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Resumé
Les plantes médicinales sont largement utilisées soit pour la prévention, soit pour le
traitement curatif de plusieurs maladies. Parmi les propriétés derrieres ces vertus,
I’activité antioxydante tient une place de premier ordre .La plante Hammada Scoparia pour
les habitants du Sud algérien. L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante
des deux extraits de la plante H Scoparia l'extrait méthanolique et pour l'extrait aqueux
.Les résultats d'extraction nous a donné des rendements différents pours les deux extraits (
I'extrait aqueux 22%, l'extrait de méthanolique 7%) respectivemnt. Les résultats du contenu
phénolique révélent que les deux extraits contiennent un taux important de polyphénols
égale a (23.83 +0.046 , 307.7 +0.040 mg EAG/g ) pour l'extrait aqueux et extrait
méthanolique de la plante H Scoparia et les flavonoides égale a (7,5 + 0,026 et 12.4. +
0.025 EQC /g d'extrait de la plante Hammada Scoparia) respectivemnt .Les valeurs 1C50
exprimant une activité anti-radicalaire du test DPPH du variété d' extrait aqueux moins
importante que 1’acide ascorbique (0,13 mg / ml), et pour et I'extrait méthanolique (1,01mg
/ ml) respectivemnt. Les résultats de I'efficacité antioxydante de la réaction de test FRAP
utilisant la réaction FeCI3 ont été estimés a (409 + 3.603 mmole Fe*?/ g MVS , 236 +
1.839 mmole Fe*¥/ g MVS).
Les résultats de ces travaux nous ont permis d’affirmer que 1’ensemble des extraits de la
planté étudieé présentent des tres bonnes propriétés antioxydantes qui pourraient nous
permettre de les recommander dans la biotechnologie



Abstract

Medicinal plants are widely used for the prevention or the curative treatment of several
diseases. Among the properties behind these virtues, antioxidant activity holds a main place.
The H. Scoparia‘s plant for the inhabitants of southern Algeria. The objective of this
experience is to evaluate the antioxidant activity of the two extracts of the H Scoparia's plant
the methanol extract and the aqueous extract. The extraction results gave us different yields
for the two extracts (I aqueous extract 22%, methanolic extract 7%) respectively. The results
of the phenolic content reveal that the two extracts contain a high level of polyphenols equal
to (23.83 £ 0.046, 307.7 £ 0.040 mg EAG/g) of aqueous extract and methanolic extract of the
plant H. Scoparia and the flavonoids equal to ( 7.5 £ 0.026 and 12.4. + 0.025 EQC/g extract
of the plant H Scoparia) respectively. The IC50 values expressing the anti-free radical activity
of the DPPH test of the variety the aqueous extract less important than the ascorbic acid (0.13
mg/ml), for the methanol extract (1.01 mg/ml) respectively. The results of the antioxidant
efficiency of the FRAP test reaction using the FeCI3 reaction were estimated to be (409 *
3,603, 236 + 1,839 mmole Fe*%/ g MVS ). The results of this experience have enabled us to
affirm that all the extracts of the plants studied have very good antioxidant properties which
could allow us to recommend them in biotechnology.



o) )5 Al Gailadd) G (e ool 1Y) e paadl oaDlall 23l o 448 5 aul 5 (Gl e dpdall i) aading
o328 (3o Caxgl) il jall Gasia (IS H. Scoparia aivas A ) A0S0 3008 sliaall Lalal) Jing ¢ Jiliadll o328
el palaiud) s J sl paliiue s H. Scoparia Sl (e Gaaliiod 50uS3 sliad) Ll ayii oo 4y o))
sl e (17 S stiall (il ¢ 722 Al paliiudl) Gualiial) daide Ll edaiu) i Like |
¢ 0.046 = 23.83) (ssbw J sl gl e Jle (5 53me (Ao Gl sing Gpealdivad) o) gl (5 ginall geilis &yl
+12.4 5H. 7.5+ 0.026 <l sl paliivdl Sl aldiual (e (2 / EAG a3« 0.040 + 307.7
3ol siall aliaall bliill (e puad Al JC50 ad () sill e (H. Scoparia <l paldivs EQC / g 0.025
J el (aldivd ¢ (Ja/ aae 0.13) clu sSul) ana (e dpaal JBY) Sl paliiol) ciiall DPPH LisY
FeCl3 Jelis alasinly FRAP JUia) Joliil 50uSY) Cilsliae S il a3 )il e (Ja/ o2 1.01)

O e ASEl (e By il o2 il LiSa a8l (MVS an /2 + 8 Use e 16839 + 236 « 3¢603 + 409) ¢ 5<il
8 L A 51l Ll s O (S ) 5 13 B 5auSOU Baliae ailiad Lo A5 paall clilial) Cilalitive azen

L sadl La o il Jlas



Liste des figures

Figure 01: Photo d'espéce végétale: H.scoparia (Braz; M. Hanchour et al 2018)..................... 6
Figuré 02 : Photos de diverses parties de la plante de Hammada Scoparia..............cccccceveeneee. 8
Figure 3: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene
[ AV L= 2 010X ) SRR 13
Figure 04 : Sites de production intracellulaire des ERO (Moure et al., 2001).........cc.ccccvvvnees 14
Figure 05 :Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire. (FAVier2003).........cccvevvviieieerieiie e 16
Figure 06 : Mode d’action des principaux systemes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (FAVIEr2003). ......ccuveieiieiieie et e e enee e 18
Figure 07 : Oligoéléments nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes (Roussel,
2009). .. ettt ettt e b et r et et et Re et et et eReete et e e ere et et eneere et eneereerens 21
Figure 08: Structure du radical stable DPPH® (Molyneuxs , 2004). Adjaa & 4 pall 5 LY 1Uad
Figure 09: Structure du radical-cation ABTSe+ (Miller et Evans , 1997)........cccccccevviieinennnne 25
Figure 10 : Photo de La plante Hammada Scoparia aprés Le séchage ..........cccccevvvevveieinennns 28
Figure 11: Situation géographique de la wilaya de Biskra dans I’ Algérie (Dsa..........cc.cceene. 29
Figure 12: Localisation géographique de la zone d’étude (Daira de Sidi Khaled, Wilaya de
Biskra). (http://decoupageadministratifalgerie.blogspot.com). .........ccceveiieiieic i 30
Figurel3: Protocole de préparation de I'extrait méthanoique et de I'extrait aqueux................. 31
Figure 14 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux......... 33
Figure 15: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux. ....... 34
Figure 16: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012)............ 34
Figurel? : Protocole de dosage des DPPH et FRAP..... ..o, 36

Figurel8 : Plan expérimental d’étude..............ooiiniiiii i 36
Figure 19: Rendement pour I'extrait brut aqueux de la plant H.Scoparia...........cc.ccocevvenennns 38
Figure 20: Rendement d'extrait brut méthanoique de la plante H.Scoparia.............cc.ccevenenee. 38
Figure 21 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
conCeNntrations de 02 EXIFAILS . ....cverveieiieiiiieieee e 41.43
Figure 22: Valeur 1C50 de 02 extraits de la plante H.Scoparia et de composé standard Acide
ASCOTDIGUE (AA) et b e bbbt b bttt et e bbb bbb s e 43
Figure 23: Courbe représentant le pouvoir réducteur de l'extrait aqueux de la plante H.
SCOPATIA. ...ttt et s tee e e et ee et e s eneneer s A il dma jal) 5 LAY Tiad
Figure 24: Courbe représentant le pouvoir réducteur de I'extrait méthanoique de la plante H.
R To0] 0= o - VS SSPR 45
Figure 25: Pouvoirs réducteurs des extraits bruts de la plante H. Scoparia .........c..cc.ccoveenee. 45
Figure: Courbe d'étalonnage de I'acide ascorbique (test DPPH). .......ccccooeieiiiininniicieen 63

Figure : Courbe représentant le pouvoir réducteur de ’acide ascorbique. ...........cccovrvrriinnnene 63


file:///J:/مذكرات%20تخرج/مذكرات%202021/مدكرة%20خلايفية%20وهويدي/Contribution%20à%20l'étude%20phytochimique%20et%20l'activité%20antioxydante%20des%20principes%20actifs%20de%20la%20plante%20médicinale%20%20Hammada%20Scoparia.docx%23_Toc74670742
file:///J:/مذكرات%20تخرج/مذكرات%202021/مدكرة%20خلايفية%20وهويدي/Contribution%20à%20l'étude%20phytochimique%20et%20l'activité%20antioxydante%20des%20principes%20actifs%20de%20la%20plante%20médicinale%20%20Hammada%20Scoparia.docx%23_Toc74670743

Liste de tableaux

Tableau 01:Position systématiqgue de H .Scoparia ( Selon Quezel et santa (1962-

1 PP 6
Tableau 02: Compositions chimiques de H. Scoparia ...........ccooviviiiiiiiiiiiiiiieeenennn, 9
Tableau 03: Teneur en compose phénoliques totaux (mg EAG / ml d'extrait) d'extrait  de..
12 PlANTE H.SCOPATTA. ..evvivieteieiitisie sttt bbb 39

Tableau 04 : Teneur des Flavonoides ( mg d'EQC / g d'extrait sec) de I'extrait de la plante
[ IO ToTo ] o= U - VAPPSR OPRTR 41



Tables de matieres

DOICACE. ... ettt
DEAICACE. ... ettt
ROIMIETCIBIMIBIES.......vvvvvvvveeeesessssssssssssssssss 1111
RESUIME ..ttt b bbbt b e bbb e Rt bbb et e bt e b e b et et e bt nb e b nrene s
[ TS (=0 (TS 10 (U LSRR
I 0 [ L] (=T TE ) TSP
TaADIES A8 MALIETES......eviiiei ettt sttt ettt ettt n s
LiSte de @DFVIALIONS. ......eiuieieieiee ettt ettt be s beereeneenes
L a1 R oo [N o1 £ o] ISP UR TR R PRSP
Premiere partie
Syntheése bibliographique
Chapitre | : Etudes de I'espéce végétale
L’espéce saligne a balai ou Hammada scoparia (POMEL) HJin: ..., 6
L1, NOMS VEINACUIRITES...vvvvvvvvressssssssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ss s ssssssss s 6
1.3 DESCITPTION DOTANMIGUE ..vvvvvvrrssssssssssseeeesssseessssssssss s 6
1.4.Répartition géographique de [a plante H. SCOPAITA : .......ccooovvrirrerriinnnnirssnsssssssssssssssssssss s 9
1.5. Phytochimie de [a plante H. SCOPANIA: ... 9
1.6.Propriétés et utilisations de la plante Hammada Scoparia:..........cccoeovveienineneineeeieennnns 10
Chapitre 11 : Stress oxydatif
1 GNETANITE ...t 12
1.2.1 ESPBCES AZOtEES FAUICAIAITES : ..o 13
1.2.2 ESpeces az0tees NON FALICAIAITES - .......ocovvvvvvvrrerrrssinsssssssssssssssssssssss s 13
2- Production de radiCauX lDIes: ... 13
2.1 PrOAUCHION INEFa-CRIUIRITE: ..o 13
2.2 ProgUCEION BXEFA-CEIUIRINE: ...cooecccvvvvvvcvvvvrrressssssisssssssss s 15
3.Les conséquences biologiques du Stress OXYAant: ..o 15
4. Les maladies li€es au Stress OXYdant:..........ccccvoiiiiiiiiiiiicee e 16
D ANTIOXYAANTES ..ottt ettt R ettt b et 17



5.2 Caracteristiques 0es ANTIOXYAANIES : ........vvvvvvvvrrrrrrsrsssssssssssssssssssssssssssssssssss s 17

5.3, Classification (S ANTIOXYUANTES: ......cccccciivvvveverreerrssssssssssssisssssssss s i
5.3.2. Antioxydants endogenes NON ENZYMALIGUES © ..vvvvvvvvvevevereerrrressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 18
6.Evaluation de I’activité antioxydante et antiradicalaire ..............cccocoorvvieieincnieinnccce, 21
6.1 Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H202 scavenging aCtiVity) ...............coovvvrrrrrrrrrrrrrrrrrrensrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 22
6.2Piégeage du radical SUPErOXYAe (029 -)...........covvvrrrrrmmmsmsssiiimmsssssssssesssssssssssss s 22
6.3Piégeage du radical hydroXyle (HO®) ... 22
6.4 Piégeage du radical peroxyle (ROO¢) par la méthode de TRAP et ORAC ........oovvvvvvssssssiiiiiimnsssssnnsnsssssssssssssmmmsssssssssssssssns 22
6.6. Reduction du Fer: FRAP (Ferric reducing antioXidant POWEF)............ccvvuvvrmrrrrrrsrrssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23
6.7 Blancissement de la béta-caroténe (B-carotene bleaching Method) ...............cccvvvvrrrrmrsmmssssimmsssssrmrrsssssmmssssssssssns 24
6.8 Piégeage du ABTS (2,2’-azynobis-[3-ethylbenzothiazoling-6-sulfonic aCid]) : ... 24

Deuxiéme partie : Etudes expérimentale
Chapitre | : Matériel et Méthodes

I IMALEFTE] A'ETUR: ...t 28
LLL MAEEFIEL VEGBLAL ...ovvvvvvvvvvvvvvssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s 28
L2MBENOUES: covrvevvvvvvvvcvvvrrssssssssssssssssssss s 30
1.3 D0sage des POIYPNENOIS TOTAUX: ...ooovvvvvrrrrerrrrrssssssssssssssssssssssss s 33
1.4 D0sage des flavonites TOIAUX. ... 33
.2.4. Détermination de I'effet antioXYAANE IN VIO vvvvccvvvvveccsisvesssssssssssssssssssssssssssisssssssssssssssssnsssssssssssssssssssnes 34,34,35,36
Chapitre 11 : Résultats et Discussions
11.1. Rendement de I'eXErait DIUL .........oovoiiiiice e 38
11.2.Teneur des composés PhENOLIQUES TOTAUX .......cccviveveeiiiiieeeiiisiee e 39,40
11.3.Teneur €N FIAVONOTAES .......coveeiiiicticee ettt st sttt st st e et 40,41
HLAACEIVITE aNti-OXYUANTE : ..ovviiii bbbttt 42
1.4.1.Teste du piégeage du radical [1I0re DPPH..............uuurrrrmrsussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 42
[1.4.2. REAUCEION GU TBT .vvvvvvvvvvvvvvvvvrressssssssssiisssssssssssssssssssssssssssssssss st sssssssssss s ssssssss s ssssssssssssssssssnnes 44
CONCIUSION BT PEISPECTIVES ... .eiiiii ettt ettt e et e e e beeenee e 47
Références DIDIOGraphiQUES...........coviiiiieiieie ettt esneenae s 49

F AN ] 1) G 62



Liste de abréviations
Abs Contrdle négatif : Absorbance du contréle négatif
Abs Echantillon : L'absorbation a la présence de I'extrait.
ABTS : 2,2’-azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]
ADN : Acide désoxyribonucléique
AICI3 :Chloride aluminium
BHA :butylhydroxyanisole
BHT :butylhydroxytoluene
°C : Degre celsius
Ca : Calciumm
CAT: Catalase
Cm: Centimétre
Cu+ : loncuivre
DO: Densité optique
DPPH: 2,2-phényl-1picrylhydrazyl
EDTA :Ethylénediaminetétraacétique
ERA : Espéces Réactives d'Azote
ERO : Especes Réactives de I'Oxygéne
Fe : Fer
Fe®* : lon ferreux
Fe : lon ferrique
FeCl3 : Chlorure ferrique
FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power

g : Gramme



GP : gallate propylée

GSH : Glutathion (forme réduite)

GSSG: Glutathion (forme oxydée)

h : heure

H+: Hydrogene

H20 : Eau

H202 : Peroxyde d'hydrogéne

HO" : Radical hydroxyle

HO® : perhydroxyle

HOCI : acide hypochlorique

| % : Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire (AAR%).

IC50 : Concentration inhibitrice 50 %

ITDAS : Institut Technique de Développement de I'Agronomie Saharienne
K3Fe(CN)6 : ferricyanure de potassium

M : Métre

MDA : Malon-dialdéhyde

mg / ml : Milligramme par millilitre

Mg : Magnésium

mg d'EQC/g d'extrait sec : Milligramme équivalent en quercétine par gramme d'extrait sec
mg EAA/g d'extrait : Milligramme équivalent en Acide Ascorbique par gramme d'extrait
mg EAG/ g d'extrait : Milligramme équivalent en acide gallique par ml d’extrait
mg/l : Milligramme par litre

min : Minute

ml : Millilitre

mM : Millimétre

mmole/l : millimole par litre



mol™.L. s : mol par litre par seconde
N203 : trioxyde d’azote

Na : Sodium

Na2CO3 : carbonate de sodium

NAD (P): Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NBT2+ : Nitro-Blue Tétrazolium

nm : Nanometre

NO : oxyde d’azote

NO- : monoxyde d’azote

02: Oxygene

102 : Oxygene singulet

O2e-: Anion Superoxyde

OH' : Radical hydroxyle

ONOO- : peroxynitrite

ORAC : oxygen radical absorbance capacity
P : Phosphore

PEB : poids de I'extrait brut (g).

pH : Potentiel hydrogéne

PMV : poids de matiére végétale (g).
R :rendement (%).

Re : Radical

R2 : Coefficient de corrélation

RO’ : Radical secondaire alkoxyles
RO : Radical peroxyle

ROOH : peroxydes organiques

ROS : Reactive Oxygen Species% : Pourcentage



pg /ml : Microgramme par millilitre

Introduction



Introduction

Introduction

Durant des siecles et méme des millénaires, I’Homme a utilisé les plantes pour soulager ses
douleurs, guérir ses maux et panser ses blessures. Actuellement et malgré le progres de la
pharmacologie, I’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent surtout dans les
pays en voie de développement. En effet, parmi environ 500.000 espéces de plantes, 80.000
possedent des propriétés médicinales. En Afrique, ou les médicaments a base de plantes sont
toujours utilisés par de nombreuses populations pour des soins sanitaires ou le pouvoir
thérapeutique des plantes était connu de fagon empirique. (Bouden, 2018).

Les plantes constituent une source immense de molécules chimiques complexes (Métabolites
Secondaires), largement exploités dans les industries cosmétologiques, agroalimentaires et
pharmaceutiques. Parmi ces métabolites, on distingue les terpénoides, les alcaloides et les
polyphénols. Ces derniers et principalement les flavonoides sont essentiellement connus pour
leurs nombreuses activités biologiques, parmi lesquelles : leur actions antioxydantes, anti-
inflammatoires, anticancéreuses et antimicrobienne. (Saffidine,2015). Les substances
antioxydantes jouent un réle important dans la prévention des maladies, et parce que certains
antioxydantes synthétiques ont montré un risque potentiel pour la santé, notamment un effet
cancérigene possible ; il ya lieu de trouver de nouvelles sources d'antioxydante peu
dangereuses peu codteuses et naturelles pour les utiliser dans les aliments et les préparations
pharmaceutiques et remplacer ainsi les antioxydante synthétiques. (Bouden, 2018).

Le développement de nouveaux antioxydantes d’une bonne capacité antioxydante s'avere
indispensable pour lutter contre les phénoménes d’oxydations . Dans ce but<’investigation
des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances

a caractéere antioxydante, si I’on considéere que ces plantes peuvent contenir des centaines ,
voire des milliers de métabolites secondaires . Ces derniers représentés actuellement par
100 000 substances identifiées , pourraient étre utilisés dansla prévention de certain
maladies (Cowan, 1999).

Dans cette étude, notre choix s’est porté sur une plante utilisée depuis longtemps, dans la
pharmacopée traditionnelle, Hammada Scoparia., connue sous le nom de Remth , qui est
largement répandue dans la steppe Algérienne et le Sahara septentrional utilisée depuis
longtemps en médecine traditionnelle et reconnue pour ses vertus thérapeutiques. Elle est
employée pour traiter les infections des yeux, elle est également indiquée en cas
d’indigestion, piqtres de scorpion, dermatoses, dorsalgie (Baker, 1996; lwasa et al, 2001).

Le présent travail comporte :

+ Un rappel de donnée botanique sur le plante testée.

4 Une analyse bibliographique élargie a tous les aspects inhérents a 1’activité antiox-
ydante et stress oxydatif.

+ La partie experimentale (matériels et méthodes) . Celles-ci comprennent:

- Préparation des( extraits aqueux des plantes et d' méthanolique) .
- Richesse en substances naturelles a usages thérapeutiques.
- Evaluation de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits aqueux

de plante Hammada Scoparia .
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-Evaluation de l'activité antioxydante des extraits de Hammada Scoparia par les tests
de (DPPH) et Ferric Reducing Antioxydante Power(FRAP).

4 Résultat et discussion.

4 Conclusion et perspectives.
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Chapitre | : Etudes de I'espéce végétale
.

L’espéce saligne a balai ou Hammada scoparia (POMEL) lljin:

Hammada Scoparia appartient a un groupe de plantes appelées les halophytes. De ce fait, ces
plantes sont trés riches en molécules bioactives et sont considerées comme une potentielle
source de nouveaux médicaments. (Ksouri et al., 2012, Bourogaa et al., 2013). Pour ce genre
d’espéces halophiles Haloxylon ou Hammada, ces molécules bioactives sont pour la plupart
des composés phénoliques (Phénols simples et acides phénols, flavonoides, anthocyanes et
tanins), saponosides, alcaloides et trés peu de composés terpéniques.

1.1. Noms vernaculaires

Nom francais : Bunge, Saligne a balai

Nom arabe : Remt, Rimth, Remth

1.2. Position systématique :( Selon Quezel et santa (1962-1963)

La position systématique des plantes de la famille des Chénopodiacées est dans la TableauO1
Tableau 01:Position systématique de H .Scoparia ( Selon Quezel et santa (1962-1963).

Régne Végétal A
Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement | Angiospermes
Classe Eudicots
Ordre Caryophyllales
Famille Chénopodiacées
Genre Hammada
Espéce Hamma.da
scoparia

Figure 01: photo d'espéce végétale: H.scoparia
(Braz; M. Hanchour et al 2018)

1.3. Description botanique

L’espéce Hammada scoparia (POMEL) Iljin ou Saligne & balai (Arthrophytum scoparium
(POMEL) ILJIN ou Haloxylon articulatum subsp. scoparium (POMEL) BATT.),
communément appelée Remth, a été décrite en 1874 par Auguste Nicolas Pomel dans la 2eme
partie de son ouvrage Nouveaux matériaux pour la Flore Atlantique, sous le nom Haloxylon
scoparium. C’est un buisson bas ne dépassant pas 50 cm de haut, a souche épaisse et
tortueuse. Rameaux articulés, gréles, tres nombreux, noircissant en séchant; épis floraux
courts. Fruit a ailes vivement colorée, blanc jaunatre, rose ou rouge. C’est une espece,
rencontrée en grandes colonies sur les hamadas, sols pierreux et aux pieds des collines, qui se
trouve dans les régions arides et semi-arides de 1’Algérie, et d’autres régions de la
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méditerranée, et aussi en proche orient. La Floraison est en novembre décembre (Ozenda
1991, Quezel et santa 1962-1963, Le floch 1983).

Cette espece halophyte appartient a la famille des Chénopodiacées. C’est une famille de
plantes dicotylédones qui comprend 1400 espéces réparties en une centaine de genres. Les
Chénopodiacées sont des plantes herbacées vivaces, rarement arbustes ou arbres, des régions
tempérées et subtropicales, surtout sur des sols salés ou alcalins, comptant aussi des espéces
xérophytes. Les especes de cette famille se caractérisent par des feuilles alternées ou opposées
et sans stipules. Les fleurs sont petites, parfois unisexuées, disposées soit en grappe, soit
groupées a l’aisselle des feuilles. Leur calice gamosépale, parfois tubuleux a sa base, est a
trois, quatre ou cing lobes plus ou moins profonds et persistants. Leurs étamines varient d’une
a cinq ; elles sont insérées soit a la base du calice, soit sous I’ovaire ; ces étamines sont
opposées aux lobes du calice. L’ovaire est libre, uniloculaire, monosperme, contenant un seul
ovule dressé et porté parfois sur un podosperme plus ou moins long et gréle. Le style, qui est
rarement simple, est a deux, trois ou quatre divisions, terminées chacune par un stigmate
subulé. Le fruit est un akéne ou une petite baie. La graine se compose sous son tégument
propre d’un embryon cylindrique homotrope, gréle, recourbé sur un endosperme farineux ou
roulé en spirale et parfois presque sans endosperme. (Benkherara et al 2019)

Cette famille a, d’une part, beaucoup de rapports avec les Polygonacées, qui en différent par
la gaine stipulaire de leurs feuilles, par leur embryon non roulé en spirale et leur radicule
supérieure. Elle a aussi, d’une autre part, beaucoup d’analogies avec les Amaranthacées, dont
celles-ci ne different en réalité que par leur port et quelques autres caracteres de peu
d’importance. Les Chénopodiacées nous offre I’exemple de genres a insertion périgynique,
comme les genres Beta, Blitum, Spinacia et d’autres, en plus grand nombre, qui ont I’insertion
hypogynique tels que les Salsola, Camphorosma, Chenopodium, etc. (Martins et Richard,
1864). Dans la deuxi¢me édition de son ouvrage Les Familles des Plantes a Fleurs d’Europe ;(
Martin 2014) a parlé de I’absence de véritables caractéeres distinctifs entre les membres de la
famille des Chénopodiacées et celle des Amaranthacées qui a conduit I’APG III a fusionner
ces deux groupes dans une famille des Amaranthacées élargie. La présence de bétalaine, en
lieu et place des anthocyanosides, est une caractéristique de ce groupe. Les espéces du genre
Haloxylon, sont des arbustes ou de petits arbres a rameaux cylindriques, souvent articulés,
sans feuilles distinctes, assez proches des Anabasis par leurs caractéeres botanique (Figure02).
(Benkherara et al 2019).
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Figuré 02 : Photos de diverses parties de la plante de Hammada Scoparia

A,D,E : (Boucherit, et al 2018;Pouget 1980 )

B,C: https://www.teline.fr/fr/photos/amaranthaceae/haloxylonscoparium#

F:https://www.ashefaa.com/play-27279.html
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1.4.Répartition géographique de la plante H. scoparia :

Trés commun dans tout le Sahara septentrional jusqu’au Tademait, absente au Sahara central
(Ozenda, 1958, Quezel et santa, 1963). Réparties aussi dans les steppes du Turkestan, dans le
désert de Syrie, dans le Sahara, etc., ces especes ont des exigences écologiques assez voisines
de celles des Anabasis et sont également des xérophytes-halophytes (Chehma, 2006). Ces
plantes halophiles ont la capacité de croitre dans des conditions de stress abiotique comme la
haute salinité et la haute température. Cette capacité remarquable résulte du développement de
mécanismes de défense et la synthese de molécules congues pour résister aux conditions
extrémes de I’environnement (Benkherara et al 2019).

1.5. Phytochimie de la plante H. scoparia:

La composition chimique de H. scoparia, a été bien étudiée, les structures des principaux
métabolites secondaires ont été identifiées .C’est une plante surtout trés riche en alcaloides et
en flavonoides présent dans la tableau 02 (Kaddour et al 2017).

Tableau 02:La compositions chimiques de H. Scoparia

Métabolits  [Classe Nom chimique Références
secondaires

Tétrahydroisoquinolines - Carnégine

N-methylisosalsoline
Isoquinolines Isosalsoline

-Salsolidine

-Dehydrosalsolidine

Alcaloides Indole -Tryptamine -N- ;Befgggﬁg
méthyltryptamine N =
yinyp shazly,
Isoquinolone N-méthylcorydaldine 2003).
B-carboline 2-Méthyl-1,2,3,4-  tétrahydro-
B- carboline
Composés Flavonol triglycosides |Isorhamnetin 3-0-B -D- ((Ben salah et
phénoliques xylopyranosyl- (1""—3")-a - L-lal., 2002).

rhamnopyranosyl- (1"—6")- B -D
galactopyranoside

Isorhamnetin 3-O-B-D-
apiofuranosyl- (1""—2")[a -L-
rhamnopyranosyl- (1""—6")]- B -D-
galactopyranoside
Isorhamnetin3-O-a -
Lrhamnopyranosyl-(1"—2") [a -
Lrhamnopyranosyl- (1""—6")]-p  —
Dgalactopyranoside

Flavone Chrysoeriol (Chao et al
2013)
Phénol simple Catéchol
Acides phenols Acide  coumarique -Acide
cinnamique -Acide

cafféoylquinique
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1.6.Propriétés et utilisations de la plante Hammada Scoparia:

A- propriétés pharmaceutiques:

Il a été prouvé que I’extrait aqueux de H scoparia est doué¢ d’une activité
anticancéreuse et d’un effet larvicide. Traditionnellement, il est utilisé¢ pour les infections
des yeux et comme hypoglycémiant. Il est utilisé aussi pour les pigdres de scorpion (Maiza et
al., 1993; Bellakhdar , 1997; Salah et al, 2002).

B- Activité biologique
En revanche, plusieurs travaux ont été realisés sur différents extraits de H Scoparia, et
différentes activités biologiques ont été prouvées. Des extraits aqueux et méthanolique,
administrés a des rats traités par 1’éthanol, ont diminué d’une fagon importante, le stress
oxydative et 1’altération hépatique engendrés par la toxicité de 1’éthanol (Bourogaa et al, 2013
; Bourogaa et al, 2014).

Ces activités hépato-protective et antioxydante, ont été reliées a la présence de composés
phénoliques dans la plante (Bourogaa et al, 2014). De plus dans un autre travail, I’équipe de
Bourogaa a aussi démontré que H scoparia est efficace contre les cellules leucémiques, et les
molécules responsables sont les flavonols triglycosides (Bourogaa et al, 2011).

D’autre part H scoparia s’est révélée aussi puissante contre les mollusques, plusieurs
extraits ont été testés, et leur activité molluscicide a été prouvée. Ces travaux ont aussi
identifi¢ la molécule ayant la plus importante activit¢ , il s’agit d’un alcaloide, le N-
methylisosalsoline (Mezghani-Jarraya et al, 2009). Récemment un extrait méthanolique de H
scoparia, a montré une activité d’inhibition de la mélano-genese in vitro, cette activité a été
attribuée au catéchol et a des dérivés tétrahydroisoquinoliniques (Chao et al, 2013).

10
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1. Généralité

Le stress oxydatif est définie comme étant le déséquilibre entre la génération des radicaux
libres et la capacité du corps a neutralisé et réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al.,
2003). Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possedent
un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et
capables d'existence indépendante (Halliwell, 1989). Ils peuvent étre dérivés de l'oxygene
(Espéces Réactives de I'Oxygene ERO) ou d'autres atomes comme l'azote (espéces réactives
d'azote ERA). 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 (Delattre et al., 2005).

1.1 Espéces réactives de I’oxygene (Reactive Oxygen Species ou ROS)

On distingue deux grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress oxydant:
les especes radicalaires et les especes non-radicalaires. La réactivité varie d’un radical a un
autre et dépend de D’environnement ou ils se trouvent. Leurs constantes de vitesse
réactionnelle sont trés élevées de ’ordre de 105 a 1010 mol-1.L .s-1 (Delattre et al., 2005).

1.1.1 ERO radicalaires :

L’anion radical superoxyde (O27) est le résultat de 1’apport d’un électron supplémentaire a la
structure initiale de I’oxygéne (Figure: 03). Malgré une réactivité moyenne, ce radical a
quelques cibles privilégiées telles que le cytochrome ¢ (Fe®"), ’ascorbate et surtout la
superoxyde dismutase. Plus réactif que le précédent, le radical perhydroxyle HO* est obtenu
aprés protonation de ce dernier a pH inférieur a 4,8. La réduction mono électronique du H202
donne naissance au radical HO" et a 1’anion basique non radicalaire OH™ en présence d’un
catalyseur, le Fe?* (réaction de Fenton : H202 + Fe?* — HO«+ Fe** OH). Cette espéce
chimique particulierement réactive joue un réle majeur dans la peroxydation lipidique et la
destruction du matériel génétique (Hannebelle, 2006).

Le radical peroxyle RO2¢ est un radical secondaire issu de ’addition de 1’oxygeéne sur les
radicaux centrés sur le radical Re. Sa réactivité se situe entre l’anion radical superoxyde et
le radical hydroxyle. Le radical secondaire alkoxyles RO« est produit suite a la décomposition de
I’hydroperoxy de RO2H, issu de I’oxydation du substrat RH (Droge, 2016).

1.1.2 ERO non radicalaires : L’oxygéne singulet 02, qui est la forme diamagnétique de

I’oxygene, est produit en présence de rayonnement UV ou par les leucocytes. Bien qu’il ne
soit pas un radical, il joue un rdle dans le vieillissement cutané et certaines maladies liées a
1I’age (Choe et Min, 2005). Le H202 peroxyde d’hydrogéne est également toxique, en
particulier a cause de sa transformation en radical hydroxyle en présence de cations
métalliques Fe2+ et Cu+, lors de réactions de type « Fenton » (Wardman et Candeias, 1996).
La myéloperoxydase convertit le peroxyde d’hydrogéne en acide hypochlorique (HOCI) a des
concentrations physiologiques. Ce dernier peut reagir avec les fonctions amines des protéines
pour former des chloramines ( Figure 03 ) (Martinez, 2004)
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Figure 3: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygene
(Favier, 2003).

1.2 Espéces azotées réactives

1.2.1 Especes azotées radicalaires :
Le monoxyde d’azote (NO¢) a pris une place considérable en biologie. Malgré son role

protecteur vis-a-vis du stress oxydant en limitant la lipoperoxydation et ses effets anti-
inflammatoires, il est paradoxalement impliqué dans de nombreuses pathologies telles que le
diabéte, 1’athérosclérose, le cancer et les 1ésions neuronales dégénératives. (Droge ,2016) .
1.2.2 Espéces azotées non radicalaires :

Caractérisé par sa grande faculté de diffusion dans les membranes cellulaires et sa réactivité
moyenne (de I’ordre de quelques secondes in vivo), le monoxyde d’azote radicalaire peut
aisément réagir avec la plupart des especes oxygénées et se transformer en dioxyde d’azote
(NO2) lequel peut donner du trioxyde d’azote (N203) pour enfin aboutir a un ion nitrate
stable (NO2-). De plus, le monoxyde d’azote forme avec 1’ion superoxyde le peroxynitrite
(ONOO-) moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de I’oxydation de
nombreuses biomolécules (protéines, lipides et acides nucléiques), (Droge,2016) .

2- Production de radicaux libres:

2.1 Production intra-cellulaire:
La production des EOR dans les cellules mammiferes découle de plusieurs sources possibles

(Figure04) mais est essentiellement d’origine enzymatique. Il s’agit principalement de la
NAD(P) H oxydase membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine
respiratoire. (Mazat et Ransac.,2010).
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Figure 04 : Sites de production intracellulaire des ERO (Moure et al, 2001).

La NAD(P)H oxydase est une enzyme membranaire qui catalyse la réduction de I’oxygéne
selon : NAD(P)H + 2 02— NAD(P)+ + H++2 02--
Les cytochromes P450, accepteurs terminaux d'électrons du complexe (IV) de la chaine de
transport des électrons, situes dans la membrane mitochondriale, catalysent la réaction :
02 +4e-+4H+—2H20

Cette chaine de transport laisse fuir une certaine proportion d'électrons, environ 2 %, qui vont
réduire partiellement I'oxygéne pour aboutir a la formation du radical superoxyde :
O2+1le-—02-
Compte tenu de I’intense activité de la chaine respiratoire dans les organismes aérobies, cette
fuite d’¢électrons semble devancer les activités de la NAD(P)H. De plus, dans les
mitochondries, 1’oxydation de coenzymes, telles que les flavoprotéines réduites,
s’accompagne d’une perte de protons et d’électrons qui, par I’intermédiaire de la chaine de
transport, sont ensuite transférés a 1’02. La chaine de transport des €lectrons est composée de
nombreuses especes moléculaires et ioniques (les flavoprotéines, plusieurs cythochromes
etc....). D’autres sources peuvent également jouer un réle dans la production de radicaux
comme la xanthine oxydase qui réduit I’oxygene moléculaire en ion superoxyde, les
peroxysomes qui possédent plusieurs enzymes sources de peroxyde d’hydrogene et les
lipo-oxygénases, enzymes de la voie de I’acide arachidonique qui permettent notamment la
synthése des prostaglandines, oxydent les acides gras pour donner des hydroperoxydes
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d’acide gras insaturés (Delattre et al., 2005).

Par ailleurs, au cours de la défense antibactérienne, les cellules phagocytaires activées par une
réaction inflammatoire vont produire un grand nombre d’ERO. De plus, il y a production
massive d’anion superoxyde par le mécanisme leucocytaire. C’est la flambée respiratoire. Les
NO synthases, a ’origine du radical NOe, peuvent, sous certaines conditions, produire
également des anions superoxydes (Delattre et al., 2005; Valko et al., 2006).

2.2 Production extra-cellulaire:

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de
I’accumulation de radicaux libres dans I’organisme. Ces facteurs environnementaux incluant
des agents cancérogenes non-génotoxiques peuvent directement, ou indirectement, étre
impliqués dans la génération de radicaux libres (Xénobiotiques, Activation des leucocytes...).
Les rayonnements UV induisent la synthése de O2¢-, OHe,102 et d’H202 I’intermédiaire
d’agents photosensibilisants (Martinez , 2004).

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre mode de vie
(Tabagisme, Radiations ionisantes, Champs électriques, Polluants industriels...), ainsi qu’une
alimentation « chimiquée » (Raffinée, Riche en graisses saturées et en sucre, Consommation
d’alcool...), sont autant d’éléments favorisant la genése de radicaux libres (Mena et al.,
2009).

3.Les conséquences biologiques du stress oxydant:

seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire. De légers stress
augmenteront la prolifération cellulaire et I'expression de protéines d'adhésion, des stress
moyens faciliteront I'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress
violents désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De
nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation,
,carcinogenése, malformation des feetus, dépbt de protéines anormales ,fibrose ,formation

d'auto- anticorps, dépét de lipides oxydés ,immunosuppression (Figure 05).
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Figure 05 :Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire. (Favier,2003)

4. Les maladies liées au stress oxydant:

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de I'évolution. La multiplicité des conséquences
médicales de ce stress n'a rien de surprenant car, selon les maladies, celui-ci se localisera a
un tissu et a des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des espéces radicalaires
différentes et sera associé a d'autres facteurs variables et a des anomalies génétiques
spécifiques a chaque individu. La plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente
la production mitochondriale de radicaux.

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedeme
pulmonaire, vieillissement accéléré. Ainsi, les relations entre stress oxydant et cancer
s'averent trés étroites, les radicaux libres intervenant dans l'activation des pro-carcinogénes
en carcinogenes, créant les lésions de I'ADN, amplifiant les signaux de prolifération et
inhibant des genes suppresseurs de tumeur .

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles tels le diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Favier 2003).
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5.Antioxydantes :

5.1 Deéfinition :

Les antioxydantes sont definis comme étant toutes substances qui, présentes a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement
I’oxydation de ce substrat et dont les produits de la réaction entre I’oxydante et I’antioxydante
ne doivent pas étre toxiques et ne branchent pas la réaction radicalaire (Durackova., 2008).

Ils sont fonction des apports alimentaires (vitamines, sels minéraux, flavonoides,...) qui
fournissent des antioxydantes exogénes et de la production par 1’organisme d’antioxydantes
endogene (enzymes, protéines, bilirubine, acide urique,...).

La plupart des antioxydantes peuvent étre divisés en 2 groupes, hydrophobes ou hydrophiles.
Les hydrophobes constitués par les vitamines A, E, les flavonoides, 1’ubiquinol (Coenzyme
Q10), la bilirubine, la mélatonine, qui agissent essentiellement sur la protection des milieux
lipidiques. Les hydrophiles comme les glutathions, 1’acide urique, la vitamine C, les thiols, les
protéoglycans, 1’acide hyaluronique qui protégent contre 1’oxydation des lipides, des
protéines, des sucres, et de ’ADN dans les milieux liquides comme le sang, les liquides
interstitiels et le cytosol (Halliwell, 1991, Wolinsky, 1998 ; Koolman et al., 1999 ; Benitez et
al., 2002; Vergani et al., 2004; Sayre et al., 2008 ; Kirschvink et al., 2008; Browne et al.,
2008).

5.2 Caracteéristiques des antioxydantes :

Un composé est considére antioxydante in vivo, lorsqu’il requicre les propriétés suivantes (
Ursini et al., 1999 ; Durackova et al., 2008)

1. Il doit réagir avec les métabolites réactifs de I’oxygeéne qui sont biologiquement toxiques.
2. Le produit de la réaction de I’antioxydante avec 1’oxydant ne doit pas étre plus toxique
pour 1’organisme que le métabolite €liminé.

3. L’antioxydante potentiel doit étre présent dans I’organisme en concentration suffisante.

4. Lademi-vie de I’antioxydante doit étre suffisamment langue pour réagir avec I’oxydant.

5.3. Classification des antioxydantes:

5.3.1 Antioxydantes endogénes enzymatiques
Superoxyde Dismutase (SOD) : Les superoxydes dismutases ou SOD sont des antioxydantes
enzymatiques ubiquitaires. Ces métalloprotéines représentent 1'une des premieres lignes de
défense contre le stress oxydant en assurant I’élimination de I’anion superoxyde O2e- par
une réaction de dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygeéne
moléculaire selon la réaction suivant (Haleng et al., 2007) :

2H++202 — H202 + 02
Elles sont présentes dans la majorité des organismes vivants et chez les eucaryotes. Il existe
plusieurs superoxydes dismutases (SOD) qui different par leur cofacteur (Manganése, Cuivre
ou Zinc), leur structure et leur localisation cellulaire (Redler et al., 2012 ; Behrend et
al.,2003).
5.3.1.1Catalase (CAT) : La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du
peroxyde, d’hydrogéne produit dans les condition physiologiques (Niki et al., 2007). Elle est
localisée principalement dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le
cytoplasme (pour les cellules qui ne possedent cette organelle ex ; érythrocytes) (Lindau et
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Shaffer, 1993).
La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogene :
2 H202 — 2 H20 + O2
La Catalase est formée de quatre sous-unites, chaque sous-unité comporte un groupement
ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un atome de Fer a 1’état Fe3+et une molécule de
NADPH. La fixation du NADPH par la catalase lui confére une protection contre 1’attaque de
I’H202 (Delattre et al., 2005).

5.3.1.2 Glutathion peroxydase : Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le
cytosol et la matrice mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes
organiques (ROOH) et du peroxyde d’hydrogéne (H202) (Figure 06) (Valko et al., 2006).

2GSH(réduit)+H202—GSSG(oxydé)+2H20
2GSH (réduit) + ROOH — GSSG (oxydé) +ROH + H20

03 Arginine
oxXyeene

. 2 NO monoxyde
anion superoxyie A azote
superoxyde dismutase| eyzn —— dzote

superosyde dismutase (Mnp :::> H,O-, ONOOH

pm oxvde d*hyvdrogene peroximitrite
ulutathion peroxwidase  [§a l'l.

Cu sélénoproicine Plge
catalase Fe ]’::>

thioredoxine peroscvdiase .l[|IL.l| |“ droxyle
— =
thivredoxine réductase  |Sa
ADN oxyiés Lipides oxydés Protéines oxydées

Figure 06 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydantes et de leurs
cofacteurs métalliques (Favier2003).

5.3.2. Antioxydantes endogenes non enzymatiques :

5.3.2.1 Glutathion : Le glutathion est un tripeptide (y-glutamyl-cystéinylglycine) ubiquitaire
produit dans différents tissus ou il est présent & des concentrations de 1’ordre de 1 a 10 mM

18



Chapitre Il : Stress oxydatif

chez les mammifeéres. Il est présent dans de nombreux compartiments intracellulaires (cytosol,
noyau, mitochondries) soit sous sa forme réduite (GSH) a une concentration intracellulaire de
0,1 a 1 mm, soit sous sa forme oxydée (GSSG) a des concentrations dix fois moins
importantes. Un rapport GSH/GSSG éleveé est essentiel pour assurer une protection contre le
stress oxydant (Valko et al. 2006).

5.3.2.2 Acide urique : Le tissu humain ne posséde pas I’enzyme nécessaire a la dégradation
de I’acide urique en allantoine, c’est-a-dire 1’urate oxydase : en conséquence, 1’acide urique
s’accumule comme produit final de catabolisme des purines, et est présent en quantité
importante dans le plasma humain avant d’étre éliminé par voie rénale. La perte de cette
enzyme au cours de 1’évolution pourrait avoir des effets bénéfiques puis qu’il a été démontré
que I’acide urique possédait des propriétés antioxydantes (Lacolley et al., 2007). A un pH
physiologique I’acide urique est majoritairement ionis¢ sous forme d’urate, un piégeur
puissant de radicaux (OHe, ROOe, NOO-...) (Haleng et al., 2007). L’acide urique, présent
sous forme urate a pH physiologique, possede des propriétés antioxydantes contre les HO- et
RO2e¢, tout comme la bilirubine, les mélanines et la mélatonine (Delattre et al., 2005).

5.3.2.3Bilirubine : La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte
essentiellement du catabolisme de 1’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Ce
composé¢ liposoluble est capable de piéger les radicaux peroxyle, I’oxygene singulet et le
radical hydroxyle, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques
radicalaires (Algeciras- Schimnich et al., 2007). La bilirubine est oxydee par certaines espéces
recyclée par la biliverdine réductase (Halliwell et Gutteridg, 2007).

5.3.2.4 Acide lipoique : C’est un antioxydante puissant qui peut régénérer d'autres
antioxydantes tels que les vitamines C et E (David, 2015). Il est capable de piéger le HOe,
ROOe, HOCI- et 102 (Packer et al., 2001), de chélate les métaux lourds, réduit la glycation et
interviendrait dans la réparation de I’ADN. Il existe sous forme oxydée et sous forme réduite.
Produit en petite quantité par le foie, il se trouve également dans certains aliments (la levure,
la viande de boeuf, 1’épinard, le brocoli...) (Medart ., 2009).

5.3.2.5 Coenzyme Q : Le coenzyme Q est un composé hydrophobe qui se situe dans les
membranes cellulaires. 1l appartient a la chaine de respiration mitochondriale et permet le
transport d’électrons des complexes I et IT vers le complexe I11. Il est également présent dans
les lipoprotéines ou il a un effet antioxydante : il inhibe la peroxydation lipidique en piégeant
les radicaux peroxyles. Son effet anti- oxydante s’exerce aussi au niveau de ’ADN et des
protéines, étant donné que le coenzyme Q est le seul antioxydante liposoluble endogene
(Bentinger et al., 2010).

5.3.3.Les antioxydantes exogenes

5.3.3.1 Vitamine C : La vitamine C ou acide ascorbique est hydrosoluble et considérée
comme étant I’antioxydant naturel le plus puissant. Les aliments ayant la plus grande teneur
en vitamine C sont les agrumes, les kiwis et les [égumes (brocolis, chou-fleur). Présente sous
sa forme ascorbate, elle piege les radicaux peroxyles en phase aqueuse avant qu’ils initient la
réaction de peroxydation lipidique protégeant ainsi les membranes et les lipoprotéines. La
vitamine C peut avoir un effet pro-oxydant et ainsi se lier avec des ions métalliques, dont
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les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et & chélater
les ions des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Leopoldini
etal., 2011).
5.3.3.5 Oligoéléments : Les oligoéléments ou les éléments-trace (zinc, selenium, Fe3+ pour
le réduire en Fe2+ qui pourra ensuite catalyser différentes réactions dont celle de Fenton
(Gulcin,2012) :

H202 + Fe* — OH: + Fe*™ OH'
5.3.3.2 Vitamine E : La vitamine E est le terme générique utilisé habituellement pour
désigner les différents tocophérols et tocotriénols (ensemble de 8 molécules dont 4
tocophérols et 4 tocotriénols,).
Ce sont de bons antioxydantes alimentaires. Elles préviennent [’apparition
d’hydropéroxydes en piégeant les radicaux LOO- (Packer , 2015). De plus, il faut noter que la
vitamine C associée a la vitamine E régénére la forme réduite de 1'a-tocophérol par une
réaction de transfert d’hydrogeéne.

5.3.3.3 B caroténe : Le B caroténe appartient a la grande famille des caroténoides, constituée
de plus de 600 pigments identifiés dans de nombreux fruits et légumes, qui possédent des
propriétés anti oxydantes. Le [B-carotene est notamment capable de piéger les radicaux
hydroxyles HO- et peroxyles ROOe- et ainsi d’inhiber les chaines de peroxydations lipidiques,
il neutralise également 1’oxygeéne singuletlO2. En outre le B-caroténe, tout comme I’a-
caroténe et B-cryptoxanthine , sont des caroténoides précurseurs de la vitamine A (ou rétinal)
chez I’homme, de sorte que le B-caroténe est une provitamine A (Beaubeux et Genevieve,
2011).

5.3.3.4 Polyphénol : Les composés phénoliques, et en particulier les flavonoides, sont des
métabolites secondaires des plantes caractérisés par une structure commune de type 2-
phénylbenzopyrane. Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » cuivre,
manganeése) constituent des cofacteurs nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes
(Figure 07). D’autres constituants de 1’alimentation, comme les vitamines du groupe B, le
chrome ou le magnésium agissent comme des antioxydantes indirects via la régulation de
I’homocystéinémie (vitamines du groupe B), I’amélioration de la sensibilit¢ a I’insuline
(chrome) ou la lutte contre I’inflammation (magnésium). La synthése du glutathion, un des
antioxydantes le plus important de 1’organisme, dépend fortement de 1’apport nutritionnel en
acides aminés tels que la méthionine (R, 2009).
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Figure 07 : Oligoéléments nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes (Roussel,
2009).

5.3.3.6 Sélénium : Sélénium est un élément minéral essentiel contenu a 1’état de traces dans
I’organisme. Il se présent sous diverses formes chimiques dans I’alimentation. Il est
activement métabolisé puis incorporé de maniére originale (Roberfroid et al., 2008). Le
sélénium agit comme un cofacteur enzymatique de la glutathion peroxydase. Dans
I’alimentation le sélénium organique se trouve essentiellement li¢é a un acide aminé, la
cystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui
conduit a des intermédiaires nécessaires a la synthése de dérivés physiologiquement actifs
comme la GPx. Les aliments riches en sélénium sont notamment, les noix de Brésil, les
brocolis, I’ail...etc. (Haleng et al., 2007).

5.3.4 Antioxydantes synthétiques:

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydantes synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone
(TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les
antioxydantes naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils générent un besoin de
recherche comme matiere de substitution des sources naturelles comme antioxydantes de la
nourriture (Lisu et al., 2003).

6.Evaluation de I’activité antioxydante et antiradicalaire:

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de I'activité antioxydante, nommees
d'aprés le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par exemple : FRAP
(Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TEAC
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(Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3 ethylbenzothyazoline 6-
sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est a indiquer que différentes
méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre appliquées préférentiellement
pour la comparaison de produits similaires (Georgeva et al.,2010).

6.1 Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H202 scavenging activity)

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du peroxyde
d’hydrogene est basée sur I’absorption de cette molécule dans le domaine de I’'UV. Comme la
concentration de H202 diminue par les composés piégeurs, I’absorbance de ce dernier a 230
nm diminue également. Néanmoins il est tout a fait normal que les échantillons absorbent
¢galement a cette longueur d’onde, exigeant ainsi 1’exécution d’une mesure blanche
(Malgalhaes et al., 2008).

6.2Piégeage du radical superoxyde (O2¢ -)

Cet essai évalue la capacité d'un produit a capter un radical libre, I'anion superoxyde O2¢ ce
radical est généré in vitro par le systeme hypoxanthine / xanthine oxydase. Dans cette
méthode, le radical réduit le NBT2+ (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en bleu de
formazan de couleur pourpre qui absorbe a 560 nm. Ainsi un composé antioxydante capable
de capter l'anion superoxyde empéchera la formation du bleu de formazan et la solution
restera jaune. Les absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage d'inhibition de
la réduction du NBT2+ par rapport a un témoin constitué du milieu réactionnel dépourvu de
composé antioxydante. On peut ensuite tracer une courbe représentant le logarithme du
pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de composé teste, et déterminer la
IC50 (concentration inhibant 50% de l'activité) du compose (Parejo et al., 2002).

6.3Piégeage du radical hydroxyle (HO¢)

La capacité des substances a piéger le radical hydroxyle est souvent évaluée par le
pourcentage d’inhibition de la réaction du radical OHe avec une molécule détectrice.
(Clement et Armstrong , 1972). Les molécules détectrices utilisées dans la littérature, sont
nombreuses. On peut citer le désoxyribose (Halliwell et al., 1987), la dopamine (Slivka et
Cohen , 1985), la thymine (Hicks et Gebisk , 1986), la 4- nitrosodiméthylaniline (Kraljic et
Yrumbore, 1965), etc.. Le radical hydroxyle est produit par réaction entre le fer (Fe2+/EDTA)
et le peroxyde d’hydrogéne (H202) en présence d’acide ascorbique. Le désoxyribose, par
action du radical hydroxyle, va étre dégradé en malon-dialdéhyde (MDA) (Cheeseman et al.,

1988) dont 1’apparition est suivie par réaction avec 1’acide thiobarbiturique (TBA). Le produit
ainsi formé est détectable par une mesure d’absorbance a 532 nm. La capture du radical (HO¢)
par la substance a étudier, se fait par compétition avec le désoxyribose. Ainsi une diminution
de la quantit¢ du chromogene formé est observée se traduisant par une diminution de
I’absorbance (Read et Randat, 1988).

6.4 Piégeage du radical peroxyle (ROO¢®) par la méthode de TRAP et ORAC

La mesure de I’activité antiradicalaire par ORAC (Oxygen-Radical Absorbance Capacity)
développée par Cao et al., (1993) est une méthode simple et reproductible permettant
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d’évaluer la capacité antioxydante de différentes molécules. La B-PE (B Phycoérythrine) est
une protéine fluorescente extrémement sensible au stress oxydatif. En présence d’AAPH
[(2,2’-azobis (2-amidinopropane) dichloride], qui est un donneur du radical peroxyl, la
structure tétramérique de la B-PE est modifiée, elle se dimérise. Cette dimérisation dépendante
de la concentration en radicaux peroxydes du milieu réactionnel. Et peut étre suivie en
mesurant la décroissance de la fluorescence de la B- PE en fonction du temps. Cette cinétique
de décroissance de la fluorescence, est directement reliée a la concentration de radicaux libres
présents dans le volume réactionnel. Dans le test TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant
Potential), ’AAPH est solubilisé en milieu aqueux avec 1’antioxydante et un indicateur qui
devient luminescent lorsqu’il est oxydé a 37°C, comme le luminol. La capacité des
antioxydantes a bloquer 1’oxydation de I’indicateur est comparée a celle du Trolox (témoin)
(Schlesier et al., 2002).

6.5. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH?)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) (Figure 08) fut I’un des
premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure activité antioxydante des
composés phénoliques (Blois , 1958 ; Brand -Williams et al., 1995). La réduction du radical
DPPH par un antioxydante peut étre suivie par spectrophotométrie UV visible, en mesurant la
diminution de I’absorbance a 517nm provoquée par la présence des extraits phénoliques. Le
DPPH est initialement violet, se décolore lorsque I’électron célibataire s’apparie. Cette
décoloration est représentative de la capacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux
libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des
informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de différentes substances phénoliques des
extraits (Molyneuxs, 2004).

NOS
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N/ \
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NO-
Figure 08: Structure du radical stable DPPH® (Molyneuxs , 2004).

6.6. Reduction du Fer: FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Comme son nom I’indique, cette technique a ét¢ développée pour mesurer la capacité du
plasma & réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+). En effet le Fe3+ participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. Le Fe2+ a un pH faible forme un
complexe avec la 2,4,6-tris(2 pyridyl)-1,3,5-s-triazine (TPTZ) de couleur bleue qui a une
absorption maximale a 594 nm. Ainsi, la formation de ce complexe indiquera un pouvoir
réducteur qui détermine la capacité d’un composé a se comporter comme un antioxydante.
Les valeurs sont obtenues sont comparées avec I’absorbance d’un témoin qui est 1’acide
ascorbique usuellement (Benzieet et Strain , 1996 ; Pulido et al., 2000).
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6.7. Blancissement de la béta-caroténe (B-carotene bleaching method)

Cette technique spectrophotométrique développée par (Marco , 1968), puis légérement
modifiée par (Miller , 1971). Consiste a mesurer, a 470 nm, la décoloration du f-caroténe
résultant de son oxydation par les produits de décomposition de I’acide linoléique. La
dispersion de 1’acide linoléique et du B-caroténe dans la phase aqueuse est assurée par du
Tween. L’oxydation de I’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50 °C) de maniére non
spécifique. L’addition d’antioxydantes purs (Von gadow et al, 1997) ou sous forme
d’extraits végétaux (Moure et al., 2000 ; Koleva et al.,, 2001) induit un retard de la
cinétique de décoloration du B-caroténe. Cette methode est sensible, rapide et simple. Elle
présente également 1’avantage de pouvoir étre couplée a la chromatographie sur couche mince
(Prrat et Miller , 1984). Apres séparation chromatographique, un mélange de pB-caroténe et
d’acide linoléique est pulvérisé sur la plaque, celle-ci étant alors exposée plusieurs heures a la
lumiére du jour ou aux UV jusqu’a décoloration du fond jaune. Les bandes ou la couleur
jaune persiste, indiquent la presence de substances antioxydantes. Cependant, 1’oxydation
induite par voie thermique est non contrdlée et donc non spécifique, ce qui conduit bien
souvent & une variabilité des résultats. Pour contourner ce probléme, certains auteurs ont
remplacé la chaleur par des agents oxydants conduisant a des résultats plus reproductibles,
comme la lipoxygénase de soja (Chailou et Nazareno , 2006). Cette méthode est sujette au
parasitage de composés absorbants dans la fenétre spectrale du B-caroténe. Frankel , (1998) a
¢galement critiqué [’utilisation d’acides gras libres qui ne représentent pas des modeles
lipidiques réalistes. Enfin, I’interprétation des données n’est pas aisée car le -carotene est lui-
méme un antioxydante, sensible a I’oxygene.

Cependant, 1’oxydation induite par voie thermique est non controlée et donc non spécifique,
ce qui conduit bien souvent a une variabilité des résultats. Pour contourner ce probléme,
certains auteurs ont remplacé la chaleur par des agents oxydants conduisant a des résultats
plus reproductibles, comme la lipoxygénase de soja (Chailou et Nazareno , 2006). Cette
méthode est sujette au parasitage de composés absorbants dans la fenétre spectrale du B-
carotene. Frankel , (1998) a également critiqué I’utilisation d’acides gras libres qui ne
représentent pas des modéles lipidiques réalistes. Enfin, I’interprétation des données n’est pas
aisée car le B-carotene est lui-méme un antioxydante, sensible a 1’oxygene.

6.8 Piégeage du ABTS (2,2’-azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]) :

Dans la méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), ’activité antioxydante
totale d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTSe+ (Figure 11),
obtenu a partir de I’ABTS (sel d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonique)) comparativement a un antioxydante de référence : le Trolox® (acide 6-
hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2- carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique
est similaire a celle de la vitamine E. L’obtention du radical cation résulte en contact de
I’ABTS avec une enzyme de peroxydation. Le radical ABTSe+, en contact avec un donneur
de He conduit a I’ABTS+ et a la décoloration a 734 nm de la solution (Lien et al., 1999).
D’autres auteurs utilisent ’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique),
ou ABTSe-, 4 la place de son sel d’ammonium et analysent I’inhibition du radical ABTSe-. La
cinétique de réaction de I’antioxydante eétudié doit étre examinée préalablement pour
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déterminer la fin de réaction. La capacité antioxydante en équivalent Trolox® (TEAC)
correspond & la concentration (m mole/l ou mg/l) de Trolox® ayant la méme activité qu’une

méme concentration unitaire de substance a tester, jus de fruit par exemple comme da la
Figure 09 (Miller et Evans, 1997).

Et.
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Figure 09: Structure du radical-cation ABTSe+ (Miller et Evans , 1997).
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| .1Matériel d'étude:

I.1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est présenté par une espéce végetale halophile
Hammada scoparia (Pomel) Iljin. Cette espéce appartient a la famille des Chénopodiacées, sa
taxonomie, sa phytochimie, son activité et toutes les données qui la concernent ont été
signalées précédemment.

Toute la partie aérienne (tiges et feuilles) a été choisie pour la réalisation des
expérimentations puisque c’est a son niveau que se trouve la majorité des substances actives,
en d’autre terme, c’est le lieu de synthése et de la mise en réserve temporaire des principaux
composés du métabolisme primaire et secondaire.

e Lapréparation du matériel végétal a éte effectuée selon les méthodes suivantes:

1) Larécolte : Les plantes prélevées tot le matin et au moment du débourrement sont
placées dans des sacs en tissus puis transportées immédiatement pour le séchage et
d'analyse.

2) Le séchage : Les feuilles et les tiges sont soumises a un ringage a 1’eau du robinet
pour éliminer les impuretés puis étendues en couches minces, a l'abri de la lumiére et
bonne aération .

3) Le broyage : Une fois séches les tiges sont soumises a un broyage puis placées dans
des sacs en papier opaque jusqu'au debut de I'expé (figure 10).

Figure 10 : Photo de La plante Hammada Scoparia aprés Le séchage.

1.1.2. Site de prélevement :

Les échantillons de la plante ont été prélevés au niveau de la région de Sidi Khaled (Figure
12) située a 34° 22’ 60.00°” Nord et 5° 0’ 0.00°” Est. Le site fait partie de la wilaya de Biskra
au Sud Est algérien (Figure 11). Ces échantillons ont été déposés, séchés et broyés pour la
réalisation de notre étude.
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4

Au niveau de site de prélévement I’analyse des températures moyennes relatives montre que
les températures maximales s’observent en été au mois de Juillet pouvant atteindre 48 a 50°C
et les températures minimales au mois de Janvier et Février. De 1’année 2000 jusqu’a ce jour,
des faibles précipitations ont été enregistrées avec un cumul annuel maximal de 286 mm en
2004 (56.0 mm comme un maximum en 24 heures de précipitation et 78.0 mm comme un
maximum en cing jours de précipitation ont été enregistrées durant le mois de mars de la
méme année) (Station Météorologique de Biskra, indicatifs : 60525, DAUB).
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Figure 11: Situation géographique de la wilaya de Biskra dans 1’ Algérie (Dsa
.,2018)
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Figure 12: Localisation géographique de la zone d’étude (Daira de Sidi Khaled, Wilaya de
Biskra). (http://decoupageadministratifalgerie.blogspot.com).

1.2.Méthodes:
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I.2.1.Préparation des extraits de Hammada Scoparia:

1.2.1.1.Préparation de I’extrait brut:
On trempe 100 g de la plante Hammada Scoparia séchée dans 500 ml d'eau distillée et la

méme quantité trempe dans le Méthanol pendant une durée de 24h , ensuit on procédé a la
filtration en utilisant du papier filtre pour obtenu notre extrait qui a été concentré dans un
Evaporateur rotatif (buchi) sous pression réduite a une température de 40 °C. Enfin, nous le
mettons dans I'étuve (Memmert ) a température 45C°.

[ 100 g de matériel végetal ]
+ +

[ so0mlidesméthanol ] [ co0mlidieaudistillée ]

Maceération pendant 24 h

[ Filtration }

[ Evaporation pendant20min }

Extrait méthanolique Extrait aqueux

Figurel3: Protocole de préparation de I'extrait aqueux et méthanolique .

1.2.2 Détermination de rendement d'extraction:
Les rendements de deux extraits obtenus a partir de la plante Hammada Scoparia qui ont

été calculées selon la formule suivante : (Chniti, 2015)

(R %) = PEB/PMV x100 R.
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R: est le rendement en %.
PEB: Poids de I’Extrait Brut (g).
PMV: Poids de matiere vegetale (g) (Truong et al., 2019).
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1.3 Dosage des polyphénols totaux:

*L’analyse quantitative de phénols totaux des extraits phénoliques a été réalisé par le
protocole suivant, pour 125 pL de I’extrait végétal ajouter 500 puL d’eau distillée, la solution a
été introduite a 1’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis d’addition de 125 pL
du réactif de Folin- Ciocalteu (FCR) agressent forte. Aprés Smin ,1250 uL de carbonate de
sodium (Na2CO3) a concentration de 7 ,5 g/l sont ajoutés pour favoriser un milieu pour
déclencher la réaction d'oxydo-réduction ensuit complété par 1’eau distillée jusqu’un 03 ml
ensuite le mélange réactionnel agité est maintenu a 1’obscurité et incubé pendant 2h a
température ambiante. L’absorbance de chaque solution est déterminée a 765 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV-VIS. (Slinkard et Singleton 1977).

*Une courbe d’étalonnage standard (Figurel4) a été obtenue a partir des solutions d’acide
gallique de différentes concentrations (50 -100 — 150 -200ug/ ml), réalisée par méme
procédure du dosage, toutes les mesures sont répétées 03 fois.

Acide gallique
0,25
y = 0,4954x +
0,0304
0,1
5
0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

concentration d'acide galigue mg/ml

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
1.4 Dosage des flavonoides totaux

Une quantité de 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparée dans le méthanol) est
ajoutée a 1 ml de la solution d’AICI3 (2 % dissous au méthanol). Aprés 10 minutes,
I’absorbance a été mesurée par rapport au blanc préparé de réactif au A max = 430 nanométres
(Ahn et al 2007). Les concentrations des flavonoides ont été déduites a partir de la gamme de
la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine (Figurelb) . Réalisée par méme procédure
du dosage, toutes les mesures sont répétées 03 fois, les résultats sont exprimés en mg
équivalent en quercétine / g d’extrait.
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Figure 15: Courbe d'étalonnage de la querceétine.
1.2.4. Détermination de I'effet antioxydante In vitro :

1.2.4.1.Test du piégeage du radical libre (DPPH):

e Principe du test:

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH') posséde un électron non
apparié¢ sur un atome d’azote du pont N-N. En présence des piégeurs de radicaux libre, le
radical DPPH de couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune
mesurable a 517nm (Figurel7) (Bentabet et al., 2014; Maataoui et al., 2006), le degré de
changement de la couleur est proportionnel a la concentration et a la puissance des
antioxydantes, aussi cette réaction s'effectuée a température ambiante, ceci permettant
d'éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules testées (Mishra K. et al., 2012).

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure 16: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012).
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L’activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par Lopes -
Lutz et al. (2008). 50ul de chaque solution des extraits a différentes concentrations sont
ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025¢/I). Parallélement, un témoin
négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique
de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque
concentration a 515nm apreés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a la température ambiante.
Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydante standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et
pour chaque concentration (Bougandoura , 2013).

Les résultats sont exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou [I’inhibition des
radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

| % = [1 — (Abs Echantillon — Abs Controle négatif)] x 100

| % : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire (AAR%).
Abs Echantillon : Absorbance de I’échantillon.
Abs Controle négatif : Absorbance du contréle négatif (Meddour, 2013).

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydante des extraits aqueux, nous avant introduit le
parameétre IC50 (Concentration Inhibitrice 50). L'IC50 est la concentration de I'échantillon
testé (Acide ascorbique ou I’extrait) nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH, ils sont
calculés graphiquement (Sanchez., 1998) par la formule de la régression des pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testées. Les résultats sont
exprimés en mg/ml.

1.2.4.2 Test de la réduction du fer FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power):

Principe :

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydantes présents dans 1’extrait & donner un
électron (Li et al., 2009) qui va réduire le fer ferrique (Fe3+) du complexe ferricyanure en fer
ferreux (Fe®*) dans un milieu acidifié par ’acide trichloroacétique (Lugman et al., 2012 ;
Sushma et al., 2013). En ajoutant FeCI3 dans le mélange ,un complexe de couleur bleue
spécifique se produit (Dorman et al., 2003). De ce fait, La forme réduite se traduit par le
changement de la couleur jaune vers une couleur bleue (Chung et al., 2006) et une
augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés (Hubert, 2006).

0,25 ml de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 0,625 ml d’une solution
tampon phosphate 0,2 M (pH : 6,6) et 0,625 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
K3Fe(CN)6 a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie & 50°C pendant 20 min ensuite, 0,625
ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont
centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (0,625ml) de surnageant est combinée
avec 0,625 ml d’eau distillée et 0,125 ml d’une solution aqueuse de FeCl3 (Chlorure ferrique)
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4
a 0,1%. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc

semblablement préparé, en remplacant I’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (Spectrophotomeétre UV-VIS). Le contrble positif est représenté par un standard
d’un antioxydante ; I’acide ascorbique dont 1’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes
conditions que les echantillons. (Oyaizi et al., 1986).

2,5 mg de DPPH +250ml de 250 uL de I'extrait +625 pL d'une
méthanol solution tampon phosphate

0,2M(PH:6,6)

: ﬂ

[ Agitation 15min ]

|

[ Lecture de DPPH a 517nm ]

625 pL d'une solution de
K3Fe(CN)6 a 1%

!

[ Incubation 20 min a 50°C ]

: ll

1,95ml de DPPH préparé + 50 [

ml de l'extrait 625 pL de TCA(10%)+centrifugés a ]

3000 rom (10min)

ﬂ |

Absorbation 4 515 nm Un aliquote 625 uL de surnageant
+625 pl d’eau distillée+125 L de

I Absorbation 8 700nm l

Figurel?7 : Protocole de dosage des DPPH et FRAP.
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. Macération 24H >

H. Scoparia apres le séchage H. Scoparia aprés le macération

Séchage dans I'etuve

Calcule le rendement —— (R%)=PEB/PMV

Figurel8 : Plan expérimental d’étude.
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Chapitre Il: Résultats et discussions
= *

I11.1. Rendement de I'extrait brut

Les valeurs obtenues des rendements des extraits bruts sont représentées dans les figures
suivantes.

Extrait 1

Rendement
22%

’ Figure 19: Rendement de I' extrait aqueux de la plant Hammada Scoparia 1

Extrait 2

Rendement
7%

Figure 20: Rendement d'extrait brut méthanolique de la plante Hammada gcopﬂ
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La préparation de I'extrait brut a donné des rendements de I'ordre de (7% ,22%) pour les deux
extraits différents: (le rendement pour I'extrait aqueux ) et (le rendement d'extrait
méthanolique) respectivement. Dans notre étude, la méthode d'extraction suivie c'est
I'infusion qui nous donne des rendements considérables. On remarque que la premiere extrait
nous donne un pourcentage important par rapport a l'autre extrait .

Les travaux antérieurs montrent que les solvants tels que : le méthanol, I’éthanol et 1’eau ainsi
que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une haute
récupération de composés phénoliques (Sahreen et al., 2010; Xia et al., 2010; Bouzid et

al., 2011). Le méthanol et I’eau sont les solvants utilisés dans cette étude pour obtenir 1’extrait
brut a partir des feuilles de I’espéce végétale Hammada Scoparia.

D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a une
autre de la méme famille mais également en fonction des conditions du développement et de
croissance, la maturité, le conditionnement, les conditions de stockage et par les méthodes
d’extraction (Zang et Hamauri , 2003) En plus de ces aspects quantitatives, quelque soit la
méthode d’extraction appliquée elle doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de
la bio-activité de ces principes actifs. Dans la présente étude, la méthode de macération sous
agitation permet d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du
solvant avec ’extrait tout en préservant la bio-activité de ses constituants. De méme, le
déroulement de cette extraction a température ambiante ainsi que 1’épuisement du solvant a
pression réduite permet d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation
ou modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes
d’extraction.

11.2.Teneur des composés phénoliques totaux

Le tableau (03) a présenté la teneur en polyphénols totaux obtenus a partir de I'extrait brut de
la plante Hammada Scoparia, qui est calculé par I'equation y = 0,4954x + 0,0304 avec un
coefficient de corrélation R? = 0,9953, obtenue par une courbe d'étalonnage basé sur l'acide
gallique comme étalon.
Tableau 03: Teneur en composé phénoliques totaux (mg EAG/g d'extrait) d'extrait de
la plante Hammada Scoparia.

Extrait 1 Extrait 2

Extrait brut 23.83 + 0.046 307.7 +0.040

La teneur en polyphénols totaux a été effectuée par la méthode de Folin-Ciocalteu .

La spectrophotométrie UV/Visible a permis de quantifier le taux des polyphénols présents
dans les deux extraits (aqueux et méthanolique) préparés a partir de la plante Hammada
Scoparia , les résultats sont représentés dans tableau 03

Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique (307.7 £0.040 mg EAG/ g E) est plus riche
en polyphénols que I’extrait aqueux (23.83 £0.046 mg EAG/ g E).

La différence dans le contenu en polyphénols peut étre expliqué par la différence de solubilité
de ces composes dans I'eau et méthanol. En fait la solubilité des composés phénolique est
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affectée par la polarité du solvant utilisé, et leur nature chimique dans la plante, qui varie de
composés simples a fortement polymérisés (Mahmoudi et al.,2013; Garcia-Salas et al.,2010).
En effet, on constate que le meilleur solvant d’extraction des polyphénols pour la présente
étude est le méthanol. Plusieurs études ont montré que le genre Hammada, est considéré
comme une source importante de composés phénoliques (Abdo et al.,2015 Bannour et
al.,2016; Gasmi et al., 2019; Benabderrahim et al.,2019).

Nos résultats sont confirmés par le travail de (Bakchiche et Gherib.,2014) sur la méme
espece végétale, les résultats obtenus montre que la teneur en polyphénols totaux de la partie
aérienne d’un extrait méthanolique est de I’ ordre de (108,41+4,59 mg EAG/g ).

De méme, les résultats obtenus par (Bakchiche et Gherib.,2014) montre que I'extrait aqueux
des parties aériennes contient une teneur de 4,163+ 0,028 mg EAG/g MS( EAG/g E).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de la
plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée, exposition
solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que
les polyphénols (Falleh et al., 2008). En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un
certain nombre de facteurs intrinséques et extrinseques (Podsedek, 2007).

11.3.Teneur en Flavonoides

La teneur en flavonoides a été estimée a partir d’'une gamme d’étalonnage effectuée par la
quercétine a différentes concentrations (Equation standard de courbe : y = 5.67x — 0.0546).
Les résultats obtenus sont ainsi exprimés en milligramme de la quercétine par gramme
d'extrait sec (mg d'EQC/g d'extrait sec). La courbe d'étalonnage est établie avec un coefficient
de corrélation R? = 0,9928. Les résultats de dosage des Flavonoides dans I'extrait brut de la
plante Hammada Scoparia sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 04).

Tableau 04: Teneur des Flavonoides (mg d'EQC/g d'extrait sec) de I'extrait de la plante
Hammada Scoparia.

Extrait brut Extrait 1 Extrait 2

7,5+0,026 12.4. +0.025

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium(AICI3).
Les résultats montrent que I’extrait méthanolique (12.4. £0.025mg QE/g E) plus riche en
flavonoide que I’extrait aqueux (7,5 + 0,026mg QE/g E).

La différence dans le contenu en flavonoide est dle probablement a la nature de solvant utilisé
qui permet une meilleure séparation des flavonoides (Stankovi¢ , 2011).

L’étude réalisée par (Ben kheirara ,2018/2019) sur les feuilles et tiges de la méme espece
végétale, avec des teneurs en polyphénols totaux de I'ordre (17.056 + 0.108 mg ER/ g MVS
contre uniquement 12.955 £ 0.117 mg ER/ g MVS ) pour I’extraits de méthanol, ces résultats
sont inférieures & nos résultats.

les teneurs en flavonoides sont plus faibles (0,139+ 0,003mg EQ/gMS) ( Belhadj Tahar et
al.,2015)( Bakchiche et al.,2013) par rapport a nos résultats .
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Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les facteurs extrinséques (tels que les
facteurs géographiques et climatiques), la période de récolte ainsi que par les facteurs
génétiques et les conditions expérimentales (Boudgouree, 2011 ; Hamia et al., 2014), ainsi
que les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante, la méthode
d’extraction et les solvants utilisés (Tirichine , 2010; Park et Cha, 2003).

11.4.Activité anti-oxydante :

Dans notre étude deux tests différents ont utilisé pour déterminer le pouvoir antioxydante
de I’extrait brut de la plante Hammada Scoparia : le test de piégeage du radical DPPH, le
test de FRAP (Ferric Reducing Power).

11.4.1.Teste du piégeage du radical libre DPPH

Le radical DPPH' est I’un des substrats les plus utilisés pour 1’évaluation rapide et directe de
I’activité anti-oxydante en raison de sa stabilité en forme radicalaire libre et la simplicité de
I’analyse (Yeo et Shahidi,2019).

L'activité anti-oxydante de chaque extrait est exprimée en ICsy, qui est déterminée
graphiquement a partir des droits représentent les pourcentages d'inhibition en fonction des
concentrations croissantes de l'extrait . L’efficacité est estimée a partir de I’activité de 1’acide
ascorbique comme référence standard.

Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de concentration
inhibitrice de 50 % des radicaux (ICsg). sont présentés dans la (figure22).
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Figure 21: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de 02 extraits .
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Figure 22: Valeur IC50 de 02 extraits de la plante Hammada Scoparia et le standard Acide
Ascorbique (AA)

Concernant l'effet antioxydante In vitro obtenu a partir le test de DPPH, révélent que I’extrait
méthanolique montre ou représente 1C50 qui est de 1.01 mg/ml, L’extrait aqueux confirme un
IC50 qui est de 1.71mg/. On remarque que I’acide ascorbique posseéde un IC50 plus faible
égale a 0,13 mg/ml En comparant les extraits et les témoins 1’acide ascorbique reste le plus
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efficace avec un faible 1C50 (figure23) , suivi l'extrait méthanolique et extrait aqueux . Les
résultats obtenus montrent qu’il y a une différence trés hautement significative dans les taux
d’inhibition ou de piégeage du radical libre DPPH en présence des différents extraits de la
plante alors La meilleure activité a été enregistrée avec les extraits bruts méthanolique et
aqueux .

On explique 1'utilisation de la technique DPPH par sa rapidité a donner les résultats, comme
elle est employée pour le criblage des molécules douées d'activités antioxydantes présentes
dans les extraits de végétaux (Yi et al., 2008 ; Naba et al., 2010) L’acide ascorbique est un
réducteur tres puissant et posséde de ce fait un pourvoir antioxydante, qui est au centre de son
activité biochimique .Sa structure est composée d’une fonction ¢ne-diol en C2, celle-ci est trés
sensible a I’hydrolyse. Elle est responsable de ’acidité de la molécule et de son pouvoir
antioxydante, L'effet antioxydante In vitro des substances naturels existent dans les extraits
végeétaux peut attribuer selon le contenu en polphénol (Nizan et Mushfig, 2012). Une relation
proportionnelle entre le contenu en polyphénol de l'extrait méthanolique) et [l'effet
antioxydante In vitro de la méme extrait , ce résultat est similaire avec les travaux de (Farasat
etal., 2014).

11.4.2. Réduction du fer

Cette méthode a été utilisée pour mesurer la capacité des substances de notre extraits a
réduire le fer ferrique fe®* en fer ferreux fe?”. C’est une technique rapide, facile et
reproductible. Les résultats de D’activité réductrice des extraits de Hammada Scoparia et
d'acide ascorbique sont présentées dans (Annexe 02), nous avons constaté que la capacité
réductrice esproportionnelle a I’augmentation de la concentration.

0.3
y =0.026x +0.115

R*=0.912

0.25

0.2

0.15

0.1

Absorbance a 700nm

0.05

1 2 3
Concentration de I'extrait aqueux

Figure 23:Courbe représentant le pouvoir réducteur de I'extrait aqueux de la plante Hammada
Scoparia.
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Figure 24: Courbe représentant le pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique de la plante
H Scoparia.
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Figure 25: pouvoirs réducteurs des extraits bruts de la plante Hammada Scoparia .

Les propriétés antioxydantes d'un composé dépend non seulement de sa structure chimique
mais aussi selon le type du radical géenéré qu'il peut neutraliser .L'étude réalisée par Jeong et
autres, 2004 a montré que le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme indicateur
significatif de son activité potentielle. Par ailleurs, Yildirim et al., 2001 indiquent qu'il y a
une corrélation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de réduction des
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composants de quelques plantes.

Les résultats obtenus dans la figure (26) montrent que 1’extrait aqueux présente le pouvoir
réducteur le plus importante (DO = 494) suivi par I’extrait méthanolique (DO =236)

Nous pouvons déduire que tous les extraits de notre plante ont la capacité pour réduire le fer,
mais elle inférieur a celle de I’acide ascorbique (DO = 0,903). Ces résultats comparés a ceux
signalés dans de nombreux travaux antérieurs, semblent plus ou moins comparables

Nos résultats sont inférieurs a ceux trouvés par Benkherera et al. (2018/2019) sur les extraits
méthanolique et aqueux de la méme espece qui avaient des valeurs (1984.987 + 2.566 mmole
Fe*?/ g MVS)et (946.685 + 1.188 mmole Fe*?/ g MVS) respectivement.

D’autre part, nos résultats sont meilleurs que ceux obtenus par Allaoui et al., 2016 sur
I’extrait d’acétate d’éthyl de la partie aérienne de 1’espéce Hammada scoparia de la région de
Ghardaia au Sahara septentrional Algérien ou un pouvoir réducteur moyen de 1’ordre de
172152 pug Eq acide ascorbique / g d’extrait a été  enregistré.
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La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme, on les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie.

L’objet de notre travaille base sur I’étude phytochimique et I'évaluation de D’activité
antioxydantes de différents extraits de la plante Hammada Scoparia .de la région de Sidi
Khaled de Biskra .

L’étude phytochimique de la partie aérienne de 1’espéce Hammada scoparia (Pomel) Iljin a
révélé a travers les tests de criblage la présence des flavonoides, poly phénols totaux . Des
rendements assez élevés ont été enregistrés en extraits bruts aqueux (22%), et en extrait
méthanolique ( 7%) .

L'évaluation dd contenue en polyphénols totaux et en flavonoides a été estimée en adoptant la
méthode de Folin-Ciocalteue et la méthode d'AlCls. Ces dosages nous ont permis d’obtenir les
résultats suivants: les teneurs en polyphénols et flavonoides ont été élevées dans I'extrait brut
méthanolique( 307.7 = 0.040mg EAG/ g E) et (12.4. £0.025mg QE/g E), respectivement
comparativement a 1’extrait aqueux brut ou les teneurs ont été de (23.83 £0.046 mg EAG/ g
E) et (7,5 + 0,026 mg QE/g E).

L'activité anti-oxydante de différente extrait a été évaluée par deux méthodes; le test de
piégeage de radical libre DPPH, et le test de réduction de Fer (FRAP). Les résultats du test
DPPH montrent que I'extrait méthanolique ayant la meilleur activité antioxydante par rapport
I' extraits aqueux avec une ICso: 1.01pg/ml. De méme, l'extrait méthanolique a été induite
par les substances oxydantes et les radicaux libres avec un pourcentage d'inhibition égal a
80% a la concentration 5 mg/ml. Les résultats du dernier test (FRAP) montre que I'extrait de
méthanolique ayant le pouvoir réducteur le plus élevé par rapport a d'autre extrait de H
Scoparia .

Au terme de ce travail, il est souhaitable d’évaluer I’activité anti-oxydante et I' étude
photochimique par d’autres méthodes, que ce soit in vitro ou in vivo, ainsi que d'effectuer
d'autres tests pour évaluer d'autres activités biologiques tels que l'activité anti-inflammatoire
anticancereuse, antimicrobienne.
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Figure27 : Courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique (test DPPH).
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Figure28 : Courbe représentant le pouvoir réducteur de I’acide ascorbique.

63



Les Annexe
* *
Annexe 03
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