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Résumé

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans I'arsenal
thérapeutique de I'humanité avec leur énorme réservoir en molécules bioactives. Dans ce
contexte, la présente étude s’est proposé de déterminer les composés phénoliques et le
pouvoir antioxydant d’une plante médicinale du Sahara algérien, Randonia africana.

Les composés phénoliques ont été extraits par simple macération dans un
systeme de solvants ternaire : MeOH/acétone/eau (7/7/6V/VIV). Le dosage des
polyphénols totaux a été réalisé par méthode de Folin-Ciocalteu, celui des flavonoides
par le test au chlorure d'aluminium et celui des tanins condensés par le test a la vanilline.
L’activité antioxydante a été évaluée au test du DPPH.

L’extrait ternaire indique un rendement d’extraction de 19.4% et des teneurs en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés sont de 5.972 + 0.05mg EAG/g
MS, 0.86 £ 0.07mg EC/g MS et de 1.287mg EC/g MS, respectivement.

L’activité antioxydante de Randonia africana au test de DPPH, a révélé un ECsy de
0.092 mg/ml et une activité antioxydante au trolox de 846 uM ET/100g de MS.

L’ensemble de ces résultats suggére que I’activité antioxydante serait liée a la
composition polyphénolique et surtout aux tanins condensés.

Mots clés: plante médicinale, Randonia africana, composés phénoliques et activité

antioxydante.



Abstract

Medicinal plants always had an important place in the therapeutic arsenal of mankind
with their huge reservoir of bioactive molecules. In this context, the present study aimed to
determine the phenolic compounds and the antioxidant capacity of the medicinal plant,
Randonia africana in the Algerian Sahara.

The phenolic compounds were extracted by simple maceration in a ternary solvent
system: MeOH/acetone/water (7/7/6V/VIV). The power of a medicinal plant from the
Algerian Sahara, Randonia africana. determination of total polyphenols was carried out by
the Folin-Ciocalteu method, that of flavonoids by the aluminium chloride test and condensed
tannins by the vanillin test. Antioxidant activity was assessed by the DPPH test.

The ternary extract showed an extraction yield of 19.4% and contents of total
polyphenols, flavonoids and condensed tannins were 5.972 + 0.05 mg EAG/g DM, 0.86 +
0.07 mg EC/g DM and 1.287 mg EC/g DM, respectively.

The antioxidant activity of Randonia africana in the DPPH test, revealed an EC50 of
0.092 mg/ml and a trolox antioxidant activity of 846 uM ET/100g DM.

The whole results suggest that the antioxidant activity could be linked to the total
phenolics composition and especially to condensed tannins.

Keywords: medicinal plant, Randonia africana, phenolic compounds and antioxidant
activity.
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INTRODUCTION



Introduction

Afin de contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel a des systéemes
de defense, communément appelés antioxydants. En effet, un antioxydant est défini comme
toute substance ayant la capacité de retarder, de prévenir ou de réparer un dommage oxydatif
d’une molécule cible (Halliwell & Gutteridge 2007). Ainsi, les antioxydants servent a
contrdler le niveau des espéces réactives pour minimiser le stress oxydatif (Tang & Halliwell
2010).

Les composés phénoliques sont connus pour leurs activités biologiques en relation directe
avec la santé de I’étre humain. De nombreuses études ont montré leurs rdles antibactériens,
anti-inflammatoires, antioxydants, anti cancérigenes et leurs implications dans la prévention
de certaines maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete,
I'nypertension, les maladies neurodégénératives, antihémolytiques (Haddouchi et al., 2016 ;
Cole et al., 2005; Liu, 2003; Riboli et Norat, 2003).

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable d’antioxydants dont les
polyphénols qui attirent plus I’attention et regroupant une grande variété de composés
tels que les flavonoides, les anthocyanes, les tanins, las alcaloides et saponosides. Ce sont des
composés capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en

réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes (Delattre et al, 2005).

L'Algérie est connue pour sa diversité taxonomique vu sa position biogéographique
privilégiée et son étendue entre la Méditerranée et I'Afrique subsaharienne. La flore
algérienne est potentiellement riche avec beaucoup d'especes endémiques. Nous partageons
avec les pays méditerranéens et ceux du Sahel une diversité floristique riche en composeés et
en éléments phytochimiques qui suscitent un intérét de plus en plus croissant (Ben Yahia
2014).

Le sud algérien possede un couvert végétal spécifique représenté par des plantes
spontanées sahariennes caractérisées par leur mode d’adaptation particulier a I’environnement
désertique. En plus de leurs stratégies adaptatives, certaines espéces possedent des propriétés
pharmacologiques qui leur conferent un intérét médicinal. Elles constituent une richesse

naturelle de molécules bioactives variées appartenant a différentes classes chimiques et dont



la valorisation demande une parfaite connaissance de leur composition biochimique et leurs

propriétés biologiques.

Dans ce contexte, le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation d’une plante
médicinale spontanée : Randonia africana, appartenant a la famille des Resedaceaes et

utilisée traditionnellement par la population saharienne contre les piqures de scorpions.

L’objectif principal de cette présente étude, est de quantifier les teneurs en polyphénols
totaux, en flavonoides et en tanins condensés et d’évaluer leur pouvoir antioxydant apres

extraction par simple macération dans un systéeme de solvants ternaire (MeOH-acétone-eau).

Cette présente étude est structurée en cing chapitres scindés en trois parties principales :

v'Partie | : Synthese bibliographique (Chapitre 1 : la phytothérapie et les plantes
médicinales, chapitre 2 : les métabolites secondaires et chapitre 3 : le stress

oxydatif et les antioxydants) ;

v Partie 11 : Partie expérimentale (Chapitre 4 : Matériel et méthodes) ;

v'Partie Il : Chapitre 5 : Résultats et Discussion.



chapitre 1. Phytothérapie et
plantes médicinales



Partie I : Syntheése bibliographique Chapitre 1 : Phytothérapie et plantes médicinales

1.1 Généralités sur les plantes médicinales

L’utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique aussi vielle
que I’histoire de I’humanité. L’Homme, poussé par sa curiosité, fut tenté de goQter a tout ce
qui lui tombait sous la main, s’exposant ainsi a I’'immense pouvoir des végétaux apparemment
inoffensifs. Au fil des siécles, apprenant a distinguer le comestible du mortel, a se servir des
substances toxiques aux dépens de leurs ennemis, a reconnaitre les vertus curatives cachées
dans leur environnement naturel. C’est ainsi qu’il découvre par une suite d’échecs et de

réussites ’utilisation des plantes pour son bien étre (Eddouks et al., 2007).

A l'origine, il semble que la transmission du savoir se fait de facon orale et se perpétue
avec la tradition. La phytothérapie a été pendant des siécles, utilisée par les chamans, les
druides et les prétres dans leurs pratiques mystiques et c’est au fil des siécles que ’homme a

su exploiter les vertus thérapeutiques des plantes.

La phytothérapie, au sens large, peut englober plusieurs familles de produits qui n’ont pas
tous les mémes caractéristiques : les plantes médicinales en vrac, les préparations
pharmaceutiques, les médicaments a base de plantes fabriqués industriellement et les
compléments alimentaires. Elle est surtout utilisee dans le traitement des troubles bénins
mineurs (fatigue, rhume, troubles digestifs ...etc.,). En revanche, elle ne doit pas étre associée
aux traitements conventionnels de certaines pathologies telles que le cancer, le diabéte, les
maladies cardiovasculaires. Cependant, elle peut proposer des traitements et des remedes
acceptés par I’organisme pouvant étre associés aux traitements conventionnels (Merad et

Mabhiout, 2019).

1.2 Définitions

1.2.1 Les plantes médicinales
Les plantes médicinales sont définies par la pharmacopée francaise comme des drogues
végétales, qui peuvent étre utilisées entieres ou impliquant certaines parties de la plante,

possedantt des propriétés médicamenteuses (Vercauteren, 2011).
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L’expression « drogue végétale » désigne une plante ou une partie de plante, utilisée le
plus souvent sous la forme desséchée, ou a I’état frais dans la fabrication des médicaments

(Chabrier, 2010).

Selon I’OMS, les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent un ou des
substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la

synthése de drogues utiles (Sofowora, 2010).
1.3 La phytothérapie

D’un point de vue étymologique, le terme “phyto” de phytothérapie provient du grec
ancien avec le terme plus précis de “phyton” qui signifie “végétal”. La phytothérapie est une
“thérapie par le végétal ou par le monde végétal”, elle est le traitement par les plantes
(Bruneton, 1999). C’est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de végétaux, de parties de
végétaux ou de préparations a base de végétaux, qu’elles soient consommées ou utilisées par
voie externe (Wichtl et Anton, 2003). Selon I’OMS, la phytothérapie est le traitement

médical le plus utilisé au monde (Oullai et Chamek, 2018).

1.4 Types de phytothérapie
Deux types de phytothérapies se distinguent :

1.4.1 La phytothérapie traditionnelle

C'est une pratique trés ancienne basée sur l'utilisation de plantes selon les vertus
découvertes empiriquement. Elle traite notamment les pathologies saisonnieres depuis les
troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes hépatobiliaires, en passant par les

atteintes digestives ou dermatologiques (Prescrire, 2007).

1.4.2 La phytothérapie moderne

Elle s’appuierait sur des connaissances biochimiques, cherchant a soulager des symptomes
grace a des principes actifs identifiés, testés cliniguement et contenus dans les plantes

médicinales.

C'est une approche globale du patient et de son environnement nécessaire pour déterminer

le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet. Dans ce type de phytothérapie, les
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indications sont liées a une thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou
renforcer I’efficacité d’un traitement allopathique classique pour certaines pathologies

(Moreau, 2003).

1.5 Efficaciteé de la phytothérapie

De nombreuses études scientifiques relatent les effets bénéfiques des plantes, considérés

parfois méme supérieurs aux médicaments.

Quatre organismes aujourd’hui s’attachent a démontrer leur efficacité, répertorient leurs
vertus médicinales, étudient leurs usages traditionnels et se prononcent sur leur utilité dans le

traitement de certains symptémes :

- L’EMA : I’Agence européenne du médicament
- L’Escop : la Coopérative scientifique européenne de phytothérapie
- L>OMS : I’Organisation mondiale de la santé

- La Commission E : en Allemagne.

L’industrie pharmaceutique utilise de nombreux principes actifs végétaux pour traiter
toutes sortes de maladies. Par exemple le taxol (molécule utilisée pour le traitement du
cancer) extraite de 1’écorce d’If. La phytothérapie peut étre utilisée comme un moyen de
prévention, elle est accessible a tout le monde et ne nécessite pas d’ordonnances (Oullai et
Chamek, 2018).

Pour autant, la phytothérapie ne traite pas 100 % des maladies et ne se substitue pas aux
traitements médicaux et chirurgicaux modernes pour des pathologies lourdes (cancer, maladie
génétique, maladie auto-immune, vitiligo...). Elle peut néanmoins venir soutenir la médecine

conventionnelle (Gayet, 2013).

1.6 Limites de la phytothérapie

La phytothérapie appelée « médecine douce », laisse penser a une médecine sans danger,
ce qui n’est pas le cas. Elle peut s’avérer dangereuse, voire mortelle selon les plantes et les
doses administrées car le principe actif n’est pas toujours connu et les plantes peuvent

comporter plusieurs molécules qui peuvent interagir entre elles et avec d’autres substances.
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Parfois la composition chimique dans une méme plante peut différer d’un organe a un autre
et méme d’une saison a une autre (Jorite, 2019). Des interactions d’ordre
pharmacodynamiques(augmentation ou diminution de 1’effet) ou pharmacocinétique
(modification de 1’absorption, de la distribution, du métabolisme ou de 1’élimination) avec

d’autres médicaments ou avec d’autres composé€s peuvent avoir lieu.

Malgre les progres actuels de la science, le mystere des plantes et de leurs constituants
reste encore a ¢lucider. Certaines plantes sont inoffensives, mais d’autres, comme de
nombreuses espéces (digitale, belladone, colchique, etc.), sont toxiques et ne sont utilisées que
sous des formes bien controlées, exclusivement commercialisées en pharmacie. L’emploi
inconsidéré de plantes cueillies dans la nature peut aboutir a des intoxications graves et
mortelles. La phytothérapie constitue donc une thérapeutique a "variables multiples”, pouvant

engendrer des effets indésirables et des intoxications (Merad et Mahiout 2019).

1.7 Présentation de la plante étudiée
1.7. 1 Généralités

Randonia africana est une plante endémique connue en Algérie sous le nom de Tagtag ou
Godm (Chehma, 2008) ou Bou Khiel dans la région de Béni Abbés (Maiza et al., 1993).
Cette plante appartient a la famille des Resedaceae, regroupant six (6) genres et quatre-vingt-
cing (85) espéces. Quatre de ces six genres : Caylusea, Ochradenus, Oligomeris et Randonia
se retrouvent dans les régions désertiques, tandis que les deux autres : Reseda et Sesamoides

sont principalement méditerranéens (Martin-Bravo et al., 2007 ; Berrehal et al., 2010).

Le genre Randonia est représenté par trois especes : Randonia somalensis, endémique de la
Somalie, Randonia spartioides Schiwartz endémique de la Jordanie et Randonia africana
Coss., qui est répartie sur le continent africain (Abdelghani et Marei, 2006 ; Berrehal et al.,
2010).

En Algérie, il y a 20 especes et sous-especes de la famille des Resedaceae dont une seule
espece de Randonia (Randonia africana) qui pousse dans le Sahara septentrional (Berrehal et
al., 2010).
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1.7.2 Description botanique

Randonia africana est un arbrisseau trés rameux pouvant atteindre 1 metre de haut. Ces
tiges sont raides et dressées, trés intriquées devenant piquantes aux extrémités. Les feuilles
sont petites linéaires ou spatulées. Les fleurs sont petites jaunatres en longues grappes. Le
réceptacle en coupe, portant ordinairement 8 sépales, 8 pétales et 16 étamines (Quezel et
Santa, 1963 ; Chehma, 2006 ; Nabti, 2014).

E>

Figure 1: La plante Randonia africana Coss a différentes saisons (Atlas Sahara, 2018).

1.7. 3 Botanique systématique
Selon Ozenda (1991) et Martin-Bravo et ses collaborateurs (2007), cette espéce peut

étre classée comme sulit :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédone

Ordre : Brassicales

Famille : Resedaceae

Genre : Randonia

Espéce : Randonia africana Coss
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1.7. 4 Habitat et aire géographique

Randonia africana se rencontre, en pieds solitaires ou en colonies, sur les sols
gravillonnaires ou rocailleux, des lits d'oued, reg et des dépressions (Chehma, 2006). Dans le
continent africain, elle s’étend du Sénégal, Mauritanie vers l'est jusqu'a I'Afrique du Nord,
I'Ethiopie et la Somalie. Par ailleurs, cing sites de population de R. africana ont été identifies
en Egypte (Abdelghani et Marei, 2006 ; Berrehal et al., 2010).

En Algérie, la présence de cette espéce dans le Sahara septentrional a été confirmée par
plusieurs études ethnobotaniques réalisées par Azizi et al., 2021 ; Bouallala et al., 2020 ;
Chehma et al., 2008; ; Ould el hadj et al., 2003 et Sitouh, 1989.

1.7.5 Usage traditionnel
Les feuilles et rameaux de R. africana sont utilises en par les populations du Sahara pour
traiter les piqures de scorpions (Ould EI Hadj, 2003 ; Chehma, 2008 ; Berrehal et al.,
2010 ; Telli et al., 2022) et également pour traiter les indigestions dans la région de Béni
Abbés (Maiza et al., 1993).



Chapitre 2. Les métabolites
secondaires.
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2.1 Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les
plantes autotrophes (Boudjouref, 2011). Ces métabolites sont généralement caractérisés par
leurs faibles concentrations dans les tissus végétaux (généralement quelques pour cent du
carbone total) (Newman et Cragg, 2012) et la grande majorité ne semble pas participer

directement a la croissance et au développement de la plante (Fang et al., 2011).

Les métabolites secondaires sont biosynthétisés a partir de métabolites primaires et jouent
un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a

la survie de I’organisme dans son écosystéme (Coffi et al., 2012).

FERTILITE ET POLLINISATION
Flavonoides

N

FORTE INTENSITE
LUMINEUSE ET UV

BASSES TEMPERATURES
Anthocyanines

Isoflavonoides 3 BLESSURES

Proralénes Coumestrol
Psoralénes
Coumarines
Acide chlorogénique
Esters féruliques
SIGNALISATION A DISTANCE Lignines et subérine
Acide salicylique? Taxifoline glucosykée
ATTAQUES PAR
LES PATHOGENES Larve d'insecte
Isofavonoides prénylés REGULATION DES
Stilbénes IX D' AUXIN
) FLUX D'AUXINE
g > / ET DU DEVELOPPEMENT

Aurones Naringénine chalcone
Acétosyringone Kaempférol
Quercétine

INTERACTIONS AVEC LES & CARENCES EN FER,

MICROORGANISMES NITRATE ET PHOSPHATE

SYMBIOTIQUES DU SOL Acides phénoliques

Luséoline Apigénine Flavonoides

Daidzéine Rutine Isoflavonoides

Tannins Anthocyanines

Figure 2 : Quelques implications des métabolites secondaires dans les interactions de la

plante avec son environnement (Macheix et al., 2005).

Les métabolites secondaires ont des fonctions biologiques qui peuvent s’avérer essentielles

(Scharf et al., 2014)

> Les pigments isoprénoides et les parfums (isoprénoides volatils) des plantes attirent les

insectes pollinisateurs (essentiels pour la reproduction) ;

9
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» Moyens de défense contre des agressions d’origines biotiques et abiotiques ;
» Communication entre plantes, micro-organismes ou animaux (hormones, phéromones,

etc.).

2.2 Classification

On estime a plusieurs centaines de milliers les métabolites secondaires (200.000), de
structure et de fonction tres diverses. Il existe un grand nombre de classifications selon les
sources. Il ressort que la classification la plus élémentaire des métabolites secondaires inclut
trois groupes : les composés phénoliques, les terpénes, et les composes azotés (les alcaloides)
(Ghedadba, 2020).

2.2.1 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques (CP), constituent I’une des plus grandes familles de molécules
largement répandues dans le régne végétal (Beta et al., 2005). Plus de 8000 structures
phénoliques sont actuellement connues (Habauzit et Horcajada, 2008). lls sont présents
dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits,
graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou la maturation des fruits
(Nathalie Boizot et Charpentier, 2006).

D’aprés Ovaskainen et al. (2008), 1’é1ément structural fondamental qui caractérise les CP
est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un
groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction chimique (éther, ester, hétéroside).
La structure des CP naturels varie depuis les molécules simples a 6 carbones (acides

phénoliques simples) vers les molécules hautement polymérisées (tanins condenses).

2.2.1.1 Les formes simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques variées allant
du simple phénol en C6, aux flavonoides en C15 (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Nous citerons :

a) Les acides phenoliques

IIs peuvent étre subdivisés en deux groupes, a savoir

10
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Les flavonoides
Flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées répandues

chez les végétaux. D’ailleurs, leur fonction principale semble étre la coloration des plantes
(au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines) (Bessas, 2011). On les trouve
dissoutes dans la vacuole végétale a 1’état d’hétérosides ou comme constituants de plastes

particulierement les chromoplastes.

Le terme flavonoides rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils sont constitués de deux cycles aromatiques
liés par trois atomes de carbone qui peuvent se lier en formant un cycle oxygéné (Guillouty,
2016).

Figure 2: Structures de base des flavonoides (Bruneton,
2009).

Selon leur degré d’oxydation,les flavonoides sont classés en six classes : anthocyanes,

flavonols, flavones, flavanones, isoflavones, flavanols (Abdaoui et al., 2018).

c) Lesformes complexes
Ce sont des composés obtenus généralement de la condensation de certaines des formes

simples de CP. Nous distinguons :
a- Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques tres répandus dans le régne végétal. Ils ont la

capacité de tanner les protéines. (Marouf et Tremblin, 2021).
Il existe deux grands types de tanins qui différent par leur structure :

o Les tanins hydrolysables : leur hydrolyse produit une partie phénolique qui peut étre
soit de 1’acide gallique (tanins galliques), soit de I’acide éllagique (tanins €llagiques) et une
partie non phénolique, qui est souvent du glucose ou de I’acide quinine (Sarni-Manchado
et Cheynier, 2006).

11
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o Les tanins condenseés : ce sont des polymeres de flavonols (Catéchols). Ils sont
résistants a I’hydrolyse enzymatique et seules des attaques chimiques fortes permettent
de les dégrader et ne possédent pas de sucre dans leurs molécules. Ils sont
responsables de ’astringence caractéristiques des fruits avant leur maturité (raisin,
péche, pomme, etc.) et de certaines boissons (vin, cidre, thé, etc.), de méme de

I’amertume du chocolat (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

condensed tannin hydrolysable tannin

Figure 3: Structure chimique de tanin condensé et hydrolysable (Hassanpour et al.,
2011).

b- Les lignines

La lignine est une macromolécule phénolique tridimensionnelle hydrophobe de poids
moléculaire élevé, et qui est produite par toutes les plantes vasculaires ligneuses et herbacées.
Elle est le troisieme polymere naturel le plus abondant. Dans la paroi cellulaire végétale, la
lignine remplit les espaces entre la cellulose et les hémicelluloses, et agit comme une résine

qui unit ’ensemble de la lignocellulose (Mogni, 2015).

2.2.2 Lesterpenes
2.2.2.1 Définition

Les terpenes, appelés aussi terpénoides, sont des constituants habituels des cellules
végétales. lls sont présents chez toutes les plantes, en particulier les coniferes, et possedent

des activités biologiques tres diverses (Belloum, 2007 ; Muanda Nsemi, 2010).

Les terpénes sont des hydrocarbures dérivés de I'isopréne CsHg (7) et ont pour formule de
base des multiples de celle-ci (CsHg) n. Ces squelettes peuvent étre arrangés de facon linéaire

ou bien former des cycles (Muanda Nsemi, 2010).

12
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|
H

Figure 4: Structure de 1’unité isopreéne (Elkolli, 2017).

2.2.2.2 Classification

La classification des terpenoides repose sur le nombre d’unités terpéniques qui les
constituent, on distingue : les terpenes ou monoterpénes en C10, les sesquiterpenes en C15,
les diterpenes en C20, les triterpénes C30 et les tétraterpenes C40 et polyterpénes au-dela de
C50 (ex. caoutchou.) (Guignard, 1996).

A. Monoterpénes

Composés de 10 carbones, ils sont les plus simples constituants des terpénes. lls sont
odorants, trés volatils et majoritaires dans la composition d’une HE. Les huiles essentielles
produites par les feuilles de certaines plantes éloignent les herbivores, certaines les protégent
des attaques par les champignons parasites et les bactéries. D’autres sont allélopathiques. Les
terpénoides des parfums floraux attirent les insectes pollinisateurs vers les fleurs. Nous
distinguons les monoterpenes linéaires, des monoterpenes monocycliques et bicycliques
(Bonnafous, 2013 ; Ghedadba, 2020).

T T e

Eugénol Carvacrol Thymol

Figure 5: Exemples de monoterpenes (Ghedadba, 2020).

B. Diterpénes

Les diterpenes constituent une des classes des terpénes ayant tous un squelette carboné en

C20. lls sont réepandus chez les végétaux supérieurs, tels que les Asteraceae. lls peuvent étre

13
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acycliques, bicycliques ou tricycliques. Les plus intéressants sur le plan pharmacologique sont

les diterpenes tricycliques (Bruneton, 2009).

On retrouve parmi les dérivés de diterpenes la queue phytol des chlorophylles a et b et les
résidus terpéniques du tocophérol (vitamine E) et de la phylloguinone (vitamine K1). Le taxol
est un diterpénoide tres intéressant en raison de ses propriétés anticancéreuses (Ghedadba,
2020).

C. Triterpenes

Les triterpénes forment un groupe important de produits naturels contenant dans leur
squelette une trentaine d’atomes de carbones. Il existe plus de 1700 triterpénes dans la nature,
dont la majorité est sous forme tétracyclique ou pentacyclique, la forme acyclique étant rare.
Ces métaboloites rentrent dans la production de médicaments stéroidiques ayant des

propriétés contraceptives, anabolisantes et anti-inflammatoires (Malecky, 2008).
D. Tetraterpénes

Les tetraterpénes sont caractérisés par leur squelette qui renferme 40 atomes de carbone.
Le représentant de cette famille étant les caroténoides, pigment photosynthétique majeur,

auxquelles de nombreuses fleurs et fruits doivent leurs couleurs (Malecky, 2008).
E. Sesquiterpenes

Les sesquiterpenes sont des composés volatils et fortement odorants. lls sont classiques dans
les huiles essentielles. Leur squelette de base est constitué de 15 atomes de carbones. C’est la
classe la plus diversifi¢e des terpenes, vu qu’elle renferme plus de 3000 molécules. Le groupe
le plus important sont les lactones sesquiterpéniques constituant un groupe de substances qui

avoisine 3000 structures connues (Bruneton, 2009).

2.2. 3 Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d'origine vegétale, azotée et a caractére
alcalin (Muanda Nsemi, 2010). Ils figurent parmi les substances les plus importantes pour
leurs propriétés pharmacologiques et médicinales. Les alcaloides sont utilisés comme
antalgiques majeurs (morphine), antipaludéens (quinine), pour combattre I'exces d'acide
urique (colchicine), comme substance paralysante/stimulante (curare, caféine), comme

poisons

14
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(strychnine, nicotine), comme stupéfiants (cocaine, mescaline) ou comme anticancéreux

(vinblastine, vincristine) (Ghedadba, 2020).

Selon Bruneton (2009), on peut classer les alcaloides en trois classes :

>

Les alcaloides vrais : ils dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote
dans un systeme hétérocyclique. Ce sont des substances douées d'une grande activité
biologique, méme a faibles doses. Ils apparaissent dans les plantes, soit sous forme

libre, soit sous forme d'un sel, ou combinés avec tanins ;

Les proto-alcaloides : 1ls dérivent aussi d'acides aminés, ce sont des amines

simples, dont I'azote n'est pas inclus dans un hétérocycle ;

Les pseudo-alcaloides : ils ne sont pas dérivés d'acides aminés. lls peuvent

cependant étre indirectement liés a la voie des acides aminés par l'intermédiaire d'un

de leurs précurseurs, ou d'un de leurs dérives.
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Figure 6: Exemples d'alcaloides d'origine végétale (Boutefnouchet et al., 2020).
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3.1 Le stress oxydatif

Le stress oxydatif (ou stress oxydant) se définit comme I’incapacité de I’organisme a se
défendre contre les pro-oxydants (radicaux libres) en raison du déséquilibre endogene entre
les antioxydants et les agents oxydants (AO) (Baudin, 2020 ; Bensakhria, 2018 ; Rahal et
al., 2014 ; Kehili, 2018).

3.2 Les radicaux libres

Un radical libre est un atome, une molécule ou une espéce chimique présentant un électron
célibataire sur son orbitale externe lui conférant une grande instabilité et donc une grande
réactivité (Fig. 9) (Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Yzydorczyk et al., 2015 ; Desmier, 2016).
En effet, ce radical libre aura toujours tendance a revenir a un état stable en donnant un
électron ou en en prenant a une autre molécule : il peut donc étre réducteur ou oxydant
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

La production des radicaux libres est nécessaire a la lutte contre les agents infectieux
(Hokayem et al., 2012). Cependant, une production excessive de radicaux libres est

responsable de potentiels dommages au niveau de I’ADN, des protéines et des lipides
(Migdal et Serres, 2011).

3.3 Sources des radicaux libres

Plusieurs facteurs sont la source des radicaux libres. Les facteurs exogenes tels que
I'exposition prolongée au soleil, les rayonnements ultra-violets, le mode de vie (tabagisme,
alcoolisme, radiations ionisantes, polluants industriels), I’alimentation déséquilibrée (carences
en vitamines et oligo-éléments). Les facteurs endogénes tels que les situations cliniques
(chirurgie, transplantation, infection, inflammation) ou encore le stress et le vieillissement qui
sont a l'origine du stress oxydant en induisant et favorisant la genése de radicaux libres (Mena
etal., 2009 ; Chenetal., 2012).

3.4 Types de radicaux libres

Les radicaux libres sont des pro-oxydants appartenant aux espéces réactives de 1’oxygeéne
(ERO) ou bien aux especes reactives de I'azote (ERA) (Tremblay, 2018)
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Tableau 1: Types des EROs et des ERNs (Halliwell, 1996).

Espéce radicalaire Symbole | Espece non radicalaire Symbole
Radical Alkokyle RO Acide hypochloreux HOCI
Anion superoxyde 0,” Oxygene singulet ‘o,
ERO Radical Hydroxyle OH" Ozone O3
R. Hydroperoxyle HO, Peroxyde d’hydrogene H,0,
Radical Peroxyle RO,
Dioxyde d'azote NO, Acide nitreux HNO,
Oxyde nitrique NO Acide peroxynitreux ONOOH
Alkyl peroxynitrites ROONO
ERA Cation nitronium NO,"
Peroxyde d'azote N2O4
Peroxynitrite ONOO
Trioxyde d'azote N,O3

3.4.1 Les espéces réactives de ’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygeéne (ERO) représentent la classe la plus importante des
especes réactives genérées dans les systemes vivants. Elles sont produites principalement au
niveau de la chaine respiratoire mitochondriale lors de la réduction de I’oxygéne (Fig.10).
L’anion superoxyde (O;") est la forme primaire des ERO, ce qui conduit par la suite a la
production d’autres ERO comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), I’oxygene singulet (1°0y),
le radical hydroxyle (OH) considéré comme le radical le plus dangereux, I’acide

hypochloreux (HOCI), et d’autres dérivés nitrés (Tab. 1) (Pincemail et al, 2002).

3.4. 2 Espéces réactives de I’azote (ERN)

Les especes réactives de 1’azote dont le radical NO sont produites par différents types

cellulaires : phagocytes et cellules endothéliales vasculaires.

L’enzyme NO-synthase est un catalyseur dans la réaction qui produit du monoxyde d’azote

ou I’oxyde nitrique (NO¢) a partir d’arginine et d’oxygene (Tab.1) (Pacher et al, 2007).
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Chapitre 3 : Le stress oxydatif et les antioxydants.

Chaine
respiratoire

(90% des ROS
cellulalres)

Lumiére UV

0,

Oxygéne singulet

Oz

* Dismutation *

Anion superon'de

Peroxyde d’hydrogéne réaction de Fenton

,‘/'-—

{/ réaction d "Haber-Weiss

| [02.- H{Fe3+) ->
‘, 02 +[Fe24¥]

/ Radical hydroxyle

[H202 2 Fe2+ _»
OH' + OH" +[Fe3+]]

OH’

Activation des cascades
des kinases

Peroxydation
lipidique

Oxydation de

Oxydation des
I'ADN

protéines

Figure 7: Schéma des différentes formes des ERO (Webmaster 2).

Tableau 2: Les principales ERO et ERN générées dans les systemes biologiques (Bartosz,
2003 ; Migdal et Serres, 2011). (1) réaction de Fenton, (2) réaction d’Haber Weiss.

Type Nom Symbol Réaction
Anion superoxyde 0" O, +e-— 0,
Peroxyde H.0, 0O,;" +e- + 2H+— H,0,
d’hydrogene
I’oxygéne (ERO) H,0,+ O,” — OH'+ OH+ 02 (2)
Radical peroxyl ROO R'+0, — ROy
Acide HOCI H,O; + Cl-+ H — HOCI + H,0
hypochlorique
Monoxyde NO’ O, +Arginine +NADPH — NO'+
Espéces réactives a d’azote Cittrulline + H,O + NADP”*
I’azote (ERN) Peroxynitrite ONOO NO™+ O,” — ONOO ~
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3.5. Les cibles des espéces réactives de I’oxygéne

Une production excessive des radicaux libres va altérer les macromolécules, favorisant
ainsi la fragmentation de I’ADN, la peroxydation lipidique ou la carbonylation des protéines

(Hokayem et al., 2012).

Les radicaux libres de I’oxygene réagissent avec de nombreuses molécules, ce qui entraine
des dommages oxydatifs de 1’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec une
perturbation des membranes cellulaires, les protéines avec 1’altération des récepteurs et des
enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation (Sergent et al.,
2001).

Ces molécules perdent alors leur activité au sein de la cellule et cela a un impact sur le

fonctionnement cellulaire physiologique (Fig. 11) (Guillouty, 2016).

Especes réactives de |'oxygene

l_ADN_' Lipides Protéines

A

Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques groupements soufrés
AL (sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d'aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

A v

Altération Perturbation de l'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
geénes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 8: Les différentes cibles des Espéces Reéactives de I'Oxygene (Loft et al, 2008).
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3.5 Les antioxydants

3.5. 1 Définition

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres substances
chimiques. 1l est défini par Halliwell (1999), comme toute substance qui en faible
concentration, par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat. C’est une molécule qui est capable de neutraliser les formes actives
de I’oxygene et permet de maintenir au niveau de la cellule et de I’organisme des niveaux non

cytotoxiques de radicaux libres (Perrin, 1992).

3.5. 2 Classification des antioxydants

Il existe deux classes d’antioxydants : les endogeénes et les exogeénes. Les antioxydants
endogenes sont principalement les enzymes superoxyde dismutase, catalase et glutathion
peroxydase. Les antioxydants exogenes qui sont, par définition, apportés de 1’extérieur par

I’alimentation ou la pharmacologie (Guillouty, 2016).

Diverses stratégies antioxydantes existent, soit en augmentant les défenses enzymatiques
antioxydantes endogenes, soit en renforcant les défenses non enzymatiques par des moyens

diététiques ou pharmacologiques.

3.5.2.1 Antioxydants enzymatiques
Les trois principales enzymes ; la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la
glutathion peroxydase (GPx) ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au

niveau du O2* et du H,0,, conduisant finalement a la formation de ’eau et de I’oxygéne

moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001) selon les réactions suivantes:

Superoxyde dismutase

Eql:2 0" +2H" H,0; + O, (Gaté et al., 1999).
Catalase
Eg2: 2 H,0, 2 H,0 + O, (Seifried,2007).

Glutathione peroxydase

Eqg3: H,0, + 2GSH 2 H,O + GSSH (Gaté et al., 1999).
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Selon Béguel (2012), il existe également d’autres défenses antioxydantes telles que les
transferrines, les ferritines, les métallothionéines. Ces dernieres sont des enzymes qui en se
complexant aux métaux limitent leur disponibilité dans le processus de génération des
radicaux libres. Enfin, les enzymes de réparation des molécules endommagées par les ERO
peuvent également étre considérées comme des défenses antioxydantes (méthionine sulfoxyde
réductases, endonucléases, ADN glycosylases).

3.5.2.2 Antioxydants non enzymatiques
Les antioxydants non enzymatiques représentent un ensemble de composés susceptibles de

ralentir considérablement les effets des radicaux libres qui n’ont pas été piégés par les
systtmes de défense endogene. Ce sont des molécules exogeénes (qu’on ne retrouve pas
spontanément dans I’organisme), fournies par I’alimentation sous forme de fruits et Iégumes
tels que les vitamines (A, E et C), les B-carotene, lycopéne, ubiquinol, bilirubine, les oligo-
éléments comme le zinc, le sélénium, le cuivre, le manganese, certains polyphénols (les
flavonoides, les acides phénols, les coumarines, les quinones). Certaines huiles essentielles,
constituent une seconde source de défense de 1’organisme contre les radicaux libres (Heim et
al., 2002 ; Bakasso, 2009).

Il existe différents mécanismes d’action des antioxydants naturels, incluant le captage de
I’oxygene singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition
(Favier, 2006). Du fait de leur petite taille, ce type d’antioxydants posséde un avantage
considérable par rapport aux antioxydants enzymatiques. Ils peuvent en effet pénétrer
facilement au sein des cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques (Saidi, 2019).

3.5.2.3 Les antioxydants synthétiques ou artificiels
Les antioxydants synthétiques ou artificiels sont généralement des composés phénoliques

d’origine pétrochimique comme le butylhydroxytoluene (BHT), le butylhydroxyanisole
(BHA) ou encore les esters de I'acide gallique (gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de
dodécyle) connus pour leurs propriétés lipophiles. Le BHA et le BHT sont les plus
fréguemment utilisés. Ceux-ci sont principalement employés comme conservateurs, a faible
concentration, dans les produits cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du
rancissement en inhibant la chaine de réactions d'initiation et en réduisant de la proxidation

des acides gras insaturés. Neéanmoins, leur utilisation reste controversée, les produits de

dégradation du BHA et du BHT étant suspectés d'étre cancérogenes (Xiang et al., 2007).
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3.5.3 Meéthodes de dosage de ’activité antioxydante in vitro

Diverses méthodes de dosage de ’activité antioxydante in vitro induisent la mesure de
I’inhibition de 1’oxydation des lipides et des lipoproteines. L’évaluation in vitro de I’activité
antioxydante par les méthodes citées dans le tableau 3 (dans lequel sont mis en évidence les
mécanismes réactionnels, les avantages et inconvénients de la méthode), témoigne de
I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait naturel a piéger des radicaux libres par transfert

d’¢électron et/ou de proton issus de phénoménes d’oxydations (Rezaire, 2012).

Tableau 3: Description de quelques tests de pouvoir antioxydant in vitro (Ben Hassan et
Boukhetache, 2015)

ABTS" ou

¢ Peu couteux

rapide
¢ Peu couteux

* Peu couteux

Le test DPPH TEAC FRAP ORAC
Mécanisme dansiert Transfert
o Transfert d'électron d'électron et de y Transfert de proton
réactionnel d'électron
proton
Nature des hydrophil hydrophil hydrophil
molécules ydrophiles et ydrophiles et hydrophiles ydrophiles et
Testées lipophiles lipophiles lipophiles
*Facile a mettre en
» Tres facile a ceuvre
“Trés facile & mettre mettre en ceuvre » Tres facile a «Couteux
Avantages o CeuVIe * Cinétique de mettre en (nécessité d’un
g réaction trés ceuvre fluorimetre)

« Utilisation d'un
générateur de

2004 ; Osman et
al., 2006)

Ou et al., 2002)

radicaux (ROO¢)
sencombrement «oH utilisé non
stérique de molécules PH utlise « mécanismes de
; . physiologique o
a haut poids . . \ génération des
) . sproduits de sinterférences
moléculaire . . : \ ROO-* non
_ sinterférences degradatlon possibles a 595 physiologique
Inconvénients - X antioxydants nm
possibles a 515 nm . . .
, * radical *interférences . .
forte dépendance au | . . L ) sinterférences
inexistant in vivo | avec composés .
pH et au solvant possédant E°< possibles des
* radical \;?Veé(lstant in 077V proteines
Références | (Brandetal., 1995 ; (Awika et al., (Benzie et (Quetal, 2001 ;
Pinelo et al., 2004) | 2003 ; Artsetal., | Strain, 1996 ; | Lopez et al, 2003)
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4.1 Matériel végetal

Le matériel végétal de notre présente étude est représenté par une plante endémique
faisant partie de la catégorie des plantes médicinales : Randonia africana.

La récolte de Randonia africana a été effectuée au mois de février 2022 dans la région
d’Adrar. L’identification botanique de I’espéce a été réalisée au niveau de la Faculté des

Sciences et Technologie, Département de Biologie, Université d’ Adrar par Dr Nani.

Cette présente étude n’a porté que sur la partie aérienne (rameaux et feuilles de la
plante), qui a été nettoyée, séchée a I’ombre et a température ambiante pendant 20 jours.
Ensuite broyée en poudre par un broyeur électrique. La poudre de Randonia africana a été

conservée dans des bocaux en verre fermés, a 1’abri de la lumiére en attente des analyses

ultérieures.

Figure 9: a) Partie aérienne de Randonia africana aprés séchage, b) Randonia africana
réduite en poudre.
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4.2 Matériel et produits chimiques utilisés

Tableau 4: Matériel et produits chimiques utilisés.

- Lot de verreries (capsules vides ; ampoules a
décanter ; cristallisoirs, béchers, ballons,
erlenmeyers, éprouvettes graduées, Biichner,
entonnoirs, tubes a essai, flacons pour
conservation, cuve), papier filtre, papier Joseph,
Spatule

- Balance de marque "Kern" max 120g ;

- Dessiccateur ;

- Rotavapor de marque "Nahita" ;

- Agitateurs magnétiques, Barreaux magnétiques
- Etuve isotherme de marque "Memmert» ;

- Pompe avide ;

- Spectrophotometre UV-Visible (Agilent
Technologies cary60).

4.3 Méthodes d’analyses

43.1
e Principe

Produits

- Méthanol (MeOH)

- Acétone

- Eau distillée

- Hexane

- Folin-ciocalteu

- Acide gallique

- Carbonate de sodium
- Chlorure d’aluminium
- Sodium nitrite

- Sodium hydroxide

- Vanilline

- Acide chlorhydrique
concentré

- Catéchine

- 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH)

Détermination du taux d"humidité

Formules chimiques
CH5OH
CsHsO
H,0
CeH1a
CgH,03

C;HsOsH,0
N,CO,
AICl;, 6H,0
NaNO,
NaOH
CsHgOs
HCL concentré

C5H14()6

C18H12N506

La détermination de la teneur en eau est effectuée par une dessiccation de I'échantillon dans

une étuve isotherme de 105°C jusqu'a une masse pratiquement constante (Audigie et al.,

1980). Pour éviter toute reprise d’humidité, il convient d'opérer dans des vases de tare, placées

dans un dessiccateur.

. Mode opératoire

v' Des capsules vides ont été séchées a I'étuve durant 15min a 103 £ 2 °C ; avec
couvercles inclinés. Les capsules ont été tarées apres refroidissement dans un

dessiccateur.

v Dans chaque capsule 3g d'échantillon ont été pesés a une précision de +0.001 g, puis
I'ensemble a été placé dans I'étuve a 105°C.
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v Aprés un étuvage de 3 h a105 =C puis refroidissement dans un dessiccateur pendant

15min les capsules avec échantillon sont pesées, ensuite elles sont remises dans I'étuve
durant 1 h & 105°C.

v Apreés refroidissement dans un dessiccateur comme précédemment, les capsules avec
échantillon sont peseées.

v’ Ladifférence entre deux pesées doit étre inférieure a 2 mg, sinon I'opération est
renouvelée jusqu'a un poids constant.

p .
\
Y . -
bl g Ddal Lamera -

Crags
e —

Figure 10: Echantillons dans a) une étuve, b) un dessicateur.

Expression des résultats

Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage est calculé selon la formule suivante :

H %= [(M; = M) / P] x 100

Ou:

H % : Taux d’humidité en %

M; : Masse de la capsule + matiére fraiche avant séchage en (g).
M : Masse de I'ensemble aprés séchage en (g).

P : Masse de la prise d'essai en (Q).

A partir du taux d’humidité la matiére séche est déterminée par la formule suivante :

Taux de matiere séche % =100 - Taux d’humidité %
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4.3. 2 Détermination des Métabolites Secondaires

4.3.2.1 Extraction des polyphénols totaux

L'extraction des polyphénols totaux a été réalisée selon la méthode de (Liyanan-pathirana
et Shahdi, 2006) par simple macération a température ambiante et sous agitation continue
avec deux extractions successives de 02 heures chacune avec un mélange de solvants
Méthanol-Acétone-Eau (7/7/6 : VIVIV).

v 5 g de I’échantillon sont SOoumis a une macération sous agitation magnétique a

température ambiante avec un mélange de solvants Méthanol-Acétone-Eau (7/7/6 ;
VIVIV) pendant 2 h ensuite, le mélange a été filtré ;

v’ Le filtrat a été récupéré et I'échantillon a été ré-extrait avec le méme systeme ternaire
de solvants pendant 2 h sous agitation magnétique ;

v Aprés une 2°™ filtration les deux filtrats sont réunis ;

v L'extrait filtré a été dégraissé en le décantant a volume égal, avec I'hexane (Chiremba
et al., 2012) dans une ampoule a décanter ;

v’ L'extrait a été évaporé a sec dans un évaporateur rotatif (Rotavapor) a 45°C sous
pression réduite ;

v' D’extrait sec est récupéré dans 5 ml de MeOH. Les extraits sont conservés dans de
petits flacons recouverts d’aluminium et conservés au frigo a 4°C.

Figure 11: Extraction des polyphénols par macération dans un systeme de solvants ternaire
(méthanol-acétone-eau) et sous agitation magnétique.
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Figure 12: Evaporation de solvants dans un Rotavapor.

Figure 13: Délipidation de I’extrait filtré avec I’hexane

4.3.2.2 Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction pour chaque extrait est déterminé par la formule suivante :

Rdt (%6) = [(P2-P1)]/ M x 100

Ou:

Rdt : Rendement (%).

P1 : Poids en (g) du ballon vide séché avant I’extraction.

P2 : Poids en (g) du ballon aprés évaporation des solvants d’extraction.

M : Masse en (g) de la prise d’essai.
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4.3.2.3 Détermination des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode de Folin-ciocalteu (1927). Il
est basé sur le couplage du Folin-Ciocalteu avec les composés phénoliques du matériel
végetal (Brune et al., 1991).

o Principe

La réaction est basée sur la réduction de Il'acide phosphomolybdique (HzoPM312040) gy
réactif de Folin-Ciocalteu (un acide couleur jaune, constitué de polyphénol acide contenant du
molybdéne et tungstene) par les polyphénols en milieu alcalin (Catalano et al., 1999). Elle se
traduit par le développement d'une coloration d’un bleu foncé due a la formation d'un

complexe Molybdene (MgO,3) tungsténe (WsO,3) mesurée au spectrophotometre.

e Mode opératoire

v A 500 pL de I'extrait de chaque échantillon, nous avons ajouté 2500uL Folin-
ciocalteu plus 2000 pL N,;,COsza 7,5%

v le mélange bien agité est incubé a I'obscurité pendant 1h a 20°C ;

v" La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 765nm au spectrophotomeétre-
UV Visible.

La gamme d'étalonnage constituée par différentes concentrations d'acide gallique est préparée
comme suit :

v" 03 mg d'acide gallique sont pesés, puis mélangés dans 10 ml du méthanol a 99,6%;
c'est la solution mére de concentration 0,3 mg/mL

v' A partir de cette solution mére, nous avons préparé des dilutions filles suivantes : 0,21
-0,15-0,105 - 0,075 — 0,06 — 0,045 — 0,024 mg/ ml.

v" Puis 500 pul de chaque dilution sont traités, avec la méme procédure que celle des
échantillons.
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Figure 14: Gamme d'étalonnage des polyphenols totaux.

4.3.2.4 Détermination des flavonoides (Ardestani et Yazdanparast, 2007)
e Principe

Le dosage des flavonoides est réalisé en utilisant la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium et la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune
avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le

visible a 510 nm.
e Mode opératoire

Les flavonoides sont dosés par colorimétrie comme suit :

v' 700ul d’extrait brut sont mis dans un tube a essai, auquel sont ajoutés 2000 pl d'eau
distillée, puis 150 pul NaNO, a 15%;

v' Aprés deux intervalles consécutifs de 6 min, 150ul (AlCl3, 6H,0) a 10%, puis
2000ul NaOH a 4 % ont été rajoutés.

v’ Les tubes sont incubés pendant 15 min a température ambiante ;
v La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 510 nm.
La gamme d'étalonnage constituée par différentes concentrations de catéchine est préparée

comme suit :

v Une solution mére de catéchine a 0,4 mg/ml est préparée en dissolvant 4 mg
catéchine dans 10 ml méthanol. A partir de cette solution mére nous avons préparé
des dilutions de différentes concentrations : (0,36-0,28-0,2-0,12-0,08-0,04) mg/ml.

v" Puis 700 pl de chaque dilution sont traités, avec la méme procédure décrite ci-
dessus, pour 1’échantillon.
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v" La lecture de I’absorbance des différentes concentrations est faite contre un
blanc a 510 nm.

Figure 15: Gamme d’étalonnage des flavonoides.

4.3.2.5 Détermination des tanins condensés
Principe :

Le dosage des tanins condensés est effectué selon la méthode de Broadhurstet Jones
(1978), modifiée par Heimler et al. (2006). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation
du

groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former

un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500 nm (Schofield et al., 2001).
e Mode opératoire

Les tanins condensés sont dosés par colorimétrie comme suit :

v Pour 400p 1 de chaque échantillon, on ajoute 3000 ul d’une solution de vanilline
(4% dans le méthanol) ;

v’ et 1500 ul d’acide hydrochlorique concentré a 37%.

Le mélange est incubé durant 15 min et I’absorbance est lue a 500 nm.

La courbe d’étalonnage a ét¢ établie comme suit :
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v Une solution mére de catéchine a 0,5 mg/ml est préparée en dissolvant 6 mg
catéchine dans 10 ml méthanol. A partir d’une solution mére, nous avons préparé
des dilutions de différentes concentrations : 0.05; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.45;
0.5mg/ml ;

v  Puis 400 pl de chaque dilution sont traités, avec la méme procédure que les
échantillons ;

v' La lecture de ’absorbance des différentes concentrations est faite contre un blanc a
500 nm.

Figure 16: Gamme d’étalonnage des tanins condenseés.

4.3.2.6 Détermination du pouvoir antioxydant in vitro (Test au DPPH)
a) Détermination de I’activité antioxydante mesurée par le radical DPPH

Le composé  chimique  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle  (o,a-diphényle-f-
picrylhydrazyle) fut I’'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation, structure,
et activité antioxydante des composés phénoliques (Brand-Williams et al.,1995).
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o N—N H
? " 2 + ArOH ———> ArQ- + °2M @é N—Mn
NO :i :}

1: Diphenylpicrylhydrazyl 2: Diphenylpicrylhydrazine

(Forme radicalaire) (Forme non radicalaire)

Figure 17: Mécanisme de réduction du DPPH par les antioxydants (Brand-
Williams et al. 1995).

Principe

Le mécanisme geénéral de cette réaction est la réduction du radical libre 2:2
diphénylepicrylhydrazyl (DPPH") ayant une couleur violette par les antioxydants (ArOH) en
lui transférant un proton, alors il se transforme en composé jaune 2,2
diphénylepicrylhydrazine stable DPPH (figure 19). L’intensit¢ de la couleur violette est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a piéger les
radicaux libres (Nani, 2017).

L’activité antioxydante de 1’extrait de Randonia a été évaluée par deux méthodes
différentes en utilisant le radical libre du DPPH. La premiere méthode consiste a déterminer
les ECyo de ’extrait de Randonia et les ECso des deux références utilisées. Et la deuxieme
méthode consiste a exprimer 1’activité antioxydante de I’extrait de Randonia en micromoles

équivalent trolox/g de MS, en établissant la courbe d’étalonnage de trolox.
b) Détermination des ECs et cinétique

e Mode opératoire

L’évaluation de piégeage du radical DPPH’ par les différents extraits est réalisée selon la
méthode de Masuda et al. (1999) (avec une 1égére modification. L’acide gallique et 1’acide
ascorbique (vitamine C) sont utilisés en tant qu’antioxydants de références. Pratiquement, un
volume de 50 pL de la solution méthanolique du DPPH" (2.5 M) est ajouté a 50 pL des
differentes dilutions des extraits et des références (0.0125-0,025- 0,05- 0,1- 0,2- 0,3- 0,4- 0.5
mg/mL) dans 2000 pnL. MeOH. Le mélange est bien homogénéisé puis incubé a I’obscurité

pendant 30 min a 37°C. L’absorbance est mesurée a 517 nm contre un blanc sans DPPH’
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e Expression des résultats

% d’inhibition du radical libre est mesuré comme sulit :

[ % d'inhibition= [(Ao -Ay)) /A¢] x100 J

Ou:
Ay : correspond au tube contenant 2000 pul MeOH, 50 pL DPPH’, et 50 uL MeOH (contréle

négatif du radical) ;

A : correspond au tube contenant 2000 pl MeOH, 50 uL DPPH’, et 50uL de I’extrait ou

référence (Contrdle positif).

Figure 18: Activité antiradicalaire de I’extrait ternaire de Randonia Africana par le test au
DPPH.

Détermination des ECs
L’activité anti-radicalaire des extraits est exprimée en ECsy qui correspond a la
concentration de I’extrait permettant de réduire 50% du radical libre. Les valeurs des ECsg

sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés. .Plus la valeur

de I’ECS50 est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.
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Cinétique de la réaction de piégeage de DPPH"

L'étude cinétique est réalisée par la mise en réaction du radical libre DPPH" avec la
concentration inhibitrice ECsy de I’extrait et référence. On note l'absorbance du mélange a 517

nm a différents intervalles de temps pendant 20 minutes a 37°C.
c) Détermination de ’activité antioxydante (exprimée en p ET/g MS)

L’activité antioxydante mesurée par le radical DPPH, est exprimée en yu ET/g MS a partir
d’une courbe d’étalonnage en utilisant le trolox comme standard et une solution méthanolique

de DPPH préparée a 0.1mM, selon la méthode de Xu et Chang (2007).
e Mode opératoire

v Pour 100u 1 de chaque échantillon, ont été ajoutés 2900 ul d’une solution DPPH a
0.1mM

Le mélange est mélangé au vortex et maintenu a 1’obscurité et & température ambiante

pendant 30 min. L’absorbance est lue a 517 nm.

La courbe d’étalonnage a été établie comme suit :

v Une solution mére de trolox & 1 mM est préparée dans du méthanol. A partir de cette
solution meére, nous avons préparé des dilutions de différentes concentrations : 25 ;
50;100;175; 250 ; 375 ;500 ; 750, 1000 picromoles/L

v Puis 100 pl de chaque dilution sont traités, avec la méme procédure que les
échantillons ;

v" La lecture de I’absorbance des différentes concentrations est faite contre un blanc a
517 nm.
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Figure 19: Gamme d’étalonnage de trolox établi pour le test au DPPH.
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5.1 Taux d’humidité
Les résultats ont révélé un taux moyen d'humidité estimé a 3%. A partir de la valeur

d’humidité, nous avons déterminé le pourcentage de la matiére séche (MS) de R. africana qui

est de 97% (Fig. 21).

3%

m Humidité

m Matiére seche

Figure 20: Taux d’humidité

5.2 Rendement d’extraction

Dans le systeme de solvants ternaire utilisé, le rendement d’extraction de 1’extrait de

R. africana est de 19.4%.

Les travaux de Chehma (2008) et ceux de Nabti (2014), ont démontré que les
rendements d’extraction de R. africana, différent selon les méthodes d’extraction et les

systemes de solvants utilisés et la saison de cueillette.

Nabti (2014), rapporte des rendements d’extraction de 9.42% pour la macération,

I’extraction au soxhelt a donné le meilleur rendement de et 15.95%.
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5.3 Teneurs en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux a été réalisée selon la méthode
Folin-Ciacalteu. La concentration en polyphénols totaux de I’extrait ternaire de R. africana a été
déterminée grace a 1’équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage suivante :
y= 7.5218x+0.2581 (Fig. 22). La teneur des polyphénols est exprimée en milligramme

équivalent acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g MS).

1.8 y=17,5218 x+ 0,2581
R?=10,9885

1.6
1.4 -
1.2 A

0.8
0.6
0.4
0.2

0 T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Concentrations d'acide gallique en mg/ml

DO a765nm
==Y

Figure 21: Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux.

Selon Obeid et al. (2007), la quantification et 1’identification des polyphénols des
extraits végétaux sont considérées comme la premiére étape vers 1’évaluation de la capacité

antioxydante.

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait de R. africana est de 5,972 + 0,05 mg
EAG/g de MS (0.59%).

Cette teneur en polyphénols totaux de I’extrait de R. africana de 5,972 est plus élevée
que celle rapportée par Nabti (2014) dans la méme espéce et qui est de 2.35 mg EAG/g de
MS. Par ailleurs, Haddouchi et al. (2016), ont rapporté une teneur de 7.17 mg EAG/g de MS

assez comparable dans la plante médicinale saharienne Cymbopogon schoenanthus.

L’étude de Chehma (2008) sur R. africana, a porté sur différentes saisons de I’année,

rapportant des teneurs en polyphénols totaux estimées en pourcentage a 0.83 % en été, a 0.34
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% en automne, a 0.58 % au printemps et a 0.67 % en hiver. Les résultats de cette présente
¢tude, dont I’échantillon a été récolté en hiver, sont en accord avec ceux de Chehma (2008),

pour la période hivernale et printaniére, de 0.67 % et 0.58 %, respectivement.

Djeridane et al. (2006) ont rapporté sur 11 plantes médicinales algériennes des
teneurs en polyphénols totaux comprises entre 3.13 et 32.32 mg EAG/g de MS. Nos résultats
sur R. africana sont en accord avec ceux rapportés par les mémes auteurs dans la plante

médicinale Teucrium poluim avec une teneur de 4.92 mg EAG/g de MS.

5.3.1 Teneurs en flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3). La concentration en flavonoides de I’extrait ternaire de R. africana a été déterminée
grace a I’équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage suivante : Y = 2.8898x +
0.0372 (Fig. 23). La teneur des flavonoides est exprimée en milligramme équivalent catéchine

par gramme de matiére seche (mg EC/g MS).

y =2,8898 x+ 0,0372
R2 = 0,9949

0.7 ~

0.6 -

0.5 -

0.4 -
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DO as510nm

0.2

0.1 -

0 T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentrations de catechine en mg/ml

Figure 22: Courbe d’étalonnage des flavonoides.

39



Partie 111 Chapitre 5 : Résultats et Discussion

La teneur en flavonoides de I’extrait de R. africana est de 0.86+0.07 mg EC/g de MS.

Cette teneur en flavonoides de 1’extrait de R. africana de 0.86 mg EC/g de MS est
comparable a celle rapportée par Nabti (2014) de 0.60 mg EQ/g de MS en utilisant la

quercétine comme standard et méthanol/eau comme solvant d’extraction.

Djeridane et al. (2006) ont rapporté des teneurs en flavonoides comprises entre 1.62
et 13.12 EC/g de MS. Nos résultats sur R. africana sont assez comparables & ceux rapportés
par les mémes auteurs dans la plante médicinale Ruta montana avec une teneur de 1.62 mg
EC/g de MS.

Berrahal et al. (2010) ont démontré chez R. africana la présence de 09 types de
flavonols glycosides : deux monoglycosides, six diglycosides et un trioside.

5.3. 2 Teneur en tannins condensés
Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon la méthode a la vanilline. La
concentration en tanins condensés de 1’extrait ternaire de R. africana a été déterminée grace a
lation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage suivante : Y = 2,3113x + 0,0345
(Fig.24). La teneur en tanins condensés est exprimée en milligramme équivalent catéchine par

gramme de matiére seche (mg EC/g MS).

1.4 +
17 - Y =2,3113 x+0,0345
' R2=0,9956
— 1 i
=]
=
= 0.8 -
=4
w,
= 0.6
2
0.4 -
0.2 -
0 T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentration de catechine en mg/ml

Figure 23: Courbe d’étalonnage des tannins condensés.
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La teneur en tanins condensés de I’extrait de R. africana est de 1.287 mg EC/g de MS.

Cette teneur en tanins condensés de I’extrait de R. africana de 1.287 mg EC/g est
supérieure en la comparant a la teneur en flavonoides estimée a 0.86+0.07 mg EC/g de MS.
Haddouchi et al. (2016) a également rapporté des teneurs en tanins condenses plus élevées
comparées a celles des flavonoides dans quatre plantes medicinales sahariennes de
Tamanrasset Asteriscus graveolens, Cymbopogon schoenanthus, Panicum turgidum et
Pituranthos scoparius.

Dans cette présente étude, les polyphénols totaux ont été extraits par simple
macération dans un mélange de solvants ternaire : MeOH-acétone-eau. Shay et al., (2013),

rapportent que

I’acétone possede la capacité de solubiliser les tanins qui ne sont pas solubles dans le

méthanol et permet ainsi d’extraire le maximum de tanins dans une plante.

5.4 Capacité antioxydante (test au DPPH)

Afin d’évaluer ’activité antioxydante in vitro d’extraits naturels, différentes méthodes
ont ét¢ développées. Ces méthodes impliquent le mélange d’especes oxydantes, telles que les
radicaux libres ou les complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des
antioxydants capables d’inhiber les radicaux. Ces antioxydants peuvent agir selon deux
mécanismes majeurs : soit par transfert d’atomes d’hydrogene, soit par transfert d’électrons

(Prior et al., 2005).

Nous avons déterminé 1’activité antioxydante de R. africana par le test au DPPH, en
évaluant I’activité antioxydante exprimée en ECsp et ’activité antioxydante exprimée en pM

équivalent trolox/g MS.

5.4.1 Pourcentage d’inhibition et les EC50

Nous avons établi les courbes du pourcentage d’inhibition du radical DPPH® (Fig. 25),
puis déterminé les valeurs des ECsg relatives a I’extrait de R. africana et des deux références
utilisees. Dans cette présente étude, 1’acide gallique et 1’acide ascorbique ont été utilisés

comme antioxydants de référence.
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Figure 24: Le pourcentage d’inhibition (%) du radical libre de 1’extrait de R. africana et les
antioxydants de référence.

5.4. 2 Détermination des EC50

La capacité antioxydante d’un composé est souvent exprimée par la valeur de ’ECsg
qui représente la concentration en ce composé qui neutralise 50% de DPPH mis en jeu. Plus la
valeur d'ECso diminue, plus la capacité de I'échantillon augmente (Alzhri, 2007).

L’extrait de R. africana indique un ECsy de 0.092 mg/ml. Nabti (2014) rapporte une
valeur assez comparable avec un ECso de 0.128 mg/ml. Ziani (2017) rapporte sur une plante
médicinale Limoniastrum guyonianum du Sahara algérien une valeur d’ECsy assez
comparable de 0.064 mg/mL. Guillouty (2016) rapporte sur neuf plantes médicinales
tropicales des valeurs d’ECsp entre 0,04 & 1,51 mg/ml. Quant aux références ’acide gallique et

I’acide ascorbique, elles indiquent des ECsg de 0.013 et 0.044 mg/ml respectivement (Fig.26).
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Figure 25: Activité antioxydante exprimée en EC50 (en mg/ml) de I’extrait R.africana et les
antioxydants de référence.

5.4. 3 Cinétique de réduction du radical libre DPPH
Comme la demi-vie des principaux dérivés réactifs de I'oxygene est trés breve et varie
de 10 & 10 secondes (Fontaine, 2007), nous avons pensé a suivre 1’efficacité réactionnelle
de notre extrait. Pour ce faire, nous avons suivi la puissance de réduction du DPPH®° par
I’extrait pendant 20 min. Par ailleurs, il est a noter que plusieurs facteurs influent sur le
potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, notamment les conditions de la réaction

(temps, rapport

Antioxydant/DPPHe, type de solvants, pH) et le profil phénolique en particulier
(Molyneux, 2004).

Les cinétiques de réduction du radical libre DPPH de I’extrait de R. africana et des
deux références sont illustrées dans la (Fig.27)

En comparaison aux cinétiques de réduction des deux références, 1’extrait ternaire de
R. africana présente une cinétique plus lente et différente de celles de 1’acide gallique et
I’acide ascorbique ce qui pourrait s’expliquer par le profil phénolique de I’extrait ternaire de

R. africana.
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Figure 26: Cinétique de réduction du radical libre de DPPH de I’extrait R.
africana et les références.

5.4. 4 Activité antioxydante en uM ET par le test au DPPH

La capacité antioxydante de 1’extrait ternaire de R. africana a été déterminée grace a
I’équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage suivante : y=-0,8229 x+ 0,9136, R?

=0,9981 (Fig.28). L’activité antioxydante est exprimée en uM Eq trolox/g MS.

Y =-0,8229 x+ 0,9136
R =0,9981
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Figure 27: Courbe d’étalonnage du trolox établie pour le test au DPPH.
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La capacité antioxydante de I’extrait ternaire de R. africana est de 846 uM EqT/100g de

MS ce qui lui confeére une activité antioxydante intéressante a confirmer par d’autres tests

antioxydants : ABTS et FRAP.

Dans I’ensemble, le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement

d’une plante a une autre, et méme au sein des plantes issues d'une seule espece végeétale.

Par ailleurs, il convient de signaler que les teneurs en composés phénoliques
constituent un facteur de valorisation de la capacité antioxydante des espéces végétales et la

qualit¢ des molécules contenues détermine [’ampleur de leurs propriétés biologiques

(Bettaieb et al., 2016).

Dans I’ensemble, les teneurs en polyphénols totaux et 1’activité antioxydante
impliquent plusieurs facteurs tels que le patrimoine génétique (McClure et al., 2019), les
méthodes d’extraction : rapport solide/liquide, polarité des solvants (Gacioui et al. 2013,
Nabti, 2014), les conditions de stockage, les périodes de récolte (Chehma, 2008 ; Rémy,
2015), les facteurs culturaux et édaphiques (EI Naser, 2018), le mode de séchage
(Mahboub,2019), la sécheresse (Bettaieb et al., 2011) et le stress salin (Zitouni,2015).
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Conclusion

La caractérisation phytochimique et I’étude des activités biologiques des espéces
végétales sahariennes constituent aujourd’hui 1’un des plus importants défis pour la recherche

scientifique au niveau des plantes médicinales.

Dans ce contexte, la présente étude s’est proposé de réaliser la quantification des
composés phénoliques et I’évaluation de 1’activité antioxydante d’une plante saharienne

Randonia Africana de la famille des Resedaceaes.

Les résultats indiquent que I’extrait ternaire de R. africana présente un rendement
d’extraction de 19.4% et des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condenses de 5.972 + 0.05 mg EAG/g MS, 0.86 £ 0.07 mg EC/g MS et de 1.287 mg EC/g MS,
respectivement.

L’étude de I’activité antioxydante de Randonia africana au test de DPPH, a révélé un
ECso de 0.092 mg/ml et une activité antioxydante au trolox de 846 uM EqT/100g de MS ce qui

lui confére une activité antioxydante intéressante.

En perspectives, il serait intéressant de compléter ce présent travail par :

v L’optimisation des procédés d’extractions en explorant d’autres méthodes d’extraction
et d’autres systéemes de solvants ;

v’ Laréalisation d’autres tests antioxydants tels que I’ABTS, le FRAP et ’ORAC ;

<

L’identification des molécules actives par HPLC
v' La détermination d’autres activités biologiques : antidiabétiques, antimicrobiennes,

anti-inflammatoires....
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Résumé

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans l'arsenal thérapeutique de I'numanité avec leur
énorme réservoir en molécules bioactives. Dans ce contexte, la présente étude s’est proposé de déterminer les composés
phénoliques et le pouvoir antioxydant d’une plante médicinale du Sahara algérien, Randonia africana.

Les composés phénoliques ont été extraits par simple macération dans un systeme de solvants ternaire : MeOH /
acetone/ eau (7/7/6VIVIV). Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par méthode de Folin-Ciocalteu, celui des
flavonoides par le test au chlorure d'aluminium et celui des tanins condensés par le test a la vanilline. L’activité
antioxydante a été évaluée au test du DPPH.

L’extrait ternaire indique un rendement d’extraction de 19.4% et des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et
en tanins condensés sont de 5.972 + 0.05mg EAG/g MS, 0.86 + 0.07mg EC/g MS et de 1.287mg EC/g MS, respectivement.

L’activité antioxydante de Randonia africana au test de DPPH, a révélé un ECsy de 0.092 mg/ml et une activité
antioxydante au trolox de 846 uM ET/100g de MS.

L’ensemble de ces résultats suggére que 1’activité antioxydante serait liée a la composition polyphénolique et surtout
aux tanins condenseés.

Mots clés : plante médicinale, Randonia africana, composés phénoliques et activité antioxydante.
Abstract

Medicinal plants always had an important place in the therapeutic arsenal of mankind with their huge reservoir of
bioactive molecules. In this context, the present study aimed to determine the phenolic compounds and the antioxidant
capacity of the medicinal plant, Randonia africana in the Algerian Sahara.

The phenolic compounds were extracted by simple maceration in a ternary solvent system: MeOH/acetone/water
(717/6VIVIV). The power of a medicinal plant from the Algerian Sahara, Randonia africana. determination of total
polyphenols was carried out by the Folin-Ciocalteu method, that of flavonoids by the aluminium chloride test and condensed
tannins by the vanillin test. Antioxidant activity was assessed by the DPPH test.

The ternary extract showed an extraction yield of 19.4% and contents of total polyphenols, flavonoids and condensed
tannins were 5.972 + 0.05 mg EAG/g DM, 0.86 £ 0.07 mg EC/g DM and 1.287 mg EC/g DM, respectively.

The antioxidant activity of Randonia africana in the DPPH test, revealed an EC50 of 0.092 mg/ml and a trolox
antioxidant activity of 846 uM ET/100g DM.

The whole results suggest that the antioxidant activity could be linked to the total phenolics composition and especially
to condensed tannins.

Keywords: medicinal plant, Randonia africana, phenolic compounds and antioxidant activity.



