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Introduction

Introduction

La pharmacognosie "la connaissance des remedes " est définie comme 1’étude des
substances naturelles a usage médical. D’origine empirique, cette connaissance des remedes
d’origine naturelle est devenue le fruit d’une démarche scientifique rigoureuse qui étudie
toute substance issue des organes animaux ou végétaux et destinée au domaine
pharmaceutique. L’étude des matieres premieres fournies par les végétaux joue un role
important voir primordial dans beaucoup de domaines de la vie humaines a savoir:

thérapeutique, pharmaceutique, cosmétique [1].

Selon I’OMS, pres de 6377 especes de plantes sont utilisées en Afrique, dont plus de
400 sont des plantes médicinales qui constituent 90% de la médecine traditionnelle. En 2004,
pres de 75% de la population africaine a recours aux plantes qui I’entourent pour se soigner et
n’a pas acces aux médicaments dits modernes. Sachant qu’une plante peut contenir plusieurs
milliers de substances différentes, on peut se rendre compte de la richesse naturelle du régne

végétal [2].

Les rétames sont des légumineuses arbustives, possédant a la fois des intéréts
pharmacologiques et écologiques, caractérisés par une distribution géographique tres
diversifiée en partant des pourtours de la cote méditerranéenne jusqu’aux régions semi-arides

et arides, ils représentent un moyen naturel de lutte contre la désertification [3].

Le genre Rétama a fait I’objet de plusieurs travaux en ce qui concerne l’anatomie,
I’histologie et la biochimie des tiges, des feuilles et des rameaux, mais peu de recherches ont

¢tés entreprises sur les graines notamment en ce qui concerne les activités thérapeutiques

La reconnaissance des composés phénoliques comme des antioxydants naturels est
maintenant bien acquise, elle est a I’origine du regain d’intérét que 1’on porte a ces composés
dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie. Les flavonoides constituent le groupe

plus rependue des composés phénoliques.

L'objectif de ce présent travail contribue a I'é¢tude des substances actives (phénols,
flavonoides) de la plante Retama Sphaerocarpa et a déterminer leurs propriétés biologiques

(activité antioxydante).
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1. Retama Sphaerocarpa

1.1. Classification

Retama Sphaerocarpa appartient a la famille des 1égumineuses qui sont les plus
importantes du régne végétale. On y compte 750 genres et entre 16000 et 19000 espéces. Seul

10% des especes connues sont examinées pour leur nodulation racinaire [4].

Selon Quezel et Santa (1962) les rétames sont classés dans le taxon suivant [5]

Reégne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Fabales

Super famille Légumineuses
Famille Fabacées

Sous famille Papilionacées
Genre Retama

Espéces R. Sphaerocarpa

R. Monosperma
R. raetam

1.2. Caractéristiques botaniques

C’est un arbrisseau ou petit arbuste inerme, vert ou vert grisatre, dressé, pouvant
atteindre 1,5 a 2 m et trées ramifié. Rameaux flexibles, ordinairement arqués, gréles

blanchatres dans la jeunesse par des poils simples puis bientot glabres et verts.

Les feuilles sont trés réduites unifoliées et caduques. Les fleurs sont de couleur jaune
inodores déposée en grappes latérales multiflores. Gousses subglobuleuses ou
Semiglobuleuses, jaune brun, lisses ou peu rugueuses, non charnues, minces, persistantes sur
les rameaux, ordinairement monosperme, rarement disperme, a graine souvent mobile a

I’intérieur de la gousse [5] ; [6] ; [7]. La floraison est observée entre avril-juillet.
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Figure 1 : Grain et arbuste de R. sphaerocarpa
1.3. Aire de répartition

L’espéce R. Sphaerocarpa se rencontre dans des zones arides et semi-arides
méditerranéenne (Algérie, Maroc, Tunisie, Portugal, Espagne) et en Amérique du sud
(Argentine). La figure ci-dessous montre la répartition en Afrique de 1’espece

R. sphaerocarpa.

B Zone géographique non renseignée

D Présent

[0 Présence non signalée

Figure 2 : carte de répartition de l’espéce R. sphaerocarpa en Afrique [3]

1.4. Composition chimique

L’espéce R. Sphaerocarpa fournit un grand nombre d’alcaloides et de flavonoides.
Les alcaloides sont des produits d’origine végétale, basiques, riche en azote et

pharmacologiquement actifs [8]; [9].
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Drogues (morphine et codéine sont contenues dans le latex du pavot (opium) ou Poisons (la

Les alcaloides sont connus depuis des milliers d’années. Ils sont utilisés comme

cigué contient coniine).

Le tableau (I) montre la teneur des trois especes: R. sphaerocarpa, R. monosperma, R.

raetam en alcaloides.

Tableau 1: contenu et profil alcaloides (alcaloides total=100%)

monosperme [10].

de R. raetam, R. Sphaerocarpa, R.

R. raetam R R

Alcaloides Sphaerocarpa monosperme

Tiges | Racines Grains | Fleur Tiges | Fleur | Tiges | Fruits
Epilupinine - - - - Tr - - -
a-Isospartéine Tr - - Tr - Tr -
Spartéine “° 35.65 | 9.09 Tr Tr 20.16 | 4.34 24.79 | Tr
Dehydrospartéine Tr - - - Tr - Tr -
B- Isospartéine 0.80 | 0.98 Tr Tr - - Tr -
11,12-Dehydrospartéine 0.81 |- - Tr Tr - Tr -
Ammodendrine” 0.99 | 0.87 Tr Tr 13.79 | 25.18 | 11.59 | 2.75
Dehydroammodendrine - - - - - - Tr -
N-Methylecytisine™ © 991 |20.13 5.63 10.81 | Tr 6.87 4.90 12.72
Dehydrocytisine I - - - - - - Tr -
Rétamine™ " 24.86 | 45.44 Tr Tr 37.20 | 1235 | 1.50 -
Dehydrocytisine 11 - - - - - - Tr -
Cytisine™ ™ 091 | 6.00 94.37 5425 | 5.04 24.16 | 7.95 58.69
Dehydrorétamine Tr - - Tr Tr - Tr -
17-Oxospartéine* Tr - - Tr Tr - 2.57 -
a-Isolupanine - - - - Tr - Tr -
5,6-Dehydrolupanine” 391 | 0.50 Tr 3.62 5.32 11.78 | 9.90 Tr
Rhombifoline - 0.60 - - - - Tr Tr
Lupanine™" 8.73 | 2.15 Tr 2.26 1540 | 1532 | 424 Tr
Aphylline - - - - - - Tr -
N-Formylammodendrine - - - - - - Tr -
N-Carbométhoxycytisine Tr - - - - - - -
11-Allylcytisine 0.58 | 1.87 Tr 6.61 - Tr 0.50 Tr
17-Oxorétamine 0.50 | - - - 0.50 Tr - -
N-Formylcytisine Tr - - - Tr - Tr -
N-Acetylcytisine - - - - - - Tr -
12 a-Hydroxylupanine Tr - - - Tr - - -
Anagyrine™” 12.35 | 11.92 Tr 22.55 |1 2.59 Tr 32.06 | 25.84
Dehydrobaptifoline - - - - - - Tr -
Baptifoline” Tr - - Tr Tr - Tr -
Contenu alcaloide” 2.56 | 1.36 2.00 0.57 0.82 0.13 0.70 0.21

* ¥ O C o

. trace

: non détecté
: les alcaloides connu de R. raetam
: les alcaloides connu de R. sphaerocarpa
: les alcaloides connu de R. monosperma

: masse de la matiere seche de R. raetam mg/100mg
: masse de la matiere frais de R. sphaerocarpa et R. monosperma mg/100mg
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Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes, présentes dans tout le
régne végétal. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des
feuilles) [11]; [12].

Le tableau (II) montre trois flavonoides isolés a partir de R. Sphaerocarpa avec leurs

formules et structures chimiques:

Tableau (I11): Exemples de flavonoides extraits de R. Sphaerocarpa [13]; [14]

Flavonoides Structure et formules

7 hydroxy-6-mehoxy-3,4-methylenedioxyisoflavone

(6-methoxypseudobaptegenin) CirHi0s

5, 7, 4-trihydroxyisoflavone-8-C-glucoside

(Genistein 8-C-glucoside) Ca1Hy010

OCH;
HO,

rhamnazin-3-0-f-glucopyranosyl-(1—5)-a-arabinofuranoside m&o 0 b

1.5. Effets biologiques et thérapeutiques

La famille des 1égumineuses fournit de trés grand nombre de drogues, recherchées pour
divers principes. Ces drogues existent surtout dans des especes appartenant a la flore des

zones arides ou semi-arides [15].

Selon une récente enquéte ethnobotanique dans la région Nord-est de la Libye, R.
sphaerocarpa est prescrite pour le traitement de I’hypertension et des troubles gastro-
intestinaux [16]. Elle était couramment utilisée pour le traitement traditionnel de certaines
maladies rénales et comme plantes guérisseurs pour le controle du diabéte et de la

phytothérapie [17].

Les flavonoides des parties aériennes de R.sphaerocarpa posseédent une activité cytotoxique
contre trois lignées de cellules cancéreuses humaines : TK-10 (adénocarcinome rénal), MCF-

7 (adénocarcinome du sein) et UACC-62 (mélanome) [18].
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1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence
d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des
glucides. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures (racines, tiges,

feuilles, fleurs, fruits, graines et bois) [19].

2. Structure et classification

Structuralement, les composés phénoliques comprennent un noyau aromatique, qui
posséde un ou plus de substituant hydroxylé. Ce dernier conduit les composés phénoliques
simples a se polymériser pour obtenir des phénols complexes ou polymérisés ; malgré la

grande diversité structurale, ce groupe est connu sous le nom : Polyphénols [20].

La plupart des composés phénoliques sont présents conjugués avec un mono ou
polysaccharides, liés a un ou plusieurs groupes phénols, ¢a peut étre aussi des dérivations
fonctionnelles comme des esters et des méthyles esters. Ces composé€s peuvent étre groupés

dans plusieurs classes comme le montre le tableau III [21].

Tableau III : Quelques classes des polyphénols [22].

Classe formule
Phénols simples, benzoquinones Cé6
acide hydroxybenzoique C6-Cl1
acéthophénones, acide phénylacétique C6-C2

acide hydroxycinnamique, phénylpropanoides | C6-C3

(coumarines, isocoumarines, chromones)

flavonoides, isoflavonoides C6-C3-Co
lignanes, néolignanes (C6-C3)2
Biflavonoides (C6-C3-C6)2

tannins condensés (proanthocyandines, ou | (C6-C3-C6)n

flavolans)

D'apres cette classification, les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins sont

considérés comme les principaux composés phénoliques [22].
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3. Biosynthése des composés phénoliques

Les grandes lignes des voies de biosynthése des principaux composés phénoliques sont
maintenant bien connues. Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine)
sont présents dans les protéines mais sont également a I'origine de la formation de la plupart
des molécules phénoliques chez les végétaux. Ces composés sont issus par deux grandes voies

métaboliques (figure 3) [23].

3.1. Voie de shikimate

C’est une voie essentielle. Celle de I’acide shikimique, qui conduit apres transamination
et désamination, aux acides cinnamique et a leurs dérivés, tels que les acides benzoiques ou

les phénols simples [24].

3.2. Voie de ’acétate

Cette voie issue de ’acétate, conduit a des poly B-coesters (polyacétate) de longueurs
variables menant par cyclisation a des composés polycyclique tels que les dihydroxy-1,8
anthraquinones ou les naphtoquinones. De plus, la diversité structurale des composés
polyphénolique, due a cette double origine bio-synthétique est encore accrue par la possibilité
d’une participation simultanée des deux voies dans 1’¢élaboration de composés d’origine

mixte, les flavonoides [24].
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4. Flavonoides
4.1. Définition

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des

végétaux. Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules.

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de
glycosides. On les trouve, d’une maniere trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou

ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par
exemple les activités antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont
attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que

les radicaux hydroxyles (OH) et superoxydes (O*”) [26].
4.2. Structure et classification

Tous les flavonoides dérivent de 1’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classés selon
la nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de

saturation du squelette benzo-y-pyrone (figure 4) [27].

Figure 4 : Structure de base des flavonoides [29].

Six grandes classes de flavonoides peuvent étre mentionnées. Les flavones et les
flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus, alors que les flavanones, les
flavanols, les chalcones et les anthocyanidines sont considérés comme des flavonoides

minoritaires en raison de leur distribution naturelle restreinte: [25];[29]; [30];[31].
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4.2.1.flavones

Le noyau flavone dérivé du noyau flavane de base (dont la structure est constituée de
deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C) par la

fixation a la position 4 d’un atome d’oxygene relié¢ au carbone par une double liaison.

Les principaux flavones sont 1’apigénine et la lutéoline. Elles ont dans la majorité des

cas la forme de glycosides (figure 5) [31].

5 6 7 4
Apigénine OH - OH OH
Lutéoline OH - OH -

Figure 5 : Structure de base des flavones [32].

4.2.2.Flavonols

Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un groupement OH en position C-
3. En plus de ce radical OH, les diverses molécules de flavonols en comprennent deux, trois,
quatre ou cinq autres. Les flavonols sont beaucoup plus abondants dans le régne végétal que
les flavones et leurs concentrations sont plus élevées. Les principaux sont la quercétine,

kaempférol et myricétine (figure 6) [29].

5 7 3 4 5
Quercétine OH OH OH OH -
Kaempférol OH OH - OH -
Myricétine OH OH OH OH OH

Figure 6 : Structure de base des flavonols [33].
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4.2.3.Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la
présence d’un centre d’asymeétrie. Elles existent sous forme libre ou sous formes glycosylées.
Sous forme libre, les carbones en position 5 et 7 sur le cycle A peuvent étre hydroxylées ou
méthoxylées. Le cycle B peut aussi étre substitué en position 3°, 4°, 5’ et 6°. La principale

flavanone est : La naringénine (figure 7) [25].

5 7 Vi
naringénine OH OH OH

Figure 7 : Structure de base des flavanones [25].

4.2.4.Flavanols

Ils se distinguent des flavanones par 1’absence a la position 4 d’un atome d’oxygene

reli¢ au carbone par une double liaison la plus rencontré est la catéchine (figure 8) [30].

5 7 3 Vi
5> catéchine OH OH OH OH

Figure 8 : Structure de base des flavanols [22].

4.2.5.1es chalcones

Les chalcones et par défaut les dihydrochalcones sont uniques au sein de la famille des
flavonoides. Dépourvus du cycle C central, les deux cycles A et B sont reliés par une chaine

tricarbonée cétonique a, B insaturée (saturée dans le cas des dihydrochalcones).

11
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Les cycles A et B sont équivalents aux cycles A et B des autres flavonoides mais leurs

numérotations sont inversées. Les plus abondants sont : butéine et phlorétine (figure 9) [31].

3 4 2 4 6
Butéine OH OH OH OH H
phlorétine H OH OH OH OH

Figure 9 : Structure de base des chalcones [25].

4.2.6. Anthocyanidines

Les anthocyanidines ne possédent pas de groupe OH a la position 4 et ont une double

liaison entre les positions 3 et 4. Les plus importants sont : pélargonidine, cyanidine et

péonidine (figure 10) [25].

3 5’
Pélargonidine H H
Cyanidine OH H

Péonidine OCH, H

Fig 10 : Structure de base des anthocyanidines [25].

5. Propriété des composés phénolique
5.1. Activité antioxydante

C’est la capacité d’'une molécule a réduire ou supprimer I’oxydation des composés

biologiques par les radicaux libres ou toutes molécules pro-oxydantes [34].

12
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5.1.1.Radicaux libre

Les ¢lectrons dans les atomes et les molécules occupent des régions de 1’espace
appelées orbitales [35]. Un radicale libre est une espece chimique, molécule ou simple atome
qui a la particularité de porter un ou plusieurs électrons célibataires comme conséquence de la

perte d’un ou plusieurs ¢électrons de I’orbitale externe [36] ; [37] ; [38].

Le terme radical libre est souvent remplacé par celui de substances oxygénées réactives
(ROS, en anglais : reactive oxygen species) [39] ; [40]. Cette appellation n’est pas restrictive,
elle inclut les radicaux libres de 1’oxygéne (radical superoxyde (O, "), radical hydroxyl (OH-),
monoxyde d’azote (NO-)...), mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires
dont la toxicité est importante comme le peroxyde d’hydrogéne (H»O,) et le peroxynitrite

(ONOO") [39] ; [41].

5.1.2.Mécanismes de production des Reactive Oxygen Species

Le principal processus endogene de production des ROS in vivo est la respiration

cellulaire (au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale) [42].

D’autres processus endogeénes interviennent également, mais plutot lors de situations
pathologiques, comme le phénomeéne d’ischémie-reperfusion ou la lutte anti-infectieuse

(phénomene inflammatoire).

Les ROS apparaissent également lors de la biosynthése des prostaglandines et de

différentes hormones [43], lors de I’autoxydation des catécholamines.

5.1.2.1. Respiration cellulaire (chaine respiratoire mitochondriale)

Indispensable aux organismes aérobies, I’oxygene participe a la production d’ATP lors
de la respiration cellulaire mitochondriale. Mais, lors de ce processus, 2 a 5 % des électrons
ne sont pas réduits en eau par réduction tétravalente, mais fuient a différents niveaux de la
chaine (coenzyme Q (CoQ)). Cette réduction univalente de I’oxygeéne [44] conduit a la

formation des ROS [45] (figure 11).

13
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L’anion superoxyde est le premier radical libre formé. En présence d’ions H', il subit
une réaction de dismutation aboutissant a la formation de peroxyde d’hydrogeéne (H,O,). Le
peroxyde d’hydrogéne, en présence de fer ferreux (Fe’"), se décompose ce qui aboutit a la
formation du radical hydroxyle °OH, le plus toxique car le plus réactif. Le radical °OH
provoque la formation de nouveaux radicaux par arrachement d’un atome d’hydrogeéne ou par
le transfert de son électron célibataire. Ainsi, le radical °OH peut générer, en présence d’un

acide gras polyinsaturés (AGPI), des radicaux alkoxyles (RO®) ou peroxyles (ROQO°)[46].

Espace
intermembranaire

H* soD 2e”
O NADH - —H.O “FADH).  H 1120, +2H
g (O % syl :
10 nm
Complexe | Complexe llI Complexe Il Complexe IV
UQH,- .
NADH-UQ 8 Succinate-UQ Cytochrome c
Oxydoréductase Cytochrome ¢ o v qoréductase Oxydase

oxydoréductase

Figure 11 : Formation des ROS dans la chaine respiratoire mitochondriale [47].
5.1.2.2. Phénoméne d’ischémie-reperfusion

Le phénomeéne d’ischémie-reperfusion se caractérise par la diminution séveére ou 1’arrét
de la circulation sanguine dans un territoire donné (et par conséquent par une baisse de
I’apport en oxygene et de la resynthese d’ATP) suivi d’un afflux massif de sang dans ce
méme territoire. Cette situation survient lors de la levée d’un garrot, lors d’interventions

chirurgicales, lors d’infarctus, de greffes d’organes mais aussi a I’exercice physique.
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Elle s’accompagne de mécanismes complexes, comme la conversion de I’enzyme
xanthine déshydrogénase (XDH) en xanthine oxydase (XO). Cette conversion se fait sous
I’action de protéases calcium dépendantes qui ont été activées par le dysfonctionnement des
pompes calciques ATP-dépendantes provoqué par 1’ischémie (figure 12). Lors du
fonctionnement de la XDH, l'accepteur d'électron est le NAD' alors que pour la XO,
I’accepteur d’¢électron est 1’0, qui arrive en exces lors de la reperfusion, conduisant & une
surproduction d’0,°. De plus d’autres agents oxydants comme le Peroxynitrite sont

également produits suite  la libération d’O,~ lors de la reperfusion [48].

ATP
E
AMP
0
=
Q| Adénosine
("]
[ ]
Y Inosine

Hypoxanthine

+ 02
NAD Protéases calcium ’
XDH dépendantes » XO . %
NADH | @
=h
P Xanthine —— 5
11
+ OZ °
NAD Protéases calcium =
XDH dépendantes » XO .
NADH Oy

—» ACIDE URIQUE +—

Figure 12 : Mécanisme de génération des ROS lors du processus d’ischémie / répérfusion [48]

5.1.2.2. NADPH oxydase

En parall¢le de la production des ROS par le complexe enzymatique mitochondrial de la
chaine respiratoire, la plupart des cellules sont capables de produire des radicaux libres via

une activité¢ NADPH oxydase membranaire (Figure 13) [49].
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NADPH oxydase est une enzyme localisée dans les cellules phagocytaires

(neutrophiles, eosinophiles et macrophages) [50].

Elle catalyse la réduction monoélectronique (O;) en utilisant le NADH ou le NADPH

comme donneur d’éctron. [49]; [51].
NADPH+H +20,____, NADP +2H" +2 O,”

Le radical superoxyde formé dans cette réaction est rapidement dismuté a la forme

peroxyde d’hydrogene, une réaction catalysé par la superoxyde dismutase [52]
20, +2H" —» O, +HO,

En plus de ces deux produits primaires de ROS, autres radicaux sont formés, incluant
radical hydroxyle (OH') et acide hypochloride (HOCL) qui sont formés dans une réaction
catalysée par myélopéroxydase granulaire [53]. Théoriquement, il pourrait aussi y avoir une

production d’OH' Par réaction de Feton en présence fer complexe [53].

Ce mécanisme, lorsqu’il est contrdlé, est capital dans la lutte anti-infectieuse car il

permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangers [54].

D’autres cellules posseédent une activit¢ de NADPH-oxydase et de NO synthétase:
lymphocytes, fibroblastes, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses, myocytes. La
« NADPH-oxydase » y aurait une activit¢ normale modérée assurant la production des ROS

comme seconds messagers et régulant ainsi les réponses de croissance cellulaire [53].

Oz , — >

NADPHxydase

O~

granulations azurophiles

granulations spécifiques myéloperoxydase
collagénase élastase
géilatinase proteinase 3

lyzosyme
lactoferrine

Figure 13 : Polynucléaires neutrophile [55].
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5.1.2.3. Autres Sources

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents capables de donner

naissance a des especes réactives de I’oxygene [19].

Les rayonnements sont par différents mécanismes des sources des radicaux, qu’ils
s’agissent des rayons ionisants X, gamma ou des rayons ultraviolets capables de produire des

anions superoxydes ou de I’oxygene singulet apres activation de photosensibilisants [56].

En outre, des résidus de la fumée de cigarette, I’alcool ou méme certains médicaments
sont une source importante des radicaux libres. Cette production est anormale, toujours

dommageable, et sans objectif physiologique [37].

5.1.3.Stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantit¢é comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systtmes de défense [55]. En situation physiologique, la  balance

antioxydants/prooxydants est en équilibre [57].

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre de la balance entre le niveau de
production des radicaux libres et les défenses antioydantes de 1’organisme, en faveur des

premier [58] ;[59] ;[60].

5.1.4.Cible des radicaux libres

5.1.4.1. Lipide

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I’attaque par le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogeéne sur les carbones situés

entre deux doubles liaisons [19] Cette réaction est appelée péroxydation lipidique.

Le radical formé (R°) subit un réarrangement interne di au déplacement de la double

liaison la plus proche de 1’¢électron célibataire [61].
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La peroxydation lipidique provoque une augmentation croissante de la perméabilité des
membranes cellulaires induisant une altération irréversible des propriétés fonctionnelles de la

cellule, pouvant aller jusqu’a la 1ésion complete [54].

La peroxydation lipidique aboutit a la formation de nombreux dérivés toxiques. Parmi
ces dérivés, le MDA (malondialdéhyde) a une demi-vie plus longue que celle des radicaux
libres et diffuse facilement. Il peut former des liaisons avec les bases de I’ADN et est lui-

méme mutagene [62].

5.1.4.2. Protéine

Les protéines sont aussi sensibles aux attaques radicalaires. Les ROS sont capables de
réagir avec différents acides aminés des chaines des protéines. Les plus sensibles a leur action
sont les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, sur lesquels

le radical OH® s’additionne, modifiant la conformation de la protéine [54].

Sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la
méthionine, I’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts disulfures. De
nombreux enzymes cellulaires et protéines de transport vont ainsi étres oxydées et inactivées.
Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et deviennent

beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases [54] ;[62].

5.1.4.3. ADN

L’ADN est une molécule tres sensible a I’attaque par les radicaux de 1’oxygene, cinq

classes principales de dommages oxydatifs médiés par OH® peuvent €tre générées.

L’attaque radicalaire peut étre directe et entrainer 1’oxydation des bases, engendrant un
grand nombre de bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, formamidopyrimidine, 8
oxo adénine, formimidouracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol,

oxazolone.

Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose,

créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple

brin. [55]

18



Chapitre Il les composés phénoliques

Des dommages indirects peuvent résulter de 1’attaque des lipides dans la peroxydation
génere des aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de ’ADN de type MDA-
guanine ou éthénodérivés. L’attaque radicalaire des protéines qui sont trés nombreuses a enter
en contact avec I’ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire (enzymes et facteurs de la
réplication ou de la transcription), entraine des pontages des protéines ou des adduits sur des

bases de type lysinoguanine [54] ;[62] ;[63].
5.1.5.Mécanisme d’action des flavonoides

L’activité antioxydante des flavonoides peut prendre plusieurs formes dans la régulation
du stress oxydatif, vis-a-vis les effets déléteéres des radicaux libres. Ces composants peuvent
intervenir en captant directement les radicaux libres, ou inhibant les enzymes responsables de

la génération des ROS, ou en captant les cations métalliques [64].
5.1.5.1. Capture directe des radicaux libres

La structure chimique des flavonoides leur confére la capacité de fixer directement les
radicaux libres « effet anti radicalaire ». Les flavonoides peuvent piéger le radical superoxyde,

hydroxyle, alkoxyles et peroxyles, par transfert d’hydrogene.

FL-OH+R" —>» FL-O'+RH

FL : représente le flavonoide.

R : représente le radical libre.

Le radical flavonoxy (FL-O°) peut réagir avec un autre radical pour former une structure
quinone stable. La capacité anti radicalaire des flavonoides dépend principalement de leurs

structures [65].
5.1.5.2. Capture des cations métalliques

Les ions métalliques présents dans notre organisme, comme le fer ou le cuivre, peuvent
donner naissance a des radicaux hydroxyles trés réactifs.

Les flavonoides sont connus par leur capacité a former des complexes stables avec les
ions métalliques et sont alors capables d’inhiber la réaction de Fenton et ainsi empécher la

production des ROS, pour cette raison sont considérés comme de bons chélateurs.
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Les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques sont:

» Un noyau catéchol sur le cycle B, Les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C.
» Les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C.

La quercétine est la plus active des flavonoides [66].
5.2. Effets Cardiovasculaires

Récemment, beaucoup d'études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires des
composés phénoliques. Les rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent
avoir une incidence plus limitée en maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique élevée

en flavonoides [67].

Les agents de relaxation vasculaires les plus efficaces sont 1’apigénine, lutéoline,
kaempférol et la génisteine. Cette relaxation est attribuée a I'action directe des flavonoides sur

le muscle lisse vasculaire [67].
5.3. Effets Antiallergiques

Ces effets sont attribués a I’influence des flavonoides sur la production de I’histamine.
En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique phosphodiesterase
et ATP Ca’"-dépendante, responsables de la libération de I’histamine a partir des mastocytes
et des basophiles. Par exemple, ’ATP Ca*"-dépendante dégrade I’ATP produisant ainsi de
I’énergie afin de faciliter ’absorption du calcium par les membranes cellulaires, ce qui

favorise la libération de I’histamine stockée dans les vésicules.

En inactivant cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d’action supérieur a
celui du cromoglycate de sodium utilis¢ comme médicament en empéchant la libération de

I’histamine et d’autres substances endogeénes qui causent 1’asthme [27].

20



Chapitre Il les composés phénoliques

5.4. Effets Anti-inflammatoires

Sous D’action de la cyclooxygénase et la lipooxygénase, 1’acide arachidonique se
métabolise respectivement en prostaglandines et leucotriénes induisant ainsi des phénomenes
inflammatoires. Landolfi et son groupe ont montré que certains flavonoides sont capables de
modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les plaquettes [68]. Ils ont méme
reporté que les effets de la quercétine et la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes
concentrations, ils inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase. Cependant a de faibles
concentrations, seule la lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que

I’apigénine et la chrysine agissent principalement sur 1’activité de la cyclooxygénase [26] .

5.4. Effets anti-ulcereux

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a ét¢ démontré que la quercétine et la
naringénine jouent un role important dans la réduction de 1’ulcére et la protection des cellules
gastriques. Il a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme complexe
impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres, et également 1’inhibition
de la production de leucotriénes [27]. D’autres études ont permis d’établir une relation étroite
entre les propriétés antiulcéreuses de la quercétine, naringénine, rutine et kaempférol, et la
production du PAF (Platelet Activating Factor) qui est un agent ulcérogeéne potentiel [69]. En
effet, il s’est avéré que la réduction des dommages gastro-intestinaux est due probablement a

I’inhibition du PAF par ces flavonoides.

5.4.1.1. Effets Anticancéreux

Présente pratiquement dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, la
catéchine a montré une activité anti-tumorale [70]. Une telle activité est attribuée a la capacité
de ce flavonoide d’inactiver le t-PA (tissue-type plasminogen activator) en greffant a celui-ci
la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle important durant la
mort cellulaire. La quercétine inhibe la croissance cellulaire en empéchant certaine phases du

cycle cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones [71].

La croissance cellulaire peut étre inhibée également par d’autres mécanismes, a savoir :
la stabilisation du collageéne, ’altération de ’expression des geénes, et la réduction des
radicaux libres [27]. En effet, la catéchine augmente la résistance du collagéne [72] et inhibe

I’activité de la collagénase [73].
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1. Matiére végétale

Le matériel végétal est constitu¢ de grains et de tiges du Retama Sphaerocarpa (figure
14) récoltés en Novembre 2012 (grains) et Avril 2013 (tiges). Apres séchage a ’air libre, la

matiére séche est réduite en poudre a 1’aide d’un broyeur a hélices et les poudres obtenues

sont tamisées a un diamétre de 100 pm (figure 15).

Figure 15: Grains (a) et Tiges (b) de R. Sphaerocarpa apres broyage

2. Extraction et dosage des composés phénoliques

2.1. Extraction

Les composés phénoliques de R. Sphaerocarpa sont extraits par deux méthodes :
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2.1.1.Soxhlet

Le Soxhlet permet de faire I’extraction continue par solvant d’une substance contenue
dans une poudre solide. Cet appareil porte le nom de son inventeur : Franz Von Soxhlet en

1879 [74].

2.1.2.Description de I’appareil soxhlet

11
S
10

3

Figure 16: schéma représentatif de [’appareil soxhlet.

La figure (16) représente un schéma du soxhlet. Il se compose d'un corps en verre (4)
dans lequel est placée une cartouche en papier-filtre épais (5), d'un tube siphon (6-7) et d'un
tube d'adduction (3). Dans le montage, l'extracteur est placé sur un ballon (2) contenant le
solvant d'extraction (1). Dans l'extracteur est insérée une cartouche dans laquelle est placé la
poudre contenant l'espéce a extraire ; puis un réfrigérant (9-10-11) est adapté au-dessus de

'extracteur [74].
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2.1.1.1.Principe

Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur se
condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I’extracteur faisant ainsi macérer
le solide dans la cartouche. Le solvant condensé s’accumule dans I’extracteur jusqu'il atteint
le sommet du tube-siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné
des substances extraites, et le solvant contenu dans le ballon s’enrichit donc progressivement

en composés solubles.

Le solvant continue alors de s’évaporer, alors que les substances extraites restent dans le
ballon (leurs température d’ébullition doit étre nettement supérieure a celle du solvant

extracteur) [74].

2 g des poudres de grains et tiges de R. Sphaerocarpa ont subit une extraction par

« Soxhlet » dans 200 ml de méthanol 80% pendant 6 heures.

Et la figure 17 représente les extraits de grains et tiges de R. Sphaerocarpa par soxhlet

Figure 17: extraits de grains (a) et tiges (b) de R. Sphaerocarpa par soxhlet

2.1.2.Macération

2 g de chaque poudre sont ajoutés a 200 ml de solvant d’extraction (Méthanol 80%).
Aprées une agitation de 2 heures a la température ambiante, Le mélange est centrifugé a 1400
tr/min pendant 20 min. Le surnageant est récupéré et filtré a I’aide du papier filtre. Les

extraits obtenus sont représentés dans la figure (19) [75].
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Figure 18: extrait de grains (a) et tiges(b) de R. Sphaerocarpa par macération.

2.2. Dosage

2.2.1.Les phénols totaux

Le dosage par le Folin-Ciocalteu est une des plus anciennes méthodes congues pour
déterminer la teneur totale en composés phénoliques dans les aliments et les plantes
médicinales [76]; [77]. Les composés phénoliques réagissent avec le Folin-Ciocalteu,
mélange d’acides phosphotungstique (H3PW,049) et phosphomolypdique (H3PMO;;049)
[75], uniquement dans des conditions basiques obtenu généralement en ajoutant du carbonate

de sodium (Na,CO ;) [76].

La dissociation de proton de composé phénolique dans un milieu basique conduit a la
formation d’un anion phénolate. Cet anion est capable de réduire le Folin-Ciocalteu (de
couleur jaune) en un mélange bleu d’oxyde de tungsténe (Wg0»3) et de molybdéne (MogO»3)
[79].L intensité¢ de la coloration bleue produite est proportionnelle aux taux des composés

phénoliques présents dans la solution [76]; [77]; [78].

Pour évaluer la teneur en composés phénoliques ou phénols totaux de R. Sphaerocarpa,
100ul des quatre extraits sont mélangés avec 100ul du réactif de Folin-Ciocalteu (50%), puis
2ml de la solution de carbonate de sodium (2%) sont ajoutés au mélange réactionnel. Ce
dernier est laiss¢ pendant 30min a 1’abri de la lumiére et I’absorbance est mesurée a 700nm

[79].

Les concentrations en composés phénoliques sont exprimées en mg équivalent d’acide

gallique par 100g d’échantillon.
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2.2.2. Les flavonoides

La méthode repose sur la capacité des flavonoides a chélater des métaux (Fer et
Aluminium) et de former un complexe de coloration jaunatre. Ils contiennent des
groupements hydroxyles (OH) libres, en position 3 et 5, ces groupements sont susceptibles de
former des complexes avec le groupement CO, en présence de chlorure d’aluminium.

L’intensité de coloration est proportionnelle a la quantité¢ de complexes formés. [80]

Le dosage des flavonoides est réalis¢ en mélangeant 200ul d’extrait avec 150ul de
nitrite de sodium (NaNQO,, 5%) ce mélange est incubé a température ambiante pendant 5 min
puis 150 pl de chlorure de sodium (AICl; ,10%) et ce dernier mélange est incuber pendant 6
min a température ambiante et enfin 1 ml de hydroxyde de sodium (Na OH, 1 M) sont ajouté

au mélange réactionnel. L’absorbance est mesurée a 510nm.

Les concentrations en flavonoides sont exprimées en mg équivalent en quercétine par

100g d’échantillon (mg EQ/100g) [81].
3. Activité antioxydant
3.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est 1’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réduire
le fer ferrique du complexe ferricyanure — Fe™ en fer ferreux. [82] La forme réduite donne

une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait. [83]

Une quantité de 500 ul d’extrait est additionnée a 1.5 ml du tampon phosphate (pH 6.6,
0.2M) et 1.5 ml de ferricyanure de potassium (KsFe (CN)s, 1%); 1.5ml d’acide
trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange apres incubation a 50C° pendant 20 minutes.
Un aliquote de 1.25 ml est transféré dans un tube et mélangé avec 1.25 ml d’eau distillée et
0.25ml de chlorure ferrique (FeCls, 0.1%). L’absorbance est mesurée a 700nm aprés 10

minutes d’incubation. [84]

Les résultats de ce protocole sont exprimés en mg EAG/100g d’échantillon.
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3.2. Activité anti radicalaire

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhyddrazyl) est un radical libre stable caractérisé par
une couleur violacée avec une absorbance maximale de 516 a 517 nm. [85]; [86] Il possede

un ¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote (figurel9). [87]

L )

NO,

Figure 19 : Structure du radical DPPH [88]

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH ‘est recommandé¢ pour
des composés contenant SH-, NH- et OH- groupes. Il s’effectue a température ambiante, ceci

permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles [88].

La méthode de DPPH est la plus ancienne méthode indirecte utilisée pour déterminer
I’activité antioxydant [76]. Elle est basée sur la mesure spectrophotométrique de changement

de la concentration du radical de DPPH résultant de la réaction de DPPH avec un antioxydant.

Au cour de la réaction, les antioxydants (donneurs de H) réagissent avec DPPH et il est
réduit au DPPH-H (1 ,1-diphényl-2-picrylhydrazyne). Par conséquence, la couleur de la
solution change allant de violet au jaune pale [89] et 1’absorbance diminue, passant de la

forme radical DPPH' a la forme DPPH-H.

Le degré de décoloration indique le potentiel de 1’activité antioxydante des extraits en
terme de capacité de donneur d’hydrogeéne [90]. Le test DPPH ‘est largement utilisé car il est
considéré comme une méthode simple rapide, facile a mettre en ceuvre [88] le radical
DPPH est stable et le systéme réactionnel implique une réaction directe entre le radical libre et

antioxydant [91].
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Plusieurs facteurs peuvent influer sur la méthode et I’interprétation des données
expérimentales comme le solvant, pH, temps de réaction, réactif et la concentration de

1’échantillon [86].

Pour estimer ’activité anti radicalaire, 1000ul de la solution de DPPH sont ajoutés a
100ul de I’extrait, I’absorbance est mesurée a 517nm aprés 10 minutes d’incubation a

température ambiante. Les résultats sont exprimés en pourcentage [92]

Activité scavenger %= [(Abs controle- Abs échantillon) /Abs controle] x 100

Controle : méthanol avec la solution DPPH.

4. Analyse statistique

Une analyse statistique des donnés est réalisée par le programme Microsoft Office Excel
2007 (caractérisation numérique) et par le logiciel STATISTICA par application d’une
ANOVA/MANOVA.

Les résultats sont classés par ordre décroissant a>b>c>d. Les valeurs obtenues portant la
méme lettre ne présentent aucune différence significative et les barres verticales représentent

les écarts types.

28



Chapitre IV Résultats et discussions

1. Quantification des composés phénoliques

La méthode d'extraction doit permettre 1'extraction compléte des composés d'intérét et
doit éviter leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux de 1'éthanol, du méthanol

et de l'acétone sont généralement utilisés pour 1’extraction [93].

La présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques hydroxylés chez tous les composés
phénoliques est responsable de certaines propriétés communes utilisées pour les extraire a
partir de matériel végétal. Les phénols sont généralement extraits, selon leur cependant cette
solubilit¢ varie d’une classe de composés a une autre, dépendant des substitutions

(methylation ou glycosylation) sur les groupements hydroxyles [94] :[95]

Le méthanol est recommandé et fréquemment employé pour l'extraction des composés
phénoliques [96]. Le méthanol utilisé¢ pour I’extraction a un rdle protecteur. Il peut empécher

les composés phénoliques d'étre oxydée par des enzymes, telles que des phénoloxydases [56].

Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives des extraits préparés a partir des
grains et des tiges de R. Sphaerocarpa, un dosage des phénols totaux, des flavonoides a été
effectué. La principale raison pour le choix de ces substances réside dans le fait que la

majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

1.1. Quantification des phénols totaux

La teneur en polyphénols est estimée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu.
Cette méthode est trés sensible mais malheureusement peu spécifique car beaucoup de
composés réducteurs non phénoliques peuvent interférer tels que les caroténoides et quelques
sucres et acides aminés. Cependant, elle reste la méthode la plus utilisée pour déterminer la

concentration des polyphénols totaux [97].

Les teneurs en phénols totaux exprimées en milligramme d’équivalent d’acide gallique

sont représentés dans la figure (20)
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Figure 20 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits de R. sphaerocarpa

Selon la figure 20, I’extrait de tiges de R. Sphaerocarpa obtenu par la méthode du
soxhlet révele la plus grande teneur en composés phénoliques de valeur 4874,06 mg
EAG/100g d’échantillon qui donne une différence significative (p<0.05) avec les autres
extraits , la plus petite teneure en composés phénoliques est enregistrée dans 1’extrait de
grains de I’espece étudié obtenu par la méthode de macération avec une valeur de 1227,687
mg/100mg d’échantillon qui ne révele aucune différence significative avec I’extrait de grains

obtenus par le soxhlet et une différence significative (p<0.05) avec les autres extraits.

L’extraction par soxhlet a donné¢ des meilleurs teneurs en composé€s phénoliques par
rapport a I’extraction par macération. Cela est due au fait que 1’extraction par soxhlet est un
cycle qui se répéte indéfiniment et qui peut ainsi épuiser complétement la maticére végétale en
quelques cycles sans intervention. Le résultat est équivalent a une série de macérations
successives, mais cette technique ne nécessite pas un grand nombre d'opérations. Le solvant
est constamment distillé, de sorte qu'il ne se sature jamais. Méme si la substance extraite est
en grande quantité par rapport au solvant et qu'elle dépasse sa solubilit¢ maximale, c'est
toujours du solvant pur qui retombe dans I'évaporateur [74]. Les résultats obtenus montent
que les tiges de R. Sphaerocarpa est la partie la plus riche en composés phénoliques que les

grains.
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1.2. Quantification des flavonoides

La raison principale pour la quelle cette classe de polyphénols est choisi, réside dans le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de

5000 composés déja décrits [98].

La spectrophotométrie a permis de quantifier les flavonoides dans les extraits de la

plante étudiée, ces résultats sont représentés dans la figure 21.

Dans cette étude, 1’évaluation des teneurs des extraits des grains et tiges de R.
Sphaerocarpa en flavonoides a été¢ déduite de la courbe d’étalonnage (annexe 2 ) réalisé avec

la quercétine et les valeurs sont exprimées en mg EQ/100g d’extrait.
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Figure 21 : Teneurs en flavonoides des extraits de R. sphaerocarpa

La teneur en flavonoides est exprimée en mg EQ/100g d’échantillon. Les données sont

présentées sous forme de moyenne de 10.29 a 65.86 mg EQ/100g d’échantillon,

Les teneurs de ’extrait des tiges obtenues par le soxhlet donnent une valeur élevé qui
correspond a 65.86 et qui différe significativement (p<0.05) avec les autres extraits, par
ailleurs les teneurs de I’extrait des grains obtenues par macération ne donnent que 10.29 sans

aucune différence significative avec les teneurs de 1’extrait des grains obtenue par soxhlet.
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Du point de vu statistique, le taux en flavonoides des extraits de tiges et de grains
différent significativement ou les premiers sont les plus riche en ces molécules.

En comparant les teneurs en flavonoides a celles des composés phénoliques dans tous
les extraits, il est remarquable qu'elles sont toutes plus faibles, ce qui indique que les extraits
contiennent d'autres composés phénoliques possédant d’autres structures chimiques que celles

des flavonoides (acides phénoliques, tanins...).

2. Activité anti-oxydante

Les antioxydants naturels sont considérés comme une solution intéressante pour
remplacer les antioxydants synthétiques et qui peuvent €tre employés pour empécher les

maladies et I’oxydation des systemes complexes des aliments.

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
pourrait mener a des résultats dispersés selon l'essai utilisé. Par conséquent, une approche
avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus

instructif et méme nécessaire [99].

Les résultats de détermination de la capacité antioxydante d’un extrait dépendent
considérablement de la méthodologie utilisée, de I’oxydant et du substrat oxydable utilisé
dans la mesure [100]. Par conséquent, il est important de comparer les différentes méthodes
analytiques variantes dans leur cible d’oxydation afin de comprendre 1’activité biologique
d’un antioxydant et d'obtenir des données précises pour une meilleure comparaison avec les

travaux déja publiés [101].

La propriété antioxydante des extraits de R. Sphaerocarpa ne peut pas Etre évaluée par
une seule méthode qui est due a la nature complexe de leurs constituants. Dans cette étude,

deux méthodes sont employées (pouvoir réducteur et activité anti radicalaire contre le DPPH).

2.1. Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur met en évidence la capacité d’une molécule a réduire un
oxydant en lui cédant un ¢électron, permettant ainsi de bien apprécier 1’activité anti oxydante

de ’extrait testé.
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Le pouvoir réducteur des extraits de R. Sphaerocarpa est exprimés en mg EAG/100g

d’échantillon et les résultats obtenus sont représentés dans la figure (22)
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Figure 22: Pouvoir réducteur des extraits de R. Sphaerocarpa

La figure 22 montre que ’extrait de tige de R. Sphaerocarpa obtenu par le soxhlet se
distingue par le meilleur pouvoir réducteur avec une valeur de 2320,357 mg EAG/100g

d’échantillon. Il révele une différence significative avec tous les autres extraits.

Par ailleurs, la plus faible activité est obtenue par I’extrait des grains de R.
Sphaerocarpa par macération avec une valeur de 380,650 mg EAG/100g d’échantillon et qui
differe aussi significativement avec le reste des extraits. Les deux parties de la plante
désignent une différence significative et c’est la partie tiges qui possede le pouvoir réducteur

le plus puissant.
2.2. Evaluation de I’effet anti-radicalaire

Le radical DPPH est largement utilisé pour 1’évaluation de ’activité antioxydante des
molécules biologiques. Ce test n’est pas quantitatif, il permet de comparer les différents
extraits entre eux selon leur capacité a piéger le DPPH. Il est réduit en présence d’antioxydant

qui entraine sa décoloration par le transfert de proton [88](figure 23).
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Figure 23 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant [102].

Le mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPH dépend de la conformation
structurale de I’antioxydant [103] ;[104] ;[105]. Quelques composés se réagissent tres vite
avec le DPPH en réduisant un nombre de molécules de DPPH égal a celui des groupements

hydroxyles de I’antioxydant [106].
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Figure 24: Activité anti-radicalaire des extraits de R. sphaerocarpa.

Les résultats peuvent étre exprimés en pourcentage de 1’activité antiradicalaire ou en
pourcentage de DPPH restant. Ils peuvent également étre exprimés en utilisant le parameétre
ICsp, qui est défini comme la concentration du substrat qui cause une perte de 50% de

I'activité¢ de DPPH [107].
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La figure 25 montre que tous les extraits testés sont des anti-radicalaire, 'extrait des
tiges obtenu par macération a une concentration de 0.02mg/ml présente le pouvoir
antiradicalaire le plus ¢élevé (60.76%) qui différe significativement par rapport aux autres
extraits, et I’extrait des grains obtenu par soxhlet montre que 1’activité antiradicalaire la plus
faible et ne présente aucune différence significative avec ’extrait des grains obtenu par

macération.

Les extraits obtenus par macération a donné les meilleur résultats par rapport au soxhlet,
avec une différence significative (p<0.05) des tiges avec les autres extraits et aucune
différence significative entre les grains et cela et due a I’extraction au soxhlet qui se fait au
point d’¢ébullition du solvant au cours de longs périodes, ce qui peut entrainer la altération

thermique des substances cibles [108] ;[109] ;[110].

Les extraits des tiges sont généralement les plus actives par rapport aux autres extraits
des grains, la fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions
synergiques entre les antioxydants dans un mélange fait que I’activité antioxydante dépend
non seulement de la concentration, mais également de la structure et la nature des

antioxydants [96].

3. Corrélations antioxydants et activités antioxydante

Dans le but de déterminer la relation existante entre 1’activité antioxydante et la teneur
en composés phénolique des extraits de tiges et grains de R. Sphaerocarpa, les facteurs de

corrélation sont déterminés et résumé dans le tableau I'V.

Pouvoir Réducteur DPPH %
Tiges grains tiges grains
Polyphénols 0.64 0.23 0.95 0.17
Flavonoides 0.26 0.98 0.63 0.45

Tableau IV : facteur de corrélations antioxydants et activité antioxydante.
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3.1. Polyphénols

Les phénols totaux semblent contribuer de maniére importante a 1’activité scavenger de
DPPH, notamment les extraits de tiges qui présentent des coefficients de corrélation r=0.95 et
r= 0.64, respectivement. Cependant, les extraits des tiges révelent des tres faibles corrélations
avec des coefficients r= 0. 23 et = 0. 17 pour le pouvoir réducteur et I’activité scavenger de

DPPH respectivement.

Les niveaux ¢levés des phénols sont souvent accompagnés d’une capacité antioxydante
¢levée des extraits de tiges car les polyphénols sont des excellents piégeurs des radicaux libres
et le nombre de groupe hydroxyle sur I’anneau phénylique est responsable de I’augmentation

de la capacité antioxydante d’ une molécule polyphénolique [110].

3.2. Flavonoides

Le tableau révele I’existence des corrélations linéaires entre 1’activité antiradicalaire contre le
DPPH des extraits de tiges et de grains de R. sphaerocarpa et leur teneurs en flavonoides (r=
0. 63 et = 0. 45 respectivement). En outre, une excellente corrélation entre le pouvoir
réducteur des extraits de grains et les teneurs en flavonoides (r= 0. 98) est obtenue.
Cependant, 1’extrait des tiges montrent une corrélation faible avec un coefficient de r= 0. 26.
Ces résultats indiquent que ’activité antioxydante ne dépond pas seulement de la quantité,

mais également de la qualité et de la structure des antioxydants [24].
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Conclusion et perspectives

L’¢tude réalisée a pour but d’évaluer quantitativement et qualitativement les substances
antioxydants contenues dans les grains et tiges de la plante R. Sphaerocrpa poussant dans la
région de Béjaia. Les extraits sont obtenus par la méthode de macération et par le soxhlet.
L'activité antioxydant in vitro obtenue par la méthode du pouvoir réducteur et les effets anti
radicalaire par le test DPPH ont ¢té estimés pour les différents extraits de la plante

R. Sphaerocarpa.

Le dosage des composés phénoliques des quatre extraits a montré que ces derniers sont
riches en phénols totaux et en flavonoides. Les extraits de tiges par les méthodes d’extraction
de I’espece étudiée sont intéressants en raison de leurs teneurs élevées en phénols totaux qui
sont arrivés jusqu'a 4874,0600 mg EAG/100 g d’échantillon, et une teneur de 65.86 mg
EQ/100g d’échantillon en flavonoides pour I’extrait de tiges obtenu par la méthode du

soxhlet.

L’activité antioxydant des extraits de R. Sphaerocarpa varie considérablement d’un
extrait a un autre, elle dépend de plusieurs facteurs: la partie de la plante, la concentration et la
nature des composés phénoliques contenu dans chaque extrait. L‘extrait de tiges obtenu par la
méthode du soxhlet révele un pouvoir réducteur plus puissant avec une valeur de 2320,357

mg EAG/100g d’échantillon.

L’¢évaluation de I’activité anti radicalaire par le test DPPH a montrée que les extraits de
tiges manifestent des effets trés importants, supérieur a 60% notamment pour 1’extrait de
tiges obtenu par macération et un effet supérieur a 40% pour I’extrait de tiges obtenu par

soxhlet.

Ces résultats préliminaires témoignent de la richesse de ces extraits en composés
phénoliques, ils ouvrent des perspectives vers des études plus approfondies qui se résument
dans les points suivants :

> Elargir 1’échantillonnage et d’augmenter le nombre d’échantillons de R.Sphaerocarpa.

» Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques de 1’espeéce
R. Sphaerocarpa.

» Caractérisation d’autres composés actifs dans ces extraits par des méthodes physiques
d'analyses.

» Evaluer d’autres effets biologiques in vivo des extraits et de leurs composés actifs en

utilisant les différentes techniques.
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Annexe : Courbes d’étalonnages
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols. Figure 2 : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Annexe : Courbes de corrélation
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Figure 4 : Corrélation flavonoides et pouvoir réducteur
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Figure 5 : Corrélation flavonoides et DPPH
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composés phénolique mg EAG/100g

2340 - tiges R=0,64 240 ]
i 7 grains *
2330 o] BN e ®e
s 2320 -
g & 2310 - * . 420 -
=8 g ., 410 -
£ g 2290 - S S 400 1
M -
3 E 2280 - ZC 30 e
& 2270 - S g 380 1 .
2260 - 4 g 370 -+ 'S
2250 . T . 360 T . )
0 2000 4000 6000 1150 1200 1250 1300
composés phénolique mgEAG/100g composés phénolique mgEAG/100g
Figure 6 : Corrélation composés phénoliques et pouvoir réducteur
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Figure 7 : Corrélation composés phénolique et DPPH
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Résumé

La plante Retama Sphaerocarpa appartient a la famille des 1égumineuses qui sont reconnus
pour leurs intéréts pharmacologiques et écologiques. La présente étude est entreprise dans le
but d’évaluer la propriété antioxydante des extraits de grains et tiges de R.Sphaerocarpa.
L’extrait méthalonique des tiges de I’espece R.Sphaerocarpa obtenu par la méthode
d’extraction soxhlet est le plus riche en phénols totaux (4874,06 mg EAG/100 g
d’échantillon) et en flavonoides (65,86 mg EQ/100 g d’échantillon) suivit de 1’extrait de
grains obtenu par soxhlet. Tous les extraits ont révélé€ une activité anti-radicalaire contre le
radical libre DPPH allant de 60,76% jusqu'a 37,55% similaire a celle de la quercétine, et le
pouvoir réducteur le plus élevé est enregistré au niveau de I’extrait des tiges obtenu par la
méthode soxhlet avec une valeur de 2328,60 mg EQ/100g d’extrait, et le pouvoir réducteur le
plus faible est de 370,46 mg EQ/100 g d’échantillon enregistré au niveau de 1’extrait des grain
obtenu par macération.

Mots clés : Retama Sphaerocarpa, polyphénols, macération, soxhlet, activité antioxydante.
Summary

The plant Retama sphaerocarpa belongs to the legume family, which is known for their
pharmacological and ecological interests. This study was undertaken to evaluate the
antioxidant property of the extracts of grain and stalks of R.Sphaerocarpa.

The méthalonique rods species R.Sphaerocarpa extract obtained by the Soxhlet extraction
method is richer in total phenols (4874.06 mg EAG/100 g sample) and flavonoids (65.86 mg
EQ /100 g of sample) followed by the seed extract obtained by soxhlet. All extracts showed
anti-radical activity against DPPH free radical ranging from 60.76% to 37.55% similar to
quercetin, and the highest reducing power is stored in the extract rods obtained by the soxhlet
method with a value of 2328.60 mg EQ/100g extract and the lowest reducing power is 370.46

mg eq/100 g sample recorded at the extracts grain obtained by maceration.
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