R I e e e = 3T AN ERP SRy
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
oo ey Sl el 505

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

e/ C2lio sy e Hmele
UNIVERSITE MOHAMED BOUDIAF DE M’SILA

]

i Mehamae Foadiar - Wal

FACULTE DES SCIENCES

DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE ET BIOCHIMIE

MEMOIRE : MASTER ACADEMIQUE
FILIERE:SCIENCES BIOLOGIQUES
OPTION:BIOCHIMIE APPLIQUEE

Présenté par

Bey Chaima
Ghersallah Merzaka

Théme :

Evaluation de 1'activité antioxdante in vitro des

extraits de la plante Inula viscosa L.

DEVANT LE JURY :
M'. HARRAR Abde El Nacer Présidente
M'. BENSLAMA Abde Rahim Rapporteur
M'. EKHERBACHE Abdallah Examinateur

Promotion : 2019-2020




A terme de ce travarl nos remerciement le dieu de nous avorr donné le courage er

la patience pour le réaliser et jinrr

Nos remerciements du profond de caur notre encadreur M™ BENSLAMA Abde

Ratiim ensejgnant a [universiré de Msila, Faculié des sciences, Deparlemernt de
microbiologre et biockimie, @ sa disponibilize, son aide, son encouragenent et ses

conserls screntifigues qul on contrioné @ la réalisation de ce menorre
U merei spécial @ M AOUINA Nabila et M BAALI Faiza
Nous s adressons Nos remerciements a routs [ gugpe pédagogique de département

de microbrologre er Brochimie-facullé des sciences

Mes vifs remerciements vont aux membres de jury pour avorr acceplé de juger ce

memone .
M. HARRAR Abde £/ Nacer
M. FRHERBACHE Abdallak

Nos remerciements @ rfous ceur qui nous ont aidée et encouragée de prés ou de loin

a la réalisation de ce travar/

Chaima er Merzaka




T dédie ce travar/

A ma famille, Particulierement @ mon cher pére Bey Salal qui m a dote d une

edicarion aigne, Son anour a Jair de mor ce giue je Suis aujourd iur.:

A mes trés cheres saurs - Samira, Nossavba

A tous ceur gui mont appris, pris ma main et mont illuminé le chemin de la

connaissance el di succes

A toute la promotion Biockimie appliguée - 20792020

A mon binome Ghersallalh Merzaka gui est partagée avec mor les moments dyjiciles

pour realiser ce ravar/

A mes cheres et adorables amies de towjours .

Khawla, Samra, Asala, Chatiira, Nowr




Je dédie mon travail accompagné d'un profond amour

A Lz lumiere de ma vie, mes trés chers parents

A mes adorable sawurs Souad et Warda et a mon fiére Zakaria, qui n ont pas cessée

de ma consetller, encourager et soutenty foul au long de mes endes que dieu les

protege et leurs offre la chance et le bonkeur

ﬂ 7ES AInes er mes caniarade

A mon binome Chaima pour son soutien moral, sa patience et.sa comprénension

lont au long de ce travar/

A tous mes proches

Merzaka




Liste des figures

Figure 1 : Caractéristiques morphologiques de la plante 1. ViscoSa.........ccccouveeerveeecveennnnnns 3
Figure 2 : Origine endogéne et exogene des radicaux libres dérivés de I’oxygene.............. 9
Figure 3: Différentes cibles des espéces Réactives de ’oxygene. .........ccoevvevireriienneennens 11

Figure 4 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

COTACtEUIS MELAIIIQUES. ..oevviieiiieeiiie e et e et e e e e et e e s e e snaeeesnreeenneas 13
Figure S : La structure chimique et mécanisme d'action des vitamines E ....................... 14
Figure 6 : La structure chimique et mécanisme d'action des vitamines C . ...................... 15
Figure 7 : Structure de ’acide hydroxXycinnamique ...........cccoccvevviierieniieniieniieiieeee e 17
Figure 8 : Structure les acides hydroxybenzoiques. ..........ccccuveeviieeiiieecieecieecee e, 17
Figure 9 : Structure générale du noyau des flavonoides..........cccceevevieecieencieencieeeeee e, 18
Figure 10 : Structure Tanins hydrolysables. ..........cccoeviiriiniiiiiieniiceceee e 20
Figure 11 : Structure les tanins CONAENSES. .......ccueeviieriiierieeiieiie ettt 20
Figure 12 : Propriétés biologiques des polyphenols............cccoovveriiiiiiniiienieniieieeieeiee 21
Figure 13: Courbe d’étalonnage d'acide gallique . ........ccceevvveeiiieeciieeieeceecee e, 26
Figure 14: Courbe d’étalonnage de la querceting...........cceeevveeeiieeciieccieecie e 27

Figure 15:Valeurs des IC50 des extraits de /. viscosa et ’EDTA ......cccooeviiieniencenen. 28



Liste des tableaux
Tableau 1 : Principales classes de flavonoides............ccoeeueeeiiiiiieniienieniieieeiceeeceeine 18
Tableau 2 : Rendement, les teneurs en polyphenols et flavonoides de I’EAq et Mth d 'L

VESCOSU. oo et e e et e e e et e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e eaaeeeeranaaeeennnas 28



Liste des abréviations

AICl; : Chlorure d’aluminium.

CAT : Catalase.

EDTA : Ethylénediaminotétraacétique.
ERN : Espéces réactives de 1’azote.
ERO : Espéces réactives oxygénées.
GPx : Glutathion peroxydase.

GSH : Glutathion réduit.

GSSG : Glutathion oxyde.

H,0; : Peroxyde d’hydrogene.

HO'": Radical hydroperoxyle.

L’: Radical alkyle.

LH: Acide gras polyinsaturés.

LOO’: Radical peroxyle.

LOOH: Hydroxyperixyde lipidique.
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
NO’ : Monoxyde d’azote.

NOS : NO synthases.

O," : Anion superoxyde.

ONOO : Peroxynitrite.

ROQO’: Radicaux libres peroxylés.

SOD: Superoxyde Dismutase.



Résumé

Inula viscosa L. est une plante méditerranéenne qui appartient a la famille des
Astéracées et largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie pour ses vertus
curative et ses propriétés biologiques attribuées essentiellement aux polyphénols. L'objectif
de cette étude est d'évaluer I'activité antioxydante et de déterminer la teneur en polyphénols
et en flavonoides des extraits de la partie aérienne de [ .viscosa L. La partie aérienne de
cette plante a été soumise a une extraction par deux méthodes I'une la macération dans le
méthanol 70% (EMth) et l'autre la décoction dans l'eau distillée (EAq). Les rendements
d'extraction sont d'ordre de 9,6% et 16,4% pour I’EMth et I’EAq respectivement. Le
dosage quantitative des polyphénols totaux a été évalué par la méthode colorimétrique de
Folin—Ciocalteu et la teneur en polyphénols totaux de I'EAq et L'EMth sont respectivement
29,0728ug EAG/mgE et 47,255ug EAG/mgE. La teneur en flavonoide a été déterminée
par la méthode de trichlorure d’aluminium, L’EAq contient un teneur 1,709ug EQ/mgE et
I'EMth 7,019ug EQ/mgE. L'activité antioxydante a été évaluée par le test de chélation de
fer, ’EAq et 'EMth ont montré une activité chélatrice avec une EC50 d'ordre de
51,12pg/ml et 35,06pug/ml respectivement, ces activités chélatrice demeurent inferieur a

celle du chélateur standard EDTA avec EC50% (6,05ug/ml).
Les mots clés : activité antioxydante, [nula viscosa (L), polyphénols, flavonoides.
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Summary

Inula viscosa L. is an Algerian medicinal plant which belongs to the Asteraceae family,
and widely used in traditional medicine for the treatment of several diseases. The objective
of this study is to evaluate the antioxidant activity and to determine the content of
polyphenols and flavonoids of extracts of /. viscosa L. The aerial part of the plant was
subjected to extraction by two processes, one the maceration in methanol and distilled
water to give the aqueous extract (EAq) and methanolic extract (EMth). The extraction
yields are of order 9,6% and 16.4% respectively. the quantitative determination of total
polyphenols was evaluated by the colorimetric method of Folin — Ciocalteu where the
polyphenol contents of EAq and Mth are 29.0728ug EAG / mgE and 47.255ug EAG /
mgE respectively The flavonoid content was determined by the aluminum trichloride
method, EAq contains 1,709ug EQ / mgE and EMth 7,019ug EQ / mgE. The antioxidant
activity was evaluated by the iron chelation test, EAq and EMth showed chelating activity
with EC50% of the order of 51,12 pg / ml and 35,06 png / ml respectively, these chelating
activities remain inferior to that of the standard EDTA chelator with EC50% (6,05ug / ml).

key words: antioxidant activity, /nula viscose, polyphenols, flavonoids.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont largement utilisées en médecine traditionnelle. Elles
sont considérées comme une source de matiere premiere essentielle pour la découverte des
nouvelles molécules nécessaires au développement des futurs médicaments. Cette maticre
végétale avec leur nombre illimité représente une importante immense variété des
substances naturelles, qui sont la base des leurs effets curatifs et leurs activités biologiques
divers. Ces substances comprenant: les alcaloides, les flavonoides, les terpénes, les
polyphénols, les coumarines et les saponines. Ces composés photochimiques ont des
intéréts multiples mis a profit dans différents industries; alimentaire, cosmétologie et

pharmacie (Meziou, 2016).

L'espéce I viscosa L. est une plante appartient de la famille des Astéracées, elle est
utilisée en médecine populaire dans le traitement des plusieurs maladies et ayant divers
activités biologiques. Largement répondue dans la région méditerranéennes (Chahmi et al.,

2015).

L'utilisation des antioxydants de synthese est actuellement remise en cause, en raison
des risques toxicologie potentiels de ces molécules, les changements socio-économique et
culturels des consommateurs et des industriels au cours de temps. Cela a bouleversé le
milieu scientifique et 1'a poussé a l'investiguer dans la recherche des nouvelles sources
végétales d'antioxydants naturels qui intervenant la neutralisation des Espéces réactives

oxygénées(ERO) et les endommage cellulaire qui sont induire (El-Haci et al., 2012).
Les objectifs de la présente étude sont:

e La préparation de l'extrait méthanolique et aqueux de la partie aérienne de la plante
L. viscosa et la détermination de rendement d'extraction.

e Le dosage quantitatif des polyphénols totaux et des flavonoides de 1'EAq et I'EMth
de la plante L viscosa.

e L'évaluation in vitro de l'activité antioxydante des extraits de la plante /. viscosa par

le test de chélation de fer ferreux.
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1. La plante médicinale 1. viscosa L

1 viscosa L. Aiton (syn: Dittrichia viscosa L greuter) c'est une plante médicinale
utilis€ en médecine traditionnelle en raison du ces multiples bienfaits thérapeutiques
notamment dans la lutte contre les maladies. Elle est appartient d'une importante famille de
plantes qui comprend un grand nombre d'espéces appelé: la famille des astéracées
(composées), cette plante répondu en Algérie est connu sous le nom de magramen,
amagramen ou mersitt .C'est une plante méditerranéenne endémique qui pousse dans des

habitats perturbées (bords de route, bordures de champs et des jardins de rocaille) (Dor et

Hershenhorn, 2012 ; Messaoudi ef al., 2016 ; Ozkan et al.,2019).

2. Taxonomie
La systématique de l'espece /. viscosa L. Selon (Bock, 2015) est la suivante:
e Régne : Plantae
e Sous regne : Tracheobionta
e Embranchement: Spermatophyte
¢ Sous embranchement: Angiospermes
¢ Classe: Dicotylédones
e Sous classe: Astérides
¢ Ordré: Astérales
e Famille : Astéracées (compositeae)
e Genre: /nula

e Espéce : Inula viscosa L.

3. Caractéristiques morphologiques

La plante médicinale Lviscosa c'est une plante annuelle, herbacée, glandulaire,
frutescentes et visqueuse de croissance touffue peut atteindre 50cm a 1m de hauteur, cette
plante est constitue des feuilles sont entiéres ou dentées, aigues, sinueuses avec un couleur
verte on trouve les fruites sont des akénes velus, de 2mm de long. La tige amplexicaule
plus largement. Les feuilles et les tiges sont recouvertes d'une résine collante sécrétée par
les poils glandulaires poussant a la surface des feuilles ainsi que la plante possédent de
nombreuses capitale a fleurs jaunes au sommet de la tige et caractérise par une odeur forte

et ligneuse a la base (Figure 1) (Meziou, 2016; Salim et Rimawi, 2017).
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. La partie aérienne

Figure 1 : Caractéristiques morphologiques de la plante /. viscosa

4. Composition chimique d'/. viscosa (L)

Des divers études réalisé montre que la plante médicinale /. viscosa est la principale
source de nombreux composés biologiquement actifs qui ayant un grand intérét comme; les
polyphénototale, flavonoide et tanin condensé, acide caf€¢ylquinique,les triterpenoides,
acides sesquiterpinique, lactone, alcaloides, terpénes. Aussi caractérise par la biosynthése
des molécules odorantes c'est I’huile essentiel (Dor et Hershenhorm, 2012; haoui et al.,

2016; Rhimi et al., 2017).

5. La répartition géographique de la plante 1. viscosa

Dans le monde

La plante I viscosa (L). est largement répandue dans tout le monde dans

la région de sud de I’étalier, Palestine, Jordanie et en Maroc, en Egypte, en plus la région
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de sud d'Espagne et Turquie et toute la région méditerranéen (Fontana ef al., 2007 ; Salim

et Rimawi, 2017).
En Algérie

La plante 1. viscosa est largement répondue dans le nordé et se trouver aussi dans

divers région, dans les rocailles et les terrains argileux que sableux (Meziou, 2016)

6. L'utilisation traditionnelle et propriétés pharmaceutique

La plante médicinale . viscosa est actuellement utilisée par la médecine
traditionnelle dans déférents remeéde grace a sa composition par des substances bioactive
et ses effets thérapeutique qui étaient faites a partir des travaux antérieur réaliser. Permet
de traiter le diabéte de l'inflammation, la tuberculose, 1’anémie, les inflammations
cutanées, et les trouble gastroduodénaux. Aussi entrainer dans le traitement des maladies
de la peau, les plaies, les troubles pulmonaires, les douleurs rhumatismales, le cancer, la
bronchite, I’hypertension, et l'infertilit¢ I viscose a été largement utilis€é a des fins
thérapeutique en médecine populaire comme: anti-gale, anti-inflammatoire, antipyrétique,
antiseptique, et antiphlogistique, antianémique et aussi présente des propriétés
antifongique, antioxydant, antiulcérogéne I'utilisation de la plante reste trés vaste en

phytothérapie (Talib et al., 2012 ; Chalmi et al., 2015 ; Ozkan et al.,2019).
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I. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme 1’incapacité de I’organisme de se défendre contre
les ERO en raison de la perturbation d’équilibre endogeéne entre ces derniers et les
antioxydants. Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats structuraux et
fonctionnels. La synthése d’ERO dans notre organisme est augment considérablement a
cause des comportements quotidiens et aussi 1'alimentation inappropriée, tout cela meéne a
un risque accru de I’apparition de diverses pathologies comme les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, cedéme pulmonaire et le cancer. Donc il est nécessaire de
disposer d’un systéme permettant de mettre correctement en €vidence le statut de stress
oxydatif d'un individu afin d'optimiser nos défenses antioxydantes et de diminuer les

dommages oxydatifs des macromolécules (Kumar et Pandey, 2015).

1. Les radicaux libres

Un radical libre peut étre défini comme n'importe quelle espéce moléculaire capable
d'existence indépendante qui contient un électron non appari¢ dans une orbite atomique. La
présence d'un électron non apparié entraine certaines propriétés communes qui sont
partagées par la plupart des radicaux. De nombreux radicaux sont instables et tres réactifs.
Ils peuvent soit donner un électron a ou accepter un €lectron provenant d'autres molécules,

se comportant donc comme des oxydants ou des réducteurs (Khan et al., 2018).

2. Nature des radicaux libres
2.1. Les espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Le terme ERO réfeére aux especes oxygénées qu’elles soient radicalaires tels 1’anion
superoxyde et le radical hydroxyle ou non radicalaires tel I’oxygéne singlet, le peroxyde

d’hydrogene.

2.1.1. Anion superoxyde (O;")

Le radical anion superoxyde est le ERO le plus répandu formé par le processus
enzymatique, la réaction d'auto-oxydation et par des réactions de transfert d'é¢lectrons non
enzymatiques dans lesquelles un €lectron est transféré en oxygéne moléculaire. Il est
principalement produit dans les mitochondries et sa réactivité avec les biomolécules est

faible (Phaniendra et al., 2014).
O, +e =—=> 02._

O, + Fe+2 ===> Fe+3 + 02._
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CuZnMn SOD
0,+0,"+2H,0 >H,0,+0,

2.1.2. Le radical hydroxyle (OH’)
Le radical hydroxyle est la forme neutre de 1'ion hydroxyde et est un radical libre
hautement réactif. OH" est produit par deux réactions biochimiques majeures appelées

réaction de Haber-Weiss et réaction de Fenton (Obeagu, 2018).

0," + Fe======> 0, + Fe
H,0, + Fe'>=======> OH" + OH+ Fe "
Fe? + H,0, ====—===>Fe"” + OH + OH"

2.1.3. Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Le peroxyde dhydrogéne est formé in vivo dans une réaction de dismutation
catalysée par I'enzyme superoxyde dismutase (SOD). Ce n'est pas un radical libre mais il
peut endommager la cellule a une concentration relativement faible. HO;, n'a pas d'effet
direct sur I'ADN mais peut endommager I'ADN en produisant un radical hydroxyle (OH")

en présence d'ions de métaux de transition (Phaniendra ef al., 2014).
0, +2H ==———== H,0,+ 0,
H,0,+ Fe?(Cu") =======> OH'+ OH'+ Fe"(Cu®")

2.1.4. Oxygeéne singlet (*O,)

L’oxygene singlet n'est pas un radical libre mais il peut se former dans certaines
réactions radicales et en déclencher d'autres. Cela provient des molécules de peroxyde
d'hydrogene. L'oxygene singlet lors de la décomposition génere des radicaux superoxyde et

hydroxyle (Kumar, 2011).

2.2.  Les espéces réactives nitrogenes (ERN)
2.2.1. Le radical oxyde nitrique (NO)

Il s'agit d'une petite molécule générée dans les tissus par différentes synthases
d'oxyde nitrique (NOS) qui convertissent la L-arginine en L-citrulline (Habib et Alj,
2011).

NO synthétase
L-arginine > NO' + L-citrulline
NADPH + O,
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2.2.2. L’anion peroxynitrite (ONOQO)

L’anion peroxynitrite (ONOO ) est un radical qui formé selon la réaction :

Et par conséquence le OONO forme réagit avec le CO, ce qui entrainer la
formation de radicaux COs3” et NO,™ qui oxydent et nitrate les protéines (Velayutham et

al., 2011).

3. Principales sources des radicaux libre

Il existe essentiellement deux sources d'ERO auxquelles l'organisme sont exposés,

endogéne et exogene qui sont induit des grands dommages (Figure 2).

3.1. Les radicaux libres endogénes
Dans les cellules, Les ERO sont normalement générés par des enzymes étroitement

régulées (Figure2).

3.1.1. Source mitochondriale

Les mitochondries sont la source la plus vitale de production d’ERO. Au cours du
processus physiologique de génération d'ATP via la chaine respiratoire, l'oxygene
moléculaire est réduit a deux molécules d'eau. Cependant, pendant la transduction
d'énergie, certains électrons «fuient» prématurément, ce qui nécessite la conversion
incomplete d'environ 1 a 2% de 1'oxygeéne moléculaire en radical anion superoxyde qui est
produit dans les divers sites de mitochondrie par l'intervention de l'enzyme de NADH
déshydrogénase du complexe I et du site ubisemiquinone du complexe III (coenzyme Q).
La réactivité chimique des radicaux superoxydes est relativement faible en raison de son
incapacité a traverser la membrane lipidique et de sa conversion rapide en peroxyde
d'hydrogéne par le superoxyde dismutase (SOD) antioxydante. Néanmoins, le H,O,
produit peut conduire a la génération d'une molécule plus chimiquement réactive le radical
hydroxyle par réaction de H,O, avec le fer dans la réaction de Fenton (Phaniendra et al.,

2014; Obeagu, 2018).

3.1.2. Le NADPH oxydase
Le NADPH oxydase est la source prédominante de I'anion superoxyde (O,") qui est
formé par la réduction a un électron de 'oxygeéne moléculaire, avec des électrons fournis

par le NADPH, pendant la respiration cellulaire (Liguori ef al., 2018).
7
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NADPH + 20, =====>NADP" + H" +2 0,

3.1.3. La xanthine oxydase

La xanthine oxydase est une molybdo-enzyme, oxydoréductase entraine dans la

catalyse d’oxydation de deux réactions

e la premicre réaction concerne: l'oxydation de I’hypoxanthine en xanthine au cours

du métabolisme des purines :
Hypoxanthine + O, ====> Xanthine + O,"
¢ Dans la deuxiéme réaction; l'oxydation de xanthine en acide urique
Xanthine + 20,2+ H,O =====> Acide urique + 2 O, +2H"

Dans les deux réaction I’oxygeéne moléculaire joue un d'accepteur d’électrons qui

produisant 1’anion superoxyde (Snezhkina et al., 2019).

3.2. Les radicaux libres exogénes

Les ERO exogene appartient de plusieurs facteurs environnementaux comme. La
pollution atmosphérique gazeuse , la fumée de cigarette et des gaz oxydants tels que
l'ozone, le dioxyde d'azote et le dioxyde de soufre et aussi 1’augmentation de la
consommation de I’oxygéne durant I’effort physique entraine une formation accrue d’ERO
au niveau des mitochondries des cellules musculaires, 1'exposition au rayonnement UV et

les radiations ionisantes (Figure 2) (Pincemail et al., 2001).
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Figure 2 : Origine endogene et exogene des radicaux libres dérivés de I’oxygene (Afonso

etal.,2007)

4. Les cibles biologiques des radicaux libres

La superproduction des radicaux libres, induit des grands lésions des principaux
composés biologiques de l'organisme (les lipides, les protéines, I’ADN). Et par
conséquence, I’altération des fonctions cellulaires et méme entrainer la mort des cellules

ou de tissus. Ce qui conduire a l'apparition des diverses pathologie (Figure 3).

4.1. Les lipides

Toutes les membranes cellulaires sont généralement vulnérables aux dommages
oxydatifs car elles sont trés riches en acides gras insaturés. Les dommages lipidiques dus
aux ERO, généralement connus sous le nom de peroxydation lipidique, se produisent en
trois étapes. La premicre étape, connue sous le nom d'initiation, implique l'attaque d'un
métabolite réactif de l'oxygene capable d'extraire un atome dhydrogéne d'un groupe
méthyléne dans le lipide en raison de la présence d'une double liaison faible. En tant que
tel, le radical acide gras restant conserve un électron et se stabilise par réarrangement de la
structure moléculaire. Au stade de la propagation, le radical acide gras réagit avec
l'oxygéne pour former ROO’. Le ROO" est capable d'extraire un autre atome d'hydrogéne
d'une molécule d'acide gras voisine, ce qui conduit a nouveau a la production de radicaux
d'acide gras. Ces réactions de propagation se produisent de maniere répétée conduisant a la

peroxydation de plusieurs lipides insaturés dans la membrane. La dernicre étape qui est la
9
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terminaison de chaine survient suite a l'interaction d'une ROO’ avec un autre radical

(Engwa, 2012 ; Qazi et Molvi, 2018).

Initiation: LH+R'====>L"+RH

Propagation: R'+0======>L00'
LOO+LH====>LOOH+L’

Termination ; LOO + L" =======>L0O0L

4.2. Les protéines

Les ERO oxydent différents acides aminés présents dans les protéines, provoquant la
formation de liaisons crois€es protéine-protéine, entrainant la dénaturation et la perte de
fonctionnement des protéines, la perte d'activité enzymatique, la perte de fonction des
récepteurs et des protéines de transport. Les acides aminés contenant du soufre tels que la
méthionine et la cystéine sont plus sensibles a I'oxydation par les ERO et sont convertis
respectivement en disulfures et en sulfoxyde de méthionine. Cependant, dans les systémes
biologiques, seules ces deux formes oxydées de protéines peuvent étre reconverties a leur
forme native par deux enzymes différentes, a savoir les disulfure réductases et la

méthionine sulfoxyde réductases respectivement (Phaniendra et al., 2014).

4.3. Les acides nucléiques

Bien que I'ADN soit une molécule stable, le ERO peut interagir avec lui pour
provoquer plusieurs types de dommages, notamment des cassures d'ADN double et simple
brin, la modification des bases d'ADN, la réticulation ADN-protéine, des dommages a le
sucre désoxyribose et les dommages au systéme de réparation de I'ADN. Le radical
hydroxyle est ’ERO le plus nocif qui affecte les acides nucléiques. Par exemple, I'OH’
peut attaquer la guanine et 1'adénine pour donner un produit d'oxydation, respectivement la
8-hydroxydeoxyguanosine et I'hydroxyadénine. De plus, les radicaux hydroxyles peuvent
attaquer les pyrimidines conduisant a la formation de peroxyde de thymine, de thymine
glycols et d'autres produits similaires. Les ERO tels que O, et H,O, n'ont pas d'interaction
directe avec 1'ADN et n'entrainent donc pas des dommages a leurs concentrations
physiologiques. Les métaux de transition tels que le fer qui ont une forte affinité de liaison
avec les sites d'ADN peuvent catalyser la production d'OH’ qui a son tour attaque 'ADN
(Sharma et al., 2012 ; Khan et al., 2018).
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Figure 3: Différentes cibles des espéces Réactives de I’oxygene (Poisson, 2013).
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II. Les Antioxydants

Antioxydant signifie "contre I'oxydation". Toute substance a de faibles
concentrations par rapport a celle d’un substrat oxydable qui retarde ou empéche de
maniére significative I'oxydation de ce substrat est appelée antioxydant. Les antioxydants
jouent un rdle essentiel dans la préservation de la qualité des aliments et le maintien de la

santé de I'étre humain (Sarma et al., 2010).

1. Classification des antioxydants
L’organisme est doté d’un ensemble de systemes de défense tres efficaces contre la

surproduction des ERO. Ces systémes peuvent étre endogeénes ou exogenes.

1.1. Les antioxydants endogénes
1.1.1. Systémes antioxydants enzymatiques

La superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase sont Les trois
principaux antioxydant enzymatique intracellulaire qui posseédent un capacite de

neutralisation des ERO (Figure 4).

1.1.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
Superoxyde dismutase sont une classe d'enzymes étroitement apparentées qui
catalysent la dégradation de I'anion superoxyde en oxygene et en peroxyde dhydrogene

(Sun et al., 2012).
20, +2H" ======>H,0, + O,

1.1.1.2. Catalase
Il s'agit d'une enzyme antioxydant cytosolique qui protége les cellules contre les
effets toxiques du H,O; en catalysant sa décomposition en O, et H,O (Beigi Harchegani et

al., 2018).
H,O, + H,0y; ==—==—==>2H,0 + O,

1.1.1.3.Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase contient un seul résidu sélénocystéine dans chacune des
quatre sous-unités identiques, ce qui est important pour 1'activité enzymatique. Le GPx est
une enzyme intracellulaire impérative qui catalyse H,O, en eau et les peroxydes lipidiques
en alcools correspondants principalement dans les mitochondries et parfois dans le cytosol

(Tahmasbpour et al., 2016).
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Figure 4 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).

1.1.2. Systémes antioxydants non enzymatiques

1.1.2.1. Glutathion

Le glutathion (y-glutamyl-cystéinyl-glycine;

GSH) est un tripeptide et est

I'antioxydant intracellulaire le plus abondant protégeant les cellules normales contre les

dommages oxydatifs en raison de son role de substrat des enzymes de piégeage des ERO.

Le glutathion est principalement présent sous sa forme réduite (GSH) dans des conditions

normales, avec seulement une petite quantit¢ a 1'état complétement oxydé (GSSQG)

(Escribano et al., 2015).

1.1.2.2. L’acide urique

L'acide urique est un antioxydant majeur dans le plasma et un produit enzymatique

final dans la dégradation des nucléosides puriques et des bases libres chez I'"homme qui
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protege les cellules des dommages oxydatifs, contribuant ainsi @ une augmentation de la
durée de vie de notre espece et a une diminution du risque de cancer. L'acide urique est un
puissant pi¢geur d'oxygene singlet, des radicaux peroxyles et radicaux hydroxyles dans
I'environnement hydrophile, mais perd sa capacité a piéger les radicaux lipophiles et ne
peut pas rompre la propagation de la chaine radicalaire dans les membranes lipidiques. En
méme temps, les radicaux peroxynitrous sont extrémement diffusibles a travers la
membrane, et I'environnement hydrophobe est également plus favorable a la nitration de la
tyrosine .Ainsi, ces découvertes pourraient expliquer pourquoi les effets antioxydants de
l'acide urique se manifestent uniquement dans l'environnement hydrophile de fluides

biologiques tels que le plasma (Sautin et Johnson, 2008).

1.2. Les antioxydants exogénes
1.2.1. Les oligo-éléments

Les oligoéléments antioxydants sont des micronutriments qui sont fortement
impliqués dans I’homéostasie énergétique. Ce sont des cofacteurs indispensables pour
des réactions métaboliques d’enzymes antioxydantes comme le superoxyde dismutase, la
glutathion peroxydase et la catalase. Il s’agit principalement du cuivre, du manganése, du

sélénium et du zinc (Pastre, 2005).

1.2.2. Vitamine E

La vitamine E est un antioxydant liposoluble majeur et fonctionne comme le plus
important antioxydant lié aux membranes, Elle est neutralisant les radicaux libres et
empéchant 'oxydation des lipides des membranes et par conséquence la vit E assure la
prévention de l'organisme contre les diverses pathologies induire par ERO. L'a-tocophérol

est la principale forme de vit E avec des fonctions antioxydants et immunitaires (figure 5)

(Ojeda ,2016 ; Obeagu, 2018).

Figure S : La structure chimique et mécanisme d'action des vitamines E (Vara et Pula,
2014).
14
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1.2.3. Vitamine C

L'acide ascorbique ou «vitamine C» est un antioxydant monosaccharide et
hydrosoluble. Elle est produite de maniére endogéne dans tous les organismes, a
l'exception de Il'organisme humain. Le vit C s'oxyde facilement en acide
déhydroxyascorbique en présence d’ERO. En plus de ses effets antioxydants directs,
l'acide ascorbique est également un substrat de 1'enzyme antioxydant ascorbate peroxydase
(figure 6). La vit C ayant une fonction particuliecrement importante dans la résistance au

stress chez les plantes (Lobo ef al., 2010).

I
”.nl'.'lo

HO
_ +ROO-

Figure 6 : La structure chimique et mécanisme d'action des vitamines C (Vara et Pula,

2014).

1.2.4. Caroténoides

Les caroténoides un groupes des pigments liposolubles aux couleurs vives (jaune,
orange et rouge) que l'on trouve largement dans les fruits et légumes .elles sont
comprennent l'a-caroténe, Le B-caroténe, la B-cryptoxanthine, le lycopéne, la lutéine et la
zéaxanthine. Ces substances liposolubles se retrouvent dans les plantes et jouent un réle

dans la photosynthese (Lohan et al., 2018).

Le B-caroténe est le caroténoide le plus actif; aprés consommation, il est converti en
rétinol, une forme facilement utilisable de vitamine A. Le [-caroténe possede des
propriétés antioxydantes, des effets anticancérogenes et des effets positifs sur le systeéme

immunitaire (Simioni ef al., 2018).

Car + ROO'+ H'=======> Car+ ROOH
Car-H+ROOQ'=======>Car'+ ROOH
Car+ROO '=====>Car-OOR
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1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, présents dans les
plantes et les aliments et boissons d'origine végétale. Ils présentent une grande diversité de
structures, y compris des molécules assez simples (par exemple la vanilline, I'acide
gallique, I'acide caféique) et des polyphénols tels que les stilbénes, les flavonoides et les
polymeéres dérivés de ces différents groupes. Par exemple, plus de 8 000 molécules ont été
signalées dans la seule famille des flavonoides et la liste continue de s'étendre. Bien que le
terme polyphénol soit souvent utilis¢ comme synonyme de composé phénolique, il devrait

étre limit¢ aux molécules portant au moins deux cycles phénoliques (Cheynier, 2012;

Stagos, 2019).

2. Classification et structure des composés phénoliques

Les composés phénoliques est divisé en plusieurs sous-groupes les plus importantes

sont : Les acides phénoliques simples, les flavonoides et les tanins.

2.1. Les acides phénoliques simples

Les acides phénoliques simples sont une classe importante de polyphénols divisés en
deux groupes principaux: les acides hydroxycinnamiques et les acides hydroxybenzoiques.
On les trouve dans différents 1€égumes comme le brocoli, les épinards, le chou frisé, dans
divers fruits comme les baies et les pommes, dans 1'huile d'olive ou le café et les jus

d'agrumes (Moga et al., 2016).

2.1.1. Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques ayant une formule de base C6-C3 et dérivés de
l'acide cinnamique, présents dans les aliments souvent sous forme d'esters simples avec de
I'acide quinique ou du glucose (figure 7). L'acide hydroxycinnamique 1i¢ soluble le plus
abondant présent est l'acide chlorogénique (une forme combinée d'acides caf€ique et
quinique). Les quatre acides hydroxycinnamiques les plus courants sont I’acide férulique,

caféique, p-coumarique et sinapique (Kumar et Goel, 2019).
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COoH
,ﬁ_*’
1 R1=R2=H Acide cinnamique (non phénolique)
,/II ] R1=H, R2=OH Acide p-coumarique
R — R1=R2=0OH Acide caféique
’ 1
R R1=0OCH3, R2=0OH Acide férulique

Figure 7 : Structure de 1’acide hydroxycinnamique (Abbas et al., 2016).

2.1.2. Les acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques possédent une structure commune de C6-C1 et dérivé
de l'acide benzoique. Ils se trouvent sous forme soluble (conjuguée a des sucres ou a des
acides organiques) et liés a des fractions de paroi cellulaire sous forme de lignine. Les
acides hydroxybenzoiques le plus connu on a les acides p-hydroxybenzoique, gallique,

protocatéchique, vanillique et syringique (figure 8) (Kumar et Goel, 2019).

CO,H
R1=R2=R4=H, R3=0OH Acide p-hydroxybenzoique
Ry
R1=R4=H, R2=R3=0H Acide protocaatéchique
R1=R4=H, R2=0OCH3, R3=0OH Acide vanillique
Ry R4 ) .
R1=H, R2=R3=R4=0H Acide gallique
R;

R1=0OH, R2=R3=R4=H Acide salicylique
Figure 8 : Structure les acides hydroxybenzoiques (Abbas et al., 2016).

2.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe des composés phénoliques
végétaux, représentant plus de 4000 composés phénoliques naturels. Les flavonoides sont
des composés de faible poids moléculaire, constitués de quinze atomes de carbone,

disposés selon une configuration en C6—C3-C6(figure 9). Essentiellement, la structure est
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constituée de deux cycles aromatiques A et B, reliés par un pont a 3 carbones,

généralement sous la forme d'un cycle hétérocyclique, C.

Les flavonoides sont en outre divisés en sous-classes basées sur la connexion d'un
cycle aromatique au cycle hétérocyclique, ainsi que I'état d'oxydation et les groupes
fonctionnels du cycle hétérocyclique. Dans chaque sous-classe, les composés individuels
sont caractérisés par des modeles d'hydroxylation et de conjugaison spécifiques. Parmi les
principales classes de flavonoides, les flavones et les flavonols sont les composés les plus

répandus et structurellement diversifiés (Tableau 1) (Shahidi ef al., 2019).

Figure 9 : Structure générale du noyau des flavonoides (Kumar, et Pandey, 2013).
Les principales classes de flavonoides

Tableau 1 : Principales classes de flavonoides (Tsao, 2010).

Classes Structures Substitutions Exemples
Flavanone T R1=H Naringénine
S “ R1=OH Eriodictyol
\Q;‘/ R1=0CH3 Héspéritine
f‘?ll L&)
Flavonols R R1=H Kaempférol
OH
O R1=0OH Quercétine
HO o]
‘ | R1=0OCH3 Isorhamnéte
OH
OH ]
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Flavanols Catéchine
Epicatéchine

Isoflavone Genisteine

Daidzeine
Anthocyanidines ! R1=H Pélargonidie

/ e}
\ R1=OH Cyanidine
HO. C \

OH

2.3 Tannins

En général, les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 1'eau, ils ont un
poids moléculaire compris entre 500 et 3000. Ont des propriétés spéciales telles que la
capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et d'autres protéines (Falcao et Araujo,

2018).
Il est classé en deux groupes a savoir :

2.3.1. Tanins hydrolysables

Les Tanins hydrolysables sont les classes importantes des tanins avec l'alcool
polyhydrique comme élément central de leur structure. Ils sont contiennent de 1'acide
gallique dans leur structure qui est parmi les acide phénolique. Il existe deux autres
subdivisions des Tanins hydrolysables: les ellagitanins et les gallotanins (Figure 10). Les
Tanins hydrolysables se trouvent également dans les plantes terrestres, les bananes, les

raisins et autres fruits (Amarowicz et al., 2018).
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Figure 10 : Structure Tanins hydrolysables (Basli et al., 2012).

2.3.2. Les tanins condensés

Les tanins condensés (TC) sont des polymeres produits par condensation de flavanes.
IIs sont également appelés proanthocyanidines (Figure 11). Ce sont les polymeres du
flavane-3-ol et sont d'éminents antioxydants naturels. Les tanins condensés sont des
polyphénols dans la nature et se trouvent dans les fruits, les graines, les noix, les légumes,

I'écorce, les fleurs et le thé noir (Hussain et al., 2019).

OH

OH

OH

Figure 11 : Structure les tanins condensés (Basli et al., 2012).

3. Les propriétés biologiques des polyphenols

Les composés phénoliques ont de nombreuses propriétés qui sont bonnes pour la
sant¢ humaine, notamment une activité anti-inflammatoire, une inhibition enzymatique,
antimicrobienne, antiallergique, vasculaire et cytotoxique, mais l'action la plus importante

des phénols est leur activité¢ antioxydante (Figurel2). De plus, les composés phénoliques
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possédent d'autres propriétés telles que la production de peroxyde d'hydrogene en présence
de certains minéraux, la capacité de piéger les électrophiles et d'inhiber les réactions de
l'azote et des minéraux chélateurs, ils agissent donc en empéchant le déclenchement de

nombreuses maladies humaines (Cartea et al., 2010).

Action sur les cellules du ;
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

— 1

Détoxifiant -— POLYPHENOLS<_——> Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant
Vasodilatateur Anti-thrombotique
/—~.‘
eNOS NO

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 12 : Propriétés biologiques des polyphenols (Martin et Andriantsitohaina,
2002).

3.3. Activité antioxydante

Les polyphénols sont des antioxydants puissants qui peuvent neutraliser les radicaux
libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne. Le systéme hautement conjugué et
certains modeles d'hydroxylation tels que le groupe 3-hydroxy dans les flavonols sont
considérés comme importants dans les activités antioxydantes. Les polyphénols suppriment
la génération de radicaux libres, réduisant ainsi le taux d'oxydation en inhibant la
formation ou en désactivant les espéces actives et les précurseurs des radicaux libres. Plus
fréquemment, ils agissent comme des piégeurs de radicaux directs des réactions en chaine
de peroxydation lipidique (casseurs de chaine). Les briseurs de chaine donnent un électron
au radical libre, neutralisant les radicaux et devenant eux-mémes des radicaux stables

(moins réactifs), arrétant ainsi les réactions en chaine (Tsao, 2010).

3.2. Activité anti-inflammatoire
I1 a été démontré que de nombreux composés phénoliques inhibent la production de
composés pro-inflammatoires (l'interleukine (IL), la cyclooxygénase (COX) -2, le facteur

de nécrose tumorale TNF -a et la prostaglandine E2 (PG-E2) sont générées). Par exemple,
21
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les acides phénoliques, tels que 1'acide gallique et les acides féruliques, ont été signalés
pour supprimer l'enzyme COX-2, et il a ét¢ démontré que l'acide férulique inhibe la
production de TNF-a. Il a été rapporté que la flavone apigénine et la lutéoline inhibent la
production de COX-2 et inhibent le facteur de transcription (facteur nucléaire kappa B) qui
active la production de ces composés pro-inflammatoires. Il a également été démontré que
les 3-désoxyanthocyanidines suppriment la production de COX-2 et de PG-E2. On pense
que les effets inhibiteurs contre les composés pro-inflammatoires sont importants pour la

prévention des maladies (Xiong et al., 2019).

3.3. Activité anticancéreuse

L'effet des polyphénols sur les lignées cellulaires cancéreuses humaines, est le plus
souvent protecteur et induit une réduction du nombre de tumeurs ou de leur croissance, ces
effets ont été observés en divers sites, notamment la bouche, 1'estomac, le célon, le foie, le
poumon, la glande mammaire ou peau. De nombreux polyphénols, tels que la quercétine,
les catéchines, les isoflavones, les lignanes, les flavanones, l'acide ellagique et la
curcumine ont été testés; tous ont montré des effets protecteurs dans certains modeles, bien

que leurs mécanismes d'action se soient avérés différents (Pandey et Rizvi, 2009).
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Matériels et Méthodes

Le travail expérimental a été réalisé pour déterminer le contenu en polyphénols
totaux et en flavonoide, et évalue l'activité antioxydant in vitro de la plante médicinale

. n
"Iviscosa .

1. Matériels
1.1.Matériel végétal

L’espece sélectionnée 1. viscosa a été récoltées dans la région de Hammam D'alaa-
Msila la fin de Mars 2019 .Elle a été séchée a l'abri de I'humidité et de la lumiére du soleil,
a une température ambiante. Les partie aériennes (feuille, tige, fleur) d’/. viscosa sont
récupérées et réduit en poudre fine a 1’aide broyeur électrique, la conservation de poudre
obtenu est a l'abri de l'air, de I'humidité et de la lumiere dans des flacons hermétiquement

fermés pour qu'elle soit préte pour 1’extraction.

1.2. Appareils et produits chimiques

Produits chimiques

Réactif de folin-ciocalteu, carbonate de sodium, quercétine, acide gallique,

méthanol, trichlorure d'aluminium, ferrozine, chlorure de fer (1) et EDTA.
Appareillage

Spectrophotometre, rotavapeur, balance de précision, bain marie et agitateur

magnétique.

2. Méthodes

2.1.Préparation des extraits

2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux (EAq)

L'EAq de la plante Lviscosa a été préparé selon la méthode de (Zbadi et al., 2018).
Briévement, Un quantité de 50g de matériel végétal broy¢ a été pesée et mélangés avec 500
ml d’eau distillé dans erlenmyer pendant 10 min sous agitation sur plaque chauffant. En
suite, on le refroidit (15min) puis filtré¢ a 1’aide d’un papier filtre. Le filtrat est séché dans
I’étuve 40C° pendant un jour pour débarrasser de I’eau résiduelle. Puis conservé au

réfrigérateur jusqu’a son utilisation.
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2.1.2. Préparation de I'extrait méthanolique (EMth)

L'extrait méthanolique de la partie aérienne d’/.viscosa a été préparé a partir de 50g
de broyat des tiges et des feuilles, qui ont ét¢é mis a macérer dans 500 ml (70%) de
méthanol a la température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 24 heurs. Le mélange
a été filtré a travers du papier filtre. Le filtrat soumis a une évaporation a 1’aide d’un
évaporateur rotatif puis séché dans une étuve a 40°C pendant 24heurs. L’extrait sec a été

récupéré, pesé et conservé au réfrigérateur jusqu’a son (Atere et al., 2018).

Le rendement d'extraction de chaque étape est calculé par la formule suivante:

Rendement d'extraction(%) = ((P;-Py)/P,)100

Py:poids vide du cristallisoir ou boite de pétri(g).
Py:poids d'extrait apres évaporation(g).
P,:poids de la poudre de la phase précédente(g).

2.2.Dosage des polyphénols totaux

Le contenu des EAq et EMth en polyphénols totaux est a été effectué par la méthode
de folin-ciocalteu, selon le protocole qui décrite par (Li ef al., 2007) un volume de 0,2 ml
des solutions d'extraits a différentes concentrations sont mélange avec un volume de 1ml
de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans 1'eau distillée). Aprés 4min, 0,8 ml d'une
solution de carbonate de sodium (7,5%) a été ajoutée au milieu réactionnel. Apres deux
heurs d'incubation a la température du laboratoire, la lecture de I'absorbance est mesurée a
765nm. On répétée la méme avec touts les standards solutions d'acide gallique (20-
160ug/ml) pour établir la gamme d'étalonnage les résultats sont exprimé en microgramme

d'équivalents d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug EAG/mg d'extrait).

2.3.Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides dans les EAq et EMth d’/viscosa est estimée par la
méthode de (Benslama et Harrar, 2016).Un volume de 0,4 ml de la solution de 1'extrait ou
quercétine a été mélangée avec 0,4 ml de solution d’ALCL;3 (2%). Apres l'incubation 10
min a température ambiante, 1’absorbance est lue a 430 nm. La quercétine a différentes
concentration (2-40ug/ml) comme standard dans les mémes conditions que 1'échantillon.

Les résultats sont exprimés en pug équivalent de quercétine par mg d'extrait (ug EQ/mg E).
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3. L’activité antioxydant par le test de chélation de fer

Principe

La ferrozine réagit avec le fer est former un complexe (ferrozine- Fe™), chromophore
violet ayant un maximum d’absorption a 562 nm. En présence d’agents chélateurs, la
formation de ce complexe est perturbée aboutissant a une diminution de la couleur violette
qui est suivie au spectrophotometre.

Mode opératoire

Le pouvoir chélateur des extraits des plants est déterminé selon la méthode de Le et
ses collaborateurs (2007). La méthode est basée sur I’inhibition de la formation du
complexe Fe(IT)-ferrozine aprés le traitement des échantillons avec les ions Fe*. 500u1 de
solutions d’extraits ou du standard (EDTA) a différentes concentrations sont mélangées
avec 100ul de FeCl, chlorure de fer (0.6 mM dans 1’'H,0) et 900ul de méthanol. Apres
Smin d’incubation .100ul de ferrozine (SmM) sont ajoutées au milieu réactionnel, le
mélange est agité et laisse réagir pendant 10min pour premiére la complication du fer
résiduel. L absorbance du complexe Fe™ ferrosine est mesurée a 562nm le controle négatif
est préparé de la méme manicre en remplagant 1’échantillon a teste par la méthode.

L’activité chélatrice est exprimée en pourcentage en utilisant 1’équation ci-dessous :

Activité chélatrice (%)= ((Ac-Ae)/Ac) x100)

Ac : absorbance du controle
Ae : absorbance des échantillons

La concentration (EC50) des deux extrais qui produisent 50% d’activité ont été

calculées.
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Résultats et discussion

1. Le rendement d'extraction
L’extraction par décoction de la partie aérienne de la plante /. viscosa a permis d'obtenir
un résidu sec d'extrait brut avec un rendement de 16.4% et le rendement de I'extrait

aqueux de la partie aérienne d'[. viscosa aprés macération a €té estimé a 9.6% (Tableau 2).

Le rendement de I'EAq plus élevé par rapport a I’EMth, donc la différence de rendement
entre les deux extrait a cause de ; les méthodes appliquée et les conditions dans lesquelles
l'extraction a été effectuée(le solvant extracteur, condition de séchage) le contenu chimique
de chaque extrait. L’espece végétale (la région de collecte, la période) la partie de la plante

choisie pour I'extraction (Zbadi ef al., 2018).

2. Teneur en polyphénols totaux des extraits d’L.viscosa

La détermination de la teneur de polyphénols totaux de 'EAq et I'EMth de la plante /.
viscosa a ¢té réalisée par la méthode spectrophotométrique de Folin_Ciocalteu et I'acide
gallique a été utilisé comme standard. La courbe d'étalonnage représente une linéarité de
I'absorbance en fonction des concentrations avec une équation de type y=0,005x+0,050
sachant que R*=0,990, qui permet de calculer la teneur de polyphénols de chaque extrait ou
les résultats exprime en microgramme équivalent d'acide gallique par milligramme

d'extrait (ug EAG/mg d'extrait) (Figure 13).

o ; y = 0,005x + 0,050
' R?=0,990
0,8 -
2 0,7 -
506 - )2
o5 -
20,4
03 -
02 -
01 -
0 . ; ; .
0 50 100 150 200
Acide gallique (ng/ml)

Figure 13: Courbe d’étalonnage d'acide gallique.

26



Chapitre V Résultat et Discussion

3. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides suivi d’une €tude quantitative de I'EAq et EMet, qui
réalis¢ au moyen de dosage spectrophotométrique selon la méthode de trichlorure
d’aluminium pour la détermination de teneur totale de flavonoide. La courbe d’étalonnage
a été¢ tracée pour ce objectif qui suit une équation de type y=0,032x+0,026 sachant que
R?=0,994, et la quantité de flavonoide obtenus est exprimée en microgramme équivalent de

quercétine par un milligramme d'extrait (ugEQ/mgE) (Figure 14).

1,4 -
y =0,032x + 0,026 %
1,2 - R?=0,994
v 1
2
S 08 -
(="
S
2 06 -
2
0,4 -
0,2 -
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Quercétine(ng/ml)

Figure 14: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

D'apres les résultats obtenus montrent que I'EMth posséde la teneur des composés
phénoliques le plus élevées par rapport de I'EAq d'I. viscosa (tableau 2) ces résultats
concordant avec les travaux sur la méme espece végétale 1. viscosa (Bekkara et al., 2008)
qui montre que l'extrait méthanolique a une teneur en polyphénols de 2.745+0.38 mg
EAG/gE alors que notre extrait obtenus par macération a une meilleur teneur en
polyphénols et d'autre étude sur I viscosa montre que la méthode d'extraction par le
méthanols donne une meilleur extraction des molécules polyphénoliques (Mohti et al.,

2019).

La différence de la teneur en composés phénolique totaux entre 'EAq et 'EMth en
raison de la variation dans la solubilit¢ des composés phénoliques dans le solvant
extracteur polaire et dans notre étude il est devenu que l'addition de l'eau au solvant
organique (méthanol) augment la solubilité des polyphénols. Généralement la solubilité

des polyphénols dépend principalement du nombre de groupement hydroxyles, de poids
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moléculaires et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base (Mahmoudi et

al., 2013)

Tableau 2 : Rendement, les teneurs en polyphenols et flavonoides de ’EAq et Met

d’l viscosa.
Le rendement en Polyphenols (pg Flavonoides (ng
(%) EAG/mgE) EQ/mgE)
EAq 16,4% 29,073 1,709
EMth 9,6% 47,255 7,019

4. L’activité antioxydante par le test de chélation de fer

L'évaluation de la pouvoir chélatrice de 'EAq et EMth de la plante . viscosa L a
¢tait réalisée par un dosage spectrophotométrique, en utilisant la férrozine qui forme un
complexe avec le fer résiduel (fe™—ferrozine) de couleur violet dans le milieu réactionnelle
ayant une maximale absorption & 562nm. En présence d'agents chélateurs la formation de
ce complexe est perturbée a une diminution de la couleur violet. L’activité antioxydant de
I'EAq, I'EMth et EDTA de a été estimée en pourcentage d'inhibition .Nos résultats (Figure
15).

60 -

N
S
1

EC50% (ng/ml)
[\ o] W
S S

EDTA E.Met E.Aq

Figure 15:Valeurs des IC50 des extraits de /. viscosa et I’EDTA .

Les résultats démontrent que le pouvoir chélateur de métal de transition fe™* exercé

par 'EAq et 'EMth de la partie aérienne d'I.viscosa est significativement différent en
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comparaison avec activité chélatrice de molécule de référence EDTA. Le pouvoir chélateur
est exprimé en valeur d’EC50 (la concentration la plus faible correspondant l'activité

antioxydant la plus importante).

Le chélateur standard EDTA exerce une activit¢ chélatrice de EC50 a une
concentration tres faible de 6,05ug/ml cette valeur reflétant sont puissante effet chélatrice
par rapport aux deux extraits testés dans les mémes conditions et qui elle assure une
inhibition totale de la formation de complexe Fe™—ferrosine qui est traduit par une

diminution de l'intensité de la couleur violet de ce complexe

Les extraits polaires (EAq et I'EMth) présentent une faible activité chélatrice par
rapport le chélateur standard EDTA. Ou les valeurs d’EC50 de l'ordre de 35,6pg/ml pour
I’EMth qui est élevé par rapport a 51,12pg/ml pour 'EAq.

La variation dans la capacité de chélation des ions ferreux dans 1'EAq et I'EMth
¢taient fortement corrélés avec les teneurs des composés phénoliques qui sont des agents
chélateur de métal de transition et sont efficace comme des antioxydants naturels ou on
trouve l'extrait de teneur plus élevé en composés phénolique possedent aussi la meilleure

activité chélatrice (1'EMth) (Haddouchi et al., 2014)
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Conclusion

la médicine populaire implique 1'utilisation des divers plantes médicinal qui possedent
plusieurs effet thérapeutique grace a leurs composition et sont richesse par des molécule
bioactive tels que; les polyphénols, les flavonoides ,terpenoides ...ex qui sont caractérisé par
une grand intérét et représente la source principale des antioxydants et anti-inflammatoire
naturelle, aussi sont utilise dans les différents industrie et la production des médicaments pour

le traitement des plusieurs maladies.

Notre travail était intéressé¢ a étudie l'activité antioxydant d'une plante médicinale
reconnu pour son importance médicinale elle est appelée 1. viscosa ou dans la partie pratique

de notre étude implique

La réalisation d'une extraction de la plante Lviscosa partir de deux processus sont la
décoction et la macération pour produire deux extrait: I'un aqueux et I'autre méthanolique qui
sont donnent un rendement différents avec un pourcentage de 16,4% pour ’EAq et 9.6%
pour 'EMth puis la réalisation d'un dosage colorimétrique pour la détermination de teneur
des polyphénols, et des flavonoides qui donnent des teneur considérable et différents de ces
métabolite entre les deux extrait. Ou les résultats montrent que les deux extrait sont riche en
compose phénoliques avec la prédominance de ces derniers dans l'extrait méthanolique en

raison de leur solubilité plus élevé dans la solvant méthanolique.

L'évaluation in vitro de l'activité antioxydant des extraits d'/. viscosa selon un seul test,
test de chélation du fer, les résultats montrent une forte activité chélatrice vis-a-vis du fer

ferreux.
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