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Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd'hui
encore une majorité de la population mondiale, plus particuliérement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels a base de plantes. De
['aspirine au taxol, I'industrie pharmaceutique moderne elle-méme sappuis encore largement
sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologique inédites [1]. Dans ce but, l'investigation des plantes représente un
potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances ou de nouveaux “lead
compounds’, si I'on considere que chacune de ces plantes peut contenir des centaines, voire
des milliers de métabolites secondaires [2]. Ces derniers sont par la suite accumulés dans
différents organes et parfois dans des cellules spécifiques de la plante.

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires, en quéte de molécules
naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse. De nombreuses études ont mis en
évidence la présence de métabolites secondaires doués d'activités biologiques, telles que les
polyphénols, alcaloides, terpénes ...etc [3].

Le continent africain est doté d’ une biodiversité parmi les plus riches dans le monde,
avec un nombre tres éevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments naturels et
pour des buts thérapeutiques. De nombreuses substances naturelles différentes ont été
identifiées et beaucoup d’entre elles sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour la
prophylaxie et le traitement des maladies.

Malgré la nature hétérogéne d'une biodiversité immense du continent africain en
général et de I'Algérie en particulier, il y a eu peu d'efforts consacrés au développement des
agents thérapeutiques de ces plantes. C'est pourquoi nous nous sommes intéresses a étudier les
plantes Urtica dioica, Urtica pililufera, Globuaria alypum L, parmi les plantes médicinales
qui sont le moins fréquemment employés dans notre pays, a cause de I’ignorance de leurs
valeurs nutritionnelle et médicale.

Notre travail s'inscrit dans le cadre d’ une contribution & une meilleure connaissance de
ces plantes médicinales de larégion de Tazmalt wilaya de Bejaia et de découvrir certains
constituants chimiques, |es composés phénoliques totaux et les flavonoides, ainsi que |’ étude
de I'activité antioxydante de leurs extraits. Ce travail comporte deux parties:

-La premiere partie consiste en une étude théorique sur les composes phénoliques et les
Antioxydants :

e Lepremier chapitreintitulé les composés phénoliques.
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e Ledeuxiéme chapitre intitulé Les antioxydants.
- Ladeuxieme partie c'est la partie pratique du mémoire: elle comporte deux chapitres :
e Letroisieme chapitre contient les méthodes expérimental es.

e Lequatriéme chapitre contient les résultats de notre travail.



Synthése bibliographique L es composés phénoliques.

|. Définitions:

|.1. Les métabolites primaires:

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans la
croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule. Ce
compose a généralement une fonction physiologique dans cet organisme, c'est-a-dire une
fonction intrinseque. Un métabolite primaire est typiquement présent dans de nombreux
organismes taxonomigquement éloignés. Il est également désigné par métabolite central, qui
prend méme le sens plus restrictif de métabolite présent dans tous les organismes ou cellules
en croissance autonome.

|.2. Lesmétabolites secondaires:

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumul ées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en
trois grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les acaloides [4,5].

Il. Les composés phénoliques::
I1.1. Généralités:

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 (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, larhizogénése, la germination des graines et |la maturation des

fruits.

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont
largement utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs

enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires, antimicrobiens [6].

Plus de 8000 structures phénoliques sont connues, allant de molécules simples de
faibles poids moléculaires (acides phénoliques), aux composés hautement polymérisés comme

lestanins. [7]
I1.2.Biosynthese des composés phénoliques :

Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques :

3
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11.2.1. Lavoiede Shikimate:

C’est une voie qui conduit aprés transamination et désamination, aux acides cinnamiques et a
leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les phénols simples [8].

11.2.2. Lavoiedel’ acétate:

Cette voie conduit a des poly [3-coesters (polyacétates) de longueur variable menant par
cyclisation a des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8 anthraguinones ou les
naphtoquinones [9,10]. De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due a
cette double origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation
simultanée des deux voies dans |’ élaboration de composés d’ origine mixte, les flavonoides
[11].
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Figure 1 : voies de biosynthése des composés phénoliques[12].
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11.3. Classification des composes phénoliques:

Les composes phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d'un simple C6 a des
formes tres polymérisées). Ensuite par le degré de modification de ce sgquelette (degré
d’ oxydation, d’ hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les liaisons possibles de ces

molécules de base avec d' autres mol écules (glucides, lipides, protéines, etc.) [13, 15].
11.3.1. Lesacides phénoliques :

Ce sont des composés phénoliques possédant une fonction acide en plus de la fonction

phénol [16,17]. IIs sont solubles dans les solvants organiques [18].
Deux groupes d’ acides phénoliques sont définis selon le nombre d’ atome de carbone.

11.3.1.1. Acides hydroxybenzoiques C6-C1 :

Les acides hydroxybenzoiques sont dérives de I’ acide benzoiques et ont une formule de base
de type C6-C1. Ils sont particulierement représentés chez les Gymnospermes et les
Angiospermes d’ ou ils sont souvent libérés apres hydrolyse acaline du matériel végétal.

L es acides hydroxybenzoiques existent frequemment sous formes d’ esters ou de glycosides,
[19]. Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouveés dans les végétaux sont les acides

phydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques, galliques et syringiques [20].

Figure 2 : Quelques exemples des acides hydroxybenzoiques.
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11.3.1.2. Acides hydroxycinnamiques C6-C3:

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la structure
de base C6-C3 dérive de celle de |’ acide cinnamique. Le degré d’ hydroxylation du
cycle benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires sont un des
éléments importants de la réactivité chimique de ces molécules. De plus, |’ existence d’ une
double liaison dans la chaine latérale conduit a deux sériesisomeéres (cisou Z et trans ou E)
dont les propriétés biologiques peuvent étre différentes. Les formes trans sont cependant
naturellement prépondérantes et il est possible que les formes cis ne correspondent qu’ a des

artefactes d’ extraction [19].

Figure 3: Quelgues exemples des acides hydroxycinnamiques.

Il .3.2. Lesflavonoides:

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
guasiment universels chez les plantes vasculaires. I1s constituent des pigments responsabl es
des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux [21]. Tous les
flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze atomes
de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B asix atomes de
carbones (figure 4) liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre

une partie d'un troisiéme cycle C [22].
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Figure 4: Structure de base des flavonoides.

Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans les plantes, et |a liste ne cesse de
croitre. C'est a cause de I'apparition de nombreux modéles de substitution ; les substituants
primaires (groupe hydroxyle) peuvent eux-mémes étre substitués (glycosylés ou acylés)
donnant parfois des structures trés complexes [23]. Les principales classes des flavonoides
sont : les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavan-3-ols, les isoflavones et les
anthocyanes [24], ils varient dans leurs caractéristiques structurelles par la diversité
fonctionnelle autour de I’ oxygénation de |’ hétérocycle.
11.3.2.1. Flavonols:

Les flavonols sont caractérisés par la présence d’ une double liaison en position 2-3 et
d’un groupement hydroxyle en C3 (figure 5). Elles sont les flavonoides les plus répandus
dans le regne végétal, leur couleur varie du blanc au jaune, elles sont essentiellement
représentés par la quercétine, le kaempférol et lamyricétine. Les flavonols qui sSaccumulent

dans les tissus végétaux sont presque toujours sous la forme conjugués glycosylés [25].

Figure5: Des exemples des structures chimiques des flavonols.
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[1.3.2.2. Lesflavones:

Les flavones sont structurellement trés similaire aux flavonols et ne différent que par
I'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C (figure 6). Elles sont principalement
représentées dans I'alimentation par I'apigénine et lalutéoline. Contrairement aux flavonaols,
elles sont moins répandues dans les fruits et les |égumes. Par conséquent, leur apport
alimentaire est tres faible [25].

Figure 6 : Des exemples des structures chimiques des flavones.

11.3.2.3. Lesflavanones:

Ces molécules sont caractérisées par I’ absence de double liaison en 2, 3 et par la
présence d’'un centre d’ asymétrie en position 2 (figure 7). Chez les flavanones naturelles,
le carbone 2 est normalement de configuration S. Elles existent sous forme libre ou sous

forme glycosylée [25].



Synthése bibliographique L es composés phénaliques.

OH

HO (o}

OH 0
Ri=H Naringénine
R;=OH Eriodictyol
R1=OCH3 Héspéridine
Figure 7 : Des exemples des structures chimiques des flavanones.

11.3.2.4. Les flavanols:
Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par I’ absence du

groupe carboxyle en C4 (figure 8). Elles sont souvent al’ origine des polymeres
flavoniques appel és proanthocyanidols ou tannins condenses. Les flavan-3-ols sont trés

abondant dans les fruits comme les abricots, les cerises, lesraisins,... etc [26].

Figure 8 : Deux exemples des structures chimiques des flavanols.

Les flavanols sont largement répandus dans les fruits et |égumes, mais la source la plusriche

de flavanols au sein de I’ alimentation humaine est certainement le thé [27].

11.3.2.5.Lesisoflavones
L es isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent

une sous-classe importante et tres distinctive des flavonoides [28]. Contrairement ala plupart
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des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisees par la présence d’ un cycle B fixéa
C3 plutdt que la position C2 (figure 9). lls ont une distribution trés limitée dans le régne
végétal [25].

Figure 9: Deux exemples des structures chimiques des isoflavones.

11.3.2.6. Anthocyanes :

Les anthocyanes (en grec Anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleu) sont des

Pigm ents hydrosolubles présents dans la plupart des espéces [29]. Ces pigments sont des
dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé cation flavylium
(figure 10). lls sont accumul és dans les vacuoles cellulaires [30] et ils sont responsable des
couleurs rouges, violettes et bleues dans les fruits, leslégumes, les fleurs et les graines, mais
aussi jouent un réle important dans la physiol ogie végétale comme attracteurs des insectes et
dans ladispersion des graines [31].

Figure 10: Deux exemples des structures chimiques des anthocyanes.

[1.3.3. Lescoumarines
Les coumarines viennent du mot « coumarou » non vernaculaire de la féve de Tonka

[32]. Isolées la premiére fois de Coumarouna odorata par Vogel en 1820, aujourd’ hui, prés de
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1000 composés coumariniques sont isolés dans plus de 800 especes de plantes et dans les
microorganismes. [33]

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et |es sol vants organiques tels que
I’ éher ou les solvants chlorés dans lesquelsils sont extractibles. Les formes hétérosidiques
sont plus ou moins solubles dans I’ eau. Elles ont un spectre UV caractéristique, fortement
influencé par la nature et la position des substituant. [ 34]

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration mais aussi suivant I’ espece. Dans la cellule, les coumarines sont principal ement
présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme de stockage permettant
d éviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la croissance des plantes. Certaines
d entre elles sont induites par des stress abiotiques et biotiques et possedent une activité

antimicrobienne telles les furanocoumarines de persil [35].

Figure 11 : Quelques exemples des structures chimiques des coumarines.
11.3.4. Tanins:

Les tanins sont des substances pol yphénoliques de structures variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau, ¢’ est-a-dire de rendre imputrescible. Ces substances
ont en effet |a propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.
Tres répondu dans e regne végétal ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une
accumulation plus particuliérement dans les tissus &gés ou d’ origine pathologique. I1s sont
localisés dans les vacuoles, quel ques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. On
distingue: les tanins hydrolysables et les tanins condenseés [ 36] .

Les tanins sont largement répandus dans les organismes végétaux et plus
particulierement dans les fruits, les graines de céréades et diverses boissons. Dans
I'alimentation humaine, 1es sources les plus importantes de tannins sont le vin et le thé [37].

12
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11.3.4.1. Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables (figure 12) ou acides tanniques sont des polymeres de
I’ acide gallique ou de son produit de condensation ; I’ acide éllagique. Ils ont un poids
moléculaire plus faible et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condenseés.
IIs peuvent diminuer la dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysés dans I’ intestin
en libérant des produits toxiques pour le foie et le rein [38]. IIs sont divisés en élagitannins
et gallotannins, Les gallotannins libérent par hydrolyse acide, hydrolyse basique, al'eau

chaude ou par action enzymatique de |'acide gallique [39].

HO OH HO OH

Figure 12: Exemple des tanins hydrolysables.

11.3.4.2. Tanins condenses :

Appeés auss proanthocyanidines ou procyanidines. Les tanins condensés (figure 13)
sont des polyphénols de masse molaire élevée. lIs résultent de la polymérisation auto-
oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées magjoritairement par les liaisons
C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de type
B. Lorsgue la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par
une liaison d’ éher additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de types A
[40,41].
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Figure 13: Exemple des tanins condenses.

I1.4. Propriétés chimiques des polyphénols :

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des
noyaux phénoliques, particulierement des substituants a effet mésomere attracteur d’ éectrons
(- M) et substituants a effet mésomere donneur (+M). La conjugaison d’ une des deux paires
libres de I’ atome oxygéne avec le cycle traduit |’ effet (+M) du groupe OH. Ce phénomene

augmente la délocalisation éectronique et produit une charge négative partielle sur les atomes

C2, C4, C6 (figure 13) [42].

O/H @o/H @0/H @O/H OH
I | _ Cin
*—"*C..@ B :)4—1- @4—‘"
@ )

Figure 14 : Formes mésomeres du phénol.

On constate gu’ une charge négative apparait en position ortho et para du phénol (figureld),
ce sont donc les positions susceptibles de recevoir un éectrophile [43]. De ces caractéeres de

base découlent | es différentes propriétés physico-chimiques.
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Les radicaux libres, les especes réactives d’ oxygene (ERO), le stress oxydant et les
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public [44]. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles. Depuis
le début du 20°™ siécle, les chimistes ont étudié les antioxydants, caractérisés par leur
capacité a s oxyder a la place d autres molécules. Leur impact sur la santé n’a été étudié par
les biologistes que dans les années 60 grace aux travaux effectués sur les vitamines et les
flavonoides, suivies par les travaux sur |I’acide ascorbique a la fin des années 70 [45]. Ces
derniéres années ont vu apparaitre un débordement dinformations sur le réle du stress
oxydatif dans le déclenchement d’un certain nombre de maladies graves, telles que certains
cancers, les maladies cardiovasculaires et les maladies dégénératives liées au vielllissement,
ainsi que sur le role thérapeutique possible des antioxydants dans ces maladies [46].

| .Stress oxydatif :

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d’ ERO et les
systemes de défenses antioxydants [47].

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systemes
oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d une cellule ou d’un compartiment
cellulaire [48].

|.1. Originedu stress:

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles
pour |'organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisee par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, la balance
antioxydants/oxydants est en équilibre. S tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d’ une surproduction énorme de radicaux, |’ excés est appelé « stress
oxydant » [49, 50].

Il. Radicaux libres:

Un radical libre se definit comme tout atome, groupe d’ atomes ou molécul e possédant
un ou plusieurs éectrons non apparies dits célibataires sur I’ orbitale externe. Cette
caractéristique rend les radicaux libres tres électrophiles car ils vont tenter de ré-apparier leur
électron célibataire en agressant toute molécul e susceptible de se faire arracher un éectron;

leur durée de vie est ainsi trés courte. [51]
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Ils sont trés instables et réagissent rapidement avec d’ autres composants, en essayant
de capturer I’ électron nécessaire pour acquérir une stabilité [52].
Les radicaux libres sont produits au cours de nombreuses réactions engagées dans les
meécani smes physiologiques, (respiration mitochondriale), dans |es mécani smes pathol ogiques

(inflammation, infection, toute pathologie dégénérative et vieillissement accéléré) [53].

I1.1. Les espécesreéactives del’ oxygene:

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéeces réactives
de I’ oxygéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’ oxygene, par
addition d’'un éectron. les principal es espéces réactives de I’ oxygene sont: |e radical
superoxyde (O, le radical hydroxyle (OH’), le monoxyde d’ azote (NO), et aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d hydrogene (H20,) et le peroxynitrite (ONOO™). [54, 55]

I1.1.1. Radical superoxyde (02 7):

Dans |’ organisme une partie de |’ oxygéne moléculaire peut capter de maniére
univalente et séquentielle un éectron conduisant alors a la formation du chef de file des
especes oxygénées réactives : |’ anion superoxyde (02 + € — 02"7) [56,57].

11.1.2. Peroxyde d’hydrogene H,0,:

Le Peroxyde d’ hydrogéne H,0, qui n’est pas un radical libre peut étre formeé
secondairement a ladismutation de (O,") par la superoxyde-dismutase ou produit par
réduction bivaente de I’ oxygene grace a un grand nombre de déshydrogénases, notamment
I"acyl CoA déshydrogénase, laNADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, I’ uricase, la
mono-amine-oxydase...etc [58].

20, +2H " — H.0, + O,

O,+2e + 2H" > H,0-»

Le peroxyde d’ hydrogéne (eau oxygénée) est également un agent oxydant tres réactif ;
c'est pour cela qu’on I’ utilise souvent comme désinfectant et comme agent de blanchiment.
S'il n'est pas rapidement détruit, il peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles
qui s attaguent aux macromolécules de lacellule[59].

11.1.3. Radical hydroxyl :
Il produit principalement a partir de I’anion superoxyde et du peroxyde d’ hydrogéne

en présence d'ions ferriques, au cours de laréaction d’ Haber-Weiss :
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O, +Fet ——» 0, + Fe*
H,O, +F&&" — 5 OH' + OH™ +Fe** Réaction de Fenton
02._+H202 - > OH" + OH +0, Réaction d'Haber- Weiss

Le radical hydroxyle possede une trés grande réactivité dans les milieux biologiques,
pouvant se « combiner » avec de nombreuses molécules avec une constante de vitesse de
I’ordre de 10° & 10' M.s™. Il est capable de réagir avec presgue tous les composants
cellulaires par échange d' éectron, addition sur les doubles liaisons ou arrachement d’un
atome d hydrogéne, ¢’ est un oxydant trés puissant, constituant certainement le radical libre le
plus toxique en biologie, et serait a I'origine da la production des radicaux libres «
secondaires », suite a sa réaction avec différents composés cellulaires [60].

11.1.4. D’autres especes r éactives de |’ oxygene :

L es especes réactives de |’ oxygene comprennent non seulement les radicaux libres
oxygenés mais aussi les radicaux libres dérivant d’ autres espéeces que I’ oxygene par exemple:
I'acide hypochloreux (HCIO), le monoxyde d’ azote NO' qui se combine aisément avec le
Oy~ pour former le peroxynitrite (ONOQO™) [61], agent non radicalaire a la fois oxydant et
nitrosant [62,63].

[11. Antioxydants:

L’ oxydation fait partie d’une réaction d’ oxydo-réduction qui transfere des éectrons
d’une substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui
entrainent des réactions en chaine destructrices. Les antioxydants sont capables de stopper ou
de retarder ces réactions en chaine en se réduisant avec les radicaux libres et annihilant ainsi
leur action. Ces propriétés se trouvent beaucoup dans les thiols et des phénols. [64]

[11.1. Définition :

L es antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. |ls permettent le maintien de la qualité et d’ augmenter la
durée de conservation du produit.

En outre, I’ antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a
faible dose, et non toxique, N’ entraine ni coloration, ni d’ odeur, ni saveur indésirable, résistant
aux processus technologiques, il est stable dans le produit fini. [65]

[11.2. Classification des antioxydants::
La classification de tous | es antioxydants connus est difficile, ils sont classés

généralement par leur mécanisme d’ action ou par leur nature chimique
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I11.2.1. Selon leur action :
» Antioxydantsdetypel:

Il s'agit de substances capables d'interrompre la chaine radicalaire en cédant un radical
d hydrogene (H") aun radical libre lipidique présent.

ROO'+AH — » ROOH + A’ (1)

RO+AH ——» ROH + A" (2)

R+AH —— RH+A'(3)

AH : antioxydant et A" : radical de I’ antioxydant.

Les radicaux A" qui se forment sont relativement stables et ne possedent pas d’ énergie
suffisante pour arracher un hydrogene aux lipides. 1ls subissent une réaction d’ arrét

aboutissant alaformation des produits non radicalaires. [66]

» Antioxydantsdetypell:

Les antioxydants de cette catégorie sont |es composés qui agissent en empéchant
ou en diminuant la formation des radicaux libres. Les plus utilisés sont des agents complexant
lesions métalliques, réduisant I’ effet prooxydant desions, c’est le casde |’ acide
phosphorique, citrique et les ascorbates. 11s agissent en stabilisant la forme bivalente du métal
dont |’ action catal ysante est plus faible que celle de laforme trivaente [67].

» Antioxydantsdetypelll:

IIs regroupent les facteurs de I’ environnement qui ont une action antioxydante,
en agissant sur le potentiel redox du milieu, latempérature, |a pression en oxygene,
lalumiere [67].
[11.2.2.Selon leur source:

» Lesantioxydants synthétiques:

Dans l'industrie aimentaire, | es antioxydants synthétiques, tel quele
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propylée (PG) et le
tetrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce gqu'ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils générent
un besoin de recherche comme matieres de substitution d’ apres des sources naturelles comme

antioxydants de la nourriture [68].
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Figure 15 : Les Antioxydants Synthétiques.

» Antioxydantsnaturels:

Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes, tous les
micro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux [69].
Ellesincluent |e bétacaroténe, I'albumine, I'acide urique, les cestrogenes, les
polyamines, les flavonoides, |'acide ascorbique, |es composés phénoliques, la vitamine ¢, etc.
Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également

une capacité delier les acides gras libres [ 70].

111.3. Mécanismed’action :

D’ une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’ oxydation d’ un autre substrat
en s oxydant [ui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résultant d’ une structure de
donneur d’atome d’ hydrogéene ou d’ él ectrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénal.
En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par
résonance et par mangue de positions appropriées pour étre attaqué par I’ oxygene
moléculaire [66].

L es antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’ initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec |’ oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’ autres en interrompant |a réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec
un nouvel acide gras. Tandis que d’ autres antioxydants absorbent |’ énergie excédentaire de

I’ oxygene singulier pour latransformer en chaleur [51].
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[11.4. Utilisation des antioxydants:
e En médecines en tant que médicament pour |’homme ; exemple : les maladies du stress,
des activités antioxydantes.
e Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en

meétallurgie pour protéger les métaux de |’ oxydation.
e Dansl'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

e Dans l'industrie teinturerie : pour éviter |'oxydation des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de lateinture [71].
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l.1. Matériel végétal :

|.1.1.Urticadioica:

Figure 16: photos d’ Urtica dioica.

» Description botanique:
L'Ortie dioique est aussi appel ée « Grande Ortie », « Ortie commune» ou « Ortie vivace ».
L'Ortie est une plante élancée, mesurant de 60 a 90 cm de haut et pouvant dépasser 1
m 50. Elle se caractérise par ses feuilles opposées et ses petites fleurs en grappes ou en «
boulettes» de couleur verdétre. Vivace, elle se propage rapidement gréace a ses organes
souterrains constitués par des rhizomes cylindriques de 3 a 10 mm d'épaisseur et de longues
racines de 1 a5 mm d'épaisseur pourvues d'un chevelu de fines racines.

Les feuilles sont grandes et opposees deux par deux, de forme ovale, bien plus longues
gue larges, terminées en pointe et a fortes dents triangulaires. Elles répandent une faible odeur
herbacée; leur saveur est aigrel ette et astringente.

Lestiges sont fortes, dressées, non ramifiées et a section carrée.

Le limbe et le pétiole sont couverts de trois sortes de poils: poils urticants, poils tecteurs non
urticants, longs, coniques, unicellulaires, dont |a partie basilaire fortement renflée contient des
cristaux de carbonate de calcium et poils glandulaires courts, constitués par un court pédicelle
supportant une glande quadricdlulaire. Ces poils tecteurs et glandulaires sont surtout localisés
alaface supérieure du limbe [72].
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» Classification dela plante:
Nom binominal : Urticadioica
Régne : Plante
Classe : Magnoliopsida
Ordre: Urticales
Famille : Urticacée
Genre: Urtica
Type: plante herbacée vivace haute de cm 40 a tige adressée quadrangulaire portant des poils
urticants et des poils court Période de floraison: avril — septembre [73].
» Usages médicinaux :

Bref historique des utilisations médicinales de I'ortie en occident, depuis I'antiquité,
I ortie est considérée comme un hémostatique puissant. En Grece, Discorde (ler siecle)
prescrivait |’ utilisation de feuilles fraiches pour les métrorragies, les blessures infectées et
I” application de son jus pour les saignements de nez. Au XVllle siecle, Chonel la considérait
comme « |I'un des plus assurés des remedes pour le crachement de sang, et pour les
hémorragies». Elle était reconnue pour ses propriétés astringentes, anti-diarrhéiques, et
dépuratives. Elle fut inscrite au Codex de la Pharmacopée francaise en 1818. Jusgu’ au X1Xe
siecle, on considérait que les flagellations du corps avec une botte d’ortie étaient un moyen
efficace de lutter contre les douleurs rhumatismales[73].

1.1.2. Urtica pililufera:

Figure 17: photos d’ Urtica pililufera.
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> Description et classification botanique :

L'ortie & pilules (Urtica pilulifera), appelée aussi ortie algérienne ou ortie romaine, est
une plante de la famille des Urticacées poussant sur le pourtour méditerranéen, d'une hauteur
de 30 cm a1 m, atiges quadrangulaires, ascendantes a érigées.

C'est une plante monoique, qui doit son nom a ses fleurs femelles ressemblant a des pilules
hérissées de poils urticants. Les feuilles opposées et longuement pétiolées sont ovales ou en
forme de cceur, alimbe généralement trés denté et apex acuminé.

Toutes les parties de la plante sont tres urticantes.

» Usages médicinaux :

D’ apres | es études ethnobotaniques, on reléve que les espéces étudiées du genre Urtica ont
le méme nom vernaculaire «hurriga», d' ou la difficulté de savoir les usages thérapeutiques de
chacune des espéces. Aussi, les différentes parties des orties sont indiquées en thérapie
traditionnelle ; leur utilisation locale y est surtout liée aux usages locaux contre I’anémie, le
rhumatisme, I'eczéma, la rhinite alergique et rhumatoide et les racines, en particulier sont
utilisées pour le traitement de I'hyperplasie bénigne de la prostate. En Turquie, les populations
utilisent |’ ortie a pilule et I’ ortie bralante pour le traitement des maladies gastro-intestinales,
le diabete, les problemes rénaux [74].

1.1.3. Globularia alypum L:

Figure 18: Globularia alypum L.
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> Description et classification botanique :

Globularia alypum L. (Globulariacées) « Ain arneb», est un arbuste d'environ 60cm de
haut, pérenne, de feuilles coriaces, glauques de forme ovale, ses fleurs sont réunies en
capitules au sommet des tiges, de couleur bleue violacée, ses fruits sont akenes. C'est une
plante trés répandue dans le territoire mediterranéen [75].

Le genre Globularia (les globulaires) regroupe des plantes classées dans la famille des
Plantaginacées et dans la sous famille des Globulariaceae. Elle appartenait autrefois a la
famille des Globulariaceae. Son nom, Alypun, signifie littéralement « qui calme la douleur »,

signe que cette plante a été autrefois utilisée dans |la médecine populaire [ 76].

» Utilisation thérapeutique:
La plante est connue en pharmacopées traditionnelle pour ses propriétés curatives,
antidiabétique, laxative, cholagogue, stomachique, sudorifique et purgative [75].

| .2.Récolte:

Les feuilles Urtica dioica,Urtica pililufera, Globularia alypum L ont été récoltées

durant la période de mois d’ avril 2015 dans larégion de Tazmalt, wilaya de Bgjaia.
|.3. Séchage, Broyage et tamisage :

Les feuilles récoltées ont é&é séchées a l’air libre et a température ambiante dans un

endroit aéré et ombragé.

Apres séchage, a I’aide d' un broyeur électrique les feuilles ont été broyés jusgu’a
I’ obtention des poudres fines. Ces derniéres ont éaient tamisées, a I’aide d'un tamis de

granulométrie de 63um, pour récupérer des poudre trés fines, afin d’ optimiser |’ extraction.

La poudre a été conservée dans des flacons en verre fermeé et stockés a |’abri de la

lumiére.

|.4. Méthode d’ extraction par Soxhlet:
Un extracteur de Soxhlet (ou appareil de Soxhlet) est une piéce de verrerie qui permet
de faire I'extraction par solvant continue d'une substance contenue dans une poudre solide.

Cet appareil porte le nom de son inventeur : Franz VVon Soxhlet en 1879 [77].
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Figure.19:L' appareil de Soxhlet.

» Avantages:

= Le cycle se répéte indéfiniment. On peut ains épuiser complétement le solide en
guelques cycles sans intervention. Le résultat est équivalent a une série de macérations
successives, mais cette technigue ne nécessite pas un grand nombre d'opérations.

= Ainsi, on a un net gain de temps de manipulation (a condition de laisser |'apparell
fonctionner un certain temps) : une fois mis en route, le montage n'a pas besoin d'étre
manipulé ni méme surveillé jusqu'a son démontage. De plus, cette méthode requiert
nettement moins de solvant que la méthode des macérations successives pour une
méme efficacité d'extraction. L'intérét est donc également économique.

= Le solvant est constamment distillé, de sorte qu'il ne se sature jamais. Méme s la
substance extraite est en trop grande quantité par rapport au solvant et qu'elle dépasse
sa solubilité maximale, c'est toujours du solvant pur qui retombe de I'évaporateur.

= Aucunefiltration n’ est nécessaire aprés lixiviation de I’ échantillon.

= L’éguipement de base est peu codteux. ) [77,78].

= |’extraction au Soxhlet est une méthode trés simple qui nécessite peu de formation
[79].

» |Inconvénients:

L'extraction par Soxhlet peut présenter quelques inconvénients:
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= La taille de la cartouche étant limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs
extractions successives avec plusieurs cartouches, ce qui peut prendre un temps
considérable.

= L’extraction au soxhlet nécessite beaucoup de temps et une quantité relativement
importante de solvant qui est non seulement colteux a éliminer mais auss est une
source supplémentaire des problémes environnementaux.

= |’extraction se fait au point d’ébullition du solvant au cours de longs périodes, ce qui

peut entrainer la décomposition thermique des substances cibles. [77, 80].

L’ extraction est effectuée par épuisement successif du matériel végétal, en utilisant
le méthanol. La quantité de solvant doit étre appropriée ala quantité de matiére végétal e dont
nous disposons (dans notre cas nous avons utilisé 10 g de poudre pour 250 ml de solvant
organique).

Le Soxhlet est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une cartouche en
papier-filtre épais (matiere pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de
digtillation. Dans le montage I'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant
d'extraction. Le solvant est chauffé a ébullition. Les vapeurs ainsi produite passent par la
cartouche contenant le matériel végétal a extraire. Le réfrigérant placé au dessus du dispositif
serviraa condenser les vapeurs du solvant.

Ensuite, le condensat retombe dans le corps de I'extracteur sur la cartouche, faisant
ains macérer e solide dans | e solvant.
Le solvant condensé s'accumul e dans |'extracteur jusqu'au niveau du sommet du tube-siphon,
suivi par le retour dans le ballon du liquide de I'extracteur accompagné de substances
extraites. Ainsi le solvant dans le ballon senrichit progressivement en composants solubles.
L’ extraction continue jusqu’a I’ épuisement de la matiére solide chargée dans la cartouche.
L’ extraction est compléte lorsgue le solvant d’ extraction devient limpide.

L’ extrait méthanolique est centrifugé a 6000 tr/min pendant 10 minutes et conservé

dans desflacons a4°C et al’abri delalumiéere.

|.5. spectrophotométrie UV-visible:

La spectrophotométrie est une méthode anal ytique quantitative qui consiste a mesurer
|'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espece est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalités
énonceées par laloi de Beer-Lambert.
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La densité optique des solutions est déterminée par un spectrophotometre
préalablement éalonné sur la longueur d'onde d'absorption de I'espéce chimique a étudier.
Lorsgqu’une lumiére d'intensité |o passe a travers une solution, une partie de celle-ci est
absorbée par le(s) soluté(s). L’intensité | de la lumiére transmise est donc inférieure a lo.

L’ absorbance de la solution est définie comme suit :
A=logo (Iol)
A= —logT
Avec T : latransmittance, elle est égale a:
T=1/lo

L’ absorbance est une valeur positive, sans unité. Elle est d' autant plus grande que
I'intensité transmise est faible. Les méthodes colorimétriques basées sur I'utilisation du
spectrophotométre UV-visible, ont éé utilisées pour évaluer la quantité des composés
phénoliques dans la matiere végétae [81].

|.6. Dosage des Composés phénoliques::
|.6.1.Dosage des phénolstotaux :

Le réactif de Folin- Ciocateu, mélange d acides phosphotungstique (H3PW1,040) €t
phosphomolybdique (H3PMO1,040), est réduit en présence de polyphénols en un mélange
bleu d' oxyde de tungstene (WgO,3) et de molybdene (MogO,3). La coloration bleue produite

est proportionnelle aux taux des composes phénoliques présents dans la solution [82].

Lateneur en composés phénoliques est évaluée selon la méthode décrite par [83]. 100ul
de la solution d’extrait (extrait de chague plante) sont mélangés avec 100ul du réactif de
Folin-Ciocalteu (50%), puis 2ml de la solution de carbonate de sodium (2%) sont gjoutés au
mélange réactionnel. Ce dernier est laissé pendant 30min a I'abri de la lumiéere puis

I’ absorbance est mesurée a 760nm par rapport a un blanc sans extrait.

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d’une courbe d’ étalonnage
réalisé par un extrait d’ étalon acide gallique a différentes concentrations (0,04-0,2mg/ml) dans
les mémes conditions que I’ échantillon. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide

gallique par 100 g d’ extrait (mg EAG 100 g).
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|.6.2.Dosage des flavonoides :

La teneur en flavonoides est déterminée selon la méthode décrite par [84]. La méthode
repose sur la capacité des flavonoides a chélater des métaux (chlorure d’auminium) et de
former un complexe de coloration jaunétre. Ils contiennent des groupements hydroxyles (OH)
libre, en position 3 et 5, ces groupements sont susceptibles de former des complexes avec le
groupement CO, en présence de chlorure d’auminium. L’intensité de la coloration est

proportionnelle ala quantité de complexes formés [85].

Une quantité de 500ul d extrait de la plante est mélangée avec 500ul de chlorure
d’auminium (2%). L’absorbance du mélange est mesurée a 413 nm, apres 10min
d’incubation. Une courbe d’ étalonnage est réalisée en paralée dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la quercétine a différentes concentrations (0,01 — 0,05 mg /ml). La
teneur en flavonoides a été exprimé en mg équivalent en quercétine par 100g d’ échantillon
(mg EQ/100g).

|.6.3. Dosage des flavonols:

Le dosage des flavonols est déterminé selon le procédé décrit par [86]. Il consiste a
gjouter 500ul de la solution de trichlorure d’ aluminium (AICI3, 2%) et 750ul de la solution
d’ acétate de sodium a 250ul d'extrait. Apres incubation 2h et 30 minutes a I’ obscurité,
I" absorbance est mesurée a 440nm. Les concentrations en flavonols sont déterminées en ce
référent a une courbe d’ étalonnage réalisée avec la quercétine et les résultats sont exprimées

en mg équivalent la quercétine par 100 g d’ extrait (mgEQ/100g).
|.7.Activité anti-oxydante des extraits phénoliques :
[.7.1.Activitéanti-radicalaire:

Le DPPH (2,2-Diphényl-1- picrylHydrazyl) est un radical libre stable qui possede un
électron célibataire sur |I’atome d azote, de couleur violacée qui absorbe a 517nm [87].
(Figure 19). Il fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour éudier la relation structure-

activité antioxydante des composes phénoliques [88].

En présence d antioxydant I’ éectron célibataire devient apparié, ce qui conduit a la
décoloration de DPPH du violet (forme radicalaire DPPH) au jaune (forme réduite DPPH-H)
[88]. Cette décoloration représente donc la capacité d' échantillon de piéger ceradical.
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O->N NO-

NO>

Figure 20 : Sructure chimique du radical libre DPPH
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

Le protocole utilisé est celui décrit par [89]. 1000ul de la solution de DPPH sont
gjoutés a 100ul de I’ extrait, I’ absorbance est mesurée a 517nm apres 10 minutes d’ incubation
a température ambiante. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’ acide gallique par
100g d’ échantillon.

|.7.2.Activité scavenger du radical ABTS":

L’ activité antioxydante des extraits est déterminée selon, la méthode de [90]. Dans ce
test, le cation radicalaire I’ ABTS" est généré en mélangeant 7 mM o’ ABTS et 2,45 mM de
persulfate de potassum. Le mélange est ensuite conservé a I'abri de la lumiére et a
température ambiante pendant 16 h. avant I’ utilisation, la solution o’ ABTS" est diluée avec
I”éthanol pour obtenir une absorbance de 0,700 £ 0,02 a 734 nm. Un volume del00 pl de
chague extrait est mélange avec 1 ml de la solution d' ABTS et |” absorbance est mesuré a 734
nm. Les résultats sont exprimées en mg équivalent de trolox par 100 g de I’ échantillon (mg
ET/100 g).

1.7.3. Méthode utilisant le phosphomolybdate :

La capacité antioxydante des extraits utilisant la méhode du phosphomolybdate est
basée sur I’oxydation de molybdate-IV (Mo V) en molybdate-V (Mo V) par ces extraits
(phosphate/Mo V) de couleur verte au pH acide [91].

L’ activité antioxydante avec le phosphomolybdate est déterminée selon le protocole
décrit par [92]. Il consiste a gouter 1Iml du réactif de phosphomolybdate (0.6M d acide
sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4mM de molybdate d’ammonium) a 100ul
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d’extrait. Aprés 90 minutes d’incubation dans le bain-marie a 95°C, I’ absorbance est mesurée

a 695nm. L’activité antioxydante mesurée par le phosphomolybdate est exprimée en mg
équivalent d’ acide ascorbique par 100g d’ échantillon.
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I1.1. Dosages des composeés phénoliques:

L’ étude quantitative des extraits préparés a partir des feuilles de Urtica dioica, Urtica
pililufera, et Globularia alypum L, au moyen des dosages spectrophotométriques avaient pour
objectif la détermination de lateneur des composés phénoliques. Laraison principae pour le
choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des effets pharmacol ogiques des

plantes leur sont attribués.
I1.1.1.Dosage des phénols totaux :

Lateneur en polyphénols est estimée par |la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C'est I’une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols des plantes médicinales et des aliments [93].
Laméthode au Folin-Ciocalteu utilisée est choisie pour les raisons suivantes :
= (C’est une méhode qui satisfait aux criteres de faisabilité et de reproductibilité.
= La grande longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permis de
minimiser les interférences avec lamatrice d’ échantillon qui est souvent coloré.
= C'est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche d antioxydants
naturels atraversle monde [94].
= (C’est une méthode trés sensible mais malheureusement peu spécifique car beaucoup
de composés réducteurs non phénoliques peuvent interférer. Cependant, elle reste la
méthode la plus utilisée pour déterminer a concentration des polyphénols totaux [95].
Les teneurs en phénols totaux exprimeées en milligramme d équivalent acide gallique

par 100 g d extrait (mg EAG 100 g™) sont représentées dans la figure suivante :
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Figure 21 : Teneur en phénols totaux dans les différents extraits des feuilles des

Urtica dioica, Urtica pililufera, Globularia alypum L.

Selon les résultats illustrés ci-dessus, on s apercoit clairement que la plus forte teneur
en polyphénols revient 3, Globularia alypum L (148,03 mg EAG/100g), suivi par Urtica
pililufera (51,19 mg EAG/ 100g). Urtica dioica possede la plus faible teneur en polyphénols
(37,35 mg EAG/ 100g).

En effet, la teneur des phénols totaux n’est pas stable, et se différe d’ une plante a une
autre et entre les especes du méme genre, ce qui est le cas dans notre étude concernant les
deux especes d' Urtica. Daoudi et ses collaborateurs (2015) [74] ont trouvé des teneurs
différentes pour 3 especes de Urtica, dont les valeurs sont : Urtica piluliferae (2,313+0,3mg
EAG/30g MS), Urtica membranacea (1,498+0,09 mg EAG/30g MS) et Urtica urens présente
un taux tres faible par rapport aux deux autres (0,06£0,029mgEAG /30g MS). Le méme cas
est signalé par Djeridane et ses collaborateurs (2006) [84], lors d’une étude effectuée sur 11
plantes médicinales al gériens de différentes familles.

Une éude menée par Khlifi et ses collaborateurs (2011) [97] montre que |’ extrait
méthanolique de, Globularia alypum L enregistre une valeur de (139,95+ 3.4 g GAE/KQ)
Suivi par I’extrait de |’ acétone avec une concentration de 109.46 + 1.14 g GAE/Kg qui sont
largement supérieur a celle enregistré par notre étude, Djeridane et ses collaborateurs (2006)
[84], ont obtenus une concentration en composés phénoliques sur |’extrait éhanolique de

Globularia alypum L supérieurs (21,54+0,81 mg GAE/g), Le méme cas est signalé par
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Djeridane et ses collaborateurs (2007) [98] dont les concentrations en phénols totaux sont de
(46 mg GAE/qg).

Les résultats de la présente étude sont différents de ceux obtenus par Mekhibi et
Boudria (2013) [ 73], sur les extraits de Urtica dioica de larégion de jijel utilisant des solvants
de polarité croissante dont les valeurs sont : |’extrait de n- butanolique (14,23 mg EAG/g)
suivi par I'extrait d acétate d éthyle (0,92 mg EAG/g) et I'extrait de Chloroforme (0,79mg
EAG/Qg).

L e contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’ une plante a autre,
cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :
e Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,

agressions et maladies...etc. [99].

e Le patrimoine génétique, la période de larécolte et |e stade de dével oppement de
la plante [100].
e Laméthode d extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’ estimation de lateneur des phénols totaux [101].

[1.1.2.Dosage des Flavonoides:
Les flavonoides constituent le groupe le plus répandu des composés phénoliques.
Les teneurs en flavonoides exprimées en milligramme d’ équivalent en quercétine par 100 g

d extrait (mg EQ 100 g) sont représentées dans la figure suivante :
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Figure 22 : Teneur en flavonoides dans les différents extraits des feuilles des
Urtica dioica, Urtica pililufera, Globularia alypum L.
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Les résultats illustrés ci-dessus indiquent que le Globularia alypum L présente la
teneur la plus élevée en flavonoides qui est de (39,21 mg EQ/100g) en le comparant avec
Urtica pililufera et Urtica dioica dont leurs extraits contiennent respectivement (21,08 mg
EQ/100g) et (16,66 mg EQ/100g).

L’ analyse réalisée par Djeridane et ses collaborateurs (2006) [84] sur quelques plantes
meédicinales agériens a revélé des teneurs en flavonoides dans Globularia alypum L
(4,54+0,09mg EQ/g) supérieures a celles enregistrées par notre éude. Le méme cas est
signalé par Djeridane et ses collaborateurs (2007) [99] dont la concentration en flavonoides
est (3mg EQ/g).

L’ étude réalisée par Khlifi et ses collaborateurs (2011) [97] montre que les teneurs en
flavonoides dans les extraits méthanoliques (19,29+0,04g EQ/Kg) supérieurs a celles des
extraits de |'acétone et |I'eau dont les taux sont respectivement (17,08+0,35gEQ/kg) et
(1,33+£0,02g EQ/kQ).

Quant aux extraits de Urtica pililufera, une éude menée par Daoudi et ses
collaborateurs (2015) [74] sur trois especes de Urtica montre que les flavonoides se
concentrent principalement au niveau de I'extrait de Urtica pilulifera (0,337+£0,037 mg
EQ/30g), suivi par I'extrait de Urtica membranacea (0,050,002 mg EQ/30g), tandis que
I’ extrait de Urtica urens détient une trés faible quantité (0,005+0,0002 mg EQ/30 g).

L’ éude de Mekhibi et Boudria (2013) [ 73] montre que la teneur en flavonoides totaux
dans la phase butanolique de la plante Urtica dioica de larégion dejijel (4,31mg EQ/Q) est la
plusriches que I’ extrait d‘ acetate d’ ethyle (0,278mg EQ/g) et de chloroforme (0,24mg EQ/qg).

11.1.3.Dosage des flavonols:

Les teneurs en flavonols exprimées en milligramme d équivalent de quercétine par

100 g d extrait (mg EQ/ 100 g) sont représentées dans la figure suivante :
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Figure 23 : Teneur en flavonols dans les différents extraits des feuilles des
Urtica dioica, Urtica pililufera, Globularia alypum L.

L es résultats obtenus montre que le Globularia alypum L présente la teneur la plus élevée en
flavonls (23,38 mg EQ/100g), suivi par Urtica pililufera (19,17 mg EQ/ 100g) et en fin
Urtica dioica qui posséde la plus faible teneur en flavonols (13,49 mg EQ/ 100g).

I1.2.Activité anti-oxydante des extraits phénoliques :

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

maladies et I’ oxydation des systemes complexes des aliments.

Les résultats de détermination de la capacité antioxydante dun extrait dépend
considérablement de la méthodologie utilisée, de I’oxydant et du substrat oxydable utilisé
dans la mesure [102]. Par conséquent, il est important de comparer différentes méthodes
analytiques variantes dans leur cible d’oxydation afin de comprendre I’ activité biologique
d’'un antioxydant et obtenir des données précises pour une meilleure comparaison avec

d’ autres données de la littérature [103].
[11.2.1.Activité anti-radicalaire :

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

entraine sa décoloration par transfert de proton [104]. (Figure 23).
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Figure 24 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant [104].

L’ activité anti radicalaire des extraits des Urtica dioica, Urtica pililufera, Globularia
alypum L exprimées en milligramme d' équivalent acide gallique par 100 g d’ extrait (mg

EAG /100g). Les résultats sont représentés dans lafigure suivante :
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Figure 25 : Activité anti-radicalaire des extraits des feuilles des

Urtica dioica, Urtica pililufera, Globularia alypum L.
Selon les résultats illustrés ci-dessus on remargue que tous les extraits méthanoliques

des plantes étudiées possedent une activité antioxydante et ils sont capables de piéger le
radical DPPH. Il est claire que I'extrait de Globularia alypum L (5,93 mg EAG/100g)
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présente le pouvoir anti radicalaire le plus intéressant, suivi par I’ extrait de Urtica pililufera
(1,47 mg EAG/100g) et Urtica dioica (0,47mg EAG/100g).

L’ éude menée par Khlifi et ses collaborateurs (2011) [97] montre que I’ activité anti
radicalaire des extraits méthanoliques de Globularia alypum L était supérieure a celle
d’ acétone, d’ autre part les extraits de I’ éther et dichlorométhane a présenté une faible activité
anti radicalaire. Safi et ces collaborateurs (2007) [105] dans |’ étude de I’ activité antioxydante
de Globularia alypum L ont trouvé que I’extrait eau/méthanol démontre une remarquable
activité antioxydante.

Mekhibi et Boudria (2013) [73] dans I’ éude sur les extraits bruts de la plante Urtica dioica
montre gue |’ extrait de n-butanol révéle la plus grande efficacité de piéger le radical libre
suivi par I’ extrait d’ acétate d’ éthyle.

I1.2.2.Activité scavenger du radical ABTS":

L’ activité des extraits est exprimée par mg équivaent de trolox par 100 g d’ échantillon (mg
ET/100g). (Figure 25).
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Figure 26: Activité scavenger du radical ABTS' des extraits des feuilles des
Urtica dioica, Urtica pililufera, Globularia alypum L.

D’ apres les résultats obtenus, I’ extrait de Globularia alypum L a exhibé de meilleures
capacités antioxydant vis-avis du radical ABTS™ avec une vaeur (105,82 mg ET/100g), des
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valeurs inférieures sont montrés par I’ extrait de Urtica pililufera (24,44 mg ET/100Q) suivi
par Urtica dioica (17,77mg ET/100g).

Djeridane et ses collaborateurs (2006) [84] dans I’ étude de I’ activité antioxydant de
plusieurs plantes algériennes, parmi  Globularia alypum L a enregistré (20,31mmol ET/g).
Une autre éude menée par Khlifi et ses collaborateurs (2011) [96] sur |’ étude de I’ activité
antioxydane de divers extraits de Globularia alypum L montre gu'une bonne activité

antioxydante a été présenté par les extraits méthanoliques suivi par I’ extrait d’ acétate.
11.2.3.M éthode utilisant le phosphomolybdate :

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’ acide ascorbique par 100g d’ échantillon et

représentées dans lafigure suivante :
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Figure 27: Activité antioxydante utilisant le phosphomolybdate des extraits des feuilles des

Urtica dioica, Urtica pililufera, Globularia alypum L.

Les résultats illustrés ci-dessus montrent que I’extrait de Globularia alypum L
représente une meilleure activité antioxydante au phosphomolybdate (276,65 mg EAA/100g),
suivi par I’extrait de Urtica pililufera (78,20 mg EAA/100g) et Urtica dioica (73,45mg
EAA/100g).
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Conclusion :

L’ étude réalisée a pour but I’évaluation quantitative et qualitative des substances
antioxydantes contenues dans les extraits des feuilles de trois plantes médicinales locales
Globuaria alypum L, Urtica pililufera et Urtica dioica , dont les activités antioxydantes sont
évaluées par différentes méthodes a savoir : le test anti radicalaire, |’ effet scavenging du
radical cationique ABTS' et laméthode utilisant e phosphomolybdate.

Le procédé d’ extraction utilisé nous a permis de retenir trois extraits méthanoliques, le
dosage des différents composés phénoliques montre que ces derniers sont riches en phénols
totaux, flavonoides et flavonols, les concentrations de ces derniers dans les extrais analysés
différent d’une plante a une autre, les résultats a révélé que Globularia alypum L est la plus
riche en en composes phénoliques suivi par Urtica pililufera et Urtica dioica.

L’ évauation de I'activité antioxydant des extraits de Globularia alypum L, Urtica
pililufera et Urtica dioica varie considérablement d'un extrait a un autre, elle est en fonction
de la concentration et de la nature des composés phénoliques. Les résultats indiquent que
Globularia alypum L a une tres importante capacité antioxydante, utilisant le
phosphomolybdate et elle présente une meilleure activité antiradicalaire contre le radicale

DPPH, et elle montre aussi une activité scavenger la plus élevée.

Ces résultats restent préliminaires, une suite de ce travail al'avenir est souhaitable pour
étudier les composants présents dans les extraits de Globularia alypum L, Urtica pililufera et
Urtica dioica et pour évaluer leurs activités antioxydantes. Comme perspectives, nous

proposons:

» déargir I'échantillonnage et d’augmenter le nombre d échantillons des plantes
étudiés.

> disoler et de caractériser des composés actifs dans les différents extraits des plantes
par des méthodes plus spécifiques.

> dorienter les recherches scientifiques vers la réalisation des éudes approfondies et
complémentaires de I’ activité antioxydante des composes phénoliques en général et
des flavonoides en particulier.

»d dargir la gamme de germes cibles et la gamme des solvants utilisés pour I’ extraction

ainsi que leurs concentrations.
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Figure 2 : Courbe d’ étal onnage des flavonoides.
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Figure 3 : Courbe d’ étal onnage des flavonols.
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Activité antiradicalaire avec le DPPH en fonction de |’ acide gallique.
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Figure5: Activité scavenging du radical ABTS" en fonction de trolox.
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Figure 6 : Activité antioxydante « phosphomolybdate »

en fonction de I’ acide ascorbique.
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Résultats:
|. Résultats du dosage des phénols totaux:

Tableau | : Lesrésultats des absorbances des trois plantes:

Failution Abs
Urtica dioica 1/10 0,587 0,592 0,652
Urtica pilulifera 1/10 0,803 0,832 0,874
Globularia alypum | 1/25 0,923 0,999 0,980

Tableau I : Les concentrations en phénols totaux dans lestrois plantes :

C (mg EAG 100 g™). Croyenne
Urtica dioica 35,93 36,23 39,91 37,35
Urtica pilulifera | 49,15 50,03 53,15 51,19
Globularia alypurm 141,25 152,88 149,97 148,03

Failution - facteur de dilution, C : la concentration.

II. Résultats du dosage des flavonoides:

Tableau | : Lesrésultats des absorbances des trois plantes :

Failution Abs
Urtica dioica 125 0,667 0,668 0,663
Urtica pilulifera 1/25 0,846 0,841 0,840
Globularia alypum | 1/50 0,780 0,784 0,786

Tableau I : Les concentrations en flavonoides dans les trois plantes :

C (mg EQ/ 1009) Cmoyenne
Urtica dioica 16,69 16,72 16,59 16,66
Urtica pilulifera 21,17 21,05 21,02 21,08
Globularia alypum | 39,04 39,24 39,34 39,21

I11. Résultats du dosage desflavonols:

Tableau | : Lesrésultats des absorbances des trois plantes:
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Failution Abs
Urtica dioica 1/25 0,175 0,169 0,165
Urtica pilulifera 1/25 0,247 0,240 0,236
Globularia alypum | 1/50 0,154 0,149 0,138
Tableau Il : Les concentrations en flavonols dans les trois plantes :
C (mg EQ/ 1009) Cmoyenne
Urtica dioica 13,92 13,44 13,12 13,49
Urtica pilulifera 19,65 19,09 18,77 19,17
Globularia alypum | 24,50 23,70 21,95 23,38
V. Résultats de |’ activité anti-radicalaire :
Tableau | : Lesrésultats des absorbances des trois plantes:
Filution Abs
Urtica dioica 1/25 0,422 0,413 0,401
Urtica pilulifera 1/25 0,380 0,373 0,365
Globularia alypum | 1/100 0,375 0,372 0,370
Tableau Il : L’ activité anti-radicalaire des extraits des feuilles des trois plantes :
C (mg EAG/ 1009). Cmoyenne
Urtica dioica 0,227 0,455 0,759 0,477
Urtica pilulifera 1,290 1,467 1,670 0,475
Globularia alypum | 5,668 5,971 6,17 5,936
V. Résultats de I’ activité scavenger du radical ABTS':
Tableau | : Lesrésultats des absorbances des trois plantes:
Faitution Abs
Urtica dioica 1/25 0,320 0,321 0,344
Urtica pilulifera 1/25 0,248 0,225 0,222
Globulariaalypum | 1/100 0,239 0,186 0,188
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Tableau Il : L’ activité scavenger du radica ABTS' des extraits des des extraits des feuilles des trois
plantes:

C (mg ET/ 1009). Cmoyenne
Urtica dioica 18,349 18,280 16,694 17,774
Urtica pilulifera 23,316 24,903 25,110 24,443
Globularia alypum | 95,750 110,375 109,823 105,316

VI. Résultats de |’ activité antioxydante utilisant le phosphomolybdate :

Tableau | : Lesrésultats des absorbances des trois plantes:

Failution Abs
Urtica dioica 125 0,442 0,490 0,644
Urtica pilulifera 1/25 0,565 0,508 0,605
Globularia alypum | 1/100 0,543 0,478 0,463

Tableau Il : L’ activité antioxydante en utilisant le phosphomolybdate des extraits des feuilles des trois
plantes:

C (mg EAA/ 100g). Cmoyenne
Urtica dioica 61,800 68,512 90,044 90,044
Urtica pilulifera 78,998 71,029 84,591 78,206
Globularia alypum | 303,69 267,337 258,948 276,658
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Résumé:

Les plantes médicinales présentent une source importante de différents antioxydants qui
peuvent inhiber les effets néfastes des radicaux libres sur I’ organisme humain. La présente
étude est entreprise dans le but d’ évaluer la propriété antioxydante des extraits des feuilles des
Urtica dioica, Urtica pililufera, et Globuaria alypum L. L’ extrait méthal onique des feuilles de
I’espece Globuaria alypum L obtenu par la méthode d’ extraction soxhlet est le plus riche en
phénols totaux (148,03 mg EAG/100g d échantillon), en flavonoides (39,21 mg EQ/100g
d’ échantillon) et en flavonols (23,38 mg EQ/100g) suivit de I’ extrait méthalonique de Urtica
pililufera et Urtica dioica. Tous les extraits ont révélé une activité anti-radicalaire contre le
radical libre DPPH dont les valeurs sont : Globuaria alypum L (5,93 mg EAG/100g) Urtica
pililufera (1,47 mg EAG/100g) et Urtica dioica (0,47mg EAG/100g), et I’ effet scavenging du
radical ABTS' le plus élevé est enregistré au niveau de | extrait des feuilles de Globuaria
alypum L avec une valeur de 105,82 mg ET/100g, la meilleure activité antioxydante au
phosphomolybdate est enregistré au niveau de |’ extrait de Globuaria alypum L avec une
valeur de 276,65 mg EAA/100g d’ extrait, et la plus faible est de 73,45mg EAA/100g d’ extrait
enregistré au niveau de |’ extrait des feuilles de Urtica dioica.

Mots clés: Urtica dioica, Urtica pililufera, et Globuaria alypum L, polyphénols, soxhlet,
activité antioxydante.

Summary:
Medicina plants present an important source of various antioxidants that can inhibit the
harmful effects of free radicals on the human body. This study was undertaken to evaluate the
antioxidant property of extracts from Urtica dioica leaves, Urtica pililufera and Globuaria
alypum L. The methanolic extract of the leaves of the species Globuaria alypum L obtained
by the Soxhlet extraction method is the richest in total phenols (148.03 mg EAG / 100 g
sample), flavonoids (39.21 mg EQ / 100 g sample) and flavonols (23.38 mg EQ / 100g)
followed the methanolic extract of Urtica pililufera and Urtica dioica.
All extracts showed anti-radical activity against the free radica DPPH whose values are:
Globuaria alypum L (5.93 mg EAG / 100g), Urtica pililufera (1.47 mg EAG / 100g), Urtica
dioica and (0,47mg EAG / 100g) and the scavenging effect of the radical ABTS' is the
highest recorded in the extract from the leaves of Globuaria alypum L with avalue of (105.82
mg AND / 100g), the best antioxidant activity by Phosphomolybdate is recorded at the
extract Globuaria alypum L with a value of (276.65 mg EAA / 100 g of extract), and the
lowest is (73,45mg EAA / 100g extract) registered at extract of Urtica dioica leaf.
Keywords. Urtica dioica, Urtica pililufera and Globuaria alypum L, polyphenols, soxhlet,
antioxidant activity.
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