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Résumé

Le présent travail a pour objectif I’étude d’une des plantes d’intérét médicinal dans le

Sahara septentrional algérien, en 1’occurrence calligonum comosum [’her provenant de quatre
sites différents Taghzout — Boubydha , Guemar-Miha Salah , Hassani - Abdel Karim Al-dokar ,
El-Oued-Elchatte . Les échantillons choisis sont étudiés a travers leur contenant qualitatif et
quantitatif en composés phénoliques, suivi d’une évaluation in vitro des activités antioxydante,
anti-hémolytique de ces mémes composés. La teneur en composés phénoliques des plantes
estimeées par la méthode de Folin- Ciocalteu est comprise entre ( 0,076 + 0.01 et 0,05 £ 8,49 mg
EAG/g d'extrait ). Le dosage des flavonoides par la méthode d’AlClI; a révélé que I’extrait de la
région de Hassani - Abdel Karim Al-dokar possede la plus haute teneur en flavonoides (0.011mg
EQ /g d'Ext). L’estimation de la quantité de tanins condensés montre que 1’extrait le plus élevée
est égale (1,084 + 0.01 mg EC /g d'extrait) ont été détectées pour la région F2 Guemar-Miha
Salah. L’évaluation de I’activité antioxydante en utilisant des méthodes ; le piégeage du radical
libre DPPH ou I’ICsg obtenu pour ’acide ascorbique (0.0054 +0.0003 mg /ml) utilisés comme
des molécules de référence , est bien plus inférieur & ceux des extraits et donc, une activité
antioxydante tres élevé, La capacité antioxydante totale CAT dont les extraits a montré une
variabilité entre les quatre régions . On remarque que dans la concentration de 0.5 mg/ml, la
région Hassani - Abdel Kerim Al-dokkar a un pouvoir antioxydant le plus élevé (0.203 £ 0,002
mg EAA/1g EXS) par rapport aux extraits de autre régions, I’activité anti-hémolytique a révélé
une réponse antioxydante considérable I'effet protecteur d'hémolyse tres proche dans tous les
extraits, elle a révélé une réponse antioxydante considérable sauf la solution d'acide ascorbique
qui présente un hémolyse le plus bas (16.32%). I'analyse par spectroscopies IR confirme les
compositions phénoliques de nos extraits , il est aussi présent dans les trés nombreux composés
dits «hydroxylés ». De nombreuses études ont établi des relations entre la structure des
polyphénols et leur capacité a piéger les radicaux libres.

Mots clé : Calligonum comosum L’her, métabolites Secondaires, Polyphénols Totaux, Les

Flavonoides, L’ Activité Antioxydante.



Abstract

The present work aims to study one of the plants of medicinal interest in the Algerian northern
Sahara, in this case calligonum comosum her from four different sites Taghzout - Boubydha,
Guemar-Miha Salah, Hassani - Abdel Kerim Al-dokkar , Eloued-elchatte. The samples chosen
are studied through their qualitative and quantitative container of phenolic compounds, followed
by an in vitro evaluation of the antioxidant, anti haemolytic activities of these same compounds.
The phenolic compounds content of the plants estimated by the Folin-Ciocalteu is between
(0.076 + 0.01 and 0.05 * 8.49 mg EAG / g extract). The flavonoid assay by the AICI; method
revealed that the extract of the Hasani-Abdel Karim Al-dokkar region has the highest flavonoid
content (0. 011mg EQ / g of Ext). The estimate of the amount of condensed tannins showing that
the highest extract is equal (1.084 + 0.01 EC mg / g extract) was detected for the Guemar-Miha
Salah F2 region.Evaluation of antioxidant activity using methods; trapping of the free radical
DPPH where the ICs obtained for ascorbic acid (0.0054 £ 0.0003 mg / ml) used as reference
molecules, is much lower than those of the extracts and thus a very high antioxidant activity, the
capacity total antioxidant CAT whose extracts showed variability among the four regions. It is
noted that in the concentration of 0.5 mg / ml, the Hassani-Abdel Karim Al-dokar region has the
highest antioxidant capacity (0.203 £ 0.002 mg EAA / 1g EXS) compared with extracts from
other regions, the anti -hemolytic revealed a considerable antioxidant response the protective
effect of hemolysis very close in all extracts, it revealed a considerable antioxidant response
except the ascorbic acid solution which has the lowest hemolysis (16.32%). analysis by IR
spectroscopy confirms the phenolic compositions of our extracts, it is also present in the many
so-called "hydroxylated” compounds. Many studies have established relationships between the
structure of polyphenols and their ability to trap free radicals.

Key word : Calligonum comosum L'her, Secondary metabolites, Total Polyphenols, Flavonoids,

Antioxidant activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d’années, ’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature
pour traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006), I’utilisation des plantes en phytothérapie
est trés ancienne et connait actuellement une région d’intérét au prés du public, selon
I’organisation mondiale de la sant¢é (O.M.S.,2003) environ 65- 80% de la population
mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé
primaire, en raison de la pauvreté et du manque d’ accés a la médicine moderne (MA et al.,
1997). Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiere premiére pour la
synthese de médicaments ou comme modeéle pour les composés pharmaco logiquement actifs
(Ameenah, 2006). Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou
certains sont issus du métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70%de nos
médicaments, déja environ 170 molécules bioactives ont été identifiees a partie de plante
(Chaabi, 2008).Cette matiere végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des
intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie;
Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les

tannins, les terpénes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec 1’dge car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes
augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (Girodon et al.,1997). Parmi les
activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années I'attention s'est portée sur
I'activité antioxydante en raison du rdle qu'elle joue dans la prévention des maladies
chroniques telles que les pathologies du coeur, le cancer, le diabéte, I'nypertension, et la

maladie d'alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddouret al., 2013).

L’utilisation des molécules antioxydantes de syntheése est actuellement remise en
causeen raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources
végétalesd’antioxydants naturels sont recherchées. En effet, les polyphénols sont des
composés naturels largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance
croissante notamment grace aleurs effets bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants

naturels suscite de plus en plusd’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des
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maladies inflammatoires etcardiovasculaires; ils sont également utilisés comme additifs en

industrie agroalimentaire,pharmaceutique et cosmétique (Bougandoura et al, 2012).

Le Sahara dispose d'une biodiversité floristique exceptionnelle, constituée d'environ 500
especes végétales et a laquelle s’ajoute une tradition séculaire de pharmacopée traditionnelle
(Ozanda, 1991). Les plantes spontanées des zones arides sont considérées comme 1’une des
ressources phytogénétiques qui présentent un intérét agronomique, économique, écologique
mais aussi stratégique (UNESCO, 1960).Parmi a ces plantes médicinales recensées a ce jour,
ceux de la famille Polygonaceae , elle comprennent environ 1200 espéces (David, 2008)
réparties dans environ 50 genres. Les genres les plus importants sont Eriogonum (240
espéces), Rumex (200 especes), Coccoloba (120 especes), Persicaria (100 espéces) et
Calligonum (80 espéces) (Brandbyge, 1993, Craig et al.2005).

Dans cette étude, on utilise les feuilles du Calligonum comosum L her, récoltées dans quatre
régions différentes, Taghzout, Geumar, Hassani Abdel Karim et ElI Oued, situées dans la

région d'Oued Souf.

Notre travail s’articule autour de I’¢tude phytochimique de cette plante ainsi que sur

I’évaluation des activités antioxydantes des extraits préparés.

Cette étude a été divisée en deux parties ; Dans la premiére partie, nous présentons une
synthése bibliographique qui regroupe deux chapitres dont le premier consacré aux
antioxydants. Le deuxieme chapitre est est sur les métabolites secondaires; leurs

classification et leurs propriétés pharmacologiques.

La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui porte sur:
» Les tests phytochimiques des différentes parties de la plante.

» Dosage des phénols totaux, des flavonoides et des tanins,

» Une ¢étude de I’activité antioxydante des extraits de cette plante, par deux méthodes, le
piégeage du radical libre DPPH, la capacité antioxydante total , test hémolyse et analyse par

spectroscopie IR .

Dans le dernier chapitre, on a traités les résultats obtenus et la discussion. En fin on termine

par une conclusion générale.
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| . Généralité sur stress oxydant

| .1. Définition dustress oxydant:

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la
production d’espéces réactives oxygénées (ERO) et leur destruction par des systemes de

défense antioxydants (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

Dans les conditions quotidiennes normales, les espéces réactives oxygénees (ERO) sont
produites en faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cela sous le contréle de systemes de défense adaptatifs par
rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-

oxydant/anti-oxydants est en équilibre. (Favier, 2003) (Figure 1).

Niveau
physioclogique
Stress oxydatif d’ERO Manque d’ERO

Antioxydants

ERO “’)
_Vitamine E
APX /GR /
Catalase =
POX / PRX
E.-4
SOD

_Glutathion
Ascorbate
e - -
Caroténoides

Radical hydroxyle
B

Anion superoxyde

LSy emIIETL. -

Peroxyde d’hydrogene
oy 0% O

Oxygene singulet

Figurel Schématisation de la balance entre les especes réactives oxygénées (ERO) et les
antioxydants (Pourrut, 2008).

1.2. Les Radicaux libres :

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un ou
plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leurs couches externes et capables
d’existence indépendante (Halliwell et al , 1999). Ils peuvent étre dérivés de 1’oxygene
(ERO) ou d’autres atomes comme I’azote(ERN). La présence d’un électron célibataire
confere aux radicaux libres une grande réactivité (demi-vie courte) et ils peuvent étre aussi
bien des especes oxydantes que réductrices. Cette instabilité rend difficile leur mise en

évidence au niveau des différents milieux biologiques (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

Parmi les radicaux formés chez les végétaux on distingue (Smirnoff, 2005) :
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__Anion superoxyde (0;°-)
_ Peroxyde d’hydrogeéne (H,0,)
_ Radical hydroxyle (HO-)

I1. Systemes De Défenses Antioxydants
Un antioxydant peut étre défini comme tout substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder

ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Droge, 2002).

Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites molécules hydro ou

liposolubles.

Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation

cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005).

I1.1.Classification et mécanismes de défense contre le stress oxydatif :
Afin de prévenir I’accumulation excessive des EOR, la plante développe un systeme de
défense enzymatique et un autre non enzymatique. Cette protection est basée sur plusieurs

mécanismes d’action (Zhang et al., 2008):
Il existe 3 types de défenses :

* Les enzymes qui existent a I’état endogene, défendent les cellules contre les radicaux libres.
Les principaux systémes enzymatiques comprennent les superoxydes dismutases (sods), la
catalase (CAT)...

* Les protéines chélatrices du fer comme la transferrine et 1’hémosidérine ou du cuivre comme

I’albumine. Ce systeme bloque les ions métalliques impliqués dans la réaction de Fenton.

* Les molécules antioxydantes ou piégeurs de radicaux libres comme la vitamine E, les
caroténoides, les anthocyanes... ces molécules interviennent au niveau des membranes

lipidiques.
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11.1.1. Systemes de défense par des enzymes antioxydants :

Les enzymes antioxydantes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au
niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation
d’ecau et d’oxygéne moléculaire. Les enzymes intervenant dans cette opération sont

regroupées dans le tableau 01.

Tableaul : Mécanisme d’action des antioxydants d’origine enzymatique.

Enzyme Mécanisme d’action Références
Superoxyde C’est une métalloprotéine
Dismutase contenant du
(SOD EC Manganese, cuivre et de
1.15.1.1) zinc. Elle élimine le radical Pokorny et al., 2001 ;
Superoxydeo2s-en le ., )
transformant en peroxyde Gapifiska et al., 2008 ;
D’hydrogene (H20,). Iritiet Faoro-Water,
2008
Glutathion Elimination du peroxyde
Peroxydase d’hydrogéne (H,0,)
(GSH-Px) Et le hydro peroxyde
lipidique (ROOH), en
Association avec le
glutathion pour donner
Respectivement une
molécule d’eau et (ROH).
Catalase Transformation du peroxyde
(CAT) d’hydrogéne (H,0,)
En simple molécule d’eau
Glutathion Régénération du glutathion | Aurousseau,
Réductase réduit (GHS). 2002
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11.1.2. Les composés phénoliques et la détoxification des formes activées de ’oxygéne
Ce groupe d’antioxydants est uniquement exogene, il comprend les métabolites secondaires
d’origine végétale en particuliers: des polyphénols (flavonoides, acides phénoligues,

coumarines, des tannins condensés, etc...), caroténoides, terpénoides, et vitamines (C et A).

11.1.2 .1 . Acide Ascorbique (Vitamine C)
L’acide ascorbique, appelée également vitamine C, est principalement présentdans les

Iégumes et les fruits. 1l posséde un effet antioxydant car il :

» Protege efficacement les protéines sans protéger les lipides (Kraus et al.,1997).
» Intervient pour régénérer la vitamine E (Figure2) (Iriti et Faoro-Water, 2008).

» Piege le superoxyde au niveau du cytoplasme (Aurousseau, 2002)

N TWIE N 7 GeH

| |

AL ViItG 7 N G8'" - GSSG

Figure2 : Régénération de la vitamine E et de la vitamine C (Pincemail et al., 1999)

11.1. 2. 2. Vitamine E
La vitamine E ou a tocophérol est une vitamine liposoluble membranaire, abondante dans
I’alimentation ou elle se trouve en quantit¢ importante dans les huiles végétales, et en

particulier dans le germe de blé ( Pokorny et al., 2001).

L’a tocophérol est un donneur de H, et permet la formation de peroxydes lipidiques
(ROOH), ou de produit stable, pendant que lui-méme se transforme en quinone (oo TH, o

tocophérylquinone (TQ)), selon les réactions suivantes (1 et 2) (Simonoff, 1991):
ROO°+ o TH ROOH + o T° (1)

ROO® + o TH ROOH + o TQ (2)

8
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I1.1.2 .3 . Les caroténoides
Les caroténoides sont des pigments liposolubles jaunes, oranges ou rouges , dont la structure
de base est une ossature de carotene C4oHss formés de 8 unités isoprénes (tetraterpenes). On

distingue plusieurs types de caroténoides parmi eux :

Les caroténes et les xanthophylles (Pokorny et al., 2001). Les Caroténoides sont
desantioxydants naturels efficaces contre les dommages oxydatifs. Leurs principaux

mécanismes d’action sont (Smirnoff, 2005 ; Chao-Chin et al., 2008):
-Piégeage de I’oxygéne singulet 102;CyoHsg
-Inhibition de la peroxidation lipidique.

11.1. 2 .4 . Les polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe important des métabolites secondaires,tres largement
répandus dans le régne végetal. Ils sont reconnus pour leurs multiples propriétés biologiques:
anti-inflammatoires, antimicrobiennes ,antifongiques ,anticancéreuses incluant 1’activité
antioxydante. Ce Sont des antioxydants naturels puissants impliqués dans la défense contre
les dommages oxydatifs au niveaude la cellule car ils possédent des structures chimiques
idéales. L’activité antioxydante des polyphénols est plus puissante que celle des tocophérols

et de I’acide ascorbique (Ozsoy et al., 2008).
Les actions protectrices des polyphénols peuvent comprendre (Magalha et al., 2008):

¢ Inhibition des EOR (10,) ;
e Piégeage des radicaux libres ;
e Chélation des ions métalliques responsables de la production des E.O.R ; Inhibition
des enzymes responsables de la production des E.O.R (exemple :
e Xanthine oxydase et cyclo-oxygenase).
I1.1.2.5. Les flavonoides
Les flavonoides sont des composés naturels qui constituent un groupe majeur de polyphénols.

Ces composeés sont reconnus pour leurs activités antioxydantes.
Ils agissent par (Halliwell, 1994):
- Piégeage direct des radicaux libres;

- Inhibition de la peroxydation lipidique;
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- Inhibition des enzymes responsables de la production des EOR;

-Chélation des ions métalliques responsables de la production des EOR.

10
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I. Généralité sur les métabolites secondaires

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leurs capacités a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, & cOté des métabolites primaires
classiques(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils s’accumulent fréquemment des
métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais
qui représentent une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des

domaines aussi différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire une large gamme de composés
chimiques dans les plantes qui ne sont pas impliqués dans les processus biochimique de la
croissance et de la reproduction des plantes (Amlan et jyotisna, 2010). Ills ont un role
important dans les interactions de la plante avec son environnement tel que la protection
contre lespathogénes, herbivores, la concurrence entre les plantes et le stress abiotique
commedessiccation et radiation UV (Greathead, 2003). Plus de 200.000 structures de

métabolitessecondaires ont été identifiées (Hartmann, 2007).
Les métabolites secondaires sont classés en trois groupes chimiques tres varies :

- Les polyphénols: constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu
duregne végétale plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues (Marin et
Andriantsitohaina, 2002). L’¢élément structural fondamental qui caractérise lescomposés
phénoliques est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel il est directement lié au

moins a un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :

Ether, ester, hétéroside (Bruneton, 2009). Ce sont des pigments généralement responsables
des teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruit (jaune, orange, rouge). lls
sont présent partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles detous les vegétaux. Par
ailleurs, les polyphénols font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale. Les
principales sources alimentaires sont les fruits, légumes et les céréales...etc (Edeas, 2007).

- Les terpénoides: constituent un groupe de molécules trés différentes tant d’un point devue
structurel que fonctionnel. Avec prés de 15.000 structures moléculaires connues, ils
constituent probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiée de composés organiques
végétaux. Ce sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité simple a
cing atomes de carbones. La famille des terpenes comprend des hormones, des pigments

caroténoides, des stérols, le latex (qui est a la base du caoutchouc naturel), ainsi qu’une

12
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grande partie des huiles essentielles qui conférent aux plantes leur parfum ou leur gout
(Hopkins, 2003).

- Les alcaloides: figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et
en meédecine, l'intérét qu’on leur porte reposait traditionnellement sur leur action
physiologique et psychologique particuliérement violente chez I’homme. Ce sont des
composés azotés au gout amer qui ont des propriétés chimiques basiques (alcalines)parmi les

alcaloides on a morphine, coca, caféine (Reven et al., 2000).

I1. Structure des composés polyphénoliques

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes :

- Les non flavonoides dont les principaux composés sont: les acides phénoliques, les

stilbenes, les lignanes, les coumarines et les xanthones.

- Les flavonoides dont on caractérise principalement : les flavones, flavanones, flavonols,

isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols.

I1.1. Composés polyphénoliques non flavonoidiques

11.1.1. Les acides phénoliques

Sont les principaux polyphénols alimentaires (Watson et al., 2013), ils sont présents dans
tous les fruits et les légumes et représentent environ un tiers de la teneur totale

del'alimentation en polyphénols (Sharma et al., 2015).

Les acides phénoliques constituent un groupe important de composés organiques naturels
avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possedent des propriétés non seulement
antioxydantes, mais également des propriétés antivirales et antibactériennes. L'activité anti-
oxydante phénolique est généralement combinée avec des groupes hydroxyles trouves dans
leurs molécules (Cazes, 2005).

Les acides phénoliques existent sous deux formes: dérivés de I’acide benzoique et dérivés de

I’acide cinnamique (Watson et al., 2013).

11.1.1.1.Les acides hydroxybenzoiques C¢-C,

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de
base de type (C¢-C1) (Macheix et al., 2005). Les variations dans les structures de 1’acide
hydroxybenzoique individuel se trouvent dans I'hydroxylation et la méthylation du cycle
aromatique (Shankar et al., 2012). Sept acides benzoiques sont connus: acide p-hydroxy

13
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benzoique, acide protocatéchique, vanillique, gallique, syringique, salicylique et gentisique
(Collin & Crouzet, 2011).( Figure3)

COmMpOSEs R2 R3 R4
;—\c.l’de benzoi‘que (non I o I
phénolique)
Acide p-hydroxy
RY COOH benzoique H H OH
Acide protocatéchique OH OH H
Acide vanillique OCH; OH H
Ré R2 Acide gallique OH OH OH
R3 Acide syringique OCH; OH OCH;
Acide salicylique H H H
Acide gentisique H H OH

Figure3 : Structure de I’acide benzoique (Chira et al., 2008).

11.1.1.2. Les acides hydroxycinnamique Cs-Cs

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante des polyphénols, dont
la structure de base (Cs-C3) dérive de celle de ’acide cinnamique. Les molécules de base de
la serie hydroxycinnamique : 1’acide p-coumarique, caféique, férulique, et I’acide sinapique
(Macheix et al., 2005).

Le composé le plus courant est I’acide caféique qui représente a lui seul 75 a 100% des acides
hydroxy cinnamiques totaux de la plupart des fruits (D'Archivio et al., 2007). Le
degréd’hydroxylation du cycle benzénique, et son éventuelle modification par des réactions
secondaires, sont des éléments importants de la réactivité chimique de ces molécules
(Macheixb et al., 2005).

En fait, les dérivés de I’acide cinnamique existent dans toutes les parties de fruits, bien que la
concentration la plus élevée est présente dans les parties extérieures de fruits murs(Teixeira et
al., 2013). Figure4

14
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Composés Rl | RI | R
’ i;fél(izhf]illl];almque (non O I
” / _. Acide p-coumarique H | OH | H
\\ & Acide cafeique OH | OH | H
/ Acide férulique OCH; | OH | H
: Acide sinapique OCH; | OH | OCHs

Figure4 Structure de 1’acide hydroxycinnamique (Laguerre et al., 2007).

11.1.2. Les stilbénes Cg-C,-Cg

Les stilbénes font partie d’un groupe tres vaste des polyphénols, celui des dérivés del’acide
cinnamique (phénylpropanoides). Ils sont présents dans toutes les sources végétales (Leray,
2010). La structure chimique de base des stilbénes est composée de deux cyclesaromatiques
joint par un pont méthyléne (Cs-C,-Cg). Les deux formes isomeres des stilbenes (cis et trans)

ont des propriétés chimiques et biologiques différentes (Collin et Crouzet, 2011).

IIs jouent un roéle important dans les mécanismes de défense constitutifs et inductibles, y
compris des activités antibactériennes et antifongiques. Les stilbénes possedent un large
spectre d'effets pharmacologiques et thérapeutiques tels que I'effet anti-épileptique, anti-
oxydant, anticancéreux, les activités anti-athérosclérose. En plus ils possédent un effet
cardioprotecteur, hépato-protecteurs et des effets neuroprotecteurs (Ahuja et Ramawat,
2014).

Le resvératrol est le stilbéne le plus étudié, en raison de sa présence dans les produits issus du
raisin (jus frais, vin) et de ses nombreuses propriétés pharmacologiques (anticancéreuses,
cardioprotecteurs, antioxydantes...) (Leray, 2010). Il exerce son effet antioxydant par
I’inhibition de la peroxydation lipidique et protége contre la cytotoxicité des LDL oxydés
(Cohen et Souied, 2014). (Figure5)
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OH

\‘!DH

Figure5 Structure de Trans-resveratrol (Stuart et Robb, 2013).

HO

11.1.3. Les lignanes (Cg-C3)n

Sont un groupe de phytonutriments largement distribués dans le regne végétal
(Imran et al.,, 2015). Ce sont des composés dimeres formés par le couplage de deux
fragments(Cs-C3)monomeres dérivées de la voie des phénylpropanoides (Figure 6) (Gilani et
Anderson, 2002).

Les lignanes phénoliques se trouvent dans la plupart des plantes riches en fibres, ycompris les
graines de citrouille, graines de sésame, les céréales, les fruits et les légumes (Imran et al.,
2015). En fonction de la structure, les lignanes peuvent étre classés en cing familles de
composes: proper lignanes, néolignanes, sesquilignanes, dineolignanes, norlignans et des

lignanes hybrides (Calvo-Flores et al., 2015).

Les lignanes possédent un certain nombre de propriétés utiles pour les humains,
certainsprotégent contre [l'apparition de divers cancers, tandis que dautres sont

antimitotiques,antivirales, antibactériennes, et antifongiques (Costa et al.,1999). Figure 6
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CHs

CHj;

Figure 6 : Structure de lignane (Jost et Jost - Tse, 2016).

11.1.4. Les coumarines Cg-C3
Les coumarines sont des composés aromatiques naturels, largement distribués dans le régne
végétal, ils inhibent la croissance et la sporulation des champignons et autres

microorganismes qui sont pathogeénes pour les plantes (Edardes, 2008).
Les coumarines ont une structure de base (Cs-C3) dérivant des acides orthohydrocinnamiques

(Collin et Crouzet, 2011). Différents dérivés coumariniques ont été isolés, habituellement,
les substituants sont dans les positions Cs, Cg, C7 et Cg (par ex : I'ombelliférone, I’hierniarine,

I’aesculétine, la scopolétine, 1’osthenol, I’osthol...) (Cazes, 2001). (Figure?7)

Composés R1 R2 R3
" Ombelliférone H OH H
! AN Herniarine H OCH; H
R, 0 o Esculétol OH OH H
Rj Scopolétol OCH; OH H
Fraxétol OCH; OH OH

Figure7 : Structure de coumarine (Bruneton, 2009).
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11.1.5.Les xanthones Cs-C;-Cg

Le xanthone terme dérivé du grec (xanthos), ce qui signifie jaune (Khan & Ather,2006). Les
xanthones sont des métabolites secondaires trouvés dans quelques plantes supérieures, les
champignons et les lichens. Dans la nature, le xanthone se trouve dans des familles trés

restreintes de plantes, la majorité étant dans Gentianaceae et Guttiferae (Tiwari et al., 2013).

La structure chimique d’un xanthone est constituée d’un systéme cyclique conjugué COMpose
de carbone 1-4 (cycle aromatique A) et de carbone 5-8 (cycle aromatique B) (Kuete,2013), et
d'un systéme a trois anneaux qui contient plusieurs groupes fonctionnels comprenant

I'isopréne, le groupe méthoxy et les groupes phényles, ainsi que des protons aromatiques, des

Groupes hydroxyle phénoliques, des protons hydroxyle, et les anneaux dihydrofuranne
(Gongboet al., 2013).Les xanthones peuvent étre brievement classés en cing groupes dont
xanthone simplesoxygéné, prénylé, glycosides xanthone, xanthonolignoids et divers
xanthones (Tiwari et al.,2013), la diversité structurale et les propriétés chimiques des
xanthones peuvent jouer un rbélemajeur dans la prévention, y compris les activités anti-

inflammatoires, antioxydantes, etanticancéreuses (Gongbo et al., 2013). Figure8
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Figure8:Structure de xanthone (Kuete, 2013).

11.2. Composés polyhénoliques flavonoidiques

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus

Dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en
partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les trouve
dissousdans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes

particuliers,les chromoplastes (Guignard, 1996).
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Les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (Cg-C3-Cg) correspondant

a la structure du diphenylpropane (Collin & Crouzet, 2011). lls sont constitués

D’un cycle benzoique présentant plusieurs groupements hydroxyles et pour cette raison ils
sont nommés polyphénols. Ces groupements hydroxyles sont responsables de la fonction

antioxydante des polyphénols (Descheemaeker & provoost, 1999). Figure9

OH O

Figure9: Structure de base des flavonoides (Lugasi et al., 2003).

Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés chez les plantes. La liste de ces derniers est en
croissance continue. Ceci est dii a la survenance de nombreux modéles dans les quelle les
substitutions primaires (comme le groupe hydroxyle) peuvent étre substitués (glycosylés
ouacylés) et parfois crées des structures tres complexe (D’Archivio et al., 2007). Les
Principales classes des flavonoides sont : les flavonols, les flavones, les flavanones, les
flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes, ils varient dans leurs caractéristiques

structurelles par la diversité fonctionnelle autour de 1’oxygénation de I’hétérocycle. Figure 10

19



Chapitre 11: métabolites secondaires
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Figurel0: Les structures chimiques des principales familles des flavonoides (Fraga & Oteiza,
2011).

11.2.1. Les isoflavones
Les isoflavones ont des similitudes structurales avec les oestrogénes, a savoir des groupes
hydroxyles dans les positions C; et C4, comme molécule d'oestradiol. lls peuvent se liera
I'oestrogene récepteur et sont classés ainsi que les phytoestrogénes. Les isoflavones sont
contenues presque exclusivement dans les légumineuses (D’Archivio et al.,2007;Tapas et
al., 2008 ). Figure 11
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COmMposes R1 R2 R3
Biochanin OH OH OCH;
Sissotrin OH 7-0-GLU OCH;
Genistein OH OH OH
Genistin OH 7-0-GLU OH
Formononetm H OH OCH;
Ononin H 7-0-Glu OCH;
Daidzein H OH H
Daidzin H 7-0-Glu OH

Figure 11: Structure des isoflavones (Rijik et al., 2006).

11.2.2 Les flavanones
Les flavanones sont caractérisés par la présence d’un hétérocycle saturé a trois carbonesen
chaine et un atome d'oxygéne dans la C,4 lls sont généralement glycosylé par un
disaccharideen C;. Les flavanones sont présents en haute dans les agrumes, mais ils sont
également trouvé dans les tomates et certaines plantes aromatiques tels que la menthe (Tapas
et al., 2008). Figure12

Composés Rl R2 R3
Hesperetin H OCH; OH
Naringenin H OH H

Eriodictyol H OH OH

Figure12: Structure des flavanones (o’connell & Fox, 2001).
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11.2.3.Les flavones

Les flavones sont structurellement trés proches des flavonols, la différence provenant
del’absence de I’hydroxyle en Cs. Il existe aussi de trés nombreusese substitutions des
flavones, telles que ’hydroxylation, la méthylation, les O- et C- alkylation et glycosylation.
Les flavonesétant principalement trouvés sous forme de glucosides (Chira et al., 2008).

Figurel3

Composés 5 7 {4 ¥
Apigenin OH | OH | OH | -
Luteolin OH | OH | OH | OH

Figure13:Structure des flavones (yordi et al., 2012).

11.2.4. Les Flavonols
Appartiennent a la sous famille des flavonoides, dans lesquels le cycle c’est un hétérocycle
saturé avec un groupe hydroxyle en position 4. lls peuvent avoir un groupe OH ou OCH 3 en

haut a trois positions dans le noyau B (Fraga et Oteiza, 2011). Figure14

Composés R1 R2 R3
Quercetin H OH OH
Kaempferol H OH H

Myricetin OH OH OH

Figurel4 : Structure des flavonols (o’connell & Fox, 2001).
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11.2.5. Les anthocyanes

Les anthocyanes (en grec anthos fleur et cyan bleu) (Valls et al., 2009) sont desmétabolites
secondaires de la famille des flavonoides, produits par les angiospermes. Ce sont despigments
colorés responsables de la pigmentation des fleurs, des fruits et des grains(Samouelian et al.,
2003), mais aussi jouent un réle important dans la physiologie végétalecomme attracteurs des

insectes dans la dispersion des grains (Shipp et al., 2010).

Les anthocyanes possedent wune structure de base, le 2-phényl-1benzopyrilium
(cationflavylium) constituée de trois cycles aromatiques, responsable du pouvoir
absorbant(chromophore). Cette structure porte plusieurs fonctions hydroxyles dont 1’'une est
glycosylée pardes différents oses (glucose, galactose, rhamnose, arabinose), omigosides ou

hétérosides(Samouelian et al., 2009). Figurel5

Pigment R R R Couleur
Pélargonidine OH H Rouge
Cyanidine OH OH Bleu
Delphinidine OH OH OH Pourpre
Péonidine OCH; | OH H Rose
Pétunidine OCH; | OH OH Pourpre
Malvidine OCH; | OH | OCH; Mauve

Figurel5: Structure de base des anthocyanes (Samouelian et al., 2009).

11.2.6.Les tanins
Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes pour
«tanner» les peaux d’animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuir. Ces extraits
contiennent des dérivés phénoliques qui se lient aux protéines et donc les dénaturent
(Hopkins,2003).

Les tanins sont des composes polyphenoliques, hydrosolubles, de masse moléculaire comprise
entre 500 et 3000 (Gazengel & Orecchioni, 2013). Ce sont des molécules fortement

hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides,

23



Chapitre 11: métabolites secondaires

aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils

peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux élément minéraux (Alkurd et al., 2008).

Chez les végetaux supérieurs, il existe deux groupes de tanins différents par leur structure

aussi bien que par leur origine biogénétique :

11.2.6.1. Les tanins condensés
Les tanins condenseés (Tannins vrais ou tannoides) résultent de la condensation de
molécules élémentaires de type flavane 3 ol (catéchines) ou flavane 3-4 diols (leuco

anthocyandines).

Les liaisons formées sont de type carbone-carbone ce qui rend ces molécules
difficilement hydrolysables. Les tannins condensés sont également appelés proanthocyandines
;en effet leurs oxydation en milieu alcool-acide a chaud entraine la formation de pigments
anthocyanique tels que cyanidine et de Iphinidine. Ce type de molécules dotées de propriétés

remarquables chez les plantes qui en sont pourvues (Merghem, 2009).

Les tanins condensés sont présents dans les vacuoles d’un réseau de cellules
spécialisées, situées sous 1’épiderme des feuilles et des tiges de certaines Iégumineuses
tempérées (sainfoin, loier corniculé ou pédonculé) et tropicales herbacées (Lespedeza
sericea,des-modium intortum) et arbustives, ainsi que dans les feuilles d’arbustes fourragers

...etc(Jarrige et al., 1995). Figurel6

OH
HO ._" OH
“OH OH
H
HO OH
"OH
OH

Figurel6: Structure de tanins condensés (Cowan, 1999).
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11.2.6.2. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables, ou acide tanique, sont des polyméres de 1’acide gallique ou de son
produit de condensation, I’acide ellagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible (de 500
a3000) et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés (Jarrige et al.,
1995). Figurel7

OH
OH
3 JH
OH
OH

Figurel7 : Structure de tanins hydrolysable (Cowan, 1999).

I11. Biosynthese des polyphénols
Les composes phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates decarbone via

la voie de I’acide shikimique et la voie de 1’acétate malonate (Chira et al., 2008).

I11.1. La voie de Shikimate

C’est la voie de biosynthése principale des composés aromatique (Kening et al., 1995)dans
les plantes et les micro-organisme, y compris les acide aminés aromatique : laphénylalanine,
la tyrosine et le tryptophane. Ce sont des métabolites primaires qui servent deprécurseurs pour
de nombreux de produits naturels (secondaire) tel que les flavonoides, les acidephénoliques,
les coumarines, les alcaloides... (Ghasemzadeh & Ghasemzadeh, 2001).

II1.2.La voie de I’acétate malonate
Ce mode de formation plus secondaire consiste a la cyclisation des chaines polycétonique,
elles-mémes obtenus par condensation de groupement acétates. La condensationdes

groupements acétates ne se fait qu’apres carboxylation de I’acétyle coa en malonylcoa.

Chez les flavonoides, les anthocyanes, le cycle benzénique latéral (A) provient de
I’enchainement de 3 acétyl-COA (Merghem, 2009).
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IV. Propriétés biologique et intérét des polyphéenols
Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment grace a leurs propriétés et
ces effets bénéfiques sur la santé des étres humains ou chez les végétaux.

IV.1.Chez les végétaux
Les composés phénoliques sont des pigments responsables des teintes automnales desfeuilles

et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge) (Edeas, 2007).

IIs jouent un role important dans ’interaction de la plante avec son environnement, en
particulier contre les radiation UV, le stress oxydatif, les attaques microbiennes (Moheb et
al.,2011). lls sont impliqués aussi dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou la maturation des fruits
(Biozot &Charpentier, 2006).

IV.2. Chez I’étre humain

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de nombreuses
pathologies, telles que le cancer, ’ischémie cardiaque, 1’athérosclérose et 1’hypertension Cela
peut-étre expliqué par le fait que ces composeés ont la capacité de modifier de nombreux

facteurs impliqués dans la genése de ces maladies (Martin & Andriantsitohaina,2002).

Ces composés montrent des activités anticancéreuses, antivirales, antibactériennes,(Babar et
al., 2007), Antiallergique, antiathérogéne, antioxydant, anti-inflammatoire, antithrombotiques,

cardioprotecteur et les effets vasodilatateurs (Falleh et al., 2008).

Leurs propriétés sont liées au fait qu’ils peuvent moduler I’activité de nombreuses protéines
intracellulaires (les protéines kinases, les phospholipases, 1’adénylate cyclase, les atpases, les
cyclo-oxygénases (COx), les NOS ou le cytochrome Pgso) et agir sur différents types
cellulaires (Martin & Andriantsitohaina, 2002).

IV.2.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,
chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygéne dans des systémes fermés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de

transformation sont
Considérés comme éliminateurs des radicaux libres (Chew et al., 2009).

IV.2.1.1. Piégeage des radicaux libres
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Les composes phénoliques ont des propriétes antioxydantes en raison de leur capacité a piéger
les radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygéne, le processus est radicalaire(Sékmen
et al., 2012). lIs interféerent avec l'oxydation des lipides et dautres molécules par la donation
rapide d'un atome d'hydrogene aux radicaux libres selon un mécanisme proposé des 1976 par
Sherwin : I’antioxydant céde formellement un radical hydrogéne, qui peut étre un transfert
d’¢électrons suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical
intermédiaire. 1l est stabilisé par ses structures mésomeres conjuguées (Sékmen et al.,2012).

Figure 18

S ]

Figurel8 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

Les radicaux intermédiaires phénoxy (POe) sont relativement stables en raison de la résonance
et donc une nouvelle réaction en chaine n'est pas facile a initié (Dai & Mumper,2010). Par

ailleurs, ils peuvent agirent avec d'autres radicaux libres selon la réaction:

PO '+R' > POR

Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage des

radicaux libres, parce qu’ils possédent:

- Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome
D'hydrogéne ou un électron au radical libre.

- Un systéme aromatique stabilisé par la résonnance (Dai & Mumper, 2010).

Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs desradicaux
libres (Fraga, 2007). A cause la présence de 3°,4’-dihydroxy et la présence du groupe o-
dihydroxy (structure des catéchol) sur le noyau aromatique B; ils possedent la propriété de

donneur d’¢lectrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également bénefique pour
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I'activité antioxydante des flavonoides. La présence de la double liaison C,-C3 conjuguée
avecle groupe 4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui

amélioreencore 1’activité antiradicalaire (Amic et al., 2003). Figure 19

Figure 19: Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage des

radicaux libres élevée (Amic et al., 2003)

1VV.2.1.2. Chélation des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus biochimiques et
physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d'action n'est pas
bien contr6lé ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation lipidique, un stress
oxydatif, ou une blessure des tissus, & titre d'exemple Cu®* est un stimulateur de la
peroxydation des LDL. (Tiwari, 2001).

Les Composés phénoliques avec catécholate et groupes gallate peut inhiber le métalinduit la
formation du radical oxygéne soit par coordination avec le Fe?" et le renforcement de I'auto-
oxydation de Fe?* soit par la formation de complexe inactif avec le Cu**, Fe** ou le Cu*

relativement avec faible interaction (Yoshino et al., 1998 ; Perron & Brumaghin, 2009).

tHﬁ)z + Cu’ ou Fe’ ———3 Cu’ or Fe'" + "OH + H,0,
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La chélation des ions métalliques par les flavonoides nécessite trois sites principaux :

- Noyau catéchol sur le cycle B

- Les groupe 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C

- Le groupe 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycle A et C (Heim et al., 2002 ; Pietta,2000).

A titre d'exemple ; la quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres nécessaires pour

avoir une activité antiradicalaire efficace et importante (Middleton et al.,2000).

IV.2.1.3. Inhibition enzymatique

En raison de la présence de multiples fonctionnalités phénol, ils interagissent avec les
protéines si fortement, que la précipitation des complexes protéines-polyphénols se produit
fréquemment, ce qui est la base de leur utilisation dans le processus de tannage du
cuir(Handique & Baruah, 2002). Les phénoménes d’interaction polyphénols-protéines ont
été largement étudiés in vitro, particulierement dans le cas des flavonoides (Rolo-Naranjo et
al.,2009). Afin de préciser le mécanisme d’action de 1’activité inhibitrice des flavonoides, des
¢tudes ont été réalisées sur ’effet de la quercétine sur I’oxydation de ’acide linoléique par
une lipoxygénase. Ces auteurs ont constaté que le mécanisme d’inhibition des lipoxygénases
par la quercétine ne serait pas dii & une complexation ou & une oxydation du Fe®", mais plutot
a une inhibition irréversible résultant de liaisons covalentes entre 1’enzyme et les dérivés

oxydés de la quercétine (quinone ou radical phénoxy) (Chebil, 2006).

IV.2.2. Activité anti bactérienne

Les polyphénols sont doués d’activité antibactériennes importantes et diverses, probablement
dd a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les
groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a
la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont
oxydés plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert, 1991). Les flavane-3-ols, les
flavonols et les tanins ont regu plus d’attention du a leur large spectre et forte activité

antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols. (Daglia, 2011).

Ces composés jouent un rdle inhibiteur, ils n’agissent pas sur la paroi bactérienne mais plutot
sur un mécanisme interne. Ces composés sont supposeés agir sur I’ADN, I’ARN et la synthese

protéique (Ulanowska et al., 2008). Ils possédent une capacité de supprimer un nombre de
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facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la formation de biofilms, la
réduction de 1’adhésion aux ligands de I’hdte et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi

qu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques (Daglia, 2011).

IV.2.3. Activité anti inflammatoire

De nombreuses études indiquer que les polyphénols notamment les flavonoides possedent des
propriétés anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du
systeme immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables
des inflammations, ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant l'inflammation
athérosclérosique en inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires(Gonzalez-Gallego
et al., 2007) . D'autres flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine (Kim et al., 2004). Les
flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol,
myrecétine ont une activité inhibitrice de la cyclooxygénase COX (Tapas et al.,2008).

IV.2.4. Activité anti tumorale

Le développement d’un cancer est un processus lent, constitué de plusieurs phases (initiation,
promotion, progression et invasion) dans lesquelles les radicaux libres oxygénés et des
composés carcinogenes jouent un réle primordial : ils modifient la structure et 1’expression de
certains genes dont le role est de controler le fonctionnement normal de la cellule
(Suschetetet al., 1996; Alberts et al., 1999). Par leur action antioxydante puissante, les

polyphénols pourraient donc produire leur effet anti-cancer.

Les stilbénes notamment le resvératrol possede agit sur la carcinogénése en présentant des
actions au niveau des trois stades de ce processus : la phase d’initiation, la phase de promotion
et la phase de progression. De plus, il supprime les phases finales de la carcinogenese telles
que I’angiogeneése et les métastases (Delmas et al., 2006). Le resvératrol joue un double réle
car il peut prévenir de la formation de cancers mais permet aussi de lutter contre un cancer
déja déclaré (Kundu & Surh, 2008). A faible dose, le resvératrol a la propriété de

potentialiser I’effet des chimiothérapies traditionnelles (Delmas et al., 2006).

IV.2.5. Activité anti cardiovasculaire

Diverses études épidémiologiques ont montré qu’il existe une corrélation inverse entre la
consommation d’aliments riches en polyphénols et le risque de developpement des maladies
cardiovasculaires (Visioli et al., 2000 ; Arts & Hollman, 2005). Au niveau des artéeres, ces
molécules préviennent 1’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) (Yamanaka,
1996)
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Evitant ainsi 1’athérosclérose (épaississement des artéres qui contribue a réduire le flux
sanguins et peut conduire a 1’asphyxie des tissus irrigués). Les polyphénols inhibent aussi
I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose, qui induit I’occlusion
des artéres. Ainsi en prévenant 1’arthérosclérose et les risques de thrombose, cesS COMPOSEs

limitent les risques d’infarctus du myocarde (Rein et al., 2000).

D’apreés de récentes données probantes, certains polyphénols sous forme purifiée, y compris le
resvératrol, et la naringénine, ont des effets bénéfiques sur la dyslipidémie chez les modéles
humains ou animaux. Un traitement a la naringénine atténuait 1’athérosclérose en corrigeant la
dyslipidémie (Mulvihill & Huff, 2000).

IV.2.6. Activité anti diabétique

Des travaux multiples ont démontré les bienfaits des polyphénols sur les troubles et les
complications métaboliques induites par le diabéte. Les produits riches en polyphénols
peuvent moduler le métabolisme des glucides et des lipides, atténuer I’hyperglycémie, la
dyslipidémie et la résistance a I’insuline, améliorer le métabolisme du tissu adipeux, et

atténuer le stress oxydatif

Et les voies de signalisation sensibles au stress et les processus inflammatoires (Bahadoran et
al., 2013). Les effets antidiabétogenes et cytoprotecteurs des extraits de flavonoides
notamment la quercétinese traduit par un effet significativement positif sur I’insulinosécrétion
des cellules B et la glycémie. Cet effet est d0 au pouvoir antioxydant et cytoprotecteur des
composés phénoliqueset a la réduction de la production du MDA en empéchant donc la
lipoperoxydation et lanormalisation du niveau cytosolique des systémes antioxydants (SOD,
CAT et GSH) (Kebiécheet al., 2011). Les composées polyphénoliques peuvent également
prévenir la santé avec d’autres activités : activité sur les maladies neurodégénératives, activité

insecticide, activité anti virale, anti parasitaires. . .etc.
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Chapitre | :

Materiels et méthodes

I. Matériels et méthodes de travail

I.1. Description botanique de Calligonum comosum L Her:

Arbuste de 1 a 2 m, tiges a branches trés rameuses intriquées et flexibles, de couleur blanches.

Feuilles étroites et allongées de couleur vert vif. Fleur petits blanches. Fruits couvert de longs

poils. Pendant les fortes secheresses, il y a une chute totale des feuilles, et la plante garde sa

forme générale, grace a ses rameaux figure (20). (Chehma, 2006)

Figure20: Calligonum comosum L’Her. (Quezel et Santa, 1963)

1.1.2. Classification de la plante :

Regne Plantea

Classe Angiospermes

Ordre Caryophyllales

Famille Polygonaceae

Genre Calligonum

Espéce Calligonum Comosum I'her
Nom vernaculaire Arta
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I.1. 3. Caractéristiques générales de Calligonum comosum L Her

Cette espece se caractérise par sa taille, son feuillage persistant arbuste atteignant jusqu'a 3
meétres de long, mais se trouve généralement dans les buissons de 1 a 2 metres haute. La tige
est ligneuse, dur et blanc & blanc griséatre avec noeuds enflés et longs entre-noeuds. La plante
est considéré comme apophile car il semble sans feuilles manque d'un tronc principal mais a
rigide branches blanches basales lignifiées, mais les jeunes branches supérieures sont vertes et
minces avec treés petites feuilles caduques. Les branches vertes et raides produisent une
abondance de fleurs dans les premiers mois de printemps (mars et avril). Les pedicelles des
fleurs sont aussi longs ou plus longs que le périanthe. Les petites fleurs au parfum blanc-
argenté sont suivies par le poilu fruits qui sont vert jaunatre, jaune ou méme des nuances de
rouge . Les fruits couverts par poils longs issus de quatre crétes étroites en forme d'ailes
verticales. La plante a une longue racine pivotante qui permet a la plante de collecter le sable

et qui est utilisée comme stabilisant des dunes de sable. ( Taial et al.2011)

1.1. 4. Habitat:

On trouve le dans les maquis du désert et n'importe quelle zone climatique. 1l habite une
grande partie du désert d’Afrique du Nord, les sables du désert Moyen-Orient, le Pakistan
ainsi que les dunes de sable en Arabie centrale et orientale .( Taial et al ,2011)

- Dans toutes les régions sahariennes (Hellis, 2007)
- Dans lits d'Oued, Reg et les alluvions (Chehma, 2006)
- Se rencontre, en pieds isolés ou en petits groupes (Chehma, 2006)

1.1. 5.Cueillette:
La fin de printemps (Hellis, 2007)

1.1. 6. Partie utilisée :

Toute la plante surtout partie aérienne (Hellis, 2007)

1.1.7. Utilisation:
- Utilisée pour stimulée les enzymes d'estomac (Saad, 1946)

- Elle est employée les feuilles sont utilisées contre les piqures de scorpions. Sesracines sont

utilisees comme vermifuge (Chehma, 2006)

- A EL oued, elle trés appréciée par les dromadaires et les chevres.....etc
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Dans cette étude, on utilise les feuilles du Calligonum comosum [ ’her, récoltées dans quatre
régions différentes, Taghzout, Guemar, Hassani Abdel Kerim et El oued , situées dans la
région d' Oued Souf,

e Région de Taghzout - boubydha: située entre la longitude 95,50 '77 ° 6 a I'est de la
ligne Greenwich et la latitude 31,53'46 ° 33 au nord de I'équateur, dans la région de la
municipalité de Taghzout, dans la région de Boubyada, une zone agricole.

o Reégion de Guemar-Miha Salah: située dans la longitude E 70,3383 ° 6 a l'est de la
ligne de Greenwich et la latitude N 35,15'51 ° 33 au nord de I'équateur et située dans

la région de la municipalité de Miha Salahde Guemar, une zone agricole.

e Région de Hassani - Abdel Kerim Dokar: située a l'intérieur de la ligne E06.92 '89 °
6 a l'est de la ligne Greenwich et a 33,35 '49 ° 33 de latitude nord au nord de
I'équateur, dans la région de la municipalité d'Al-dokar, Hassani Abdul Karim, zone
d'agriculture pastorale.

e El oued - Al chatte : Il est situé entre la ligne de longitude 21,93 '85 ° 6 a l'est de la
ligne Greenwich et la latitude 49,41 '39 ° 33 de latitude nord de I'équateur, dans la
région d'Al-Shat, municipalité d'El oued.

Les parties de la plante ont été récoltées pendant la phase de floraison le 29/04/2017.

Les tiges saines ont été sélectionnées pour leur maturité, elles ont été lavées a 1’eau froide
jusqu’a ce que la poussiére soit éliminée, ainsi que du plancton et des parties grossiéres, puis
divisées en petites parties pour faciliter le processus de séchage. Et ensuite, réparties sur un
tissu blanc sous la forme d'une fine couche pour faciliter le retournement deux fois par jour et
il faut veiller a ne pas exposer la plante au soleil pour terminer le processus de séchage en

s'assurant que la plante est sans eau.

Apres séchage, la matiére séche est broyée par la rectifieuse électrique pour obtenir la poudre

de plante. La poudre est conservée dans des flacons en verre scellés.

1.2. Préparation des échantillons de plantes
L'absence d'odeur aromatique indique I'absence de la plante a partir d'huiles volatiles et sa
richesse et sa diversité en composés phénoliques, nous avons utilisé dans cette étude en

utilisant du méthanol pour I'extraction en utilisant deux méthodes:
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« Extraction de macération:

Faites tremper 50 g de matiere seche dans 500 ml de solvant (Méthanol). Laissez le mélange a
24 ° C. Le mélange est filtré et transféré sur rota-vapeur rotatif a 55 ° C pour éliminer le

solvant et obtenir I'extrait sec.

Il. METHODES

I1.1. Screening phytochimique et caractérisation spectroscopique des métabolites
secondaires

I1.1. 1. Mise en évidence des flavonoides

On met 10 g de la poudre avec 60 ml d’éthanole dans une fiole. Le mélange est porté a
ébullition pendant 1 heure. On filtre et on laisse refroidir (Mbodj,2003).

e Reéaction de cyanidine
En solution alcoolique, en présence d’hydrogéne naissant, produit In situ paraction de
chlorhydrique sur du magnesium, les flavonoides donnent des coloration variées allons du
rouge-oranger au violet. On introduit dans un tube 2 ml de I’extrait.On ajoute 2 ml d’alcool
chlorhydrique (alcool a 96°= 2 volume ; eau = 2 volume ; HCL concentré =1

volume).Coloration orange, puis violette, donc la réaction est positive (Mbodj, 2003).

I1.1. 2. Mise en évidence des tanins
On met 10 g de la poudre avec 60 ml d’éthanole dans une fiole. Le mélange est porté a
ébullition pendant 1 heure . On filtre et on laisse refroidir (Mbodj,2003).

On filtre et on compléte le filtrat a 100 ml avec de I’eau distillée .On introduit 5 ml d’infusé a
5 % dans un tube & essais, puis on ajoute 1 ml d’une solution aqueuse de Fe Clz a 1 %. En
présence de tanin, il se développe une coloration verdatre (Tanins Cathéchique ) ou bleu noir
(Tanins Gallique ) (Edeogal et al., 2005).

I1.1. 3. Mise en évidence des saponosides

On porte a ébullition 100 ml d’eau distillée dans un erlenmeyer de 250 ml puison ajoute 1 g
de la poudre ensuite on maintient une ébullition pendant 15 mn. Apres filtration, on ajuste le
filtrat 2 100 ml. On remplit 1ml du décocté a 1 % préparé dans un tube a essais et on ajuste le
volume a 10 ml avec de 1’eau distillée. Ensuite, on agite le tube. Pour confirmer la présence

des saponosides, il faut qu’une mousse
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Apparait apres avoir laissé au repos pendant 15 minute le tube a essai et la teneur en
saponosides est évaluée par positif lorsque la hauteur de la mousse persistante, supérieure a 1
cm (Karumi et al.,2004).

I11.1. 4 . Mise en évidence des alcaloides

e Macération

On met 10 g de la poudre végétale dans un erlenmeyer de 250 ml+ 50 ml deh,so, dilué au
1/10 (50 ml). On laisse macérer pendant 24 heures a la température du laboratoire. On filtre
sur papier lavé a I’eau distillée de maniére a obtenir environ50 ml de filtrat (Dohou et al.,
2003).

e Réactions de caractérisation

1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de mayer s'il apparait un précipité c'est qu'on esten
présence d'alcaloides (Précipité blanc-jaunatre).1 ml de filtrat + 5 gouttes de réactif de wagner
(2 g de Kl et 1,279 d'I2 solubilisés dans 100 ml d'eau distillée) s’il apparait un précipité brun

c’est qu’on est en présence d’alcaloides filtrat (Dohou et al., 2003).

11.1. 5. Mise en évidence des glycosides

5 g de plante, mise en poudre, on y ajoute 50 ml d’une solution de 1’acide tartrique 2% dans
I’éthanol, on chauffe a reflux durant 2 h, aprés filtration et lavage par 1’éthanol, on met le
filtrat dans I’eau chaude. Dans un tube a essai, on ajoute a 2ml du filtrat 2 gouttes de la
liqueur de Fehling, on chauffe, la réaction de la liqueur de fehling montre la présence des
glycosides (Chaouch, 2001).

11.1. 6 .Mise en évidence des stérols et triterpénes

5 g de plante, mise en poudre, a été mis dans 20 ml de chloroforme. Apresfiltration la solution
obtenue est repartie entre deux tubes a essais (I’un servira deréférence).On ajoute d’abord
anhydride d’acétate ; ensuite nous avons ajoutél ml d’h,so, au fond du tube sans agiter. La
formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et d’une
coloration violette de la couche surnageant révélent la présence des stérols et des triterpénes.
C’est la réaction deliebermann-Buchard (Benzahi, 2001 ; Chaouch, 2001).
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11.2. Méthodes de caractérisation quantitative des polyphénols
La caractérisation quantitative des différentes phases de la plantes a été réalisée de la maniére

suivante :

11.2.1. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a été
décrit par Singleton et Rossi ;1965. Son utilisation s’est largement répandue pour caractériser

les extraits vegétaux d’origines plus diverses.

11.2.1.1.Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3Pmo1,040). Il est réduit
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleu de tungstene et demolybdene
(Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I’absorption maximum a environ760-765 nm
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux(Boizot et
Charpentier, 2006).

11.2.1.2.Méthode de dosage

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole

appliqué en 2006 par Wong et ses collaborateurs.125 pl d’extrait végétal dilué dans le
méthanol est mélangé avec 500 ul d’eau distilléset 125 ul de réactif de Folin-Ciocalteu
(FCR). Aprés 5 minutes, 1250 pl de 2% decarbonate desodium (Na,COj3) et 1000 ul d’eau
distillée sont ajoutés. Apres une incubation du mélangeréactionnel pendant 90 minutes a
température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est mesuréea 760 nm.La courbe
d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique a différentes concentrations(0-500 pg/ml), dans
les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsiexprimés en mg
d’équivalent d’acide gallique par 1g poids sec de I’extrait (mg EAG/1g EXS).Toutes les

mesures sont répétées 3 fois.

11.2.2. Dosage des Tanins condenses :

11.2.2.1. Principe :

Le dosage des tanins condensés dans les extraits de Calligonum comosum L Her est effectué
selon la methode de Schofield et al., (2001). 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 la lumiere a 500 nm. A 400 pl de chaque

échantillon ou standard, on ajoute 3 ml d’une solution de vanilline (4% dans le méthanol), et
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1,5 ml d’acide hydrochlorique concentré. Le mélange est incubé durant 15 min et
I’absorbance est lue a 500 nm. Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir
des gammes d’étalonnage établies avec la catéchine (0-0,5 mg/ml), et sont exprimées en

milligramme d’équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg ECT/g Ext).

11.2.3.Flavonoides

11.2.3.1.principe :

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe en présence de chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ces complexes peuvent étre utilisés pour la réalisation de spectres
d’absorption de nombreux composés phénoliques des végétaux, dont la structure est

Odihydroxyphénols, hydroxy-3 et hydroxy-5 chromones (Djeridane et al ., 2006).

11.1.3.2. Mode opératoire :

La teneur en flavonoides déterminée selon la méthode décrite par Ordonez et al. (2006) ; 0.5
ml d’extrait est mélangé avec 0.5 ml de chlorure d’aluminium (AICl; 2%). Apres dix minutes
d’incubation, I’absorbance est mesurée a 420 nm. La quantification des flavonoides se fait en
fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoide standard : Quercétine. La
teneur en flavonoide est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de

matiére seche (mg EQ/g MS).

11.3. Méthodes de dosage des activités antioxydantes in vitro

11.3.1.Le test de piégeage du radical DPPH

11.3.1.1. Principe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical)
en acceptant un atome d’hydrogéne (Brand-William et al., 1995). On peut résumer la

réaction sous la forme de 1’équation :
DPPH*+ (AH) n DPPH-H+ (A*) n

11.3.1.2. Mode opératoire :
L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée par la méthode décrite par Brand-
William et al (1995). Pour chaque extrait, Un volume de 1 ml de la solution de DPPH

(0.1mm) est mélangé avec 0.5 ml d’extrait ou des antioxydants standards (acide ascorbique).
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Aprés 15 minutes d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est lue a

515 nm. Le pourcentage de I’activité anti-radicalaire est calculé selon 1’équation suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [(Ac — At)/ Ac] x100
Ac : Absorbance du controle.

At : Absorbance d’extrait ou standard.

La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations qui
correspondent a 50 % d’inhibition (ICsp) ; la valeur d’ICsy la plus faible correspond a
I’efficacité de 1’extrait la plus élevée. La valeur de I’icso est exprimée en ug/ml (3 répétitions

pour chaque concentration).

11.3.2. Dosage de la capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate »

Le test du PPM (phosphomolybdate) est une variante du test au DPPH. Au cours de ce test,
I’hydrogeéne et 1’électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du ph du milieu et de la

structure du composé antioxydant.

11.3.2.1. Principe

Le test est basé sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions
molybdate moo42- & molybdene Mo (V) moo2+ en présence de I’extrait ou d’un agent
antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre
(phosphate/ Mo (V) a un ph acide (Prieto et al., 1999). On mesure 1’augmentation de la
coloration du complexe molybdene (VI) en présence d’antioxydant. A la différence des autres
tests, ce test permet non seulement de quantifier I’apport de I’activité antioxydante des

polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les vitamines (C, E...).

11.3.2.2. Méthode de dosage

La méthode consiste a introduire dans un tube 200 pl de chaque extrait a différente
concentrations mélangés a 2000ul d’un réactif composé de H2SO4 (0,6 M), de Naz2POs (28
mm) et du molybdate d’ammonium (4 mm). Le tube est ensuite bien fermé puis incubé a
95°C pendant 90 minutes. Apres les avoir refroidis, 1’absorbance est mesurée a 695 nm. Le
témoin est constitué¢ de 200 pl de méthanol mélangé avec 2000 pl du réactif mentionné ci-

dessus.
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Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les résultats obtenus
sont exprimés en mg €quivalent acide ascorbique par gramme de matiére séche de I’extrait

(mg EAA/g Ext).

11.4.Test hémolyse

11.4.1. Méthode de dosage

Selon Abirami et al 2014;Le sang est récupere sur anticoagulant EDTA ensuit le tube est
centrifugé a 3000 tr/mn pendant 10 min. 1ml du culot ajoute a 1ml de H,O puits il est
centrifugé a 3000 tr/mn pendant 10 min 2 fois. 40ul de surnagent ajoute a 2ml d'extrait, et
laisser le mélange 05 min en 37° C apres ajouter 40pl de solution peroxyde d'hydrogéne H,0,
(30 mmol), 40pl de solution fecls (80 mmol), 20ul solution acide ascorbique (50mmol ), le
mélange place dans I'étuve a température 37°C, aprés incubation 60 min le mélange est
centrifugé a 700 tr/mn pendant 10 min. La longueur d'onde du spectrophotometre est fixe a

540 nm cette opératoire répéte avec déférente concentration d’extrait

Les résultats du test d'hémolyse sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la lyse

des globules rouge. La pouvoir d'inhibition a été calculé a partir la relation suivante :

% Hémolyse = [ AbS controte / ADS ¢chantition ]* 100

ADS controle - Absorbance de milieu réactionnelle en absence de I'extrait.

ADS ¢chantillon: Absorbance de milieu réactionnelle en présence de l'extrait .

% Hémolyse = [Abs controle /ADS échantillon] x 100

I11. Analyse par spectroscopie IR

La Spectroscopie Infra Rouge est basée sur I'absorption d'un rayonnement infrarouge par le
matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons
chimiques, d'effectuer l'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau
(Wojtkowiak et al 1977 ).

I11.1. Principe
Lorsque la longueur d'onde (l'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniére va absorber le rayonnement et on

enregistre une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge entre
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4000 cm-1 et 400 cm-1 (2.5 - 25 um) correspond au domaine d'énergie de vibration des

molécules.

111.2. Mode opératoire

On analyses nos extrait en concentration 1mg/ml , l'intervalle de nombre d'onde utiliser est (
650-4000 cm-1)
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|. Résultats

I. Résultats de I’étude phytochimique

I.1. Test phytochimique

Les tests préliminaires de la composition phytochimique consistent & détecter les différentes
familles de composés existantes dans la poudre du Calligonum comosum L ’Her .par des
réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés. Les

résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau suivant: Tableau2

Tableau2 : Screening phytochimique de la plante Calligonum comosum L 'Her.

Métabolite secondaire Résultats

Les Flavonoides +++

Les Tanins Gallique -

Les Tanins Cathéchique +++

Les Anthocynes +

Les alcaloides -

Triterpénes Et Les Stérols ++
Les Saponosides +++
(+) : présence ; () : absence

Le screening phytochimique montre que I’espéce Calligonum comosum L Her. Est tres riche
par plusieurs classes de métabolites secondaires notamment les flavonoides, les
tanins,Saponosides et Les Anthocynes , glycosides, stérols et triterpenes est signalée chez la

plante.Une absence marquée des alcaloides
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La présence des flavonoides, des tanins et des saponosides confére a cette plante despropriéetés
biologiques trés importantes et pourrait expliquer leur utilisation traditionnelle pour soigner

de nombreuses maladies :

- Des flavonoides :peuvent assurer la protection des plantes contre le rayonnement UV
(Dahou et al., 2004; Radu et al.,2006; Rijke et al., 2006), certaines flavonoides jouent le
réle de phytoalexines (Hopkings, 2003; Stobiecki et al., 2006 ). C’est par la couleur de fleurs
que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes pollinisateurs (Croteau et al., 2000).
De nos jours plusieurs activités sont attribuées aux flavonoides dans le domaine
thérapeutiques, dont on peut trouver des activités antioxydantes, anti-inflammatoires,

antiallergiques, et anticancéreuses (Aleman, 2000; Calabro et al., 2004).

- Des tanins : sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits aucours de
la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui apour
conséquence de stopper la réaction en chaine de I’ auto oxydation des lipides. Cestanins
permettent aussi de stopper les hémorragies (Iserin, 2001). Les applications desdrogues a
tanins sont assez restreintes et découlent de leur affinité pour lesmolécules protéiques. Par
voie externe, elles imperméabilisent les couches les plusexternes de la peau et des muqueuses,
protégeant ainsi les couches sous-jacentes ;elles ont aussi un effet vasoconstricteur sur les

petits vaisseaux superficiels. Par voie interne, ils exercent un effet antidiarrhéique certain.
Quelle que soit la voied’ administration, I’ effet est antiseptique - antibactérien et

antifongique (Bruneton,2009)

- Des saponosides : La présence des saponosides confere aux plantes des
propriétésanalgésiques, anti-inflammatoires et anti-oedémateuse (Roux et al., 2007). In vivo,
lessaponosides assurent la défense du végétal contre |’ attaque microbienne ou
fongique.Quasiment dépourvus d’ activité antibactérienne, les saponosides sont parfois

actifs, Invitro, sur des virus (Bruneton, 2009).

Le travail de Chouikh, Mekki et Adjal, (2015) sur la méme espéce étudiée en sahara
algerien confirme les familles chimiques détectées dans notre étude. Par ailleurs, Une analyse
faite par Beddou, (2015) sur les extraits méthanoliques de I’ espéce Rumex vesicarius L de la
famille des polygonacées affirme la présence des mémes groupes chimiques détectésdans la

présente étude, al’ exception des alcaloides et glucides .
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1.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu pour chaque extrait a
partir d’une gamme étalon établie avec différentes concentrations d’acide gallique (I’équation
standard de courbe y = 14.794x + 0.0123; R2 = 0.9841) Figure 20. Les résultats obtenus sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g de I’extrait sec (mg EAG/1g EXS). En plus
de sa sensibilité, cette méthode de dosage représente une productibilité puisque 1’absorbance
et étroitement corrélée a la concentration de 1’acide gallique utilisé dans la gamme étalon

R2=0.9841. Figure21
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Figure 20: Droite d’étalonnage de 1’ Acide Gallique ((Moyenne £ SD de trois essais)

La (figure 21) montre que I’extrait de région F4 (Eloued-Al chatte) posséde la plus haute
teneur en polyphénols (0.07654+0.0lmg EAG/g EXS), suivi par ’extrait de région
F1(Taghzout - Boubydha) (0.0668 +0.001 mg EAG/g EXS) suivi par I’extrait de région F2
Guemar-miha Salah(0.05394+0.003 mg EAG/g EXS) et enfin I’extrait de région F3 Hassani -
Abdel Karim dokar (0.05+8.4984E-18 mg EAG/g EXS).
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Figure21 : Teneurs en polyphénols totaux dans I’extrait de quatre régions équivalent d’acide
gallique.

F1: (Taghzout - Boubydha) ; F2 : Guemar-miha Salah ; F3 : Hassani - Abdel Karim dokar

F4 : (Eloued-Al chatte) .

D’aprés les résultats, on peut constater que tous les extraits de la plante étudiés, sontriches en

polyphénols mais avec des quantités différentes.

Les teneurs des polyphénols totaux déterminées ne sont pas des mesures absolues des

quantités des phénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice

Relative a une capacité réductrice équivalente a 1’acide gallique (EAG). Les valeurs obtenus
par la méthode colorimétrique fournie des informations directes sur la quantité des groupes
phénolique antioxydant de D’extrait qui dépend essentiellement du nombre des groupes

hydroxyles de ce derniers (Balasunderam et al., 2006).

Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous I’influence de divers facteurs
parmi lesquels la variété, le climat, la localisation géographique (Ryan et al., 1999 ;
Benlarbi, 2004), les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la
plante (Park et Cha, 2003) la température et le solvant d’extraction (Sousa et al., 2006 ;
Conde et al., 2009)
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1.3. Dosage des tanins condensés

La quantification des tanins a été effectuée par une méthode adaptée par Schofield et al.
(2001). Le dosage des tanins condensés dans les extraits de Calligonum comosum L Her est
effectué selon la méthode de Schofield et al., (2001).. 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 la lumiere a 500 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant la catéchine. Les résultats sont exprimés en

milligramme (mg) équivalent de la catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g Ext).

Les taux de tanin des quatre extrait ont été obtenu a partir de la courbe d'étalonnage qui suite
équation de type y =1.9033 x-0.0018 (Figure22).

1,2
o 1 y = 1,8033x - 0,0018 .
7 R?=0,9969 .-
- 0,8 e
o
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.
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Figure22: Droite d’étalonnage de la catéchine ((Moyenne £ SD de trois essais)
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Figure23: Teneurs En Tanins Condensés

D’apres la figure (23), les résultats obtenues lors de la quantité des tanins on peut constater
que les teneurs des ces composee dans des quatre Région sont quasiment équivalents :le plus
élevée est egale 1.08 mg EC/g) ont été détectées pour la région F2 Guemar-miha Salah puis
de (1.06 mg EC/g) pour la région F3 Hassani - Abdel Karim dokar, et en la région
F1(Taghzout - Boubydha) avec (1.04 mg EC/g). Tandis que la teneur la plus bas est remarqué
ala région F4 (Eloued-Al chatte) avec (0.34 mg EC/g).

Le taux des tanins dans une plante dépend de deux facteurs principaux : le stade de
développement végétatif et les conditions environnementales. Leur concentration varie
considérablement entre les différentes especes végétales et au sein de la méme espéce ou elle

dépend du degré de maturité, de 1’age des feuilles, des fleurs et de la saison (Skadhauge et
al., 1997).

1.4. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides déterminée par la méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorun et
al., 1996) au moyen des dosages spectrophotométriques, une courbe d’étalonnage (Fig.24) et
déterminés par 1’équation standard y = 14.794x + 0.0123; Rz = 0.9841 a été tracée, établie
avec la quercétine utilisant comme standard a différentes concentration. Des mesures de
densité pour chaque fraction réalisées a 430 nm. Les quantités des flavonoides
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correspondantes ont été rapportées en équivalent milligramme de quercétine par gramme
d’extrait (mg EQ /g d'Ext).
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Figure24: Droite d’étalonnage de la quercétine ((Moyenne = SD de trois essais)
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Figure25: Teneurs En Flavonoides
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L’histogramme illustré par la figure 25 montre que les teneurs en flavonoides varient
considérablement entre les extraits des différents sites étudiés. Ces résultats montrent que
I’extrait de région Hassani - Abdel Karim dokar possede la plus haute teneur en flavonoides
(0.011mg EQ /g d'Ext), suivi par 1’extrait de région (Taghzout - Boubydha) ( 0.006mg EQ /g
d'Ext) suivi par 1’extrait de région Guemar-miha Salah (0.0031 mg EQ /g d'Ext) et le méme
valeur pour I’extrait de région (Eloued-Al chatte).

Il faut cependant noter que la quantité des flavonoides obtenu dans la présente étude sont
nettement inférieur a ceux trouvés par qui reportent un taux en polyphénols totaux (0.341 +
0.002mg EQ /g ) , et flavonoides égale a (0.068 +0.002mg EQ /g ) . Bien gu'ils aient utilisé un
procédé extractif similaire de celui que nous avons utilisé. sur la méme espece. Mais le taux
de tanins condensés est supérieur ou presente les tanin condencé (0.436+ 0.003mg EQ /g ).
Gasmi et al (2019)

Par comparaison des résultats obtenus, nous constatons une différence dans le pourcentage
des composés dans la méme espece ou dans les espéces du méme genre qui peut étre di aux
facteurs abiotiques tel que le climat spécifiques aux régions de provenance des échantillons,

les facteurs géographiques comme I’altitude et la nature du sol (Brada, 2007).

Ces observations laissent penser que les quatre sites présenteraient des compositions
polyphénoliques différentes en quantité et, peut-étre aussi, en nature. Néanmoins, le dosage
des polyphénols totaux par le test Folin-Ciocalteu, implique que toutes les molécules
réductrices, comme les sucres réducteurs ou la vitamine C, sont dosées, ce qui par conséquent

rend ce dosage non sélectif vis-a-vis des polyphénols (Fukushima et al., 2009).

La quantité des composés phénoliques des extraits méthanoliques des plantes étudiées dépend
essentiellement : de leur origine (Ebrahimzadeh et al., 2008), la variété, la saison de récolte,
les conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique, les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante (Park et Cha, 2003) et la

durée de sa conservation (Ozguiven et Tansi, 1998).

I1. Méthode de dosage des activités antioxydantes in vitro
I1.1. Le test de piégeage du radical DPPH
La méthode du DPPH est indépendante de la polarité de substrat. Cette méthode est

Basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydant qui
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Donne un hydrogene ou un électron. La forme non radicalaire DPPH-H est formée. Les
graphes ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur en fonction
de la concentration de chaque extrait.

D’aprés les résultats représentés dans la (figure 26 et 27), il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour le

standards (I’acide ascorbique) ou pour les différents extraits de la plante.
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Figure26 : Courbe standard de I’acide ascorbique de test DPPH
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Figure27: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe des antioxydants de références et des
extraits testés

On a remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les extraits était inférieur

a celui du standard pour toutes les concentrations utilisées.

Pour une concentration de 0.33g/ml le standard pour d’acide ascorbique est révélé un
pourcentage d’inhibition de DPPH de 97.19 % * 0,002. Concernant les quatre extraits, pour
une concentration de 0.33g/ml , le pourcentage d’inhibition de DPPH est de 92.59 % + 0,015
pour le F1, 88.06% * 0,004 pour le F2, 89.19 % * 0,003 pour le F3 et 83.58 % * 0,006 pour
le F4 . Ces pourcentages correspondent a une inhibition totale du DPPH reflétée par la
décoloration compléte du DPPH du violet en jaune pale.

La capacité antioxydant des différents extraits a été déterminée a partir de I’l1Csp, c’est la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’icsq est basse,

plus I'activité antioxydante d'un composé est grande (Hebi et Eddouks, 2016).

Nous avons déterminés pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du
radical libore DPPH ou ICsp. A partir des équations des régressions linéaires des graphes. Les

valeurs sont représentées dans le tableau suivant Figure28 :
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Figure28: le pouvoir antioxydant (exprimé par 1Cso (en mg /ml)) des antioxydants de
références et des extraits testés

D’apres les résultats présentés dans le Figure, 1’icsg obtenu pour 1’acide ascorbique

(0.0054 +0.0003 mg /ml) utilisés comme des molécules de référence , est bien plus inférieur a
ceux des extraits et donc, une activité antioxydante trés élevé. L'extrait de région de Taghzout
- Boubydha présente un 1Csg (de 1’ordre de 0.01497 +0.002 mg /ml) et I'extrait de région d'
Eloued-Al chatte (0.01497 +0.002 mg /ml) largement inférieur a ceux des extraits de région
de Guemar-miha Salah (0.0685 +0.009mg /ml) et de région de Hassani - Abdel Karim dokar
(0.14385 £ 0.004mg/ml).

Il a été démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique,tocophérol,
flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité acéder
I’hydrogéne (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Les polyphénols contenus dans

nosextraits sont probablement responsables de 1’activité antioxydante.

A travers la recherche bibliographique, de trés grandes différences de points de vue sont
notées a propos de cette corrélation. Certains travaux ont montré une bonne corrélation entre
les ICsp et la teneur en polyphénols et en flavonoides, a 1’opposé d’autre études n’ont pas
établie cette corrélation (Athamena et al., 2010 ; Mariod et al., 2010). Par ailleurs, il est bien

établi que I’activité antioxydante est corrélée positivement avec la structure des polyphénols.

Geéneralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles présentent

I’activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due a leur pouvoir de donner plus
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d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de Pinedo et al., 2007), ce qui peut
expliquer en partie que I’activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la position et
de la nature des substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxylés,
glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et al., 2010). Ainsi, 1’effet antioxydant
n’est pas seulement dose-dépendant mais également structure-dépendant (Rodriguez-
Bernaldo et al.,2010).

11.2. Capacité antioxydant totale (CAT)

La capacité antioxydante totale des extraits étudie est exprimée en nombre d’équivalents
D’acide ascorbique a partir d’une courbe d’étalonnage (y = 2.927 x - 0,0411 ; R2 = 0,993)

(figure 29). Les résultats obtenus sont exprimés en (mg EAA/g EXS).
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
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Figure29: Droite d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour mesure la capacité antioxydante

D’apres les résultats obtenu dans la (figure30),I’estimation de la capacité antioxydante totale
des extraits a montré une variabilité entre les quatre régions . On remarque que dans la
concentration de 0.5 mg/ml, la région Hassani - Abdel Karim dokar a un pouvoir antioxydant
le plus élevé (0.203 + 0,002 mg EAA/g EXS) par rapport aux extraits de région Taghzout -
Boubydha , Guemar-miha Salah et Eloued-Al chatte (respectivement 0.163 + 0,003 mg
EAA/1g EXS, 0.156 + 0,002 mg EAA/1g EXS et 0.155 + 0,004 mg EAA/g EXS).Ce pouvoir

antioxydant observer dans les quatre extraits peut étre di essentiellement a la richesse des
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extraits en polyphénols particulierement les flavonoides, et aussi en fonction des structures
chimiques des molécules bioactives.
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Figure30: Histogramme comparatif de la capacité antioxydante totale des antioxydants de

références et des extraits testes
Pour les extraits de nos plantes, leurs comportements a céder le proton ou I’électron pour
exprimer les propriétés antioxydantes sont différents. Ce résultat a été corrobore par
Miliauskas et al (2004) qui ont montré qu’un antioxydant efficace dans un test n’est pas
forcément efficace dans un autre d’une part. D’autre part, les activités antioxydantes sont plus
variables dans les espéces de la plante (inter-espéce) que dans la méme espéeces (intra-espece)
(Ksouri et al., 2008).

11.3.Test hémolyse

Afin d'estimer l'activité antioxydante des extraits de plantes étudiés, on utilise le test hémolyse
en tant que ce test le plus simple et plus rapide pour ce but ; Ou les pourcentages d'hémolyse
ont été déterminées par la formule d'Abirami et al (2014)

A partir des figures (31- 32-33-34-35) qui montrées les pourcentages d'’hémolyse , on
remarque une relation inverse entre la concentration des extraits et I'nemolyse; ou la

concentration augmentel’'hémolyse diminue .
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Figure31: Courbe standard de I’acide ascorbique d'hémolyse
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Figure32: courbe d'hémolyse (%) en fonction des concentration d'extrait de plante de région
Taghzout (mg/ml)
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Figure33: courbe d'hémolyse (%) en fonction des concentration d'extrait de plante de région
Guemar (mg/ml)

51

- Hassani Abdelkrim

49 \
48

47 y=-7,057x+53,46
R?=0,995

46 $

Hémolyse (%)

45

44

43 ~
42 T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Concentration {mg/ml)

Figure34: courbe d'hémolyse (%) en fonction des concentration d'extrait de plante de région
Hassani Abdelkrim (mg/ml)
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Figure35: courbe d'hémolyse (%) en fonction des concentration d'extrait de plante de région
Eloued(mg/ml)

A partir les résultats de figure (36) on observe I'effet protecteur d'hémolyse trés proche dans
tous les extraits sauf la solution d'acide ascorbique qui présente un hémolyse le plus bas (
16.32%) puis I'extrait de la région Guemar-miha Salah (38.87%) , puis les extraits des région
Hassani Abdelkrim, EI oued respectivement (46.12%) et (46.95%) et enfin I'némolyse le plus
élevé est remarqué dans l'extrait de région Taghzout (49.13%)
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Figure36: Histogramme comparatif de taux d'hémolyse d'acide ascorbique et des quatre
extraits testés en concentration 1Img/ml
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Les globules rouges sont parmi les cellules les plus utilisées dans 1’évaluation de la toxicité a
cause de leur disponibilité, et la facilité de leur surveillance au cours de la lyse cellulaire grace
a la libération de I’hémoglobine, (Situ et al , 2000).

En outre, la présence d'une concentration trés élevée d'acides gras polyinsaturés, sur la
membrane et le role de transport d'oxygene joué par les molécules d’hémoglobine, rend les

érythrocytes une cible privilégiée des radicaux libres, (Situ et al, 2000).

L’interaction d’un composé cytotoxique avec la membrane des globules rouges provoque la

perte de leur intégrité ce qui conduit a leur lyse. (Tiwari et al., 2011).

Le peroxyde d’hydrogéne est une espeéce oxygéneée réactive tres utilisée dans les tests
d’évaluation de I’activité anti-hémolytique. Il provoque la dégradation de la membrane
cellulaire des hématies en libérant le contenu cytoplasmique et particulierement
I’hémoglobine. Le H,0O, stimule la production du radical hydroxyle en mobilisant le Fe,+
grace a la réaction de Fenton. (Kupier et al , 1989) . Notre résultats d'hémolyse ne dépasse
pas 50% en concentration 1 mg/ml, donc ils est indiquer I'effet protecteur des globules rouges
a partir leur capacité antioxydantes , Ceci est illustré par les résultats de test DPPH et CAT .

I11. Analyse par spectroscopie IR
L'analyse par spectroscopies IR servent a identifié des liaisons chimiques dans les molécules
organiques. lls permettent de déterminer ces fonctions chimiques. Les spectres d'ir suivant

présentent les liaisons on peut trouver dans nos extraits.
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Figure37: spectre d'IR d'extrait étudié dans la region de Taghzout en concentration 1mg/mi
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Figure38: spectre d'IR d'extrait étudié dans la région de Guemar en concentration 1mg/ml
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Figure39: spectre d'IR d'extrait étudié dans la région de Hassani Abdelkrim en concentration
1mg/ml
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On observe dans tous les spectres IR figure 37-38-39-40. les résultats sont similaires entre
les extrait de quatre région. On résume les résultats dans le tableau suivant Tableau3 :

Tableau3 : interprétation des spectres

Liaison Fonction ou famille Nombre d'ondecm L'intencité
O-H Hydroxyl 3200-3400 Forte
C-H Aldéhyde/cétone 3000 Forte
C-C Alcan 1000 Forte

Sur la base des données précédentes, il est possible que I'activité antioxydante, puissante
d'extraits polaires, soit due a la présence de substances ayant des groupes hydroxyles libres.
Dans ce contexte, les flavonoides possedent une structure idéale pour le balayage des radicaux
libres, car ils présentent un certain nombre de groupes hydroxyles agissant comme hydrogene-
donateurs (Usmani et al., 2013). A travers la recherche bibliographique il est bien établi que
I’activité antioxydante estcorrélée positivement avec la structure des polyphénols.
Généralement, les polyphénols avecun nombre élevé de groupements hydroxyles présentent
I’activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due a leur pouvoir de donner plus
d’atomes pour stabiliser les radicauxlibres (Torres De Pinedo et al., 2007). De nombreuses

études ont établi des relations entre la structure des polyphénols et leur capacité a piéger les
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radicaux libres (Pietta. 2000 ;Goupy et al 2003) .Les polyphénols possédent une affinité pour
une grande variété de protéines (Havsteen. 2002 ;Dangles et al . 2008,), via des interactions
de van der Waals (cycles aromatiques) et des liaisons hydrogénes (groupements OH

phénoliques) ( Zuo et al 2002).
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Notre travaille vise a faire une étude phytochimique et I'étude de l'activité antioxydant de
Colligonum comosum 1I’Her. Qui pousse dans la région d’El-oued (Est Sud d’Alger) ; a partir
de screening chimique et la comparaison entre 1’extraits dans quatre région différents

Taghzout - Boubydha , Guemar-miha Salah, Hassani - Abdel Karim dokar, Eloued-Al chatte.

Les plantes de Colligonum comosum L Her. Ont été soumises a une méthode d’extraction

descomposés phénoliques, par macération.

Le screening chimique a mis en évidence la présence: Les Flavonoides, Les Anthocyanes,
Les Tanins Catechique, Les Composées Réductrices, Les Saponasides, Les Sterols, Les
Triterpenes, et I’absence des Tanins Galliques et Les Alcaloides. La teneur en composés
phénoliques des plantes estimées par la méthode de Folin-Ciocalteu est comprise entre
0.07654+0.01 et 0.05+£8.498 mg EAG/g d'extrait. Le dosage des flavonoides par la méthode
d’alcl3 a révélé que I’extrait de région F3 Hassani - Abdel Karim dokar possede la plus haute
teneur en flavonoides (0.011mg EQ /g d'Ext) .

L’estimation de la quantité de tanins condensés montre que 1’extrait le plus €élevée est égale
(1.08 mg EC/g ) ont été détectées pour la région F2 Guemar-miha Salah A I’issue de les
résultats de la caractérisation quantitative, la calligonum comosum L’Her a travers ces
constituants en polyphénols, flavonoides et en tannins, constitue une source prometteuse en
composés bioactives bénéfiques a la santé humaine.

Les tests utilisées pour ’estimation de ’activité antioxydant sont: CAT et DPPH et test
hémolyse ; 1l ressort que tous les extraits bruts et les fractions montrent des activités
antioxydante et radicalaire intéressantes qui dépendent de leur contenu élevé en polyphénols
et flavonoides totaux; le test CAT donne des bonnes valeurs est comprise entre 0.203 + 0,002
mg EAA/1g EXS et 0.155 + 0,004 mg EAA/1g EXS. Les valeurs d’ ICsg calculées a I’aide de
I’équation linéaire de taux d’inhibions de radical DPPH montrent une activité antioxydante
tres élevé. L'extrait de région de Taghzout - Boubydha présente un ICsy (de I’ordre de
0.01497 +£0.002 mg /ml),l'effet protecteur d'hémolyse trés proche dans tous les extraits , il ne
dépasse pas 50% en concentration 1 mg/ml sauf la solution d'acide ascorbique qui présente un
hémolyse le plus bas ( 16.32%) l'analyse par spectroscopies IR permette de déterminer les
fonction chimique on peut trouver dans nos extraits .

En concluant que les plantes médicinales étudiées représentent une source importante de
substances et de composés naturels bioactifs Bien qu’il y ait des différences entre les quatre
sites d’étude .Ces résultats justifient, en partie, 1’utilisation des ces plantes en médecine

traditionnelle au Sahara. 1l est donc impératif que des études analytiques structurales soient
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entreprises et approfondies afin de mettre en évidence les principaux principes actifs qui
permettraient de résoudre de nombreux probléemes de santé humaine. Il est également
envisageable d’¢élargir le domaine des tests biologiques pour rechercher par exemple des anti-
inflammatoires, des antifongiques, des insecticides des inhibiteurs d’enzyme, des
anticoagulants ou autres.

Enfin, notre travail reste préliminaire et I’ extrait de la plante constitue unréservoir trés
intéressent pour des recherche ultérieures qui vont nous ouvrir deshorizons de recherche
ciblés vers cette plante en raison du manque des étudesconcernant cette plante par rapport a
leur richesse par plusieurs composé chimiqueimportant dans le domaine de la médecine
traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes actifs et évaluation de

leurs activités biologiques.
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