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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 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 révelent que 1’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols et en
flavonoides avec des valeurs de 144.68 + 10.87 ug EAG/mg d’extrait et 32.78 + 2.06 g
EQ/mg d’extrait respectivement. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant les tests
de DPPH, de blanchissement du B-carotene et le test du pouvoir réducteur. En comparaison
avec I’antioxydant de synthése (BHT), les deux extraits ont exhibé une forte activité
antiradicalaire vis-a-vis du radical libre DPPH avec des I1Cso de 19.54 + 1.60 et de 42.14 +
0.57 ug/ml pour I’E.Met et I’E.Aq respectivement. Ces extraits ont inhibé la peroxydation
couplée de I’acide linoléique/p-carotene a 61% et 66% respectivement. De plus, les deux
extraits ont présenté un bon pouvoir réducteur concentration dépendant. En conclusion, les
extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hirsuta possédent une activité antioxydante
importante due a la présence des composes phénoliques qui peuvent étre exploités dans

I’industrie alimentaire et pharmaceutique.

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

plantes.
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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 144.68 + 10.87 pug GAE/mg of extract and 32.78 + 2.06 ug
QE/mg of extract, respectively. The antioxidant activity of the two extracts was evaluated
using DPPH radical, B-carotene bleaching and reducing power tests. Compared to the
synthetic antioxidant (BHT), both extracts exhibited high antiradical activity against the
free radical DPPH, with ICsp of 19.54 + 1.60 and 42.14 + 0.57 pg/ml for Met.E and Aq.E
respectively. These extracts inhibited the linoleic acid/p-carotene coupled peroxidation
with 61% and 66% respectively. Besides, both extracts showed a strong concentration
dependent reducing power. In conclusion, aqueous and methanolic extracts of Asperula
hirsuta have antioxidant activity due to the presence of phenolic compounds that can be

exploited in the food and pharmaceutical industry.

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

INTRODUCTION

La médecine traditionnelle est toujours reconnue comme le systéme de soins de santé
primaire préféré dans de nombreuses communautés, avec plus de 60% de la population
mondiale et environ 80% dans les pays en développement dépendant directement des
plantes médicinales a des fins médicales. Cela est di a un certain nombre de raisons,
notamment la disponibilité, I'accessibilité et le faible codt. Cette médication, par les
plantes, connait un regain d’intérét notable, et c’est grace aux études scientifiques basées
sur les méthodes analytiques et les experimentations nouvelles, que le monde médical
découvre de plus en plus, le bien fondé des prescriptions empiriques des plantes
médicinales.

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la
cellule ne contréle plus la présence excessive des radicaux oxygénés toxiques.
Actuellement, il est bien admis que méme si un stress oxydant n’est pas une maladie en
soi, il est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution comme dans le cas du
diabete, le cancer, les maladies cardiovasculaires et neurodégénérative. Ces dommages
sont réalisés par 1’attaque des radicaux libres sur de diverses biomolécules, en particulier
les protéines, les lipides et les acides nucléiques, ayant finalement comme conséquence la
dégradation et la mort de cellules.

L’Algérie, riche par sa biodiversité et son climat, est une plate-forme géographique
trés importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche de molécules
antioxydantes et/ou thérapeutiques originaires de plantes qui ont pour longtemps servi a
une grande tranche de population comme moyen incontournable de médication. Dans ce
contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont 1’objectif essentiel consiste a évaluer

I’activité antioxydante des extraits de la partie aérienne d’Asperula hirsuta.

Les objectifs de ce travail sont :
e Préparation des extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne
d’Asperula hirsuta.
e Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides des deux
extraits étudieés.
e Evaluation de Dactivité antioxydante des extraits in vitro par les tests de

DPPH, blanchissement de -caroténe et le test du pouvoir réducteur.
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I. Stress oxydant

Le stress oxydant est le terme se rapportant aux perturbations de I'équilibre entre la
formation d'espéces réactives de I’oxygene et la capacité de I’organisme a neutraliser leur
action par les systémes antioxydants. Ce déséquilibre peut endommager certaines
macromolécules (acides nucléiques, lipides et protéines), conduisant a ’apparition des

diverses maladies humaines (Baudin, 2020).

1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres (RLs) sont des molécules presentant une instabilité et une
réactivité élevées en raison de la présence d'un nombre impair d'électrons dans I'orbite la
plus externe de leurs atomes (Tableau 1), qui réagit rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité (Rios-Arrabal et al.,
2013). Dans la physiologie de 1’organisme, les RLs possédent des roles importants dans la
signalisation, la migration et la différentiation cellulaire, mais a des concentrations plus

élevées, ils induisent la mort cellulaire et I'apoptose (Ziech et al., 2010).

1.2. Formes des radicaux libres
1.2.1. Espéces réactives de I’oxygéne

Une espece réactive de I'oxygéne (ROS) est un radical oxygéné (02", OH") ou une
molécule pouvant produire des radicaux libres (H.02). Ces especes chimiques tres
instables et trés réactives sont produites d’une maniére continue au sein de notre organisme
dans le cadre de nombreux phénomenes biologiques. En condition dite "physiologique”, la
production des ROS reste faible et ne concerne qu'un faible pourcentage de I'oxygene capté
par la respiration (Panth et al., 2016).

1.2.2. Espéces réactives de I’azote

Le monoxyde d'azote (NO") est issu de lI'oxydation de I'un des azotes terminaux de
I'acide amine L-Arginine. Le NO" peut réagir avec une grande variété de substances et de
radicaux libres et conduire, par exemple apres réaction avec H2O2, a la formation de nitrite
(NO2) ou de nitrate (NO3z’). Le peroxynitrite (ONOO") est formé suite a la reaction entre
O." et NO". La forme protonée du radical peroxynitrite (ONOOH) est un puissant agent
oxydant causant des dommages importants similaires a ceux observés avec OH" (Afkhami
et al., 2004).
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Tableau 1. Différents types des especes réactives (Gutowski et Kowalczyk, 2013).

Especes Radicalaires Especes non Radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde (7Y Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO’ Oxygene singulet 10,
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogéne H20:
Radical hydroxyle OH" Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Peroxynitrite ONOO

1.3. Sources des radicaux libres

Les radicaux libres formés dans le corps sont en raison de nombreux facteurs
environnementaux et biologiques (Figure 1). Les facteurs environnementaux comprennent
I'exposition aux rayons ultraviolets (UV), rayons X et rayons gamma, des radiations, le
tabagisme, la pollution, l'0zone, et certains médicaments, produits chimiques ou pesticides.
Les ROS produites biologiqguement sont le résultat des réactions métaboliques ou les
espéces d'oxygene sont des intermédiaires donneurs d'électrons/accepteurs. La production
des RLs est un processus naturel qui peut se produire avec ou sans l'aide des enzymes
(Wang et al., 2011).

La plupart des ROS sont genérées dans les cellules par la chaine respiratoire
mitochondriale. Les voies enzymatiques, tels que les systemes NADPH oxydase, xanthine
oxydase, cyclooxygénases, lipoxygénases, monooxygénase et cytochrome P450 sont les

potentielles sources extra-mitochondriales des ROS (Al-Gubory et al., 2010).
I.4. Oxydation des macromolécules

Les lipides, les protéines et les acides nucléiques représentent les principales cibles des

especes réactives de I’oxygene.

1.4.1. Peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides membranaires sont les
cibles privilégiées des attaques oxydatives. L’oxydation des lipides génere des
hydroperoxydes qui peuvent continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes et en

alcanes. Le radical peroxyle peut, quant a lui, libérer différents aldéhydes toxiques, le

4
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malondialdéhyde (MDA) qui a une demi-vie plus longue que celle des RLs et qui diffuse
facilement. 11 peut former des liaisons avec les bases de I’ADN. Ainsi un unique
événement oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques et induire une
accumulation d'hydroperoxydes dans les membranes ce qui réduira leur fluidité ainsi que

I’activité des protéines transmembranaires (Cotticelli et al., 2013).

. s Défenses 2
Sources endogénes X Sources exogénes
= antioxydantes _

Mitochondrie Systémes enzymatigues Rayonnement ultraviolet
Péroxysomes CAT, 800, GPx Radiation ionisante
Lipoxygénases Systémes Substances
NADPH oxydase non-enzymatiques chimiothérapeutiques
Cytochrome P450 Glutathion Cytokines inflammatoires
Vitamines (A, C et E) Toxines environnementales
Taux basal Taux éleve
ONOO~  "Oo” ‘RO
w0 @ s
RO oNO . S

Altération des fonctions
physiologigues

Alteration des fonctions QRSN |, . oo

physiologigues

l Dommages Voies de
cellulaires signalisation
. aléatoires spécifigues
Croissance et
N , métabolisme normaux \\;/’
Dlmmutln_n’de_la réponse 4(' +| ¢.|
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Figure 1. Sources et réponses cellulaires aux espéces réactives de I'oxygene (Krumova et Cosa,
2016).

1.4.2. Oxydation de ’ADN

Les especes réactives, et plus particulierement le radical hydroxyle (OH"), peuvent
induire des cassures de I’ADN, des mutations ponctuelles (simple ou double brins) ou bien
altérer les systéemes de réparation. Les ROS peuvent induire notamment des oxydations,

des nitrations ou des méthylations des bases. Ces modifications vont ainsi perturber la
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transcription et la traduction par la suite, aboutissant a la formation d’une protéine tronquée
et/ou non fonctionnelle. Ces altérations sont souvent a l’origine des phénoménes de

mutagénese, carcinogénese ou encore de vieillissement prématuré (Valko et al., 2006).

1.4.3. Oxydation de protéines

Les protéines sont susceptibles d'étre oxydées par les ROS. Cette oxydation peut
rompre les liaisons peptidiques modifiant ainsi la chaine protéique. Elle provoque des
modifications par addition de produits issus de la peroxydation. Le dommage des protéines
peut se produire par oxydation du thiol, une carbonylation, une fragmentation ou un
mauvais repliement et déploiement, ce qui pourrait conduire a la perte de 1’activité de la
protéine (Pisoschi et Pop, 2015). Les protéines oxydées deviennent aussi tres hydrophobes
soit par suppression de groupements amines ionisables soit par extériorisation des zones
hydrophobes centrales et la formation des amas anormaux dans ou autour des cellules
(Goto et Radak, 2013).

Les principaux produits de 1’oxydation des protéines sont les carbonyles qui sont
utilisés comme marqueurs du stress oxydant. Les acides aminés qui sont particulierement
vulnérables a l'attaque des ROS sont la proline, I’arginine, la lysine et la thréonine.
L'oxydation de leurs chaines latérales conduit a la formation de groupes carbonyle
(aldéhydes et cétones) (Pisoschi et Pop, 2015).

1.5. Effets pathologiques du stress oxydant

Un stress oxydatif est souvent associé a toutes sortes de maladies, mais il n'est pas
toujours facile de déterminer s'il s'agit d'une cause ou une conséquence de I'état observé.
Une sélection de pathologies pour lesquelles le mécanisme de stress oxydatif est bien

documenté, est décrite dans le Tableau 2.

Tableau 2. Pathologies résultent de stress oxydatif (Osali, 2020).

Pathologies
Alzheimer Inflammation
Cancer Parkinson
Cardiovasculaire Syndrome métabolique
Diabétes Arthrites rhumatoide
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I1. Antioxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat (Gulcin, 2020). Cette définition fonctionnelle s’applique a un
grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques
specifiques, mais aussi de petites molécules hydrosolubles ou liposolubles. Cette grande
variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans tous les compartiments
de ’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires (Boubekri,
2014).

11.1. Antioxydants enzymatiques

Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développé des systémes d’action

antioxydante qui visent :

1. L’élimination des espéces réactives de 1’oxygene et les catalyseurs de leur formation.
2. L’induction de la synthése des antioxydants.
3. L’augmentation de 1’activité des systémes de réparation et d’¢limination des molécules

endommagees (Pelletier et al., 2004).

Parmi les principaux antioxydants enzymatiques, on cite la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT), et la glutathion peroxydase (GPx).

11.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

C'est une enzyme antioxydante endogene importante qui agit comme un composant du
systeme de défense de premiére ligne contre les ROS. Elle catalyse la dismutation de deux
molécules d'anion superoxyde (O2") en peroxyde d'hydrogéne (H202) et en oxygéne
moléculaire (O2), rendant ainsi I'anion superoxyde potentiellement nocif moins dangereux.
La SOD est un métalloenzyme et, par conséquent, nécessite un cofacteur métallique pour
son activité (Ighodaro et al., 2017).

11.1.2. Catalase (CAT)

C’est une enzyme antioxydante commune présente presque dans tous les tissus vivants
qui utilisent I’oxygéne, essentiellement dans les peroxysomes. L'enzyme utilise le fer ou le
manganése comme cofacteur et catalyse la dégradation ou la réduction du peroxyde
d'hydrogene (H202) en eau et en oxygene moléculaire permettant 1’élimination de celui-Ci

(Ighodaro et al., 2017).
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11.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme intracellulaire importante qui
décompose les peroxydes d'hydrogene (H202) en eau ; et les peroxydes lipidiques a leurs
alcools correspondants principalement dans les mitochondries et parfois dans le cytosol.
Cette enzyme joue un rdle plus crucial dans I'inhibition du processus de peroxydation

lipidique et protege donc les cellules du stress oxydatif (Ighodaro et al., 2017).

11.2. Antioxydants non enzymatiques

Les systémes antioxydants non enzymatiques sont des nutriments naturellement

apportés par I’alimentation (exogene) ou par des composés endogenes.

11.2.1. Antioxydants non enzymatiques d’origine endogéne
A) Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide formé par la condensation d'acide glutamique, de
cystéine et de glycine. Il est le substrat de plusieurs enzymes antioxydantes. Il peut
regénérer la vitamine E et réagir avec les radicaux OH" et Oy directement et ainsi
interrompre la chaine d’oxydation. Il se présente alors sous la forme d’un radical GS® et se
lie & une autre molécule de glutathion radicalaire pour former le glutathion oxydé sous
forme disulfure (GSSG). Le ratio GSH/GSSG est souvent utilisé comme marqueur du

niveau d’oxydation (Narayanankutty et al., 2019).
B) Bilirubine

C’est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte essentiellement du
catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Composé non
hydrosoluble, elle se lie a I’albumine dans un rapport steechiométrique, ce qui empéche sa
pénétration dans des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La bilirubine est capable de
piéger le ROO" et I’oxygéne singulet. Ainsi, elle protége I’albumine et les acides gras liés a

I’albumine des attaques radicalaires (Vitek, 2012).
C) Acide urique

L'acide urique (AU) est un antioxydant hydrosoluble produit de maniere endogene qui
est modifié a la fois par les médicaments et le régime alimentaire. L'AU représente plus de
la moitié de l'activité de piégeage des radicaux libres dans le sang humain en désactivant le
superoxyde et l'oxygene singulet et en protégeant I'oxydation de la vitamine C par

chélation du fer. D'autres ont montré la capacité des acides ascorbiques a réparer l'urate
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oxydé, ce qui met en évidence une synergie potentielle pour maintenir la capacité

antioxydante par ces deux antioxydants (Bowman et al., 2010).

D) Ubiquinones

L’ubiquinone est une vitamine liposoluble, un cofacteur essentiel dans la
phosphorylation oxydative mitochondriale. Il agit comme un porteur d'électrons mobiles,
en transférant les électrons du complexe | au complexe 111 ou du complexe Il au complexe
[11. Il neutralise les RLs méme apreés leur formation. Un réle important de ce coenzyme est
la régénération de la vitamine E. Ce coenzyme est présent dans toutes les cellules et les
membranes et joue un rdle important dans d'autres processus de métabolisme cellulaire.
(Mehta et al., 2015).

11.2.2. Antioxydants non enzymatiques d’origine exogéne
A) Vitamines C et E

La vitamine E (a-tocophérol) est un groupe d’antioxydants, solubles dans les lipides,
trouvés dans toutes les membranes cellulaires. Elle est capable d’empécher la peroxydation
lipidique. L’a-tocophérol peut étre régénéré lors de la réduction du radical tocophéryle par
la vitamine C (Duncan et al., 2017). Ce dernier c¢’est un antioxydant que l'on trouve chez
les animaux et les plantes, mais ne peut pas étre synthétisé chez I'nomme, et doit étre
obtenu a partir de l'alimentation. Il est généralement considéré comme I'antioxydant
hydrosoluble le plus efficace dans le plasma humain. C’est un cofacteur pour beaucoup de
réactions enzymatiques importantes. Il fournit la protection contre le stress oxydatif en

agissant comme un boueur des ROS (Kurutas ,2016).
B) Oligo-éléments

Les oligo-éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments (Cu, Zn, Mn et Se) on cite le zinc
qui joue un réle dans le systeme de défense d'antioxydant a été largement examiné. Car il
agit comme un régulateur pour plus de 200 enzymes, c’est un cofacteur pour les SOD.

Donc ce minéral protege les cellules contre des dégats oxydatifs (Marreiro et al., 2017).

C) Polyphénols

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants, qui peuvent
neutraliser les RLs en donnant un électron ou un atome d’hydrogéne (Figure 2). Leurs
structures leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes

hydroxyle des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogenes ; ils peuvent
9
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réagir avec les especes réactives de I’oxygene et les espéces réactifs de 1’azote, enfin de
réaction, le cycle de génération de nouveaux radicaux est interrompu (Cherubim et al.,
2019).

La chélation des métaux de transition est un autre mécanisme antioxydant, les
polyphénols peuvent inhiber la formation des ROS a travers les réactions de Haber-
Weiss/Fenton, en raison de leurs propriétés de chélation des métaux (Leopoldini et al.,
2011).

‘ + R * + RH Transfert d'un atome d'hydrogéne
A “\(/
Ar Ar
H H
0 o~
+ R Transfert d'un seul électron

OH - M

OH 0.

\.| ""H
HO HO

WO
| | .
7 "~ “OH
Chélation des métaux

de transition

Figure 2. Mécanismes de I’activité antioxydante des polyphénols (Makris et Boskou, 2014).
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1. LA PLANTE ASPERULA HIRSUTA (DESF.)

I11.1. Description et classification botanique

Asperula hirsuta est une plante de la famille des Rubiacées, abondante dans 1’ Afrique
du nord, a I'exception de I'Egypte et sa présence au Portugal est limitée a I'Algarve et au
Baixo Alentejo. Cette espece est trés commune dans le Tell Algérien et toutes les régions
montagneuses. Communément appelé Asperule et localement elle est appelée Fouaou.
L’Asperula hirsuta (Figure 3) est une herbacée vivace multicaule de 15 a 60 cm de
hauteur, a tiges dressées. Le feuillage est linéaire et sessile, disposé en verticilles de 4 a 6
(basal) et 6 a 8 (milieu et haut). Les fleurs sont groupées en inflorescences ramifiées,
tétrameres, a corolle hypocrateriforme, blanche ou rose (Clamote, 2017). La taxonomie

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

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Rubiales

Famille : Rubiaceae

Genre : Asperula

Espéce : Asperula hirsuta (desf.)

Figure 3. Aspect morphologique d’Asperula hirsuta

11
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I11.2. Phytochimie

Selon les données de la littérature, I’espéce d'A. hirsuta n’a fait I’objet d’aucune étude
phytochimique & ce jour. Plusieurs investigations chimiques sur le genre d’Asperula ont
révélé qu’il contient des glycosides d’iridoides, des glycosides de flavones et des dérivés
de l'acide phénolique (Ufuk et al., 2018). De plus, les coumarines glucosides et les
anthraquinones ont été signalées comme les principales classes des métabolites secondaires
présentent dans le genre Asperula (Kirmizibekmez et al. 2017). Quatre composés sont
identifiés comme constituants majoritaires de 1’huile essentielle (linalol, bornéol, géraniol
et a-terpinéol) (II’ina et al., 2012).

111.3. Usage traditionnel et propriétés biologiques

L’aspérule est réputée traditionnellement avoir un intérét dans le traitement des états
d’angoisse, des céphalées, de l’insomnie, des palpitations, des troubles menstruels
d’origine neurotonique, des troubles digestifs d’origine neuro-végétative (Goetz et Le
Jeune, 2011). Ainsi, certaines espéces d'Asperula sont utilisées comme diurétique, tonique,
agent antidiarrhéique (Ufuk et al., 2018) ; Elle est employée également pour réduire la
pression artérielle et I’cedéme, et pour le diabéte. De plus, ce sont de riches sources

d'agents antimicrobiens (Goetz et Le Jeune, 2011).

Tres peu d’études ont été effectuées pour 1’évaluation des activités biologiques d'A.
hirsuta. Cependant plusieurs autres espéces du genre Asperula ont été largement étudiées.
Par la suite ils ont déterminé leur activité thérapeutique dont l'activité anti-inflammatoire
(Goetz et Le Jeune, 2011), antimicrobienne, antifongique et antihypoxique (Sergeevna et
al., 2015 ; Yurchenko et al., 2013), mais essentiellement comme antioxydants (Ufuk et al.,
2018).

12
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. Matériel

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 la présente étude sont : Chlorure ferrique (FeCls),
chlorure daluminium (AICls), B-carotene, acide trichloracetique (TCA), 1,1-diphenyl-2-
picryl-hydrazyl (DPPH), réactif de Folin-Ciocalteu, carbonate de sodium (NA2COz3), acide
gallique, quercétine, ferricyanide de potassium [KsFe (CN)g], Tween 40, acide linoléique et
2,6 di-tert-butyl-4-methyl phenol (BHT) proviennent de Sigma-Aldrich (Allemagne). Les sels
utilisés pour la préparation des tampons sont obtenus auprés de Riedel-de Haén (France). Les

solvants sont de grade analytique et obtenus aupres de Sigma (Allemagne).

1. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux d’A4. hirsuta est préparé selon la méthode de Kasmi et al. (2017).
Brievement, 50 g de poudre de la partie aérienne sont mis & bouillir dans 500 ml d’eau
distillée pendant 20 min. Apres filtration, 1’extrait récupéré est soumis a une centrifugation.
La solution obtenue est séchée pour obtenir une poudre brun foncé qui est conservée a -32°C

jusqu’a son utilisation.
I1.2. Préparation de ’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique d’A. hirsuta est préparé selon la méthode de Krimat et al. (2017).
Une quantite de 50 g de poudre de la partie aérienne est mis a macérer dans 500 ml
méthanol/eau (7:3, V/V) sous agitation pendant 24 heures, a I’ombre et a température
ambiante. L’extrait récupéré par filtration est soumis a une évaporation du méthanol sous
pression réduite a 45°C dans un rotavapeur (BUCHI). La solution obtenue est séchée pour

obtenir une poudre brun foncé qui est conservée a -32°C jusqu’a son utilisation.
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11.3. Dosage des polyphénols totaux

L'ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier est constitué par un melange d'acide phosphotungstique (H3PW1.040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMo012040) qui est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en mélange
d'oxydes bleus de tungstene (WsO23) et de molybdene (MogO.3). Ces derniers présentent un
maximum d’absorption a 765 nm dont D’intensité est proportionnelle a la quantité¢ de
polyphénols présents dans 1’échantillon. Le dosage des polyphénols totaux des extraits d’A.
hirsuta a eté réalisé selon Delgado et al. (2019). Brievement, un volume de 100 pl des
solutions d’extraits a différentes concentrations sont ajoutées a 500 ul de réactif de Folin-
Ciolcalteu (10%). Aprées 4 min, 400 pl de NA2COs (7.5 %) sont additionnés. Le mélange est
laissé réagir pendant 2 heures a température ambiante, puis la lecture est faite a 765 nm.
L’acide gallique (0-200 pg/ml) est le standard utilis€¢ pour établir la courbe d’étalonnage a
partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux des extraits est calculée. Le résultat
est exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg

d’extrait) (Figure 4).
11.4. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est évaluée selon la méthode colorimétrique de Makusa et
Ningsih (2020), en utilisant comme réactif spécifique le trichlorure d’aluminium (AICI3). Les
flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en positon susceptible de donner, en
présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de I’ion Al*3. La
coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans
I’extrait. Brievement, 1 ml de la solution d’AlCl3 (2%) est ajouté a 1 ml de la solution de
I’extrait a différentes concentrations préparées dans le méthanol. Le mélange est laissé réagir
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 (0-20 pg/ml)
et exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug

EQ/mg d’extrait) (Figure 05).
I1.5. Activité antioxydante des extraits d’Asperula hirsuta
11.5.1. Effet piégeur du radical libre DPPH*

L’activité anti-radicalaire des extraits aqueux et méthanolique a été évaluée par le test de
DPPH (Zabadi et al., 2018). Le DPPH (diphényl picryl-hydrayl) est un radical libre stable

caractérisé par une couleur violette en solution dans le méthanol. Dans ce test les antioxydants
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réduisent le DPPH ayant une couleur violette en diphényl picarel-hydrazine, de couleur
jaunatre dont l'intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu. Pratiquement, 500 ul d’extrait a différentes concentrations (10-150
pg/ml) sont mis dans 500 ul de solution méthanolique de DPPH (0.1 mM). Le mélange est
incubé a I’obscurité pendant 30 minutes et la décoloration par rapport au contréle contenant
uniquement la solution du radical DPPH est mesurée a 517 nm contre un blanc d’éthanol. Le
BHT est utilis¢é comme antioxydant standard. L’activité anti-radicalaire est déterminée selon

I’équation suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At) / Ac] x 100

Ac : absorbance du contréle.
AT : Absorbance du test.

La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical DPPH (ICsp) est déterminée.

1.5 - y =0.0088x + 0.0002
R2=10.9985

1.2 A

0.6 A

Absorbance a 765 nm

0.3

0 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentration (ug/ml)

Figure 4. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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R2=0.9947

Absorbance a 430 nm

0 ‘ T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentration (ug/ml)

Figure 5. Courbes d’étalonnage de la quercétine.

11.5.2. Blanchiment du p-carotene

La capacit¢ de prévenir le blanchiment du B-caroténe par les extraits étudiés est
déterminée selon la méthode décrite par Soltani et al. (2017), qui est basée sur la capacité des
extraits a inhiber la formation des hydroperoxydes diéne conjugués durant 1’oxydation de
’acide linoléique. Briévement, 1 mg de B-carotene dans 1 ml de chloroforme est mélangée
avec 25 ul d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme est évaporé sous
pression réduite a 45°C, ensuite 100 ml d’eau distillée saturée en oxygeéne sont ajoutés et le
mélange obtenu est agité vigoureusement. Le milieu réactionnel contient 2.5 ml de 1I’émulsion
de B-caroténe/acide linoléique et 0.5 ml des solutions d’extraits (2 mg/ml) ou de I’antioxydant
de reférence BHT. Le mélange est placé dans un bain-marie et incubé a 50°C pendant 2
heures. L’oxydation de 1’émulsion précédente est suivie par la mesure de 1’absorbance de
chaque échantillon juste aprés sa préparation (t = 0 min) et & des intervalles de 20 min jusqu’a
la fin de I’expérience (t = 120 min) & 490 nm. L’activité antioxydante est exprimée en

pourcentage d’inhibition par rapport au controle selon 1’équation suivante :
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Activité antioxydante (%) = [1- (Ato— Ati2o) test/(Ato-Ati20) contrdle] x 100

Ato : absorbance au temps t = 0.
Ati2o : absorbance au temps t = 120 min.

11.5.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique d’A. hirsuta est mesuré par la
réduction directe de Fe**(CN)s en une forme ferreuse Fe?*(CN)s qui est déterminée par la
détection spectrophotométrique du complexe (Fe3*)s[Fe?*(CN)e]® ayant une forte absorption a
700 nm (Ahmadi et al., 2020). Des solutions d’extraits et d’antioxydant de référence a
différentes concentrations (20-200 pg/ml) sont initialement mélangées avec 625 pl du tampon
phosphate (200 mM, pH 6.6) et 625 pl de KsFe (CN)s a 1%. Le mélange est incubé a 50°C
pendant 20 min et laissé refroidir 15 min. Ensuite un volume de 625 pl de TCA (10%) et un
volume de 125 pl de FeClsz sont additionnés au mélange et la lecture de I’absorbance se fait a
700 nm. La valeur d’ECsg est calculée a partir de la courbe de 1’absorbance en fonction de la

concentration de 1’échantillon.

11.6. Analyses statistiques

Les résultats des tests sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs des I1Csg et des ECso
sont calculées a partir de la courbe [% inhibition = f(concentrations)]. Les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test ANOVA univarié
suivi du test de Tukey. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil
de 0,05 (p < 0,05).

18



RESULTATS
ETT

DISCUSSION



RESULTATS ET DISCUSSION

RESULTATS ET DISCUSSION

I. RESULTATS

I.1. Préparation des extraits d’Asperula hirsuta

La méthode de macération utilisée pour la préparation de 1’extrait méthanolique donne
une poudre brun foncé avec un rendement de 20.07 %. Tandis que, I’extrait aqueux préparé
par décoction est aussi sous forme d’une poudre de couleur brun foncé avec le méme
rendement (20.98 %).

1.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les résultats de l'analyse colorimétrique des composeés phénoliques montrent que
I'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’4. hirsuta

. Polyphénols Flavonoides
Extraits ) )
(ng EAG / mg d’extrait) (ng EQ / mg d’extrait)
E.Met 144.68 + 10.87 32.78 £ 2.06
E.Aq 109.36 £ 19.41 14,77 +1.23

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
1.3. Activité antioxydante des extraits d’Asperula hirsuta
1.3.1. Effet piégeur du radical DPPH

Les résultats indiquent clairement que les extraits aqueux et méthanolique possedent
un effet piégeur remarquable vis-a-vis du radical DPPH'. Les profils d’activité
antiradicalaire obtenus révelent que les deux extraits étudiés ont une activité antiradicalaire
significative (p < 0.05) et concentration dépendante (Figure 6). En effet, a la concentration
de 60 pg/ml, les extraits methanolique et aqueux montrent un effet piégeur de 86.97 % et
71.52 % respectivement. Ainsi, I’extrait méthanolique présente une 1Cso de 19.54 + 1.60
ug/ml qui correspond a une capacité de piégeage plus efficace par rapport a celle de
I’extrait aqueux (ICso = 42.14 + 0.57 pug/ml) suivie par le BHT (ICso = 55.99 + 1.42 pg/ml).
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Figure 6. Activité antiradicalaire de I’extrait aqueux (E.Aq) et méthanolique (E.Met) d'A. hirsuta

et du BHT vis-a-vis du radical DPPH. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.

Le Tableau 4 montre les concentrations inhibitrices a 50% (ICso) des deux extraits et
du BHT, ainsi que la concentration effective a 50% (ECso) et le pouvoir antiradicalaire
(PAR).
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Tableau 4. Valeurs des 1Csp, ECso et PAR des extraits d’A. hirsuta et du BHT.

Echantillon I1Cso (ug/ml) ECso (1g/ug DPPH) PAR

E.Met 19.54 +1.60 0.25+0.02 4.01+0.34
E.Aq 42.14 £ 0.57 0.54+£0.01 1.85+0.03
BHT 55.99+1.42 0.72 £0.02 1.39+0.04

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
1.3.2. Effet sur le blanchiment du B-caroténe

La Figure 7 représente les cinétiques de blanchissement du B-caroténe en présence et
en absence des extraits d’A. hirsuta ainsi que du BHT. Les absorbances initiales des
controles négatifs aqueux et méthanolique sont 0.627 et 0.623 atteignant, aprés 120 min,
des valeurs minimales de 0.043 et 0.127 respectivement indiquant une peroxydation totale
du B-carotene, tandis que les absorbances des extraits aqueux et méthanolique varient de
0.611 et 0.619 au temps 0 a des valeurs finales de 0.414 et 0.391 respectivement indiquant
une forte activité antioxydante par rapport au contrdles négatifs. Cependant, les
absorbances du BHT restent stables tout au long des 120 minutes.

Les résultats montrent que les extraits méthanolique et aqueux exercent des effets
inhibiteurs de ’oxydation de 1’acide linoléique de 61 % et 66 % respectivement. Ces

inhibitions sont statistiquement inférieures a celle du BHT (98 %) (Figure 8).

1.3.3. Pouvoir réducteur

Les résultats montrent que les deux extraits d’A. hirsuta posseédent un pouvoir
réducteur concentration dépendant (p < 0,01). En effet, a la concentration de 100 pg/ml,
I’extrait méthanolique a montré un pouvoir réducteur meilleur que celui de I’extrait
aqueux. Le BHT montre un pouvoir réducteur maximal & 50 pg/ml (Figure 9). Les ECso

sont représentés dans le Tableau 5.

Tableau 5. Les ECs des extraits d’A. hirsuta et du BHT

Echantillon ECso (ug/ml)
E.Met 48.45+1.28
E.Aq 60.65 + 3.65
BHT 22.79 £5.53

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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BHT. Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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1. DISCUSSION

Les antioxydants synthétiques et naturels sont largement utilises dans les produits
alimentaires. Cependant, certains antioxydants synthétiqgues montrent une activité
antioxydante plus puissante que celle des antioxydants naturels, il y a une préoccupation
concernant leurs effets néfastes sur la santé, car ils peuvent étre impliqués dans les

dommages hépatiques et la carcinogéneése (Shahidi et Zhong, 2010).

Ce sont les raisons pour lesquelles, la recherche scientifique s’est focalisée récemment
sur certain nombre de métabolites, tels que les composés phénoliques, extraits de plantes
médicinales et aromatiques qui possedent un potentiel antioxydant éleveé, en raison de leurs
groupes hydroxyles et protégent plus efficacement contre certaines maladies liées aux
radicaux libres (Chaouche et al., 2020). Dans ce travail, hous nous sommes intéresses a la
détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides ainsi que 1’évaluation de

I’activité antioxydante d’A. hirsuta.

11.1. Extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

L’extraction des métabolites secondaires dépend de plusieurs parametres, dont certains
sont liés au matériel végétal et d’autres sont dépendants de type d’extraction, de la nature
du solvant utilisé, de la température et de la durée du processus d’extraction (Terblanche et
al., 2017). L’extraction par 1’eau et le méthanol ainsi que leur mélange a différents ratios
sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure récupération de composés phénoliques
et ’obtention d’une meilleure activité antioxydante (Barros et al., 2010). Ces deux solvants
ont été utilisés dans cette étude pour obtenir les extraits a partir de la partie aérienne d’A.
hirsuta. L’utilisation de plantes sous forme de poudre rend 1’extraction plus efficace, car
I’échantillon devient plus homogene, la surface de contact avec le solvant devient plus

grande, la pénétration a I’intérieur des cellules est plus facile (Khoddami et al., 2013).

Avant d’entamer I’extraction, la plante a été séchée a 1’ombre afin d’éviter la
dégradation enzymatique de certains composants comme les flavonoides qui se dégradent
facilement en cas d’un matériel frais ou non séché. En outre, le séchage inhibe la
fermentation bactérienne qui peut étre une cause directe de cette dégradation. De méme, le
séchage de la plante a I’ombre prévient les transformations chimiques telles que
I’isomérisation et protége la plante contre les radiations ultraviolettes de la lumiere solaire

(Sarker et al., 2005).
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Le rendement des extraits aqueux et méthanolique d’A. hirsuta sont proches.
L’utilisation des solvants alcooliques a pour but d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires en facilitant I’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de
moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005). De méme, le déroulement de cette extraction
a température ambiante ainsi que 1’épuisement du solvant a pression réduite permettent
d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification
probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction
(Seidel, 2005). Néanmoins, I’extraction aqueuse est faite par décoction a température
élevée pendant 20 min. Ce résultat est en accord avec celui de Su et al. (2006) qui ont
rapporté que le rendement d’extraction aqueuse augmente avec la température. Cela est
expliqué par le fait que I’eau a haute température provoque la perturbation des cellules
facilitant la pénétration du solvant et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel,
2010). La chaleur peut cependant conduire a la dégradation des molécules thermolabiles
(Cheaib et al., 2018). C’est la raison pour laquelle, la décoction a été effectuée pendant un
temps réduit. La localisation géographique de la plante, la saison de récolte, les conditions
climatiques et environnementales et la durée de conservation influencent également le
rendement d’extraction (Gheffour et al., 2015). En effet, Minareci et al. (2011) ont obtenu
a partir des extraits métanolique de cing especes endémiques du genre Asperula originaire
de Turquie un rendement varie entre 6.08 - 9.41 %.

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été réalisé par des méthodes
colorimétriques ; le Folin-Ciocalteu et le trichlorure d’aluminium respectivement. Ces
deux méthodes sont considérées comme les meilleures méthodes de détermination des
polyphénols et des flavonoides des extraits de plantes, car elles sont simples et
reproductibles (Khadher, 2017). Les résultats montrent que I’extrait méthanolique d'A.
hirsuta est plus riche en polyphénols et en flavonoides que I’extrait aqueux. Cela est
attribué probablement a la différence de solubilité de ces composés dans le méthanol et
I’eau. Selon Truong et al. (2019) une meilleure récupération de polyphénols et de
flavonoides est obtenue avec le méthanol. Cependant, I’eau extrait particuliérement les
flavonoides glycosylés et les tannins, tandis que les flavonoides aglycones sont extraits par
les alcools ou les mélanges eau-alcool (Amamra et al., 2018). Ce qui explique en grande
partie la richesse des extraits hydro-méthanoliques par rapport aux extraits aqueux. Des
études ultérieures ont montré que la famille des Rubiacées, est considéré comme une

source importante de composés phénoliques (Wolff et al., 2019 ; Sharifi-Rad et al., 2016).
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En plus, I’¢tude de Minareci et al. (2011) a montré des taux de flavonoides variant de 1.69

a 2.90 % d’extrait de cing espéces du genre Asperula.

11.2. Activités antioxydantes

Les activités antioxydantes devraient étre évaluées par différentes méthodes afin de
caractériser le potentiel antioxydant des principes actifs ou des extraits (Popovici et al.,
2009). Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, plusieurs méthodes in vitro (test de DPPH, test du pouvoir réducteur et
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. Activité anti-radicalaire

Les résultats de cette étude montrent que les extraits d’A. hirsuta possedent des effets
piégeurs remarquables vis-a-vis du radical DPPH. Cette activité antiradicalaire serait
probablement due aux composés phénoliques, connus par leurs activités antioxydantes
(Zhang et Tsao, 2016). L’effet antioxydant des polyphénols, principalement les
flavonoides dépend généralement de leur structure chimique et la distribution de leurs
groupements hydroxyles qui sont responsables de I’effet scavenger des radicaux libres

(Adida et al., 2016).

Dans la bibliographie consultée, aucune étude sur I’activité antioxydante des extraits
de I’A. hirsuta n’a été réalisée. En outre, trés peu sont les travaux qui se sont consacrés a
I’étude de I’effet antiradicalaire des espéces du méme genre. Les extraits méthanoliques de
cing espéces endémiques du genre Asperula (A. brevifolia, A. pseudochlorantha var.
antalyensis, A. pseudochlorantha var. pseudochlorantha, A. purpurea subsp. apiculata et
A. serotina) possedent un pouvoir intéressant de piéger le radical DPPH (Minareci et al.,
2011).

11.2.2. Effet sur le blanchiment de la g-caroténe

L’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des deux extraits est déterminé par le
test de blanchiment du PB-caroténe en présence de 1’acide linoléique. La peroxydation
lipidique in vivo est une altération oxydative des acides gras polyinsaturés dans les
membranes cellulaires catalysés par les radicaux libres. Ainsi, I’acide linoléique pourrait
servir comme modele d’acides gras trouvés dans les membranes (Bougatef et al., 2009).
Durant la peroxydation lipidique, les antioxydants agissent de différentes facons a savoir le

balayage des radicaux libres, la décomposition des peroxydes et la chélation des ions
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métalliques. Souvent, plus d’un seul mécanisme est impliqué pour avoir un effet en
synergie (Moure et al., 2001). Toutefois, la présence d’un antioxydant dans le milieu
réactionnel pourrait soit inhiber 1’oxydation de 1’acide linoléique soit neutraliser les

radicaux libres, ou les deux en méme temps (Naidu et al., 2011).

Les résultats obtenus montrent que les extraits étudiés inhibent d’une maniére efficace
la peroxydation lipidique par rapport au contrble négatif. Les flavonoides et les
polyphénols ont la capacité de piéger les radicaux libres et par conséquent, retarder I’auto-
oxydation des lipides (Ayala et al., 2014). IIs inhibent la peroxydation lipidique en un
stade précoce en scavengeant les radicaux peroxydes, comme ils peuvent interrompre la
chaine de réactions radicalaires en donnant de 1’hydrogene (Sandhar et al., 2011). Il a été
démontré aussi, que la structure et la propriété lipophile des polyphénols sont des facteurs
favorisant la propriété antioxydante, probablement en facilitant 1’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 1’extrait méthanolique d’Asperula

taurina subsp caucasica possede un excellent effet inhibiteur de la peroxydation lipidique.

11.2.3. Activité réductrice

La présence de réducteurs dans les extraits, réduit le Fe**/complexe ferricyanide a la
forme ferreuse. Par conséquent, le Fe?* peut étre évalué en suivant 1’augmentation de
I’intensité de la couleur qui est fonction du pouvoir réducteur de 1’échantillon étudié
(Yadav et al., 2012). Les extraits aqueux et méthanolique d'A. hirsuta ont montré de fortes
capacités reductrices. Cette capacité pourrait étre due a la présence de flavonoides qui sont
des principaux donneurs d’électrons (Ghedadba et al., 2015). Des études ultérieures ont
montré que la famille des Rubiacées posséde une activité réductrice, cela démontre leur
propriété de donation d’¢€lectrons et par conséquent leur capacité de neutraliser les radicaux
libres (Caceres et al., 2020). De plus, Bokhari et al. (2013) ont montré que I’extrait
méthanolique et aqueux de Galium aparine (Rubiacées) ont exercé un pouvoir réducteur

trés important.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. La majorité des médicaments actuels sont des copies
concentrées de remeédes végétaux, notamment les polyphénols qu’ils sont les composés les

plus intéressants et les plus étudiés de nos jours.

Dans le présent travail, on a procedé en premier temps au dosage des polyphénols et
des flavonoides dans les extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne d'Asperula

hirsuta. Ensuite, I’effet antioxydant des mémes extraits a été évalué in vitro.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par les méthodes
de Folin-ciocalteu et trichlorure d’aluminium respectivement a révélé la présence des

quantités importantes de ces composés dans les extraits d'Asperula hirsuta.

Les extraits aqueux et méthanolique d'Asperula hirsuta possedent un effet antioxydant
remarquable. Les deux extraits étudiés ont exercé une forte inhibition du radical libre
DPPH, un excellent effet inhibiteur de la peroxydation lipidique et un puissant pouvoir

réducteur.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais restent préliminaires et
ils nécessitent d’autres études approfondies pour mieux se concentrer sur les effets révélés.
Méme des études a 1’échelle moléculaire sont nécessaires pour déterminer, d’une part les
composes d'Asperula hirsuta qui peuvent étre responsables de tels effets et d’autre part, le

mécanisme absolu par lequel ces composées accomplissent leurs roles.
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Résumé

L’objectif de la présente étude est d’évaluer le pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux (E.Aq) et
Iextrait 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 révelent que 1’extrait méthanolique est le plus riche en
polyphénols et en flavonoides avec des valeurs de 144.68 + 10.87 pg EAG/mg d’extrait et 32.78 + 2.06 g
EQ/mg d’extrait respectivement. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant les tests de DPPH, de
blanchissement du B-caroténe et le test du pouvoir réducteur. En comparaison avec ’antioxydant de synthése
(BHT), les deux extraits ont exhibé une forte activité antiradicalaire vis-a-vis du radical libre DPPH avec des
ICs0 de 19.54 + 1.60 et de 42.14 + 0.57 pg/ml pour I’E.Met et I’E.Aq respectivement. Ces extraits ont inhibé
la peroxydation couplée de I’acide linoléique/B-caroténe a 61% et 66% respectivement. De plus, les deux
extraits ont présenté un bon pouvoir réducteur concentration dépendant. En conclusion, les extraits aqueux et
méthanolique d’Asperula hirsuta possédent une activité antioxydante importante due & la présence des
composés phénoliques qui peuvent étre exploités dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique.

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

The present study aims to evaluate the antioxidant power 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 aluminium, respectively. The results showed that the Met.E is the
richest in polyphenols and flavonoids with values of 144.68 + 10.87 pg GAE/mg of extract and 32.78 + 2.06
Hg QE/mg of extract, respectively. The antioxidant activity of the two extracts was evaluated using DPPH
radical, B-carotene bleaching and reducing power tests. Compared to the synthetic antioxidant (BHT), both
extracts exhibited high antiradical activity against the free radical DPPH, with 1Cs of 19.54 + 1.60 and 42.14
+ 0.57 pg/ml for Met.E and Ag.E respectively. These extracts inhibited the linoleic acid/B-carotene coupled
peroxidation with 61% and 66% respectively. Besides, both extracts showed a strong concentration-
dependent reducing power. In conclusion, aqueous and methanolic extracts of Asperula hirsuta have
antioxidant activity due to the presence of phenolic compounds that can be exploited in the food and
pharmaceutical industry.

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



