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Résumé

Dans le cadre de 1’évaluation des plantes médicinales algériennes, nous avons prété
attention dans cette étude a la plante Ephedra. Le but de cette étude était de étudier ses
polyhenols , de comparer le pourcentage de flavonoides avec les polyphénols et d’évaluer

I’activité antioxydante des extraits que nous avons obtenus par macération et décoction.

Les analyses ont révélé que les tiges d’éphédra sont riches en polyphénols a 232,34 +
3,61 ;205,53 £ 2,9 ug EAG/mg et en flavonoides a 98,85 + 0,098 ;93,69 + 0,069 ug EAG/mg .
Les meilleurs résultats ontété obtenus en extrait de méthanol.

L’évaluation de I’activité antioxydants de 1’extrait d Ephédrapar le test DPPH qui nous a

montré une bonne activité de I’extrait de méthanol suivi de I’extrait d’eau.

Mots clé. polyphénol, flavonoide, DPPH, activité antioxydante etméthodes d’extraction.



Abstract

As part of the evaluation of Algerian medicinal plants, we paid attention in this study to the
Ephedra plant. The purpose of this study was to know the polyphenols in it, to compare the
percentage of flavonoids with polyphenols and to evaluate the antioxidant activity of the

extracts obtained by maceration and decoction

The analyses revealed that the Ephedra stems are rich in polyphenols at 232.34 + 3.61;205.53 +
2.9 ng EAG/mg and flavonoids at 98.85 + 0.098;93.69 + 0.069 pg EAG/mg . The best results
were obtained in methanol extract.

Evaluation of the antioxidant activity of the extract with the DPPH test which showed us a good

activity of the méthanol extract followed by the water extract.

Key words. polyphenol, flavonoid, DPPH, antioxidant activity and extraction methods
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'Antiquité pour soulager et traiter certaines
maladies infectieuses chez ’homme. Parce qu'ils sont une source commune de médicaments
sous forme de formulations traditionnelles ou d’ingrédients actifs pur. Les produits naturels des
plantes fournissent de nouvelles sources d'activité biologique importante A propos de la
maladie et de la santé humaine. (Xavier, 2019). et plusieurs plantes peuvent traiter de nombreux
maux du quotidien, des simples affections digestives aux traitement des maladies chroniques
comme le cancer, les ulceres, le diabete, etc.

Aujourd'hui encore au 21éme siécle, plus de 80% de la population africaine utilise des
médicaments fabriqués principalement a partir de matériel végétal cultivé dans son
environnement. Exister a I'échelle mondiale, prés de 25 % des prescriptions sont a base de
plantes, 60 a 70 % des médicaments antibactériens et anticancéreux sont des substances
naturelles (Rates 2001). L’Algérie, par la richesse et la diversit¢ de sa flore, constitue un
veritable réservoir phylogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-especes de plantes
vasculaires (Hamel, 2018) ’éphédra est 1’une des plantes médicinales trouvées en Algérie qui
fera 1’objet de ce mémoire, Nous nous sommes intéressés a I'étude de I'activité antioxydante de
I'ephedraalata et a la réalisation de tests phytochimiques .

Notre recherche sera divisée en deux grandes parties, la premiére est consacrée a un
résumé bibliographique contenant des informations générales sur la plante, sa composition
phytochimiques et activité antioxydante .

La deuxieme partie explique matériel et méthodes utilisés aux différentes étapes de nos
travaux expérimentaux. On commence cette partie par la préparation des extraits de plantes,
puis analyse phytochimique préliminaire des plantes dans la troisieme étape est le dosage des
polyphénols et des flavonoides totaux, et enfin 1’évaluation de 1'activité anti-oxydantes, Enfin

nous présenter nos résultats de discussions.
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|. Ephedraalata alenda

Géneralités sur la plante Ephedlraalata

Le genre Ephedraest le seul genre representé par la famille des Ephedraceaes, il inclue
environ 40 espéces dans le monde (Evans, 2009). L'espéce EphedraalataDecne est une plante
médicinale originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawi et al., 2011). Elle est
commune dans le Sahara du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie Saoudite (Caveneyet
al., 2001). En Algérie, E. alatase trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau
des terrains sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le
sable de I'étage tropical et la Hamada de Tinghert (Ozenda, 1991). Elle se développe

habituellement dans les des pentes seches et des cotés de montagnes (Limbergeret al., 2013)

Position systématique
La systématique d’Ephedraalata,est donnée dans le tableau 1.

Tableau 1. Classificationd ’Ephedra alata alenda selon (Ozenda, 19)

Regne Plantae

Embranche ment Spermaphytes

Sous embranchement Gymnospermes
Classe Gnetopsida

Ordre Ephedrales

Famille Ephedraceae

Genre Ephedra

Espece Ephedraalata

Sous espéce Ephedraalataalenda

Nom vernaculaire d’Ephedra alata alenda

En arabe : 33\, enfrancais : Ephedre et Ephedra en anglais.

Description botanique

Il s'agit de I'un des rares arbustes des zones sahariennes (fig01), également considéré
comme nano phanérophyte au sens de (Raunkiaer 1934). C’est un arbuste vivace, rigide, jaune-
vert, densément ramifié, de 40 & 100 cmde hauteur et souvent plus large que haut (Palici, 2016).

2



Chapitre | Ephedra alata alenda

Les rameaux sont articulés et portent au niveau des nceuds des feuilles réduites en
écailles et opposées. Les fleurs unisexuées sont groupées en petits cénes (fig 1). Les fleurs
males et femelles sont généralement sur des pieds différents (Palici, 2016). Toutefois, on peut
dans certains cas observer des individus portant les deux types de fleurs.

Sur le plan écologique, cette plante est une excellente sandale & vent. Cependant, la

qualit¢ de son charbon de bois, prisée par les peuple du sahara, laisse penser qu’elle est en

danger de déforestation (Abdallah et Chaieb, 2007 ; Palici, 2016 ; Danciuet al., 2019).

Figure 1 : Arbuste d'Ephedra alata (Chaiebet al., 2008)

Répartition géographique

L'espéce E. alata est une plante médicinale appartenant au genre Ephedra originaire
D’ Asie, y compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawie etal., 2011). Elle est commune dans le Sahara
du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie (Ozenda, 1991). En Algérie, E. alata se trouve
dans le Sahara et septentrional occidental au niveau des terrains sableux, des regs et du lit
sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de I'étage tropical et la Hamada
de Tinghert (Ozenda, 1991).
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Figure 2 : Distribution de 1’Ephédra dans le monde (Cavaney et al., 2001)

Chimie de la plante

Les especes de I'Ephedra sont des sources naturelles de nombreux phyto constituants
Incluant des alcaloides, des tanins, des saponines, des proanthocyanidines, des acides
Phénoliques, des flavonoides et des huiles essentielles (Hegazi et EI-Lamey, 2011).

Il est bien connu dans la littérature que les propriétés biologiques traditionnelles de
I'Ephedra sont attribuables en grande partie aux alcaloides de type éphédrine, proto-alcaloides
dérivés de la phénylalanine (Caveney et al., 2001). Notons que 1’éphédrine et la pseudo
éphédrine sont généralement les plus abondantes, ils représentent environ 80% de la teneur en

alcaloides dans la plante séchée (Caveneyet al., 2001 ; Soniet al., 2004 ; Phinneyetal., 2005).

Utilisations traditionnelle

Cette  espéce est bien utilisée  dans le pays domaine
médecine traditionnelle, parle notamment dans I'utilisation des jeunes tiges (Abourashed et al.,
2003). Ces tiges sont généralement bouillies environ 30 minutes dans I'eau et la décoction est
consommée par voie orale comme thé chaud a une dose de 1,5 a9 g d'herbe (Jaradat et al.,
2015).

Les troncs d'E.alata sont utilisés pour traiter les troubles rénaux, bronchiques, du
systeme circulaire, du systéeme digestif et pour soulager et traiter le cancer (Jaradatet al., 2015)
Les tiges sont ainsi machées afin de traiter les infections bactériennes et fongiques (Al-Qarawiet
al., 2011), et pour le traitement de la toux & cause de son effet décongestionnant (Abourashedet
al., 2003).
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En Algérie, E.alata s’utilise contre la grippe, la coqueluche, la faiblesse générale
entisane et par inhalation ainsi sous forme de gouttes nasales contre les rhumes (Ould El Hadj
et al., 2013).

La poudre d’Ephedra alata est utilis¢é comme un traitement contre le diabéte en Maroc
(Ghourri et al., 2013).

En Asie, les  chinois donnent le  terme Ma-huang a la  partie  aérienne
de I'espece Ephedraalataest destinée a combattre I'asthme bronchique, le rhume, la grippe, la
fievre, les frissons, le nez bouché, les oedémes, les maux de téte, les douleurs articulaires et
comme diaphorétique, anti allergique et antitussif (Abourashed et al., 2003 ; Soni et al.,2004 ;
Ma et al., 2007), et a fabriquer clandestine d'une drogue de rue, de la méthamphétamine (d-

desoxy-éphédrine) (Caveneyet al., 2001).

En Egypte, E.alata est utilisée en médecine traditionnelle comme hypotensive,

antiasthmatique et agent astringent(Nawwaret al., 1984).

En Arabie Saoudite, Ephedra est I'une des plantes de les plus qualifiées. Elle a été
utilisée comme paturage pour de nombreux constituants par son aréme acceptable (AL-Qarawi
et al., 2012).

En Palestine, Il est utilisé en médecine traditionnelle pour les allergies, |'asthme
bronchique, les frissons, le rhume, 1a 1'cedéme, la fiévre, le grip et les maux de téte(Al-Rimawi
et al., 2017).

Les parties utilisés dans la médecine traditionnelle sont les feuilles et les rameaux (Ould
Elhadj et al., 2003) et aussi les tiges vertes séchées, qui sont usuellement bouillies dans de 1’eau
pendant environ trente minutes et administrées comme thé chaud (Abourashedet al., 2003).

Pharmacologie

Les effets pharmacologiques et toxicologiques de cet arbuste semblent étre attribuable

a ses alcaloides de types éphédrine, principalement (-) -éphédrine et (+) - pseudoéphédrine.

L’Ephédrine, malgré 1’absence de groupement phénolique caractéristique des
catécholamines, est un sympathomimétique, agoniste a la fois des récepteurs adrénergiques o
et B. Elle présente aussi un effet indirect sur le systéme sympathique via I’augmentation de la
libération de noradrénaline a partir des vésicules de stockage dans les neurones sympathiques
vers la zone synaptique ou il se fixe sur les récepteur post-synaptiques o et p (Ma et al., 2007
;:Chen et al., 2010 ; Limbergeret al., 2013;).
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Principaux effets de la stimulation des récepteurs adrénergiques
et comprennent une augmentation de la fréquence cardiaque et des contractions. Elle favorise
également la vasoconstriction périphérique due a la pseudoéphédrine, la bronchodilatation, ce
qui expligue son utilisation traditionnelle décongestionnant nasal et antiasthmatique, ainsi que
la stimulation du systeme nerveuse central (Abourashedet al., 2003 ; Phinneyet al.,
2005).Cependant, les effets hypertenseurs et vasoconstricteurs liés a 1’éphédrine, sont moins
rapides et moins puissants, mais plus durables et plus stables dans les conditions du
métabolisme contrairement a I'adrénaline (Chopra et al., 1960). C’est pour cela que
I’administration de I’éphédrine, qui semble le majeur principe actif de la plupart des especes
Ephedra, est contre indiqué chez les patients atteint d'hypertension ou toute autre maladies

cardio-vasculaires, de glaucome, ou de I’hyperthyroidie (Soniet al., 2004 ; Chen et al., 2010).

Toutefois, la phytothérapie n'a pas que des effets bénéfiques. Comme tout produit actif,

elle peut avoir des effets indésirables, toxiques et allergiques.

Toxicologie

D’Ephedraalata semble étre attribué a ses alcaloides de type éphédrine, principalement
et pseudoéphédrine (Chen et al., 2010 ; Limberger et al., 2013). A doses fortes, I'éphédrine
provogue une hépatotoxicité avec une nécrose massive visible lors de I'examen histologique
(Zheng et Navarro, 2016), elle induit aussi la nervosite, nausées et vomissements, parfois des

douleurs aigue quelquefois des dermatites (Peters et al., 2005).

Etant donné  que  I'éphédrine induit la  libération  de noradrénaline,
I'éphédrine chez les patients recevant des inhibiteurs de I'oxydase, qui diminue la dégradation
et augmente le stockage de la noradrénaline, peut entrainer une hypertension sévere. Cette
interaction peut étre mortelle (Blumenthal et King, 1995). Etant donné que I'éphédrine induit la

libération de noradrénaline.
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[1. Métabolites secondaires

Définition :

Les métabolites secondaires (MS) sont des molécules organiques complexes
synthétisées par Les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011), Les métabolites secondaires des
plantes ont été défini pour la premiére fois par Albrecht Kossel, lauréat du prix Nobel de
physiologie ou de médecine en 1910 (Isela Garcia-Rios et al., 2020). Ce sont géneralement
caractérisés par une faible concentration dans les tissus végétaux. (Newman et Cragg, 2012).
IIs sont de plus en plus considérés comme des moteurs importants de la diversification et de

I'évolution des plantes (hatcher et al.,2020). Ce sont des molécules de faible poids moléculaire

avec diverses structures chimiques et activités biologiques (Mosunova et al., 2021).

Les métabolites secondaires jouent un rble important dans : Les mécanismes de
défense contre les agressions extérieures. Dont certains metabolites tels que les
anthraquinones, pourraient agir comme pigments accessoires, permettant en condition De
faible luminosité de capter I'énergie solaire ou a I'opposé, de protéger I'organisme contre les

effets nocifs induits parles radiations solaires (Greathead, 2003).

Classification :

Les métabolites secondaires sont composés de 4 principales catégories qui sont : les

polyphénols, terpénoides, stéroides et alcaloides (Hennebelle et al, 2004).

Les polyphénols :

Définition :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires (Lin et al., 2016) qui
proviennent de deux voies métaboliques : la voie de l'acide shikimique et la voie de l'acide
acétique (Reis Giada, 2013). lls se composent d’un ou plusieurs cycles aromatiques a savoir en
C6 (les composés phénoliques les plus simples), en C6-Cl(acides hydroxybenzoiques et leur
dérivés), en C6-C3 (phenylpropanoides, acides hydroxycinnamiques, umbelliferone et lignins)
en C6-C3-C6 (flavonoides y compris flavonones ; flavones ; flavonoles, catéchols, leuco

antocyanidines, anthocyanines, anthragainones, etc.) et de composés phénoliques polymériques
(les tannins) (Laid, 2016).
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Classification :
a. Acides phénoliques :

Le terme « acides phénoliques » décrit généralement les composés phénoliques ayant

un groupe acide carboxylique (Kumar et Goel, 2019).

b. Flavonoides :

Le terme flavonoide (de flavus, « jaune » » en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des poly phénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent
des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux
(Havasteen, 2002.).

Les flavonoides sont considéerés comme des agents antioxydants trés puissants en raison
de leur structure (Akroum 2011), particulierement grace a la position des groupements
hydroxyles sur les noyaux aromatiques (figure 03). lls ont la capacité de piéger directement les
radicaux libres et de chélater les ions métalliques impliqués dans la production des especes

oxygénées réactives (Cillard and Cillard 2006)

Figure 3 : structure chimique des flavonoides (Belloum, 2007).

c. Tannins :

Les tannins sont une famille complexe de composés polyphénoliques hydrolysables
Synthétisés comme métabolites secondaires par de nombreuses plantes (Feng et al., 2020). Ils
jouent un role de protection des vegétaux contre les insectes, les champignons et les bactéries,
et leur conférent une astringence qui peut étre répulsive pour les herbivores. lls participent
également a plusieurs réactions chimiques dans le métabolisme des plantes (Hassanpour et al.
2011 ; Hernes and Hedges 2004)
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d. Coumarines :

Le nom de la coumarine a été tiré d’un mot frangais « coumarou » qui désigne la féve
tonka, dont la dénomination botanique était a 1’époque « coumarounadorata » (Al-warhi et al.,
2020). Les coumarines constituent une large famille de métabolites secondaires que 1’on trouve
dans diverses espéces de plantes, champignons et des microorganismes (Annunziata et al.,
2020).

Terpénoides

Définition :

Les terpénoides constituent une classe importante de plus de 10000 composés qui
déterminent également I'activité pharmacologique des plantes medicinales. (Zian, 2016) Ce

sont des produits naturels, formés de I’assemblage d’un nombre entier d’unités isopréniques
(Merghem, 2009).

Classification :
Selon le nombre d’unités isoprénoides sous lequel ils sont parfois distingue :

- Les terpenes proprement dits ou mono terpenes (C10).
- Les sesquiterpenes (C15).

- Les diterpenes (C20).

- Les tristerpénes (C30).

- Les tétrasterpénes (C40).

- Les polyterpénes (4000)

Les stéroides rentrent dans le groupe des terpénoides et les caroténoides sont des tétra

terpénes (Merghem, 2009).

Les alcaloides :

Définition :

La premiére définition des alcaloides a été introduite par W. Meissner en 1818
(KukulaKoch et Widelski, 2017). Les alcaloides sont un groupe de composés azotés (Debnath
et al., 2018). Ils ont une structure complexe, leurs atomes d’azote sont inclus dans un systéme

hétérocyclique. 1ls sont localisés dans les tissus périphériques : assises externes des écorces de
tige et de racine, tégument des graines, et ils sont également stockés dans les vacuoles cellulaires
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(Bruneton, 2009). Chez les plantes, ces composés agissent soit comme agent protecteur contre
les champignons, les insectes ou encore les herbivores, soit comme source d’azote nécessaire
au developpement de la plante (Ceccon 2006). CECCON, J. Synthése Totale d'Alcaloides
Polyhydroxylés : la (-) -Swainsonine, la (+) -6- Epicastanospermine, la (+) -Castanospermine
et la (-) -Détoxinine. 2006.

Classification :

Selon I'origine biosynthétique, On distingue trois types d’alcaloides :

a. Lespseudo-alcaloides :
Ne possedent pas d’azote intra cyclique et 1’incorporation de |’azote dans la structure se
fait en phase finale : exemple la conine.
b. Les proto-alcaloides :
L’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique. Ils sont élaborés a partir
d’acides aminés
c. Lesalcaloides vrais :

Que I’on classe suivant la nature de leur cycle. L’atome d’azote est inclus dans un
hétérocycle ; Bio synthétiquement formés a partir d’acides aminés ; possédent une activité

pharmacologique marquée (Merghem, 2009).

O /CH;; N
OH
H3C\N N

CH3 Atropine

Caféine o HO

CHJO\\ /’\ -9
..... NH
CH3;0~ - CHa, o,
N—
CH
o 3
=
OCH; HO
Colchicine Morphine

La figure 4 représente quelques exemples important d’alcaloides
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I1]. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre sévere de I'équilibre entre la
production de radicaux libres et les défenses antioxydantes de I'organisme, entrainer de graves
dommages a la structure cellulaire et au métabolisme dégrade de nombreuses cibles telles que

: les protéines, les lipides et les acides nucléiques (soars,2005).

Définition des radicaux libres

Un radical libre (RL) est une espéce chimique (atome ou molécule) qui contient des
électrons non apparié (Figure 1). Ce déséquilibre n'est que temporaire et se comble en acceptant
un autre électron ou en transférant cet électron libre vers une autre molécule (Afonso et al.,
2007). En effet, ce radical a toujours tendance a remplir son orbitale pour se stabiliser en
piégeant des électrons : il va donc se réduire a oxyde un autre composé. (Goudabl et Favier,
1997).

Les Antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir
ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible (Halliwell et Gutteridge, 2007). Ces
antioxydants permettent de minimiser le dommage oxydatif (Tang et Halliwell, 2010). Les

antioxydants sont composé de systéemes antioxydants endogenes et exogénes (Desmier, 2016).

Les types des antioxydants

Il'y a deux types des antioxydants

Antioxydants enzymatiques

Plusieurs enzymes empéchent la formation de radicaux libres, dont certaines agir
directement dans la récupération des ROS (enzymes primaires), alors que « enzymes
secondaires » jouent un réle indirect en soutenant d’autres antioxydants endogenes (Banafsheh
et Sirous, 2016)

CAT

L’enzyme est caractérisée qu’il est 1’une des enzymes connues de leur taux de conversion
¢levé, il est essentiel de retirer le peroxyde d’hydrogéne, produit par peroxyde par oxydation

des acides gras, des voies respiratoires légeres, et démolition purine (Gill ET Tuteja, 2010)
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2H20+ 022H202

Glutathion peroxydase (GPx)

GPx est une oxydoréductase dépendante du sélénium, se localise dans le cytosol et la
matrice mitochondriale. Il agit en conjonction avec le tripeptide glutathion(GSH), le substrat
pour la réaction catalytique de GPx est H202 ou un peroxyde organique ROOH comme montre
dans la réaction (4). GPx décompose les peroxydes en eau tout en oxydant simultanément le
GSH (donneur d’électrons) (Cardoso et al., 2017).

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion superoxyde O2e- par une réaction de dismutation, en

le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygeéne.
2H +202~H202 + 02

Chez I’homme, on décrit 3 isoenzymes : la Cu/Zn-SOD 1 cytosolique, la Mn-SOD2
mitochondriale et la Cu/Zn-SOD 3.(Haleng, Jet al 2007)

Antioxydants Non Enzymatiques

Des composés chimiques de faible poids moléculaire peuvent également étre utilisés.
Dans ce cas, leurs actions ne sont pas appropriées. Catalytique, nécessitant une régénération ou
un approvisionnement constant en antioxydants En conséquence, des antioxydants non
enzymatiques peuvent étre utilisés. Divisé en endogene (si la cellule eucaryote est capable de
la synthétisé) et exogeéne (si la cellule eucaryote est capable de) exogene (si 1’antioxydant doit

étre consommée régulierement dans le cadre de sonalimentation) (Sharifi-Rad et al., 2020)

Antioxydants non enzymatiques endogenes.

IIs existent plusieurs réducteurs endogenes capable de protégé 1’organisme contre les
ROS, les plus importants étant le glutathion, la bilirubine, 1’acide urique, le coenzyme Q, la
mélatonine et 1’acide lipoique (Sharifi-Rad et al., 2020)

12



Chapitre 111 stress oxydatif

Antioxydants non enzymatigques exogenes

Les antioxydants exogenes doivent étre complétés en permanence par le régime
alimentaire puisque leurs voies synthétiques sont géneralement présentes uniquement dans les
cellules microbiennes ou végétales. Vitamines, dont deux présenter des effets antioxydants
importants, comme les vitamines C et E, appartiennent a la classe essentielle des molécules
(Sharifi-Rad et al., 2020)

Les vitamines

e Lavitamine A : Ce terme groupe de rétinoides et fournissent de la vitamine A sont appelés
caroténoides. (Valko et al. 2006).

e Dans les aliments, les caroténoides se trouvent dans les carottes et les melons, tandis que
les rétinoides se trouvent dans les aliments d'origine animale (lait, jaunes d’ceuf).

e Lavitamine C: La vitamine C oul'acide ascorbique est soluble dans I'eau et I'antioxydant
naturel le plus puissant. Présent sous forme d'ascorbate, il piege les radicaux dans la phase
aqueuse avant qu'ils n‘amorcent des réactions lipidiques, protégeant ainsi les membranes et les
lipoprotéines

Les aliments les plus riches en vitamine C sont les agrumes, les kiwis et les 1égumes.
(Brocolis, chou-fleur, Gulcin 2012)

e La vitamine E : Le terme "vitamine E" comprend deux classes, les tocophérols et les
tocotriénols. Le composé principal est 1'B-tocophérol qui est synthétisé par les plantes. En
revanche, I'hnomme ne peut donc I'ingérer que par la nourriture.

e Lavitamine E est retrouvée dans les huiles végétales, les noix, les graines (Brigelius-Flohe
et.al. 1999)

Polyphénols

Les polyphénols sont des composés phytochimiques polyhydroxylés qui sont
synthétisés par les plantes et qui ont de nombreux avantages pour la santé humaine. Les
polyphénols ont la capacité de piéger et de récupeérer les radicaux libres en faisant don d’ions
hydrogéne pour stabiliser les radicaux libres. (Arts et Hollman, 2005; Yazaki, Sasaki et
Tsurumaru, 2009).
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IV. Matériel et Méthodes

Mateériel
Matériel végétal

Le matériel vegétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des jeunes tiges de

I’espéce Ephedra alata alenda. La récolte s'est effectuée le 08/03/2022.
Apres récolte, le matériel végétal est séché dans une étuve a 40°environ trois jours. Les

tiges sont broyées finement et conservées dans des boites fermées hermétiquement.

Présentation du site de récolte

La zone d’étude s’étend sur une superficie de 994,56 ha, soit 5.9% de la superficie total
de la forét domaniale de Dréat et Elle est localisée au Nord de lacommune de Hammam Dalaa
aenviron 15Km (Figure 1); limitée au Nord par le canton d’Ogribissa, a I’Est par Douar Dréat,
a 1’Ouest par le canton de Sidi Amar et le canton de Mechrarine, et au Sud par le canton
Boustéila.El- Haourane et ses environs sont formées par un cadre montagneux composant la
partie Nord-Est de la carte géologique du Tarmount (N°140, 1963-1964)

.Lazone d’étude El Haourane setrouve dans une ambiance bioclimatique semi-aride frais

(Emberger ,1955).

Figure 5 : Localisation géographique du canton El Haourane (Carte touristique. ONAT).La
zone d’étude Echelle : 1/1 000 00
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Méthodes

Préparation des extraits

- Extrait méthanolique

Dans une premicre étape 1’extraction se fait avec le méthanol. 50g de la plante broyée a
été soumise a une maceration avec 500 ml de méthanol a tempeérature ambiante et sous agitation

pendant 72 heures, puis I’extrait récupéreé est filtré.

Le filtrat obtenu est évapore dans une rota vapeur (évaporateur rotatif) a 45°C, 1’extrait est

placé dans une boite Petré en verre a 1’étuve a 40 °C jusqu’a séchage (Boubekri,2014).
- Extrait agueux

Dans une deuxiéme étape 1’extraction se fait avec 1’eau distillée. 50g de la plante broyée
a été soumise a une décoction avec 500 ml de I’eau déstillé a température élevé 80°C avec
’agitation pendant 15 min jusqu’a 1’évaporation, puis I’extrait recupére est filtré.

L’extrait est placé dans une boite pétré en verre a I’étuve a40 °C jusqu’a sechage.

Le rendement des extractions (méthanoiques, aqueux) sont calcules suivants la formule
ci-dessous (Boubekri,2014).

R% = Me / Mé * 100

R% : rendement en pourcentage.
Me : masse de 1’extrait SeC en gramme.

Mé : masse de 1’échantillon en gramme.

Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des

groupes de familles chimiques dans une drogue végétale donnée.

La partie aérienne d'E. alata réduite en poudre a subi différents tests chimiques afin de mettre

en évidence la présence ou I'absence des principales familles de métabolites secondaires.
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- Caractérisation des polyphénols et des tanins

Deux millilitres de solution & 2% de FeCls; mélangés avec 1ml de 1’extrait aqueux ou

methanolique. La couleur noire ou bleu-verte indique la présence des tanins et les polyphénols.
- Caractérisation des flavonoides

La présence des flavonoides dans les extraits peut étre mise en évidence par un test simple
et rapide appelé « réaction de Shinoda » (Lock etal., 2006). Le test consiste a ajouter a 2ml

de I’extrait, quelques gouttes d’HCI concentré (2N) et environ 0,5g de magnésium métallique.
Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur (Malec et Pamelio, 2003)
- Caractérisation des saponines

Cing millilitres d’eau distillée ont été ajoutés & 1 ml pour les deux extraits végétaux dans
un tube a essai et ils ont été secoué vigoureusement. La formation de la mousse indique la

présence de saponines.
- Caractérisation des stéroides

2 ml de chloroforme et de 2 ml de H,SO4concentré ont été mixés puis mélangés avec 1ml
de I’'un des deux extraits. Dans le bas la couche de chloroforme a produit une couleur rouge
indiguant la présence de stéroides. Un autre test a été réalisé en mélangeant 2 ml de chacun de
I’acide acétique avec du HSO4 concentré et de I’extrait brut avec 2 ml de chloroforme. La

couleur verte indique la presence des stéroides.
- Caractérisation des coumarines

Evaporer 5Sml d’extrait méthanolique (macération pendant 24h) dans une capsule a 1’air
libre. Ajouter au résidu 2ml d’eau chaude. Partager la solution entre 02tubes et ajouter au
contenu de 1’un des tube 0,5ml de NH4OH a 25%, mélanger et observer la fluorescence sous
UV a 366 nm une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté du NH4OH indique la

présence de coumarines, 1’autre tube sert de témoin.
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Dosage des polyphénols
Principe de dosage

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence

d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide.

Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les tannins. Le dosage de

polyphénol totaux par le réactif de Folin — ciocalteu (singleton et Rossi 1965).

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique(HsPW1204) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO1204). 1l est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon ,1968).la coloration
produit, Dont 1’absorption maximale est comprise entre 725et 750 nm est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

Protocole de dosage

Un volume de 200ul de I’extrait méthanolique ou aqueux de la plante est introduit dans
des tubes essai, le mélange de 1ml de réactif de Folin-ciocalteu dilué¢ 10fois et de 0,8 ml de
carbonate de sodium a 7,5% est additionné. Les sont agites et conservés durant 2 heures a la
température ambiante et a 1’obscurité. L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a
I’aide d’un spectrophotometre (Shimadzu-UV-2401PC, UV-VIS). Une courbe d’étalonnage est

réalisée en paralléle dans les mémes conditions en utilisant 1’acide gallique comme standard.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de

matiere seche (mg EAG/Q).

Dosage des flavonoides
Principe de dosage

La détermination quantitative des flavonoides est effectuée selon la méthode du
trichlorure d’aluminium AICI; (Bahorun et al.,1996). Ce dernier forme un complexe trés stable
avec les groupements hydroxyles des flavonoides. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible
a une longueur d’onde de 430nm. Les flavonoides sont estimés par la lecture de la densité
optique, dont la quercitine est utilisée comme standard. Les résultats sont exprimés en exprimés

en milligramme équivalent de quercitine par gamme de matiére seche (mg EQ/qg).
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Protocole de dosage

La concentration quantitative des flavonoides totaux est mesurée par la méthode
colorimétrique de 1’ AICls. Cette méthode sert a ajouter 1ml d’extrait (aqueux ou méthanolique)
ou de solution standard de quercétine a Iml d’Alcls (2%). La solution est bien agitée et
I’absorbance est mesurée a 430 nm avec spectrophotometre UV-Visible apres incubation

pendant 30 minute.

Evolution de Pactivité anti radicalaire (DPPH)
Principe

Ce dosage est basé sur la mesure de la capacité réductrice des antioxydantes vis-a-vis du
DPPH (2.2 diphényl-1-picryl-hydrazyl). Le DPPH est un radical libre stable a température
ambiante, de couleur violette foncé, il est réduit en présence d'une molécule antioxydantes dont

la couleur passe du violet foncé au jaune (Huang et al., 2005).

-
o < o <
omQN-_N © OZNQ:_N
R, - O

e~
Forme radicalaire DPPHe Forme non radicalaire DPPH

Figure 6: Mécanisme réactionnel intervenant lors dutest DPPHeentre I'espéce radicalaire
DPPH?e et un antioxydant (AH) (Molyneux, 2004).

Protocol
Le 2 diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) est déterminé par spectrophotométrie en se
référant au protocole de Itaeduok. (2017) modifié, Un volume de 1 ml de chaque extrait a

différentes concentrations est ajouté a 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH 0.004% de

4 mg de DPPH dans 100ml de méthanol.

Aprés une incubation 30 min a température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance du

mélange réactionnelle est mesuré a 517 nm. Le BHT est utilisé comme un standard antioxydant.
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Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par 1’extrait méthanolique ou aqueux

est calculé selon la formule suivante : | %= [1-(AbSgchantiton /ADS controle)] X100 0U :
| % : pourcentage d’inhibition du radical DPPH.

ADS echantilion - Absorbance de 1”échantillon.

ADS contror - Absorbance du controle.

L’activité antioxydante des extraits est exprimé en ICs . Toutes les opérations sont

effectuées trois fois.

Concernant le contréle contient seulement la solution de DPPH et le méthanol.
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V. Résultat et Discussion

Rendement des extraits

Les rendements et les différents aspects des extraits obtenus sont rapportes dans le tableau

(02)

Tableau (02): represente le rendement des deux extraits

Type d’extrait Aspect Couleur Rendement %
E Met Poudreux Vert 14,74
E aq Poudreux brune 5.15

- E Met : extrait méthanolique
- E AQ : extrait aqueux
Apres 1’analyse des différents extrait d ’Ephedra alata on note que I’E Met a un rendement

(14,74%) Plus élevé que 1’extrait aqueux (5,15%).

En général, le rendement varié selon la variété de la plante, organes utilisés pour
I'extraction, conditions de séchage, abondance de chaque substance, la conversion des especes
en métabolites dépend également du type de solvant utilisé, de la polarité et solubilité des
composés phénoliques dans les solvants d'extraction (Daoudi et al., 2015). Le lieu et le moment

de la récolte sont également des déterminants du rendement (Keskes et al., 2014).

Screening phytochimique

Nous avons réalisé¢ des tests phytochimiques préliminaires au laboratoire de I’université
de M’silasur la plante médicinale E.alata alenda collectée de la région de Hammam Dalaa (El

haouran).

Les résultats ont montré la présence de différents métabolites secondaires :(polyphénols,
flavonoides, tannins, stéroides, coumarines). Ils Sont présentés dans le tableau 03 avec une

comparaison d’autres travaux antérieurs.
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Tableau 03 : Résultats des différents tests phytochimiques préliminaires détectant la
présenceou 1’absence de certains métabolites secondaires dans E.alataalenda

Plante E.alata «M’sila » EphedraalataEl’Oeud | Ephedraalataalenda
Ouargla
Partie utilisée | Partie aérienne Partie aérienne Partie aérienne
Extrait AQ Met Met AQ
Flavonoides + ++ + +
Tanin + ++ + +
Steroide + + + /
Saponoside - - / /
Coumarines + + / /
Références Nos Nos Digheche et al. 2019) | Chenini et al 2019
Resultats Resultats
+: Présence. - . Absence. / - Non testé

Dosage des poly phénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux des deux extraits de I'E. alata, obtenus par macération

et décoction, en utilisant la méthode de Folin - ciocalteu.

La quantification des polyphénols a ¢été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire réalisée par un standard étalon (acide gallique) a différents concentrations et exprimée
en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ng EAG /mg

d’extrait).

Les quantités des polyphénols correspondantes de nos extraits ont été déterminées par
1’équation : Y= 0,0067X+ 0,0309
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Figure7: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols

Les résultats de détermination des polyphénols totaux des deux extraits (figure 08)

montrent que la teneur la plus élevée dans 1’extrait méthanolique qui contient 232,34 + 3,61 mg

EAG/g d’extrait par rapport 1’extrait aqueux qui contient 205,53 + 2,9 mg pg EAG /mg

d’extrait). Ces résultats montrent que la plantes E-alata-alenda est riche en polyphénols.
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Figure 8 : Teneur en polyphénols d’extrait d’E-alata-alenda

La teneur en polyphénols de | ’Ephedra alata rapportée par Benarba et al. (2021) est tres faible

par rapport a nos résultats avec une valeur de 8,66 + 0,092 pg EAG/mg d’extrait. Au contraire

la teneur des flavonoides est tres élevé 248,04 + 01,47 pg EAG/mg d’extrait
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Les résultats trouvés dans 1’étude réalisée par Dighishe et al. (2019) avec 1’espéce E,alata

ont montré que la teneur en polyphénols dans 1’extrait mehanolique est 60,36 + 7,60 ug

EAG/mg d’extrait, qui est iferieure a nos résultats.

L’¢étude menée par Dighishe et al. (2019) a montré que, I’extrait de 1’hexane est plus riche
en polyphénols totaux (67,07 £ 8,6 ug EAG/mg) par rapport a 1’extrait Méthanolique qui est de
60,36 = 7,60 pg EAG/mg.

En comparant les résultats de 1’espece E. alata avec autre étude, on remarque que 1I’E Met
posséde une teneur en polyphénols totaux faible a celle enregistrée par Kebili, (2016), qui est
de 291,45 + 4,37 pg d'équivalents d’acide galliques par milligramme d'extrait séche. (EAG/mg

d’extrait), qui est inférieure a nos résultats.

Des études ont montré que les facteurs environnementaux tels que les précipitations et la
température, ainsi que la composition du sol, la saison de culture et de récolte, la localisation
géographique, la maturité de la plante et la durée de conservation, peuvent modifier la teneur
en composés phénoliques. Ainsi que les méthodes d’extraction et des dosages différents
(Borges et al., 2013).

Dosage des flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides totaux est réalisée par la méthode
spectrophotométrique au trichlorure d’aluminium (AICI3). La quantité des flavonoides dans les
deux extraits méthanolique et aqueux a été déterminée a partir de la courbe d’étalonnage de la

quercétine exprimée en ug EQ/mg d’extrait)

Les quantités des flavonoides correspondantes de nos extraits ont été déterminées par
1’équation : Y = 0,0376X - 0,0315 R2 = 0,991 (figure 07)
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Figure 9: Courbe d'étalonnage de la quercitine pour le dosage des flavonoides

A partir de la courbe d’étalonnage de la quercitrine et de la figure 10. Les résultats obtenus

indiquent que la quantité des flavonoides dans 1’extrait méthanolique est plus élevée

(98,85 + 0,098 ug EQ /mg d’extrait) que I’extrait aqueux (93,69 + 0,069 pg EQ/mg d’extrait).
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Figure 10 : Teneur en flavonoide d’extrait d’E-alata-alenda

La plante E. alata présente une teneur nettement supéricure en flavonoides dans 1I’E Met

qui égale a 98,85 £ 0,098 pug EQ/mg compare au résultat de Kebili, (2016) qui a obtenue 11.29

+ 0.12 pg EQ/mg pour I’extrait méthanolique
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L’étude de Dighishe (2013), montre que I’E Hex est plus riche en flavonoides totaux et
contient une teneur de 32,9 + 8.66 ug EQ/mg d’extrait sec par rapport a I’EM et qui est de 21,72
+ 7.60 pg EQ/mg.

Le facteur principal influengant sur la solubilité des flavonoides est leurs capacités a
former des liaisons hydrogenes avec le solvant. Les flavonoides sont des substances moins
solubles dans 1’eau et dans des solvants trés apolaires, mais solubles dans les solvant polaires

(alcools) (Calias et al., 1996).

Activité anti oxydante par le test DPPH :

L'évaluation de I'activité anti-radicalaire de nos extraits via le test DPPH, a conduit aux

résultats illustrés par les figures 11, 12 et 13
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Figure 11 : Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire de 1’extrait ageux
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Figure 13 : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire de standard (BHT)

D’apres

ces résultats, on constate que le pourcentage d’inhibition du radical libre

augmente avec 1’augmentation de la concentration.

Les résultats obtenus montrent une activité anti radicalaire considérables dans des deux
extraits Ephedra alata avec des IC50 de 1’ordre de 26.19 + 26.76pug/ml, et 38.68 + 30.22 pg/ml,

pour 1’extrait méthanolique et aqueux respectivement. En comparaison avec I’antioxydant

standard (BHT)

qui démontre une IC50 =4.37 + 31.78 pg/ml, les deux extraits de Ephedra alata

s’averent moins actifs. L’extrait méthanolique posséde une activité antioxydante plus elevée

quel’extrait aqueux (figure 14).
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Cette divergence de D’activité, malgré la présence de teneur proche en composés
phénoliques dans les deux extraits est probablement attribuée a la présence d’autres composés
non pheénoliques responsables de 1’activité antioxydante d’Ephedra alata ; ainsi que le méthanol
possede une grande capacité d’extraire ces composés. Ceci est en accord avec les résultats
obtenus par (Benarba et al. (2021) qui montre que 1’extrait méthanolique exerce une activité

antioxydante plus élevée que I’extrait aqueux
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Figure 14 : IC 50 des differents standards et extraits d’E. alata
Les résultats obtenus par Deghiche et al (2019) ont montré que leur extrait méthanolique
avait une activité anti-radicalaire plus faible (63,83 + 6,56 pg/ml) par rapport a notre extrait

(26.19 + 26.76 pg/ml).

Les travaux de Benarba et al (2021) ont montré que 1’extrait aqueux avait une capacité
anti-radicalaire de (7,53 + 0,12 pg/ml) et celle de 1’extrait méthanolique est de (1,81 + 0,00
pg/ml). Ce qui indique que leurs extraits possédent une activité anti-radicalaire plus élevé par

rapport a nos extraits.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont utilisées pour la préparation de plusieurs médicaments

contre diverses maladies.

Dans le présent travail on s’est intéressé aux propriétés biologiques des Ephedra-
alata.Pour cela deux extrait ont été préparés : extrait méthanolique et 1’extrait aqueux.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir des rendements et des
aspects qui different en fonction des solvants utilisés, 1’extrait de méthanol représente un

meilleur rendement par rapport 1’extrait aqueux avec un pourcentage 14,74 %.

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de diverses classes de
métabolites secondaires : les alcaloides, les flavonoides, les tanins, polyphénol, commarine,
stéroide

La quantification en polyphénols et en flavonoides totaux des différents extraits nous a
permis de déduire que la plante testée est une source prometteuse en polyphénols et en
flavonoides. Les résultats obtenus nous ont révélé que 1’extrait le plus riche en polyphénols et

flavonoides est 1’extrait méthanolique.

L’activité antioxydant a été testée par le radicale libre DPPH, qui montre que les extraits
testésont une activité antioxydante variable, I’extrait méthanolique noté comme le plus actif

(IC50 =63,83 = 6,56 pg/ml) puis 1’extrait aqueux.

La détermination quantitative des flavonoides totaux et des composés phénoliques
totaux et du DPPH a montré que la plante a une activité antioxydante puissante, ce qui en fait
un excellent choix pour l'analyse biologique et chimique et I'isolement de composés

thérapeutiquement actifs avec une puissance anticancereuse.
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