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Chapitre I: Les plantes medicinales

I-1- Introduction

La flore Algérienne dont plusieurs espéces ont été inventoriées apparait comme une issue
de secours pour 1’élaboration de nouveaux médicaments qui Seront non seulement efficaces
dans le traitement des maladies endémiques propres aux pays du Maghreb, mais surtout
facilement accessibles pour leur grande disponibilité. Cet intérét pour la médecine
traditionnelle est toujours croissant. Il en est de méme pour I’expérimentation scientifique qui
a pris un essor vertigineux et qui a permis d’isoler plusieurs substances d’origines naturelles
et de leur trouver des vertus thérapeutiques. C’est le cas de 1’Aspirine (acide acétyl
salicylique) isolé initialement des feuilles et des écorces de Salix alba L. (Salicaceae) [8], de
la Galegine (agent antihyperglycémiant) isolé de Galega officinalis L. ( Fabaceae). La
Galegine a servi de modéle de synthése de la Metmorfin et d’autres medicaments
antidiabétiques [9].

A Theure actuelle, d’autres équipes de chercheurs obtiennent a partir des plantes
médicinales, des substances nécessaires a la creation de nouveaux medicaments. Parmi ces
plantes, nous pouvons citer Mansonia altissima (Sterculaceae), dont la mansonine demeure le
principal composé purifié pouvant étre utilisé dans le traitement des affections
cardiovasculaires [10], [11].

Cependant, le potentiel des plantes comme sources pour la production de nouveaux
médicaments est largement inexploité [12] eu égard au nombre d’espéces de plantes
supérieures (angiospermes et gymnospermes) sur la planéte. En effet, sur le nombre total,
seulement tout un petit pourcentage qui a été testé pour leur activité biologique et un autre
pourcentage qui a été évalué sur le plan phytochimique [13]. Il faut toutefois noter que de nos
jours, en Algérie, nous sommes de plus en plus confrontés a la résurgence de nouvelles
maladies. Entre autres, nous pouvons citer : les maladies liées au stress oxydant. En effet, le
stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou
associé a des complications. La plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente
la multiplication mitochondriale de radicaux [14]. Le stress oxydant est la principale cause
initiale de plusieurs maladies [15]. C’est le facteur potentialisant I’apparition des maladies
plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d’alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires [16]. Vu la diversité et la gravité des maladies qu’induit le stress oxydant,
plusieurs équipes de chercheurs se sont investis dans la recherche de nouveaux antioxydants

en vu de lutter contre le stress oxydant et ses pathologies associées.
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Chapitre I: Les plantes medicinales

I-2-Présentation des plantes étudiées
Les plantes étudiées ont été choisies en fonction de leurs emplois trés fréquents en Algérie,

I’oléastre dans la thérapie et le Katam dans la coloration associée en général au Henné.
| -2-1- I'oléastre ou P’olivier sauvage
Les produits végétaux sauvages recoltés ont généralement une valeur soit de
consommation, de subsistance ou commerciale. Parmi eux, on retrouve les arbres d’oliviers
sauvages, connus sous le nom oléastres (Olea europaea subsp europaea var sylvestris) [17].
Les populations d'oliviers sauvages sont distribuées dans différents environnements,
avec des altitudes différentes et des sols qui peuvent étre une source tres importante de sa
résistance aux stress abiotiques tels que la sécheresse, le sel, le vent et la baisse de
température [18].

| -2-2- Classification

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea™ et comporte 30
especes différentes réparties sur la surface du globe. L'espéce cultivée en Méditerranée est
"Olea europaea", dans laquelle on trouve 1'oléastre ou I’olivier sauvage, et l'olivier cultivé. La
classification botanique de I’arbre de 1’olivier selon (Ghedira., 2008) [19] est la suivante :
Embranchement : Magnoliophyta ;

Sous embranchement : Magnoliophytina ;

Classe : Magnoliopsida ;

Sous classe : Asteridae ;

Ordre : Scrophulariales ;

Famille : Oleaceae ;

Genre: Olea L ;

Especes: Olea europea L ;

Sous-especes : Olea europaea L. ssp.Oleaster Hoffm.et Link (= O. europea L. ssp. Sylvestris
Miller).

I-2 -3- Répartition géographique:

L’olivier (Olea europaea subsp europaea var europaea) est 1’'une des plus anciennes
cultures d'arbres agricoles dans le bassin méditerranéen. Plusieurs centaines de divers
cultivars d'oliviers géographiquement existent dans le bassin méditerranéen. lls se distinguent
par la morphologie des feuilles, la forme de drupe et la couleur, la composition de I'huile et de
la phénologie (adaptation avec les climats) [20].

MBA14 Page 4



Chapitre I: Les plantes medicinales

B Olivier sauvage
N Olivier cultivée

Figure 1 Aire de répartition de I'olivier sauvage et cultivée dans le bassin
Méditerranéen [22].

I-2-4- Description botanique

L’oléastre différe de ’olivier cultivé par la présence des pousses courtes et épineuses, des
fruits de petite taille, une faible teneur en huile [21]. Les feuilles de 1’olivier sauvage sont de
courte longueur, de largeur moyenne. Les fruits de la plupart des oliviers sauvages en une

forme elliptique, et avec un faible poids figure 2.

©mflc

Figure 2 : feuilles et fruits de I’olivier sauvage.
I-2-5- Composition chimique

Des études récentes ont montré que les olives contiennent des antioxydants en abondance
(Jusqu'a 16g/kg), représentés par les actéosides, 1’hydroxytyrosol, le tyrosol et les acides
phénylpropioniques ainsi que d'autres composés [23]. L’huile d’olive se caractérise par son
parfum délicat et unique. Cet arbme trés particulier est di a toute une gamme de composants
présents en tres faibles quantités tels que les alcools, les composés polyphénoliques, la
chlorophylle, les caroténoides, les stérols, les tocophérols et les flavonoides. L’huile d'olive

vierge est particulierement appréciée pour sa grande stabilité par rapport aux autres huiles
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Chapitre I: Les plantes medicinales

vegetales et de sa teneur élevée en constituants tels que les acides gras monoinsaturés (AGMI)
et les composés phénoliques [24]. Les acides gras dominants sont les acides gras
monoinsaturés (AGMI) dont 1’acide oléique (C 18:1), et les acides gras polyinsaturés (AGPI)
dont I’acide linoléique (C 18 : 2) et ’acide linolénique (C 18:3) [25]. Les feuilles de I’arbre
contiennent des quantités variables d'oligo-éléments en fonction de plusieurs facteurs: de la
physiologie végétale, les conditions environnementales (principalement, les éléments

disponibles dans le sol) et I'age de la feuille [26].
I-2-6- Propriétés biologiques

L'olivier et ses dérivés peuvent étre considérés comme une source potentielle d'antioxydants
naturels et qui peut étre utilisé dans l'industrie pharmaceutique [27]. Les polyphénols de
I'olivier ont une énorme capacité a piéger les radicaux libres et montrent un comportement
synergique lorsqu'ils sont combinés, ce qui se déroule naturellement dans les feuilles d'olivier
et donc dans leurs extraits [28]. Parmi ces polyphénols, I'nydroxytyrosol et tyrosol qui
contribuent au goQt amer, astringence, et a la résistance a l'oxydation [29]. Les feuilles
d'olivier possedent la plus forte capacité a piéger les radicaux libres par rapport aux
différentes parties de l'arbre d'olivier, ils présentent aussi une concentration importante en
composants a haute valeur [30]. Il est mentionné par certains auteurs que l'extrait de feuille
d'olivier réduit la pression artérielle et le cholestérol du plasma chez les rats [26]. De plus, les
acides gras mono-insaturés disponibles dans les feuilles d'olivier tels que l'acide oléique,
diminuent les lipides du plasma dont les LDL et VLDL et préviennent des maladies cardio-
vasculaires [31]. L'extrait de feuilles d'olivier peut contenir des traces d'éléments vitaux tels
que le sélénium, le fer, le zinc, la vitamine C, la B-caroténe et une grande partie d'acides
aminées [28]. Les feuilles contiennent aussi du cinchonidine, un alcaloide quinoléiqueaux
propriétés antipaludiques. Les feuilles, I'écorce et les fruits contiennent I'oleuropéine qui
posséde des activités antioxydantes, hypotensives, hypoglycémiantes,

hypocholestérolémiantes et antiseptiques [19].
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Chapitre I: Les plantes medicinales

1-2-7- Utilisation traditionnelle

Les feuilles ont été largement utilisées dans les remedes traditionnels dans les pays européens et
méditerranéens comme des extraits, des tisanes, et des poudres. lls contiennent plusieurs
composés potentiellement bioactifs [32].

Les feuilles d’olivier sont diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle modérée.
L’extrait de feuilles est utilis¢ comme adjuvant dans les formes légeres de diabete (au cours de 1a
grossesse ou en cas d’obésité) [19]. Les feuilles aussi, ont été largement utilisées en tant que
remeéde pour le traitement de la fievre et d’autres maladies comme le paludisme. Ils ont été
consomé sous forme d’un extrait, d’un ensemble de poudre de herbor ou tisane. Ces propriétés
comme : antioxydantes, anti-hypertensive, anti-inflammatoire, hypoglycémique et
hypocholestérolémiantes. Les feuilles possedent également des propriétés antimicrobiennes contre

certains micro-organismes tels que des bactéries, des champignons et mycoplasmes [33].

I-3-1- Le Katam (Buxus diocia)

Le Katam appelé aussi Buxus dioica est d'origine du Yemen. C'est une plante qui est
utilisé depuis des milliers d'années et tres encrée dans les traditions en Islam ou les femmes et

les hommes I'utilisaient pour teindre leur cheveux.

NB : Vu qu’il n y’a pas de travaux sur cette plante, on s’est limité ici a donner une petite

définition du Katam.

Figure 3 : feuilles du Katam (Buxux diocia).
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Introduction

Les feuilles alimentées en éléments simples (eau, sels minéraux, oligo-éléments) et,
recevant I'énergie du soleil, synthétisent un ensemble de molécules organiques trés complexes
qui sont des agents des vertus médicinales du monde végétal [1]. A l'instar d'autres contrées
du monde, I'Algérie posséde aussi ses “jardins splendides™ avec ses plantes vertueuses et la
médecine traditionnelle, ainsi pratiquée, trouve un accueil favorable aupres des populations
qui sont, hélas, parfois en proie a un charlatanisme ignorant et dangereux pour les malades
[2]. Il est important de s’assurer de I’innocuité d’une plante, de connaitre ses possibilités et
ses limites et de savoir dans quelles conditions on peut I’utiliser [3].

Les dommages oxydatifs causés par les especes réactives de I'oxygene sur les
nutriments peuvent déclencher diverses maladies chroniques. Plusieurs études ont montré que
les especes réactives de I'oxygene sont impliquées dans I'étiologie de nombreuses maladies,
telles que le vieillissement, le cancer, I'athérosclérose, les maladies coronariennes, le diabete,
I'asthme et la rhinite [4]. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydants et
consomment beaucoup d'énergie pour contréler leur niveau d'espéces réactives de I'oxygéne.

Les antioxydants agissent de plusieurs manicres. Leur mécanisme d’action peut étre
direct ou indirect, en tant que partie de la structure d’enzymes et/ou cofacteurs d’enzymes
antioxydantes, comme dans le cas des éléments traces. Les mécanismes les plus fréquents sont
I’interruption de la spirale oxydative (vitamines C et E, NADPH, glutathion), la prévention
des dégats par la mise a disposition d’électrons (céruloplasmine, vitamine C, superoxyde
dismutase, GSHPx), et la réparation des molécules d’ADN (Zn, acide folique, niacine) [5].

Les plantes médicinales sont une autre source importante pour une grande variété
d'antioxydants naturels. Elles ont été utilisées pour traiter des maladies pour des milliers
d'années. Les gens sont de plus en plus intéressés par ces plantes médicinales en raison de leur
effet bénéfique thérapeutique avec une faible toxicité. Au cours des dernieres années, des
études sur les activités antioxydantes des plantes médicinales ont été développer de facon
remarquable due a un intérét accru pour leur potentiel d'étre utilisé en tant que source
d'antioxydants riche et naturel. Parmi ces plantes : oléastre et buxus dioice et bien d’autres
[6].

Sachant que ces deux arbustes couvrent une grande superficie dans le monde, poussent
surtout en région méditerranéenne [7]. Qui est une zone privilégiée par rapport au reste du
monde pour la culture de I’olivier et Katham. Nous nous proposons dans un premier temps a

chercher les métabolites secondaires dans les deux plantes médicinale par un screening chimiques.
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Introduction

Dans un second temps nous allons évaluer 1’activité biologique des deux espéces Ainsi, I’analyse
de ces especes portera sur la recherche des principaux groupes chimiques et le dosage des
polyphénols totaux, tanins et flavonoides. Finalement nous mettons en évidence I’activité

antioxydante des extraits des feuilles d oléastre et buxus dioice.
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Chapitre 11 : les métabolites secondaires

11 -1- Définition
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en trois

grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides [34], [35].

Il -2- Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues dans le
regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la

croissance, ou la production

Les composés phénoligues regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000 molécules,
divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point en commun : la
présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur

d’un nombre variable de fonctions hydroxyles OH [36].

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent

plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines [37].

Il -2-1- Classification des polyphénols
Les polyphénols forment un treés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 1). Ces

molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques.
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols [38].

NP de Squelette Classification Exemple Structure de
Carbones Base
7 C6-C1 | Acides phénols Acide gallique
¢ Y-coon
8 C6-C2 | Acétophénones Gallacetophénone @ )
H;
8 C6-C2 | Acide Acide p- COOH
Phénylacétique hydroxyphényl @J
acétique
9 C6-C3 | Acides Acide COOH
Hydroxycinamiques | Coumarique @J
9 Coumarines Esculitine @(jt_}
10 C6-C4 | Naphthoquinones Juglone >
;)
13 C6-C1-C6 | Xanthones Mangiferine (Ip
O
14 C6-C2-C6 | Stilbenes Resveratrol E D
15 C6-C3-C6 | Flavonoides Naringénine E 3
MBA14
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Stilbenes Lignans Others
/ POLYPHENOLS
Phenolic acids $ J—— Flavones
Ferulic acid Anthocyanins < - Flavonoids Apigenin
——. / \ ~
Caffeic acid \ Apigenin 7-glucoside
v ffaic acid darivatives Flavonols g z S
Caffeic acid derivatives Flavanols Flavanones Chalcones
Quercetin
p-Coumaric acid Catechin Naringenin
Rutin
Rosmarinic acid (quercetin:3-rutinoside) Epicatechin Enodictyol
Chlorogenic acid Hesperetin
Dihvdroquercetin

Figure 4 : Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe.[39].

11 -2-2-Effets biologiques des polyphénols

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en

thérapeutique [38]. De nombreux travaux suggérent que les polyphénols participent a la

prévention des maladies cardio-vasculaires [40]. Leur consommation se traduit par une

augmentation transitoire de la capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le

repas. Parvenus au niveau des artéres, ils préviennent l'oxydation des lipoprotéines de faible

densité (Low Density Lipoproteins ou LDL), qui est I'un des facteurs clé du processus

physiopathologique de I'athérosclérose. En inhibant 1’oxydation des LDLs, ils limitent leur

incrustation dans les parois des artéres qui contribuent a 1’épaississement des parois et a

réduire le flux de sang qui parvient au

niveau des tissus.
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POLYPHENOLS ©
——

l &)
o, apoptose / prolifération
altération de * = perméabilité
lactivité sécrétoire surface procoagulante de I'endothélium

altération du agrégation infiltration des

reldchement plagquettaire monocytes
v o et des LDL
-+
v v ® v
Py )
hypertension artérielle \\ thrombose (-) /" athérosclérose
/
s
POLYPHEMNOLS-

Figure 5: Effets des polyphénols dans le maintien de I’intégrité de 1I’endothélium vasculaire.

Les symboles (-) représentent 1’effet inhibiteur des polyphénols, et les

symboles(+)montrentl’amélioration de la vasodilatation endothéliale par les polyphénols [41].

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques interviennent
dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures
mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister a I’attaque des insectes et des

microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [42].

Action sur les cellules du )
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

I

Détoaxifiant

‘E__ M,_ — MF-xB
—

LYPHE NDLS*E:_——!- Anti-inflammatoire C

\ A"Ti_ugrégunf

Vasodilatateur Anti-thrembotique
'_-,-‘_'_‘_‘-\‘

.U
Q

—

.EJ

iNOS

eMOSs MO

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 6: Effets biologiques des polyphénols [42].
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Il -3 -Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Presque toujours
hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées [43].

Occupant une place prépondeérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantes. L'intérét nutritionnel des flavonoides date de

la découverte de la vitamine C.

11-3-1- Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne [44]. Leur structure de base est celle
d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux
aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la
lettre C [45].

Figure 7 : Structure de base des flavonoides [45].

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent le
méme élément structural de base. lls peuvent étre regroupés en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B reli¢ a 1’hétérocycle C dans les
positions 2, 3 (figure 5).Dans la position 2 : le flavonoide est appelé Flavane. Si la position 4
de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est appelé Flavanone. Si la liaison C2-
C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est nomme Flavone. Si le
squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné par le nom de

Flavonol. Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane [46].
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—— e
e e ,‘E:::_-Z__I.D e --‘[-::_~__,B
L L L
FLAVONE FLAVONOL FLAVANONOL
2-phénylchromen-4-one 3-hydroxy-2-phénylchromen-4-on  3-hydroxy-2,3-dihydro-2-

phénylchromen-4-

e =
D | g @ |
C T o O S
R
o OH =
FLAVAN-3.4-DIOL FLAVAN-3-OL ANTHOCY ANIDOL ou
ANTHOCY ANIDINE

FLAVANONE AURONE CHALCONE

2.3-dihydro-2-phenylchromen-4-one

DIHYDROCHALCONE

Figure 8 :Structures chimiques de quelques flavonoides [47].
11-3-2- Effets biologiques des flavonoides

% Activité antioxydante :

Les flavonoides possédent de nombreuses activités biologiques, ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels [48]. L’action
antioxydante de ces composés ne s’exerce pas seulement par 1’inhibition des radicaux libres,
mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation

d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives de 1’oxygéene [49].

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R*), comme le
superoxyde, le peroxyle, 1’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogéne et le radical
Flavonoxy (FL-0) qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure

stables [50].
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Figure. 9: Piegeage des especes reactives oxygénees par les flavonoides [51].

% Activité antibactérienne :

Grace a leur structure caractérisée par la présence de groupe phénolique, et d’autres
fonctions chimiques, les flavonoides sont considérés de trés bons agents antimicrobiens [43].
De nombreuses études ont rapporté les activités antimicrobiennes des flavonoides [52]. De
méme ces propriétés détectées chez la propolis, sont attribuées a leur teneur élevée en
flavonoides, en particulier le galangin et le pinocembrin [53]. L’activité antifongique des
flavonoides est aussi établie, une étude faite sur Dianthus caryophyllus a montré ’efficacité

de flavonoide glycoside, sur des souches fongiques [54].

Un nouveau flavanone prénylé isolé¢ a partir de 1’arbuste Eysenhardtia texana, et un
flavane7hydroxy-3,4- methylenedioxy flavane isolé a partir des fruits de Terminalia bellerica,
ces deux flavonoides montrent une activité contre le microbe pathogene opportuniste :
Candida albicans [55].

Les flavonoides, en particulier les anthocyanes, sont les seules molécules du régne végétal
capables de produire une vaste gamme de couleurs, susceptibles de donner des teintes allant
du jaune-orangé au bleu, en passant par le pourpre et le rouge [56]. Les flavones, aurones et
chalcones donnent plutdt des couleurs jaune, beiges voire blanche, ou participent aux nuances

produites par les anthocyanes et les caroténoides.

11-4-Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur astringente
ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur propriété de se
combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da [57],

Figure.10: Structure des tanins [58].
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Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de précipiter les protéines et les
métaux lourds. Ils favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation

veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides [58].

Les tanins sont trés répandu dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les rosacée [59]. lls
peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les graines
[60].

11-4-1-Classification
On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins

hydrolysables et les tanins condensés [61].
% Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de

celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques [57].
Tanins galliques (Gallo tanins) :
IIs donnent par I'hydrolyse des oses et de I'acide gallique.
Tanins ellagiques (Ellagitanins) :
IIs sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique [57].
% Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeéres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le plus
souvent épicatéchine et catéchine [60].
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TANNINS

condensed tannins

complex tannins

hydrolyzable tannins

gallotannins

ellagitannins

o

group A

group B

Figure. 11: Classification des tanins [62].

11-4-2- Utilisation des tanins

Grace a leurs astringente

les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques,

vasoconstricteurs et hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans le

traitement des varices et hémorroides [57]. Ils sont largement employés dans 1’industrie du

cuir surtout dans celle des vernis et peintures [57].
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I11-1- les radicaux libres
Un radical libre est définie comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés [63], cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres
composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction
en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui
arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre [64].
111 -1-1- Les espéces réactives de I’oxygene
Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les especes réactives de
I’oxygéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygéne, par
addition d’un électron. les principales espéces réactives de 1’oxygeéne sont: le radical
superoxyde (O,*"), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO*), et aussi certains
dérivés oxygénes réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H,0O5) et le peroxynitrite (ONOOQO") [63].
+ Le radical superoxyde :
L’origine principale du radical superoxyde est sans conteste la chaine respiratoire
mitochondriale. En effet, ce systeme permet la production du radical superoxyde par
I’addition d’un électron a 1’oxygéne moléculaire, cette réaction est catalysée par le

cytochrome oxydase mitochondrial:

cytochrome oxydase

Oy +¢€ » O
Le radical superoxyde peut également se former lors de la phagocytose grace a la
NADPH oxydase présente dans la membrane plasmique des phagocytes :
Xanthine oxydase
20, + NADPH » 20%-+ NADP* + H*

Le radical superoxyde est peu réactif, mais il entre comme agent oxydant dans la

majorité des réactions [51].
% Le radical hydroxyle :

Le radical hydroxyle (-OH) est une espéce radicalaire hautement réactive. Il est
principalement formé lors des réactions d’ions métalliques avec le peroxyde d’hydrogéne, ces
réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton:

M™+H,0, —> M "*+OH+0OH
Le fer peut également catalyser la transformation de I’anion superoxyde en présence de

peroxyde d’hydrogeéne avec production de radical hydroxyle selon la réaction dite
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Haber-Weiss. Cette réaction est relativement lente et moins courante que la précédente dans
les tissus vivants [63].
Fe
O, '+ H,O, —> 0O,+ OH + OH" (Réaction de Haber-Weiss).
¢ Le peroxyde d’hydrogéne

Il se forme par une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par la

superoxyde dismutase (SOD).
20, +2H" —» H,0,+0,

Le peroxyde d’hydrogéne est moins réactif que I’anion superoxyde, mais il posséde une

capacité de diffusion importante [63].

Lumiére UV oxydases
0; | —mm | 0 ——v--s
Oxygéne singuler Oxygéne Supsroxyde eroxyde d hydrogémes
. dismutases & ;
: Cyeles redox myéloperoxidase
Arginine NADPH ox
mitochondrine
NO” 0,° HOCI
Fel+
Maonoxyde d'azote Amien superoxyde
ONOO » | OH"
peroxynitrite Radical hydroxyle
Mitration des /
]":.ﬂl::i.:ﬂ“ Activation Oxydation Peroxydation Oxvdation de
' des cascades des protéines Lipidique I"ADN

Figure 12 : Origine des différents radicaux libres

oxygeénés et especes réactives de ’oxygene [65]

11 -2- Le stress oxydatif

111 -2- 1- Définition

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des especes
réactives de I’oxygeéne et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs [66].
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111-2- 2-Stress oxydatif :

Le stress oxydatif est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou
un de nos tissues lorsqu’ils sont soumis a un déséquilibre entre la production des radicaux
libres ou pro-oxydants et les systemes de défenses antioxydantes (figure 11), ce qui produit

des dégats tissulaires a travers les modifications oxydatives des biomolécules cellulaires [67].

Systéemes antioxvdants

Enzvmatigues

Superoxvde

Nom
enzvmatigue

dismutase, Glutathion,
Sources d"ERO Catalase , Vitamines C, A, E,
- . Glutathion Ukiquinone,
Endogénes Exogénes peroxydase Lipoate, Pyruvate,
N . Polyphénols
NADPH oxydase, | Toxiques alimentaires
Chaine respiratoire | environnementaw,
mitochondriale, Radiations
Peroxysomes, ionisantes et UV,
Cvtochrome P450, | Champs
Xanthine oxydase, | électriques,
Cyelo-oxygénases, | Xénobiotique pro-
Lipo-oxvgénases. oxvdants,
Cytokines pro- (___,/"/
inflamatoires //

Figure 13: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant [68].

111 -2- 3- Conséquences du stress oxydatif :

Les conséquences biologiques du stress oxydatif seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion ; des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydatif : mutation, carcinogenese, malformation des feetus, dépot de
protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépOt de lipides oxydes, et

immunosupression [69].
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I11-3 : les antioxydants
Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages

causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques d’ERO. Les défenses antioxydantes reposent sur :
111-3 -1- Défenses enzymatiques

¢ Superoxydes dismutases (SOD) :

La SOD catalyse la dismutation de I'02°~ en dioxygeéne et H,0,
Chez I'hnomme, trois isoformes compartimentées de I'enzyme SOD ont été caractérisées de
facon biochimique et moléculaire. La Cu/Zn-SOD ou SOD;cytosolique, et la EC-SOD ou
SOD; extracellulaire, qui utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a l'activité
enzymatique, alors que la SOD, mitochondriale utilise le manganese [70].

% Catalases :

La catalase est I'une des principales enzymes du systeme antioxydant biologique. Elle
joue un réle important dans les voies de défense antioxydantes. Le site actif de la catalase est
I’hémoglobine, et il agit en tant que catalyseur dans la décomposition de H,O, en eau et

oxygene moléculaire [71].

2H,0; ———» 2H,0+ O,
¢ Glutathion peroxydases:

Les GSHPx, enzymes antioxydantes, constituent 'une des principales lignes
de défense contre les agressions produites par les radicaux libres de 1’oxygéne. Elles réduisent
le peroxyde d’hydrogéne H,0O; et les hydroperoxydes lipidiques. Pour leur fonctionnement,
elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel elles transférent

I’oxygene, le transformant en glutathion oxydé (GSSG) [72].
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Figure 14: Réaction d’intervention du Glutathion peroxydase [72].

111-3 2 Défenses non enzymatiques :
« Lavitamine C :

La vitamine C est impliquée dans un certain nombre de processus métaboliques dans
le corps humain, y compris ceux qui peuvent étre importantes pour le fonctionnement optimal
du systeme d'énergie a I'oxygeéne. De plus, elle présente un pouvoir antioxydant élevé, aidant
a prévenir des dommages cellulaires et des troubles du systeme immunitaire vis-a-vis des
radicaux libres générés au cours d’un exercice intense [73].

% Lavitamine E :
Antioxydant puissant, la vitamine E circule dans le sang liée aux lipoprotéines LDL.
Elle est donc vectorisée sur les sites d'oxydation des lipoprotéines et elle est particulierement
intéressante.
¢+ Polyphénols :
¢+ Les polyphénols sont des antioxydants complexes avec une importance croissante de
la santé publique, en particulier dans les domaines de la nutrition, et de

I'épidémiologie. En fonction de leur structure et les caractéristiques physico-

chimiques, leurs effets bénéfiques (par exemple, antioxydant, anti-inflammatoir et

anti-tumoraux) peuvent varier [61].

NB : Il y’a aussi d’autres défenseurs non enzymatiques comme : Le cuivre (Cu),

Manganése (Mn), Zinc (Zn), le sélénium.

MBA14 Page 7



Chapitre I :

matériels et méthodes

Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire de biochimie, Département de

Biologie, Faculté des sciences, Université de Boumerdes et fsc .

Il consiste essentiellement a étudier les métabolites secondaires de deux plantes médicinales

(oléastres et buxus dioice) et voir leurs applications a travers leur propriété antioxydante.

I-1- Matériel

Le matériel utilisé pour réaliser cette étude est composé de verreries, d’équipements,

appareillages et des produits chimiques. (Annexe 01).

I-1-2-Démarche expérimentale

Matériel végétal (les feuilles des
deux plantes)

{

Séchage a température
ambiante pendant 5 jours

¢

Broyage par un broyeur de la
maison

J

Obtention d’une feuille cassée

{

Préparation d’infusée

10g /100ml

J

Screening phytochimique Analyse quantitative

{

Evaluation des activités
antioxydant

» Dosage des polyphénols
» Dosage des flavonoides
» Dosage des tannins

l

Test de DPPH

Figure 15 : diagramme récapitulatif des différentes étapes du travail.
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Chapitre | : matériels et méthodes

I-1-3- Matériel végétal
Les feuilles d’oléastre (I’olivier sauvage) sont récoltées de la région de
LAKHDARIA-BOUIRA durant le mois d’avril 2016 ,et les feuilles de buxus dioicia (le
katam) sont récoltées de la région de Khémis-EL-Khechna Boumerdes . Apres le lavage
avec de 1’eau, elles sont séchées pendant 5 jours a 1’abri de la lumiére et de I"humidité a
température ambiante .Une fois séchées, la matiere végétale a été réduite en poudre a 1’aide

d’un broyeur.

Figure 16 : Matériel biologique (feuilles des deux arbustes)
I-2-Méthodes
I-2-1-préparation du ’infusé :
Environ 10 grammes (10 g) de poudre sont mis a infuser dans 50 ml d'eau distillée
bouillante puis on laisse au repos pendant 15 min, ensuite on filtre avec du papier filtre. Le

filtrat est ajusté a 100 ml avec I'eau distillée.

I-2-2-screening phytochimique
I-2-2-1- Recherche des polyphénols :
La réaction au FeClz a permis de caractériser les polyphénols.
A 2 ml d’extrait, on ajoute une goutte de solution alcoolique de trichlorure Ferrique
FeCl; a 2% La présence de dérivés polyphénoliques provoque 1’apparition d’une

coloration bleue ou vert foncé [ 74].
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Chapitre I : matériels et méthodes

I-2-2-2-Recherche des flavonoides

Le test consiste a ajouter a 1 ml des extraits quelques gouttes HCL et 0.5 g de Mg.
On laisse agir 3 minutes. Une coloration orange ou rouge implique la présence des
flavonoides [75].

I-2-2-3- Recherche des tanins
1 ml de I’extrait a ét¢ mélangé avec 10 ml d’eau distillée et filtrée. Le réactif de FeClz a
1% (3 gouttes) a été ajouté au filtrat. Un bleu-noir ou vert précipité a confirmé la

présence de tanins galliques ou tanins catéchol, respectivement [76].

I-2-2-4-Recherche des saponines
A 5 ml de chaque extrait, une goutte de bicarbonate de sodium a été ajoutée. Les tubes
ont été secoués vigoureusement et maintenus au repos pendant 3 minutes. L apparition d’une

mousse a indiqué la présence de saponines. [77].

I-2-3- Analyse quantitative
I-2-3-1-Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par [78].0.1 ml de
chaque extrait est mélangé avec 2 ml d’une solution de carbonate de sodium a 2% fraichement
préparée, le tout est agité par un vortex. Apres 5 min, 100 ul du réactif de Folin Ciocalteu 1
N sont ajoutés au mélange, le tout est laissé pendant 30 min a la température ambiante et a
I’abri de la lumiére. La lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre a

700 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires

en utilisant 1’acide gallique. (Annexe3)

Tableau -2: Préparation de la courbe d’étalonnage des polyphénols.

Dilutions S S/2 S/4 S/8 S/16 S/32 S/64

Concentration

(g/ ml)

0,8 0,4 0,2 0,1 0,05 0,025 |0,0125

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 grammes de la maticre

végétale seche (mg GAE/100g). [79]
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Chapitre I : matériels et méthodes

I-2-3-2-Dosage des flavonoides

L’estimation quantitative des flavonoides totaux contenus dans les extraits est réalisée

par la méthode colorimétrique de [80].
e Mode opératoire

0,5 ml d’extrait est mélangé avec 0,5 ml de chlorure d’aluminium a 2 % ( solution
éthanolique). Apres 10 min d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a

420 nm.

La quantité de flavonoides contenue dans les extraits des feuilles est calculée en se

référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec la quercétine [81]. (Annexe4)

Tableau -3: Préparation de la courbe d’étalonnage des flavonoides.

Dilutions S S/2 S/4 S/8 S/16 S/32 S/64

Concentration

(g/ mi)

0,4 0,2 0,1 0,05 0,025 0,0125 | 0,00625

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine par 100 grammes de la

matiere vegétale seche (mg QE/100g).

I-2-3-3-Dosage des tannins condensés

Les quantités des tannins condensés sont estimées en utilisant la méthode a vanilline
en milieu acide [82]. Un volume de 50 pul de I’extrait brut est ajouté a 1500 pul de la solution
vanilline/méthanol (4 %, m/v) et puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul de 1’acide
chlorhydrique concentré (HCI) additionné et laissé réagir a la température ambiante pendant

20 min.

L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc. La concentration des tannins est
estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du poids de la matiére

séche (EC)/g) a partir de la courbe d’étalonnage. (Annexes)
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Chapitre I : matériels et méthodes

I-3-Etude de P’activité antioxydant

Le but de notre étude c’est de déterminer parmi les deux extraits préparés celui qui a la

plus grand activité antioxydant contre le DPPH (2,2’-diphenyl-1 picrylhydrazyl).
I-3-1-Principe de ’activité antioxydant par la méthode de DPPH

Le DPPH (figure 17) est un radical stable et il présente en solution une absorption
caractéristique a 517 nm qui lui conferent une coloration violette. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres. On peut résumer

cette réaction par 1’équation suivante :
DPPH + AH e DPPH-H + A" [83]

Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH.(violet)

pour le transformer en molécule DPPH-H [84].

O C oV

+ AH

NO, NO, . NO, NO,
Antioxydant

L 4

NO, NO,

Diphénylpicrylhydrazyl Diphénylpicrylhyvdrazine

Figure 17: Mécanisme de réduction du radical DPPHe Par un antioxydant. [85]
I-3-2-Mode opératoire

L'activité de piéger les radicaux libres est mesuré par la méthode de DPPH (2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyl) [86]. La solution mere est préparée par la dissolution de 24 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol. La solution obtenue possede une absorbance d'environ 0,98 + 0,021

a 517 nm en utilisant le spectrophotometre.

1.68 ml de cette solution a été mélangée avec 1600 ul de I'échantillon a diverses
concentrations (3.125 a 100 pg/ ml). Le melange réactionnel a été bien agité et incubé dans
I'obscurité pendant 30 min a température ambiante. Ensuite I'absorbance a été mesuré a 517
nm. Le contrble a été préparé comme ci-dessus, sans aucun échantillon.

Chaque test est répété trois fois, les résultats ont été présentés par la moyenne des trois essais.
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matériels et méthodes

Le pourcentage de piégeage du radical DPPH est calculé selon 1’équation suivante [87] :

% d’inhibition = [(AbscontroI'AbséchantiIIon)/ Abscontrol ]*100

ADbScontror - @bsorbance de control (solution de DPPH sans extrait)

ADSgchantilion - absorbance en présence d’extrait.
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Chapitre 11 :

Résultats et discussion

11 -1- Tests phytochimiques (Test qualitatif)

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur ’infusé issu de broyage des feuilles séchés de deux
plantes oléastre .L et Buxus dioica .L sont résumés dans le tableau N°4.

Tableau -4 : Screening phytochimique des extraits de plantes (oléastre L. et Buxus dioica L.).

Extrait
Oléastre L. Buxus dioica L.
test
réaction | Résultat image réaction Résultat
Polyphénols | Vert claire | ++ Vert +++
foncais
Flavonoides | Orange ++ Orange +++
claire foncais
Tanins Vert ++ Vert +++
précipité précipite
saponines | Apparition | ++ Apparition | +++
d’
o d’un
mousse
mousse

(++) : Trésriche

en métabolite secondaire, (+++) : plus riche en métabolite secondaire.
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Chapitre 11 : Reésultats et discussion

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons la présence des polyphénoles, des flavonoides, des

tanins et des saponine dans les deux plantes.

En effet, le solvant eau a extrait une quantité meilleurs des composees chimiques dans I'
Buxus dioica L. par rapport a I' Oléastre L. Par ailleurs, ce qui a été prouvé dans une étude
réalisée sur I' Oléastre L. [6].

11-2- Test quantitatif
11-2-1- Dosage des polyphénoles

Apres addition du réactif de Folin-Ciocalteu’s, une couleur bleue est obtenue avec une intensité
qui varie en fonction de la concentration de I’acide gallique (utilisé comme étalon), ou de 1’extrait des
plantes étudiées. Les résultats du calcul de la concentration moyenne correspondant sont exprimés en

1g équivalent acide gallique par 100g du Matiére séche (ug EAG /100 g de MS) (figure 18).

Les teneurs en composés phénoliques totaux sont illustrées dans la (figure 19), les résultats des
deux extraits montrent des teneurs proches et varies de 210 pg EAG/1mg de MS et 186 ug
EAG/1mg de MS pour I' Buxus dioica L. et I' Oléastre L. respectivement.

L’extraction des composés phénoliques polaires et apolaires est largement dépendante de la
polarité des solvants. Ce qui est lié a la différence de polarité des principes actifs [89]. Pour cela,
I'extraction par le solvant le plus polaire (Eau) été réalisée, mais il n’y a pas de données publiées sur

la composition du solvant type qui extrait tous les composés phénoligues simultanément [90].

Les investigations consacrées a l’optimisation du solvant d’extraction des polyphénols sont
nombreuses et les résultats sont différents d’un auteur a I’autre. Durling [89] ont trouvé que le solvant
optimal pour I’extraction des polyphénols totaux est I'eau pour la sauge séchée ; 1’étude réalisée par
Népote 91]a évalué I'eau comme solvant d'extraction aussi avec un temps optimal de 10 minutes pour
les grains d’arachide. Néanmoins, Bouabdallah[6] a rapporté que la melange hydrométhanolique est
requis pour I’extraction des polyphénols Oléastre L. de la région de Tlemcen, alors qu’une légére

augmentation en teneur en polyphénols est remarquée si le solvant d'extraction est I'hydroacétonique.
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Chapitre 11 : Resultats et discussion

08 - y = 0,8138x + 0,0426
0,7 1 R? = 0,9848

06 -

05 -

04 -

0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration mg/ml

Absorbance a700 nm

Figure 18: La courbe d’étalonnage de ’acide gallique.

210 A
205 -
200 A
195 A
190 A
185 A
180 A

175 A

teneur de polyphénoleugEAG/1mg

170
oléastre Buxus dioica

Figure 19 : Evaluation des polyphénols des plantes.

11 -2-3- Dosage des flavonoides
Une couleur jaune est observée aprés I'ajout du chlorure d'aluminium & la solution aqueux de
quercétine. Cette couleur est aussi observée dans le cas des extraits étudiés, indiquant ainsi la présence

de complexes par chélation des ions d’aluminium par les flavonoides [92]

La teneur en flavonoides (Figure 20) dans les extraits, est exprimée en pg équivalent
quercétine par 100 grammes de matiére seche (ug EQ/100g MS) (figure 21). La teneur en flavonoides
de tous les extraits préparés présente un profil différent & celui des polyphénols.

les résultats des flavonoides de deux extraits montrent des teneurs proches et varies de 38ug
équivalent de Quercitine/Img de matiére seche (EQ/1mg de MS) et de 27 pug EQ/1mg de MS pour I

Buxus dioica L. et I' Oléastre L. respectivement.

MBA14 Page 30



Chapitre 11 : Resultats et discussion

Peu de travaux sur ’aspect quantitatif ont été réalisés sur 1' Buxus dioica L. Néanmoins,
I’analyse qualitative a décelé la présence des flavonoides dans leur extrait aqueux, l'extrait

hydrométhanolique et I'extrait hydroacétonique de oléastre [6]

Bouabdallah,(2014), est rapporté des teneurs en flavonoides dans les trois mélanges de
solvants cités précédemment : aqueux, hydrométhanolique et hydroacétonique, tandis que l'extrait

aqueux dans étudié dans notre cas n’extraient que 38 ug EQ /100g de MS .

Y do y = 3,257 + 0,061
14 R2= 0,998

1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Figure 20 : La courbe d’étalonnage de la Quercitine.

teneur de flavonoide pug EQ/1mg
= = N N w w H
(6] o (6, ] o (6, ] o (9] o

o

oléastre buxus dioica

Figure 21: Evaluation des flavonoides des plantes.
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11-2-4-Dosage des tanins
Le taux des composés tanniques d’extrait des feuilles des plantes oléastre .L et Buxus dioica
.L a été obtenu a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec des concentrations précises de la

catéchine selon une équation de type : y=0,1162x-0,0034. R*=0,9953 (Figure 5).

La quantité des tanins de I’extrait aqueux de oléastre est 0.23ug équivalent de catéchine parl
milligramme de matieére seéche (EC/Img MS). EC/Img de MS (Figure 3) Alors que chez I’extrait
aqueux de plante Buxus dioica .L est de 0.45ug EQ/1mg d’extrait (Figure 3).

D’aprées les résultats obtenus, La concentration la plus élevée des phénols a été mesurée dans 1’extrait

aqueux de plante Buxus dioica .L

0,18 -
0,16 - y=0,1162x - 0,0034
0,14 - R?=0,9953

0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

Absorbance a 500 nm

O I T T T T T T T 1
-0,02 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
concentration pg/ml

Figure 22 : La courbe d’étalonnage de la catéchine.

0,45

o
s

0,35
0,3
0,25

o
[N}

0,15

o
JEEN

o
o
v

’

Teneur des tannins pg EC/1mg

o

oléastre Buxus dioica

Figure 23: Evaluation des tanins dans I'extrait des plantes.
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11-3- Résultat de I’activité antioxydante

Dans cette étude, la méthode au DPPH (1,1-Diphényl-2-Picryl-Hydrazyl) est sélectionnée pour
évaluer I’activité antioxydante des extraits des plantes. Elle permet d’estimer plus précisément la
concentration du radical inhibé par les molécules actives [93].

11-3-1- Pouvoir antiradicalaire des extraits

Jiménez-Escrig et al. [ 95] ont montré que ’activité antiradicalaire augmente avec le nombre
des doubles liaisons et la présence des groupements fonctionnels comme dans la classe des
xanthophylles.

Les résultats illustrés dans la figure 6 montrent que les activités antiradicalaires des extraits
aqueux de oléastre .L et de Buxus dioica .L présentent une différence significative. On peut voir
aussi que I’activité antiradicalaire de 1'extrait aqueux de oléastre .L & une activité importantes. Seul
I'extrait préparé de ce dernier permet d’inhiber 77,6% des radicaux libres du DPPH a de faibles
concentrations (100 pg/ml).

On remarque, que le pouvoir antiradicalaire augmente avec [’augmentation de la
concentration des extraits pour les deux plantes traitées, ce qui est conforme I’étude réalisée par
(Chaira etal., (2007).

Une étude comparative a été déja réalisée par Bouabdelah. (2014), sur lI'arbuste oléastre .L, avec
trois solvants d’extraction (eau, eau/méthanol (30:70/v:v) et eau/acétone (30:70 /v:v) a une
température de 35 °C, montre que a une concentration de 25 pg/ml de la méme plante, posséde une
pourcentage d'inhibition de 62,54%, 90,97% et 84,2% respectivement, cette différence de pouvoir peut

étre due au cultivas étudié.

L'activité antiradicalaire de standard utilisé (Vit C) est sensiblement plus élevée a celle de

I’extrait de Buxus dioica .L et moins élevée a celle de oléastre .L

Par conséquent, on peut classer par ordre croissant I’activité antiradicalaire des extraits étudiés

comme suit : oléastre .L > Vit C > Buxus dioica .L .

90
80
70
60
50
40

30
20 Buxus dioica

=@—o0léastre
== VitC

% d'inhibition

10
0

0 50 100 150

concentration pg/ml

Figure 24 : Le Pourcentage d’inhibition des radicaux libres en fonction des différentes

concentrations des extraits (oléastre .L, Buxus dioica .L ).
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Conclusion et perspectives

Dans ce contexte, nous avons évalué le pouvoir antioxydant d’oléastre et Buxus diocia
utilisées par la population locale. L’extraction sous infusion des feuilles des deux arbustes
dans I’eau chaude a donné de bons rendements.

*L’analyse phytochimique qualitative a mis en évidence la présence des Polyphénols,
flavonoides, et des tanins en quantités importantes. Et la présence des saponines dans nos
deux extraits.

*L’analyse quantitative des extraits, a montré des résultats importants pour le dosage
des polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins. L’extrait du katam semble tres riche en
polyphénols et en tanins par rapport a 1’ol€astre, par contre 1’oléastre est révélé plus riche en
termes de flavonoides que le Katam.

* L’activité antioxydante de I’olivier sauvage et du Katam a été évaluée par la
technique de piégeage du radical libre DPPH. Pour cette technique, les résultats montrent
que I’extrait des feuilles de I’olivier sauvage présente ’activité la plus élevée avec taux
d’inhibition 77,6% suivi de 1’extrait du Katam avec un taux de 35,61%

* Les résultats obtenus dans cette étude, montre la richesse d’oléastre et Buxus diocia
en substances chimiques et qui pourraient représenter une nouvelle source potentielle de
molécules bioactives en thérapeutique.

D’autres études approfondies seront nécessaires et se résument dans les points suivants :

= L’isolement et I’identification de la ou les molécule (s) bioactive (s) responsables de

I’activité antioxydantes par des techniques chromatographiques et spectrales ;

= Evaluer d’autres activités comme : antidiabétiques, antimicrobiennes,

anticancéreuses ... et autres ;

= Des études in vivo sont souhaitables pour déterminer les tissus et les organes cibles, et

rechercher leurs mécanismes d’action au niveau tissulaire et moléculaire.
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Annexe 01

Liste de matériel et réactifs nécessaire :

Les Réactifs Qauntité Verreries Equipements
et appareils
Ethanol 96% 1l Béchers. Broyeur
Chlorure de fer FeCl; |59 Ballons a col rode. Balance
(5%).
Reactif de folin- | 10 ml Entonnoirs. Verres de montre
ciocalteau's
Méthanol 1L Fiole ombré. Rota vapeur
carbonate de sodium | 10g Spatule, Baguettes. . Etuve
Na,CO3
fragments de magnésium Pipettes gradueées. Plaque d'agitation
Acide chlorhydrique | 100ml Erlenmeyer. Barreaux
HCL magnétiques
409 Micropipettes. Bain marie
trichlorure  d’aluminium
(AICI3)
DPPH (Déphynil picryl | 1g Para film vortex
hydrazyle)
Acide gallique 29 Tubes a essai Spectrophotomeétre
Vanilline 059 Papiers filtres circuler
Vitamine C  (acide | 29 Seringue.

ascorbique)

Eprouvettes.
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Annexe 02

» Dosage des polyphénols totaux

*Solution de carbonate de sodium
-Mettre 2g de Na,CO3 dans 10ml d’eau distillée,
*Solution mere d’étalon (’acide gallique)

-Mettre 0.08g d’acide gallique dans une fiole de 100ml, puis Ajuster au trait de jauge

avec ’eau distillée.

» Dosage des flavonoides

*Solution de trichlorure d’aluminium
-Mettre 2g d’AlCl; dans 100 ml d’éthanol.
*Solution mére d’étalon(Quercitine)

-Mettre 0.2g de Quercitine dans 100 ml d’éthanol.

» Dosage des tannins

*solution mére d’étalon(Catéchine)

-Mettre 0.01g de catéchine dans 100ml d’éthanol.
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Annexe 03

*la méthode de préparation de la gamme de dilution
gallique.

d’extrait de pour 1’acide

Solution mére (SM) de acide gallique

o~

5mide g%lange
0

1 2 3 4 5 6

5ml de SM 5ml 5ml ED 5ml ED 5ml DE 5ml DE 5ML DE

D’eau distillée(ED)

90000

0.1ml 0.1ml 0.1ml 0.1 ml 0.1ml 0.1ml 0.1ml
+2ml de Na,CO3 +2ml de Na,CO3

+100pl de folin +100pl de folin
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Annexe 04

*méthode de préparation de la gamme de dilution d’extraits pour la Quercitine.

Solution mére (SM) de Quercitine

.

5mide T'Iange

0 1 2 3 4 5 6
5ml de SM 5ml 5mlE 5ml E 5mlE  5mlE 5MLE
Ethanol(E)
+5ml de SM é
0 1 2 3 4 5 6
1.5ml 1.5ml 1.5ml 1.5ml 15ml 15ml 1.5ml

+1.5 ml d’AICI3 + 1.5 ml d’AICI3
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Annexe 06

*méthode de préparation la gamme de dilution d’extrait pour la catéchine.

Solution mére (SM) de catéchine

5mide T'Iange
0 1 2 3 4 5 6

5ml de SM 5ml 5mlE 5ml E 5mlE  5mlE 5MLE
Ethanol(E)
+%de SM é é é é
0 1 2 3 4 5 6
0.05ml 0.05ml 0.05ml 0.05ml 0.05ml 0.05ml  0.05
ml
+1.5ml de la solution +1.5ml de la solution +1.5ml de solution
Vanilline/éthanol vanilline/ éthanol vanilline/ éthanol

+0.75 ml d’Hcl +0.75ml d’Hel +0.75ml d’Hcl
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Agitateur

Vortex

Spectrophotometre



Résumé

L’objectif de notre étude s’est focaliser a I’extraction et la caractérisation des métabolites
secondaires de deux plantes médicinales oléastre .L et buxus-dioicie .L et voir de proche leur application
a travers I’évaluation des leur activité antioxydante. Le travail a été commencé par une extraction sous
reflux dans I’eau distillée. L’examen phytochimique qualitatif réalisé sur les feuilles de deux plantes a
montré la présence des polyphénols ,des flavonoides et des tanins en quantité importante , pour la suite
de I’étude phytochimique on a quantifier la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins
des deux extraits aqueux correspondants aux deux arbustes, L’extrait aqueux des deux plantes montre
d’une part une richesse en métabolites secondaires suscités avec des valeurs de 186 pug EAG/1g
d’extrait et 38 pug EQ/1g d’extrait et 0.23 pug EC /1g d’extrait respectivement pour oléastre .L et 210 mg
EAG/1g d’extrait et 27 mg EQ/1g d’extrait et 0.45 mg EC/1g d’extrait respectivement pour buxus-
dioicie .L. . D’autre part Le pouvoir antioxydant qui a été évalué par la technique de piégeage du radical
libre DPPH a été évalué également, et comparé a I’acide ascorbique. Parmi les deux extraits étudiés,
I’extrait de 1’oléastre .L qui a donné l'activité la plus élevée avec un pourcentage d’inhibition de 77 ,6 %
par rapport a I’autre extrait. Tandis que I’extrait aqueux de buxus-dioicie .L. a montré une capacité
antioxydante inférieure de 35,61 %.

Mots clés : oléastre , buxus-dioicie, tests phytochimiques, dosages quantitatifs, activité antioxydante.
Abstract

The aim of our study was focused on the extraction and characterization of secondary metabolites of
two medicinal plants: oléastre .L . and buxus -dioicie L and see their implementation through evaluation
of their antioxidant activity. The work was started by extraction under reflux in distilled water. The
qualitative phytochemical examination performed on the leaves of two plants showed the presence of
polyphenols, flavonoids and tannins in large quantities, for the result of the phytochemical study was to
quantify the total polyphenols, flavonoids and tannins, two aqueous extracts corresponding to the two
bushes: The agueous extract of both plants shows both a wealth of secondary metabolites raised with
values of 186 mcg EAG / 1g extract and 38 micrograms EQ / 1g of extract and 0.23 EC mcg / 1g extract
respectively for oléastre .L and EAG 210 mg / 1 g of extract and 27 mg EQ / 1g of extract and 0.45 mg
EC / 1g extract respectively for buxus-dioicie .L. Moreover the antioxidant that has been assessed by
trapping technique of free radical DPPH was also evaluated and compared to ascorbic acid. Among the
two studied extracts, the extract of the oléastre .L who gave the highest activity with a percentage
inhibition of 77, 6% compared to another sample. While Buxus-dioicie .L. aqueous extract showed a
lower antioxidant capacity of 35, 61%.

Keywords: oléastre, Buxus-dioicie, phytochemical tests, quantitative assays, antioxidant activity.
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Résumé

L’objectif de notre étude s’est focaliser a I’extraction et la caractérisation des métabolites
secondaires de deux plantes médicinales oléastre .L et buxus-dioicie .L et voir de proche leur application
a travers 1’évaluation des leur activité antioxydante. Le travail a été commencé par une extraction sous
reflux dans I’eau distillée. L’examen phytochimique qualitatif réalisé sur les feuilles de deux plantes a
montré la présence des polyphénols ,des flavonoides et des tanins en quantité importante , pour la suite
de I’étude phytochimique on a quantifier la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins
des deux extraits aqueux correspondants aux deux arbustes, L’extrait aqueux des deux plantes montre
d’une part une richesse en métabolites secondaires suscités avec des valeurs de 186 pg EAG/1g
d’extrait et 38 pug EQ/1g d’extrait et 0.23 pug EC /1g d’extrait respectivement pour oléastre .L et 210 mg
EAG/1g d’extrait et 27 mg EQ/1g d’extrait et 0.45 mg EC/1g d’extrait respectivement pour buxus-
dioicie .L . D’autre part Le pouvoir antioxydant qui a été évalué par la technique de piégeage du radical
libre DPPH a été évalué également, et comparé a 1’acide ascorbique. Parmi les deux extraits étudiés,
I’extrait de 1’0léastre .L qui a donné l'activité la plus élevée avec un pourcentage d’inhibition de 77 ,6 %
par rapport a I’autre extrait. Tandis que ’extrait aqueux de buxus-dioicie .L. a montré une capacité
antioxydante inférieure de 35,61 %.

Mots clés : oléastre , buxus-dioicie, tests phytochimiques, dosages quantitatifs, activité antioxydante.



Abstract

The aim of our study was focused on the extraction and characterization of secondary metabolites of
two medicinal plants: oléastre .L . and buxus -dioicie L and see their implementation through evaluation
of their antioxidant activity. The work was started by extraction under reflux in distilled water. The
qualitative phytochemical examination performed on the leaves of two plants showed the presence of
polyphenols, flavonoids and tannins in large quantities, for the result of the phytochemical study was to
quantify the total polyphenols, flavonoids and tannins, two aqueous extracts corresponding to the two
bushes: The aqueous extract of both plants shows both a wealth of secondary metabolites raised with
values of 186 mcg EAG / 1g extract and 38 micrograms EQ / 1g of extract and 0.23 EC mcg / 1g extract
respectively for oléastre .L and EAG 210 mg / 1 g of extract and 27 mg EQ / 1g of extract and 0.45 mg
EC / 1g extract respectively for buxus-dioicie .L. Moreover the antioxidant that has been assessed by
trapping technique of free radical DPPH was also evaluated and compared to ascorbic acid. Among the
two studied extracts, the extract of the oléastre .L who gave the highest activity with a percentage
inhibition of 77, 6% compared to another sample. While Buxus-dioicie .L aqueous extract showed a
lower antioxidant capacity of 35, 61%.

Keywords: oléastre, Buxus-dioicie, phytochemical tests, quantitative assays, antioxidant activity.
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