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Introduction

La phytothérapie, également connue sous le nom de médecine par les plantes, constitue la plus
ancienne méthode de traitement connue de toutes les civilisations. A travers les siécles,chaque
civilisation a développé ses propres thérapies a base de plantes. Dés les débuts de I'humanité,
I'utilisation des plantes meédicinales pour traiter les maladies témoigne de la compréhension
rapide par I'hnomme des multiples bienfaits offerts par le regne végétal, non seulement pour
la nutrition et le vétement, mais aussi pour la santé et I'narmonie avec la nature (Verbois,
2015). Aujourd'hui, entre 25 et 30 % de tous les médicaments thérapeutiques sont soit

dérivés de produits naturels, soit en sont des dérives (Calixto, 2005).

Les recherches récentes ont souligné que le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses
maladies humaines (Berger, 2006). Parallelement, l'utilisation des antioxydants synthétiques
suscite des inquiétudes en raison des risques potentiels pour la santé liée a ces composés.
Actuellement, il y a un intérét croissant pour identifier de nouvelles sources d'antioxydants
naturels d'origine végétale. Les polyphénols, largement présents dans les plantes, sont
particulierement étudiés pour leurs multiples bienfaits pour la santé, comme indiqué dans les
études épidémiologiques. Leurs activités antioxydantes incluent la neutralisation des radicaux
libres, I'inhibition des enzymes impliquées dans leur formation, et la chélation de certains ions
métalliques (EI-Haci et al. 2012).

L'objectif de cette étude est dexplorer le potentiel de quatre plantes de la médecine
traditionnelle algérienne, Salvia rosmarinus, Thymus vulgaris, Cinnamomum verum et Ilicium
verum, en tant que sources d'antioxydants, en axant particulierement sur les polyphénols et les

flavonoides.

Ce travail est structuré en 3 sections. La premiére partie présente une revue de la littérature sur
le stress oxydatif, les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, ainsi que les propriétés
antioxydantes des plantes et les bienfaits thérapeutiques des flavonoides. La deuxiéme partie
décrit la méthodologie employée pour mener les expériences. La troisiéme partie discute des
résultats obtenus et de leur interprétation. Enfin, la conclusion résume les principaux résultats

obtenus et suggére des directions pour des travaux futures.


https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor%3A%22Sylvie%2BVerbois%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
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I.1. Stress oxydant et antioxydants
I.1.1. Origine et conséquences du stress oxydant

Les especes réactives de 'oxygene (ERO) sont produites en permanence dans la cellule par
divers mécanismes physiologiques en faibles quantités car ils sont utiles pour l'organisme a
faibles doses. Leur concentration est régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et leur
taux d’élimination par les systéemes antioxydants. Ainsi, a 1’état quiescent, on dit que la
balance antioxydants/pro- oxydants (balance rédox) est en équilibre. Cependant cette
homéostasie rédox peut étre rompue, soit par une production excessive d’ERO, soit par une
diminution des capacités antioxydantes créant ce qu’appel le stress oxydant (Figure 1). En
situation normale, la production physiologique des ERO est parfaitement maitrisée par les
systéemes de défense antioxydants, la réponse antioxydante est alors efficace pour compenser
cette production et le desequilibre est transitoire. En revanche, dans certaines situations
pathologiques, la production d’ERO est plus importante et prolongée, et la réponse
antioxydante insuffisante et le déséquilibre est durable. (Pincemail et al. 2002 ; Haleng et al.
2007).

Radicaux libres et ROS
endogénes (respiration,
systéme immunitaire...) ou
exogeénes (UV, radiations
ionisantes, métaux...)

Potentiel antioxydant

de l'organisme

\ Stress Oxydatif

Enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase... ) ot non (acide ascorbique, vitamine £, flavonoides,
Polyphénols...)

Figure 1 : Déséquilibre de la balance oxydants /antioxydants

Les especes réactives de I’oxygene radicalaires ou non radicalaires dont la concentration n’est
plus maitrisée peuvent avoir des effets nocifs car ils peuvent modifier la taille et la forme des
composeés avec lesquels ils interagissent. Par conséquent, ils peuvent induire l'apoptose dans les
cellules saines et peuvent provoquer une inflammation ou altérer les fonctions cellulaires. Toutes

ces détériorations participent a certaines pathologies dégénératives telles que les cancers,
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Les maladies d'Alzheimer ou de Parkinson ou au vieillissement cellulaire (Liguori et al. 2018).

1.1.2. Principales espéces réactives de I’oxygéne ERO

Les ERO est un nom commun pour diverses espéces chimiques, y compris les anions de
superoxyde, Peroxyde d’hydrogéne, acide hypochloreux, oxyde nitrique, peroxynitrite,
oxygene singulet, hydroperoxyle et radicaux hydroxyle (Tableau 1), qui sont produits dans les
cellules comme sous- produits du métabolisme cellulaire normal. Cependant, chacune de ces
molécules a ses propres caractéristiques uniques. (Ghosh & Shcherbik. 2020). Les ERO
proviennent de sources endogénes (mitochondries, peroxysomes, réticulum endoplasmique,
cellules phagocytaires, etc.) et de sources exogenes (pollution, alcool, fumée de tabac, métaux
lourds, métaux de transition, solvants industriels, pesticides, certains médicaments tels que

I'nalothane, le paracétamol, et les radiations). (Phaniendra,Jestadi, et Periyasamy, 2015).

Tableau I. Principaux types d’espéces réactives (Ghosh & Shcherbik. 2020)

Anion superoxyde 02 -
Radicaux hydroxyle OH-
L'oxyde nitrique NO-
Hydroperoxyle HOO-
Peroxyde d’hydrogene H20>
Acide hypochloreux HOCI
Peroxynitrite ONOO-
L'oxygene singulet o2]

Le role des ERO est complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un effet toxique
en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont générées en faible
quantité et jouent un rdle de messagers secondaires capables, notamment, de réguler le
phénoméne de I’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription. Le monoxyde d’azote
radicalaire ou NOe est un composé important ; il est notamment synthétisé par les cellules
endothéliales via I’action de NO synthétases sur la L-arginine. C’est une molécule labile tres
diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent sur la plupart des fonctions physiologiques de

I’organisme (maintien du tonus vasculaire, neurotransmission, fonctionnement rénal, ...).
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Toutefois, le NO- peut former avec I’anion superoxyde le peroxynitrite (HOONO), un oxydant

puissant et diffusible, capable d’endommager de nombreuses molécules organiques.

Formés en trop grande quantité, les ERO deviennent « pathologiques » en activant I’expression
de génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion. En outre,
leur nature instable les rend trés réactifs vis-a-vis de substrats biologiques et capables d’induire
des modifications oxydatives délétéres potentiellement impliquées dans I’apparition de

pathologies. (Haleng et al. 2007)

1.1.3. Principales cibles biologiques des ERO

Les radicaux libres, en raison de leur réactivité chimique élevée, peuvent endommager une
variété de composants cellulaires, ce qui conduit a un dysfonctionnement cellulaire et a des
maladies. Leurs principales cibles dans les cellules sont les ’ADN, les protéines et les lipides

(Figure 2).

| radicaux libres ]

¥ ¥ ¥
| |

—— —

l |

eroxydation des - [ oxydation des thiols ] E modification de S]
fi SJ N\

‘expression des géne

lipides ormation de carbonyle
v N\
- dommages [perturbatlor\ du gradient ] i [ epunsement de
ala membrane 3 ionique normal = (I'ATP et du NADPH
J

’ l activation\desactivation des l

> Iésions cellulaires -

Figure 2 : Cibles moléculaires des radicaux libres (Kumar et al. 2012)

1.1.3.1. L’acide desoxyribonucléique

L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO. Ces especes réactives peuvent modifier
directement I'ADN ou générer indirectement différentes lésions, affectant toutes deux la
viabilité des cellules (Filomeni, De Zio & Cecconi 2015) entrainant des mutations au sein de
I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement

du cancer et le vieillissement. (Haleng et al. 2007). On n’estime pas moins de dix mille
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Reéactions d'oxydation qui endommagent chaque jour I'ADN (oxydations des base purine /

pyrimidine, réticulations, ruptures de brins et bases cycliques). Ces dommages, si elles ne sont
pas réparées a temps, peuvent interférer avec les métabolismes essentiels de 'ADN y compris
la transcription, la recombinaison, et la réplication, qui peut finalement donner lieu a des

résultats défavorables comme la sénescence cellulaire et la mutagénése (Lee & Kang. 2019).

1.1.3.2. Les protéines

Les protéines sont la principale cible de I'oxydation, principalement en raison de leur quantité
et de leur taux élevé d'interactions avec les ERO. Les protéines sont sensibles aux modifications
ERO des chaines latérales d'acides aminés qui modifient la structure des protéines. Les acides
aminés les plus réactifs au ERO sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la
tyrosine. Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera son oxydation avec, pour
conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter- chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes des protéines. (Ahmad et al.
2017).

1.1.3.3. Les lipides

Les ERO augmente également les dommages causés aux lipides. En effet, les lipides insaturés
sont susceptibles de subir un processus connu sous le hom de peroxydation lipidique, une
réaction en chaine, initiée par des radicaux libres réactifs tels que -OH, qui en présence
d'oxygéne, conduit a la formation de peroxydes lipidiques et d'autres dérivés. La peroxydation
des lipides membranaires altére leur structure et interfere avec la fonction membranaire ce qui

conduit inévitablement a la mort cellulaire (Di Meo & Venditti 2020).

I.1.4. Les Systemes antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOR, 1’organisme dispose d’un ensemble complexe de
défenses antioxydantes (Figure 3). On distingue deux sources d’antioxydants : 1'une est
apportée par I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E,
caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique ; I’autre est endogéne et se
compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines
(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des dommages

oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le
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Sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes. (Defraigne &

Pincemail. 2008).

& O (oxygene fondamental)
N 2

le” CI',MPO

=

‘)/\/ SOD, Vit C
anion superoxyde peroxyde d' hydrogene

_—- (eau de javel)
(atalase Vit C, flavonoides,
% | I I GSH
radlcal hydroxyle *

llpoperoxydee

acide hypochloreux

ferritine, transferrine,
agents chélateurs

oxygene singulet acide urique, Vlt C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubtqumone

Figure 3 : Apercu des differentes ERO et des antioxydants régulateurs de leur production
(Haleng et al. 2007)

1.1.4.1. Les antioxydants enzymatiques

A. Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des meétalloprotéines, qui représentent une des
premiéres lignes de défense contre le stress oxydant, assurent 1’¢limination, par une réaction de
dismutation, de I’anion superoxyde O2 - en le transformant en oxygene et en peroxyde

d’hydrogéne (H202) ; espece moins réactive (Valko et al. 2006).

B. La catalase

La catalase est une enzyme antioxydante commune présente dans presque tous les tissus vivants
qui utilisent I'oxygéne. L’enzyme utilise du fer ou du manganese comme cofacteur et catalyse
la dégradation ou la réduction du peroxyde d'hydrogene (H202) en eau et en oxygene
moléculaire, complétant ainsi le processus de détoxification imité par la SOD (lghodaro
&AKkinloye. 2018).

C. La Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoenzyme qui fonctionne comme un antioxydant
catalytique et protége divers organismes du stress oxydatif et des dommages a la membrane

cellulaire.1 GPx catalyse la réduction des peroxydes nocifs en utilisant le glutathion (GSH)
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(Mouithys-Mickalad et al., 2004). Le réle principal de GPx consiste en 1’élimination des

peroxydes lipidiques résultant de ’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés.

(Handy & Loscalzo, 2022)

1.1.4.2. Les antioxydants non enzymatiques

A. Les Vitamines

La vitamine C, aussi Acide ascorbique est un important antioxydant et agit donc dans les
environnements aqueux du corps ; ¢’est un agent réducteur et neutralisant des ERO tels que le

peroxyde d'hydrogene (Kurutas. 2015).

La vitamine E désigne un ensemble d’isoméres, les tocophérols et les tocotriénols. Ce sont des
composes liposolubles qui possédent des propriétés antioxydantes prononcees. Ils réagissent
plus rapidement que les acides gras polyinsatures avec les radicaux pyroxyles et agissent donc
en brisant la réaction en chaine de la peroxydation lipidique (Kurutas. 2015).

B. Le glutathion et les protéines-thiols

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intra-cellulaire ou il est présent sous forme essentiellement réduite
(GSH). Les propriétés antioxydantes du GSH sont nombreuses : cofacteur de la GPXx,
chélateur des métaux de transition, régénérateur final des vitamines E et C, a partir de leur
forme radicalaire. La plupart des protéines dont I’albumine contiennent des groupements «
thiols » qui possédent des propriétés réductrices et piegent facilement les espéces oxygénées

activées. (Haleng et al. 2007)

C. Les Polyphénols

Les polyphénols sont des composés phytochimiques polyhydroxylés synthétisés par les plantes
et présentent de nombreux avantages pour la santé humaine. Les polyphénols ont la capacité de
piéger et d’éliminer les radicaux libres en donnant des ions hydrogene pour stabiliser les

radicaux libres (Haida et Hakiman 2019)

1.1.4.3. Plantes a activité Antioxydants

Les plantes ont I’aptitude de synthétiser de nombreux composes appelés métabolites
secondaires comme les polyphénols, les terpenoides, les alcaloides et autres. Au cours des
derniéres années, des études sur les activités antioxydantes des plantes médicinales ont

augmenté de facon remarquable gréce a leur potentiel d’étre utilisées en tant que sources
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naturelles d’antioxydants. En raison de la grande diversit¢ chimique de leurs métabolites
secondaires, les plantes posseédent un large éventail d’activités biologiques qui peuvent étre
utilisé en thérapeutiques. Dans le tableaux Il sont cités quelques exemples de plantes

africaines a potentiel anti-oxydant.

Tableau Il : Quelques plantes a potentiel antioxydant

Taux de flavonoides(Qt.F),
Partie Méthode Activité anti-radicalaire (IC50DPPH) Réf.
Plante utilisée d’extraction Activitéanti-hémolytique (IC50HIyse)

Qt.F:0.021,62 mg EQ/g
IC500ppH=57,14+4,76 mgEQT/gMS

Dalbergia Ecorcede | Macération QLF : 38,42+0,45 mg EQ /100g

Feuilles

Hostilis ] méthanol
Tige IC50ppp=301,5740,01 mgEQT/gMS
Feuilles Qt.F:210,27+0,71 mg EQ /100g
Pericopsis
. t.F :6,81+0,19 mg EQ /100
Laxiflora Racines Q 9EQ J Aubinet al.,
IC500ppH=291,59+1,86 mgEQT/Gms 2020.
Piliostigma ]
- Racines Macération | 1C50ppri=31,16+0,30 mgEQT/gMS
Thonningii .
méthanol
Pseudarthria ] Qt.F: 24,64+0,44 mg EQ /100g
. Racines
Hookeri IC50pppH=33,38+5,88 mgEqT/gMS
o ) Qt.F: 334,48+0,49 mg EQ /100g
Uraria Picta | Feuilles
284,02 £1,82 mgEQqT/gMS

Décoction | Qt.F:6,73+0,02 mg EQ/mI
Eau IC50pppH=0,47 mg/ml

Infusion Qt.F:6,34+£0,02 mgEQ/mI

Azadirachta Feuilles
Indica Eau IC500ppH=1,09mg/ml
Macération | Qt.F:6,67 +0,04 mgEQ/mI
Eau IC50pppH= 0,63 mg/ml Bohui et
Décoction | QF : 8,10 = 0,02 mg EQ/ml al. 2018
Eau IC500ppH = 0,29 mg/ml
Psidium euilles Infusion Qt.F:7,62+0,02 mgEQ/mI
Guajava Eau CI150: 0,33 mg/mi
Macération | Qt.F:7,80+0,01 mgEQ/ml
Eau IC50pppH = 0,35 mg/ml
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Taux de flavonoides(Qt.F),
Partie Meéthode Activité anti-radicalaire (IC50DPPH) Réf.
Plante utilisée d’extraction Activitéanti-hémolytique (IC50HIyse)
Asteriscus Partie Macération | Qt.F:7,82+0,11 mgEC/g MS XX
Graveolens | Aérienne méthanol IC50pppH=26,97 + 1,04 ug/ml
Cymbopogon Partie Qt.F:1,41+0,06 mg EC/g MS
Schoenanthus Aél‘ienne ICSODPPH :56,83 + 1,53 ug/ml
i Partie : )
Panl_cum Adrienne Qt.F: 1,3? + 0,01 mg EC/g MS Haddouchi,
Turgidum Macération | !C500pp=107,88 2,23 pg/ml Chaouche, and
. méthanol Halla, 2016.
Pituranthos Partie Qt.F:1,73+0,02 mg EC/gMS
Scoparius | Aerienne IC500ppn=73,73 + 1,41 pg/ml
Gvmnema : James and
sglvestre Feuille IC50h1yse = 29,83 mg EQ/mL Alewo. 2014
. Percolation | Qt.F:122.3 +4.1 mg/ml .
N_Ient_ha aéll:’)iaerr:::]ee a IC500ppH=129.3 £ 4.5 pug/ ml Ebgé;hlzn(;i%det
Piperita 1’éthanol | 1C50kiyse = 836.4+ 29.2 pg/ml '
Acacia Partie Macération : Afsar et al.
Hydaspica aérienne méthanol | GO0k = 29,9 0,91 g 2016.
Zingiber Racine Décoction | Qt.F:32,1 mgEC/gMS Oueslati, et al.
officinale eau IC50pppH=2,1 ug/ml 2018

1.2. Les flavonoides : Structure et propriétés antioxydantes

1.2.1. Généralités

Le terme flavonoide est issu du latin « Flavus » qui signifie jaune. Ce sont des composes poly-
phénoliques, presque toujours hydrosolubles et tres répandus dans le régne végétal. Ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles dont les différentes
couleurs dépendent de la structure mais également du pH du milieu. Le plus souvent, ils sont
sous forme d’hétérosides ou de flavonoides aglycones. En tant que métabolites secondaires des
plantes, les flavonoides jouent un réle important dans de nombreux processus biologiques et

dans les réponses des plantes aux facteurs environnementaux. (Amalesh, Das and Das, 2011).

Les flavonoides, qui sont courants dans l'alimentation humaine, ont des effets antioxydants ainsi
que d'autres activités biologiques dont 1’effet antibactérien, anti-inflammatoire, antitumoral,

antivieillissement cellulaires (Rana & Gulliya. 2019).
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Les fonctions biologiques des flavonoides sont liées a leur cytotoxicité potentielle et a leur

capacité a interagir avec les enzymes qui dépend de la nature des substitutions structurelles dans
leurs anneaux C6-C3-C6 (Shen et al.2022).

1.2.2. Structure des flavonoides

A I’état naturel, les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones de glycosides,
(une ou plusieurs de leurs fonctions phénols sont alors glycosylées) et de dérivé méthylés. Tous

les flavonoides ont une méme structure de base constituée d’un noyau flavane, soit d’un noyau

e o o [
P o oy

Flavane Flavone lon flavylium

flavone ou d’un noyau ion flavylium (Figure 4) (Abedini. 2013).

Figure 4 : Structures de base des flavonoides (Abedini. 2013)

1.2.3. Classification des flavonoides

Plus de 5000 variétés de flavonoides ont été identifiés, ils sont divisés en plusieurs groupes qui
se différencient par le degré du degré de substitution de I'hétérocycle de l'aglycone, son
oxydation et sa conformation spatiale (Shen, et al. 2022). lls sont le plus souvent divisés en
six classes (Tableau IlI) : Les flavones, les flavonols, flavan-3-ols, les flavanones, les
isovlavones et anthocyanidines (ou anthocyanidols) (tableau 1 (Yao et al., 2004 ; Karabin et
al., 2012 ; Shen, et al. 2022). Les anthocyanidines peuvent étre obtenues par réduction

flavonols ou par oxydation des flavanols.
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Tableau 111 : Les principales classes des flavonoides (Karabin et al., 2012.

Classe

Structure

Données et exemples

Flavones

Les flavones ont une structure basée sur laflavone
(2-phényl-1-benzopyran-4-one ou 2-
phénylchromén-4-one).

Colorants végétaux jaunes dont environ 300
composés naturels sont connus.

Sont parfois présentes sous forme d'hétérosides
solubles dans I'eau. Se trouve parfois comme co-
pigment avec lesanthocyanes.

(Apigénine, Chrysine et Lutéoline)

Flavonols

Ce sont des pigments jaunes présents notamment
dans la pellicule des raisins etdans les feuilles de
vigne.

Leur forme aglycone est trés stable et dans
I'nétéroside, I'ose est fixé sur I'oxygéne duOH placé
en position 3.

(Quercétine, Myrcétine et Kaempférol )

Flavan-3-ols

OH

Ils ont également une structure commune poly
hydroxylée.

Les flavanols se présentent sous plusieursformes :
monomeres  (catéchine et  épicatéchine),
oligoméres et polymeres

(tannins)

Flavanones

Un sous-groupe de flavonoides, incolore dérives

2,3-dihydrogénés des flavones, généralement
glycosylées par

un disaccharide en position 7 pour donner des

hétérosides de flavanones.

(naringénine, Hespérétine et taxifoline)

Isoflavones

Sous-famille des flavonoides a propriétéspseudo-
estrogéniques.
Ce sont les isomeres de flavones, avec unestructure
quasi identique, la seule différence étant la position
du groupe phényle, lié au carbone 3 au lieu du

carbone 2 pour les flavones (Géenistéine

Daidzéine)

Anthocyanidines

Ils constituent la partie aglycone desanthocyanes
Les anthocyanidines ont pour structure debase I'ion

flavylium (Cyandin, Malvidine et Pétunidine)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavone
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9t%C3%A9roside
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anthocyane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavono%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavone_(groupe)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Disaccharide
https://tice.ac-montpellier.fr/ABCDORGA/Famille/ANTHOCYANES.html
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1.2.4. Propriétés antioxydants

Les flavonoides ont suscité l'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a cause de
leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs rdles dans la pigmentation, mais
aussi en raison de leur potentiel thérapeutique et effets bénéfiques sur la santé humaine. Comme
cela a été démontré par de nombreux travaux, les flavonoides sont des molécules a diverses
activités thérapeutiques : antioxydants, anti-inflammatoires, anti-microbiennes, anti-

cancéreuses, protecteurs vasculaires... (Rana & Gulliya. 2019)

Les flavonoides sont considérés comme des agents antioxydants tres puissants en raison de leur
structure chimique, se rapportant en particulier a la position des groupements hydroxyles sur
les noyaux aromatiques, en C3 et C4 dans le cycle phénol B puis en position C3 et C5, ainsi

que le groupe carbonyle en C4 (Wang et al., 2010 ; Shen, et al. 2022).

La propriété antioxydante des flavonoides est attribuées a :

+ Leur capacité a piéger directement les radicaux libres en formant des radicaux flavoxy
(Kejik, and al. 2021), selon la réaction représentée ci-dessous :

OH Q 0 0
R RH oy K RH l . 2
o /D' i\ //\\ - L > ™ /\ ot / /,;
BTN e =N
- - O -
o . S
\\:’/,/ k\;«/’/ / \\\’?//
quinone

+ Leur pouvoir de chélater les ions métalliques impliqués dans la production des espéces
oxygénées réactives (EOR). (Kejik, and al. 2021).

+ Leur capacité d’inhiber des enzymes qui contrélent la balance redox et les processus
inflammatoire en particulier les oxydases et es enzymes pro-oxydantes comme les
cycloéxygenases, lipoxygénases, xanthine oxydase, NADH oxydase and
myelopéroxidase se qui va conduire a la suppression de la production des ERO (Kejik,
and al. 2021).

Un bon nombre des propriétés antioxydant des flavonoides sont attribués a leur capacité de
céder des atomes d’hydrogenes, a leurs caractéristiques structurales (Figure 5) leurs conférant
une capacité d’éliminer et/ou de piéger efficacement les radicaux libres. (Zeghadet

Merghem. 2013).
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Figure 5 : Caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage des

radicaux libres (Amic¢ et al. 2003).

L’activité antioxydante peut résulter de :

a.

La présence d'un un groupe o-dihydroxy dans le cycle B, (3, 4-dihydroxy) possedant
des propriétés donneuses d'électrons et étant une cible radicalaire.

La présence de la fonction 3-OH du cycle C est également bénéfique pour I’activité
antioxydante des flavonoides.

La double liaison C2-C3 conjuguée a un groupe 4-céto, responsable de la délocalisation
des électrons du cycle B, améliore encore la capacité de piégeage des radicaux.
Présence de groupes 3-OH et 5-OH en combinaison avec une fonction 4-carbonyle et
une double liaison C2-C3.

Présence de substituants hydroxyle dans une structure catéchol sur le cycle A, qui sont
capables de compenser l'absence de structure o-dihydroxydans le cycle B, et deviennent
un déterminant plus important de l'activité antiradicalaire (Figure 5). (Zeghad et
Merghem, 2013).

1.2.5. Exemples de flavonoides antioxydants

Un certain nombre de travaux récents ont montré que la capacité antioxydantes de la baicaleine,

la baicaline, la rutine et la Chrysine (Figure 6) est due entre autres a leurs capacités a piéger les

ions métalliques tels que le fer et le cuivre par la formation de complexes métallo-flavonoides

de haute affinité (avec constante d’affinité allant de 10° a 10*M™) ; ce qui va conduire a

I’inhibition de la génération du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. (Kejik, and al.,

2021).
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OH O

OH O OH O
Baicaleine Chrysine

Rutine

Figure 6 : Structures de la Baicaline, la Baicaleine, la Chrysine et de la Rutine (Kejik, and
al., 2021

L’activité antioxydantes de la genisteine et la daidzeine (Figure 7) est di a I’efficacité de ces
deux isoflavones a inhiber la lipoxygénase, une enzyme pro-oxydant a co-facteur ion Fe, avec
des efficacités de 1Cso = 136 and 157 nmol/L et 1Cso= 107 and 125 nmol/L, respectivement. Les
études ont montré que le mécanisme d’inhibition repose sur le piégeage et la réduction de I’ion

métallique dans le site de I’enzyme. (Mahesha , Singh et Rao, 2007)

HO

Genisteine Daidzeine

Figure 7 : Structures de la Genisteine et de la Daidzeine (Mahesha, Singh et Rao, 2007).
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Les composés flavonols ; kaempférol, de la quercétine et de l'iso quercitrine, (Figure 8),
présentent un large profil antioxydant di a leurs capacités d’agir comme piégeurs de différents
espéces réactives : anion superoxyde, d'acide hypochloreux et I'oxyde nitrique. (Vellosa et al.,
2011)

OH O

kaempferol quercetin isoquercitrin

Figure 8 : Structures du kaempferol, la quercetine et I’iso quercitrine (Vellosa et al, 2011)

La querceétine était la plus efficace contre HOCI possédant une faible 1C50 (0,08 uM), le NO
(taux d’inhibition de NO de 41% pour 0.265 mM) et I’anion superoxyde (IC50 =25 uM) suivie
de I’Iso quercitrine puis le kaempférol. La différence dans I’efficacité a piéger les radicaux
libres de ces flavanols peut étre reliee aux groupes hydroxyles libres sur le cycle B des
flavonoides et I'hydroxyle en position 3 sur le cycle B qui peuvent constituer des sites

importants pour 1’élimination des superoxydes. (Vellosa et al, 2011).
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11.1. Le végétal

Dans ce travail, nous avons étudié Quatre plantes : Le thym (Thymus vulgaris), le romarin
(Salvia rosmarinus), la cannelle (Cinnamomum verum) et ’anis étoilé (lllicium verum)
(Figure 9). Ces plantes sont largement utilisées en Algérie, soit comme épices pour aromatiser
les plats culinaires ou comme plantes médicinales dans la préparation des tisanes
antigrippales.

Les plantes ont été achetées sous forme séchée chez un herboriste de la ville d’El Kseur. Elles ont
été mises dans une étuve aérée a 40°C pendant 72H pour éliminer toute trace d’humidité

résiduelle puis réduites en tres petits morceaux.

Thym Anis étoilé

Figure 9 : Plantes utilisées dans I’étude expérimentale

11.2. Extraction par méthode d’infusion

L’infusion avec 1’eau est une méthode d’extraction de principes actifs hydrosoluble a partir
d’une matrice végétale. L’extraction aqueuse par infusion a été réalisée selon le protocole de

(Gido et al. 2007) Avec quelques modifications,100 ml d’eau distillée bouillante (100°C) ont

—_—
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été versés sur 10 g de chaque plante réduite en de trés petits morceaux et laissés infuser pendant
15 min. Ensuite, I’infusion a été rapidement refroidie et filtrée par un papier Wattman. Le filtra
obtenu a ensuite mis dans une étuve aérée a 40 °C pour évaporation jusqu’a séchage complet.

Le résidu sec ainsi récupéré a été ensuite pesé et stocké a 4°C jusqu’a utilisation.

Calcule du rendement : Le rendement d’extraction a été calculé selon 1’expression suivant :

me (g)
Rdt (%)= ——— x 100
mms( g)

Rdt (%) : Rendement d’extraction

ME (g) : masse de I’extrait sec récupéré en gramme.
mMS (g) : masse de la plante utilisée pour I’extraction en
gramme.

11.3. Dosage des composés phénoliques

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur polyphénol totaux a été déterminé a I’aide de la méthode colorimétrique au reactif de
Folin-Ciocalteu (Coe, Fraser, et Ryan 2013). Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide jaune
compos¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lors de
I’oxydation des substances phénoliques, le réactif est réduit en mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene. La coloration obtenue aprés la réaction est proportionnelle a la
concentration de polyphénols présents dans les extraits végétaux, elle possede une absorbance

maximum d'environ 760 nm. (Bessas. 2008).

Le Protocol utilisé est celui de (Tariq et al. 2013) avec quelques modifications. Il a été réalisé

comme suit :

On a mélangé 10 pl de D'extrait avec 100 pl de réactif de Folin 1 N dilué a 50 % dans de
I’éthanol 50 % et 1,59 ml d’eau distillée et on a incubé pendant 6 min a ’obscurité a
température ambiante. On rajoute aprés 300 pl d’une solution aqueuse de bicarbonate de
sodium a 7,5 %. Apres incubation pendant 2 heures a température ambiante, la mesure de

I’absorbance a été effectuée a 720 nm.

NB : Un blanc a été préparé de la méme facon en substituant 1’extrait par de ’eau.
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La teneur en polyphénols dans I’extrait a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage
effectuée dans les mémes conditions avec de 1’acide gallique comme référence (annexe) et
exprimées en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matiére végétale seche

(mgEq.AG/gMS).

11.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides contenus dans les extraits a été réalisé par la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICI3). Les flavonoides contiennent des groupements hydroxyles (OH) libres en
position C3 ou C5, ils provoquent la formation de complexes flavonoides- aluminium, qui
donne par chélation de I’ion Al+3 une coloration jaunatre mesurable a 460 nm. La coloration
jaune produite est proportionnelle a la quantité des flavonoides présentent dans les extraits (Dif
et al. 2015).

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon le protocole décrit dans la référence (Hebi &
Eddouks, 2016). Légeérement modifié. Différentes concentrations d’extraits aqueux ont été
mélangées avec 1ml de solution de chlorure d’aluminium (AICI3 2%). Apres incubation
pendant 10 min a température ambiante, la mesure de 1’absorbance a été effectuée a
460nm.contre un blanc. Le blanc a été préparé avec 1 ml d’AICI3 additionné d’un 1 ml d’eau

distillée.

Les taux de flavonoides contenus dans les différents extraits sont calculés par référence a une
courbe d’étalonnage, en utilisant la quercétrine comme standard et il est exprimé en mg

équivalent de quercétine /g matiere seche végétal (mg Eq.Q/g MS).

11.3.3. Dosage des tanins condenses

Le dosage des tanins condensés a €té réalisé avec la méthode de la vanilline-HCI décrite par
Ghedadbaet al. (2015) avec de légéres modifications. La vanilline réagit avec les flavan 3-
ols libres et les unités terminales des proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de flavanols présents dans le milieu et qui présente un

maximum d’absorption a 500 nm de longueur d’onde.

Le Protocol réalisé est celui décrit par (Ali-Rachedi et al. 2018) Iégerement modifié. 11 est

réalisé comme suit :

On a mélangé 100 pl d’extrait a concentration de 50 mg/ml avec 1,5 ml de vanilline a 4 %
et 750 ul d’acide chlorhydrique concentré et on a bien homogénéisé. Apres incubation

pendant 20 min a 30 °C. La mesure de 1’absorbance a été effectuée a 500 nm.
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Le blanc a été préparé de la méme maniere en remplagant le volume d’extrait par de 1’eau
distillée. Les taux des tanins condenseés contenus dans les différents extraits sont calculés par
référence aune courbe d’étalonnage, en utilisant la catéchine comme standard et il est exprimé

en mg équivalent de Catéchine /g matiére séche végétal (mg Eq.C/g MS).

11.3.3. Dosage des tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une coloration bleue
dont DI'intensité d’absorbance mesurée par spectrophotométrie est proportionnelle a leurs
concentrations (Dif et al. 2015). Cette méthode est basée sur une réaction avec le trichlorure
de fer, le mélange d’extrait tannique plus le réactif du trichlorure ferrique (FeCl3) provoque

une coloration bleue du complexe d’ou la formation des ions de (Fe 3+).

Le dosage des tanins hydrosolubles a été réalise selon le protocole décrit dans la référence (Dif
et al. 2015), légérement modifiée. 20 et 100 pl des extraits aqueux de Romarin, cannelle ou Anis
étoilé ont éte melangé avec 900 pl de I’eau distillé et 3,5 ml de FeCI3 (0,01%). La solution a été
homogénéisée vigoureusement par le vortex. L’absorbance est mesurée immediatement apres a
660 nm contre un blanc ne contenant pas d’extrait. Les taux de tanins hydrolysables contenus
dans les différents extraits sont calculés en se référant a une courbe d’étalonnage realisée avec
I’acide tanique comme standard (annexe) et ils sont exprimés en g équivalent d’acide tanique/g

de matiére seche vegétal (ug Eq.AT/g MS).

11.4. Evaluation du pouvoir antioxydant

11.4.1. Test du pouvoir réducteur

La réduction du Fer par les extraits aqueux des plantes étudiées a été évalué par le test FRAP
du potassium-ferricyanide (Que, Mao, and Pan, 2006). Cette méthode est basée sur la capacité
des extraits a réduire 1’ion ferrique (Fe3+), coloré en bleu, en ion ferreux (Fe2+) du complexe
ferricyanure-Fe, coloré en vert. L’intensité de la couleur est proportionnelle au potentiel

réducteur (Figure 10).
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Figure 10 : Réaction de réduction du complexe ferricyanide ferrique Fe (I11) par antioxydant
(AH)

Le protocole utilisé pour évaluer le pouvoir réducteur est basé sur celui décrit dans la référence
de Habibou et al. (2015), Iégerement modifié. Dans un volume de 625 ul de tampon phosphate
ont eté mélangé 625 pl de ferricyanure de potassium 1% ont été mélangé avec différente
volumes des extraits aqueux (5-50 ul). Aprés 20 minutes d’incubation a 50°C, 625 ul d’une
solution aqueuse de TCA (10%) a eté ajouté au milieu réactionnel. Apres agitation et
centrifugation a 3000 tours pendant 10 min, 625 pl de ’eau distillé et 125 pl de FeCl3 0,1%
sont ajoutés a 1,25 ml du surnagent et ’absorbance est lue a 700nm. Un blanc ne contenant pas
d’extrait a été utilis€. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des extraits testés.

11.4.2. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne
La capacité de piégeage de H,O- par un antioxydant est basée sur I'absorption intrinseque de H.O, dans

la région UV. A mesure que la concentration de H202 diminue par des antioxydants, la valeur

d'absorbance a 230 nm est a également diminué (Magalhaes et al. 2008).

La capacité des extraits a neutraliser le peroxyde d’hydrogene (H20:) a été déterminée en
suivant la méthode décrite par (El-Haci et al. 2019) avec quelques modifications. Une quantité
de 1 ml de la solution H20: (30V) diluée au 1/10 avec le tampon PBS (pH=7,4) a été mélangé
avec différentes concentrations des extraites solubilisés dans du tampon PBS et 3 ml de tampon
PBS. Aprés une incubation de 15 minutes a température ambiante, 1’absorbance été mesurée a
240 nm, Le blanc a été préparé de la méme fagon mais sans le H2O>. Le control positif a été

réalisé en absence d’extrait dans les mémes conditions.
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L’activité de piégeage de H-0- est calculée selon la formule suivant :

[ Abs contréle —Abs Essai ]

Taux de piégeage du H202 (%) = = 100

Abs contrdle

Abs controéle : absorbance en absence de I’inhibiteur
Abs Essai : absorbance en présence de I’inhibiteur

11.4.3. Inhibition du radical DPPH

C’est un test qui est fréqguemment utilisé pour évaluer ’activité antioxydante. Qui repose sur la
réduction d’un radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), couleur violet, le DPPH-H

réduit, coloré en jaune. (Kartini et al. 2020)
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Figure 11 : réaction de réduction du DPPH (Kartini et al., 2020)

Le test DPPH a €té réalise selon le protocole décrit par Haddouchi, Chaouche, et Halla (2018)

Légérement modifié :
On a mélangé 100 pl d’extrait avec 1,125 pul d’H20 distillée et 25 pul de DPPH. Aprés incubation a
I’obscurité pendant 30 min. La mesure de I’absorbance a été effectuée a 532 nm.
L’absorbance a été mesurée contre un blanc effectué dans les mémes conditions en 1’absence

d’extrait de plantes.

Le taux de piégeage du radical DPPH est calculé selon la relation suivante :

AbsC — Abs E
(%)= x 100
Abs E

I (%) : Taux d’inhibition du radical DPPH
AbsC : Absorbance du contrdle en absence de I’extrais de plante
AbsE : Absorbance de 1’essai en présence de I’extrais de plante
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11.5. Evaluation de I’activité anti peroxydase

11.5.1. Préparation de I’extrait enzymatique

L’extraction de la peroxydase a été réalisée a partir du navet blanc selon le protocole décrit par
(Rosa et al. 2020)Avec quelques modifications. Le navet blanc a été nettoyé, épluché et coupé
en petits dés. 100 g ont été homogénéisé dans 100 ml de tampon phosphate 50mM froid, pH6,6
a I’aide d’un mixeur pendant 3 min. L’extrait obtenu a été filtré sur de la gaze puis centrifugé a
4000 g pendant 20 minutes a 4 °C. Le surnagent obtenu contenant I’enzyme a été conservée a -

20°C jusqu’a utilisation.
11.5.2. Mesure de P’activité anti-peroxydase

L’activité enzymatique de la peroxydase en présence et en absence d’extrait de plante a été
suivie par la méthode colorimétrique en utilisant le gaiacol et le peroxyde d’hydrogéne comme
substrats (Dahdouh, Bachir-Bey, et Kati 2020). La peroxydase catalyse I’oxydation du
gaiacol, substance incolore, par la peroxydation tetragaiacol, produit de couleur rouge-rouille
qui absorbe a une longueur d’onde de 470 nm. (Figure12) (Mitsch et White 2020).
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Figure 12 : Oxydation du gaiacol en tetragaiacol (Mitsch et White 2020)

Différents volumes extraits de plante (0-100ul) ont été mélangé avec 20 ul d’enzyme dans 600
ul de tampon phosphate 50mM, pH 6.6. Le mélangé a été ensuite homogénéisé et incubé
pendant 10 min a température ambiante. Apres incubation, un volume de 1,4 ml de solution
substrat composé 1 % de gaiacol et 0,3 % H202 a été ajouté au mélange précédent et laissé
incuber pour 5 min. la réaction a été stopper par I’ajout de 1ml de carbonate de sodium 3 M et

une lecture de I’absorbance a été réalisée a 470 nm.
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Expression des résultats : le taux d’inhibition (%) a été exprimé en utilisant la relation suivante

AE Cont= AE Ext
I(%)= x 100
AE Cont.

I (%) : Taux d’inhibition
AE Cont : Activité enzymatique en absence de I’extrais de plante
AE Ext : Activité enzymatique en absence de I’extrais de plante

11.6. Analyse statistique

Les essais été réalisé en double sauf le dosage des tanins et le test de pouvoir réducteur. Les
résultats sont exprimés en valeurs moyennes * ecart-type par le programme Microsoft office
Excel 2007




I11. Résultats et discussion

111.1. Rendement d’extraction

Les principes actifs du thym, du romarin, de I'anis étoilé et de la cannelle ont été extraits par
infusion, une méthode solide/liquide non exhaustive utilisant de lI'eau comme solvant. Les

rendements d'extraction obtenus sont illustrés dans la (figure 13)
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Figure 13 : Rendements d’extrait aqueux obtenus pour le Thym, le Romarin, I’ Anis Etoilée et

la Cannelle.

Le calcul des rendements par rapport au poids de la poudre végétale a montré que les extraits
du thym (Thymus vulgaris) et de I’anis €étoilée (Illicium verum) représentent les rendements les
plus éleves, 10,6 % et 10,7 % respectivement. Les rendements d’extraction aqueuse de la
cannelle (Cinnamomum verum) et du romarin (Rosmarinus officinalis) sont un peu plus faible,
7,5 % et 5,1 % respectivement. La différence en rendement d’extraction par le méme solvant
est due au fait que les plantes utilisées sont des especes différentes et méme les parties utilisées
des plantes utilisées sont différentes ; feuilles pour thymus vulgari et Salvia rosmarinus, écorce

de tige pour Cinnamomum verum, fleur pour Illicium verum.

En général, les facteurs influengant les rendements d’extraction des métabolites bioactifs des
plantes sont divers : méthode et conditions d’extraction, espéce et origine géographique, parties
et stade de maturité de la plante, période de la récolte, les conditions et la durée du stockage
(Haddouchi et al. 2016).




I11. Résultats et discussion

111.2. Taux des composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides, tanins hydrolysables et tanins condensés des
extraits aqueux de nos 4 plantes testées ont été calculés en se référant aux courbes d’étalonnage
d’acide gallique, de quercétine, d’acide tannique et de catéchine respectives (Annexes). Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau N° IV suivant :

Tableau IV : teneurs en composeés phénoliques des extraits aqueux de thym, Romarin, Cannelle

et Anis étoilé.

Polyphénols totaux en
67,61+6,10 0,22 +0,004 1,33 £ 0,003 12,46 £ 0,89
mg Eq AG/g MS

Flavonoides en mg Eq
Q/g MS

Tanins hydrolysables
enmg Eq.AT/g MS

0,38 £0,006 0,01 +0,001 0,03 +0,01 0,94 £ 0,01

8,66 + 0,14 0,26 +£0,01 1,23 +0,25 4,003 £ 0,38

Tannins Condensés en
pg Eq C/g MS

2,4 0,74 10,53 16,93

111.2.1. Taux des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux des extraits de plantes ont été mesurés par colorimétrie a ’aide du
réactif Folin-Ciocalteu. En utilisant I’acide gallique comme standard, la courbe d’étalonnage
présente dans (Annexe) a été utilisée pour calculer les valeurs des concentrations totales des
polyphénols, exprimées en mg Eq AG/g MS. Les résultats présentés dans le tableau X et la
(Figure 14) montre que la quantité extraite en polyphénol totaux varie énormément en fonction
de la nature de la plante. Ainsi, le thym est celui qui contient le plus de polyphénols totaux
hydrosolubles avec un taux de 67,61 + 6,10 mg Eq AG/g MS alors que le romarin est celui qui

en contient le moins de polyphénols totaux avec seulement 0,22 + 0,004 mg Eq AG/g MS.
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Figure 14 : Taux des polyphénols totaux des extraits aqueux de Thym, Romarin, Anis Etoilée et

Cannelle.

L’extrait aqueux de thym récolté dans la région de Bejaia a montré un taux de polyphénols

totaux plus ou moins similaire (54.21 mg Eq AG/g MS) a celui rapporté dans I’étude menée par

Nateqi et al. (2018) sur le thym récolté dans la province de Tehran province en Iran.

L’extrait aqueux de I’anis €toilé contient a donné une teneur en polyphénols totaux de 12,46 +

0,89 mg Eq AG/g MS, environ deux fois plus élevée que celle rapportée dans I’étude menée par

Dinesha et al. (2014) pour I’extrait aqueux de I’anis récolté dans 1’état de Karnataka en Inde

(7.31 +0.6121 mg Eq AG/g MS).

Pour I’extrait aqueux de la cannelle, la teneur en polyphénols de 1,33 &= 0,003 est largement

inférieure a celle trouvée (46 + 3 21 mg Eq AG/g MS) dans 1’étude menée par Cheng et al.

(2012).

L’extrait de romarin contient la quantité la plus faible en polyphénols (0,22 + 0,004 mg Eq.

AG/g MS) qui aussi inférieure a la valeur trouvée (9.13 £+ 0.28 mg Eq AG/g MS) dans I’étude

meneée par (Lagouri & Alexandri, 2013) sur romarin récolté en dans la région de la Créte

(Grece).

Apart I’origine de la plante et la méthode d’extraction, la variation dans teneurs de polyphenols

extraits a I’eau pour une méme espéce de plante est probablement influencés par d’autre facteurs

tels que le stade de maturité de la plante, les conditions de stockage de la plante récoltée et




autres (Magangana et al. 2020).

111.2.2. Tauxde flavonoides

Le dosage des flavonoides des extraits aqueux des différentes plantes a été effectué par la
méthode colorimétrique en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICI3). La courbe d'étalonnage
utilisant la quercétine (Annexe) a permis de calculer les quantités des flavonoides totaux pour
les 4 plantes. Les résultats obtenus (Tableau IV, Figure 15) montrent que I’anis étoilée est la
plante la plus riche en flavonoides polaires avec un taux de 0,94 + 0,01 mg Eq.Q/g MS et les
plantes qui en contient le plus faible taux sans différences significatives sont la cannelle (0,03

+0,01 mg Eq Q/g MS) et le romarin (0,01 + 0,001 mg Eq Q/g MS).
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Figure 15 : Taux des flavonoides des extraits aqueux de Thym, Romarin, Anis Etoilée et

Cannelle.

Les feuille de thymus vulgaris ou thym ont donné un taux de 0,38 + 0,005 mg Eq.Q/g MS. La
différence dans la quantité de flavonoides extraits par 1’eau entre les 4 plantes peut s’expliquer,
entre autres, par la partie de la plante utilisée. En effet, il a été trouvé dans différentes études
que les flavonoides sont concentrés dans la partie aérienne d’une plante, principalement au
niveau des fleurs. Ainsi que le solvant d’extraction, quel que soit le mode d’extraction, I’ethanol

reste le meilleur extracteur des flavonoides, I’éthanol et 1’eau sont préférables car ils ont




I’avantage d’étre non polluants, moins cher et non toxiques par rapport ad’autres solvants.
L’addition de I’eau aux solvants organiques augments la solubilité des polyphénols par

modulation de la polarite du solvant organique (Mahmoudi et al. 2012).

111.2.3. Taux des tanins

Les résultats des dosages des tanins condensés ou hydrolysables par méthodes colorimétriques
specifiques sont représentés dans la (figure 16). Les résultats obtenus montrent des différences

dans les quantités de tanins hydrosolubles ou condensés extraits a 1’eau entre les quatre plantes.
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Figure 16 : Teneur en tanins des extraits aqueux de Thym, Romarin, Anis Etoilée et Cannelle.

Ainsi Iextrait de thym (Thymus vulgaris) et celui de I’anis étoilée (Illicium verum) qui
contiennent les taux les plus élevés en tanins hydrosolubles avec des taux de 8,66 + 0,14 mg
Eq.AT/g MS et 4,003 + 0,38 mg Eq.AT/g MS, respectivement, alors que c’est I’extrait de I’anis
étoilée (Illicium verum) et ’extrait de cannelle (Cinnamomum verum) qui contiennent le plus

de tanin condensé avec des taux respectifs de 16,93 ug Eq C/g MS et 10,53 ng Eq C/g MS.

L’extrait aqueux des feuilles de romarin (Rosmarinus officinalis) est I’extrait qui contient les plus
faibles taux de tanins hydrolysables et de tanins condensés avec des teneurs respectifs de 0,26 +
0,01 mg Eq.AT/g MS et 0,74 ug Eq C/g MS.

Les différences observées dans les taux des tanins entre les extraits sont probablement dues a

la composition chimique des plantes. En effet, le taux de tanins des extraits, dont dépend la




Dégradabilité, est susceptible d’étre influencé par le mode de culture, le stade phénologique, la

nature du sol (les sols arides sont sablonneux, infertiles et pauvres en éléments nutritifs), le

climat au moment du prélevement (température et pluviométrie) (Laurent et al. 1975).

111.3. Potentiel antioxydant des extraits aqueux

111.3.1. Activité anti radicalaire sur le radical DPPH

Nous avons €tudié I’activité antiradicalaire par inhibition du radical DPPH pour nos les extraits

de nos 4 plantes. Les résultats obtenus (tableau V) montrent pour une concentration d’extrait

aqueux de 5mg/ml, une absence d’inhibition du radical DPPH pour les extraits de romarin, de

’anis étoilé et cannelle. En revanche, un taux d’inhibition radical DPPH a 22 % a été observé

pour I’extrait de thym.

Tableau N° V : Taux d’inhibition du radical DPPH par les extraits aqueux de Thym, Romarin,

Anis Etoilée et Cannelle.

concentration de 5 mg

Extrait Extrait Extrait Extrait
aqueux du aqueux aqueux de la aqueux de
Thym Romarin Cannelle I’anis €etoilée
Taux d’inhibition du
radical DPPH pour une 25% 00% 02% 00%

Le faible taux ou I’absence d’activité anti radical DPPH enregistré pour les différents extraits a

la concentration utilisée peut étre due que les métabolites poly phénoliques polaires a potentiel

anti-radicalaire extraits par infusion a 1’eau soient en faibles concentrations. En effet, une

corrélation positive a été établie entre 1’activité antioxydante et la concentration des composés

phénoliques des plantes (Sun et al. 2007). Le test DPPH est largement utilisé au niveau de

I’évolution des extraits hydrophiles en provenance de sources trés riches en composés

phénoliques (Mensor et al. 2001).

Une absence d’activité anti-radical DPPH peut étre aussi due a une faible efficacité anti-

radicalaire liée a la polarité et la structure des composés phénoliques. Des études ont montré

corrélation entre la structure chimique des composés phénoliques et son efficacité anti-

radicalaire. (Yi-Zhong et al. 2006 ; Popovici et al. 2009). La structure chimique et la polarité

de I’antioxydant sont déterminantes pour sa capacité a piéger les radicaux libres. Des études sur

la relation entre la structure chimique des composés phénoliques et leur pouvoir piégeur des




radicaux libres ont montré que I’activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la
position et de la nature des substituants sur les cycles et le degré de polymérisation des
polyphénols (Karamac et al. 2005) d’une part et la polarité de ces composés (Popovici et al.
2009).

Le test au radical libre DPPHe qui est recommandé pour des composés contenant SH- , NH- et
OH- groupes [Salah et al. 1995) peut aussi avoir ses limites pour détecter I’efficacité anti-
radicalaire des extraits de plantes. Le plus souvent, il faut combiner les réponses de tests
différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité anti-radicalaire des

échantillons a tester (Tabart et al. 2009 ; de Gaulejac et al. 1999).

111.3.2. Pouvoir réducteur

Les propriétés réductrices des extraits aqueux ont été evaluées en utilisant la méthode basée sur
la capacité des extraits a réduire le fer ferrique Fe 3 + en fer ferreux Fe 2 + qui se traduit par
I’augmentation de I’intensité de la couleur bleue du milieu réactionnel mesurable par la

variation d’absorbance a 700 nm (Habibou et al. 2019).

Les résultats de la réduction du fer ferrique par les extraits aqueux de nos 4 plantes sont

représentes dans la (figure 17) suivante.
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Figure 17 : Pouvoir réducteur des aqueux de Thym, Romarin, Anis Etoilée et Cannelle.




D’aprés les résultats obtenus, le test de réduction du fer a révélé que les extraits aqueux du
romarin (Rosmarinus officinalis) et de I’anis étoilée (Illicium verum) ont un pouvoir réducteur
élevé comparé a celui des extraits de thym (Thymus vulgaris) ou de cannelle (Cinnamomum
verum). Ainsi, la capacité de réduction du fer des extraits, a concentration de 50 mg/ml, se
traduit par des absorbances de 0,8 pour I’extrait du romarin, 0,79 pour I’anis étoilée, 0,49 et
0,3pour le thym et la cannelle (Fig. 17) respectivement. Le pouvoir réducteur des extraits
aqueux serait probablement d a la présence de groupements hydroxyles dans les composés
phénoliques qui peuvent servir comme donneurs d’électrons. Les polyphénols peuvent réduire
le Fe (111) en Fe (I1) via une voie de transfert d'un électron et sont oxydés en semiquinones (Pan
et al. 2022).

111.3.3. Activité anti-peroxyde d’hydrogene

Pour évaluer I’effet neutralisant de H2O: par les extraits aqueux de nos plantes, on a utilisé la
méthode de mesure de I'absorbance a 230 nm, une méthode couramment utilisée pour mesurer
la concentration de peroxyde d'hydrogeéne (H20:) dans une solution. Une diminution de
I'absorbance a cette longueur d'onde indique une réduction de la concentration de H.O(EI-Haci
et al. 2016).

Les résultats de I’efficacité des extraits aqueux de nos 4 plantes a neutraliser le peroxyde
d’hydrogéne (H20-) en évaluant les taux de neutralisation de I’H2O- a différentes concentrations
des extraits sont représentées dans la (figure 18). Les résultats obtenus montrent qu’a
I’exception de I’extrait du romarin qui n’a pas d’effet neutralisant de H.O- aux concentrations
testées, les extraits des 3 autre plantes sont douées d’une activité antiradicalaire importante vis-
a-vis le radical H2O: et que cette activité est concentration-dépendant. En effet, le piégeage du
radical H.O. augmente avec I’augmentation de la concentration des extraits (figure 18). Ces
résultats suggeérent que les composés présents dans ces extraits, notamment les métabolites
secondaires tel que les polyphénols et les flavonoides qui sont connus par leur rdle antioxydant,
sont efficaces pour réduire les niveaux de H.O:, potentiellement en le convertissant en eau
(H:20) et en oxygene (O2), produits non toxiques, par un meécanisme de transfert d'électrons des

flavonoides ou des polyphénols vers le HO: (Rice-Evans et al. 1996).
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Figure 18 : variation des taux d’inhibition du radical H>O. en fonction des concentrations des

extraits aqueux des plantes.

Les valeurs calculées des concentrations inhibitrices a 50% (IC50) pour le piégeage de le H.O-

indiquent que les extraits aqueux ont des efficacités anti-H.O. avec des IC50 comprises entre

0,2 et 0,4 mg/ml (Tableau VI). L’extrait de thym montre la meilleure Efficacité a piégeage le

I’H20: avec une IC50 de 0,19 mg/ml, suivi de I’anis étoilé avec une IC50 de 1,22 mg/ml et de

la cannelle avec une IC50 de 1,3 mg/ml. L’efficacité de piégeage de I’'H20: peut étre attribuée

a des phénomeénes intrinséques d’auto-inhibition et a la teneur en composés phénoliques,

capables de piéger ce type de radicaux en fournissant des électrons pour favoriser la conversion
de I’'H20: en H-0 (El-Haci et Didi, 2012).

Tableau VI : Concentrations inhibitrices a 50 % de H202 des extraits aqueux du thym, cannelle

et anis étoilée.

Extraitaqueux | Extraitaqueux | Extraitaqueux | Extrait aqueux
Thym Cannelle Anis étoilée Romarin
IC50 (mg/ml) 0,19 1,3 1,22 >> 100




Nos extraits présentent une efficacité réductrice vis-a-vis de H202, cependant, ils sont moins

performants que le BHA et l'a-tocophérol, des antioxydants de référence connus pour leur forte

capacité de neutralisation du H202. A une concentration de 100 pg/ml, le BHA et l'a-tocophérol

réduisent significativement le H202, avec des effets réducteurs atteignant environ 24 % et 34

% respectivement. (El-Haci et al. 2013).

Le peroxyde d'hydrogéne, bien qu'il ne soit pas trés réactif en soi, peut étre toxique pour les

cellules en générant des radicaux hydroxyles intracellulaires. Par conséquent, I'élimination du

H202 joue un rdle crucial dans la défense antioxydante cellulaire (Halliwell, 1991). Les

polyphénols, notamment les flavonoides tels que la quercétine et la catéchine, ainsi que d'autres

composés phénoliques comme les esters d'acide gallique et d'acide caféique, ont démontré une

capacité protectrice contre la cytotoxicité induite par le peroxyde d'hydrogéne chez les

mammiferes et les cellules bactériennes (Kumaran et Karunakaran, 2007)

11.4. Activité anti peroxydase

Les résultats de I’effet de différentes concentrations des extraits aqueux des plantes (0.05mg/ml

a 10mg/ml) sur la peroxydase du navet blanc sont représentés dans la (Figure 19).
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Figure 19 : Histogramme représentant les taux d’inhibition de la peroxydase du navet blanc a

différentes concentrations des extraits aqueux de Thym, Romarin, Anis étoilée.




Les résultats obtenus montrent que nos 3 extraits aqueux de cannelle, anis étoilée et romarin

inhibent a 100% la peroxydase du navet pour une concentration d’extrait de Smg/ml et que

I’extrait du romarin présente un taux d’inhibition de 100% pour une concentration d’extrait de

10mg/ml. L’extrait de thym a une efficacité inhibitrice beaucoup plus faible puisqu’il faut une

concentration largement supérieure a 10mg/ml pour atteindre un taux d’inhibition de 100%.

Pour les 4 extraits aqueux, le taux d’inhibition est concentration-dépendante (Figure 19).

Les valeurs des IC50 (concentrations inhibitrices a 50% de la peroxydase) calculées (tableau

VII) montrent que les extraits aqueux des 4 plantes ont des efficacités inhibitrices qui sont

Iégérement différentes. Ainsi, les extrait de cannelle et d’anis étoilée ont pratiquement la méme

efficacité inhibitrice avec des 1C50 de 0,4 mg/ml et 0,5mg/ml respectivement. lls présentent

des efficacités d’inhibition plus grande d’un facteur de 20 et 16 fois par rapport a ’extrait de

thym (IC50 = 8mg/ml) de 6 et 5 fois par rapport a ’extrait de romarin (IC50= 2.6mg/ml)

respectivement.

Tableau N° VII : IC50 de I’inhibition de la peroxydase du navet blanc des extraits aqueux de

Thym, Romarin, Anis Etoiléee et Cannelle.

Extrait aqueux Extrait aqueux | Extrait aqueux | Extrait aqueux
Thym Cannelle Anis étoilée Romarin
IC50 8 mg/mi 0,4 mg/mi 0,5mg/mi 2,6mg/ml

L’inhibition de la Peroxydase du navet a fait objet de plusieurs études aussi bien pour des

extraits de plantes (Vellosa et al., 2009) que pour des métabolites secondaires purs (Petacci et

al., 2010). Par exemple, I’extrait éthanolique des racines de Salacia campestris a montré un

taux d’inhibition de 51% pour une concentration 10 ug/ml, alors que la quercétine, un flavanol,

a présenté une meilleure efficacité inhibitrice (1C50=1,35 pg/ml) (Vellosa et al., 2009). Une

étude réalisee sur le potentiel antioxydant et anti-peroxidasique du Astilbin (5,7,3°,4°-

tetrahydroxy-2,3-dihydroflavonol-3-R3-o-rhamnoside), un flavonoide a large spectre d’activités

biologiques, inhibe l'activité de la HRP dans une relation concentration-dépendante avec une

IC50 égale a 15uM (Petacci et al. 2010). Il a été démontré que les flavonoides interagissent

avec les peroxydases en agissant comme dessubstrats d’oxydation de ces enzymes a héme

menant & la diminution de I’oxydation du gaiacol(Kostyuk et al., 2003 et Awad et al. 2000)




Conclusion

Dans cette étude, nous avons quantifié les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins dans
les extraits aqueux de quatre plantes médicinales : Salvia rosmarinus, Thymus vulgaris,
Cinnamomum verum et Illicium verum. Nous avons également évalué leurs activités

antioxydants et anti-peroxydase.

Les résultats obtenus montrent que les quatre plantes contiennent des flavonoides, des tanins
hydrolysables et condensés, ainsi que probablement d'autres composés phénoliques. Les taux
de ces composés varient selon I'espéce de plante. L'extrait aqueux de Thymus vulgaris est le
plus riche en polyphénols totaux et c’est aussi ’extrais aqueux qui a la plus grande teneur en
tanins hydrolysable, alors que c’est L'extrait aqueux de I’anis €toilée qui est le plus riche en

flavonoides polaires et ¢’est également L'extrait aqueux le plus riche en tanins condensés.

L'évaluation du potentiel antioxydant par les tests antiradicalaires DPPH et H20: et le test de
réduction du fer (FRAP) a montré qu'a une concentration de 5 mg/ml, aucun des extraits aqueux
n'a démontré une activité anti-DPPH significative. En revanche, les extraits de Thymus vulgaris,
[llicium verum et Cinnamomum verum ont montré une efficacité de piégeage de H.O- avec des
IC50 respectives de 0,19 mg/ml, 1,22 mg/ml et 1,3 mg/ml. Les extraits des quatre plantes ont

également montreé la capacité de réduire le fer ferrique en fer ferreux.

L'évaluation de l'activité inhibitrice de la peroxydase a montré que les extraits de Cinnamomum
verum et Illicium verum ont une efficacité inhibitrice similaire avec des IC50 de 0,4 mg/ml et
0,5 mg/ml respectivement, tandis que les extraits de Thymus vulgaris et Salvia rosmarinus

inhibent la peroxydase avec des IC50 de 8 mg/ml et 2,6 mg/ml respectivement.

Ces résultats suggérent que ces plantes pourraient jouer un réle crucial dans la lutte contre les
radicaux libres, ce qui est important pour la prévention et le traitement des maladies chroniques.
Cependant, des recherches supplémentaires sont necessaires pour identifier les composés
responsables des activités antioxydantes et anti-peroxydase et évaluer leur pouvoir antioxydants

in vivo.
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Annexe 1 : Les plantes de I’étude

Thymus vulgaris L. (famille des
Lamiacées, genre Thymus) (Morales,
2002). C’est un arbuste aromatique a

tiges ramifiées, pouvant atteindre 40 cm

(Bruneton, 1999 ; Morales, 2002)

Rosmarinus officinalis (famille des
Lamiaceae ) est un arbuste touffu
(Kompelly et al., 2019)

Cinnamomum verum (famille de
Lauraceaes) est un arbuste tropical
(Pathak & Sharma, 2021).

Ilicium verum (famille des llliciaceae)
est une plante herbacée d'environ 8 a 15
m de hauteur et 30cm d’épaisseur,
(Patra et al., 2020).




Annexe 2 : Courbes d’étalonnage pour les dosages des composés phénoliques

A. Courbe d’étalonnage avec
1’acide gallique pour le dosage
des polyphénols totaux

B. Courbe d’étalonnage avec la
quercétine pour le dosage des
flavonoides

C. Courbe d’étalonnage avec la
catéchine pour le dosage des
tannins condensés

D. Courbe d’étalonnage avec
1’acide tannique pour le dosage
des tannins hydrosolubles
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Résumé

L'objectif de cette étude était de quantifier les composes phénoliques et d'évaluer l'activité
antioxydante des extraits aqueux de Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Illicium verum et
Cinnamomum verum par différents tests (DPPH, FRAP, et piégeage d'H20.), ainsi que leur activité
anti-peroxydase. Les résultats obtenus montrent que Thymus vulgaris possede la plus haute teneur en
polyphénols totaux (67,61 + 6,10 mg Eq AG/g MS) et la plus efficace activité a piéger le peroxyde
d’hydrogéne H20-, (IC50 de 0,19 mg/ml). En revanche, les extraits de Cinnamomum verum et
d’Hlicium verum ont une meilleure efficacité inhibitrice de la peroxydase (IC50 = 0,4 mg/ml et IC50
= 0,5 mg/ml). Ces résultats démontrent que nos 4 plantes peuvent jouer un role clé dans la lutte

contre les radicaux libres.

Abstract

The aim of this study was to quantify phenolic compounds and evaluate the antioxidant activity of
aqueous extracts of Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Illicium verum and Cinnamomum
verum by various tests (DPPH, FRAP, and H.O: scavenging), as well as their anti-peroxidase
activity. The results obtained show that Thymus vulgaris has the highest content of total polyphenols
(67.61 £ 6.10 mg Eq AG/g MS) and the most efficient activity to scavenge hydrogen peroxide H20-,
(1C50 of 0.19 mg/ml). In contrast, Cinnamomum verum and Illicium verum extracts have better
peroxidase inhibitory efficacy (1C50 = 0.4 mg/ml and IC50 = 0.5 mg/ml). These results demonstrate

that our 4 plants can play a key role in the fight against free radicals.
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