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Abstract

The present study aims to evaluate the antioxidant effect of aqueous (Ag.E) and
methanolic (Met.E) extracts of Asperula hirsuta. Total polyphenols and flavonoids
contents of both extracts were determined using Folin-Ciocalteu reagent and the trichloride
of aluminum, respectively. The results showed that the Met.E is the richest in polyphenols
and flavonoids with values of 137.06 £ 10.52 ug GAE/mg of extract and 15.81 + 0.48 ug
QE/mg of extract, respectively. The antioxidant activity of the two extracts was evaluated using
total antioxidant capacity and linoleic acid peroxidation tests. The results showed that the Aq.E
and the Met.E possess an important antioxidant capacity (125.84 + 7.12 pg equivalent of ascorbic
acid/mg of Ag.E and 169.01 £ 13.25 ug equivalent of ascorbic acid/mg of the Met.E). Moreover,
both extracts inhibited the peroxydation of the linoleic acid with 84 %. In conclusion, aqueous and
methanolic extracts of aerial part of Asperula hirsuta have a good antioxidant property, which can
be used in food and pharmaceutical industries.

Keywords: Asperula hirsuta, Oxidative stress, Antioxidant, Polyphenols, Plant extracts.
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Résumé

L’objectif de la présente ¢tude est d’évaluer le pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux
(E.Aq) et I’extrait méthanolique (E.Met) de la partie aérienne d’Asperula hirsuta. Les teneurs en
polyphénols totaux et en flavonoides des deux extraits ont été déterminées en utilisant la méthode
de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium respectivement. Les résultats révélent que
I’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols et en flavonoides avec des valeurs de 137,06
+ 10,52 ng EAG/mg d’extrait et 15,81 + 0,48 pg EQ/mg d’extrait respectivement. L’activité
antioxydante a été évaluée en utilisant les tests de TAC et de la peroxydation de 1’acide linoléique.
Les résultats montrent que I’E.Aq et I’E.Met possédent une capacité antioxydante importante
(125,84 + 7,12 ug EVc / mg d’E.Aq et 169,01 £ 13,25 ug EVc / mg d’E.Met). Par ailleurs les deux
extraits ont inhibé la peroxydation de 1’acide linoléique avec 84 %. En conclusion, les extraits
aqueux et méthanolique d’Asperula hirsuta possedent une activité antioxydante importante due a
la présence des composés phénoliques qui peuvent étre exploités dans ’industrie alimentaire et

pharmaceutique.

Mots clés : Asperula hirsuta, Stress oxydatif, Antioxydant, Polyphénols, Extraits de plantes.
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INTRODUCTION

Pendant fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours de 1’hnomme pour
la fabrication de remédes pharmaceutiques et agroalimentaires. En effet, les substances naturelles
issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans le systeme de soins traditionnels et
dans les différentes industries : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces
composés, on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout
illustrés en thérapeutique. Les extraits méthanoliques et aqueux issus des plantes médicinales
constituent également un axe important dans cette voie de recherche. Quant a leur possible effet
contre certaines maladies, les métabolites secondaires antioxydants comme les polyphénols et les
flavonoides par leurs potentiels thérapeutiques constituent ces derniéres années un axe de

recherche prometteur et tres varie.

Le stress oxydant qui est généré par le déséquilibre entre les systéemes pro-oxydants et les
antioxydants, au profit des premiers est impliqué dans de nombreuses pathologies telles que :
I’obésité, le diabéte, les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératifs, le cancer et le
vieillissement. La supplémentation par les antioxydants devient une nécessité. Mais 1’utilisation

des antioxydants de synthése présente des effets indésirables sur la santé humaine.

L’Algeérie possede une flore riche mais peu valorisée du point de vue de ses potentiels
chimiques sensoriels ou biologiques, qu’ils ont utilisés beaucoup plus dans la médecine
traditionnelle, car ils ont riches par les antioxydants. Le concept de cette recherche est d’évaluer

’activité antioxydante de la partie aérienne d’Asperula hirsuta dont les objectifs sont :

e Préparation des extraits aqueux et méthanoliques d’Asperula hirsuta.

e Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides des deux extraits.

e Evaluation in vitro de I’activité antioxydante des extraits d’Asperula hirsuta par deux
testes : la capaciteé antioxydante totale (TAC) et I’inhibition de la peroxydation de 1’acide

linoléique.
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I. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un phénomeéne physiopathologique désigne un désequilibre de la balance
entre les systemes producteurs des radicaux libres et les systemes de défense antioxydants, cet état
est caractérisé par une réduction de la capacité des systemes endogenes a lutter contre 1’attaque
oxydante dirigée vers des biomolécules cibles avec des modifications irréversibles de lipides, de
protéines et d’acides nucléiques, conduisant a 1’apparition des diverses pathologies humaines
(Zbadi et al., 2018 ; Baudin, 2020).

1.1. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme étant une molécule qui posséde un ou plusieurs électrons
non appariés (célibataires) sur leur orbitale externe, cette molécule est tres instable et réagit
rapidement avec d’autres composants, tentant de capturer 1’électron nécessaire pour acquerir la
stabilité (Ahmadinejad et al., 2017). Les radicaux libres sont générés en réponse a des stimuli
endogeénes et exogeénes. A des concentrations physiologiques, les radicaux libres agissent comme
des molécules de signalisation médiante la croissance, la migration et la différenciation des
cellules, tandis qu’a des concentrations plus €levées, elles induisent la mort cellulaire, I’apoptose

et la sénescence (vieillissement) (Ziech et al., 2010).
1.2. Formes des radicaux libres

1.2.1. Espéces réactives de I’0xygéne

Les espéces réactives de 1’oxygene (ROS) sont un terme collectif qui comprend a la fois
les radicaux oxygénés, tels que les radicaux superoxyde (O2"), hydroxyle (OH"), peroxyle (RO>) et
hydroperoxyle (HOz), et certains oxydants non radicaux, tels que le peroxyde d’hydrogene (H202),
I’acide hypochloreux (HOCI) et I’0zone (Os), qui peuvent étre facilement convertis en radicaux.
Les ROS sont également produits au cours du métabolisme normal et sont impliqués dans
nombreux phénoménes biologiques. A I’état normal, la production des ROS reste faible et
n’intéresse qu’un faible pourcentage de 1’0xygene capté par la respiration (Panth et al., 2016 ;
Ahmadinejad et al., 2017).

1.2.2. Espéces réactives de ’azote

Les especes réactives de 1’azote (RNS) comprennent des radicaux libres comme 1’oxyde

nitrique (NO") et le dioxyde d’azote (NO"), ainsi que des non-radicaux comme le peroxynitrite

(ONOO"), I’oxyde nitreux (HNOy) et les peroxynitrates d’alkyle (RONOO). Le monoxyde d’azote
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(NO") est issu de I’oxydation de 1’un des azotes terminaux de 1’acide amine L-Arginine (Johansen

et al., 2005).
1.3. Sources des radicaux libres

La formation des radicaux libres dans 1’organisme due a des multiples facteurs
environnementaux et biologiques, donc le stress oxydatif peut étre divisé en mécanismes exogenes
et endogenes (figure 1). Parmi les facteurs environnementaux, on a : 1’exposition aux rayons
ultraviolets du soleil, aux rayons X et gamma, aux radiations, au tabagisme, a la pollution, a
I’0ozone et a certains médicaments, produits chimiques (solvants, métaux...) ou pesticides. La
production biologique des ROS est résultante des réactions métaboliques ou les espéces d’oxygene
sont des donneurs/accepteurs intermédiaires d’élections. La production de radicaux libres est un
processus naturel qui peut se produire avec ou sans 1’aide d'enzymes. Les radicaux libres sont
formés au niveau de divers organites cellulaires : les mitochondries, les microsomes, le cytosol a
travers plusieurs systemes enzymatiques tels que la xanthine oxydase, la monoamine oxydases, la
NAD(P)H oxydase, la cyclooxygenase et le lipooxygenase (Wang et al., 2011 ; Ahmadinejad et
al., 2017).

I.4. Oxydation des macromolécules

Les dommages cellulaires de I’oxydation sont souvent représentés par des modifications

de diverses macromolécules, dont les lipides, les protéines, les glucides et les acides nucléiques.
1.4.1. Peroxydation lipidique

Les membranes plasmatiques sont largement composées d’acide gras polyinsaturé (AGPI),
qui sont exceptionnellement sensibles aux dommages oxydatifs en raison de la présence de plus
de deux doubles liaisons carbone-carbone. L’oxydation des lipides est une réaction en chaine de
radicaux libres, qui peut étre divisés en 3 phases : initiation, propagation et termination (figure 2),
leurs les principaux produits primaires sont les hydroperoxydes lipidiques (LOOH). Parmi les
nombreux aldéhydes différents qui peuvent apparaitre comme produits secondaires au cours de la
peroxydation des lipides, il existe des structures telles que le malondialdéhyde (MDA), le propanal,
I'nexanal et le 4-hydroxynonenal (4-HNE) est le plus toxique (Ayala et al., 2014). L’oxydation
affecte les principales caractéristiques structurelles et fonctionnelles de la membrane, y compris la
fluidité, ainsi que I’activité des protéines transmembranaires et enzymatiques, cette derniere cause
des dommages a I’ADN et aux protéines par 1’0xydation de radicaux peroxyles ou alkoxyles
lipidiques (Tvrda et al., 2017).
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1.4.2. Oxydation de ’ADN

Des niveaux élevés de ROS également ciblé ADN nucléaire et mitochondrial par des
métabolites réactifs (OH’, O2" et NO"). 1l a été rapporté qu’OH" est le plus réactif ce qu’implique
des dommages a tous les composants de la molécule d’ADN, endommageant a la fois les bases
puriques et pyrimidiques ainsi que le squelette de désoxyribose, des mutations, des délétions ou
des translocations, et la réticulation avec des protéines, des ruptures de brins. Les 1ésions de I’ADN
entrainent divers effets physiologiques, tels qu’une réduction de la synthése des protéines, ainsi
que l’arrét ou I’induction de la transcription, des erreurs de réplication. Ces affections
fréquemment I’origine mutagenése, carcinogenése (Gill et Tuteja, 2010). Le marqueur le plus
couramment utilisé pour tenir compte de I’oxydation de I’ADN est la 8-hydroxydéoxyguanosine
(8-OH-G) (Birben et al., 2012).

Endogenous Antioxidant
sources , defences
Mitochondria Enzymatic systems Ultraviolet light
Peroxisomes CAT, SOD, GPx lonizing radiation
Lipoxygenases Non-enzymatic systems Chemotherapeutics
NADPH oxidase Glutathione Inflammatory cytokines
Cytochrome P450 Vitamins (A,C and E) Environmental toxins
less \ / more
ONOO~ Oo" ‘RO
. . ‘O
RO 02NO ‘OH 2
Impaired physiological i Impaired physiological
l Random Specific
llular signallin
Normal growth o9 9 9
and metabolism damage pathways
Decreased proliferative 1 1 1
response *l *l *l

Defective host defences Ageing Disease Cell death

Figure 1. Sources et réponses cellulaires aux espéces réactives de 1’oxygéne (Krumova et Cosa, 2016).

1.4.3. Oxydation des protéines

Les protéines sont des cibles critiques pour 1’oxydation en raison de leur abondance et de

leurs constantes de vitesse élevées pour les interactions avec divers ROS intracellulaire et
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extracellulaire (Tvrda et al., 2017). L’oxydation peuvent étre attaque les liaisons peptidiques qui
provoque la modification directe de 1’activité des protéines a lieu par nitrosylation, carboxylation,
la formation de liaisons disulfure et la glutathionylation, et la modification indirecte a lieu par
conjugaison avec les produits de dégradation de la peroxydation des acides gras. Par ailleurs,
I’extréme génération de ROS et de charge ¢électrique modifiée augmente la sensibilité des protéines
a la protéolyse (Hakeem et al., 2014). Les protéines oxydees deviennent également tres
hydrophobes, soit par élimination des groupements amines ionisables, ou par extériorisation de
zones hydrophobes centrales. Alors elles vont fagconner des amas anormaux dans ou autour des
cellules (Favier, 2003). La carbonylation des protéines est un marqueur largement utilisé de

I’oxydation des protéines résultent d’un certain nombre d’acides aminés protéiques (Pisoschi et
Pop, 2015).

Initiation: In—In In® + I (1)
Feil 1
In* + L-H In-H+ L- (2}
- erU'UH -
Propagation: L + O —— " L-O0O (3)
K
L-OO + L-H e L-OOH + L - (<)
Termination: 2 L-OO" : [L-OC-OO-1] (5)
[L-OO-O0-L] —= MNon-radical products + Os (6)
{(NMRP)
Kan =63} 107 prls™? k=6 x 107 M s for linoleate In, Inttiatar; L, Lipid
Fperox = 102 hals™? k=1 x10°% to 107 157

Figure 2. Réaction de la peroxydation lipidique (Yin et al., 2011).

1.4.4. Oxydation des glucides

Si la chimie de 1’attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée que
celle des autres macromolécules, il n’en demeure pas moins que les espéces réactives de 1’oxygene
attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage. Par ailleurs, le
glucose peut s’oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces métalliques, en
libérant des cetoaldéhydes, H20. et OH", qui entraineront la coupure de protéines ou leur glycation
par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénoméne de glycosoxydation est trés important chez les

diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétin (Favier, 2003).
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1.5. Effet pathologique de stress oxydatif

Le stress oxydatif est un phénomene associé a de nombreuses maladies. La multiplicite des
conséquences médicales de ce stress n’a rien de surprenant, car selon les maladies, celui-ci se
localisera a un tissu et a des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des especes
radicalaires différentes et sera associé a d’autres facteurs pathogénes ou des anomalies génétiques

spécifiques et individuelles (tableau 1) (Favier A, 2006).

Tableau 1. Les différentes maladies qui affectées par le stress oxydatif (Favier A, 2006).

Maladies dues
a une production insuffisante
de radicaux libres

Maladies ot le stress oxydant Maladies entrainant
fait partie un stress oxydant
des facteurs déclencheurs secondaire

Maladies ot le stress oxydant
est la cause primordiale

¢ Agranulomatose septique Cancers Maladie d’Alzheimer Diabéte
s Psoriasis Autoimmunité Stérilités masculines Insuffisance rénale
Cataracte Maladies virales : EBV, HVB Mucoviscidose

Sida

Choc septique
Infarctus du myocarde
Ischémies/reperfusion
Parkinson

Brilures

Thalassémie

Greffes d’organes

Rhumatismes
Athérome

Asthme

Insuffisance respiratoire

Dégénérescence maculaire
Sclérose latérale amyotrophique
Photo-veillissement cutané
Photosensibilisation

Irradiation

Intoxications : CCl,, Cd, Fe, alcool,
Hémochromatose

* 8 8 0 " e e e 8
e & & & & & 8
e & & & & & & & 8 s

Traitements :

* Anticancéreux

¢ PUVA thérapie

* Oxygene hyperbare

Il. Antioxydants

Les antioxydants sont définis comme des molécules qui éliminent, piegent et inhibent la
formation de ROS ou s’opposent a leurs actions. Ils peuvent protéger les cellules contre les ROS
par trois mécanismes : la prévention, I’élimination et le traitement et donc, minimiser tout

dommage oxydatif potentiel (Tvrda et al., 2017).

L’organisme se protege en permanence contre la formation et 1’agression de ces oxydants par
divers mécanismes des défenses enzymatiques et non enzymatiques qui se présentent a faible

concentration (figure 3).
I1.1. Antioxydants enzymatiques

11.1.1. Superoxydes dismutases (SOD)

Elles sont classées en trois groupes ; le cuivre et le zinc (Cu,Zn-SODs), le manganése (Mn-
SODs) ou le fer (Fe-SODs), qui sont principalement localisées dans le cytosol, les mitochondries
et intervenir dans la premiére ligne de systeme de défense contre les especes réactives de
I’oxygene. Elles catalysent la dismutation du radical superoxyde (O2") en oxygene moléculaire (O2)

et en peroxyde d’hydrogéne (H20.) (Ighodaro et Akinloye, 2018).
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11.1.2. Catalase (CAT)

C’est une enzyme dont la fonction principale est de catalyser la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne (H202) en H20 et en oxygene moléculaire. Se trouve ainsi dans les hématies
et les peroxysomes, le cytosol de nombreux tissus et cellules, complétant ainsi la réaction de
détoxification engagée par le SOD (Gebicka et Krych-Madej, 2019).

11.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

Elles se trouvent dans le cytosol et les mitochondries. Elles catalysent la réduction de
peroxyde d’hydrogene et les hydroperoxydes lipidiques, qui agissent en synergie avec le GSH

pour éliminer efficacement le H2O: intracellulaire (Tvrda et al., 2017).
11.1.4. Glutathion Réductase (GR)

Elle est présentée dans le cytosol et les mitochondries, la GR joue un réle central dans la
défense de la cellule contre les métabolites réactifs de 1’0xygene en maintenant le potentiel
cellulaire de GSH réduit en catalysant la réduction de GSSG en GSH avec 1’oxydation de NADPH
qui ’accompagne (Gill et al., 2013).

11.1.5. Peroxyrédoxine (Prx)

Il est localisé dans les mitochondries et les peroxysomes, il existe 6 isoformes de Prx qui

.....

organiques et H20- et ainsi que protéger I’ADN contre les dommages de 1’oxydation (Circu et Aw,
2010).
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Figure 3. Classification des antioxydants selon les sources et leur nature (Mehta et Gowder, 2015).
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11.2. Antioxydants non enzymatiques

Elles sont devisées en deux principaux groupes soit endogénes (Glutathion (GSH), acide
urique, bilirubine, ubiquinones) ou exogénes, apportés alimentaires (vitamine C, E, A, les oligo-

éléments, les polyphénols).
11.2.1. Glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide (Lyglutamy-I-cystéinyl-glycine), qui présent dans toutes les
cellules aérobies, il est capable de piéger les espéces réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote et ainsi
ils peuvent servir de donneur d’électrons (cofacteur) pour les enzymes antioxydantes telles que les

glutathions peroxydases et les glutathions S-transférases (Couto et al., 2016).
11.2.2. Acide urique

L’acide urique est le produit terminal issu du métabolisme des bases puriques (I’adénine et
la guanine) des acides nucléiques. Au pH physiologique, I’acide urique dans le corps existe
principalement sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux OH’, ROO’, NOO’
(Keenan, 2020).

11.2.3. Bilirubine

C’est un produit terminal de la dégradation de 1’héme et résulte essentiellement du
catabolisme de I’hémoglobine grace a I’enzyme héme oxygénase. Il est un piégeur le radicale
superoxyde (O2") et les radicaux peroxyles et également, elle protége la vitamine A et ’acide
linoléique. La bilirubine est importante dans le cerveau, il se lie a I’albumine et empéche sa

pénétration dans les tissus riches en lipides (Vasavda et al., 2019).
11.2.4. Ubiquinones

L’ubiquinone (coenzyme Q) est un composant de la chaine respiratoire mitochondriale,
sous sa forme réduite, il joue un réle d’un antioxydant puissant, protégeant les phospholipides de

la peroxydation (Mehta et Gowder, 2015).
11.2.5. Caroténoides

Elle est synthétisée par les plantes et les micro-organismes et présentée dans les tissus
membranaires, elles peuvent étre classées en deux groupes différents : les carotenes et les
Xanthophylles, I’action de se composer sont liés & leur chaine polyénique qui réagit avec les

radicaux libres (Bernstein et al., 2016).
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11.2.6. Oligoéléments

Les oligo-éléments sont apportés par I’alimentation ou la nutrition artificielle. Parmi ces
oligo-éléments (Cu, Zn, Mn et Se) jouent un role des coenzymes qu’ils intervenant dans
nombreuses activités biologiques telles que de 1’oxydation donc, on peut citer le zinc qui agit
comme une cofacture pour la SOD et des métallothionéine, et ainsi contribuant a 1’élimination des

radicaux superoxyde et les radicaux hydroxyles (Berger et Roussel, 2017).
11.2.7. Vitamine C et E

La vitamine C est une vitamine hydrosoluble largement répondue dans les fruits, il existe
sous forme oxydée (1’acide déhydroascorbique), qui se permet la libération d’électrons et explique
son intervention dans divers mécanismes d’oxydoréduction, et une capture des radicaux libres

oxygénés par ailleurs, elle préserve la vitamine E tissulaire de I’oxydation (Smirnoft, 2018).

La vitamine E (a tocophérol) est une vitamine liposoluble protege le potentiel cellulaire
contre les effets déléteres des radicaux libres par I'inhibition de la peroxydation des lipides

membranaire (Chauhan et al., 2013).
11.2.8. Polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires varieés (tableau 2) qui
présentent une activité antioxydante et que 1’on trouve dans les tissus végétaux. Les polyphénols
contiennent un cycle aromatique avec des substituants -OH ou OCH3 qui agissent en synergie, ce
qui contribue a leurs fonctions métaboliques, y compris 1’activité antioxydante, ainsi qu’ils ont
une propriété inhibitrice des nombreuses enzymes telles que les oxygénases, et aussi la chélation

des métaux (Hakeem et al., 2014).
1. LA PLANTE ASPERULA HIRSUTA (DESF.)

I11.1. Description et classification botanique

Asperula est un genre important de la famille des Rubiaceae, il comprend 185 especes et 232
taxons dans le monde entier. Plusieurs études ont montré que I’A. hirsuta est une plante sauvage,
elle est diffusée dans nombreuses régions méditerranées telles que ; nord d’Afrique (Algérie,
Maroc, Tunisie...), en Turquie (41 especes), en Grece (38 especes) et en Australie (21 especes)
(Quezel et al., 1962 ; Sahin et al., 2021).

10
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Tableau 2. Grande famille des polyphénols (Defraigne et Pincemail, 2008).

Famille Principaux composes Origine
Acide hydroxy- acide Acide vanillique Vanille
Acide gallique Feuilles de thé
Acides hydro- cinnamiques | Acide cafeique Cafeé
Acide férulique Riz, blé, asperges
Acide chlorogénique Pelure de pomme de terre,

Resvératrol (stilbéne) pomme, artichaut, raisin, vin

Flavanoides Quercétine, kaempférol Oignon, brocoli

- flavonols luéoline, apigénine Céleri

- flavones naringénine Agrumes

- flavanones Catéchine, épicatéchine Raisin, thé vert, chocolat,
- flavones-3-ols génistéine, daidzéine S0ja

- isoflavones cyanidine Fruits rouges, raisin

Tannins hydrosolubles Polyphénols de haut ou non
Ou non poids moléculaire
Lignines Lignane Bois

Asperula hirsuta (A. hirsuta) est une herbe annuelle ou vivace a aspect de Galium, elle est
caractérisée par un tube plus moins long a 4 lobes, et leurs feuilles sont moyennes aux moins
verticillées par 6, rétrécies acuminées au sommet, a marges fortement révolutées. Fleurs en cymes
terminales denses ramifiées, tétrameéres, a corolle hypocrateriforme, de couleur blanche ou rose, a
8-15 fleurs longues de 1 cm, & limbe a 4 divisions étalées obtuses. Fruits sont secs a 2 carpelles et
glabres. En Algérie, elle est localisée principalement dans le Tell et toutes les régions

montagneuses (Quezel et al., 1962).

La taxonomie d’Asperula hirsuta selon la flore d’ Algérie est la suivante :

Régne : Plantae Sous-classe : Asteridae
Sous-régne : Tracheobionta Ordre : Rubiales
Division : Magnoliophyta Famille : Rubiaceae
Classe : Magnoliopsida Genre : Asperula

Espece : Asperula hirsuta (desf.)

11
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I11.2. Phytochimie

A ce jour, I’espéce Asperula hirsuta n’a fait I’objet d’aucune étude chimique et
phytochimique. C’est pour ¢a, plusieurs investigations ont annoncé sur le genre d’Asperula pour
déterminer sa composition phytochimique. Donc le genre d’Asperula contient des glycosides
iridoides, des glycosides de flavone et des dérivés d'acides phénoliques, et aussi des triterpénes.
En plus, le genre Asperula possede les principales classes des métabolites secondaires comme les
coumarines glucosides et les anthraquinones (Kirmizibekmez et al., 2016 ; Ozgen et al., 2018). 1l
y a des études montrent que les huiles essentielles du genre de la famille Rubiacée possedent les
constituants dominants suivants: le linalol, le bornéol, le géraniol et le a-terpinéol
(I’ina et al., 2012).

111.3. Usage traditionnel et propriétés biologiques

Certaines espéces d’Asperula sont utilisées comme diurétiques, toniques, antidiarrhéiques
ainsi que pour réduire la pression artérielle et I’inflammation dans plusieurs médecines
traditionnelles (Kirmizibekmez et al., 2016). lls sont aussi utilisés dans le traitement des états
d’angoisse, des céphalées, de I’insomnie, des palpitations, des troubles menstruels d’origine
neurotonique, des troubles digestifs d’origine neuro-végétative et comme source d’agents

antimicrobiens (Goetz et Le Jeune, 2011).

L’¢évaluation des activités biologiques d’A. hirsuta n’était pas encore étudiée ou effectues,
donc d’apres la recherche sur les espéces du genre d’Asperula, on a trouvé des nombreux d’études
littératures, qu'ils ont déterminé plusieurs activités biologiques comme : D’activité anti-
inflammatoire, antimicrobienne, antifongique, antihypoxique et cicatrisante, mais essentiellement

comme antioxydants (Goetz et Le Jeune, 2011 ; Yurchenko et Kovaleva, 2013).

Figure 4. Aspect morphologique d’Asperula hirsuta.
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MATERIELS ET METHODES

I. Matériels

I.1. Matériel végétal

La plante Asperula hirsuta (A. hirsuta) a été récoltée en juin 2019 de la région de Beni
Ourtilane, au Nord-Ouest de Sétif. L’identification a été faite par Dr. Djamel Sarri, Faculté des
Sciences, Université de M’Sila. La partie aérienne de la plante a été séchée a I’ombre et a

température ambiante puis stockée a 1’abri de la lumiére jusqu'a son utilisation.
1.2, Produits et réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : Acide ascorbique, acide gallique,
acide sulfurique (H2SOa), carbonate de sodium (Na2COs), chlorure d’aluminium (AICIs), chlorure
ferreux (FeClz), molybdate d’ammonium (NH4)sM070:24-4 H20, phosphate de sodium (NasPO.),
quercétine, réactif de Folin-Ciocalteu, thiocyanate de potassium (KCN), Tween 20, acide
linoléique et 2,6 di-tert-butyl-4-methyl phenol (BHT) proviennent de Fluka (France). Les sels
utilisés pour la préparation des tampons sont obtenus aupres de Panreac (Espagne). Les solvants

sont de grade analytique et obtenus aupres de Riedel-de Haén (France).
I1. Méthodes

11.1. Préparation de ’extrait aqueux

L’extrait aqueux d’A4. hirsuta est préparé selon la méthode de Kasmi et al. (2017),
Houngnimassou et al. (2017) avec quelque modification, 50g de poudre de la partie aérienne
d’Aspirula hirusta a été mise a bouillir dans 500 ml d’eau distillée pendant 20 minutes. Apres
filtration, 1’extrait récupéré est soumis & une centrifugation. A la fin, la solution obtenue est séchée

pour obtenir une poudre brun foncé qui est conservée a -32°C jusqu’a son utilisation.
11.2. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique d’A. hirsuta est préparé selon la méthode de Bougandoura et
Bendimerad (2013), Krimat et al. (2017). Brievement, 50 g de poudre de la partie aérienne a été
mise a macérer dans 500 ml de méthanol/eau (7:3, V/V) sous agitation magnétique pendant 24
heures, a I’ombre et & la température ambiante. L’extrait a ensuite été filtré et soumis & une
évaporation du méthanol sous pression réduite a 45°C dans un rotavapeur (BUCHI). En fin, le
séchage de solution obtenue pour acquérir une poudre de couleur brun foncé qui est conservée a -

32°C jusqu'a leur utilisation.
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11.3. Dosage des polyphenols
Principe

Les teneurs phénoliques totaux ont ¢été estimés a partir dune méthode
spectrophotométrique qui utilise le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) décrite par Tariba Lovakovi¢
et al. (2018). Le test FC repose sur le transfert d’électrons en milieu alcalin des composés
phénoliques aux complexes d’acide phosphomolybdique / phosphotungstique pour former des
complexes ((PMoW11040)*) qui donne une couleur bleue, il est proportionnel a la présence de
polyphénols et posséde une absorption aux 750 a 765nm (Ainsworth et Gillespie, 2007).

Methode de dosage

Un volume de 100 pL des solutions d’extraits a différentes concentrations sont ajoutés a
500 uL de FCR (10%). Aprés 4 min, ajouter 400 ul de carbonates de sodium (Na.COs) a 7,5 %.
Laisser réagir et incuber le mélange a 1’obscurité pendants 2 heures a température ambiante, puis
lire @ 765nm. Un blanc est préparé de la méme fagon en remplacant 1’extrait par 1’eau distillée. La
concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage (figure 5) établie avec ’acide gallique (0 - 200 ug/ml) et est exprimée en pg
d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

I1.4. Dosage des flavonoides
Principe

Quantification des flavonoides par une approche basée sur la formation complexe jaunatre
par chélation de I’ion Al*3, du chlorure d’aluminium (AICIs) avec les atomes d’oxygéne carbones
4 et 5 des flavonoides. Donc, La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de

flavonoides présente dans ’extrait (Ali-Rachedi et al., 2018).
Meéthode de dosage

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Bahorun et al., 1996) avec quelques
modifications. Un millilitre de la solution d’ALClsz (2%) est ajouté a 1 ml de la solution de
I’échantillon ou standard contenant différentes concentrations. Le mélange est laissé réagir et
incuber a I’obscurité a la température ambiante pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm.
La concentration des flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (0-16 pg/ml) et exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine

par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (figure 6).
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Figure 5. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Chaque valeur représente la moyenne + SD
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Figure 6. Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque valeur représente la moyenne + SD
(n=3).
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I1.5. Activité atioxydante des extraits d’Asperula hirsuta

11.5.1. Capacité antioxydante totale

Principe

Le test est basé sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions
molybdate Mo®" & molybdéne (Mo®) en présence de [I’extrait ou d’un agent
antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre
(phosphate/Mo (V) a un pH acide. On mesure 1’augmentation de la coloration du complexe

molybdéne (VI) en présence d’antioxydant (Yaici et al., 2019).

Meéthode de dosage

La méthode consiste & introduire dans un tube 100ul de chaque extrait a differente
concentrations mélangées a 900ul d’un réactif composé de 1’acide sulfurique H2SO4 (0,6 M), du
phosphate de sodium Na2POs (28 mM) et du molybdate d’ammonium (4 mM). Le tube est ensuite
incubé a 95°C pendant 1 heure et 30 minutes. Aprées les avoir refroidis, I’absorbance est mesurée
a 695 nm contre le blanc qui est constitué de 100 ul de d’eau distillée mélangé avec 900 ul du
réactif. La capacité antioxydante totale est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage (figure 7) établie avec 1’acide ascorbique (0 - 200 pg/ml) et est exprimée en
microgramme d’équivalent d’acide ascorbique (Vc) par milligramme d’extrait (ug EVc / mg

d’extrait).

1,5 -

y =0,0078x - 0,095
R?=0,9928

1,2 A

0,9 -

0,6 -

Absorbance a 695 nm

0,3 1

0 50 100 150 200
Concentration (pug/ml)

Figure 7. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne + SD
(n=23).
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11.5.2. Peroxydation de I’acide linoléique
Principe

L’activité antioxydante totale des extraits de la plante Aspirula hirusta est mesurée par
I’inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique en utilisant la méthode au thiocyanate ferrique
(FTC). Cette méthode est basée sur I’oxydation de 1’acide linoléique qui génére la formation des
peroxydes qui s’oxyde Fe?* en Fe®*. Ces derniers ions forment un complexe avec le thiocyanate

mesuré a une absorbance maximale de 500 nm (Cheurfa et Allem, 2015).

Méthode

Une émulsion d’acide linoléique est préparée en mélangeant 0,028 g d’acide linoléique,
0,028 g de Tween 20 et 10 ml de solution tampon phosphate (0,04 M, pH 7.0). Le milieu
réactionnel contient 600 pl de solutions d’extraits ou de I’antioxydant standard (BHT) a une
concentration bien définie (50 pg/ml) et 600 pl de 1’émulsion d’acide linoléique. Le contrdle
contient tous les réactifs sauf 1’échantillon a tester (extraits ou antioxydant standard) qui est
remplacé par un volume égal de la solution tampon. Apres agitation, le mélange est incubé a 25°C
a I’obscurité. La lecture est faite aprés 15 min d’incubation puis chaque 24 heure pendant 96
heures, en mélangeant 2ml d’éthanol, 40 ul KCN, 40 ul d’échantillon et 40 ul de FeCI2. Apres
3min, ’absorbance est lue a 500 nm contre un blanc d’éthanol. Le pourcentage d’inhibition de la

peroxydation lipidique est calculé selon 1’équation suivante :
Inhibition de la peroxydation (%) = [(Ac - At) /Ac] x 100

Ac : Absorbance du contrble.
At : Absorbance du test.

11.6. Analyses statistiques

Les résultats des différents tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD. La
comparaison des moyennes et des variances est déterminée grace au logiciel Graphpad Prism
version 9,2. La signification des différences entre le contréle et les différents tests est déterminée
par le test ANOVA univariée suivi du test de Dunnett/Tukey pour les comparaisons multiples. Les

différences sont considérées statistiguement significatives au seuil de 0,05 (p < 0,05).
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RESULTATSET DISCUSSION

. RESULTATS

I.1. Préparation des extraits d’Asperula hirsuta

Pour la préparation de 1’extrait méthanolique on utilise la méthode de macération pour

obtenir une poudre brun foncé avec un rendement de 20,07 %. Alors que, pour I’obtention de

I’extrait aqueux on exploite la méthode de décoction afin d’obtenir une poudre brun foncé avec le

méme rendement (20,98 %).

1.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les résultats de I’analyse colorimétrique des composés phénoliques montrent que 1'extrait

méthanolique d’A. hirsuta est plus riche en polyphénols et en flavonoides que I’extrait aqueux

(tableau 3).
Tableau 3. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits aqueux et méthanolique d’Asperula
hisurta.
Extrait E.Met E.AQ
Polyphénols
(ng d’équivalent d’acide 137,06 +£ 10,52 104,50 + 14,60
gallique / mg d’extrait)
Flavonoides
(ng d’équivalent de 15,81 + 0,48 9,92 + 0,50
quercétine / mg d’éxtrait)

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.

1.3. Activité antioxydante des extraits d’Asperula hirsuta

1.3.1. Capacité antioxydante totale (TAC)

Les résultats montrent que I’extrait méthanolique posséde une capacité antioxydante

meilleure que celle de I’extrait aqueux. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.
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Tableau 4. Capacité antioxydante total des extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hisurta.

Extrait E.Aq E.Met
TAC
(ug d’équivalent d’acide 125,84 + 7,12 169,01 £ 13,25

ascorbique / mg d’extrait)

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais = SD.
1.3.2. Effet sur la peroxydation de I’acide linoléique

La figure 8 montre la cinétique de la peroxydation de I’acide linoléique en présence et en
absence des extraits d’Asperula hirsuta et du BHT. Les absorbances observées sont stables tout au
long des 96 heures d’incubation, indiquant une forte activité antioxydante par rapport au controle

négatif.

Les extraits aqueux et méthanolique possédent des effets inhibiteurs d’environ 84 % a
concentration 50 pg/ml. Ces valeurs sont statistiquement similaires a celle du BHT qui exerce un
effet inhibiteur de 84 % a la méme concentration (figure 9).

1.57
-#= (Control
E =A= BHT
S 1.0- - E.Met
S - E.Aq
S
=
]
£ 0.5
2
=
<
0.0 1 1 1 | 1
0 24 48 72 96
Temps (heures)

Figure 8. Cinétique de la peroxydation de 1’acide linoléiqueen présence et en absence des extraits aqueux
et méthanolique d’Asperula hirsuta et du BHT. Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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Figure 9. Activité inhibitrice de la peroxydation de 1’acide linoléique des extraits aqueux (E.Aq) et
méthanolique (E.Met) d’Asperula hirsuta et du BHT au temps 96 h et & une concentration de 50 pg/ml.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures £ SD ; NS : non significatif.
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1. DISCUSSION

L’industrie pharmaceutique et alimentaire s’intéresse de plus en plus aux antioxydants
naturels et aux composeés bioactifs dérivés des plantes tels que les polyphénols et les flavonoides
pour remplacer les composés synthétiques car ils possedent des effets bénéfiques sur la
santé ,grace a leurs groupements hydroxyles ils maintient ’hémostase plus efficacement contre
les maladies liées au stress oxydatif tel que ; 1’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires,
vieillissement, et aussi les maladies hépatiques, car pleins des études sont mentionnés que les
métabolites secondaires des plantes protégent I’hémostase du foie (Li et al., 2015 ; Petropoulos et
al., 2020). Objectif de notre étude est ’estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides

des extraits d ’Asperula hirsuta pour évaluer leurs activité antioxydant.
11.1. Extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

La composition chimique d’un produit végétal est déterminée par une analyse chimique
qualitative utilisant différents solvants d’extraction. Le choix de la méthode et du solvant utilisés
pour I’extraction est une étape particulierement importante pour obtenir une concentration
optimale de composés naturels dans 1’extrait et le solvant idéal doit avoir une faible toxicité, une
faible inflammabilité, un faible risque d’explosion, et doit également étre économique et
respectueux de I’environnement (Jones et Kinghorn, 2005). Le rendement de I’extraction chimique
et activité antioxydant dépendent de plusieurs paramétres tels que type d’extraction, la nature de
solvant utilisé, la stabilit¢ des composés d’extrait, la température et le temps du processus
d’extraction (Tanase et al., 2019). Le solvant le plus efficace pour extraire les polyphénols est le
méthanol, suivi I’éthanol et enfin 1’eau. L’extraction au méthanol donne une large gamme de
composés phénoliques, y compris : les flavonoides donc pour une meilleure obtention de 1’activité
antioxydante (Rhazi et al., 2019). D’autre part, les substances phytochimiques, peut étre influencée
par divers facteurs tels que les variétés, les conditions climatiques et les pratiques culturales, la
maturité a la récolte et les conditions de stockage (Fadili et al., 2015). Dans ce travail, on utilise
le méthanol et I’eau pour 1’obtention des extraits avec des concentrations importantes a partir de
la partie aérienne d’Asperula hirsuta. L’utilisation du mélange hydroalcoolique a pour objectif
d’extraire les composé polaires, moyennes et de faibles polarités, et pour augmenter la
perméabilité des parois cellulaires pour faciliter I’extraction d’un plus grand nombre de composés
(Seidel, 2012). L’étude de Prasedya et al. (2021), montre que 1’extraction des composeés
phytochimiques de plantes a partir des particules de plus petite taille augmente la surface de contact
de I’échantillon et du solvant utilisé pour I’extraction ce qui donne un meilleur rendement

d’extraction.
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Avant I’extraction, il faut réduire le taux de 1’eau dans le matériel végétal étudie pour le but
de dévalorisation suivante de I’activité de 1’eau de 1’extrait, la croissance microbienne, la
déshydratation a I’ombre de la plante en vue d’empécher la dégradation enzymatique (par ex,
hydrolyse des glycosides) des molécules bioactives (Kémajou et al., 2012). Afin d’éviter
I’oxydation des composants bioactives contre les radiations ultraviolettes, 1’extrait doit étre
conservé dans des flacons sombres (Jones et Kinghorn, 2005). La température inférieure a 30°C

est recommandée afin d’eviter la perte/dégradation des composés thermolabiles (Seidel, 2012).

De plus, la décoction a un effet positif amendant 1’extraction que la macération a cause de
la température alors que la différence entre les deux méthodes due au temps de I’extraction qui
peut étre long a la macération (24h) par apport a la décoction qui prendre un temps réduit (30 min)
(Bohui et al., 2018). D’apres les résultats, on trouve que le rendement de 1’extrait méthanolique et
de I’extrait aqueux d’Asperula hirsuta sont proches. Selon Su et al. (2006), le rendement des
extractions aqueuses augmente avec la température, c’est la raison pour laquelle la décoction a été
effectuée pendant un temps réduit. De plus, Minareci et al. (2011) ont trouvé un rendement varie
entre 6.08 - 9.41 % de cing espéces endémiques du genre Asperula originaire de Turquie a partir

des extraits méthanoliques.

Les tests de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium ont été choisie pour doser les
polyphénols et les flavonoides respectivement pour plusieurs raisons : ce sont des méthodes qui
satisfait aux criteres de faisabilité et de reproductibilité, la disponibilité des réactifs de Folin et de
AICl3z (Khadhr et al., 2017). Les résultats obtenus montrent que les composees polyphénoliques
sont abondants dans la partie aérienne de genre d'Asperula de la famille rubiacée selon
(Ozgen et al., 2018).

L’extrait méthanolique obtenu est plus riche en composés phénoliques que 1’extrait aqueux
a cause de I’affaiblissement des liaisons d’hydrogene des phytoconstituants dans les solutions
aqueuses avec 1’augmentation de leurs ionisations dans telles solutions. La solubilité des
polyphénols dépend de plusieurs paramétres tel que le nombre de groupements hydroxyles, le
poids moléculaire et la longueur de la chaine carbonique de squelette de base (Mahmoudi et al.,
2013). 1l y a des études qui montrent que la différence de polarité des solvants d’extraction peut
causer une grande variation dans le niveau de composés bioactifs dans I’extrait, ce qui indique que
I’efficacité d’extraction favorise les solvants hautement polaires parce que le matériel végétal
contient des niveaux élevés de composés polaires comme flavonoides glycosylés et les aglycones
plus polaires sont extraits avec des alcools ou des mélanges alcool-eau, qu’ils sont solubles dans
des solvants a haute polarité comme 1’eau et le méthanol (Truong et al., 2019). Ensemble, ces

résultats suggeérent que le methanol est le meilleur solvant pour 1’extraction des composés
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bioactifs de la partie aérienne de la plante Asperula hirsuta. Les solvants d’extraction ont un effet
sur le rendement d’extraction et la teneur en composes bioactifs, affectant ainsi de maniere
significative 1’activité biologique de ’extrait d’Asperula hirsuta (Truong et al., 2019). Selon
Sharifi-Rad et al. (2016), les extraits d’Asperula de la famille Rubiaceae présentant des niveaux
plus élevés de polyphénols et de flavonoides. Enfin, I’é¢tude de Minareci et al. (2011) a montré que

les taux de flavonoides variant de 1,69 a 2,90 % d’extrait de cinq especes du genre Asperula.
11.2. Activités antioxydantes

Le criblage des propriétés antioxydantes des composes dérives des plantes nécessite des
méthodes appropriées, qui abordent le mécanisme d’action de 1’activité antioxydant (Gulcin,
2020). Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, des méthodes in vitro (test de TAC, test de I’inhibition de la peroxydation lipidique)

ont été réalisées pour évaluer I’effet antioxydant des extraits méthanolique et aqueux d’A. hirsuta.
11.2.1. Capacité antioxydante totale

Les polyphénols sont les métabolites secondaires phytochimiques les plus courants. Ces
composés ont fait 1’0bjet d'une attention considérable, notamment en raison de leurs activités
antioxydants. Il est probable que cette activité soit due a leurs potentiels redox, participant a la
neutralisation des radicaux libres ainsi qu’a la décomposition des peroxydes grace a leurs
groupements hydroxyles (ElI Ouadi et al., 2021). La méthode du phosphomolybdate est
communément employées, simple rapide et indépendante pour évaluer la capacité antioxydant
totale (Dutta et al., 2012). Nos résultats montrent que 1’extrait méthanolique d’Asperula hirsuta
contient un taux polyphénolique élevé comparativement a 1’extrait aqueux donc ce explique qu’il
y a une relation entre le teneur des composés phénoliques et le pouvoir d’antioxydant totale de
I’extrait (Ceylan et al., 2015). D’aprés les sources exogenes telles que les plantes médicinales
qu’ils sont les principales sources de composés phénoliques dans I’alimentation. Il y a des études
ultérieures qu’ils ont démontrées que le genre d’Asperula riche par les composants phénoliques et
ses dérivés (irridoides, coumarins, triterpenes, flavons glycosidés...) qui sont avérés trés
bénéfiques pour la santé humaine, contrairement aux antioxydants synthétiques tels que le
butylated hydroxyanisole (BHA), I’hydroxytoluéne butylé (BHT), qu’ils ont affecté la qualité
nutritionnelle des aliments (Zujko et Witkowska, 2011). Ensuite, d’autre recherches ont montré
que la famille des Rubiacées posséde une activité réductrice, cela démontre leur propriété de
donation d’électrons et par conséquent leur capacité de neutraliser les radicaux libres (Caceres et
al., 2020). De plus, Bokhari et al. (2013) ont montré que 1’extrait méthanolique et aqueux de

Galium aparine (Rubiacées) ont exercé un pouvoir réducteur tres important.
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11.2.2. Activité inhibitrice de la peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides peut réduire la qualité et la valeur nutritionnelle des aliments. En
outre, elle est également associée au vieillissement, a la détérioration des membranes, aux maladies
cardiaques. Notamment, la peroxydation des lipides membranaires, conduisant a 1’accumulation

de peroxydes lipidiques (Gulgin et al., 2010).

Plusieurs recherches montrent que les antioxydants inhibent les composés organiques
volatils et les hydroperoxydes de diénes conjugués issus de I’oxydation de 1’acide linoléique. Ils
protégent donc les cellules contre 1’oxydation des composants lipidiques des membranes
cellulaires. Les hydroperoxydes formés par 1’acide linoléique ont été neutralisés par les
antioxydants présents dans les extraits de plantes (Ceylan et al., 2015). L’activité antioxydante de
I’extrait a été mesurée en fonction du taux de I’inhibition de peroxydation de 1’acide linoléique.
Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanolique et aqueux d’Asperula hirsuta
possédent une excellente activité inhibitrice de la peroxydation lipidique comparable a celle du
BHT utilisé comme antioxydant de référence. Cette activité est due a la présence des composes
phénoliques dans nos extraits. En effet, Sandhar et al. (2011) ont rapporté que les flavonoides
peuvent inhiber la peroxydation lipidique en un stade précoce par I’activité scavenger des radicaux
peroxydes comme ils peuvent interrompre une chaine de réactions radicalaires par la propriété de
donation d’hydrogeéne. Il a été démontré aussi, que la structure et la propriété lipophile des
polyphénols sont des facteurs favorisant la propriété anti-oxydante, probablement en facilitant
I’incorporation de ces composés dans la phase lipidique de la membrane (Amessis-Ouchemoukh
et al., 2014). De plus, les travaux de Ozgen et al. (2018) ont montré que I’extrait méthanolique
d’Asperula taurina subsp caucasica possede un excellent effet inhibiteur de la peroxydation

lipidigque.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Ce travail s’inscrit dans le cadre de rechercher de nouvelles molécules a intérét
thérapeutique, nous nous sommes intéressés a valoriser les vertus de plante médicinale : Asperula

hirsuta par une caractérisation phytochimique et 1’évaluation de leurs propriétés antioxydantes.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et les flavonoides contenus dans ces deux
extraits par les deux méthodes : Folin-ciocalteu et trichlorure d’aluminium respectivement a révélé

la présence des quantités importantes de ces composés dans les extraits d’Asperula hirsuta.

Pour mieux évaluer I’activité antioxydante in vitro, on a utilisé les deux tests suivants : la
capacité antioxydante totale (TAC) et I’inhibition de la peroxydation de 1’acide linol€ique. D’apres
les résultats, on a trouvé que I’Asperula hirsuta posséde une forte activité antioxydante

comparativement aux antioxydants synthétiques utilisés (BHT et I’acide ascorbique).

Les résultats obtenus restent préliminaires, mais ils nécessitent d’autres études in vitro
complémentaires  approfondies  pour I’identification et la  caractérisation  des
composés actifs responsables des différentes activités biologiques de cette plante par des

méthodes plus performantes serait indispensable.

Ces études doivent étre focalisees sur I’évaluation des effets de ses composés in vivo pour
obtenir une meilleure vue approfondie et plus prometteuse sur les activités antioxydantes des
extraits de cette plante, afin d’établir une relation entre la structure d’activité et comprendre les
divers mécanismes d’action, dans le but de valoriser et exploiter la plante dans le domaine de

pharmaceutique.
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Abstract

The present study aims to evaluate the antioxidant effect of aqueous (Ag.E) and methanolic (Met.E)
extracts of Asperula hirsuta. Total polyphenols and flavonoids contents of both extracts were determined using
Folin-Ciocalteu reagent and the trichloride of aluminum, respectively. The results showed that the Met.E is the
richest in polyphenols and flavonoids with values of 137.06 + 10.52 ug GAE/mg of extract and 15.81 + 0.48 pg
QE/mg of extract, respectively. The antioxidant activity of the two extracts was evaluated using total antioxidant
capacity and linoleic acid peroxidation tests. The results showed that the Ag.E and the Met.E possess an important
antioxidant capacity (125.84 + 7.12 g equivalent of ascorbic acid/mg of Ag.E and 169.01 + 13.25 pg equivalent
of ascorbic acid/mg of the Met.E). Moreover, both extracts inhibited the peroxydation of the linoleic acid with 84
%. In conclusion, aqueous and methanolic extracts of aerial part of Asperula hirsuta have a good antioxidant
property, which can be used in food and pharmaceutical industries.

Keywords: Asperula hirsuta, Oxidative stress, Antioxidant, Polyphenols, Plant extracts.
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Résumé

L’objectif de la présente étude est d’évaluer le pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux (E.Aq) et I’extrait
méthanolique (E.Met) de la partiec aérienne d’Asperula hirsuta. Les teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides des deux extraits ont été déterminées en utilisant la methode de Folin-Ciocalteu et de trichlorure
d’aluminium respectivement. Les résultats révelent que 1’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols et
en flavonoides avec des valeurs de 137.06 £ 10.52 ug EAG/mg d’extrait et 15.81 + 0.48 pug EQ/mg d’extrait
respectivement. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant les tests de TAC et de la peroxydation de ’acide
linoléique. Les résultats montrent que I’E.Aq et I’E.Met possédent une capacité antioxydante importante (125.84
+7.12 ng EVe / mg d’E.Aq et 169.01 + 13.25 pg EVc / mg d’E.Met). Par ailleurs les deux extraits ont inhibé la
peroxydation de I’acide linoléique avec 84 %. En conclusion, les extraits aqueux et méthanolique d’Asperula
hirsuta possédent une activité antioxydante importante due a la présence des composés phénoliques qui peuvent
étre exploités dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique.

Mots clés : Asperula hirsuta, Stress oxydatif, Antioxydant, Polyphénols, Extraits de plantes.



