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Introduction

L’ oxygene moléculaire est un élément essentiel pour la vie de tous les organismes
aérobies, toutefois il peut former des especes partiellement réduites et fortement toxiques
appel ées radicaux libres ou encore espéces réactives de |’ oxygene (ERO) (Pastre., 2005).

A des doses faibles, les ERO sont tres utiles pour I’organisme et jouent des roles
importants dans divers mécanismes physiologiques, tels que la transduction du signal. La
production physiologique des ERO est régulée par des systemes de défense composés
d’ enzymes (superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion peroxydases....) et des
molécules anti-oxydantes de petites tailles (caroténoides, vitamines C et polyphénals ....)
(Favier, 2003). A des doses élevées, les ERO deviennent toxique pour I’ organisme. En effet,
la surproduction des ERO au-dela des capacités anti-oxydantes des systémes biologiques
donne lieu au stress oxydant, qui est impliqué dans |’ apparition de plusieurs maladies telles
gue les maladies cardiovasculaires et neurologiques, le diabéte et le cancer (Wilson et
Salamatian, 2003).

Les plantes médicinales sont largement utilisées en médicine traditionnelles dans les
traitements du diverses pathologies et infections grace a leurs propriétés biologiques
intéressantes, représentées essentiellement par les.activités anti-oxydantes et antimicrobiennes
dus a leur richesse en composés bioactifs tels que les composés phénoliques (Hennebelle et
al .,2004).

L'objectif de notre travail” vise.a déterminer I'activité anti-radicalaire des extraits
d’Inula viscosa, Paeonia caralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri. Pour cela notre
étude englobe deux” aspects, dont>le premier est d’ ordre phytochimique basé principalement
sur la quantification des composés phénoliques. Le second aspect est consacré a une
évauation de I'activité anti-radicalaire in vitro de ces composés vis-a-vis de deux radicaux
liore DPPH et I'ABTS".
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| .Généralité sur lesradicaux libres:
| .1. Définition :

Un radical est une espéce chimique possédant un ou plusieurs éectrons non appariés
sur sa couche externe (figure 1). La présence d'un électron célibataire confére a ces molécules
la plupart du temps une grande instabilité, ce qui signifie qu'elles ont la possibilité de réagir
avec de nombreux composés dans les cellules et que leur durée de vie en solution est tres
courte. Il a donc la capacité de capter ou céder un éectron a une autre molécule de son
entourage, pour étre stable. (Borg et Reeber., 2004 ; Canneaux €t al., 2011).

Radical libre
s m s |i|

:||.'-:l.r-."|-.'..'|||_l|l|l.' t‘-"" 7

Figurel: Schemad'untadical libre (Maulice, 2010).

| .2. Classification desradicaux libres:

Les especes réactifs\de I'oxygene (ERO) sont des espéces chimiques oxygénées telles
gue des radicaux libres; des’ions oxygénés, rendus chimiquement tres réactifs par la présence
d'électrons de valence non appariés (Gardés -Albert et al., 2003) .

On distingue deux grandes classes de radicaux libres : les radicaux libres primaires,
directement formés a partir de I’oxygene, qui ont un réle physiologique particulier et les
radicaux libres secondaires ou organiques générés par |’ action des radicaux libres primaires
(Figure 2) (L acan Bionov, 2001).
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Figure2: Lesformes actives de |’ oxygene dans la cellule (L acan Bionov, 2001).

I.2.1. Radicaux libresprimaires:

Les radicaux libres primaires sont les plus dangereux car ils sont formés directement a
partir de I’ oxygene.

L’ oxygéne possede une configuration éectronique particuliere, avec deux éectrons
non appariés de spins paraléles sur-ses orbitales, a cause de cette configuration définie
comme état triplet, I’oxygene ést” une-molécule trés peu réactive vis-a-vis des molécules
organiques (Barouki, 2006).

A partir de }"oxygene moléculaire, chagque réduction aboutit ala formation des espéces
suivantes : le radical_superoxyde (0,*), le radica hydroxyle (OH®) et |’ oxygéne singulet
(*O.) (Figure 3) (Fantaine, 2007).
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Figure 3 : Principal es éapes de production des espéces réactivesdel'oxygene (Goudable et
Favier, 1997)

I.2.1.1. Anion superoxyde (0,°) :

Lorsque la molécule d’ oxygéne mise en présence d une gquantité d énergie suffisante,
elle peut acquérir un éectron supplémentaire et former”ainsi I'anion superoxyde. Cet anion
intervient comme facteur oxydant dansde nombreuses réactions (2) (Gutteridge, 1995 et
Fantaine, 2007). L’ anion superoxyde-est produit au cours du métabolisme mitochondrial ala
suite de laréaction (1) :

02 + é ——— 02' (1)
SOD

2 02.-+ 2H+ ——— H202+ 02 (2)

I.2.1.2. Radical hydroxyle (OH) :

Le radical hydroxyle (OH") est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et joue
un role initiateur dans |’auto-oxydation lipidique (Hadi, 2004), il est formé a partir de
I’ oxygene et (H2O,) ou a partir de I’ion ferreux qui réagit avec le peroxyde d' hydrogene selon

laréaction suivante (Bartosz, 1997).

Fe*" +H,0, ——== OH"+OH +Fe*




Chapitres| Lesradicaux libreset le stress oxydant

[.2.1. 3. Oxygene singulet :
L’ oxygene singulet est I’une des formes les plus réactives d' O,, il est trés instable.
L’ oxygene singulet est formé par action de la lumiére sur I’ oxygene, il peut étre produit aussi

par laréaction entre divers espéces réactives de I’ oxygene (Sor g, 2004).

Lumiére UV
0O, — 102
H,0,,0NOO . —  '0,+NO* +H,0

[.2.1.4. Per oxyde d’ hydrogene (H,0,):

Le peroxyde dhydrogéne ce n'est pas un radica libre | car tous ses électrons
périphériques sont appariés. En présence de métaux, enparticulier de fer (Fe™), il est
transformé en radical hydroxyle (OH") par la réaction de Fenton selon la'réaction ci-dessous
(Ré et al ,2005). Ce dernier est extrémement réactif et va oxyder a son tour les molécules
voisines, formant parfois d autres radicaux libres (Vamecq et-al., 2004).

H,0, + Fe** (CU1+) —sor~ HO®*+ OH + Fedt (Cu2+)

Le peroxyde d’ hydrogene résulte de'la réduction a deux éectrons de I’ oxygene. |l peut

étre génére soit par (Wilson/et (Salamatian, 2003) :

- Dismutation de I’ ahion superoxyde : O +0, +2H" __  Hy0,+0,
- Réduction univaentede | Janion superoxyde : Oy +€+2H" — 3y H,0,
- Réduction bi-électronique de |’ oxygene : O,+2e +2H" —» H,0;

Toutes ces réactions sont catal ysées par le glucose oxydase.

I. 2. 2. Radicaux libres secondaires:

Les radicaux libres secondaires sont de grandes molécules, qui ne sont pas formés
spontanément. Ils sont formés par I’action d'un radica libre primaire sur un composant
cellulaire (acides nucléiques, lipides membranaires et protéines). Par exemple, le radical
peroxyde (R-OO) est formé aprés que O, ou OH' ait agit sur un acide gras insaturé de la
membrane cellulaire (Figure 2) (L acan Bionov, 2001).

Ces radicaux libres secondaires sont quand méme tres dangereux puisqu’une fois
formés ils sont capables de créer une réaction en chaine ou un radical peroxyde attague une
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molécule d’acide gras et la transforme en radical peroxyde ...c'est la peroxydation lipidique
qui conduit si elle N’ est pas contrdlée a une destruction de la membrane cellulaire.

Au niveau de la cellule, il est tres important de controler la production de radicaux
libres primaires essentiellement (O,) et (H20,). En effet, cela entraine une production moins
importante de radicaux libres secondaires et donc par conséquent une protection des
congtituants cellulaires et un maintien de I’ activité biologique de la céellule (Lacan Bionov,
2001).

I. 3. Sourcesde production desradicaux libres:

La production des molécules oxydantes est une conséquence inevitable du
meétabolisme aérobie. En effet, I’ organisme a besoin d’ oxygene pour produire de |’ énergie au
cours des réactions dites de respirations oxydatives. Cependant, une faible partie de I’ oxygene
échappe a sa réduction en eau au niveau de la mitochondrie. Ellepeut-alors étre al’ origine de
la production de radicaux libres oxygénés (Pastre, 2005),

Les sources de production de radicaux Jibres sont. classées en deux catégories : Les
sources endogenes et les sources exogenes.

é Les sources endogenes : les. radicaux-libres sont des produits des réactions de
I’ organisme tels que, |’ activation des glabules blancs qui est une source trés importante pour
la production d ERO et I’oxydationde |’ hémoglobine (figure 4) (Kenneth et al., 1998).

é D’autres systemes endogenes entrent en ligne dans la production massive d ERO
comme |’activation de la<xanthine oxydase et la NADPH oxydase selon les réactions
suivantes (Baudin,2006)

XO
Xanthine + 202+ H20 —————  Acideurique+ 202._ + 2H

+

NADPH oxydase
NADPH + 202 ' — NADP +H + 202

¢ Les sources exogenes : L’environnement dans lequel nous vivons mais aussi notre
mode de vie sont a I’ origine d’une augmentation de la production des radicaux libres dans
notre organisme tels que : I’ exposition prolongée au soleil et aux radiations, contacts avec des

agents cancérigenes et pollution (Baudin, 2006).
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Figure 4 : Les principales sources céllutaires des ERO (Bonnefont-Rouseelot et al., 2003).

| .4. Rolesdesradicaux ljlres |

Les radicauxlibres sont produits par divers mécanismes physiologiques, car ils sont
utiles pour I’ organisme. a dose raisonnables comme, la régulation de génes du mécanisme de
I” apoptose et latransduction du signal cellulaire (Pincemail et Defraigne, 2004).

IIs sont produits par les cellules phagocytaires pour étre utilisés dans la lutte contre les
bactéries (Delattre et al., 2005).

Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de
défense. Dans les circonstances normales on dit que la balance antioxydants / pro-oxydants
est en équilibre. S'il ya un déficit en antioxydants ou une surproduction énorme de pro-

oxydants cela nous donne ce qu’ on appelle « le stress oxydant » (Favier, 2003).
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[. 5. Stress oxydant :

Le stress oxydant correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire
induit, soit par production excessive de radicaux libres, soit par diminution de latendance de
la défense anti-oxydante (Davalos et al., 2004).

| .5.1. Cibles du stress oxydant :

Les radicaux libres sont instables, donc ils cherchent a s apparier avec un éectron
d’ une autre molécule. Ils sont a I'origine de réactions en chaine qui conduisent a des
destructions cellulaires. Leurs structures cibles essentielles sont I'’ADN, les membranes
cellulaires mais aussi toutes les molécules pouvant étre déstabilisées (figure 5) (Laguerre et
al., 2007).

NO' I M
~ S O, ~al( Métaux de transition
g e ) s O (Fe™, Cu?)
Dispiutation spontanée — ’
. = =
| » etlon enzvmatique ~~__| Reduction
] H,0, o g de métaux
ONOO~ . 2
r—] _'l.f_].'lﬂfw MJIV : l;l-_zﬂ_""[n-li-l
N e, Cu
4" roo - roon T ] }
HOC1 S :
OH -
— - RO’
. ‘ 4 : ; *
e Nape= Proteines (dégradation,
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perte des acides gras) | -« 2 7 ;
|

‘ des bases, cassures) modification, inactivation)

d

*

Figure 5: Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les ERO
(Kohen et Nyska, 2002).

[.5.1.1. Lipides:

Les radicaux libres peuvent attagquer les lipides et notamment les acides gras mono- et
polyinsaturés (AGPI) des phospholipides membranaires. Ils sont & I’ origine de réaction de
peroxydation (Laguerre et al., 2007). Il s'agit d’une succession de réactions radicaaires a

I’ origine de |a libération de molécules réactives (Figure 6).
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Figure 6 : Lesdifférentes étapes de la peroxydation des lipides (Hennebelle et al., 2004)

[.5.1.2. ADN:

Les lésions induites par le OH" sur le matériel génétique (bases modifiées, cassures
simples et doubles des oligo-nucléotidique, et les ponts entre les résidus protéiques) sont
impliquées dans de nombreux processus pathologiques (vigllissement, létalité cellulaire,

mutagenese, cancérogenese) (Ré et al., 2005).

I.5.1.3. Protéines:

Les radicaux libres peuvent reagir avec les différents acides aminés et donc altérer la
structure des protéines. Les fonctions de multiples enzymes, de récepteurs et de protéines de
transport cellulaire peuvent ainsi“étre modifiées. C' est donc toute la machinerie cellulaire qui
peut étre affectée (Hennibelle, 2006).

|. 6. Pathologies lieesau stress oxydant :

Le stress oxydant est la principale cause initiale de nombreuses mal adies souvent liées
au vieillissement, cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse
respiratoire aigu, ccdéme pulmonaire. Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant
I'apparition de maladies plurifactorielles telles le diabéte, la maadie d'Alzheimer, les
rhumatismes et les maladies cardio-vasculaires (Wilson et Salamatian, 2003).

l.6.1. Cancer :
Le cancer est I'une des pathologies majeures qui apparait avec I'ége. Les ERO
présentent deux mécanismes d action complémentaires : ils favorisent la croissance des

cellules tumorales et ils modifient globalement leur environnement qui inclut les cellules de
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natures variées (fibroblastes, cellules immunes) entourant |es cellules néoplasiques (Per ceval,
1998).

|.6.2. Maladies cardio-vasculaires :

Les risques cardiovasculaires sont liés genéralement au cholestérol LDL a cause des
conséquences de son accumulation pathologique sur la paroi interne des arteres.

Le cholestérol LDL et son oxydation jouent un grand réle dans la formation des plaques
d'athérome (Percival, 1998). Cette oxydation se double en fait de I’augmentation de la
production d' especes réactives de |’ oxygene par les cellules de la paroi artérielle, qui concourt
fortement a I'atération des fonctions vasculaire, effecteur maeur du processus

d athérogenese et de fragilisation des |ésions athéroscléroses (Beaudex et al., 2006).

[.6.3. Diabéte :

Leréle des radicaux libres est de plus en plus fréquemment. discuté dans |’ apparition du
diabéte. Les especes réactives de |'oxygéne géné&ré lors de I'hyperglycémie causent
principalement des dommages de I'ADN, des protéines-et des lipides (Defraigne et
Pincemail, 2008). En plus, il est évident que dansle diabéte de type 2, I'activation des voies
de stress sensible par I'élévation du glucose conduit a deux niveaux de résistance a l'insuline
et une diminution de la sécrétion dinsuline et’ la dysfonction des cellules B sécrétrice de
I'insuline (Hamadi, 2010).

10
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Il. Systemes de défense :

Afin de se protéger contre une exposition excessive aux radicaux libres, |’ organisme
peut fabriquer ses propres antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute
substance qui est capable a concentration relativement faible par rapport a un substrat,
retarder ou inhiber significativement I’ oxydation de ces substrats (Pincemail et al., 2002).
Les antioxydants impliqués peuvent étre classés en deux classes: les antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques (Ber ger, 2006).

Il .1. Systemes de défense enzymatique :

Trois enzymes interviennent selon un mécanisme présentant un fonctionnement en
chaine, a fin de réguler le déséquilibre moléculaire di a la surproduction des radicaux libres
qui sont : la superoxyde dismutase, la Catalase et les Glutathions\peroxydase / réductase
(figure 7).

v

= A0

Figure 7 : Sources métaboliques de production et d’ élimination des radicaux libres
(Afonso et al., 2007).

[1. 1.1. Superoxyde dismutase (SOD) :

Cest une enzyme clé dans la lutte contre les radicaux libres puisqu’ elle permet

I’ élimination de I’ion superoxyde qui est leradical libre le plus abondant.

11
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La SOD est I'une des enzymes les plus présentent dans tous les compartiments
cellulaires ou il y a une production de I'O," (Menveille-Bourg, 2005). Toutefois,
I’élimination du radica superoxyde par la SOD conduit a la formation de peroxyde
d hydrogene qui est toxique pour la cellule parce qu'il participe alaformation de OH' selon la

réaction suivante :

SOD
20,7 +2H" — H,0,+ O,

[1.1.2. Catalase (CAT):

Les catalases sont la classe d’enzymes qui catalysent la dismutation du peroxyde
d hydrogene (H.0;) en eau (H.O) et oxygéne gazeux (O,),\ €lles sont localisees
principa ement dans le peroxysome, mais elles se trouvent aussi. dans fe-cytoplasme (Nichalls,
2012).

La catalase élimine ainsi I’exces du HzOz-enprésence d’'ions ferreux, afin que la

réaction de Fenton ne puisse pas s amplifier selon laréaction suivante :

2H0, _ [P 2H,0+0,

[1.1.3. Glutathion Peroxydase'et réductase:

Ces deux enzymes ‘sont_localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. Le role
de la glutathion peroxydase\(GPx) est de réduire d’ une part le peroxyde d'hydrogéne en
molécule d'eau, et d autre’part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de
cette réaction, qui demande I’ intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se

transforment en glutathion-disulfure (GSSG) selon les réactions suivantes (Cimen, 2008) :

GPx
H,O, + 2GSH — 2H,0+ GSSG
GPx
ROOH + 2GSH —— ROH+H,0+GSSG

12
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[1. 2. Systemes de défense non enzymatique :

Un vrai systéme de détoxication passive, considérée comme une ligne de défense qui
permet le piégeage des radicaux libres qui s échappent des autres lignes de défenses
enzymatiques (Pincemail et al., 2002).

Les molécules anti-oxydantes misent en ccuvre dans ce systeme sont: |'alphe-
tocophérol (vitamine E), la beta-caroténe (Caroténoides) comme antioxydants liposolubles et

I'acide L-ascorbique (Vitamine C) et les polyphénols comme antioxydants hydrosolubles.

I1.2.1. Vitamine E:

La vitamine E appelée aussi alpha tocophérol (figure 8) est capable de piéger
chimiquement I'oxygéne singulet (*O,), le radical hydroxyl (OHY),\mais son principal réle
biologique est de réagir avec les radicaux peroxyles (ROO) pour.former un radical tocophéryl
(T-O) plus stable protégeant ainsi les membranes cellulaires et Jes<lipoprotéines (Jones,
2004).

O
H__‘tc .- -"J-'—';TCI—‘IE
HeC™ Y 77 CH; CH
H &~ H, CH: H
0 -‘.‘ T __:5‘“;.__ e _,}H,_ .-—'%'“'h _.-::’: = .
HaC - T T T T O

Figure 8 :Structure chimique de lavitamine E (Cuvelier et al, 2003).

[1.2.2. VitamineC :

La vitamine C (figure 9) appelée auss acide ascorbique posséde une activité anti-
oxydante par sa capacité a piéger le radical peroxyde (ROO"), en oxydant I'acide ascorbique
en acide déhydroascorbique, ou enfin a réduire le radical tocophéryl (Roussel et Ferry,
2002).

13
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Figure9 : Lastructure chimique de |’ acide ascorbique (Cutray et Robin, 2000).

[1.2.3. Caroténoides::

Les caroténoides sont des substances naturelles liposolubles jouant un réle de pigment
de couleur jaune a rouge dans beaucoup de fruits et |égumes..Les-caroténoides sont des
mol écules tres auto-oxydables dont 1a dégradation est favorisée parla présence d’ acides gras
polyinsaturés (Kloer et Schulz, 2006).

Les caroténoides a des doses suffisantes. peuvent/prévenir de I’ oxydation lipidique et
empécher le stress oxydant. La photoprotection des caroténoides provient de leur capacité de
piéger et de désactiver |les espéces oxygénées réactives telles que I’ oxygene singulet, formé au
cours d’ une exposition a la lumigre, Les principaux caroténoide sont |’ a- et la -caroténe, la

lutéine, la zéaxanthine, la cryptoxanthine et le lycopene (figure 10) (Notas et al., 2006).

[

i

1 P-caro lere

-2 _.z—'\ﬂ-h___.'!cq_«._/-\:_-»__—a’lia.-\_,th:._/:._}r_f—%/q-,l_w— '=:_»/|-3_:_f
LA
Lycopenc
’xk»AVLb%)Lwﬁ‘J%nmJﬁﬁ-%_%r’%-’__\"TAVQT"
— ; Lutéine B e
ﬂh’Yﬁ_m%%ﬂﬂY&fhﬂT% ~ae s
1O > ! ! o
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= oy T T =
1Ho W ;
o

Figure 10: Lastructure chimique des principaux caroténoides (L éger, 2006)

14



Chapitre 1 L es systémes de défense

I1.2.4. Composes phénoliques :

I1.2.4.1. Généralités:

Les composés phénoligues ou polyphénols sont des métabolites secondaires, |Is sont
présents dans toutes |es parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens,
fruits et graines) (Edeas, 2007). Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et
les tanins.

Ces composés ont tous en commun la présence d'un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Bourgou et al., 2008). La
structure des composés phénoliques varie a partir des molécules ssimples (acides phénoliques

simples) (Figure 11) versles molécules les plus hautement polymeérisées (tanins condenseés).

Figure 11: La structure de base (phénol simple) (Paul, 1994)

Les composés phéneliques participent activement aux interactions de la plante avec

son environnement.ils.participent de maniere tres efficace ala:

STolérance des végétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un réle
essentiel dans I’ équilibre et I’ adaptation de la plante au sein de son milieu naturel (Macheix
et al, 2005).

> Défense contre les champignons.

2 Croissance cdllulaire, ils possedent aussi des propriétés anti-oxydantes.

Chez I'homme, ces molécules jouent un réle important en agissant directement sur la
qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs
(effet antioxydant, effet protecteur) (Bruneton ,1996)
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[1.2.4.2. Biosynthése des composés phénoliques :

1. Voie des Shikimates

C'est la voie la plus courante, elle conduit les oses aux acides aminés aromatiques
puis, par désamination de ces derniers aux acides cinnamiques et leur dérivés. coumarines,
lignines et lignanes (Figure 12) (Floss, 1997).
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2. Voie des acétates

Figure 12 : Lavoie du shikimate (Floss, 1997)

La voie des acétates conduit a des poly acétates, qui engendrent par cyclisation des
composés souvent polycycliques :
Andriantsitohaina, 2002).

isocoumarine, quinone et xanthone (Martin et
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De plus, la diversité structurale des composes phénoliques est plus accrue par la
possibilité d’une participation simultanée du shikimate et de |'acétate a |’éaboration de

composes d’ origine mixte : les flavonoides
[1.2.4.3. Principales classes des composeés phénoliques :

Selon le nombre d'atomes du carbone dans le squelette de base, la classification des

polyphénols est présentée dans | e tableau suivant :

Tableau | : Principales classes des polyphénols (Harborne, 1989 ; Macheix et al., 1990).

Squelette carboné |Classe Exemple Origine

C6 [Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces

C6-C1 Acides p-hydroxybenzoiques |Epices, fraises
hydroxybenzoiques

C6-C3 Acides Acide caféique [Pomme deterre
hydroxycinnamiques . .

Scopol étine [Pomme, Citrus

Coumarines

C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix

C6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol \vigne

C6-C3-C6 [Flavonoides Quercétine, cyanidine |Fruits, légumes, fleurs
| soflavonoides Daidzéine Soja, pois

(C6-C3)2 [Lignanes Pinorésinol [Pin

(C6-C3) n [Lignines I [Bois, fruits a noyau

(C6-C3-C6) n Tanins condensés I [Raisin, Kaki

Selon leur structure chimique, les polyphénols sont divisés en 4 classes majeures. Phénaols,

flavonoides, acides phénolique, et lestanins.
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I1.2.4.3.1. Acidesphénoliquessimples:
Les acides phénoliques sont rares dans la nature a I’ exception de I” hydroquinone qui
existe dans plusieurs familles. IIs comportent deux groupes, les acides hydroxybenzoiques et

les acides hydroxycinnamiques (figure 13) (Bruneton, 1993).

L esacides phénoliques

R OH R
COH COOH COOH HO CH——CH —— CO0H
R R R
Acides benzoiques Acides cinnamiques
(1) R=R’=H ; acide P-hydroxybenzoique. (8) R=R’'=H ;acide P-coumarique.
(2) R=OH, R’=H ; acide protocatéchique. (9) R=OH, R =H ; acide caféique.
(3) R=OCHg;, R’=H ; acide vanillique. (10) R=OCHy, R'=H ; acide férulique.
(4) R=R'=0H ; acide gallique. (11) R=R"=0CH3 ; acide cinapique.

(5) R=R'=0OCHg3 ; acide syringique.
(6) R=H; acidesaicylique.
(7) R=OH ; acide gentisique.

Figure 13 : Structure chimigue des acides phénoliques simples (Laguerre et al, 2007).

[1.2.4.3.2. Flavonoides :

Le terme flavoneides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant
alafamille des polyphénols. Ces derniers sont des produits largement distribués dans le regne
végétal et sont couramment consommeés guotidiennement. |l y en a plus de 600 a avoir été

décrits chez les plantes (Iris, 2004).
[1.2.4.3.2.1. Structure chimique et classification desflavonoides :

Les flavonoides sont caractérisés par la présence de deux cycles benzene qui sont liés
par un pont en 3 carbones (Figurel4) (Chiraet al., 2008).
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Figureld : Structure de base des flavonoides (Adam et al., 2007).

Sur labase de la position et des modifications de ces cycles, plus de 4.000 flavonoides

ont été découvertes jusqu'a présent et qui peuvent étre divisésen plusieurs classes (figure 15)

L esflavonoides

HO

HO_ 8
6
5
COH OH

Flavones Flavonols
(1) R=R’=H ; apigénine (4) R=R’=H ; kaenpférol.
(2) R=OH, R’ =H; lutéoline. (5) R=OH, R’=H ; quercétine.
(3) R=R'=0OCHg; tricipe. (6) R=OCHg, R'=H; isorhamnétine.

(7) R=R'=0H; myricétine.

©H

® OH
HO, fo)
HO
@ B ]
R c @ |
o
C OH

oH o
Flavonols Flavonols

(8) R=OH, R'=H ; quércétagétine (10) R=H; fis&tine

(9) R=H, R'=0H; gossypétine. (11) R=CH ; robinetine.

Figure 15 : Structure des principales classes des flavonoides (lopez-Posad et al ., 2008)
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I1.2.4.3.3. Tanins:

Les tanins sont des métabolites secondaires importants dans le régne vegétal qui
peuvent avoir une grande influence sur la valeur nutritive de légumineuses fourragéres. Les
tanins ont un grand nombre de groupe hydroxyl phénolique libre qui forment des liaisons

hydrogéne fortes avec les protéines et les précipiter (Krause et al,.2005).

Il est classique de distinguer deux grands groupes de tanins, différent alafois par leur
réactivité chimique et par leur composition qui sont : les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Pascale et Veronique, 2006).

[1.2.4.3.3.1. Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont caractérisés par le fait\quits-peuvent étre dégrades par
hydrolyse chimique (alcaline ou bien acide) ou enzymatique. s libérent aors une partie
phénolique qui peut étre soit de I'acide gallique(cas de ‘galletanins) soit un dimére de ce
méme acide, |’ acide ellagique (cas des tanins ellagique), et une partie non phénolique (souvent

du glucose ou de I’ acide quinique) (Hennebelle et al.,-2005).

[1.2.4.3.3.2. Tanins condensés :

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polymeres d’ unités flavaniques
les plus souvent liées entre elle par des liaisons C4-C6 ou C4-C8. Contrairement aux tanins
hydrolysables, ils sont-résistants a |I’hydrolyse et seules des attagues chimiques fortes
permettent de les dégrader. (M acheix, 1996).

[1.2.4.4. Propriétés biologiques des composes phénoliques :

Les composés phénoliques ont été rapportés pour leurs multiples effets biologiques :
activité anti-oxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne, antibactérienne et anti-radicalaire
(tableau I1).
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Tableau Il : Activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun ,1997)

Polyphénols

Activités

Acides phénols (Cinnamiques et benzoiques)

Antibactériennes
Antifongiques

Antioxydantes

Coumarines

Protectrices vasculaires

et antioedemateuses

|Flavonoides

Anti- inflammatoires
Antioxydantes,
Anti-carcinogenes
Anti-tumorales

Hypotenselr-et diurétiques

Anthocyane

Protectricescapillaro veineux

|Proanthocyanidines

Antioxydantes
Antifongiques
Anti-tumorals
Anti-inflammatoires

Effets stabilisants sur le collagéne

Tanins galliques et catéchiquies

Antioxydantes

I1.2.4.4.1. Activité antibactérienne :

L’ effet toxique des composes phénoliques sur les micro-organismes dépend de ces

derniers (leur poids moléculaire, leur concentration, et leur solubilité), de |’ espéce

mi crobienne considérée et des conditions du milieu.

Pour étre plus actif, I’agent antimicrobien doit se fixer sur |’enveloppe externe du

micro-organisme et la traverser. Cette fixation entraine des changements de charges

électrigues de la membrane de la bactérie (Barouki, 2006). L’effet antibactérien des

composeés phénoliques met en jeu trois mécanismes (Hadi, 2004) :

21



Chapitre 1 Les systémes de défense

4 L’inhibition des enzymes extracel lulaires microbiennes,
4 La séquestration de substrats nécessaires a la croissance microbienne,
4 L’inhibition du métabolisme microbien.

[1.2.4.4.2. Activitéanti-oxydante :

L’intérét métabolique des antioxydants alimentaires fait a I'heure actuelle I'objet d'un
grand nombre de travaux, et parmi ces antioxydants les plus puissants, les flavonoides qui
préviennent efficacement la peroxydation lipidiqgue puisquils peuvent réagir avec la
plupart des radicaux libres susceptibles d'arracher un hydrogéne sur le groupement (CH,)
situé entre les deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés, pour former des espéces
radicalaires intermédiaires peu réactives (Edeas, 2007). De plus, ils pourraient agir en

chélatant les métaux de transition tels que le cuivre et le fer (Bruneton; 2009).

[1.2.4.4.3. Activitéanti-radicalaires:

Les flavonoides sont capables de piéger”les-radicaux. libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donner un
atome d'’hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée ci-

dessous (Milane, 2004) :

FLLOH +Re—>FLO+ + RH

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyl
(FLOe), ce dernier. va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des
électrons impaires sur te noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par
rapport aux (Re); en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des
composes non réactifs (Amié et al, 2003) :

FLOe + Re—>FLO-R
FLOe + FLOe —> FLO-OFL

La propriété anti-radicalaire des flavonoides est étroitement liée a leur structure, en
particulier au phénoméne de résonance éectronique stabilisant exercé par les noyaux

aromatiques, cette activité nécessite :
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e Structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3,4 dihydroxystructure), cette
structure est importante pour I'activité anti-radicalaire des flavonoides possédant un
hétérocycle saturé.

e La double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable de la
délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité anti-radicalaire.

® Les groupements hydroxyles libres en C3 et C5

A titre d'exemple ; la quercétine et |la myricétine répondent a tous ces critéres nécessaires pour
avoir une activité anti-radical aire efficace et importante (Amié et al, 2003).
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|. Matériels et méthodes
.1 Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans cette présente étude est les feuilles de quatre plantes
médicinaes : Inula viscosa, Paeonia coralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri, leur
récolte a éé réalisée en : avril 2012 & Amizour, avril 2011 a Djurdjura, avril 2012 & Fénaia et
mars 2012 au Parc National de Gouraya, respectivement, loin de toute pollution susceptibles

de modifier la composition chimiques des especes.

|.1.1. Description botanique et systématique :

> Inulaviscosa

Inula viscosa est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et duleuse, a odeur forte

qui appartient a la famille des Astéracées (Quezel et le est appelée auss

Dittrichia viscosa et elle est connue sous le nom d’inule vi illes alternes sont
allongées et lancéol ées et ces fleurs sont linguiformes | re 16), on latrouve souvent
sur les jacheres humides, bords des chemins en ulations (K attouf et al, 2009).

Figure 16 : Photographie d’ Inula viscosa.

La classification:

Régne : Plantae Famille : Asteraceae
Division : Magnoliophyta Genre : Inula

Classe : Magnoliopsida Espéce : Inula viscosa
Ordre : Asterales
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» Paeoniacoralina

Paeonia coralina dénommee pivoine méle de russo, est une plante herbacée. Les
feuilles inférieures sont biternées et les supérieures sont ternées. Les fleurs solitaires,
terminales, vont du rouge au rose, elles sont pollinisées par les insectes (figure 17). La

floraison se fait en une semaine, entre avril et juin.

La systématique :
Régne : Plantae %—ni lle: Paeoniaceae

Division: Magnoliophyta Genre : Paeonia
Classe : Magnoliopsida Espéece : Paeonia coralina

Ordre : Dillenia

» Marrubium vulgare

Marrubium vulgare surnommée le marrube blanc, est une plante herbacée, vivace,
pouvant atteindre 80cm de hauteur, a tige quadrangulaire cotonneuse. Les feuilles pétiol ées,
ovales ou arrondies. Les fleurs petites, blanches (Figure 18). Toute la plante dégage une odeur

forte, sa saveur et &cre (qui irrite les organes du gout et de I'odorat).
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Figure 18 : Photographie de Marrubium vulgare

La classification :

Régne : Plantae Ordre :
Sous-regne:  Tracheobionta Famille :
Division : Magnoliophyta Genre

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe:  Asteridae

» Cheranthuscheiri

Cheiranthus cheiri qui nom commun de giroflée des murailles, est une

plante herbacée, sannuelle ou vivace, a poils appliqués, tige dressée,

rameuse, angul



Chapitrel Matériels et méthodes

La classification :

Régne : Plantae Famille : Brassicaceae
Division : Magnoliophyta Genre : Cheiranthus
Classe : Magnoliopsida Espece : Cheiranthus cheiri
Ordre : Brassicales

[.1.2. Usagetraditionnels :

Tableau |11 : Usage traditionnels des plantes.

Espéece Usage traditionnel

- Effet anti-inflammatoire
- Effet antioxydant

Inula viscosa -Effet antidiabéti gue
- Effet antibactérien et-antifongique
Paeonia coralina -Antiseptique

-Effet ‘contre latoux et pour traiter les hémorroides.

-Utilisée peurietraitement des maladies diabétiques,
contre lesfievres et les diarrhées.

Marrubium vulgare -Utilisée contre les maux de dents et sur |es abces.

- Effet antirhumatismale

- Effet antiseptique pulmonaire.

-Cardiotonique

Cheiranthus cheiri -Un diurétique
- Effet antiviral contre les agents de |’ herpés et les
poliomyélites
|.2. Méthodes:

|.2. 1 Séchage et broyage :

Aprés avoir bien nettoyé les plantes (enlever les tiges), les feuilles ont été séchées a
I'air libre et a I’abri de la lumiére. La matiére seche a été ensuite réduite en poudre fine a
I’aide d’un moulin éectrique.
|.2.2 Extraction des composes phénoliques :

L’ extraction des composés phénoliques des feuilles d' Inula viscosa, Paeonia coralina,
Marubium vulgare et Cheiranthus cheiri a été réalisée selon le protocole de Jouad et al.

(2002), c’est une extraction par décoction. 5g de la poudre fine ont été bouillis dans 100 ml
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d’eau distillée pendant 15 min. Aprés décantation, le surnagent a éé filtré al’aide d’ un papier
filtre puisséché al’air libre et al’ abri delalumiére.

Le pourcentage d’ extraction a été calculé selon laformul e ci-dessous :

% d’extraction = [(P;-Pg)/m]x 100

P, : Poids de la boite de pétri et |’ extrait aprés évaporation.
Po : Poids vide de la boite de pétri.

m : Poids de la poudre.

[.2.3 Analyse phytochimique :
|.2.3.1 Dosage des phénols totaux :

La quantité de phénols totaux a é&té déterminée selon le protocole de Djéridane et al.,
(2006). La méthode est basée sur I’ utilisation de réactif de folin=ciocateu, un acide de couleur
jaune, constitué de poly hétérocycles acides contenant " acide phosphotungestique H3PM 1,040
et I’acide phosphomolybdique H3PW1,040. L 0xydation des phénols réduit ce réactif en un
mélange doxydes bleus de tungestene et de _molybdéne. La coloration bleu est
proportionnelle au taux de composés phéneligues ( Riber eau-Gayon, 1968).
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Mode opér atoire :

100ul dela solution d'extrait (100ug/ml)

!

500ul du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 1/10)

1000p! de |’ eau distillée

|

1500ul de carbonate de sodium (20%)

b~ N N 27

Incubation pendant 2h a
T¢ ambiante et &1’ obscurité

Lecture de I’ absorbance & 760 nm

Figure 20: Protocole de dosage des phenols totaux (Djéridane et al., 2006).

Le contenu ‘en phénols totaux a été déterminé a partir d’ une courbe d’ étalonnage en
utilisant I’ acide gallique.comme standard (annexe 1). Les résultats ont é&é exprimés en mg
équivaent acide gallique par gramme d’ extrait (mg eq AG/g d’ extrait). Tous les essais ont été

effectués troisfois.

1.2.3.2 Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a éé déterminé avec la méthode de chlorure d’aluminium
(AICI3) adaptée par Djeridane et al., (2006). Une méthode spectrophotométrique qui se base
sur la capacité des flavonoides a former des complexes de couleur jaunétre avec le chlorure

d’aluminium dont I’ absorbance est alalongueur d’ onde de 430 nm.
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Mode opér atoire :

1ml d’ extrait (100ug/mi)

!

1ml de chlorure d'auminium (2%)

Lecture de I’ absorbance 2430 nm

~

Figure 21 : Protocole de dosage des flavonoides (Djeridaneet al., 2006).

Une courbe d’ éalonnage a été réalisée avecla'rutine (Annexe 2). Les teneurs en
flavonoides ont été exprimées en mg équivalent rutine par gramme d’ extrait (mg eq Rut/g

d’extrait) et tous les essais ont été effectues troisfois.
[.2.3.3 Evaluation de |’ activité anti-radicalaire :

1.2.3.3.1. Activité scavenger du DPPH :

Le DPPH .est"un radical /libre organique stable, généralement utilise pour évaluer
I’ activité anti-radicalaire_de toute substance in-vitro. En présence des piégeurs de radicaux
libres, le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) de couleur violette (forme oxydée) se réduit
en 2,2 diphenyl-1-picryl hydrazine de couleur jaune (Athamena et al., 2010).

L’ effet des extraits de nos plantes sur le radical synthétique DPPH a été mesuré en
utilisant laméthode de Masuda et al. (1999) in Maisuthisakul et al. (2007).

Le contrdle qui est constitué de la solution du DPPH sans extrait, est mesuré a une longueur
d onde de 517nm.
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Mode opér atoire :

Avec .
Ao : Absorbance de la solution contréle (DPPH sans extrait)
A1 : Absorbance du DPPH+ extrait

As : Absorbance de |’ extrait sans DPPH
1.2.3.3.2 Activité scavenger du radical ABTS™

L’ activité scavenging du radical ABTS™ sur les extraits des feuilles de nos plantes ainsi
gue le contréle (ABTS sans extrait) ont été mesurés par laméthode de Ré et al. (1999), qui se
base sur la décoloration de la solution d ABTS™ qui est le résultat de sa réduction par les
antioxydants. La diminution de I’ absorbance de la solution du radical cationique ABTS™
traduit I’ effet de |’ échantillon antioxydant.
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Mode opér atoire :

' ABTS (7mM) 1 ' Persulfate de potassium (2,45 mﬂn

Sol ution ABTS j

! %g;\d%ms (Absde07a7

1ml dABTS Oul d'extrait
' Mesure de I’ absorbance a 734 nm pendant 6 mi ﬁ

Figure 23 : Protocole de I’ activité scavenging du radical ABTS™ (Réet al ., 1999)




Chapitrel Matériels et méthodes

L e pourcentage de |’ activité scavenging de I’ ABTS ™ a été calculé par | équation suivante :
l‘ (%) scavenging del’ ABTS™ = [ (Acon— A test ) /Acon ] l

Acon : Absorbance de la solution contréle (ABTS™ sans extrait).

AVEC :

Ates : Absorbance de I’ échantillon (ABTS™ en présence d’ extrait).



Chapitre 1 Résultats et discussion

Il. Résultats et discussion :

1.1 Taux d’extraction :

Les feuilles de nos plantes ont été séchés & une température ambiante et a I’ abri de la
lumiére, pour assurer une meilleur éimination d eau tout en préservant la composition en

composes phénoliques, sans provoquer leur volatilisation et dégradation.

Les taux d' extraction obtenus a partir des feuilles de chaque plante sont représentés

dans le tableau suivant :

Tableau IV : Les pourcentages d’ extraction des extraits des feuilles d’ Inula viscosa, Paeonia

coralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri.

Plantes Taux d’extraction des principes actifs des
feuilles(%)
Inula viscosa 7,4
Paeonia coralina 13,8
Marrubium vulgare 9,8
Cheiranthus cheiri 17,4

D’ apres les résultats figurant,/dans le tableau 1V, on constate qu’un faible taux a été
obtenu a partir des extraits. des feuilfes d’'Inula viscosa et Marrubium vulgare (7,4%) et
(9 ,8%), respectivement, parla'suite on note que les taux les plus élevés ont éé obtenus a
partir des extraits desfeuilles’de Paeonia coralina (13,8%) et Cheiranthus cheiri (17,4%).

D’apres les travaux effectués par Alali et al., (2007), le rendement en extrait
méthanolique d'lnula viscosa et Marrubium wvulgare est de (43,9%) et (11,8 %),
respectivement, qui sont des rendements plus élevés a ceux obtenus avec |’ eau. Cela montre
gue le méthanol est le meilleur solvant convenable pour I’ extraction des composés de ces
deux plantes, ce qui est di ala capacité du méthanol a extraire les molécules de type polaire et
apolaire, alors que I'eau extrait que les molécules polaires, comme il existe d autres
paraméetres qui peuvent influencer sur le rendement d extraction tels que la température,

I’ endroit et |a période de récolte.
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Le critere de taux d'extraction n'est pas suffisant pour préconiser la richesse d'un
extrait en composés phénoliques car les extraits des plantes contiennent d’ autres composes.

Cette évidence est montrée dans I’ étude des dosages des phénol s totaux et des flavonoides.
I1.2. Dosage des composés phénoliques

[1.2.1. Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles d'Inula viscosa, Paeonia
coralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri ont éé déterminées a partir d’ une courbe

d étalonnage, établie en utilisant I’ acide gallique comme référence.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante :

0 300 1
It}
p- 250 - 239,75
o
p 200 -
g% 165,02
-~ @© — .
c & 150 -
o X \
-_g )
o] 4
5 - 100 66,83
g e~ ——
8 50 1 22,92
o
o O — T T T 1
Inula\viscosa, Paeonia Marrubium Cheiranthus
coralina vulgare cheiri
Extraits

Figure 24: Teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles d’Inula viscosa, Paeonia
coralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri.

D’apres ces résultats on constate que le contenu le plus élevé en phénols totaux est
enregistré au niveau de I’ extrait d' Inula viscosa suivi de I’ extrait de Paeonia coralina dont les
concentrations sont 239,75 et 165,02 mg eq acide galique/ g d’ extrait, respectivement, et la
teneur la plus faible a éé obtenue avec |’ extrait de Cheiranthus cheiri avec 22,92 mg eq acide

galique/ g d extrait.

En comparaison avec des travaux effectués par Alali et al., (2007), en utilisant le
méthanol comme solvant d’ extraction, les résultats montrent que les teneurs des phénols

totaux dans les feuilles d’'Inula viscosa et Marrubium vulgare sont de 43,9 mg eq AG/g de
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poudre et de 11,8 mg eq AG/g de la matiere seche, respectivement. Ces résultats sont
largement supérieurs a ceux obtenus dans les extraits agueux dont leur teneurs sont de 17,74
mg eq AG/ g de poudre et 6,54 mg eq AG / g de poudre pour les deux extraits,
respectivement. Cela pourrait étre di au type de solvant utilise. Donc il ya plus de composes
moins polaires pour Inula viscosa et Marrubium vulgare, dont ils présentent presque la

moitié des valeurs obtenus dans les résultats de I’ étude précédente.
[1.2.2. Dosage des flavonoides

L’ évaluation des teneurs des extraits des feuilles d’'Inula viscosa, Paeonia coralina,
Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri  en flavonoides a été estimée selon la courbe

d’ étalonnage réalisée avec larutine et les valeurs sont exprimées en mg eq rutine/g d’ extrait.

Les résultats sont représentées dans la figure suivante :

Inulaviscosa W Paeonia coralina ™ Marrubium twulgare Cheiranthus cheiri
00 140 - 129/44
\ X\
e 120 -
c
= 103[,22
e 100 -
S
o0 ; 80 A
E® ;
— 5 60 -
2 % C; 43,88
2 3 40 - 29,44
e
© f I
b= 20 \/
c
g |
g O T T T 1
(8] Inula viscosa Paeonia coralina Marrubium Cheiranthus cheiri
vulgare
Extraits

Figure 25: Teneurs en flavonoides des extraits des feuilles d'Inula viscosa, Paeonia
coralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri.

D’ apres la figure ci-dessus, il ressort que les extraits des feuilles de Paeonia coralina
et Inula viscosa possedent un taux tres important en flavonoides avec (129,44) et (102,22) mg
eq rutine/g d extrait, respectivement, par rapport aux extraits des feuilles de Marrubium
vulgare et Cheiranthus cheiri, qui montrent des taux tres faibles de (43,88) et (29,44) mg eq
rutine/g d’ extrait, respectivement.
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Les résultats obtenus dans cette présente éude montrent que la teneur en flavonoides
des extraits des feuilles d' Inula viscosa et Marrubium vulgare sont de 7,56 mg eq Rut/ g de
poudre et de 4,30 mg eg Rut / g de poudre, respectivement. Ces résultats sont inférieurs a
ceux obtenus en comparaison aux travaux réalisés au sein de notre Université dont le
méthanol est le solvant utilisé pour |’ extraction et les concentrations obtenues sont de 9,86 mg
eq quercétine /g de lapoudre et 7,03mg eq quercétine / g de la matiére seche, respectivement.
Celaveut dire que nos extraits présentent plus de flavonoides polaires.

I1.3. Activité anti-radicalaire des extraits des quatre plantes contreleradical DPPH

D’aprés la figure suivante, on constate que les extraits d’'Inula viscosa et Paeonia
coralina testés a une concentration de 100pg/ml présentent une grande activité anti DPPH, de
89,66% et 92,02 %, respectivement similaire a celle des standards. L. extrait de Marrubium
vulgare exhibe une activité tres faible avec 25,25%, alors quel’ extrait. agueux de Cheiranthus

cheiri ne présente aucun effet sur le radical DPPH.

__ 100 7 92,02 89 66 93,24 8932
°\° 7 I 7
I 80 A
o
a
[a]
s 60 -
=]
&
= 40 A
':::)" 25,25

X
& 20 -
a
. . 0,42
-‘: O T T T T T
2
° Paeonia Inula Marrubium Cheiranthus  Acide Rutine
< coralina viscosa vulgare cheiri galique

Extraits

Figure 26 : Effet scavenger des extraits des feuilles de Paeonia coralina, Inula
viscosa, Marrubium vulgare, Cheiranthus cheiri, |’ acide gallique et larutine contre le radical
DPPH" &100ug/ml.
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Les résultats enregistrés dans la figure ci-dessous, nous montrent le potentiel

scavenger que pourrait exercer nos extraits sur le radical DPPH, a différentes concentrations.

—&— Paeonia coralina  —®— Inulaviscosa  —*— Rutine Acide galique

100

80

60

40

20

Activité scavenging du DPPH (%)

O ’v T T T {
0 25 50 75 160

Concentration (ug/ml)

Figure 27 : Effet scavenger des extraits des fetilles d' Inula viscosa, Paeonia
coralina, I’ acide gallique et larutine sur le radical DPPH /a différentes concentrations.

Les courbes obtenus ont enregistré des pourcentages scavenger proportionnelles aux
concentrations ; plus la concentration augmente plus |’ effet scavenging augmente. Au-dela
d’ une concentration de 50ug /ml, 1'activité scavenging d’ Inula viscosa et Paeonia coralina se

stabilise et atteint un maximum-avec 87,96 % et de 90,41%, respectivement.

Quand aux moléculés de références, I'activité anti DPPH de I'acide gallique est
maximale et se stabilise au-dela de 25ug/ ml qui est de 90,50% et cette valeur est |égérement
supérieure a celle des extraits. Et que le rutine se stabilise et atteint son maximum au-dela de
50pg/ml qui est de 82,39%.

La valeur 1Cs est définie comme étant la concentration d'inhibition de I’ effet
scavenger a 50% du radical DPPH. Les ICsp sont inversement proportionnelles a |’ effet

scavenger, dont les valeurs faibles refletent un pouvoir anti-radicalaire important.

38



Chapitre 1 Résultats et discussion

Tableau V: ICx des extraits et |les standards présentant un fort effet anti-radicalaire contre le
radical DPPH.

Extraits | Cso (ug/ml)
Inula viscosa 18
Paeonia coralina 18,5
Acide galique 6
Rutine 15

Selon le tableau V, les 1Csy obtenues pour les deux extraits d'Inula viscosa et Paeonia
coralina sont respectivement, 18 et 18,5 pg/ml, qui sont largement proches & celle de la
rutine (15ug/ml) et cela correspond a un potentiel antioxydant important.

[1.4. Activité anti-radicalaire des extraits de quatre pl contre le radical
ABTS":
L’ activité anti-oxydante totale d’une molécule est it apacité a inhiber le

radical cationique ABTS™ de coloration bleu- ve ant en ABTS™ incolore en

feuilles d'Inula viscosa, Paeonia coraliy

pg/ml sont illustrés dans lafigure sui

120 ~

e
o B

40

20 7

Activité scavenging de I' ABTS ( %)

Inula viscosa Marrubium Paeonia Cheiranthus  Acide galique Quercetine

vulgare coralina . cheiri
Extraits

Figure 28 : Effet scavenger des extraits des feuilles d’Inula viscosa, Marrubium vulgare,
Paeonia coralina, Cheiranthus cheiri et les standards I’ acide gallique et |a quercétine contre
leradical ABTS ™ a100ug/ml.
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D’ apres la figure ci-dessus, on constate que a I’ exception de Cheiranthus cheiri  qui
exhibe une activité de 53,19 + 3,1%, tous les extraits présentent une tres bonne activité
inhibitrice contre le radical ABTS™ avec 99, 76 + 0,21% pour Paeonia coralina , 99,52 +
0,30 % pour Inula viscosa et 98,47+ 0,35 % pour Marrubium vulgare. Ces vaeurs sont

similaires aux pourcentages obtenus avec les standards.

—— |nula viscosa Paeonia coralina = Acide galique
== Quercetine —&— Marrubium vulgare
100 *

80

60

40

20

0 T T T 1

0 25 50 75 100
Concentration (pg/ml)

Activité scavengingde |'ABTS (%)

Figure 29 : Effet scavenger des extraits des feuilles d’'Inula viscosa, Marrubium vulgare,
Paeonia coralina, I’acide gallique-etla quercétine sur le radicadl ABTS™ a différentes
concentration.

Les courbes obtenus dans la figure 29 ont enregistré des pourcentages scavenger
proportionnels aux concentrations des extraits; plus la concentration augmente plus I’ effet
scavenging augmente, mais au- dela d’ une concentration de 75ug /ml |’ activité scavenging
d’Inula viscosa et Marrubium vulgare se stabilise et atteint un maximum de 99,47 % et de
97,37%, respectivement, alors que Paeonia coralina se stabilise et atteint un maximum de

98,85% a une concentration de 25ug/ml.

Quand aux molécules de références, I’ activité anti ABTS™ est maximale et se stabilise

au-delade 10pg/ ml pour I’ acide gallique, et a 75ug/ml pour la quercétine.

Selon Djéridane et ses collaborateurs (2006), les résultats obtenus dans une éude
effectuée sur la capacité scavenging du radical ABTS™ de quelques plantes médicinales
algériennes, montrent que |'activité anti-oxydante ne dépend pas seulement de la
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concentration des composés phénoliques mais aussi de leur structure et des interactions qui

peuvent y avoir lieu entre eux .

En comparaison avec des éudes effectuées par Alali et al., (2007) sur plusieurs
familles des plantes médicinales ont montrées que Inula viscosa et Marrubium vulgare
possédent une forte activité contre le radical ABTS™ dont les résultats obtenus sont de
247,8umol eq trolox / g de matiére séche et de 53,9 pmol eq trolox / g de la matiére séche,

respectivement. Cela due ala capacité des composés de ces plantes a piégé leradical ABTS™.

Tableau VI1: 1Csp des extraits présentant un fort effet anti-radicalaire contre le radical ABTS™
et les standards .

Extraits | Cso (Lg/ml)
Inula viscosa 7
Paeonia coralina 5
Marrubium vulgare 28
Acide galique 5
Quercétine 11

Selon le tableau VI, Les meilleures valeurs d'ICsy sont observées pour les deux
extraits, Paeonia coralina avec 5ug/ml .quicest similaire a celle de I’ acide gallique et Inula
viscosa avec 7ug/ml qui est largement-proche a'celle de I’ acide gallique, qui correspondent a
un potentiel antioxydant trés important, “Cela pourrait ére di a la nature chimique des
composes phénoliques, essentiellement au nombre et a la position des groupements

hydroxyles au niveal de ces composes.
1.5 Corrélations:

Des coefficients de corrélations ont été calculés afin de trouver une relation entre la
teneur en composés phénoliques des extraits et leurs activités scavenging contre les radicaux
DPPH et ' ABTS™.

[1.5.1 Corrélation entrel’activité contrele DPPH et phénolstotaux /flavonoides :

Les corrélations entre les teneurs en phénols totaux et flavonoides des différents
extraits et activité scavenging du DPPH sont représentées dans le tableau ci-dessous :
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Chapitre 1 Résultats et discussion

Tableau VII : Corréation entre les phénols totaux/ flavonoides et I’ activité anti-DPPH.

L es polyphénols DPPH
Phénols totaux 0,942
Flavonoides 0,972

D’apres les résultats, on observe des coefficients de corréation trés importants
(phénols R=0,942) et (flavonoides R=0,972), ceci indique bien que I’ activité scavenging du

DPPH est liée directement ala concentration en phénols totaux et en flavonoides.
|.5.2 Corrélation entrel’ activité contre’ ABTS™ et phénols totaux /flavonoides :

Les corrélations entre les teneurs en phénols totaux et flavonoides des différents

extraits et leur activité scavenging del’ ABTS * sont représentées dans | e tableau ci-dessous

Tableau V111 : Corrélation entre les phénols totaux/ flavonoides et Factivité anti-ABTS™.

L es polyphénols ABTS
Phénol s totaux 0,702
Flavonoides 0,676

En ce qui concerne la relation-entre les composés phénoliques et I activité scavenging
des extraits des feuilles d’ Inula viscosa, Paeonia coralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus
cheiri, on observe une corréation importante avec un coefficient de corréation de R= 0,702
pour les phénols tetaux et \R= 0,676 pour les flavonoides. On remarque bien que malgré les
teneurs faibles en phénolstotaux et en flavonoides de I’ extrait de Marrubium vulgare avec
66,83mg eq AG/g d’extrait et 43,88 mg eq Rutine/g d’ extrait, respectivement, il présente un
pourcentage d inhibition contre le radical ABTS™ éevé. Donc I’activité scavenging anti-
ABTS™ ne dépend pas de la quantité des composés phénoliques mais de la qualité de ces

COMPOSES.
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Conclusion

Suite al’ extraction des composes phénoliques des feuilles d’ Inula viscosa, Marrubium
vulgare, Paeonia coralina et Cheiranthus cheiri, nous avons constaté que les taux les plus
élevés en polyphénols et flavonoides sont localisés au niveau des extraits d' Inula viscosa et

Paeonia coralina.

Dans le but de déterminer |’ activité anti-radicalaire des extraits des feuilles de ces
plantes, deux tests d’ activité contre le radical DPPH' et leradical ABTS™ ont été réalisés.

Les résultats de I’ activité contre DPPH a une concentration de 100ug/ml, ont révélé
gue les extraits d’'Inula viscosa et Paeonia coralina présentent une meilleure activité avec
89,66 % et 92,02 %, respectivement, qui sont comparable a celle de I’ acide gallique et la
rutine. Par contre les deux autres extraits présentent une trés faible activité.

Une corrélation importante a été observée entre la<enelr des extraits en composés
phénoliques et |’ activité contre le DPPH (0,942 pour les phénols totaux et de 0,972 pour les
flavonoides), cela indique qu’il existe une relation étroitelentrela teneur des extraits en ces

composeés et leur activité anti-DPPH.

Cependant, |’étude de I’ activité anti ABTS™ arévélé que tous les extraits de nos
plantes, a I’exception de I’extrait de Cheiranthus cheiri, exhibent des activités supérieures
dont les meilleures ont éé obtenues avec les-extraits d’Inula viscosa, Paeonia coralina et
Marrubium vulgare avec 99,52%,99,76%", 98,47% , respectivement, a une concentration de
100ug/ ml. Les valeurs | Csycanfirment que |’ extrait de Paeonia coralina exerce un potentiel
anti- ABTS™ trés important (ICso=5ug/ml) par rapport aux extraits d’'lnula viscosa et

Marrubium vulgare;. présentant une 1Cso = 7pug/ml, 28ug/ml, respectivement.

Ces deux activités peuvent étre attribuées a la présence des composés phénoliques
dans les extraits, en effet I'activité anti- DPPH est en relation étroite avec la teneur des
extraits en composes phénols totaux et en flavonoides. Alors que, |’ activité scavenging du
radical ABTS™ est en relation moyenne avec la teneur des extraits en composés phénoliques,

ce qui met également en jeu la nature chimique de ces composeés.

Au terme de ce travail, on conclut que les extraits d’ Inula viscosa et Paeonia coralina
sont capables d’ avoir une activité contre le radical DPPH et I’ ABTS™, ce qui confirme leurs
effets thérapeutiques, comme elles peuvent étre une source d antioxydants naturels pour
I’utilisation médicale. Alors il serait donc intéressant d’ approfondir cette éude afin d'isoler

les principes actifs, ainsi de réaliser des tests, in vivo, pour vérifier latoxicité de ces plantes.
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Annexes

Annexel:

y=0,081x
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Figuren®l : Courbe d’ éalonnage de |’ acide gallique pour.l e dosage des phénol s totaux.

Annexe?2:

y = 0,006x
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Figuren®2 : Courbe d’ éalonnage de larutine pour le dosage des flavonoides.



Résumé

L’ utilisation des feuilles d'Inula viscosa, Paeonia coralina, Marrubium vulgare et Cheiranthus cheiri
dans la médecine traditionnelle est d’ une importance majeure en Algérie, d’'ou I'intéré&t de mener une
étude sur les composés phénoliques présents dans leur extraits agqueux.

Ce présent travail est basé sur |'extraction des composés phénoliques contenus dans les extraits des
feuilles de nos plantes, en utilisant la méthode d’ extraction par décoction.

Le dosage des extraits aqueux, ont fait ressortir des taux différents dont les plus riches en phénols
totaux et flavonoides ont été obtenus avec les extraits d' Inula viscosa et Paeonia coralina avec 239,75
mg eq AG/g d’ extrait et 165,02mg eq AG / g d extrait pour les phénolstotaux et de 102,22mg eq Rut/
g d’extrait et de 129,44mg eq Rut/ g d’ extrait pour les flavonoides, respectivement.

L’ activité anti-radicalaire des extraits a été évaluée par deux tests (test de DPPH et I’ABTS™). Les
deux extraits d'Inula viscosa et Paeonia coralina ont présenté une activité anti-radicalaire trés
importante dont leurs pourcentages sont de 89,66% et de 92,02%, respectivement, a 100ug/ml. Une
trés bonne corrélation a été enregistrée entre leurs teneurs en composés phénoliques et I activité contre
le radical DPPH, cela indigue que ces composés contribuent a cette activité. Les extraits d' Inula
viscosa, Paeonia coralina et Marrubium vulgare exhibent une forte activité contre le radical ABTS™
avec 99,52%, 99,76% et 98,76% respectivement, a 100ug/ml, dent.Paeonia\coralina présente un
potentiel trés important contre I’ABTS™ par rapport aux autres-extraits avec)une ICs, de Spg/ml
similaire acelle de I’ acide gallique.

Mots clés: Inula viscosa, Paeonia coralina, Marrubium vulgare, Cheiranthus cheiri, composés
phénoliques, activité anti-radicalaire.

Abstract

The use of the leaves of Inula viscosa, Paednia coralina, Marrubium vulgare and Cheiranthus cheiri
in traditional medicine is of an major importance in-Algeria, from where interest to undertake a study
on the phenolic compounds present ir théir agueous extracts.

This present work is based on the extractionof the phenolic compounds contained in the extracts of
the leaves of our plants, by-using the methiod of extraction by decoction.

The proportioning of the agueous extracts, emphasized different rates of which richest in total phenols
and flavonoides was obtained wijth the extracts of Inula viscosa and Paeonia coralina with 239,75 Mg
eq AG/g of extract and 165,02mg egq AG/G of extract for total phenols and who are of 102,22mg eq
Rut/G of extract and 129,44mg eq Rut/G of extract for the flavonoides, respectively.

The anti-ridicalizing activity of the extracts was evaluated by two tests (test of DPPH and the
ABTS.+). The two extracts of Inula viscosa and Paeonia coralina have an important anti-ridicalizing
activity against the radical DPPH whose their values are of 89,66% and 92,02%, respectively, with
100ug/ml. A correlation between the content of phenolic compounds and the activity against radical
DPPH isimportant (0,942 for total phenols and of 0,972 for the flavonoides) that indicates that these
compounds interact against radical DPPH. And the extracts of Inula viscosa, Paeonia coralina and
Marrubium vulgare have avery important activity against radical ABTS.+ with 99,52%,99,76% and
98,76% respectively, with 100ug/ml, whose Paeonia coralina has a very important potential against
the ABTS.+ compared to the other extracts with alC50 of Sug/ml.

Key words: Inula viscosa, Paeonia coralina, Marrubium vul gare, Cheiranthus cheiri, compounds
phenolic, anti-ridicalizing activity.





