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Introduction

Introduction

Les substances naturelles connaissent uréintdissant pour des applications dans de
nombreux produits de consommation. En effet, Idilisation est encouragée car les produits
égquivalents issus de syntheses chimiques ont,ta@toa raison, mauvaise presse parmi le
grand public. Les plantes représentent une soureprincipes actifs inépuisable et
renouvelable, dont l'usage traditionnel et médéstlconnu depuis bien longtemps. Il existe
donc un besoin de production de substances bieacitolées, concentrées et purifiées, pour
une utilisation dans un large champ d’applicatioasmétiques, pharmaceutiques, additifs
nutritionnels...)

On retrouve des antioxydants dans toutegliestes, ils sont qualifiées en métabolites
secondaires. Ces composeés présentent plusieursrigbésp pharmacologiques, parmi
lesquelles nous citerons les propriétés antimiemie, anti-inflammatoires, vasodilatatrices,
anticancérogene, les antioxydants synthétiques wwiligés depuis de nombreuses années.
Mais, récemment, beaucoup d'études ont porté auioxicité élevée des antioxydants
synthétiques utilisés dans [lindustrie alimentairegomme, par exemple, le
butylhydroxytoluene (BHT), I'hydroxyanisol butyléBHA), le tert-butylhydroquinone.
(Gomez etal., 2006).

L'Algérie est I'un des pays connu par sa bietsité résultant de phénoménes géo
climatiques divers. On compte environ 300@peéess de plantes dont 15% endémique
et appartenant a plusieurs familles botaniqu€s. potentiel floristique constitué de
plantes médicinales, toxiques et condimentairest peu exploré du point de vue
chimique et pharmacologique. A cet effet, cbnstitue a notre avis, une source non
négligeable de recherche de substances natui@ilezel, 1963).

Dans le cadre de la valorisation de la flalgérienne par la recherche de nouveaux composés
d’origine végétale a intérét thérapeutique, nowsisrsomme intéressé a étudié une plante endémique
Cistanche tinctoriapoussant a I'état spontané dans la wilaya de Béehaui en dépit de son
utilisation en médecine traditionnelle et comme diment, de rares études ont été menées sur ses

activités biologiques et sa composition phytochimiq

A cet effet, ce présent travail a pour bévdluer I'effet antioxydant de différents extraststenus
par extraction soxhlet des racines@istanche tinctoriarécoltés a deux saisons différentes et ce afin

de déterminer le solvant d’extraction optimal aopse la meilleure saison de récolte.
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Introduction

Afin d’étudier un aspect toxicologique nous avoualéé I'effet hémolytique de I'extrait présentaat |

meilleure activité antioxydante.
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Chapitre | : é@eralités sur Cistanche tinctoria (Cistanche ppaba)

CHAPITRE | : Généralités sur Cistanche tinctoria
(Cistanche phelypaea)

1 Présentation de la planteCistanche tinctoria (Cistanche phelypaea)

Cistanchetinctoria est une plante endémi@uenme tous les membres de la famille
Orobanchaceae f@istancheest une plante parasite dépourvue de chloroploylleparasite
principalement des Chénopodiacées et des Tamaette Glante assez commune aux Hauts

plateaux et au Sahara septentrional, est plusha®ahara occidental, central et Méridional.

Figure 1 Photo réelle deCistanche tinctoria

Cette plante est connue sous le nom vernaeweabe:Danone s/, Elle a un peu la
silhouette d'une grosse asperge trapue, courtpaite, c’'est une plante puissante de 3 a 12
dm, aux tiges souvent en touffes. Les fleurs saumigs et repartis sur toute la plante dans les
tons bruns, du clair au foncé. Elle ne présentedeageuilles mais seulement des sortes

d'écailles le long de la tige. Le tube de la cerslévase brusquement au dessus de I'insertion
des étaminefOzenda, 1991).
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Chapitre | : é@éralités sur Cistanche tinctoria (Cistanche pphaba)

2 Lataxonomie de I'espece

Regne Plantae

Sous-regne Eucaryotes
Embranchement Trachéophyta
Sous-embranchementAngiosperme
Classe:Dicotylédone
SubclasseMagnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille :Orbonchaceae

Genre Cistanche

Espéce Tinctoria Beck etal., 1904)

3 Distribution géographique

Local : Espece saharo-méditerranéenne, connue au Sapsgatsenal, plus rares au Sahara
occidental, central et méridional.

Régional : L'Afrique du nord.

Global : L’Afrique du nord.(Sitouh, 1989)

4 Utilisation traditionnelles

Cistanche tinctoriaest employée pour la diarrhée, diabete, ennuestimaux, infection
(abces) et en tant que diurétique. Les nomadesandwet en Algérie meéridionaux mangent
la partie inferieure de la plante bouillie danslieou cuit en cendres et mélangé a des céréales
pour faire une sorte de gruau ou d’'un pain plategticonnue également pour ses propriétés
aphrodisiaque@Ozenda, 1991).

La tige de Cistanche tinctoria est utilisée comme tonique pour le traitement de
l'insuffisance rénale, aidant a soutenir et augmelat fonction des reins. Il est utile quand la
fonction de rein est trop faible (comme dans lesdmla conservation de I'eau) ou dans les
cas ou la fonction des reins n’est pas équilipaida fonction d’autres organes (comme dans
I'incontinence urinaire).Cistanche tincoriaest également utile pour 'impuissance chez les
hommes, et le résultat dans des capacités sexuatiesies plutdt qu’'a augmenté la
commande de sexe (linfertilité femelle), de la derhée morbide, de la métrorrhagie
prodigue et de la constipation séni¥o(g et peng, 2009).
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Chapitre | : é@éralités sur Cistanche tinctoria (Cistanche pphaba)

La plante est utilisée notamment pour bronzer iette des peaux. Dans la région de
Tissint (Maroc), la poudre est appliguée pour ldesdures comme homéostat. Une
préparation faite a partir de la partie plus irdare séche d€istanche le miel et les feuille
d’olivier est utilisé comme créme pour 'hémorraidan Egypte, la plante en poudre seche

s’est mélangée au lait du chameau et employéeaniysions Bellakhdar, 1997)

5 Principes actifs des plantes médicinales

Le métabolisme de la plante produit avaémis des glucides (sucres) et des
protides. Une fraction des glucides est dastiansformée en composés divers dont
les lipides sont les plus importants pour la plantais le métabolisme fournit aussi plusieurs
corps secondaires que I'homme utilise dans aesenal thérapeutique, il s’agit des
alcaloides, des hétérosides, des huiles eddmmntet des tanins, les végétaux nous
fournissent également des vitamines, des oligoéi&net des antibiotigues (champignons

microscopique)(Domart et Bourneuf, 1988 )

6 Métabolites secondaires
6.1 Deéfinition

Les métabolites secondaires sont des mokacuiganiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les gdanautotrophes, ils sont divisés
principalement en trois grandes familles: Lsslyphénols, les terpenes, les alcaloides
(Lutige etal., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007)

6.2 Classification des métabolites secondaires des pphenols :

6.2.1 Les acides phénoliques

Les composés phénoliques sont dérivés dr seus groupes distingués : Les acides
hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sawtdé caféique, I'acide férulique, I'acide
chlorogenique, et les acides hydroxybenzoique, haaiplus répandus sont I'acide salicylique
et I'acide gallique. Sont contenus dans un certambre de plantes agricoles et médicinales,

et présents chez toutes les ceré@easboni, 2006).

lls sont considérés comme substances phytoghés avec des effets prebiotique,
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoiteeur toxicité est tres faible car ils son

considérés non toxiquéBruneton, 1999 ; Cowan, 1999 ; Barboni, 2006).
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Chapitre | : é@éralités sur Cistanche tinctoria (Cistanche pphaba)

Les mieux caractérisés pharmacologiquemetnt I'acide caféique et I'acide
ferulique qui montrent I'effet anticancéreux auedu des poumons chez les souris, alors que
l'acide gallique agit par le méme effet en prévera déclanchement du cancer cesophagien
chez les ratéRibereau, 1968 ).

6.2.2 Les flavonoides

L'ensemble des flavonoides, qui possedent arigine biosynthétique commune, ont
un élément structural de base en C15 (C6-C3-CdhnSe degré d‘oxydation du noyau
central, qui peut étre ouvert ou fermé, fewonoides peuvent-étre regroupés en neuf
classes distinctes : chalcones, aurones, flayonsoflavones, flavonols, flavanones,
flavane-3-ols flavane-3,4-diols et anthocyanes.<Darplante, ils sont tres souvent liés avec
des sucres, on parle alors d‘hétérosides constituée partie phénolique aglycone ou génine
associée a un sucre. La liaison glycosidique pauétme de type C-O-C ou de type C-C.
D'autres types de liaisons se retrouvent fréquent chez les flavonoides comme des
sulfatations ou des prénylatigBsuneton, 2008 ; Macheix etal., 2005) L‘argousier
contient de nombreux dérivés flavonoiques gant principalement représentés par des

dérivés de flavonols et de flavane3-ols.

6.2.3 Les tanins

Les tanins sont des substances polypioggieo de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriététatener la peau, cette aptitude est lié a
leur propriété de se combiner aux protéire=ur poids moléculaire est compris entre
500 et 3000 DéParis et Hurabielle, 1981).

Caractérisées par leur astringence, i$ la propriété de précipiter les protéines
(fongiques ou virales) et les métaux lourtls. favorisent la régénération des tissus et
la régulation de la circulation veineuse, tomfida peau dans le cas des rides
(Kansole, 2009).

6.2.4 Les coumarines

Les familles les plus riches en counemirsont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées
et Thymeleacées. Elles se trouvent dans tolgesparties de la plante et notamment
dans les fruits et les huiles essentielles dasggéDeina et al., 2003 ; Booth et al., 2004).
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Chapitre | : é@éralités sur Cistanche tinctoria (Cistanche pphaba)

Les coumarines ont des effets différentslsuléveloppement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon I'espece. Dans laileelfégétale elles sont principalement
présentes sous forme glycosylé®fmann, 2003), Cette glycosylation est une forme
de stockage permettant d’éviter les effets toxsgde ces molécules.

Elles sont considérées comme des phytosdsxic'est-a-dire de métabolites que la
plante synthétise en grande quantité pour luttertre une infection causée par des
champignons ou par des bactéries.

Les coumarines peuvent également se trode@s la régne animale (les glandes a
sécrétion odoriférante du castor) et chez aget  microorganismes
(Ford et al., 2001 ; Hofmann, 2003)

6.2.5 Les alcaloides

6.2.5.1Définition

Un alcaloide est une substance organique@aborigine végétale a caractere alcalin et
présentant une structure moléculaire hétérocyclgpneplexeBadiaga, 2011).
Généralement, les alcaloides sont produitss d@s tissus en croissance : jeunes
feuilles, jeunes racines. Ce sont des composévesteent stables qui sont stockés dans les
plantes en tant que produits de différentees biosynthétiques .
(Omulokoli et al., 1997)

6.2.5.2 Structure des alcaloides

La plupart des alcaloides sont dérives desleaciaminés tels que le tryptophane,
L'ornithine, la lysine, I'asparate, I'anthranilatky phénylalanine et la tyrosine. Ces acides
aminés sont décarboxylés en amines et coupléesufres squelettes carbor{€yril, 2001)

6.2.5.3Effet biologique

Les alcaloides sont utilisés danssipurs médicaments, ils affectent chez I'étre
humain le systeme nerveux particulierement lesstratteurs chimiques tels I'acétyl choline,
norepinephrine , acide aminobutyrique , dopa et la serotonine d’autres effets
pharmacologiques sont attribués également aux oidie telles que l'effet analgésique
(cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malgquinine), anti-hypertensive (réserpine),
antitussive  (codéine), stimulant centrale fdicee), dépressant cardiaque et diurétique

narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomiguét (éphédrine)Bediga,2011).
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Chapitre | : é@éralités sur Cistanche tinctoria (Cistanche pphaba)

6.2.6 Les Terpénoides
6.2.6.1Définition

Le terme de terpénoide est attribuéowds les composés possédant une structure
moléculaire construite d’'un monomére a 5 carbopgelé isopréne, ces composés sont
majoritairement d’origine végéta®alecky, 2005).Synthétisés par les plantes, organismes
marins, les champignons et méme les anin{Baxaissa, 2011).
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Chapitre 11 : Stress oxydatif, antioxydation et 'hémolysdidaires

CHAPITRE Il : stress oxydatif, antioxydation et I'n émolyse cellulaires

1 Stress oxydatif
1.1 Définition

Le stress oxydatif se définit comme étandéaéquilibre profond de la balance entre les
prooxydants et les antioxydants en faveur des gnesnce qui conduit & des dégats cellulaires
irréversibles.

La réduction univalente de l'oxygéne résulins la formation d’especes oxygénées
activées (EOA) dont font partie les radicaux libasion superoxyde, radical hydroxyle), le
peroxyde d’hydrogene et I'oxygéne. Toutes ces esp8ont potentiellement toxiques pour
'organisme car elles peuvent inactiver des pr@®innduire des cassures au sein de l'acide
désoxyribonucléique (ADN) avec, comme consequeamte altération du message géneétique,
dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéinesitatrimies processus de peroxydation lipidique
au sein de la membrane cellulaire en s’attaquanteides gras polyinsaturés.

(Pincemail etal., 1998)

1.2 Explication sur processus de I'oxydation

La molécule de dioxygéne est en réalité Oieaaire. Elle posséde, en effet, deux
électrons célibataires sur des orbitales difféerite dioxygéne est susceptible de récupérer
guatre électrons, mais ses capacités oxydantes lisoitées par une barriere cinétique
importante.

En présence de rayonnements, de métaux enzythes, il est capable de capter un
électron pour donner le radical superoxydeaj@ est un radical modérément réactif (Fig.

1). Ce radical est le substrat d’enzymes essesgidiks superoxydesdismutases (SOD), qui le
transforment en eau oxygénégdi

L’eau oxygénée peut avoir plusieurs destiném présence de métaux, en particulier de
fer Fe++, elle est transformée en radical hydroxyde+t par la réaction de Fenton. Ce dernier
est extrémement réactif et va oxyder tres rapidénesnmolécules voisines, formant parfois
d’autres radicaux libre@viorel et Barouki, 1999)
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La majeure partie de la toxicité de I'oxygeprovient de la formation de radicaux libres,
c'est-a-dire, selon la définition proposée par iWall et Gutteridge, d’especes capables
d’existence indépendante, contenant un ou plusiél@strons non appariées dits électrons
célibataires, ces radicaux peuvent se former pasterts mono-électroniques ou par scission

homolytique de liaison covalente selon le schénnzast

At B Rupture homolytique radicaux libres
A:B

A+ B Rupture homolytique radicaux libres

Aprés une rupture homolytique, chacun desxd#dactrons intervenant dans la liaison
entre les atomes A et B gagne l'orbitale extemeabs atomes, qui deviennent alors des
radicaux libregBonnefont-rousselot etl., 2003)

Du fait de leur instabilité énergétique, lemdicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un éfeotr en prenant un a une autre molécule:
ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants. Ernple réle d’accepteur ou donneur
d’électrons, les radicaux libres ont donc la préigrid’étre extrémement réactifs vis-a-vis
desautres molécules, possédant un temps de deraktriamement court (de la nano- a la
milliseconde)Koechlin-Ramonatxo, 2006)

En situation normale, les EOA sont produgespermanence par notre organisme (réle
physiologique) mais un systeme efficace de défeasdi®xydantes (vitamines, enzymes,
oligoéléments) permet de réguler cette productibn de prévenir tout dégat cellulaire
excessif(Fig 2).
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Figure 2: Apercu des espéces oxygénées activées ARECdérivant de I'oxygéne et systémes de

protectionpermettant de limiter I'effet toxique de ces espeéces.

Dans certaines conditions, une surproductidOA due a l'activation de divers
mécanismes biochimiques peut submerger rapidenesntiéfenses antioxydantes: c’est le
stress oxydatif. Celui-ci est de plus en plus ioyedi pour expliquer les dégats cellulaires
observés dans les états inflammatoires aigus, dédlissement, le cancer, les troubles
consécutifs a lI'ischémie - reperfusion (transplaotad’organes), le diabéte ou les maladies
cardiovasculairefPincemail, 1995)

Les EOA peuvent étre produites par des agamntsiques comme les rayonnements, des
réactions chimiques et surtout enzymatiques. Eat,dffute réaction impliquant de 'O2 et un
systeme réducteur de transfert d’électrons esegtibte de libérer des EOA.

C’est ainsi que la chaine respiratoire proeogne libération importante d EOA, mais dont
l'intensité demeure controversée (voir plus loin).

D’autres activités enzymatiques fournissenssaudes EOA, notamment les NADPH
oxydases au cours de l'inflammation et les cytoote® P450 au cours de la détoxication des
xénobiotigues. Ainsi, la mitochondrie, la membrafesmique et le réticulum endoplasmique

sont les siéges principaux de libération d’EQAkamatsu, 1995)
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Chapitre 11 : Stress oxydatif, antioxydation et 'hémolysdidaires

Il existe, dans la cellule, d’autres oxydanés puissants, qu’ils soient des radicaux libres
ou non (Chamiec, 1996) Par exemple, des oxydants chlorés (HOCI) sotrédd par les
macrophages et ont une activité bactéricide imptata

Par ailleurs, le monoxyde d’azote (NO) estadtical libre qui est surtout réputé pour ses
proprié-tés physiologiques. Or, le NO interagit @y@nion superoxyde pour donner le
peroxynitrite, composé extrémement réactif et togigNO et peroxynitrite interagissent avec
des protéines et peuvent altérer leurs propri€dssouki, 2006)

D’autres molécules comme les hydroquinoneseuvent sous forme de radicaux libres
apres leur réaction avec le radical °OH, et, del@ar structure, stabilisent leur électron
célibataire (radical semi-quinonique). Elles sansiasusceptibles de diffuser dans la cellule
et d'oxyder d'autres molécules a distance, propatgednsi une chaine de réactions

radicalaires(Barouki, 2006)

1.3 Les maladies liées au stress oxydant

Le déséquilibre entre I'oxydation et l'amtkydation conduit & un phénomene appelé
stress oxydatif. L'initiation des phénomeénes dectiéas d’oxydations en chaine dans
'organisme humain peut conduire a des patholog@sme ['athérosclérose, le cancer,
linfarctus, les allergies, les rhumatismes et tfes.....Le stress oxydant est aussi un des
facteurs potentialisant I'apparition de maladiasifalctorielles tel que le diabete, la maladie
d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies caediculairegFavier, 2003)

2 Les antioxydants

Par définition un antioxydant est une molécgli diminue ou empéche I'oxydation
d'autres substances chimiques.
Les antioxydants s’utilisent pour réduire I'dajion du produit auquel ils sont mélangeés.
L’effet des antioxydants provient de deux mécansme
1) lls neutralisent les radicaux libetsempéchent les réactions en chaine initialisées
par ces derniers.
2) Les antioxydants détruisent les bperoxydes (composés intermédiaires formant
des radicaux libres en interrompant la liaison Qddjinuant ainsi la vitesse de formation de

radicaux libres(Ribeiro etal,. 2001)
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Chapitre 11 : Stress oxydatif, antioxydation et 'hémolysdidaires

Alors gu'ils incluent dans le captage de yg&ne singulet, la désactivation des radicaux
par réaction d’addition covalente, la réductionradicaux ou de peroxydes, la chélation des
métaux de transition permettant le piégeage didast (EOA)linhibition des enzymes
impliquée dans le stress oxydant et la chélation tdeces métalliques responsables de la
production des (EOA) ainsi la protection des systnde deéfense antioxydants.
(Diallo, 2005)

2.1 Classification
2.1.1 Les antioxydants endogénes

La production physiologique d’ EOA est régulgar des systémes de défense composés
d’enzymes (SOD, heme oxygénase, peroxyrédoxinge.jmolécules antioxydantes de petite
taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubigane, ...) et de protéines (transferrine,
ferritine, ...). Enfin, un systeme secondaire de n&decomposé de phospholipases, d’ADN
endonucléases, de ligases et de macroxyprotéieaspedche I'accumulation dans la cellule
de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et pgwcia I'élimination de leurs fragments
toxiques(Pincemail etal., 2002)

2.1.2 Les antioxydants exogenes

Toutes ces défenses peuvent étre renforegetep apports exogenes en :
>Médicaments
lls constituent une source importante d’antioxydaActuellement, les classes thérapeutiques
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquantagtes antihnypertenseurs ont été évalués
pour leurs propriétés antioxydantes.
>Antioxydants naturels
La vitamine C ou acide ascorbique
C’est un puissant réducteur. Il joue un réle imgoridans la régénération de la vitamine E.
La vitamine E ou tocophérol :
Prévient la peroxydation des lipides membranairegvoen capturant les radicaux
peroxyles.
Le sélénium :
Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sugéinisme ne sont connus que depuis un quart
de siecle. Il neutralise les métaux toxiques (plpommercure). Il aurait aussi une action

préventive sur certains cancers.
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Chapitre 11 : Stress oxydatif, antioxydation et 'hémolysdidaires

Le R-carotene :

Outre l'activité pro vitaminique A, possede la ceipade capter I'oxygéne singulet.

Les flavonoides :

Les relations structure-activités anti-oxydantes fli@vonoides et des composés phénoliques
ont montré que l'activité¢ anti-oxydante était daterée par la position et le degré
d’hydroxylation.

Les tanins :

Ces tanins sont des donneurs de protons aux raditaes lipidiques produits au cours de la
peroxydation.

Les coumarines :

lls sont capables de prévenir la peroxydation dgislds membranaires et de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

Les phénols :

Les acides phénoliques, comme l'acide rosmarinigo@j fortement antioxydants et anti-
inflammatoires et peuvent avoir des propriétésvaates(Diallo, 2005)

3 Définition de 'hémolyse

L'hémolyse désigne le processus visant |&we®on des globules rouges, ou hématies,
par les macrophages. Ces derniers sont des gldbaless spécifiques, localisés au niveau du
foie et de la moelle osseuse. Avec une durée demaigenne de 100 jours, I'hnématie est
ensuite recyclée pour produire de nouveaux globutesjes. Si elle est généralement
normale, I’'hémolyse peut devenir pathologique dta@ner la destruction prématurée des

globules rougeé-orde, 2014)
3.1 Les pathologies liée a I’'hémolyse

Certaines pathologies peuvent engendrer aedggpohénomene :
Un déficit en glucose6 phosphate déshydrogénase,
Drépanocytose,

Thalassémie,

Coagulopathies,

Paludisme,

Maladies auto-immunegHorde, 2014)
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Matériel et méthodes

1 Matériels
1.1 Matériel végétal

L’échantillon végétal utilisé au cours dereoétude esCistanche tinctoria Récoltée a
deux saisons differentes (mois de Janvier et Awiir 'année 2015) dans la région Béni

Abbes (wilaya de Bechar).

La partie souterraine: La racine a éeté sédladei de la lumiére et de I'humidité afin
d’abaisser la teneur en eau pour que les réaati@aftération ne puissent plus se produire et
ce afin de limiter la prolifération des microbes.

Une fois séchée, cette partie a été brogéeoedre et conservée soigneusement a l'abri

de 'humidité et de la lumiére.
1.2 Echantillons sanguins

L’effet hémolytique a été testé sur des échantillde sang de donneurs sains (n=3), prélevé

au niveau du laboratoire d'immunologie dans desdui®parines et ont été conservés a +4C.

1.3 Appareillage
Les principaux appareils utilisés au cours de ninéneail sont

Dispositif Soxhlet, Evaporateur rotatif, Etuve°G7a105°C, Micro pipette fixe de 1ml,

Spectrophotomeétre.

1.4 Reéactifs
Chloroforme 95%, Hexane 98%, Méthanol 99%, Acétate d'éthyle 9'Fthanol 98%,

Acétone 96%, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) acide ascorbiqgue
hydroxytoluénebuthylé BHT ,NaCl ,MdPO,, NaH,PO,.

2 Meéthodes
2.1 Technique d’extraction par Soxhlet

L’extraction a été réalisé par la techniqappeléeSoxhlet. L'extracteur de Soxhlet est
une piece de verrerie permettant d’effectuer urteaetton solide-liquide avec une grande

efficacité. L'appareil porte le nom de son invemteFranz vonSoxhlet.
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Le schéma d’un appareil Soxhlet est représsunt la figure 3.1. Il est composé d'un corps
en verre, dans lequel est placée une cartouchemerdiltre épais (une matiere pénétrable
pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tubdidgllation. Dans le montage, I'extracteur est
placé sur un ballon contenant le solvant d'exwactLe ballon est chauffé afin de pouvoir
faire bouillir son contenu. La cartouche contenbntsolide a extraire est insérée dans
I'extracteur, au dessus duquel est placé un réamgéservant a liquéfier les vapeurs du
solvant. Ensuite, le condensat retombe dans lesadep'extracteur sur la cartouche, faisant

ainsi macérer le solide dans le solvgRenchev, 2010)

Le ballon étant chauffé, le liquide est aman@&bullition, les vapeurs du solvant passent
par le tube de distillation et rentrent dans lerigéfant pour étre liquéfiées. Ensuite, le
condensat retombe dans le corps de l'extracteutasoartouche, faisant ainsi macérer le

solide dans le solvant.

Le solvant condensé s'accumule dans l'extragtesqu'au niveau du sommet du tube-
siphon, suivi par le retour dans le ballon du lkitude I'extracteur accompagné de substances
extraites. Ainsi le solvant dans le ballon s'entigiogressivement en composants solubles.
L’extraction continue jusqu’a I'épuisement de lati@ solide chargée dans la cartouche.
(Penchev, 2010)
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Figure 2: Schéma de I'extracteur Soxhlet (Penchev2010)

Le dispositif Soxhlet utilisé au cours de eotravail comporte 6 corps en verre. 30g de
poudre de la racineCistanche tinctoriades mois de janvier et d’avril ont été partagéseen

les 6 corps en verre en raison de 3 corps pouruehéchantillon.

L’extraction a été réalisée successivemeninide de différents solvants de polarité
croissante, I'hexane puis le chloroforme ont ét@bdrd utilisé pour extraire les composés
apolaires. Les composeés de polarité intermédiait@i® extrais par I'acétate d’éthyle suivi de
méthanol. Enfin I'eau a permis I'extraction des pasee les plus polai(&ig 3).Les extraits
obtenus ont été évaporés a l'aide d’'un évaporateatif et les résidus secs ont été conservésa
4 °C.
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Racine interne seche
Naturellement et broye Soitet hexane
W = | Extrait Hexanoique
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g Soxhlet methanol
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‘ | bt aqueux
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Figure 4: schéma de I'extraction au soxhlet
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2.2 ldentification des flavonoides par screening phytdimique

Les flavonoides sont révélés a la cyanidine, agtsetion de détection des flavonoides
consiste a mélanger 5ml de I'extrait brute avec 8atide chlorhydrique puis des copeaux
de zinc a quelle 1 ml d’alcool d’'isoamylique sojuLaes.

La présence des flavonoides est mise en évidgnaee couleur rose ou rouge se develope
aprés 3 minutes.

L’apparition d’une coloration rose orangée (flaes) ou rose violacée (flavanones) ou
rouge (flavonols, flavanonols) rassemblée dansoleclte surnageante d’alcool isoamylique
indique la présence d’'un flavonoide libre (géninégs colorations sont moins intenses avec
les hétérosides flavoniques.

La réaction négative avec les chalcones, legdilthalcones, les aurones, les catéchines et
les isoflavones.

2.3 Evaluation de pouvoir anti oxydant
2.3.1 Principe de test DPPH

bY

Le principe de ce test se résume enapacité de l'extrait a réduire le radical
libre DPPH C’est le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylragile @,a-diphényl$-
picrylhydrazyk). Il possede un électron non apparié sur un atdmeont d’azotgFig 5),
alors qu’il ne forme pas de polyméres il est totgoen sa forme monomere cette
délocalisation provoque la couleur bleu. La réductile cette liaison par liaison covalente
avec |'électron libre des antioxydants diminuatkinsité de cette coloration qui vas nous

permettre a mesurer par spectrophotomeétre dansildeva 517nm.

(Brand-Williams et al. 1995).
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1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 5: Structure chimique du radical libre DPPH?s et sa rélaction par I'antioxydant.

Dans la réaction ci-dessous (1), le radical DPRHegsésent@ar Z¢ et la molécule du
donneur par AH, la réaction primaire est:
Ze+ AH=>ZH + A« (1)

ZH est la forme réduite du radical DPPH . Notons gompte tenu de la solubiligh milieu
organique du DPPH, cette méthode est plus adaptédgs dosages qui se déroulent en

milieu alcoolique (méthanol et éthan@)jansouri et al., 2011).

2.3.2 Méthodes d’évaluation

Pour I'évaluation de I'activité antioxydanteux approches sont appliquées: d’'une part,
la détermination de la réduction relative du radiBRPHe a un temps de référence ou la
détermination de la quantité d’antioxydant néceegaour réduire 50 % de DPPHse et d’autre
part, le suivi de la cinétique de la réduction.(iMwux, 2004)

* Le % RSA (Radical ScavengerActivity)

on mesure l'activité de I'antioxydant detnecéchantillon a une concentration et un
temps donnée par I'équation ci dessous et la régpat’activité d’antioxydant connu comme
I'acide ascorbique (vitamine C) :
%RSA=(AbSontrsle AbS)/ AbSontrsle X 1009%¢Molyneux, 2004)
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correspond a la réduction de 50% de l'activité¢ d@PBle dans le milieu réactionnelle les
concentrations de l'antioxydant qui sont nécessapeur faire décroitre la concentration
initiale du DPPHe avec 50% (exprimée en mol Antidagt/mol DPPHes ou mg Antioxydant/g
DPPHe)( Sanchez-Moreno etl., 1998)

Dans notre travail nous avons utilisé I'appec% RSA pour la comparaison inter
saisonniére des mémes extraits et celle dedpBur la comparaison du pouvoir antioxydant

des différent extraits.

2.3.3 Protocole expérimental
Pour chaque extrait une série de concentration @#0,1500, 250, 125, 63.5, 30.25,

15.63ug /ml ont été préparé dans I'éthanol et Henthaque concentration a été incubé avec
1ml d’'une solution éthanolique de DPPH (0.0024 B&).mélange est incubé a l'abri de la

lumiére pendant 30 min et I'absorbance a été mesbi& nm

L’inhibition du radical libre de DPPH exprnen pourcentage (I %) a été calculée de

la maniére suivante:

| % = [(A blanc — A échantillon) / A blanc] x 100

Les pourcentages d’inhibition %l en fonctides concentrations de chaque extrait sont
présentés sous forme de courbes a partir desqligllex IC50 est calculé. Ce parameétre est
défini comme la concentration en composeées requis giminuer la concentration du DPPH
initiale de 50%

Une série de concentrations équivalente aréddisé pour le BHT (hydroxytoluen
ébuthylé) et l'acide ascorbique dans les mémes ittonsl d’incubation et les mémes

concentrations. Ces deux derniers sont utilisésmehes contrbles positifs.

2.4 Evaluation du pouvoir hémolytique
Ce dosage est réalisé pour I'extrait qui a priesda meilleure activité antioxydante (IC50

le plus éleveé) et ce, afin de vérifier un aspedtideocuité de cet extrait.

Afin de séparer les globules rouges, le sangit@€dans des tubes héparines a été centrifugé
a +4°C ,2000 rpm pendant 10 min.

Page 21



Matériel et méthodes

Les érythrocytes sont ensuite lavés trois foicale tampon phosphate salin (PBS) pH 7,4
.Le culot obtenu est suspendu dans du PBS pouniobige hématocrite de 10 %.

Les globules rouges ont été incubés avec desntmations de 100, 500 et 1000 pg/ml de

I'extrait d’acétate d'éthyle pendant 15 min a 37d@hs un incubateur agitateur.

Parallelement, un contrdle positif représenidl % d’hémolyse est préparé par I'addition
de l'eau distillée aux globules rouge. Le contrdlégatif comporte des globules rouges

incubés avec le PBS.

Des aliquotes de ces globules rouge ont étéiteggtis pendant 10 min a 2000 rpm et dilué

avec du PBS et le pourcentage d’hémolyse a étaé&salon la formule citée précédemment.
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Résultat et discussion

1 Screening phytochimique deCistanche tinctoria

Tableau 1 : resultats du screening phytochimiqueseatistanchetinctoria.

les tests phytochimiques Extrait d’ActetatExtrait Extrait | Extrait de| Extrait
Metabolites | Reactits | 9 ethyle methanolique | aqueux | chloroforme | hexane
secondaires

Flavonoides| Mg ™ +++ +++ e+ ++ ++

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; Haibhent positif ;-Négatif

Le screening phytochimique nous a permisdtre en évidence la présence de quelques
métabolites secondaires au niveau de la racin€istanche tinctoria La détection de ces
composeés biochimiques est basée sur des testsuthdisy de changement de couleur par des

réactifs spécifiques a la famille du composé readtner

Une des caractéristigues des métabolites dages, est de montrer une répartition trés
inégale chez les différentes especes veégétalgsuetune méme espece, selon la partie de la
plante utilisée et la saison de récolte, par aildeur distribution peut varier pendant le
développement de la plante, ceci peut étre a adeseonditions climatiques extrémes, qui

stimulent la biosynthése des métabolites secorgltgle que les flavonoides.

2 Pouvoir antioxydant évalué par le test DPPH

L’activité anti-oxydante exprime la capaciié réduction des radicaux libres tant décriée
dans diverses pathologies. Dans le but de paléesylsttme de défense endogene, les
recherches s’orientent dans la découverte de mlekantioxydantes. Ainsi pour évaluer
I'activité antioxydante de nos extraits, nous avons empkyaéthode au DPPH. Ce radical
libre présente une coloration tres sombre. Lortge$t piégé par des substances

antioxydantes, la forme réduite confére a la sofutine coloration jaune pale.

Le virage vers cette coloration et I'intedsie la coloration de la forme libre en solution
dépend de la nature, la concentration et la puissate la substance anti-radicalaire
(Ebrahimzadeh etal., 2010).
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L’activité antioxydante des difféerentstraks de la racine d€istanchetinctoriades
deux mois (janvier et avril) a été évaluée paetd DPPFet ce par le suivi de la réduction de
ce radical libre par différentes doses des extraitsompagnée d'un passage de couleur

violette vers le jaune mesurable par spectrophaioendV /visible a 517 nm.

2.1 Comparaison inter saisonniére des activités antioxiantes

Afin de comparer le pouvoir anti radicadades extraits entre les deux saisons hiver et
printemps, I'activité antioxydante a été évaluéarpeux échantillons des mois de janvier et

avril représentatifs de ces deux saisons.

2.1.1 Activité antioxydante de I'extrait hexanique
Les résultats obtenus pour I'extrait hexanique poégentés dans la figure suivante:

60
X 0.003
c
2
=
S
-
(=
o —&—janvier
[J]
s .
g 014 avril
(]
o
b=}
<)
o
2
O G T s T T T T T 1
0 15,63 31,25 62,5 125 250 500 1000

concentration (pg /ml)

Figure 6: Pourcentage d’inhibition %I en fonction de différentes concentrations de I'extrait hexadique
des mois de janvieret avril.
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2.1.2 Activité anti oxydante de I'extrait de chloroforme:

Les résultats pour I'extrais chloroforme sont préég dans la figure suivante :
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Figure7: Pourcentage d'inhibition %l

chloroformique des mois de janvier et avril.

2.1.3 Activité anti oxydante de I'extrait d’acétate d’éthyle

en fonction de différentes concentrations de

I'extrait

Les résultats pour I'extrais d’acétate d’éthyletpoésentés dans le graph suivant :

100

N=-0-65

le pourcentage d'inhibition %l

0.03

0.05

= Avril

=Hm-Janvier

0 15,63 31,25 62,5 125 250 500 1000
concentration (pug /ml)
Figure 8: Pourcentage d'inhibition %l en fonction de différentes concentrations

I'extrait d’acétate d'éthyle des mois de janvier eavril.

de
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Résultat et discussion

2.1.4 Activité anti oxydante de I'extrait méthanoique
Les résultats pour I'extrais méthanoique présetaés le graph suivant :

80 -
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3
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0 15,63 31,25 62,5 125 250 500 1000
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Figure 9: Pourcentage d’'inhibition %len fonction de différentes concentrations de I'extrait méthanoige
des mois de janvier et avril

2.1.5 activité anti oxydante de I'extrait aqueux
Les résultats pour I'extrais aqueux présentés agsaph suivant :

N ¢ 0.1
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Figure 10: Pourcentage d’inhibition %l en fonction de différentes concentrations de I'extrait aqueuxde
janvier et avril.
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Résultat et discussion

Les figures représentant I'activité antioagte des différents extraits présentent le
méme aspect global et montrent bien que I'ensemiblees extraits est doué d’'un pouvoir
antioxydant qui reste cependant tres variable.

En effet, les pourcentages d’inhibition dBRH par les extraits des mois de janvier et
avril augmentent de maniere proportionnelle avec ctmcentration de ces derniers
jusqu’aatteindre un plateau ou le %l présente wheur maximale variable entre les saisons

des mémes extraits et ainsi que sur les difféexttsits.

Tableau 2: Pourcentage d’inhibition %Imax des déifés extraits

Extrait | He/J | He/A | Ch/J |Ch/A | Ac/lJ | Ac/A | Me/J | MelA | Ag/d | Ag/A
%l 52,4 |24.03 |54.42 | 36.47 | 93.23 | 70,1 |70.2 |68 849 |78
max

6 (%) | 28,37 17,95 23,13 2,2 6,9

%l max: pourcentage d’inhibition maximal, Heextrait hexanique, Ch: extrait
chloroformique, Ac : extrait acétate d’éthyle, Mextrait méthanolique, Aq : extrait aqueux,
J :Janvier, A :avril©6 (%) : difféerence de pourcentage entre les deusosapour un méme

extrait

Les valeurs de %l maximagXab.2) du mois de janvier de tous les extraits sont
supérieures a ceux du mois d’avril. Ainsi ces m@ssilmontrent que pour tous les extraits le
pouvoir antioxydant est plus accentué chez lesgeyoussés de racine récoltées durant la
saison hivernale par rapport aux racines du staatersndu mois d’avril. Cependant, cette
variation saisonniére du pouvoir antioxydant sendéile plus prononcée pour les extraits
hexanique, chloroformique et acétate d’éthylepppoat a ceux méthanolique et aqueux. En
effet la différence dans le %Imax6((%) ) est de 28,37 ; 17,95 et 23,13 respectiverpent
les trois premiers. Ces différences sont plus it@pdes que celles retrouvées pour les extraits

meéthanolique et aqueux (2,2 et 6,9%).
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Nos résultats montre un pouvoir antioxydaluis gmportant pour I'’échantillon récolté
durant la saison hivernale ce qui serait liée tément & la variation de la composition en
métabolites secondaires qui serait plus importashieant cette saison pour certains
meétabolites ou encore a I'apparition de métabofgxifiques a cette saison dotes de pouvoir
antioxydant. Dans ce contexte les travaux de Skagk et Verheuil (2005) ont montré que la
composition des plantes en métabolites secondeirestamment en antioxydants varie au
cours des différentes saisons et les teneurs igle ablorogénique, en rutine ou en
naringéninechalcone, pouraient étre multipligesr trois en fonction de la date de
récolte . Ces variations saisonnieres sontiba#tbles entres autres aux conditions de

lumiére et de températu(Riga etal., 2008).

Par ailleurs, la température peut modifies teneurs en polyphénols chez les plantes,
un stress thermique semblerait apparaitre, calisgaotimulation de composés phénoliques
tels que les flavonoides et les acides hydroxyemgaes. En effet, un stress thermique
provoqué par des températures froides (4°C)ékevées entraine une augmentation des
activites PAL (Phénylalanine AmmoniaLiase) et SKChalconeSynthase) qui a pour

conséquence d'augmenter les teneurs en compbsémliques(Leyva et al., 1995).

En outre, I'oxydation des composés phiének par les polyphénols oxydases (PPO)
et peroxydases (POD) est inhibée, ce qui iimag |'accumulation des polyphénols.
(Rivero etal., 2001).

2.2 Comparaison de l'activité antioxydante des différets extraits

Afin d'étudier I'effet du solvant d’extractiosur la capacité antioxydante et de déterminer
le solvant présentant une capacité optimale noumsacomparé les IC50 des différents
extraits du mois de janvier de la saison hivernaldrapolés a partir des courbes

représentatives des %I en fonction des différemeentrations des extraits.
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Résultat et discussion

La figure 11 illustre la différence entre le poinanti radicalaire (anti-DPPHdes différents

extraits issus du mois de janvier.

188 . ; S —®—chloroforme
80 /;_‘.a—"_‘ acetate d'ethyle
70 == hexane
60
50 ==méthanol
40 =—&—2aqueux
30 -
20 - Acide ascorbique
10 == BHT
O ‘_( T T T T T T 1
0 15,63 31,25 62,5 125 250 500 1000

Figure 11: représente les %l en fonction des conctations pour les différents extraits de mois de javier

Les pouvoirs antioxydants de ces différentsraitst par rapport les antioxydants de

référence (acide ascorbique et BHT) ont été egaiéévalués.

La figure suivante montre lesgges différents extraits :

300

250

200

150

les 1C50

100

50

250

245

17,2 20,84 18,23 2547 20,84
chlorofarme acetate hexane methanol agueux BHT acide
ascorbigue
Les extraits

Figurel2 :Histogramme qui représente les Igydes différents extraits et de L'acide ascorbique ete BHT.

L'évaluation de [I'activité antioxydante pae Iparametre 16

est inversement

proportionnelle a I'action anti radicalaire (antPPH), un 1G faible correspond a une

activité antioxydante élevée et vice-versa.
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Résultat et discussion

Nos résultats montrent que Elde I'extrait acétate d’éthyle, I'extrait agueux’ektrait
méthanolique est bien inferieur et/ou égale a cdliiBHT et I'acide ascorbique ce qui
suggere que ces trois extraits exerce un effepdant aussi puissant que celui des
standards de référence. Par contre, les extrakanigue et chloroformique présentent des

IC50 plus élevés ce qui montre que leurs activitéradicalaire est plus faible.

L’analyse des IC50 montrent que le pouvaticxydant le plus important est attribué a
'extrait acétate d’éthyle suivi de I'extrait aquelet méthanolique. Enfin les extraits

hexanique et qui présente un faible pouvoir anti@xy et comparable.

Ces différences de potentiel antioxydant elegextraits peuvent étre dues a la variation
de la composition des extraits en molécules antdartes.
(Ribereau-Gayon, 1968 ; Gulcin, 2006).

Le screening phytochimique realisé par degribe El Allagui etal (2007) permet de
mettre en évidence les métabolites secondaireinde e€spéces appartenant a la famille des
Orobanchacée. L’extraction et la révélation de am®posés font appel a un ensemble de
solvants et de révélateurs. Le chloroforme estalvasat qui peut extraire majoritairement les
composés cyanogenes et les coumarines, I'hexamaepdtextraction des terpenes, le
meéthanol est utilisé pour I'extraction des flavaies,des alcaloides et des tanins.L’eau peut
extraire certains composes en commun avec le ndtham plus des molécules les plus
polaires et les saponineSous ces métabolites exercent des effets antioxydaariables.

(El Allagui et al.,2007)

Les flavonoides, molécules ubiquitaires dyneevégétal, sont les antioxydants majeurs
des veégeétaux, contribuant ainsi a l‘effet bén&f sur la santé humaine de la consommation
réguliere d‘aliments d‘origine végétalRietta, 2000 ; Rice-Evanseal., 1996)Cet effet est
notamment dd a leur capacité a inhiber dezymes responsables de la production des
ERO mais aussi a leur capacité a piéger ou a isebies radicaux libre@Pietta, 2000) ce
qui prouve l'activité anti radicalaire élevé darextirait d’acétate d’éthyle par rapport aux

autre extraits qui sont pauvre en flavonoides.

D’apreés les travaux Dakhlaouiaten (2014) acétate d’éthyle a pus extraire, 6 ca®p0
qui ont été identifiés. Les constituants majorgaient représentés sont des acides

phénoligues de la sous-classe des acides hydrargtiiques suivi par les flavonoides. Les
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Résultat et discussion

composeés majoritairement représentés sont I'apigeet I'acide syringique, connus pour

leurs propriétés antimutagéniques, antimicrobiemantioxydantes (Jdey etal., 2014).

3 Pouvoir hémolytique de I'extrait d’acétate d’éthyle

La figure ci-dessous présente le pourcentage dhésm des érythrocytes qui ont été
incubés 15 minutes a 37 °C , en présence des dlit&s concentrations croissante de
I'extraits d’acétate d’éthyle, et traité avec 8% de HOCL dilué dans le PBS , comparé a
deux tubes contrdle, un contrdle positif conterarduspension érythrocytaire et le HOCI, et

un contrdle négatif contenant la suspension érgthaire et le PBS.

10, 005% g8

i

= 6%

& s &
% % 3 3
-

W =~ 00 W0
Q9 g

1]
-

3,62%

L
= I = R =
) |

="
Q

as @

pourcentage d'hé molyse
)

€
o

O = K
o o
]

=]

P

L
o

T - -

extraitug/m

Figure 13 Taux d’hémolyse dans les tubes contenamts suspensions érythrocytaires en présence de

I'extrait d’acétate d'éthyle de la Cistanchetinctoriapréparé en concentrations croissantes.

D’aprés les résultats obtenus, nous avamegestré des augmentations des taux
d’hémolyse apres incubation des érythrocytes istdds le PBS en présence de I'extrait en
fonction des concentrations. Ces augmentationgestir@es sont significatives par rapport au
taux d’hémolyse dans le tube de contrble négatiff@molyse est quasiment nulle, mais ce

taux d’hémolyse est relativement faible et néglijea
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Conclusion

Conclusion

Notre étude a été realisée dans le but deilboar a I'évaluation du pouvoir antioxydant
des racine€istanche tinctoriales deux saisons.

Tous les extrait obtenues par la méthode diekbn soxhlet montrent un pouvoir
antioxydant, les jeunes racines de saison hiverogaleespondants au mois de janvier
montrent un pourcentage d’inhibition du radical BPfettement plus important que celui des
racines récoltées au mois d’avril et cela pour tegextraits.

Ainsi, la récolte des racines @estanche tinctoriaa des fins thérapeutiques nutritionnelles
ou autre idéal durant la saison hivernal ou la l®s¢ des métabolites secondaires est
maximale.

Par ailleurs, aprés évaluation des IC50, l¢ésa#x qui ont donnée un effet antiradicalaire
le plus important sont les extraits semi polair@atire, I'acétate d’éthyle puis I'eau puis le
méthanol suivie par les extrait apolaire hexans ptile chloroforme qui ont fait un effet plus
faible , cela nous méne a conclure que les compoiséstifs de cette plante sont pour la
majeure partie semi polaires et polaires.

En perspective a notre étude il sera intéressant de
-Evaluer I'activité antioxydante par d’autres teSBAP, ABTS.
-Etudier I'aspect quantitatif des métabolites selemre par le dosage de polyphénols etc.

-Etudier la composition chimique des extraits.
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Résumé

Cistanche tinctoriaest une plante qui possede plusieurs propriét@smacologique qu’on

peut exploiter et ce bénéficier de leurs avargage le corps humain. L’'oxydation qui est
un phénomeéne naturelle résultant de plusieurtiods chimiques naturelles déroulant au
niveau notre corps est la cause principale dsigaus maladies que I'humanité soufre dans
le temps moderne. La nécessité de trouvé destasites qu’on appel substance
antioxydante qui peuvent réduire ou éliminé lességiences dévastatrice de stress oxydatif
augmente jours apres jou@istanche tinctorigest une plante qui possede un effet
antioxydant considérablement fort mais qu’il ceivan fonction de la saison de la récolte|et
I'extrait utilisé avec un effet hémolytique qui resnégligeable.

Summary:

Cistanche tinctorias a plant was had several a lot of pharmacolbgioaprieties that we

may exploited for there avantages for the humarybdlde oxidation is natural phenomena
result for lot of chemical reaction making in owdy level is the principal cause for a lot of
new human diseases in modern time. The necesditydt@a natural antioxidant substance
they has the power to destroy the consequenceidéibre stress increases day after day.
Cistanche tinctorias the plant that she has a great antioxidantelffet its different betweern
seasons harvest and extract solvent she haveigibkghemolytic effect bat this effect
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