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Résume

Bryonia dioica est une plante médicinale appartenant a la famille des Cucurbitaceae ; elle
est commune en Algérie dans les régions du Tell et appelée localement « Berestom ». Cette
plante est largement utilisee dans la médecine traditionnelle pour le traitement des cancers et
des maladies inflammatoires. Dans cette étude, I’activité antioxydante des extraits préparés a
partir des tubercules de la plante est évaluée par différentes méthodes in vitro. L’extraction
des substances actives est effectuée par quatre solvants a polarités différentes, en utilisant la
technique de la macération. Le rendement d’extraction le plus élevé est obtenu pour I’extrait
aqueux (32.75%) puis P'extrait méthanolique (3.8%), tandis que les extraits acétonique et
hexanique ont montré les rendements les plus faibles (1.2% et 0.66%, respectivement). Les
teneurs les plus élevées en polyphénols se trouvent dans les extraits acétonique et
méthanolique (27.05 et 18.90 ug équivalent d’acide gallique /mg d’extrait, respectivement).
Les résultats indiquent que I’extrait acetonique possede la teneur la plus élevee en flavonoides
(14.36 ug équivalent quercétine/mg d’extrait) et aussi en tannins (32.77 ug équivalent d’acide
tannique /mg d’extrait). Parmi les extraits étudiés, 1’extrait méthanolique possede le pouvoir
anti-radicalaire le plus élevé contre le DPPH (ICso = 37.27 mg/ml) et la meilleure capacité a
réduire le fer avec une valeur d’absorbance maximale de A = 0.54 a une concentration de

6 mg /ml.

Mots clés: Bryonia dioica, extrait aqueux, extraits organiques, activité antioxydante,
polyphénols, DPPH, FRAP.



Abstract

Bryonia dioica is a medicinal plant belonging to the Cucurbitaceae family; it is common
in Algeria in the Tell regions and locally called « Berestom ». This plant is widely used in
traditional medicine for the treatment of cancers and inflammatory diseases. In this study, the
antioxidant activity of extracts prepared from the tubers of the plant is evaluated by different
in vitro methods. The extraction of active substances is carried out by four solvents with
different polarities, using the technique of maceration. The highest extraction yield is obtained
for aqueous extract (32.75%) then methanolic extract (3.8%), while acetonic and hexanic
extracts showed the lowest yields (1.2% and 0.66%, respectively). The highest levels of
polyphenols are found in acetonic and methanolic extracts (27.05 and 18.90 ug equivalent of
gallic acid/mg extract). The results indicate that acetonic extract has the highest flavonoids
content (14,36 ug quercetin equivalent/mg extract) and also tannins content (32,77 ug tannic
acid equivalent/mg extract). Among studied extracts, methanolic extract has the highest anti-
radical power against DPPH (ICso = 37.27 mg/ml) and the best capacity to reduce iron with a

maximal absorbance value of A = 0.54 at a concentration of 6 mg/ml.

Keywords: Bryonia dioica, aqueous extract, organic extracts, antioxidant activity,
polyphenols, DPPH, FRAP.
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Introduction




Introduction

Depuis des milliers d'années, les humains utilisent des plantes médicinales pour traiter et
combattre les maladies, cependant, l'utilisation des plantes médicinales était pratiquée par
expérience, mais sans savoir quelles sont leurs actions bénéfiques. Aujourd'hui, avec les
progrés de la science, la séparation, lidentification et la quantification les molécules
responsables des effets pharmacologiques de ces plantes devient trés facile (Sekkoum et al.,
2014). Actuellement, plus de 30% des médicaments contiennent des principes actifs de

sources naturelles (Odile et Daniel, 2007).

Les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le régne végétal. lls
sont particuliérement importants a cause de leurs effets bénéfiques sur la santé. Ces composés
sont connus pour leurs diverses activités biologiques, a savoir lactivité antioxydante
(koechlin, 2006).

Le stress oxydant correspond a la production excessive des espéces réactives de I'oxygene
et/ou le manque de micronutriments antioxydants ou des cofacteurs du systeme enzymatique
antioxydant (Reimund, 2002). Cependant, un stress oxydatif accru peut causer des
destructions des tissus et dommages a la structure cellulaire (Pincemail et al., 2002). Les
antioxydants naturels jouent un role tres intéressant dans la prévention et le traitement des

maladies liées au stress oxydatif (\Varban et al., 2009).

Bryonia dioica, connue sous le nom de « Berestom » en Algérie, appartient a la famille des
Cucurbitacees, qui comportent des molécules cytotoxiques appelées cucurbitacines (Sallam et
al., 2010). Elle est commune dans le Tell en Algérie, ses racines sont prises par voie orale,
seules ou mélangées avec différents ingrédients d’origine non végétale tels que 1’cau ou le
miel pour traiter plusieurs types de cancers et les maladies inflammatoires (Benarba, 2015).
L’espéce B. dioica de la région de M’sila est étudiée pour la premiére fois dans ce travail,

dans le cadre de la valorisation des plantes medicinales de la région.

L'objectif principal de notre travail est d'étudier I'activité antioxydante des extraits a partir

des tubercules de la plante médicinale Bryonia dioica. Cette étude est une contribution a :
> Préparation des extraits a partir des tubercules de la plante étudiée.

» Dosage spectrophotométrique des substances biologiquement actives (composes

phénoliques).

» Evaluation de la capacité antioxydante des différents extraits de la plante par le test au
DPPH et la méthode de FRAP.
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

1- La plante Bryonia dioica

1.1- La famille des Cucurbitaceae

Les cucurbitacées sont une grande famille de plantes herbacées, annuelles ou vivaces, et
rarement des arbustes, avec environ 800 espéces réparties en 120 genres (Yasir et al., 2016),
distribuées dans les régions tropicales et subtropicales du monde. La plupart des espéces de
cette famille sont utilisées en alimentation (courges, courgettes, concombres, cornichons,
melons, pasteques ...). Plusieurs espeéces appartenant a cette famille sont a 1’origine
d’intoxications, leur toxicit¢ est en effet liée a des terpénes tétracycliques et aux

cucurbitacines (Bruneton, 2005).

1.2- Le genre Bryonia (Bryone)
1.2.1- Morphologie

Le genre Bryonia renferme seulement des plantes herbacées. La bryone possede une racine
charnue, volumineuse, parfois bifurquée, ressemblant a un tres gros navet, d'odeur nauséeuse,

de saveur acre, amére et caustique.

Les tiges, a port de liane, peuvent atteindre 5 metres et s'enroulent sur divers supports grace a

de longues vrilles. Les feuilles, couvertes de poils rudes, sont lobées, en forme de cceur.

La plante fleurit du Mai a Ao(t et elle est dioique avec deux sortes de pieds, les uns porteurs
de fleurs stériles, les autres, avec des fleurs, petites, blanc-jaunatre, groupées par deux ou

trois, insérées au méme niveau qu'une vrille et qu'une feuille.

Le fruit est une petite baie globuleuse de la taille d'un pois, verte puis rouge vif a maturité,
renfermant 3 a 6 graines brunes, aplaties, lisses, de 7 a 8 mm avec couleur jaune puis brunatre
(Garnier et al., 1961 ; Hammiche et al., 2013).

1.2.2- Les espéces Algériennes du genre Bryonia

Il existe deux espéces du genre Bryonia en Algérie (Quezel et Santa, 1963) :

e Bryonia acuta.

e Bryonia dioica.
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1.3- L’espéce Bryonia dioica

1.3.1- Description botanique

Bryonia dioica est une plante vivace dioique, a racine charnue et volumineuse. Les tiges
sont érigées, grimpantes, gréles, pourvues de vrilles simples tres longues. Les feuilles sont
palmatilobées, scabres et cordiformes. Les fleurs sont petites, blanc-jaunatres, en
inflorescences longuement pédonculées. Etamines 5 dont 4 sont soudées. Fruits ovales, petits,

de 6 a 8 mm, rouges a maturité (Quezel et Santa, 1963).

1.3.2- Classification

La plante Bryonia dioica est connue en Algérie sous les noms vernaculaires Querioua et
Fashira dans quelques régions et sous le nom de Berestom dans d’autres régions comme
M’sila. 11 est a noter que ce nom vernaculaire (Berestom) est utilis€ aussi dans d’autres
régions pour désigner une autre plante médicinale dite Aristolochia. L’espéce Bryonia dioica
est commune en Algérie dans les régions du Tell et plus rare ailleurs. Elle pousse parmi les
broussailles surtout sous les Jujubiers et dans les foréts (Chenni et al., 2012). La classification

de la plante étudiée est comme suit (Quezel et Santa, 1963) :

Regne : Végétal

Sous régne : Trachéophytes
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots

Ordre : Cucurbitales

Famille : Cucurbitacées

Genre : Bryonia

Espéce : Bryonia dioica

1.3.3- Composition chimique

Les études phytochimiques sur I’espece B. dioica ont montré que la partie aérienne
contient des flavones C-glycosides (la vitexine, I’isovetexine, 1’isoorientine, le saponarine et
I’utonarine), des caroténoides, le tocophérol, ’acide ascorbique, 1’acide oxalique, ’acide
malique, I’acide citrique et 1’acide fumarique. Le fruit mature de la bryone contient environ
8,72% de sucres totaux dont 2,95% glucose ; 3,24% fructose ; 2,19% sucrose ; 0,35%
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tréhalose et 1,90% de lipides totaux dont 17,21% d’acides gras saturés et 53,91% d’acides
gras polyinsaturés essentiellement I’acide linoléique (50,49%), 1’acide oléique (28,47%) et
I’acide palmitique (11,60%) (Rafael et al., 2011). Il contient en plus une protéine tres toxique
dite la bryodifine. Les racines de la plante renferment des composés tri et tétra-terpénes
cycliques oxygénés appelés cucurbitacines, des triterpenes glycosidiques, des lipides, une
glycoprotéine appelée bryodine, I’acide bryonolique, des phytostérols, la bryonine et la
bryonicine qui sont respectivement une saponine et un alcaloide amorphe et amer (Tableau 1)
(Sturm et Stuppner, 2000 ; Ukiya et al., 2002 ; Barker et al., 2010).

1.3.4- Intéréts thérapeutiques

En médecine traditionnelle, B. dioica est connue par ses propriétés anti-tumorales et anti-
inflammatoires. Elle est utilisee pour le traitement des affections rhumatismales, les
bronchites et les pleurésies. Pour I’activité anticancéreuse, la poudre des racines est mélangée
avec du miel et utilisée contre plusieurs types de cancer surtout le cancer de colon et de sein
(Barker et al., 2010). La plante posséde aussi des propriétés purgatives et diurétiques (Le
Floch, 1983). Quelques études ont confirme certaines activités de la plante comme 1’activité
anti-inflammatoire des triterpénes glycosidiques des racines (Ukiya et al., 2002) et I’activité
anti-VIH (Wachinger et al., 1993).
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Tableau 01 : Composition en métabolites secondaires de différentes parties de Bryonia
dioica (Chekroun, 2016).

Partie de la plante Métabolites secondaires

Racine -Saponine : bryonine
-Hétérosides triterpéniques : bryodulcoside, bryoside,
cucurbitacine, bryonidine, bryonosides A a G, cabenoside D,
le bryoamaride et 1’acide bryonolique.

Tige et feuille -Alcaloide : bryonicine

Fruit

-Flavonoides : 5 flavones et 9 flavonoles :
Apigenine-C-hexoside-O-hexoside
Apigenine-6-C-glucoside-8-C-glucoside
Apigenine-6-C-glucoside-7-O-glucoside
Apigenine-C-hexoside-O-hexoside
Apigenine-6-C-glucoside
Quercetine-O-hexoside
Quercetine-O-rhamnosyl-pentoside
Quercetine-O-rhamnosyl-rhamnoside
Quercetine-3-O-neohesperidoside
Kaempferole-O-pentosyl-rhamnoside
Kaempferole-O-pentosyl-rhamnoside
Kaempferole-O-rhamnosyl-hexoside-O-rhamnoside
Kaempferole-3-O-neohesperidoside

Kaempferole-3,4-di-O-rhamnoside
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2-Les radicaux libres et le stress oxydant

2.1- Les radicaux libres
2.1.1- Définition

Un radical libre est une espéce chimique, molécule ou simple atome, contenant un ou
plusieurs électrons non appariés sur une orbitale. 1l se distingue par un demi de vie trés courte
et une grande réactivité. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acception
d’un autre électron or le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Goudable et
Favier, 1997). On retrouve aussi les espéces réactives de ’oxygéne (ERO ou ROS) qui sont
des dérivés de I'oxygene, possédant des électrons dont I’état énergétique est excité et tres

réactionnel (Benhamdi et al., 2014).

2.1.2- Les principaux radicaux libres et ROS

2.1.2.1- Le radical hydroxyle (OH)
Le radical hydroxyle est produit a partir la réaction entre le peroxyde d’hydrogene (H202)

et les ions Fe?* selon la réaction de Fenton (Djenidi, 2019) :
Fe’*+ H,02 . Fe**+ OH + OH

Il y’a aussi un mécanisme réactionnel dit réaction d’Haber et Weiss qui peut produire le
radical hydroxyle a partir la réaction entre le peroxyde d’hydrogeéne avec le radical

superoxyde selon 1’équation suivante (Djenidi, 2019) :
027 + H202— O2 + OH + OH

2.1.2.2- Le monoxyde d’azote (NO)
Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique est un radical libre produit par les différents types
cellulaires (ubiquitaire). Il est produit par ’enzyme NOS a partir de ’arginine et ’oxygene

selon la réaction suivante (Belkheiri, 2010 ; Guillouty, 2016) :
L- Arginine + O2 — L-Citrulline + NO

2.1.2.3- Le peroxyde d’hydrogéne (H20>) et ’oxygeéne singulet (102)
Le peroxyde d’hydrogéne est produit par la dismutation de 1’anion superoxyde, cette

réaction est catalysée par la superoxyde dismutase (SOD) :

02"+ 07+ 2H*— H»0»
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Il est beaucoup plus stable et a la capacité de traverser les membranes cellulaires (Coriat,
2012). L’oxygene singulet est produit par la réaction des radicaux peroxyl au cours de la
peroxydation lipidique. 1l posséde deux électrons non appariés et hautement oxydatifs
(Tissier, 2011).

2.1.2.4- Le radical superoxyde (O27)

Le radical libre superoxyde, chargé négativement, posséde une réactivité plus faible. Il est
produit par la réduction du dioxygene lors de la respiration cellulaire selon la réaction
suivante (Tissier, 2011) :

O2+e — 0Oy

2.1.3- Les sources des radicaux libres

2.1.3.1- Origine endogéne
A- Les mitochondries

Ces organites sont la principale source des radicaux libres, elles produisent environ 90%
des ROS cellulaires. Elles forment le lieu principal de la consommation de I’oxygéne, qui est
réduit en eau, alors qu’une proportion d’Oz est transformée en ROS tels que I’anion
superoxyde, ces réactions se produisent en présence de plusieurs enzymes telles que la NADH
déshydrogeénase (Kadeche, 2018).

B- La xanthine oxydase

La xanthine oxydase produit I’O2" par la réduction de I’hypoxanthine en xanthine et celle-

ci en acide urique (Dwassy, 2014), selon les réactions suivantes (Favier, 2003) :
Hypoxanthine + O, — xanthine + Oz~
Xanthine + NAD+ H>0 — acide urique + NADH
C- La NADPH oxydase

La NADPH oxydase est une enzyme qui catalyse la production de I’anion superoxyde

selon la réaction suivante (Babior, 1999) :
NADPH + 20, — NADP* + H* + 20,~
D- L’enzyme NOS (Nitric oxide synthase)

Les NO synthases sont a I’origine de la synthése du radical NO-, elles peuvent aussi donner

des anions superoxyde (Landmesser et al., 2003).
7
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E- L’auto-oxydation des petites molécules

L’auto-oxydation de molécules telles que la dopamine, ’adrénaline, les flavines et les

hydroquinones produit souvent 1’anion superoxyde (Dwassy, 2014).

2.1.3.2-Origine exogéne
Il existe plusieurs sources exogeénes de radicaux libres telles que les diverses pollutions, les
produits chimiques, les radiations UV, les infections pathogénes, certaines carences

nutritionnelles, les insecticides et la fumée (Kadeche, 2018).

2.1.4- Roles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres jouent des réles importants dans la réaction immunitaire, ils activent la
NADPH oxydase, la superoxyde dismutase (SOD) et la NO synthase (NOS), conduisant ainsi
a la formation de ’anion superoxyde, 1’H202, le OH et d'autres radicaux libres. L'acide
hypochlorique (HOCI), quant a lui, est l'oxydant bactéricide le plus puissant durant la
phagocytose. De plus, ces radicaux jouent des roles dans la transmission du signal intra- et
intercellulaire. L'expression de certains genes est aussi régulée par quelques radicaux libres
(Favier, 2003).

2.2- Le stress oxydant
2.2.1- Définition
C’est un déséquilibre entre la formation des radicaux libres et la capacité du corps a les

neutraliser (Fraipont et Preiser, 2017).

2.2.2- Les dégats oxydatifs cellulaires
2.2.2.1- Peroxydation des lipides

Les premiéres cibles des ROS sont les lipides en raison de leur sensibilité résultant de leur
insaturation (possédent les acides gras polyinsaturés). La peroxydation des lipides produit les
peroxydes lipidiques qui sont eux- mémes tres réactifs. Elle produit des modifications de la

fluidité, la perméabilité et de I’excitabilité des membranes (Garait, 2006).

2.2.2.2- Oxydation des protéines

Les modifications oxydatives des protéines par les ROS provoquent I’introduction d’un
groupe carboxyle dans la protéine. Il existe deux classes de réactions d’oxydations des
protéines : la premiére qui casse les liaisons peptidiques et modifient la chaine peptidique,

I’autre qui peut modifier les peptides par I’addition de produits issus de la peroxydation
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lipidique. Ces modifications causent la perte de fonction catalytique ou structurale des

protéines affectées (Rouaki, 2016).

2.2.2.3- Oxydation de L’ADN

L’ADN mitochondrial est la cible privilégiée des oxydations par les ROS par rapport a
I’ADN nucléaire. Les réactions d’oxydation de I’ADN provoquent plusieurs dommages sur
I’ADN qui peuvent étre classés en deux types : les lésions des bases purines et pyrimidines
par I’OH' et peroxynitrite dont la cible privilégiée de nombreux oxydants est la guanine (8-
oxo0-7,8dihydro-2’-deoxyguanosine), ainsi que la modification de bases par la fixation de
produits secondaires, par exemple : ’ajout du groupe amine par les aldéhydes réactifs issue de

la peroxydation lipidique (Rouaki, 2016).

2.2.3- Maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est la cause initiale de plusieurs maladies (Monogens, 2013) :

e Mutagénése et cancérogeénese.

e Le vieillissement cellulaire.

e Senescence et affections neuro-dégénérative (comme la maladie d’ Alzheimer).
e Le diabéte et ’hyperglycémie.

o Cataractes.

e Maladies inflammatoires.

e Les pathologies vasculaires et cardiaques.

3- les antioxydants
3.1- Definition

L’antioxydant est une substance a faible concentration, qui a la capacité d’entrer en
compétition avec des substrats oxydables et retarder ou empécher leur oxydation (Tanoh
et al., 2018).

3.2- Les types d’antioxydants
3.2.1- Les antioxydants enzymatiques
3.2.1.1- La superoxyde dismutase (SOD)
Les SOD sont des métalloprotéines qui représentent une des premieres lignes de défense
contre les oxydants. Elles assurent la catalyse de la dismutation mono-électronique du Oz~ en

dioxygene et H,O, (Hamma et al., 2015).
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20" + 2H"* -0, + H,0>

3.2.1.2- La catalase
C’est une hémoprotéine qui décompose le H2O2 en H20 et Oz. Elle est localisée dans les
peroxysomes (Medjeldi marzougui, 2012). L’activité de la catalase est liée avec la

concentration (Guillouty, 2016).
2H202 — 2H,0+0

3.2.1.3- La glutathion peroxydase (GPX)

Les GPX sont des séléno-protéines qui peuvent réduire le peroxyde d’hydrogéne et les
hydro-peroxydes de lipides en H2O et en alcools lipidiques, respectivement (Hamma et al.,
2015).

3.2.2- Les antioxydants non enzymatiques
3.2.2.1- L’acide ascorbique

C’est le meilleur piégeur des ROS. II empéche la peroxydation lipidique par
renouvellement de la vitamine E. Il a plusieurs fonctions au systéme immunitaire, synthese du

collagéne et des globules rouges, aussi dans le métabolisme de fer (Haleng et al., 2007).

3.2.2.2- Lavitamine E
C’est un ensemble d’isomeres, les tocophérols et tocotriénols, son rdle est la formation
d’un radical tocophéryle a partir de la réaction avec le radical peroxyl (ROO"), elle inhibe

aussi la propagation de la peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007).

3.2.2.3- Le P caroténe
C’est le précurseur de la vitamine A. Il a la capacité de piéger I’oxygeéne singulet, et peut

inhiber les réactions en chaine de lipo-peroxydation (Goudable et Favier, 1997).

3.2.2.4- Le selénium
C’est un oligoélément qui se trouve dans les aliments riches en protéines animales et
certains fruits secs, il joue un rble de cofacteur de la glutathion peroxydase et réduit

I’oxydation des lipoprotéines, d’ADN et des lipides (Bennamara, 2017).

10
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4- Les polyphénols
4.1- Définition

C’est le groupe le plus présent chez les végétaux (8000 structures), sont caractérisés par
des propriétés biologiques (antioxydantes par exemple). Leur structure de base est constituée

d’un cycle aromatique hydroxylé, le phénol (Figure 1) (Matou, 2019).

OH

Figure 01 : Structure du noyau phénol (Matou, 2019).

4.2- Classification des polyphénols
Les principaux groupes des polyphénols sont les acides phénoliques, les flavonoides et les

tannins.

4.2.1- Les acides phénoliques
Ce sont des composés organiques avec au moins une fonction carboxylique et un

hydroxyle phénolique. Il existe deux types (Benhammou, 2011) :

4.2.1.1- Acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique
Ces acides phénols sont des dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique en Cs-C1, Ce sont tres

communs soit sous forme libre ou liée a 1’état d’ester ou d’hétéroside (Figure 2).

R2 R1
1= 2= = 4=H: cide enzoque (nonph nolique)
] 1= 2= 4=H, =0H: cide p-hydroxy enzo que
R3
COOH 1= 4=H, 2= =0H: cideprotoc t chique
1= 4=H, 2=0CH , =O0H: cidev nillique
R4 1=H, 2= = 4=0H: cide llique

Figure 02 : Structure chimique des acides hydroxy-benzoiques (Achat, 2013).

11
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4.2.1.2- Acides phénoliques dérivés de I’acide cinnamique

Les acides phénols en Cs-C3 ont une large distribution (acide p-coumarique, caféique, ...),
les autres (acide o-coumarique, acide férulique) sont peu fréquents. Les acides cinnamiques et
caféique sont des représentants communs du groupe de dérivés phénol-propaniques qui

varient par le degré d’hydroxylation et méthoxylation (Figure 3).

O
1M
HO/\\ly H O/\MO /\OH
" ° X
HO COOH
Acides cinnamiques R! | R?
Acide caféique OH | H Acide chlorogénique
Acide coumarique H H
Acide férulique OCHz| H
Acide sinapique OCH5;|OCH»

Figure 03 : Structure de dérivés de I’acide hydroxycinnamiques (Belkheiri, 2010).

4.2.2- Les flavonoides

Les flavonoides sont des micronutriments qui jouent un réle d’antioxydants et possedent
différentes propriétés biologiques. Ils ont tous la méme structure chimique de base, squelette
de quinze atomes de carbones, constitué de deux cycles aromatiques A et B qui sont liés entre
eux par un hétérocycle Cz, formant ainsi une structure Ces-Cs3-Ce. Il existe plusieurs familles de
flavonoides selon la position des substitutions dans la structure de base, les groupements

hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et 7 (Figure 4) (Talbi et al., 2015).

12
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Figure 04 : Structures chimiques des principales familles des flavonoides
(Fraga et Oteiza, 2011).

4.2.3- Les tannins
Ce sont des polyphénols a un poids moléculaire tres élevé. lls sont plus hydroxylés et
peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont liés aux glucides et aux proteines.

Selon leur structure, les tannins sont subdivisés en deux groupes (Muanda, 2010) :

4.2.3.1-Les tannins condensés

Les tanins condensés (proanthocyanidines ou procyanidines) sont des polyphénols de
haute masse molaire, résultant de la polymérisation enzymatique ou auto-oxydative des unités
de flavan-3,4-diol liées par les liaisons C4-C8 ou bien C4-C6 (proanthocyanidines de type B).
D'autre part, quand cette condensation est produite entre les unités adjacentes par des liaisons
C4-C8 et une liaison d'éther additionnelle entre C2 et C7, ces proanthocyanidines sont donc

de type A (Figure 5).

13
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@l(}l
5 OH

Figure 05 : Structure de base des tannins condensés (Talbi et al., 2015).

4.2.3.2- Les tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables sont des diméres d'acide gallique concentrés sur un dérivé
glycosyle (Figure 6). Hydrolysables vient du mot hydrolyse, donc ces tannins peuvent subir

facilement une hydrolyse (acide / basique), ou encore une hydrolyse enzymatique.

OH
OH

O

HO
H

OH

Figure 06 : Structure de base des tannins hydrolysables (Talbi et al., 2015).

4.3- Biosynthese des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies :

4.3.1- La voie de Shikimate

La condensation de 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate conduit a la
formation de I’acide shikimique. Ce dernier est transformé en acide chorismique qui a son
tour va étre transformé en acide cinnamique. Ces composés sont a ’origine des composés
phénoliques (Ce-C1) formant les tannins hydrolysables et la chalcone qui est la molécule de

base des flavonoides et des tannins condensés (Madi, 2018).

14
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4.3.2- La voie d’acétate-malonate
La formation des composés phénoliques par la voie d’acétate-malonate suite a une
condensation de deux malonyl CoA et une molécule d’acétyle CoA qui forme une chaine

latérale, cette chaine se cyclise ensuite (Zeghad, 2018).

Les deux voies se condensent pour créer une autre voie mixte responsable de la biosynthése

des différentes classes de flavonoides (Zeghad, 2018).

4.4- Les activités biologiques des polyphénols

Le rble des composés phénoliques est largement démontré dans la protection contre
nombreuses pathologies grace a leurs propriétés antioxydantes, anti-tumorales, anti-
inflammatoires, anti-radicalaires, antiallergiques, antibactériennes, antivirales, anti-
estrogéniques, antiathérogenes et anti-thrombotiques. Ces activités sont dues a leur capacité
d’interagir avec certaines enzymes, hormones, neurotransmetteurs et d’autres facteurs
impliqués dans la genese de ces maladies (Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Ali et al.,
2007 ; Falleh et al., 2008 ; Chew et al., 2009).
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1- Matériel
1.1- Matériel végétal

La plante Bryonia dioica (Figure 7) a été récoltée la fin du mois de Mars 2021 dans la
région du Beni Yalmane a M’sila. Elle a ét¢ identifiée par Pr. Laouar Hocine (Laboratoire de
valorisation des ressources biologiques, Université Ferhat Abbas-Sétif 1). Les tubercules ont
été récupérés, lavés, écaillés, coupés en couches fines, séchés a ’obscurité pendant 7 jours et

broyés pour obtenir une poudre d’une couleur jaunatre qui sera utilisée pour 1’extraction.

C

Figure 07 : La plante Bryonia dioica. A : Plante poussant entre les roches sous Jujubier,

B : Partie aérienne et tubercules de la plante, C : Fleurs de B. dioica (Plante photographiée par
I’auteur).
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1.2- Produits chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : Le méthanol pur (CH3OH), hexane,
acétone, quercétine, Chlorure d'aluminium (AICIs3), carbonate de sodium (Na2COs), Folin-
Ciocalteu, acide gallique, acide trichloracétique (TCA), Ferricyanide de potassium
(KsFeCNe), chlorure ferreux (FeCls), 2, 2 diphényl-1-picryle hydrazyl (DPPH) et I’acide

ascorbique.

2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits

Dans I’objectif de 1’extraction des composés actifs de la plante Bryonia dioica, on a utilisé

quatre solvants de différentes polarités : I’eau distillée, le méthanol, I’acétone et I’hexane.

2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extraction aqueuse a ¢été réalisée par la méthode décrite par Gnanaprakash et ses
collaborateurs en 2010. Dans un flacon, on met 40 g de la plante et on ajoute 400 ml d’eau
distillee avec agitation a 70 °C pendant une heure. Le mélange est laissé durant 48 h a
température ambiante et a I’abri de la lumicre, avec agitation occasionnelle. La filtration du
mélange a ¢té réalisée a I’aide du coton et par du papier whatman successivement.
L’¢limination de I’eau est faite par un rotavapor (évaporation), I’extrait obtenu est séché a

I’étuve puis conservé a 4 °C jusqu’a I’utilisation (Figure 8).

2.1.2. Préparation des extraits organiques

L’extraction organique a été réalisée selon la méthode de Siracusa et ses collaborateurs en
2011, avec quelques modifications. 50 g de poudre de la plante ont été macérés dans 500 ml
d’hexane sous agitation pendant une heure. Le mélange est laissé deux jours avec agitation
occasionnelle a température ambiante et a I’abri de la lumiére. La filtration du mélange a été
réalisée a I’aide du coton et puis du papier whatman. Les débris de la plante ont été macérés a
la suite dans 500 ml d’acétone et ensuite dans du méthanol, en utilisant la méme méthode que
I’hexane. Aprés évaporation des solvants, les extraits obtenus ont été séchés a 1’étuve puis

conservés a 4°C (Figure 9).
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40g matériel végétal sec + 400ml
d’eau distillée

Agitation a70°C l

Décoction

Agitation occasionnelle l 2 jours

Filtration

l

Evaporation

l

Conservatlon (4C°)

Figure 08 : Extraction aqueuse a partir des tubercules de Bryonia dioica
(Gnanaprakash et al., 2010).
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50 g du matériel
végétal sec + 500ml
de I’hexane

Agitation occasionnelle 2 jours

[ Filtration ]
Résidus de la plante
+ 500ml de 1’acétone
Filtrat ]
Agitation
occasionnelle
2jours
\ 4

i ' Filtration
Evaporation { Filtrat J — [ J

|

Résidus de la plante
+500ml du méthanol

&
<«

Conservation a 4°C [ Filtration ]

Agitation occasionnelle
2 jours

Figure 09 : Extraction organique a partir des tubercules de Bryonia dioica

(Siracusa et al., 2011).
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2.2. Etude phytochimique

Pour détecter la présence des principales familles chimiques dans les extraits de la plante
Bryonia dioica, on a utilisé des tests phytochimiques selon la méthode de Ganatra et ses
collaborateurs (2012).

2.2.1- Les flavonoides

Pour prouver la présence des flavonoides, on ajoute quelques gouttes d'hydroxyde de
sodium dilué (NaOH) a 1ml de chaque extrait de la plante a une concentration de 4mg /ml.
L’apparition d’une couleur jaune intense a été produite dans I'extrait de la plante qui devient
incolore lorsqu’on ajoute quelques gouttes d'acide dilué ce qui indique la présence des

flavonoides.

2.2.2 Les tanins
La présence des tanins dans les extraits est confirmée lorsqu‘on remarque la formation d'un
précipité noir bleuté ou noire verdatre aprés ajout de quelques gouttes de chlorure ferrique

(FeCls) 0.1% a 1ml de chaque extrait (concentration de 4mg/ml).

2.2.3 Les quinones
L'apparition de la couleur rouge confirme la présence des quinones suite a l'ajout de 0.5ml

d'acide sulfurique concentré (H2SOs) a 0.5 ml de chaque extrait (4mg/ml).

2.2.4 Les terpénoides
La formation d'un anneau brun rougeatre a linterface apres l'ajout de 0.5 ml de
chloroforme a 1ml de chaque extrait (4mg/ml), puis 0.75 ml d'acide sulfurique concentré

(H2S04), indique la présence des terpénoides.

2.3- Dosages de quelques métabolites secondaires

2.3.1- Dosage des polyphénols totaux

La méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007) détermine la teneur en
phénols totaux des extraits de la plante ; cette méthode est basée sur la réduction en milieu
alcalin du mélange de I’acide phosphotungstique (HsPW12014) et I’acide phosphomolybdique
(H3OMo012040) du réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques

des extraits, ce qui entraine la formation d'un produit de réduction de couleur bleue.
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On ajoute 200 ul de chaque extrait dissout dans le DMSO (pour les extraits organiques) ou
dans un mélange d’eau distillée et de méthanol (1:1) pour I’extrait aqueux, a une
concentration de 2mg/ml, a 1ml de réactif Folin-Ciocalteu dix fois dilué. On mélange les
solutions et on les incube pendant 4 minutes, apres, on rajoute 800 ul de carbonate de sodium
Na>COs (75g/l) et on incube le mélange final a l'obscurité et a une température ambiante

pendant 2 heures. Ensuite, on mesure l'absorbance par un spectrophotometre a 765 nm.

L'acide gallique, préparé dans le méthanol, est utilisé comme standard a des concentrations de
10, 20, 40, 80 et 100 pg/ml pour établir la courbe d'étalonnage (Figure 10). Les concentrations
des polyphénols totaux dans les quatre extraits sont calculées a partir de I'équation de
régression de la courbe et sont exprimées en pg d'équivalents d'acide gallique / mg d'extrait
sec (Mg EAG /mg E).

16 -

y=0,014x+ 0,027
R%*= 0,998

1,4 -
1,2

1
0,8
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0,4

0,2

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration (pug/ml)

Figure 10 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
Chague point représente la moyenne de trois répétitions.

2.3.2- Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’ Aluminium (AIClz)

décrite par (Bahorum et al., 1996). Elle se base sur la propriété chélatrice de 1’ion aluminium.

Un millilitre de chaque extrait a une concentration de 2 mg/ml est ajouté a 1 ml d’une
solution aqueuse de trichlorure d’Aluminium (2%). Aprés agitation et incubation a ’obscurité
durant 10 min, I’absorbance est déterminée a A = 430 nm. Le blanc utilisé contient seulement

le solvant (DMSO pour les extraits organiques ou mélange eau distillée et méthanol 1 : 1,
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pour I’extrait aqueux) et le AICls. La courbe d’étalonnage de la quercétine (Figure 11),
dissoute dans le méthanol a différentes concentrations (5, 10, 20 et 40 ug /ml), est établie et
les teneurs en flavonoides dans les extraits sont calculées a partir de I'équation de régression

et sont exprimées en g d'équivalents de la quercétine / mg d'extrait sec (ug EQ / mg E).
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Concentration (ug/ml)

Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.

2.3.3- Dosages des tannins totaux
La teneur en tannins totaux a été estimée en utilisant la méthode décrite par Prasanth et ses

collaborateurs (2017).

On ajoute 350 pl de chaque extrait a une concentration de 3mg/ml ou bien d'acide tannique
(préparé dans l'eau distillé), a 1.5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dix fois dilué. Apres
agitation, on rajoute 1.5 ml de carbonate de sodium (Na2COs, 0.75 %). Le mélange final est
incubé dans un bain marie pendant 45 minutes a 45°C. L’absorbance est déterminée a A=
765nm ; les mémes étapes sont suivies pour preparer le blanc mais en remplacant I'extrait par

le solvant.

La courbe d’étalonnage de 1'acide tannique (Figure 12), préparé a différentes concentrations
(37.5, 75, 150 et 300 g /ml), est établie et on calcule les teneurs en tannins totaux dans les
quatre extraits a partir de I'équation de régression et on les exprime en pg d'équivalents

d'acide tannique /mg d'extrait sec (ug EAT / mg E).
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y = 0,008x- 0,055
R2= 0,999

1,5 A

Absorbance

O T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350

Concentration {ug/ml)

Figure 12 : courbe d’étalonnage de I’acide tannique.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.

2.4- Etude de I’activité antioxydante des extraits de Bryonia dioica
L’¢évaluation de Dl’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée est réalisée par

deux tests différents :

2.4.1- Test de DPPH

Le test de DPPH (2,2’diphenylpicrylhydrazyl) est utilis¢é dans 1’analyse de I’activité
antioxydante, il est réalisé selon le protocole decrit par Brand Williams et ses collaborateurs
(1995). La réduction du radical DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a la

couleur jaune.

1250 pl d’une solution méthanolique de DPPH (0.04 mg/ml) sont ajoutés a 50 pl de
chaque extrait a différentes concentrations (8, 6, 4 et 2mg /ml) ou 50 pl du solvant (blanc).
Apres agitation, les tubes sont incubés a température ambiante et a I’obscurité pendant 30
min. 1’absorbance est mesurée a A = 517 nm. La quercétine est utilisée comme témoin positif

(dissoute dans le méthanol). Chaque solution est répétée trois fois.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est calculé selon la formule suivante :
1% = [(Atemoin — Acch) /Atemoin] X 100

1% : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.

23



Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

Awsmoin . Absorbance du blanc.

Acch : Absorbance de 1’échantillon.

2.4.2- Test de réduction du fer (FRAP)
Le premier qui a découvert ce test en 1986 est Oyaizu, c'est un test direct et rapide utilisé

pour mesurer le pouvoir réducteurs des antioxydants.

On ajoute 0.5 ml de chaque extrait a différentes concentrations (1, 2, 4 et 6 mg /ml), a
1250 pl de tampon phosphate (0.2M, pH 6,6) et 1250 pl de ferricyanure de potassium [KzFe
(CN)e] & 1%. On agite le mélange réactionnel et ensuite on l'incube a 50° C pendant 20
minutes dans un bain marie, puis on rajoute 1250 ul d'acide trichloracétique a 10% au
mélange et on centrifuge a 3000 tr/min pendant 10 minutes. Ensuite on mélange 1250 ul du

surnageant avec 1250 pl d'eau distillée et 250 pl de chlorure ferrique (FeCls) a 0.1%.

On utilise l'acide ascorbique autant que contréle positif préparer a différentes concentrations
(5, 10, 20, 40 et 50 mg / ml). On répéte chaque solution trois fois. A la fin, on se sert d’un
spectrophotometre pour lire I'absorbance du milieu reactionnel a 700 nm. L'augmentation de

la réduction du fer est indiquée par l'augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel.

2.5- Etude statistique

Les courbes et les histogrammes sont réalisées par Microsoft Excel 2010. Les résultats des
tests exécutés sont exprimés en moyenne de trois répétitions + écart-type. Les valeurs d’IC50
(concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir

de la courbe [% inhibition = f (concentration)].
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1- Extraction

La préparation des extraits a partir de la partie souterraine (tubercules) de la plante Bryonia
dioica est effectuée par des solvants a différentes polarités et ont permis d’obtenir quatre
extraits : hexanique, acétonique, méthanolique et aqueux. Les rendements d’extraction sont
exprimés en pourcentage (%) de masse d’extraits par rapport a la masse initiale du matériel

végétal. Les résultats sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 02 : Rendements des extractions aqueuse et organique a partir les tubercules de
Bryonia dioica.

Extrait Rendement (%)
Hexane 0.57
Acétone 1.2
Methanol 3.8
Aqueux 32.75

Selon le tableau, le rendement le plus élevé (32.75%) est obtenu dans 1’extraction aqueuse,
suivie par I’extrait du méthanol (3.8%), puis I’extrait d’acétone (1.2%), et le rendement le
plus bas est obtenu par I’extrait hexanique (0.57 %). On peut constater que pour la plante

¢tudiée le rendement augmente avec la polarité des solvants d’extraction.

La méthode d’extraction appliquée est basée sur la solubilité¢ différentielle des composés
vegétaux dans les solvants. Les flavonoides di-, tri, et tétra-glycosylés et les acides hautement
polaires dissous dans I’eau sont des substances polaires (Jones et Kinghon, 2006), tandis que
les substances moins polaires (dérivés d’acides phénoliques) peuvent étre séparées par les
solvants organiques moins polaires (Cazes, 2009). Le méthanol peut récupérer les
flavonoides, les aminoacides, les terpenes et les cires (Andersen et Markham, 2006), ainsi que
les tannins, les saponines, et les anthocyanines (Cowan, 1999). L’acétone est également un
solvant couramment utilisé pour la préparation d’extraits riches en flavonoides (Cowan,
1999). L’hexane est fréquemment utilis¢é pour I’extraction des aglycones lipidiques et

flavonoides tres méthoxylés (Boussoualim, 2014).

En plus du choix des solvants, l'extraction est effectuée dans les conditions comme la
température, I’agitation, le ratio solvant /matériel végétal et le temps d’extraction, qui

affectent aussi le rendement d’extraction et le contenu total en composés phénoliques, et aussi
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ils affectent les activités biologiques reliées a ces métabolites (Lee et al., 2003, Azmir et al.,
2013). On effectue l'extraction aqueuse sous forme d’une décoction, c’est la méme méthode
recommandée en médecine traditionnelle, la solubilité de certains composés et I'extraction des
tannins et terpénoides est augmentée par le réchauffement du mélange matériel végétal et
d'eau (King et Bott, 2012).

2- Etude phytochimique

Les résultats de détection des différents composés chimiques présents dans les extraits de
Bryonia dioica ont permis de confirmer la présence des flavonoides, des tannins et des
quinones dans tous les extraits étudiés, alors que les terpénoides sont présents dans tous les

extraits a I’exception de I’extrait d’hexane.

Les tests utilisés dans I’étude phytochimique préliminaire sont des techniques faciles qui
donnent une idée générale sur les divers groupes de composes chimiques contenus dans
chaque extrait de la plante. Les flavonoides et les tannins font partie des polyphénols qui sont
les métabolites secondaires les plus importants dans les plantes. Les quinones se distinguent
par leur activité antimicrobienne, ils possédent des cycles aromatiques avec deux substituants
cétones ; les terpénoides sont des precurseurs pour la synthese des steroides dans les plantes
(Tiwari et al., 2011).

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux décrits par Chekroun et al. (2015) qui
confirment la présence des flavonoides, des tannins, des quinones et des terpénoides dans les
extraits aqueux et butanolique préparés a partir des racines de B. dioica. D’autres études
réalisées par Kadhim (2014) et par Khamees et al. (2017) ont montré la présence de

flavonoides, alcaloides, stéroides et I’absence des tannins dans les feuilles de la plante.

3- Dosage des composés phénoliques de la plante

L’étude quantitative des extraits de Bryonia dioica au moyen des dosages
Spectrophotométriques avait pour objectif la détermination de la teneur en composées
phénoliques. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalents d’un standard a 1'aide d’une

courbe d’étalonnage (Tableau 3).
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Tableau 03 : Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tannins totaux des extraits de

Bryonia dioica.

Extrait Polyphénols totaux | Flavonoides totaux Tannins totaux

(Mg EAG/mgE) (ug EQ/mgE) (ug EAT/mgE)

Aqueux 04.136 + 0.639 02.043 £ 0.000 07.284 +0.088

Méthanol 18.904 +2.284 00.988 = 0.175 15.319 £ 0.530
Acétone 27.059 £ 0.930 14.368 + 0.174 32.777 + 1.060
Hexane 07.392 + 0.452 06.469 * 0.044 16.986 + 0.000

(EAG : Equivalents d’acide gallique, EQ : Equivalents de quercétine, EAT : Equivalents d’acide

tannique, E : extrait).

Selon le tableau, 1’extrait acétonique est le plus riche en polyphénols par rapport aux autres

extraits (27.059 Ug EAG/mgE), Suivi par I’extrait méthanolique (18.904 pg EAG/mgE),
tandis que les extraits hexanique et aqueux sont les plus pauvres en polyphenols avec des

concentrations de 7.392 et 4.136 ug EAG/mgE, respectivement.

Dans le dosage des flavonoides, I’extrait acétonique semble le plus riche en flavonoides
avec une concentration de 14.368 pg EQ/mgE, Suivi par I’extrait hexanique (6.469 ug
EQ/mgE), puis D’extrait aqueux (2.043 pg EQ/mgE) et enfin I’extrait méthanolique qui a
montré une quantité tres faible de flavonoides (0.988 ug EQ/mgE). On peut remarquer que la
teneur des flavonoides est plus élevée dans les extraits préparés par les solvants les moins

polaires.

La quantification des tannins dans les extraits a révélé que la quantité la plus élevée est
trouvée toujours dans I’extrait d’acétone (32.777 pg EAT/mgE), suivi des extraits hexanique
et méthanolique qui présentent des teneurs proches (16.986 et 15.319 pg EAT/mgE,
respectivement) et en dernier lieu ’extrait aqueux avec une concentration de 7.284 g

EAT/mgE.

D’aprés une étude réalisée par Chekroun et al. (2015), ’extrait aqueux des tubercules de B.
dioica contient une teneur en polyphénols égale a 226.87 mg EAG/gE, et I’extrait butanolique
contient une concentration de 541.78 mg EAG/gE. Pour les teneurs en flavonoides, la méme
étude a montré que les extraits aqueux et butanolique contiennent 53.67 et 120.6 mg
d’équivalents de la catéchine par g d’extrait, respectivement. Une autre étude par Bourhia et

ses collaborateurs en 2020, a montré que la teneur totale en composés phénoliques dans
27



Chapitre 3 : Résultats et discussion

I’extrait méthanolique préparé a partir des racines de B. dioica est de 430.643 mg EAG/gE,
alors que la teneur en flavonoides pour le méme extrait est de 7.21 mg EQ/gE. Ces résultats
sont loin de ceux obtenus dans la présente étude car la teneur en molécules biologiquement
actives varie en fonction de certains paramétres au cours de la croissance des plantes, tels que
la salinité, la sécheresse et l'ensoleillement qui affectent la biosynthese des métabolites
secondaires (Ghedaba et al., 2010), ainsi que la sensibilit¢ aux voies de dégradation
(l'oxydation, la lumiére,...), le stade de maturité, les conditions climatiques, pédologiques et le

stress de prédation (Mahmoudi et al., 2013).

4-Activité antioxydante des extraits aqueux et organiques de B. dioica

L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits de Bryonia dioica a été

réalisée par deux tests in vitro : le test au DPPH et la méthode de FRAP.

4.1- Piégeage du radical DPPH

Le test de DPPH est 1'un des tests les plus connus en raison de sa rapidité, sensibilité,
commodité et de sa reproductibilité (Alam et al., 2013). Le DPPH se distingue par sa capacité
a produire des radicaux libres stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons
libres au sein de la molécule. L’existence de ces radicaux (DPPH.) donne une coloration
violette foncée de la solution et sa réduction par les agents antioxydants entraine un passage
de la couleur violette a la couleur jaune ce qui diminue son absorbance. L’activité
antioxydante a été evaluée par spectrophotométrie a 517 nm (Molyneux, 2004 ; Popovici et
al., 2010). L’inhibition du radical DPPH est exprimée en ICso qui représente la concentration
de [Iéchantillon test¢ nécessaire pour inhiber (réduire) 50% des radicaux DPPH
(Maisuthisakul et al., 2007). Les résultats obtenus pour les extraits et la quercétine utilisée

comme contrdle positif sont présentés dans les figures 13 et 14.
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Figure 13 : Activité anti-radicalaire de la quercétine contre le DPPH.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.
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Figurel4d : Les concentrations des extraits de Bryonia dioica inhibitrices de 50 % du
radical DPPH (1C50).
Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD.

D’apres les résultats obtenus, le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH augmente
parallélement a I’augmentation de la concentration soit pour la quercétine ou pour les extraits
de la plante. En général, les extraits étudiés n’ont pas montré une activité considérable dans ce
test avec des valeurs d’ICsp tres élevées. L’extrait méthanolique a donné une ICso égale a
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37.27 mg/ml, alors que I’extrait acétonique a donné une valeur de 42.22 mg/ml. Concernant
les extraits aqueux et hexanique, ces extraits n’ont pas montré aucune activité antiradicalaire
méme pour la plus grande concentration utilisée (15 mg/ml). Le standard utilisé (la
quercétine) a montré une activité antioxydante trés élevé par rapport aux extraits avec une
ICso de 44.70 pg/ml.

Selon Chekroun et al. (2015), les extraits aqueux et butanolique des tubercules de B. dioica
ont donné dans le test au DPPH des ICso de 47.25 et 2.25 pg/ml, respectivement. Les résultats
obtenus par Bourhia et ses collaborateurs en 2020, montrent que 1’extrait méthanolique des

racines de la plante étudiée a donné une 1Cs égale a 0.975 mg/ml.

L’activité anti-radicalaire des extraits des plantes médicinales est due a la richesse des
polyphénols en groupements hydroxyles qui sont caractérisés par leur pouvoir de donner plus
d’atomes pour stabiliser les radicaux libres, ainsi, Ainsi, 1’effet antioxydant n’est pas
seulement dose-dépendant mais également structure-dépendant (Heim et al., 2002 ; De peindo
et al., 2007 ; De Quiros et al., 2010).

4.2-Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits aqueux et organiques de la plante Bryonia dioica a été

évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Les résultats sont réesumés dans les figures 15 et 16.
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Figure 15 : Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique.
Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.
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Figurel6 : Evaluation de ’activité antioxydante des extraits de Bryonia dioica par la
méthode de FRAP.
Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions + SD.

La méthode de FRAP est un essai simple, rapide et reproductible qui mesure la capacité
des antioxydants a réduire les ions ferriques en donnant un électron tout en convertissant le
fer de la forme Fe3* & la forme Fe?*, ce qui induit le passage de la couleur jaune a la couleur
vert pale et bleue en fonction de la concentration d’antioxydants dans les échantillons. Cette
transformation de couleur est suivie par spectrophotométrie a 700 nm (Chung et al., 2002 ;
Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Bentabet et al., 2014).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que tous les extraits présentent une
capacité reductrice dose-dépendante, c’est-a-dire que le pouvoir réducteur de fer est
proportionnel a la concentration des extraits et du standard (augmentation de 1’absorbance).
La capacité des extraits a réduire le fer est largement inférieure a celle de 1’acide ascorbique
dont la valeur de I’absorbance de ce dernier est de 0.42 pour la concentration (50 pg/ml).
Parmi les extraits étudiés, 1’extrait méthanolique a montré la meilleur capacité réductrice (A =
0.54) par rapport aux autres extraits pour la méme concentration (6 mg/ml), suivi de I’extrait
acétonique (A = 0.41), puis I’extrait hexanique (A = 0.24) et enfin ’extrait aqueux (A = 0.14)
qui a donné la plus faible capacité réductrice. Dans 1’étude réalisée par Chekroun et ses
collaborateurs en 2015, les extraits aqueux et butanolique des racines de B. dioica ont donné
des valeurs d’absorbance a 700 nm de 0.74 et 1.79 dans le test de FRAP.
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Le pouvoir réducteur des extraits des plantes est lié a la présence de molécules qui ont la
capacité de donner des électrons. Ces molécules inhibent la formation des radicaux libres par
la chélation des métaux de transition tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu") (Ferreira et al.,
2006).
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Conclusion

Les plantes médicinales constituent une source fiable et majoritaire de principes actifs, ce
qui explique leur exploitation accrue en industrie pharmaceutique. Les polyphénols sont les

composés végétaux les plus intéressants et les plus étudies.

L’espéce Bryonia dioica récoltée de la région de M’sila est étudiée pour la premicre fois
dans ce travail. L’investigation phytochimique de la plante a indiqué la présence des
flavonoides, des tannins et des quinones dans tous les extraits (organiques et aqueux) préparés
a partir des tubercules de la plante, tandis que les terpénoides sont trouvés dans tous les
extraits sauf la fraction d’hexane. Le dosage des composés phénoliques a montré que la teneur
la plus ¢élevée des polyphénols, des flavonoides et des tannins se trouve dans I’extrait

acétonique.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante a montré que seulement les extraits méthanolique et
acetonique possédent une activité de piégeage contre les radicaux DPPH. La capacité
réductrice de fer évaluée par la méthode de FRAP a révélé que tous les extraits ont un pouvoir

dose-dépendant et I’activité la plus importante est celle de 1’extrait méthanolique.

Enfin, d’autres études complémentaires sont nécessaires pour déterminer les composés
phytochimiques des extraits de la plante, plus précisément les molécules impliquees dans les

effets antioxydants et pour évaluer d’autres activités biologiques possibles de la plante.
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