieurs a 60%.
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Figure N°24 : Pourcentage de I’ activité scavenging du radical DPPH de I’ extrait de Pulicaria odora

b. Hyoscyamus albus
» Solvant 100%

Les résultats représentés dans la figure N°25 montrent qu’'il y a une variation entre les
parametres étudiés. L’ extrait méthanolique a enregistré les activités anti-radicalaires les plus
importantes dont le pourcentage d’inhibition le plus élevé est marqué a 70°C/4h (84.14% +
0,13), pour les deux autres solvants toutes les valeurs sont inferieurs & 50%. La plus faible est
attribuée a I’ éthanol 30°C/4h. L’ analyse statistique a révélé une différence significative entre

les extraits méthanoliques a (p< 0.05).
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> Solvant 80%

En générale I’analyse statistique a montré gu’il n'y a pas de différences significatives

entre le méthanol et |’ acétone. La meilleure teneur est marquée par le méthanol (85.15% +

0,32) a70°C /2h et laplusfaible par I’ éthanol (18.26% + 0,94) a 30°C /2h.

Onremarque aussi gu’ a une température de 30°C, I’ éhanol révéle qu’il y aune variation

en fonction du temps, tandis qu’a50°C et 70°C il y’a une différence plus au moins importante

de I’ activité antioxydant.
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Figure N°26: Pourcentage de |’ activité scavenging du radica DPPH de |’ extrait de Pulicaria odora .
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» Solvant 50%

D’ aprés lafigure N°27, on constate que tous les solvants ont un pourcentage d’inhibition
gui dépasse les 40%. A une température de 70°C, on remarque qu'a chague temps
d’ extraction (2h, 4h, 6h), les pourcentages d'inhibition des trois solvants augmentent
respectivement (méthanol, éthanol et I’acétone). La meilleure et la plus faible activité
antioxydant est attribuée au méthanol (85.59% + 0,43) a 30°C/4h, (43.73% £ 0,56) a 30°/2h

respectivement.

L’ analyse statistique révele qu'il n'y a pas une différence significative a (p <0.05) entre
les extraits acétonique et éthanolique a 70°C/ 2h, 4h, 6h.
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Figure N°27: Pourcentage de I’ activité scavenging du radical DPPH de I’ extrait de Pulicaria odora .

Discussion desrésultats

La capacité antioxydante des composées phénoliques est associée ala disponibilité de ces
derniers, qui agissent en tant que piégeurs des radicaux pour les donneurs d’hydrogene
(Proestos et al., 2013).

Un extrait possédant un composé phénolique qui contient un grand nombre de groupes
hydroxyle a une activité antioxydant élevée (Arabshahi et al., 2007).

Il a éé démontré que les molécules antioxydantes telles que |’ acide ascorbique et les
flavonoides réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder I’ hydrogene
(Kadri et al., 2011).

D’aprés Chew et al. (2011), I'activité scavenger du radica DPPH diminue apres

I atteinte d’ une valeur maximale a 180 min d extraction. Ce résultat peut étre expliqué par le
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fait que I’ extraction prolongée augmenterait |’ oxydation des composeés phénoliques (Naczk et
Shahidi 2004).

Alghazeer et al. (2012), ont constaté que I'Hyoscyamus albus a la plus faible activité

antioxydante par rapport aux extraits examinés en utilisant le méthanol comme extracteur.

Pour nos résultats, on a remarqué que |’extrait méthanolique d Hyoscyamus albus a
enregistré |’ activité anti-radicalaire la plus importante par rapport aux autres extraits, ceci peut
étre d0 au choix du solvant et la solubilité de ce dernier.

Yang et al. (2012) ont suggéré que les molécules polaires présentes dans la matiere
végétale contribuent a I’ augmentation de |’ activité anti-radicalaire. La présence de plusieurs
groupements hydroxyles peut aussi réagir avec les radicaux libres. L’ activité antioxydante
des extraits méthanoliques est probablement liée ala quantité et la qualité des polyphénols et
flavonoides (Roudsari et al., 2009).

Chew et al. (2011) ont travaillé sur Centella asiatica en utilisant I’ é&hanol comme solvant
extracteur, ilsont trouvé que |’activité anti-radicalaire la plus élevée est enregistré a une
concentration de 60%, ces résultats indiquent que cette plante a une forte capacité
antioxydante a cette concentration en le comparant avec |’ extrait pure, cette circonstance peut
étre due au fait que I'éthanol 100% ne pouvait pas extraire les composés phénoliques polaires

qui ont eu la capacité antioxydante la plus élevée (Chirinos et al., 2007).

[V.3.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est |’ aptitude d’ une substance a transférer un éectron ou a donner
un atome d’ hydrogene. De nombreux auteur considérent la capacité réductrice d’ un composé
comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Tepe et al., 2005).

Les résultats obtenus sont exprimeés en équivalent mg d’ acide ascorbique par gramme de

poudre (annexe |).

a. Pulicaria odora
» Solvant 100%

A I'issu des résultats obtenus, il Sest avéré que le méthanol présente un pouvoir
réducteur plus important dont la teneur la plus élevée est de 32,18 + 0,22 mg EAA/g de
poudre, tandis que I’ éthanol et I’ acétone présentent le pouvoir réducteur le plus faible.

%
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L’ étude statistigue a montré qu'il n'existe pas de différences significatives entre
I’ éthanol et I’ acétone a 30°C/4h, 50°C/6h, 50°C/4h et 70°C/4h, le méthanol (30°C/4h et 6h) et
I" acétone (50°C/2h et 6h).
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Figure N°28 : Activité réductrices de I’ extrait de Pulicaria odora .
» Solvant 80%

Le test statistique montre qu’il n’existe pas de différence significative (p<0,05) entre
I" acétone et I’ é&hanol a 30°C/4h, 30°C/6h, 50°C/4h et 70°C/2h.

Le pouvoir réducteur des extraits préparés a différents temps, températures et
concentrations présentent des différences significatives. Dans le graphe précédent c'est le
méthanol 100% qui a donné une activité réductrice la plus élevée, aors qu'a 80% c'est
I’ acétone et éthanol qui ont donné une mellleure activité. Le pouvoir réducteur du méthanol

augmente avec |’ augmentation du temps et température.
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Figure N°29 : Activité réductrices de I’ extrait de Pulicaria odora.

> Solvant 50%

D’ aprés les résultats de I’ analyse statistique, il n’existe pas de différances significatives a
p<0,05 entre le méthanol et I’ éthanol a 30°C /2h ,50°C/4h et 70°C/4h.

A I'issu des résultats obtenus de la figure N°30, il s'est avéré que I’ extrait acétonique
enregistre le pouvoir réducteur le plus élevé par apport aux deux autres extraits et la
meilleure activité réductrice a été observée a 50°C/2h et 6h (45.67+0.02 EAA/g de poudre,
43.45+0.39).
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Figure N°30 : Activité réductrices de I’ extrait de Pulicaria odora.
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b. Hyoscyamus albus
» Solvant 100%

D’aprés le graphe, on remarque que le méthanol a une bonne activité réductrice selon

tous les parametres, alors que les extraits acétone et éthanol ont des activités faibles.

Le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques présentent des différences significatives
a (p<0,05) sauf a 70°C /2h et 4h.
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Figure N°31 : Activité réductrices de I’ extrait d’ Hyoscyamus albus.

» Solvant 80%

Sdlon le graphe N°32, on constate que I’ activité réductrice la plus élevée est présentée
par I’ extrait méthanolique aprés 6h d’ extraction a 50°C (20.61+ 0,46 mg EAA /g de poudre)
suivie par |’ éthanol a 70°C /4h (20,01+ 0,28 mg EAA /g de poudre) , alors que I’ acétone ne
donne pas une bonne activité. L’anayse statistique montre que presque les trois solvants
présentent des différences significatives a p<0,05.




Partie pratique

Résultats et discussion

9 25.00 . a ,
> 20.00 ;
<
E 15.00 fI £
g o 109 ; g B méthanol
=g 500 N g
-g 2 0.00 M éthanol
= )
% 4H 6H W acétone
(8}
g
) 70 70
Temps et température d'éxtraction

Figure N°32 : Activitéréductrices del’extrait d’ Hyoscyamus albus.

» Solvant 50%

L’andlyse statistique montre que les solvants utilisés pour I’ extraction présentent des
différences significatives (p<0,05) sauf entre le méthanol, 1’éthanol et acétone a (30°C/2h,
6h), (50°C/2h) Le pouvoir réducteur de I’ éthanol a 70°C diminue en fonction du temps alors
gu’'a 50°C I’ activité réductrice augmente avec |’ augmentation du temps. Le méthanol a 50°C

augmente avec |’augmentation du temps, alors que les vaeurs de I'acétone sont variables

figure N°33.
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Figure N°33: Activité réductrices de I’ extrait d’ Hyoscyamus albus .
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Discussion desrésultats

D’ apres tous les résultats on constate que pour Hyoscyamus albus I’ acétone ne donne pas

une bonne activité réductrice

L’ activité réductrice d'un compose est liée a sa capacité de transfert d'éectron et peut

donc, servir d'indicateur significatif de son activité antioxydant (Ajila et al. 2007).

Une étude menée par Turkmen et al. (2007), sur des extraits de thé noir, en utilisant des
solvants de différentes polarités a différents temps d’ extraction a montré que les solvants a
50% ont donné des valeurs plus élevées par apport aux solvants purs. A 2 h d’ extraction, les
valeurs du pouvoir réducteur des extraits de thé sont classées par I’ ordre décroissant suivant :
Acétone 50%, éthanol 50%, méthanol de 50%, méthanol 100%, éthanol 100% et acétone

100% respectivement.

Un solvant aqueux polaire dissout les polyphénols les plus polaires des plantes avec un
pouvoir réducteur plus élevé adifférentstemps d extraction (Turkmen et al., 2007).

Nos résultats pendant 2h d extraction des deux plantes sont dans I’ordre suivant :
méthanol 100% suivi par I’éthanol 50%, le méthanol 50%, I’ éthanol 100%, I’ acétone 50%
pour Pulicaria odora, tandis que pour I’'Hyoscyamus albus: le methanol 100% I’ acétone
50% , I’ éhanol 50% ,methanol 50%, I’ ethanol 100% et |’ acétone 100%.

1V.3.3. Activité scavenging du radical ABTS

Les extraits méthanol 50% /50°C/2h, acétone 50% /50°C/2h ont été choisis pour
I’ évaluation de |’ activité antioxydante, la diminution de la coloration du radical ABTS aprés 5
minutes d'incubation a donné des absorbances de 0.097 et 0.068 avec des pourcentages
d’inhibition 82.86% et 89.51% respectivement.

Une étude menée sur les extraits méthanoliques de |a partie aérienne de trois especes de
sauge, Salvia officinalis, Salvia glutinosa et Salvia sclarea a montré que le pourcentage
d’inhibition du radical ABTS était de 89%, 81.72% et 64% respectivement (Miliauskas et al.
2004).
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IV.3.4. Calcul des|C 5o du radical DPPH

Dans notre éude, le calcul de I'IC50 est estimé a partir de la teneur la plus élevée en
polyphénols. Cette valeur est inversement liée a la capacité antioxydant d’un compose, car
elle exprime la quantité d antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical de
50%. Plus I'IC50 est faible, plus I’activité antioxydant du composé testé est importante
(Villano et al., 2007).

Les valeurs d'ICsg des différents extraits des feuilles de Pulicaria odora et Hyoscyamus

albus sont indiquées dans le tableau V.

Tableau |V : Vaeurs des ICs, des différents extraits des deux plantes déterminées par le test DPPH.

Espéce Extraits IC50 (mg/ml)
Pulicaria odora Extrait méthanolique 50% a 50°C 8,07 £0,17
pendant 2h
Hyoscyamus albus Extraits acétonique 50% a50°C 7,28+0,10
pendant 2h
Acide ascorbique 0,05+0,01

En comparant les ICs des deux extraits, on constate que I’ acétone représente |’ extrait le
plus actif avec une vaeur de 7,28 mg /ml pour Hyoscyamus albus, tandis que |’ activité
antiradicalaire la plus faible est observée dans I’extrait méthanolique de Pulicaria odora
avec un 1Cs d’environ 8,07mg/ ml. Lavaeur de |’ IC50 du standard acide ascorbique est plus
importante que les deux extraits testés.

L’ IC50 est inversement lié al’ activité antioxydant d'un composeé (Villano et al, 2009),
Plus cette derniére est petite plus le pouvoir antioxydant est fort, ceci est en outre associé a
une activité de piégeage des radicaux DPPH (kadri et al., 2011).

Les valeurs des ICsp du test DPPH obtenus dans une étude présenté par Talbi et a. (2015)
sur les extraits méthnolique de Nigella Sativa (Ranunculaceae) sont plus élevées que celle
enregistrée pour I’ acide ascorbique, alors que, ¢’ est ce dernier qui a démontré une meilleure
activité pour nos résultats. Les polyphénols contenus dans les extraits de Nigella Sativa L.
sont probablement responsables de I’ activité antioxydant de ces extraits (Fabienne, 2013).

Les résultats trouvés par Benhouda et al. (2014), montrent que la valeur de I'IC50
d’ Hyoscyamus albus est de I’ordre de 75.19 + 0.211 pg/g pour un extrait méthanolique, en

utilisant 1’0- tocophérol comme antioxydant de référence, Tandis que nos résultats pour

.
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Hyoscyamus albus de I’ extrait acétonique est de 7,28 £0.10 mg/ml avec I’ acide ascorbique

comme standard.




Conclusion

Dans le présent travail, notre intérét est porté d’'une part sur le dosage des composés
phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides), d autre part sur I'évaluation des activités
anti-radicalaires et réductrices des extraits de Pulicaria odora et Hyoscyamus albus de la

partie aérienne.

L’ éude quantitative des polyphénols totaux des extraits de Pulicaria odora révele que le
méthanol 50%/50°C/2h a donnée la meilleure teneur, alors que la teneur en flavonoides des
extraits de cette plante est attribuée al’ acétone 100% /70°C/6h.

Les résultats des extraits de I" Hyoscyamus albus ont montré que |’ acétone est le meilleur
solvant d’ extraction des polyphenols a50% /50°C/2h et |es flavonoides & 100%, 70°C/6h.

L’ activité antioxydante des extraits a été testée par les méthodes suivantes: DPPH,
pouvoir réducteur et ABTS. D’ aprés les résultats des tests du DPPH et du pouvoir réducteur
pour Pulicaria odora, on a constaté que |'acétone 100%/70°C/6h et le 50%/50°C/4h ont
donné une mellleure activité anti-radicalaire et réductrice respectivement, tandis que pour
Hyoscyamus albus c’est le méthanol 50%/30°C/4h qui a donné un meilleur pourcentage

d’inhibition et un pouvoir réducteur important est noté pour e méthanol 80%/50°C/6h.

Les extraits ayant donné les meilleures teneurs en polyphenols ont servi pour déterminer
les IC50 pour les deux radicaux DPPH et ABTS. La meilleure capacité inhibitrice du radical
DPPH est enregistrée par Hyoscyamus albus, et pour leradical ABTS ¢’ est Pulicaria odora.

Afin de compléter le présent travail, il serait souhaitable de:

v" Mieux évaluer le pouvoir antioxydant des extraits de ces deux plantes, plusieurs tests
doivent étre appliqués sur d’ autres parties de ses derniéres afin de localiser la teneur
maximale en polyphénols et dautres métabolites secondaires ayant des effets
intéressants ;

v’ Etudier I'effet d'autres paramétres d'extraction: granulométrie, extraction par
épuisement, lavariation du pH ;

v Tester d'autres méthodes d'extraction exemple: le soxhlet, la sonication, les
microondes ;

v Tester d'autres activités biologiques de ces deux plantes telles que I'activité

antibactérienne ;

"
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v Purifier et identifier les principes actifs responsables de I’ activité antioxydante des
deux plantes étudiées par HPLC ;
v Effectuer une étude sur la toxicité des deux plantes avant I’ utilisation des extraits de

ces dernieres dans la formulation alimentaire, pharmaceutique.
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Courbes d’ étalonnages
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Figure N°1: Courbe d’ étalonnage des polyphénols totaux

Figure N°2 : Courbe d’ étalonnage des flavonoides
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Figure N°3 : Courbe d étalonnage d’ acide ascorbique du DPPH.

L’IC50 du radical DPPH des différents extraits des deux plantes Hyoscyamus albus L .
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Figure N°4 : ICs, du radical DPPH de
I’ extrait méthanolique
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Figure N°5 : ICs du radical DPPH de

I’ extrait acétonique
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Figure N°6 : Courbe d étalonnage d’ acide ascorbique ABTS

Lepouvoir reducteur des différents extraits des deux plantes Hyoscyamus albusL .
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Figure N°9 : Courbe d’ étalonnage d’ acide ascorbique du pouvoir réducteur
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Matériels et Réactifs

Matérids

Bain mari
Centrifugeuse

Spectrophotométre

SN NEE NN

vortex

Dosage des polyphénoles et flavonoides
e réactifs
v Folin ciocateu
v" NaCOs
v Alcls
v' Acide gallique
v’ Acide ascorbique
2. Activité antioxydante
v DPPH
Une solution de DPPH préparé avec du methanol suivi de la mesure de
I’ absorbance a 517 nm, Ajusté I’ absorbance a4 0.8.

v Pouvoir réducteur
e Ferricyanure de potassium 2ml
e Acidetrichloracétique 2ml
e FEaudistillée 1ml
e Tampon phosphate ( KH,PO,, K;HPO,4) 2mi
e Fecl30.5ml

v ABTS
e 1mldABTS

e 25ml d'eau
e 16.5 mg de K,S,04
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Tableau | : Résultats des différents tests des extraits de Pulicaria odora

solvant
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%

T°C
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30

Temps
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h

Annexelll

Résultats globaux

Polyphénol
8,49+0,18
8,53+0,12
1,79+0,35
11,68+0,18
12,91+0,14
17,40+0,16
12,12+0,04
14,01+0,22
23,31+0,47
25,38+0,77
24,54+1,54
27,26+0,51
24,57+0,08
31,02+0,53
34,59+0,24
20,04+0,99
11,41+0,04
20,99+0,71
195,68+6,31
64,41+1,18
58,50+1,58
270,58+10,25
45,49+1,97
112,31+0,59
115,66+5,91
125,91+0,39
53,57+0,99
3,29+0,22
3,54+0,10
5,71+0,61
3,31+0,10
5,50+0,24
9,95+0,59
8,98+0,02
12,45+0,65
16,55+0,77
6,99+0,16
14,27+0,34
21,20+0,37

Flavonoides
1,60+0,03
1,65+0,01
1,80+0,01
1,88+0,04
2,11+0,02
2,58+0,01
3,18+0,18
9,26+0,03
3,61+0,01
1,63+0,02
1,66+0,01
1,76x0,01
1,78+0,02
2,19+0,04
2,16+0,01
1,89+0,04
2,13+0,01
2,62+0,01
2,09+0,09
1,87+0,06
1,47+0,02
1,86+0,01
1,59+0,14
1,76x0,18
1,60+0,02
2,05+0,17
3,29+£0,09
1,20+0,21
1,38+0,21
1,260,07
1,28+0,14
1,84+0,15
2,83+0,26
1,93+0,01
2,54+0,03
3,72+0,08
1,27+0,01
1,960,05
1,99+0,01

DPPH
74,24+0,21
78,30+0,27
85,44+0,41
83,22+0,35
83,01+0,35
81,69+0,07
72,84+0,51
79,57+0,55
83,38+0,63
86,33+0,38
87,03+0,32
86,46+0,25
68,22+2,46
81,32+0,52
82,81+0,84
86,38+0,13
86,84+0,06
85,47+0,13
86,89+0,31
87,14+0,19
85,65+0,43
85,40+0,31
83,54+0,31
82,360,62
80,50+0,87
77,64+0,37
83,17+0,31

8,49+3,06
11,71+1,51
18,76+1,10
16,10+2,30
43,10+1,53
59,79+0,79
39,09+1,51
71,55+0,85
31,54+1,58
51,19+3,81
80,99+0,82
69,51+2,63

Pouvoir réducteur
14,49+7,75
16,29+8,71
15,97+8,54

21,86+11,69
22,30+11,93
23,73+12,69
19,48+10,42
23,01+12,31
32,18+17,22
14,35+7,67
18,99+10,16
24,51+13,13
25,67+13,74
28,92+15,48
33,89+18,14
21,95+11,74
26,94+14,41
38,23+20,47
12,20+6,52
18,25+9,76
15,25+8,15
15,67+8,38
17,17£9,18
25,00+13,37
19,36+10,36
25,69+13,75
32,13+17,20
2,85+0,02
2,09+0,09
3,10+0,09
3,31+0,21
4,72+0,05
7,17+0,46
4,17+0,00
7,91+0,09
3,27+0,12
4,21+0,09
9,78+0,07
5,23+0,09
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Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétone80%
AcétoneB0%
Acétone80%
AcétoneB0%
Acétone80%
AcétoneB0%
Acétone80%
AcétoneB0%
Acétone80%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%

50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70

2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h

22,29+0,79
19,21+0,04
17,83+0,67
20,34+0,45
17,54+0,73
25,26+0,26
14,35+0,73
10,48+1,32
9,85+0,65
9,65+1,01
18,29+0,73
23,21+0,06
52,90+0,59
37,13+0,99
34,94+0,08
8,43+0,30
5,02+0,79
4,21+0,06
7,49+0,06
4,41+0,10
4,92+0,06
11,15+0,10
7,01+0,53
6,28+0,20
13,62+0,79
15,19+0,35
20,26+0,37
14,92+0,47
23,33+1,16
28,60+0,63
9,79+0,20
15,15+0,28
35,93+0,32
62,84+8,67
62,05+3,15
73,68+4,14
99,50+9,07
107,18+0,20
132,22+1,58
106,99+0,79
58,89+3,94
84,12+0,39

2,00+0,09
2,69+0,06
3,29+0,15
3,4610,16
4,97+0,24
2,61+0,04
1,82+0,26
1,62+0,07
1,79+0,10
1,48+0,01
1,52+0,04
1,81+0,05
3,42+0,13
3,22+0,13
3,52+0,10
2,36£0,03
3,30+0,02
2,30£0,07
5,48+0,01
6,20£0,05
5,17+0,08
9,32+0,11
8,22+0,03
9,93+0,02
2,56+0,03
1,86+0,03
2,07+0,03
1,67+0,02
2,52+0,02
2,69+0,01
2,72+0,01
4,08+0,01
3,24+0,05
1,30+0,11
1,31+0,07
2,67+0,19
2,00+0,09
1,62+0,09
2,20+0,01
2,77+0,52
1,58+0,07
1,68+0,09

79,55+2,51
81,56+2,42
80,05+0,95
41,03+0,38
69,07+0,19
68,70+0,06
72,50+0,67
79,27+1,45
72,56+1,57
74,39+1,22
79,94+0,55
74,88+0,24
65,61+0,24
78,35+0,30
85,49+0,49
26,88+0,48
28,38+2,18
30,93+1,48
27,78+2,23
39,64+0,97
18,17+0,15
18,17+0,15
52,63+0,68
90,09+0,45
85,59+0,26
85,84+0,07
85,71+0,13
86,35+0,19
87,12+0,53
85,97+0,48
86,61+0,22
85,20+0,32
85,97+2,52
85,59+0,38
86,31+0,36
85,30+0,29
84,73+1,10
85,73+2,88
85,45+0,67
85,73+0,96
76,44+1,66
84,73+0,50

14,74+0,14
15,04+0,02
14,72+0,16
16,96+0,05
11,56+0,18
20,68+0,07
12,78+0,30
12,06+0,14
21,72+0,05
13,66+0,02
16,68+0,14
8,90+0,07

24,12+0,46
25,48+0,62
39,48+1,45
1,03+0,09

2,02+0,39

1,95+0,05

9,78+0,12

7,82+0,05

7,03+0,14

8,39+0,16

13,91+0,23
9,89+0,23

13,50+0,14
14,88+0,00
16,71+0,12
10,40+0,14
22,06+0,07
21,39+0,14
19,11+0,35
40,38+0,05
23,94+0,92
11,16+0,12
24,97+0,12
29,71+0,23
45,67+0,02
35,11+0,37
43,45+0,39
25,64+0,28
32,20+0,18
26,64+0,25
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Tableau |l : Résultats des différents tests des extraits d’ Hyoscyamus albus.

solvant
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH100%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH80%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
MeOH50%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan100%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%

T°C
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50

Temps
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h

polyphénol
6,40+0,24

9,12+0,87

8,00+0,10

6,07+0,06

9,00+0,12

10,60+0,26
10,48+0,45
16,47+0,61
15,67+0,04
14,92+0,24
12,67+0,43
13,08+0,18
23,25+0,18
24,69+1,34
24,44+1,36
25,36+0,55
24,56+0,93
47,52+0,35
70,72+7,88
82,94+3,94
68,36+1,18
38,20+2,56
61,46+0,99
60,67+1,38
17,26+0,06
15,19+0,12
39,58+2,37
6,60+0,04

7,76+0,02

5,79+0,22

6,80+0,91

6,05+0,35

9,10+0,69

12,37+0,10
9,06+0,30

11,47+0,22
10,58+0,43
12,91+1,18
10,25+0,14
10,38+0,91
13,32+0,85
17,12+0,24

Flavonoides
4,46+0,07
4,00£0,07
5,91+0,05
4,79£0,07
5,78+0,06
7,15+0,21
6,00+0,17
3,04+0,05
7,24+0,03
2,68+0,07
2,34+0,01
2,39+0,06
3,50+0,03
3,36+0,02
3,83+0,01
3,05+0,01
2,33+0,01

| 3,99+0,03

1,71+0,06
3,03+0,28
2,33£0,02
3,44+0,13
2,90+0,08
2,81+0,06
3,41+0,06
1,73+0,01
2,83+0,03
3,05+0,24
3,20£0,15
3,63+0,09
2,81+0,10
3,42+0,07
4,53+0,11
5,41+0,02
4,94+0,01

| 8,20+0,01

1,68+0,09
2,43+0,05
3,37+£0,02
5,13+0,09
3,87+0,16
6,12+0,24

DPPH
47,39+0,69
43,27+0,41
53,43+2,61
42,27+0,49
59,96+1,04
71,38+0,07
52,09+0,19
84,14+0,13
79,00+0,95
80,57+0,57
74,62+0,19
68,54+0,70
80,54+0,13
82,88+0,65
79,77+0,13
85,15+0,32
63,88+1,10
84,82+0,00
43,17+0,56
86,02+0,43
66,15+0,68
83,04+0,56
78,39+1,74
81,68+0,06
79,44+0,43
52,61+0,06
64,22+0,12
7,89+1,27
5,01+2,29
11,88+1,02
13,86+0,46
17,41+0,99
25,76+0,39
22,08+0,39
36,93+0,13
36,93+0,13
18,26+0,94
29,61+0,94
43,79+0,38
41,03+0,38
69,07+0,19
68,70+0,06

Pouvoir réducteur
13,01+0,21
11,97+1,11
12,41+0,35
12,57+0,00
9,64+0,35
17,56+0,18
19,06+0,44
19,99+0,21
19,36+0,51
13,91+0,00
14,14+0,18
16,08+0,79
12,18+0,07
19,20+0,21
20,61+0,46
15,67+1,94
9,96+0,53
13,70+0,21
4,91+0,00
7,21+0,14
5,90+0,02
13,36+0,09
11,76+0,02
8,81+0,16
10,96+0,05
4,14+0,07
8,88+0,00
2,00+0,05
2,97+0,00
2,94+0,12
1,23+0,02
2,41+0,00
5,04+0,14
4,97+0,16
4,19+0,25
6,08+0,58
2,85+0,16
4,37+0,02
5,02+0,02
15,39+1,02
11,72+0,35
15,88+0,35
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Ethan80%
Ethan80%
Ethan80%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Ethan50%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétonel00%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone80%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%
Acétone50%

70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70
30
30
30
50
50
50
70
70
70

2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h
2h
4h
6h

32,83+0,57
19,10+1,30
17,81+0,02
7,23+0,04
8,10+0,35
4,84+0,06
20,42+0,30
11,17+0,04
25,82+1,04
5,32+0,18
34,63+0,63
5,38+0,20
4,75+0,83
4,15+0,20
4,65+0,53
3,76+0,08
4,92+0,14
5,24+0,53
5,36+0,49
6,01+0,32
7,23+0,87

| 11,80+0,08

23,45+0,65
13,83+0,06
20,34+0,06
15,80+0,49
20,97+1,20
16,49+0,55
21,22+0,47
32,64+1,24
54,76+4,14
100,29+7,88
71,90+1,18
148,58+5,72
91,81+14,78
101,86+5,91
97,72+4,53
33,67+1,18
91,61+0,79

5,69+0,40
2,23+0,03
4,93+0,05
1,98+0,03
2,09+0,01
1,78+0,05
4,22+0,11
3,17+0,05
3,98+0,10
3,30£0,19
3,56+0,09
3,24+0,49
4,91+0,15
9,28+0,05
9,08+0,12
8,94+0,01
7,26+0,14
6,57+0,25
10,29+0,23
11,72+0,12

| 12,29+0,01

4,40+0,07
5,03+0,01
6,58+0,06
5,43+0,03
6,60+0,02
6,76+0,01
6,10+0,01
7,47+0,01
3,85+0,03
1,96+0,03
2,88+0,09
2,61+0,03
4,45+0,11
4,95+0,05
5,47+0,31
5,52+0,02
4,03+0,09

| 5,58+0,33

60,35+0,55
77,42+1 ,69
73,65+1,25
49,39+0,95
60,61+2 ,12
46,95+0,85
75,12+1,57
64,57+0,30
75,12+0,37
81,83+0,12
79,76+0,24
79,88+0,87
28,53+1,28
27,63+0,30
30,18+0,75
13,21+1,00
30,41+0,53
39,56+0,38
48,05+0,30
36,49+0,45
45,50+0,15
77,81+0,64
77,61+0,45
82,53+0,19
80,99+1,07
80,61+1,42
83,55+0,19
82,33+0,32
83,42+0,45
82,27+1,02
77,09+2,83
82,42+3,76
83,14+0,17
83,86+1 ,50
74,71+1,37
83,86+0,72
82,28+1,37
83,86+2,60
80,55+0,52

14,21+0,07
20,01+0,28
10,59+0,23
7,08+0,14
6,66+0,09
4,79+0,07
6,15+0,14
7,75+0,30
13,75+0,07
14,84+0,14
11,58+0,07
10,38+0,44
0,41+0,03
0,98+0,01
1,10+0,00
1,54+0,01
1,04+0,00
1,88+0,01
2,28+0,08
2,74+0,01
2,45+0,03
1,52+0,05
1,59+0,03
2,14+0,01
1,81+0,00
2,03+0,01
1,95+0,02
2,32+0,00
2,54+0,03
4,99+0,01
2,10+0,00
2,45+0,04
2,14+0,14
4,91+0,09
3,69+0,03
2,84+0,04
3,05+0,05
1,33+0,00
6,02+0,10
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Résumé

Dans ce travail on a procédé a I'éude de |I'effet de certains paramétres d’extraction des composés
phénoliques a savoir le solvant a différentes concentrations (50% , 80% , 100%), temps (2h, 4h, 6h) et
température (30°C, 50°C, 70°C) de la partie aérienne des deux plantes médicinales Hyoscyamus albus
(solanacées) et Pulicaria odora (astéracées) trés répandues dans le bassin méditerranéen. Les extraits de
Pulicaria odora ont révélé que le méthanol 50%/50°C/2h a donné la meilleure teneur en polyphenols avec une
valeur de 270,58+10,25 mg EAG/g de poudre, alors que lateneur en flavonoides des extraits de cette plante est
attribuée a I’ acétone 100% /70°C/6h avec une concentration de 9,93+0,02 mg EQ/g de poudre, tandis que les
extraits d'Hyoscyamus albus ont démontré que |’acétone 50% /50°C/2h et  100%, 70°C/6h est le meilleur
solvant d'extraction des polyphénols et les flavonoides avec des valeurs 148,58 mg EAG/g de poudret5,72 et
12.29+0,01 mg EQ/g de poudrerespectivement.

L’ activité antioxydante des extraits a été testée par les méthodes suivantes : DPPH, pouvoir réducteur et
ABTS. Les résultats des tests du DPPH et du pouvoir réducteur pour Pulicaria odora, on a constaté que
I’acétone 100%/70°C/6h et le 50%/50°C/2h ont donné une meilleure activité anti-radicalaire et réductrice
90.09%+0,45, 45.67+0,02 mg EAA/g de poudrerespectivement. Pour Hyoscyamus albus c'est le méthanol
50%/30°C/4h qui a donné un meilleur pourcentage d'inhibition 85.59% +0,43 et un pouvoir réducteur important
est noté pour le méthanol 80%/50°C/6h avec une concentration de 20.61+0,46 mg EAA /g de poudre. Pour
I’ABTS le méthanol 50% /50°C/ 2h et I’ acétone 50°C/50%/2h ont donné presque les mémes valeurs 85 % pour

Pulicaria odora et 84% pour Hyoscyamus albus.

M ots-clés: Hyoscyamus albus, Pulicaria odora, polyphénols, activité antioxydante, pouvoir réducteur, DPPH.

Abstract

The aim of thiswork is to study the effect of extraction solvent at different concentrations (50% , 80% , 100%),
time (2h, 4h, 6h) et temperature (30°C, 50°C, 70°C) of the aeria parts of Hyoscyamus albus (solanaceae) and
Pulicaria odora (Asteraceae). The results of Pulicaria odora showed that the maximum total phenolic amounts
obtained were 270, 58+10,25 mg GAE/ g DWwith methanol at 50%/50°C/2h , total flavonoids obtained were
9,93+0,02 mg QE/g DW with acetone at100% /70°C/6h. whereas for Hyoscyamus albus, the acetone extract at
50% /50°C/2h and 100%, 70°C/6h records the highest content of total phenolics 148,58 +5,72 mg GAE/g
DWand flavonoids 12.29+0,01 mg QE /g DW.

Antioxidant activity was evaluated using three different methods: DPPH, reducing power, ABTS. The
percentage of inhibition and reducing power for Pulicaria odora were 90.09%+0,45 and 45.67+0,02 mg
AAE/g DW for acetone 100%/70°C/6h and 50%/50°C/2h respectively. Whereas for Hyoscyamus albus, the
percentage of inhibition was 85.59%:+0,43 for methanol at 50%/30°C/4h and reducing power 20.61+0,46 mg
AAE/g DW for methanol at 80%/50°C/6h. For the ABTS methanol 50%/50C/2h and acetone 50C/50%/2h

almost gave same values 85 % for Pulicaria odora and 84 % for Hyoscyamus albus.

Key words: Pulicaria odora, Hyoscyamus albus, phenolic coumpounds, DPPH, reducing power, ABTS.
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