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RESUME

RESUME

L’objectif de ce travail est d’étudié l'effet de la variation d'environnement de la
région (Taghzout, Guemar, Hassani Abdelkrim et EI-Oued) sur les principes actifs et leur
activité biologique de plante Calligonumn comosum L'her (Larta)Qui pousse dans la région
d’El-oued (Est Sud d’Alger).On a fait I'étude phytochimique et biochimique d'extrait de
plante. On a pris en compte les mesure de différents parameétres tels que le pH, les composes
phénoliques et les protéines, de méme, on a testé I’activité des antioxydants et ’activité
enzymatique de partie aérienne (feuilles) de la plante aux différents régions (Taghzout ,
Guemar , Hassani Abdelkrim et EI-Oued). D'aprés cette étude , On a enregistré un pH de
plante varie entre (4.2 a 4.7), aussi un pourcentage de rendement plus élevé pour plante de
Taghzout (9.16%) et la plante de hassani Abdelkrim (8.98%), et la plante de Guemar (7.76%).
El-Oued (7.48%). En ce qui concerne le dosage quantitatif des polyphénols ,on remargue la
quantité la plus élevée chez plante de Taghzout(4.25 + 0.08 mg EAG/g EXS), suivi par
échantillon de Guemar (3.25 + 0.11mg EAG/g EXS) et Hassani Abdelkrim (3.04 + 0.03 mg
EAG/g EXS). Enfin I’extrait de région El-Oued (2.86 £ 0.02 mg EAG/g EXS).Les tests
utilisées pour I’estimation de I’activité antioxydant sont: capacité antioxydante total (CAT) ,
piégeage de radical libre DPPH et pourcentage d’inhibition la lyse de globule rouge. Le test
des bonnes valeurs notamment chez plante de (Guemar: 2.574+0.074 mg EAG/g EXS)
et(Taghzout : 2.539 £0.039mg EAG/g EXS), aussi les extraits (Hassani Abdelkrim) donnent
des valeurs importantes (2.391 £0.091mg EAG/g EXS) et (EI-Oued: 2.023+0.023 mg EAG/g
EXS). Les valeurs (pourcentage d’inhibition ) IC50 montrent des valeurs importantes
chez plante de Hassani Abdelkrim qui sont (0.050 £ 0.006mg/ml chez plante de Guemar est
0.052+ 0.00 mg/ml ), mais les valeurs d’IC50 faibles chez des extraits (Taghzout: 0.063
+0.0005mg/ml et (0.071+£0.002mg/ml chez EI-Oued). Taghzout en remarque un Pourcentage
d'inhibition de la lyse des globules rouge trés éleve par rapport acide ascorbique(26.163% =+
0.949).Concernent les paramétre biochimiques et enzymatiques , on a montré que la bonne
quantités de protéine et GSH enregistre chez plante de (Hassani Abdelkrim et EI-Oued)
respectivement, plante de Taghzout est caractérisée par une bonne activité de CAT tandis
gue on remarque la bonne activité de GST enregistre chez plant de EI-Oued . Nos résultats
ont montré qu’il y a des déférences trés hautement significative entre les quatre régions

d’Calligonumn comosum L'her vis-a-vis la plupart des paramétres dossee .

Mots clé :Calligonumn comosum L’her, phytochimique, régions, I’activité anti oxydantes,

I'activité enzymatique, plane saharienne
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Au travers des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses
besoins de base : nourriture, abris, vétements et egalement pour ses besoins médicaux.
L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de
toutes les maladies de I’homme est trés ancienne et évolue avec 1’histoire de 1’humanité.
(Lhuillier , 2007).Les vegétaux constituent depuis toujours une importante ressource
naturelle pour les sociétés humaines (Sato et al.,2001). Ils servent a la fois pour
I’alimentation et la confection d’autres biens deconsommations nécessaires aux
sociétes. Les plantes fournissent également de nombreuxcomposés, tels que les ardémes,
les antioxydants, les huiles, les parfums, les cosmétiques et les molécules actives
(médicaments). (Vu, 2008).

Selon [I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65- 80% de la
population mondiale dans les pays en développement, sur raison de la pauvreté et du
manque d'accés a la médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales
traditionnelles pour leurssoins de santé primaire. Et malgré les remarquables progres en
chimie organique de synthese du vingtiéme siecle, plus de 25% des médicaments
prescrits dans les pays industrialisés tirentdirectement ou indirectement leurs origines des
plantes (Larabaet al ., 2016).Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes
actifs ou certains sont issusdu métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70%
de nos médicaments, environ 170000 molécules bioactives ont étés identifiées a partir de
plantes (Chaabi, 2008).

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas
despolyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutigue comme
vasculo-protecteurs, ant-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et ant-
iradicalaires (Bahorun , 1997).lls sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles« fleurs, pollens, fruits, graines et bois) (Hechifa et Merad
,2015).

L’étude de la phytochimique des plantes est toujours d’une brilante actualité
malgré sonancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente

une source importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette maticre
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végétale contient ungrand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a
profit dans I’industriealimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces
composés on retrouve, lescoumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les

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

L’Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore particulierement
richeet variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et
appartenant aplusieurs familles botaniques (Quezel et Santa, 1963). Ce potentiel floristique
est constitué de plantes médicinales, toxique et condimentaires, est peu exploré du point de
vue chimiqueet pharmacologique. En Algérie ’'usage de plantes médicinales est tradition de

milliers d'années et surtout au Sahara (Gori et Tebbale , 2014).

C’est pourquoi , nous somme intéressé a étudier un des plantes « sahariennes
reconnues médicinales traditionnelle. poussant dans le zone Oued Souf . Ce travail a pour
objet d’évaluer I’influence de la variation environnement des quatre régions (Taghzout,
Guemar, Hassani Abdelkrim, EI-Oued) sur les principes actifs de plante Calligonumn
comosum L'her par des analyses qualitatives et quantitatives de phytochimique et sur

I’activité antioxydante.

Notre problématique est - de savoir si cette plante contient les polyphénoles ,les
protéines en outre si elle possede d'une activité antioxydante ? On prend en considération la

variation d' environnement de la région ?

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de deux parties. La
premiére partie propose une mise au point bibliographique. Elle est divisée en deux
chapitres. Le premier chapitre est consacré a 1’étude métabolites secondaires. Le second
chapitre est consacré a un rappel sur le stress oxydant et différents antioxydants
enzymatique et non enzymatiques.Dans la seconde partie (pratique), nous avons décrit en
Etude phytochimique et biochimique d’extrait . Les résultats obtenus sont ensuite amplement
discutés. Le manuscrit est achevé par une conclusion générale, les annexes et la liste des

références bibliographiques.
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CHAPITRE I: METABOLITES SECONDAIRES

I.1. Métabolites secondaire

1.1.1. Définition
Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base (acides
nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, en plus, un
grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la photosynthese, mais
résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés métabolites
secondaires. (Mohammedi, 2013). Sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant
une répartition limitée dans I'organisme de la plante. Ces molécules marquent de maniere
originale, une espéce, une famille ou un genre de plante et permettent parfois d’établir une
taxonomie chimique. (Bouchama et Yezza, 2014).

Ils ont un réle important dans les interactions de la plante avec son environnement tel
que la protection contre les pathogenes, herbivores, la concurrence entre les plantes et le stress
abiotique comme dessiccation et radiation UV. Plus de 200.000 structures de métabolites
secondaires ont été identifiées (Hartmann, 2007).lls sont divisés principalement en trois
grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides. (Boudjouref ,2011).

1.1.2. Biosynthése

La production des métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme
primaire, résultent généralement de trois voies de biosynthese (Fig.1) la voie de shikimate, la
voie de mévalonate et du pyruvate (Aref et Heded ,2015).

La plupart des précurseurs sont issus de la glycolyse (pyruvate, phosphoénolpyruvate,
acétylCoA), de la voie des pentoses phosphate (glycéraldéhyde-3-P, Erythrose-4-P) et du
métabolisme des lipides (glycéraldéhyde-3-P et acétyl-CoA). Ces précurseurs sont a 1’origine
de la diversité structurale observée au niveau des métabolites secondaires (Mayer, 2004).

Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi étre subdivisés en
deux catégories : ils peuvent étre de type phyto anticipines ou de constitution, C'est-a-dire
synthétisés par la plante de maniére permanente méme en absence d'un facteur de stress par
opposition aux métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétisés uniquement en cas de

stress et sont donc formés de novo (Litvak et Monson, 1998).
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Figure 1: La biosynthétique des métabolites secondaires (Arefet et Heded, 2015).
1.1.3. Classification
Les métabolites secondaires dépassant actuellement 100 000 substances identifiéees, Ils
appartiennent a trois grandes familles: Les composés aromatiques ou polyphénols (acides
phénoliques, flavonoides, banthocyanidines, tanins) et les quinones. Les terpenoides et
leursdérivés. Les alcaloides (Merghem, 2009). Chacune de ces classes renferme une trés
grande diversité de composés qui possedent une tres large gamme d'activités en biologie
humaine (Bruneton, 1993).
1.1.3.1. Polyphénols
Les polyphénols constituent une famille de molécules largement présente dans le
regne végétal (Hugues et al., 2011), ou ils existent sous forme libre ou glycosylée. Leur
caractére ubiquiste fait qu'on les retrouve déja chez les végétaux inférieurs (Bryophytes).
(zga, 2010). Dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs,

fruits (Boizot et Charpentier, 2006).Contribuent a la qualité organoleptique des aliments
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issus des végétaux (couleur, astringence, aréme, amertume). Leur répartition tant qualitative
que quantitative dans la plante varie selon les especes, les organes, les tissus ou encore les
différents stades de développement. (Loic ,2011).

Ils ont élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un cycle
aromatique (benzoique) portant au moins un groupement hydroxyles libres ou engagés dans
une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) (Fig.2).(Gobbi et Khebbaz ,
2014 ).Ces composes varie, des molécules simples (acides phénoliques simples) aux
molécules hautement polymérisées (tanins condenses).Les polyphénols sont repartit en
plusieurs classes : les acides phenoliques, les flavonoides, Les tanins, Les stilbénes, Les

lignanes et les coumarines (Hopkins, 2003).

[ ? S |

Figure 2: Structure d’unité de base des polyphénols. (Ghnimi ,2015).

I.1.3.a. Les acides phénoliques

Ces composes sont dérives de deux sous groupes distingués : Les acides hydroxy-
cinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide
chlorogenique, et les acides hydroxybenzoique, mais les plus répandus sont 1’acide salicylique
et ’acide gallique (fig.3). Sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales. Et présents chez toutes les céréales. (Bouchama et Yezza,2014).
Les acides phénoliques pourraient par conséquent jouer Un réle important parois Végétales.
(Jehl et al., 1995).
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Figure 3: Exemples d’acide phénoliques (Nkhili ,2009).
1.1.3.b. les flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, <jauney» en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent
des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes
Vegétaux.

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous
forme de glycosides. On les trouve, d’une maniere générale, dans toutes les plantes
vasculaires (Yezza et Bouchama ,2014).

Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone (fig:4), fait de
deux cycles benzéniques C6 reliés par une chaine en C3 (Milane, 2004). Le pont a 3 carbones
entre les deux phényles forme généralement un troisiéme cycle pyrone. La distinction des
sous-classes se fait sur la conformation de cette structure centrale (Manallah , 2012) .

Figure 4: Structure de base des flavonoides (Aissaoui, 2010).
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Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent
le méme élément structural de base. Ils peuvent étre regroupes en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les
positions 2, 3.Dans la position 2 : le flavonoide est appelé Flavane. Si la position 4 de la
flavane porte un groupement carbonyl la flavane est appelé Flavanone. Si la liaison C2-C3
dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est nommé Flavone. Si le squelette
est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné par le nom de Flavonol.
Dans la position 3 : le flavonoide est designé par le terme Isoflavane (tableau 1). (Bouakaz,
2006).

Tableau 1 : Structures chimiques de quelques flavonoides (Scalbert et Williamson, 2000).

Structure Nom Structure Nom
Flavone Flavanonol 3-Hydroxy-
2-Phénylchromen- d‘\\© 2,3-Dihydro-2
] 4-One ©;.‘J\ . Phénylchromen-4-on
Lavan-3-Ol
O Flavan-3,4-Diol
oH OH
OH
Flavanone
@ 2,3-Dihydro-2- = Anthocyanidol Ou
©1ﬁ/?| Phenylchromen-4- (8\ ™ Anthocyanidine
One =

.\N)/.l Dihydrochalcone Aurone
o
Flavonol Chalcone
3-Hydroxy-2-

Phénylchromen-4-
On
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1.1.3.c. Les tanins

Le mot tanin fait référence a un large groupe de composés (poly) phénoliques
naturellement produits par les plantes. Sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau et
ayant des poids moléculaires compris entre 500 et 3000. (Rira, 2006). Se caractérisent par
leur faculté a se combiner aux protéines et a d’autres polymeéres organiques tels que des
glucides, des acides nucléiques, des stéroides et des alcaloides, pour former avec eux des
complexes stables. (Sereme et al., 2010). Leur conférant une protection contre les prédateurs
(herbivores et insectes). Selon la nature des assemblages moléculaires, les tanins sont classés

en 2 groupes :

v’ les tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables, constitués par une molécule glucidique sur laquelle est estérifiée de
I’acide gallique ou un de ces dérivés (acide éllagique, acide m-digallique) d’ou le nom de
pyrogalliques et d’¢llagitanins qu’on leur donne quelque fois. Ils sont facilement hydrolyses

par voie chimique ou enzymatique (Fig.5-6). (Bruneton, 1997).

. COOH 0
__OH
OH HO 0
(8
HCy, | e ¢ -h_ﬁ;’,l) Ho O O H
|
_ e HO
HC HO OH d o
OH 0

CH

Acide gallique Acide ellagique
Figure 5: Structure de base Figure 6: Structure de quelques
Tanins hydrolysables (Cowan, 1999). Tanins hydrolysables (Cowan, 1999).

v" les tanins condensés
Les tanins condensés ou proanthocyanidols résultent de la polymérisation de molécules
élémentaires de flavanes (flavanes ol-3, flavane ol-4, flavane diol —3,4). Ils sont désignés
aussi sous le nom de tanins« catéchiques ». Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés
dans tous les groupes de végétaux, gymnospermes et fougeres compris (Fig.7) (Sereme et al.,
2010 ; Bruneton, 1997).
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Figure 7: Structure de base des tanins condensés. (Cowan, 1999).
1.1.3.d. Les stilbénes

Les stilbenes sont un groupe de polyphénols non flavonoidiques issus du métabolisme
secondaire végétal (Hugueney, 2013). Et dérivés de la voie du phénylpropanoide. Toutes les
plantes supérieures semblent pouvoir synthétiser Malonyl-CoA et CoA-esters de dérivés
d'acide cinnamique, (phénylpropanoides). Mais Seulement quelques especes végeétales sont
capables de produire des stilbénes. Un grand nombre de preuves indiquent que les stilbénes
participent a la fois aux mécanismes de défense constitutifs et indicibles chez les plantes, mais
les fonctions détaillées de ces composés n'ont pas été entierement élucidées. (Chong et al.,
2009).

Les stilbenes ont une structure en C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques reliés par un
pont éthyléne. Il existe deux formes isomériques : (E)-1,2-diphényléthyléne ((E)-stilbénes) et
(2)-1,2-diphényléthylene ((2)-stilbéne) (Fig.8). La forme cis (Z) est obtenue par photo-
isomérisation ou par I’action de la chaleur. La forme trans (E) étant la forme la plus stable et
bioactive (Mérillon et al., 1997), elle est en général plus abondante dans les différentes

especes végeétales productrices de stilbénes.(Arraki,2014 ).

Figure 8: Structure d’un stilbéne (Midoun, 2011).
1.1.3.e. Les lignanes
Lignanes sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités

phényl propaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de
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composés ont été isolés dans environ soixante dix familles (Belyagoubi et Benhammou,
2012)

Ces mémes unités de base servent aussi aux végétaux pour synthétiser un long
polymere, au nom proche mais mieux connu, la lignine, présente dans les parois cellulaires
des vaisseaux conducteurs. Malgré “leur structure simple, il existe une grande variété de
lignanes qui se distinguent par le type de liaison entre les deux unités et les modifications

intervenant apres la dimirisation (Fig.9) (Laine et al., 2007) .

Ho H
Ho OH
Ho F=0 H
2 <2 .

Figure 9 : Structure des lignanes (Midoun, 2011).

1.1.3.f. Les coumarines

Les coumarines sont des composes aromatiques phénoliquesnaturels, largement
distribués dans le regne végétal, portant un noyau benzo-pyrone dans leur structure (fig.10).
Ils sont des 2H-1-benzopyran-2-ones que 1’on peut considérer, en premiére approximation,
comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-Z cinnamiques. (Dridi ,2015; Hamimed,
2009). Elles représentent avec les flavonoides, les chromones et les isocoumarines, un tres
vaste groupe de composés. Les coumarines simples dégagent une agréable odeur, rappelant la
vanilline et ont été utilisées pour la conception des parfums et ardmes de synthése. (Mpondo
et al., 2014). (Tableau .2) suivant rassemble les principaux coumarines et leur distribution

dans le réegne végétal.

FigurelO: Structure de base de coumarine (Kanoun, 2011)
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Tableau 2: Principaux types de coumarine (Talbi, 2015).

Structure R6 R7 R8 Acide Phénolique
. p\[f\ ~ H OH H Umbelliférol
| Dj\ OH OH H | Aescultol
T R L&) 7
R OCH3 OH H Scopolétol
OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

1.1.3.2. Les terpénes

Le terme de terpénoides est attribué a tous les composés largement répandus dans le
regne vegétal, constituent sans doute le plus vaste ensemble connu des métabolites
secondaires des végétaux (Kabouche, 2005). Les plantes synthétisent plus de 22 000dérivés
isopréniques qui possedent des structures, des propriétés physiques et chimiques et des
activités biologiques trés diverses (Vandermoten, 2009).

Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) (fig.11). Cet isopréne est a la base du
concept de la "régle isoprénique”. Cette regle consideére le diphosphate d'isopentényle (PPI),
désigné sous le nom d'isoprene actif, comme le véritable précurseur de la molécule terpénique
; d'ou le nom d'isoprénoides sous lequel on les désigne également. (Larbi et Rabah,
2014;Lamarti et al., 1994).

/ C CH
l\ %J‘I\ H.C™ (|3/ i

Ou

Figure 11: Structure de base la molécule isopréne (Tahraoui, 2014;Bouchama et Yezza.,
2014).

Ainsi, les monoterpénes sont constitués par 10 atomes de carbone ou deux unites
isopréniques. lls sont volatils, entrainables a la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et
représentent la majorité des constituants des huiles essentielles. (Lamarti et al., 1994).

Les fonctions et types des isoprénoides sont trés variées (tableau.3). ont un réle dans les
chaines de transport des électrons (quinones : ubiquinone, plastoquinone), sont des
pigments photosynthétiques (caroténoides, chaine latérale de la chlorophylle) ou des

transporteurs de sucres (polyprénols), impliqués dans la synthése des N-glycoprotéines;
11
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qui interviennent dans les interactions écologiques entre les plantes et leur
environnement. (Esther, 2005).

Tableau 3 : Quelques exemples des différents types de terpenoides (Belbache, 2003).

N Squelette Type de terpenoides Exemple de molécule
carboné
1 C5 Hemiterpene Isopréne
2 C10 Monoterpéne Nérol, citronnelle, huiles essentielles
3 C15 Sesquiterpéne B-Cadinene
4 C20 Diterpéne Sclaréol, phytol
6 C30 Triterpéne Lanostérol
8 C40 Tetraterpéne Caroténoides
>8 >40 Polyterpéne Caoutchouc

1.1.3.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d'origine végétale, azotée tres
diversifiés (Attou, 2011). A caractére alcalin et douées des propriétés physiologiques

prononcées méme a faible dose (Zenk et Jueng ,2007).

Les alcaloides sont une trés grande famille qui compte plusieurs types de molécules

ayant des structures tres diversifiées (tableau.4). On dénombre un peu plus de 10000
alcaloides provenant de plantes et, beaucoup plus rarement, d'organisme animaux. Leurs
structures sont tres variées, de trés simple (ex. : nicotine) a plutét complexes (ex. : réserpine,
strychnine). La plupart sont cycliques (mono-, bi-, tri-, tétracyclique, etc.) et peuvent
comploter, en plus de la fonction amine commune, une panoplie d'autres groupements
fonctionnels. (Zaghdane, 2008). On les classe sous trois groupes:

Alcaloides vrais: ils se caractérisent par une importante cytotoxicité, expose une vaste
activité physiologique, la plupart sont des bases stables, elle comporte un ou plusieurs
atomes d'azotes dans le cycle.

Protoalcaloides: ce sont des amines simples comme les acides aminés et d'autre
alcaloides comme Mescaline, Ephédrine.

Pseudoalcaloides: regroupe les composés azotés, non dérivés des acides aminés;

I'incorporation de l'azote dans la structure se fait en phase finale; comme la Caféine

(Boutaoui, 2012).

12
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La répartition des alcaloides dans les plantes, ce fait difféeremment suivant les espéces,
par exemple: racine (Ipéca), feuille (Coca), fruit (Pavot), écorce (Quinquinas),
graine(Colchique) ...etc. Les alcaloides se rencontrent surtout au niveau des épidermes, des
laticiferes et de fagon générale dans tous les tissus en voie de croissance et ils s’accumulent
surtout dans les vacuoles. (Ghedjati, 2014).

Leur concentration ne représente pas plus de 10% du poids sec. L’existence de plantes ne
contenant pas d'alcaloides démontre que ces composés ne sont apparemment pas essentiels a

leur reproduction. Les alcaloides tout d’abord, ont des effets bénéfiques sur la plante.

Ils Régulent la croissance et le métabolisme interne végétaux, ils désintoxiquent et
transforment les substances nocives au végétal, mais plusieurs alcaloides sont trés toxiques et
offrent, par conséquent, un arsenal chimique de défense des plantes contre l'attaque des
herbivores et des micro-organismes (Mauro, 2006).1ls sont considérés comme une réserve

d'azote en cas de son manque dans le sol (Nedjmi et Soussou, 2014).

Tableau4: Quelques exemples des alcaloides (Badiaga, 2011).

Nom Structure Nom Structure
gHa
O -
Caffeine <,'" g Morphine
N NH‘CHj
cH/ g
HsC_
N -
Cocaine d%/H Ephedrine CHs
CH,OH
° CHs
(o}
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1.2.Systemeoxydant, Systeme antioxydant

1.2.1.Systéme oxydante

1.2.1.1.Stress oxydatif

La stress oxydatif est 1’incapacité de I’organisme a se défendre contre 1’agression des
especes oxygenées activées, suite a un déséquilibre lié, soit a une production accrue d'especes
réactives de I'oxygéne(ERO), soit a une diminution de la capacité de défense antioxydant
(Defraigne et Pincemail , 2008).Cette définition ne rend pas justice a la notion de stress qui
est avant tout une réponse a une modification des conditions habituelles de vie cellulaire.
Lorsque des ERO commencent a s’accumuler dans la cellule, ils peuvent étre neutralisés par
des molécules de défense anti-oxydantes présentes dans la cellule (Barouki ,2006).

1.2.1.2. Les espéces réactives de I’oxygéne

L’oxygéne est nécessaire a tous les étres vivantpour produire de I'énergie par
I'intermédiaire de chaines de transport délectrons telles que celle existant dans les
mitochondries des cellules eucaryotes. (Gardes-Albertet al., 2003).

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron
non apparié. (Afonso et al., 2007). Il peut se former lorsque 1’oxygéne interagit avec certaines
molécules tres instables, il réagisse rapidement avec les autres composants, essayé de capturer
I’électron qui leur est nécessaire pour acquérir de la stabilité (Tanguyet al.,2009).

La présence d'un électron non apparié donne lieu a certaines propriétés communes qui
sont partagées par la plupart des radicaux. Il peut soit donner un électron ou accepter un
électron dautres molécules, donc se comporter comme des oxydants ou des
réducteurs(Loboet al.,2010).

Les radicaux les plus importants a considérer en biologie sont dérivésde I’oxygene et
formés lors de la séquence de réduction cet élément (Christelle, 2006).Tels I'anion super
oxydeO," et le radical hydroxyleOH*, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NO. D'autres
especes dérivées de l'oxygene dites especes actives de I'oxygéne, comme I'oxygéne singulet,
le peroxyde d'hydrogene (H,O,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux
libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux(tableau.5).
L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de

I'oxygene (Kambaleet al.,2013).
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Tableau 5: Les principales especes oxygénées reactives. (Metizi, 2008).

Nom Symbole

Especesradicalaire

Anion superoxide 0,
Radical hydroxyl OH’
Monoxyde d’azote NO’
Espéces non radicalaires
Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygéne singulet 0,
Péroxynitrite ONOO

1.2.1.3.Nature et sources cellulaires des espéces réactives de ’oxygene

Les espéces réactives de 1’oxygene se forment dans toutes les réactions biochimiques
comportant le transfert d’électrons ou la participation de 1’oxygene. Divers types cellulaires
et tissus donnent naissance aux EOR par des réactions enzymatiques ou par auto-oxydation au
cours de leur métabolisme normale et parfois en réponse a un stimulus spécifique. (Meziti,
2009).

1.2.1.3.a. Source endogéne

L’oxygene (ou dioxygéne,0,) est indispensable a la production d’énergie sous forme
d’ATP appelée phosphorylation oxydative se fait notamment par I’intermédiaire de chaines de
transport d’électrons présentes dans la membrane interne des mitochondries. (Migdal et
Serres,2011).

La majeure partie de I'oxygéne que nous respirons subit une réduction tétravalente
(addition de 4 électrons, réaction 1) conduisant a la production d'eau. Cette réaction est
catalysée par le cytochrome oxydase, dans le complexe IV de la chaine de transport des
électrons située dans la membrane interne mitochondriale. (Gardés-Albertet al., 2003).

0, +4e-+4H*—>2H,0 (1)
v Anion super oxyde.

Environ 2 % de I’oxygeéne consommé au niveau mitochondrial sont transformés en
radicaux superoxydes O,  lors de la premiére réduction électronique de 1’oxygéne(réaction
2).(Migdal et Serres,2011).Production d’O," ’effectue au cours du transfert des électrons du
complexe | au cycle des quinones. Au niveau du complexe III, c’est le coenzyme Q, sous sa

forme ubisemiquinoneQH:, qui est responsable de la production d O, . Lorsque le potentiel
15
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de membrane est élevé (en 1’absence d’ADP) et lorsque du FADHj; est utilisé par le complexe
I, il y a production dO," au sein du complexe I via le flux inverse (Carriéreet al.,2006).
Oxtle-—0; (2

La NADPH -déshydrogénase située dans la membrane mitochondriale interne,
conduire a la formation de radicaux O, . Par ailleurs, I’apparition de radicaux superoxydes
peut résulter de l'auto-oxydation (oxydation par Il'oxygéne) de composés tels que des
neuromédiateurs (adrénaline, noradrénaline, dopamine...), des thiols (cystéine), des
coenzymes réduits (FMNH;, FADH,) (réaction 3) mais aussi de la détoxification de
huésxénobiotiques (toxiques, médicaments) par le systeme des cytochromes P450 présents au
niveau du réticulum endoplasmique (Gardes-Albertet al., 2003).

0O, + 0, +2HY — H,0, + 0, (3)

(O27), peu réactif par lui-méme, mais représentant un précurseur d’espéces plus

agressives(Halliwell et Gutteridge ,1986).
v Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne peut néanmoins étre considéré comme un dérivé réactif de
I’oxygene potentiellement toxique car sa faible réactivité associée a sa capacité de traverser
les membranes biologiques(Pal Yu, 1994 ; Cash et al., 2007). Sa production peut également
résulter de la réduction bioélectronique de I'oxygéne en présence d'oxydases (aminoacides
oxydases, glycolase oxydase, urate oxydase...) (réaction 4) qui se trouvent principalement
dans des organites cellulairestel que les peroxysomes. Par ailleurs, la membrane
mitochondriale externe renferme une monoamine oxydase capable de catalyser la
désamination oxydative(Gardés-Albertet al., 2003).

0,+2e-+2H* — H,0, (4)

La quantit¢ de peroxyde d’hydrogene est régulée par I’enzyme héminique catalase
(CAT) qui acceélere sa dismutation, et par la glutathion peroxydase (GPx) qui catalyse sa
réduction par le glutathion (réaction 5).(Nauseef, 2008).

H,0, +2GSH — 2H,0 + GSSG(5)

L’eau oxygénée peut avoir plusieurs destinées. En présence de métaux, en particulier
de FerFe*™ , elle est transformée en radical hydroxyle OH par la réaction de Fenton
(reaction6). Ce dernier est extrémement réactif et va oxyder trés rapidement les molécules
voisines, formant parfois d’autres radicaux libres (Barouki, 2006).

H,0, + F2 — OH- + F*3 + OH(6)
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v Le radical hydroxyle OH*

Ce radical OHe peut étre formé a partir de H,O,par la réaction de Fenton a laquelle
participe un métal de transition tel que le fer.(Nordmann et coll, 1992) OHest un agent
d’oxydation(hydroxylation des cycles aromatiques notamment),mais son action est limitée par
sa trés courte duréedevie. De plus, sa production in vivo par la réaction deFenton reste
discutée. L'O,réagit aussi avec le fercomplexé pour former des espéces radicalaires ferryles et
oxoferryles.(Deby-Dupontet al .,2002).Le radical OH® apparait ainsi comme [’espéce
réactiveayant une responsabilité majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres. (Halliwell et
Gutteridge, 1986).

L’H,0,peut aussi réagir avec le radical superoxyde, aboutissant a la production
du OH*; (reaction7) ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss (Sorge,
2004).

H,0,+ O;" —O0H*+ OH™+ 0, (7)

Le radical hydroxyle a une durée de vie extrémement faible (inférieure a la
microseconde) et les distances qu’ils peuvent parcourir sont également trés faibles. Ce sont
donc des radicaux qui diffusent peu et qui réagissent quasiment sur le lieu de leur production.
Le OH~est capable de réagir avec la plupart des molécules biologiques comme I’ADN, les
protéines, les sucres et les lipides membranaire. Parmi les ERO le radical hydroxyle est de
loin le plus réactif.

Le radical O, a une demi-vie plus longue et bien qu’il soit moins réactif il est
aussidélétere quele radical HO®(Delattre et al., 2005).

v Radicaux alkyles R*et peroxyl ROO*

Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de 1’addition de

I’oxygenesur les radicaux centré sur le carbone R*(réaction 8).
R°+0,—R0O0* (8)

Les radicaux R sont généralement issus de I’action des radicaux hydroxyles sur
lessubstrats biologiques par arrachement d’atome d’hydrogene ou addition sur les doubles
liaisons(réaction 9)(Delattre et al.,2005).

OH*+RH —R*+H,0 (9)

Les radicaux pyroxylés (ROO*®) sont extrémement réactifs, et ce avec la plupart des
molécules des tissus vivants. Ces radicaux libres de I'oxygéne ou de I'azote, méme réactifs, ne
sont pas uniquement toxiques ; au contraire, ils sont produits par divers mécanismes

physiologiques afin de détruire des bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages,
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polynucléaires) ou pour réguler des fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire
programmée ou apoptose(Favier, 2003).
v' L’oxygéne singulet (‘O2)

Il correspond & une forme excitée de I’oxygene O,, il possede la méme structure
¢électronique que I’oxygéne, mais <agencée> différemment, a savoir que les électrons de la
couche externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas radicalaire. Son
état <excité» lui confére un potenticl oxydant supérieur a celui de 1’oxygéne (Bonnefont-
Rousselot et al.,2003).

v Le monoxyde d’azote NO

Le monoxyde d’azote radicalaire ou NO* est un composé important; il est notamment
synthétisé¢ par les cellules endothéliales via 1’action de NO synthétases sur la L-arginine
(réaction 10). C’est une molécule labile trés diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent
sur la plupart des fonctions physiologiques de 1’organisme (maintiendu tonus vasculaire,
neurotransmission, fonctionnement rénal,...)(Haleng,2007).

Nitrigue oxyde synthése
0, + Arginine + NADPH —NO* + Cittrulline + H,O +NADP+ (10)

Le NO interagit avec 1’anion superoxyde pour donner le peroxynitrite, compose
extrémement réactif et toxique (réaction 11). NO et peroxynitrite interagissent avec des
protéines et peuvent altérer leurs propriétés. (Barouki ,2006).

0,"+ NO*— ONOO~ (11)

Le peroxynitrite, instable, est tres oxydant et forme de nouvelles especes actives, dont
certaines sont radicalaires (OH®etN*O, ),a la base de nitrations et d’hydroxylations(Deby-
Dupontet al .,2002).

1.2.1.3.b. Source exogéne

D’autres sources ou modes de génération exogene des espéces reactives de I'oxygéne
existent par les interactions avec leur milieu environnant (l'exposition a l'ozone, les
rayonnementsionisants, les métaux lourds) (Birbenet al., 2012).et aussi de notre mode de vie
(tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense) .

Les métaux toxiques (chrome, cuivre, vanadium), mais aussi le cuivre et le fer
libres(existant lors de surcharges génerales ou localisées) générent des radicaux hydroxyles,
trés réactifs, a partir de I'espéce peu réactive H,0, , par une réaction appelée réaction de
Fenton (Favier, 2003). Le plomb augmente la peroxydation lipidique. Une diminution
significative de l'activité de super oxyde dismutaseSODet GPx de tissu cérébral ont eté
rapportés aprés I'exposition au plomb. Le zinc, joue le rble de cofacteur de nombreuses
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enzymes, l'exposition au plomb peut remplacer le zinc dans le site actif ce qui conduit a
I'inactivation de ces enzymes (fig.12). L'exposition au plomb peut provoquer une inhibition de
la GST en affectant thiols de tissus(Birbenet al., 2012).
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Figure 12 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene
impliqué en biologie(Ghalem, 2014).

1.2.1.4.Intéréts biologiques des radicaux libres dans la physiologie cellulaire

1.2.1.4.a. La phagocytose

Les radicaux libres jouent un réle essentiel dans le bon déroulement de la
réactionimmunitaire. La phagocytose des bactéries et des parasites par les macrophages ou
lespolynucléaires s’accompagne d’une production d’espéces réactives de 1’oxygene si brutale
et intense qu’elle est connue sous le nom «Bouffée respiratoire » puis qu’elle s’accompagne
d’une augmentation transitoire de la consommation d’oxygene. Au sein de
phagosome,l'activation de la NADPH oxydase, I'action des superoxydes dismutases (SOD) et
la NO synthase (NOS) aboutissent a un mélange trés corrosif de O,", H,0,, HO*, ONOOH.
L’eau oxygénée (H,0,) en présence de chlore et sous I’effet de la myeloperoxydase donnera
naissance a 1’acide hypochlorique HOCI, c’est 1’oxydant microbicide le plus puissant
(réaction 12)(Favier, 2003).

H,0, + C1™— HOCI 7+ H,0,(12)

19



CHAPITREIL: SYSTEME OXYDANT, SYSTEME ANTIOXYDANT

1.2.1.4.b.La signalisation cellulaire

En dehors de leurs actions déléteres, les espéces réactives de 1’oxygenepeuvent agir en
tant que molécule de signal et intervenir dans la communication intracellulaire et
intercellulaire. Ils participent a 1’expression de certains genes et a leur régulation. Cela leur

confere un réle important dans les phénomenes de croissance et de mort cellulaire.

Les mecanismes de communication cellulaire faisant intervenir les radicaux libres ne sontpas

encore élucidés:

- les radicaux libres joueraient un rdéle dans la régulation de I’expression des geénes. La
présence de radicaux libres dans le milieu extracellulaire est a ’origine de I’activation de
certains facteurs de transcription par des mécanismes encore mal compris. Il en résulte ensuite

I’expression des génes correspondants (Delattre etal., 2005).

- Les radicaux libres peuvent intervenir dans la prolifération, la différenciation, 1’adhésion

et la migration cellulaire(Jacques, 2010).

- Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de

signaux cellulaires.

-Les radicaux libres jouent un réle dans la régulation de la dilatation capillaire, au

fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire (Favier, 2003).

1.2.1.5. Conséquences biochimiques du stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systéemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents (
Favier, 2003).Les dommages oxydatifs sont un terme fréquemment utilisé pour impliquer des
dommages aléatoires et indiscriminés a une large gamme de biomolécules.(Halliwell , 2007)
contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines, I’ADN (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

1.2.1.5.a. Peroxydes lipidiques

La peroxydation lipidique est un processus de radicaux libres impliquant une source
de radicaux libres secondaires, qui peut en outre agir comme second messager ou peut réagir

directement avec d'autres biomolécules. Se produit sur l'acide gras polysaturé situé sur les
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membranes cellulaires et elle poursuit en outre avec la réaction en chaine radicale (fig. 4).
(Lobo et al.,2010).

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones

situésentre deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) (réaction 17).
RH + OH*—R*+ H,0 (17)

Le radical lipidique (R*) réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un radical
peroxyle (ROO*)(réaction 18).

R*+0, —ROO* (18)

Le radical peroxyle est suffisamment réactif pour arracher un H+ a un AGPI voisin et
former un hydroperoxyde lipidiqgue (ROOH). Dans ces conditions, une réaction en chaine
s’installe, propagée par les radicaux R*et ROO*(réaction 19).(Halenget al., 2007).

ROO* +RH RO—OH + R* (19)

Les peroxydes lipidiques se décomposent ensuite en toute une série de sous—produits
dont font partie les aldéhydes. La malonedialdéhyde. Toutefois, son estimation reste un indice
peu représentatif de la présence d’une peroxydation lipidique puisqu’elle ne représente qu’un

pourcent des produits de décomposition des peroxydes lipidiques.(Pincemailet al., 1999).

Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les
phospholipides membranaires. Les conséquences seront différentes: l'attaque des lipides
circulants aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines de densité légere) oxydées qui,
captées par des macrophages, formeront le dép6t lipidique de la plaqued'athérome des
maladies cardiovasculaires, (Halenget al., 2007).L'attaque des phospholipides membranaires
modifiant la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et
transporteurs et la transduction des signaux.(fig.13)montre la réaction en chaine de la

peroxydation lipidique avec la formationde produitsterminaux.
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Figure 13 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature
des produits terminaux formés (Favier, 2003).

1.2.1.5.b. Protéines oxydées

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis d'espéces
réactives de l'oxygenelLes plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques
comme le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, Toute Attaque radicalaire d’un acide aminé
provoquera l’oxydation de certains résidus avec, pour conséquences, |’apparition de
groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et
inter-chaines.(Haleng et al., 2007;Koechlin-Ramonatxo,2006).Peuvent provoquer la
fragmentation de la chaine peptidique, l'altération de la charge électrique des protéines, la
réticulation des protéines et I'oxydation des acides aminés spécifiques et donc conduire a une

susceptibilité accrue a la protéolyse par dégradation par des protéases spécifiques.

Les résidus cystéine et methionine dans les protéines sont particulierement plus
sensibles a l'oxydation. L'oxydation des groupes sulfhydryle ou des résidus méthionine des
protéines provoque des changements conformationnels , le déploiement des protéines et la
dégradation.(Birben et al., 2012).
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1.2.1.5.c. Oxydation de P’ADN

L'acide deésoxyribonucléique (ADN), qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est
également une cible majeure des EOR. Les radicaux O, et OH provoquent des lésions de
I’ADN(Koechlin-Ramonatxo, 2006) .Le espéce reactive de I'oxygéne peut conduire a des
modifications de I'ADN de plusieurs fagons, qui implique la dégradation des bases, des
ruptures d'/ADN simple ou double brin, des modifications, des mutations, des délétions ou des
translocations liées a la purine, a la pyrimidine ou au sucre, et la réticulation avec des
protéines(Birbenet al., 2012 ).La guanine est ainsi facilement transformée en 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OH-dG) qui est normalement éliminée par des enzymes de réparation de
I’ADN. Si ces systemes sont défaillants, la 8-OH-dG s’accumulera au sein de ’ADN causant

ainsi des mutations impliquées dans le développement du cancer (Mezzetti, 1998).

1.2.1.5.d. Des polysaccharides

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides les espéces réactives de
I'oxygene attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage.
Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder, en présence de traces métalliques, en libérant des
cétoaldéhydes, H,0,etOH®, qui entraineront la coupure de protéines ou leur glycation.
(Favier, 2003).

1.2.2.Systémes antioxydants

Les antioxydantssont des molécules capables d’interagir sans danger avec les radicaux
libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées. (Tanguyet al.,2009).

Ce systéme antioxydant inclut des enzymes (catalase, glutathion peroxydase,
glutathion transférase, superoxydedismutase) et les systémes de séquestration des métaux pro
oxydants (fer, cuivre). Par ailleurs, des composés hydrophiles et lipophiles (vitamine C et E,
GSH). Des éléments traces tels que le zinc et le sélénium participent également a la défense
antioxydante (fig.14)(Bakpinar et Tugrul,1995).
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Figure 14:Rdle central des enzymes antioxydants dans la cascade oxydante (Pincemail et al.,
1999).

1.2.2.1. Systeme antioxydant enzymatique

1.2.2.1.a. Superoxydes dismutase

Le superoxyde dismutase(SOD)ces métalloprotéines, qui représentent une des
premieres lignes de défense contre le stressoxydant, (Halenlg et al.,2007).Chez I'hnomme, il
existe trois formes de SOD: le Cu / Zn-SOD cytosolique, le Mn-SOD mitochondrial et la
SOD extracellulaire (EC-SOD).(Matéset al., 1999).Qui different par la localisation
chromosomique du géne, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur
localisation cellulaire. Le rdle déterminant du superoxyde dismutases (SOD) dans les
systemes de défense antioxydant de I'organisme est connu depuis 1968. On sait que l'ion
superoxyde (O;") est le point de départ de la chaine de production des radicaux libres. Or, dés
ce stade précoce, le superoxyde dismutases inactive I'ion superoxyde en le transformant en
peroxyde d'hydrogéne (H,0,)(Réaction 13).Celui-ci est ensuite rapidement catabolisé par la
catalase et les peroxydases en dioxygene (O;) et en molécules d’eau (H,O)(Moran et al.,
2003).

20, "+ 2H" SOD —H,0, + 0, (Réaction 13).
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1.2.2.1.b. Catalase

La catalase est une enzyme tétramere consistant en quatre sous-unités identiques
contiennent un seul groupe ferriprotoporphyrine par sous-unité catalase(CAT) réagit trés
efficacement avec H,0, pour former I'eau et I'oxygene moléculaire(réaction 14),et avec des
donneurs H (méthanol, éthanol, acide formique ou phénols) a activité peroxydase (Matéset
al., 1999).

La catalase est une enzyme antioxydant intracellulaire qui se trouve principalement
dans les peroxysomes cellulaires et dans une certaine mesure dans le cytosol qui catalyse la
réaction du peroxyde d’hydrogene a l'eau et a l'oxygene. Il est particulierement importante
dans le cas d'une teneur limitée en glutathion ou d'une activité réduite de GPX et joue un réle
important dans le développement de la tolérance au stress oxydatif dans la réponse adaptative
des cellules. (Wassmann et al.,2004).

2 H202—>2H20 + 02(14)

1.2.2.1.c. Glutathion peroxydase

Est une métalloenzyme a sélénium Son réle principal consiste en 1’élimination des
peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras
polyinsaturés.(Haleng et al., 2007).

Le Glutathion(GSH) intracellulaire est converti en Glutathion Disulfide(GSSG) par la
peroxydaseglutathion contenant du sélénium, ce qui catalyse la réduction du H,0, en
présence de Glutathion(GSH) et la peroxydase GSH est couplée a I'oxydation du glucose-6-
phosphate et du 6-phosphogluconate, ce qui donne Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide-
Phosphate(NADPH) pour la réduction du GSSG Par la Glutathion Disulfide(GSSG)
réductase. Il s'agit d'une voie importante du métabolisme H,0 dans de nombreuses
cellules(fig. 15)(Rahman et al..,2012)

Chez les Eucaryotes, on distingue cing iso enzymes de laGlutathion —
Peroxydases(GPx) qui sont présentes danses liquides extracellulaires et dans les cellules au
niveau du cytosol et des mitochondries: La GPx 1 cytoplasmique et mitodriale, la GPx2
gastro-intestinale, la GPx3 plasmique, la GPx 4 ou PHGPx localisée a I’interface de la
membrane interne du cytoplasme et la GPx5épididymaire. la plus abondant est la GPx 1 et

elle est exprimée dans la plupart des cellules (Delattre et al.,2005).
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Figure 15 :Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al.,1990).

1.2.2.1.d. Glutathion-S-transférases

Glutathion S-transférase est une famille de enzymes multifactorielles présentes chez tous les
organismes catalysent la conjugaison du glutathion a des substrats électrophiles (Pemble et
al., 1994). Ces enzymes sont impliquées dans la détoxification des d'une grande variété de
composés xénobiotiques (par exemple des agents cancérigénes, des médicaments anti-
tumoraux, les polluants environnementaux) et de composes endogéne (par exemple, des
peroxydes, des sous-produits de l'activité des especes d'oxygene réactif). (Sherratt , 2001).

L'activité de conjugaison du GSH avec les composés électrophiles est présentée
comme suit (Waxman, 1990)(réaction 14):

GSH + R-X — GSR + HX (14)

1.2.2.2. Systeme antioxydant endogene non enzymatique

1.2.2.2.a. Glutathion

Le glutathion est un tri peptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-
SH)majoritaire au niveau intracellulaire. (fig.16) Le glutathion (GSH) joue un role
essentiel dans la préservation des formes actives de divers antioxydants de faible taille
(vitamines C, E <ubiquinone, polyphénols). Il est aussi le cofacteur de toute une série
d’enzymes antioxydants (Defraigne et Pincemail, 2008).

La fonction thiol confere au glutathion un réle d'antioxydant «c'est-a-dire  de
réducteur (donneur d'électron ou datome H), qu'il exerce vis-a-vis denombreuses
especes oxydées, et en particulier vis-a-vis de l'eau oxygenée et des
radicauxhydroxyles (réaction 15) .

GSH + OH'— GS* + H,0(15)
GSH +R*— GS*+RH
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Toutefois, le role protecteur deGSH sembleprovenir de sa capacité a réagir avecles

radicaux centrés sur le carbone R-.
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Figure 16:Structure de thiol. (Sekli-Belaidi, 2011) .
Le rapport glutathion réduit (GSH)/glutathion oxydé (GSSG) est un excellent
marqueurdu stress oxydant et de son importance; plus la valeur de ce rapport estbasse, plus le

stress oxydant est élevé(Haleng et al.,2007 ).

1.2.2.2.b.Vitamin C (Acide Ascorbique)

La vitamine C soluble dans I'eau (acide ascorbique) procure une capacité antioxydant
intracellulaire et extracellulaire en phase aqueuse principalement par balayage des radicaux
libres d'oxygene (fig.17). Il convertit les radicaux libres en vitamine E(Birbenet al., 2012).Est
un piégeur de ROS a spectre large, efficace contre les radicaux peroxyles, hydroxyle et super

oxyde ainsi que contre le peroxinitrite.

HO
HO*HO—HD O O
HO OH

Figurel7:Structure de I'acide ascorbique(Amadou, 2005).
Bien que 1’acrobate soit hydrosoluble, ce qui permet de déplacer les espéces reactives
de l'oxygene de la membrane vers le cytosol et de prévenir la peroxydation lipidique.
L’acrobate est également capable de réduire les métaux de transition et donc d’avoir des effets

prooxydants. (Ré et al., 2005).
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1.2.2.2.c.Vitamine E (a-Tocophérol)

La vitamine E liposoluble est concentrée dans le site intérieur hydrophobe de la membrane
cellulaire et constitue la principale défense contre les lésions de la membrane induite par les
oxydants.(Cowan,1999)(fig.18). La vitamine E donne de I'électron au radical peroxyle, qui
est produit pendant la peroxydation lipidique. L'a-tocophérol est la forme la plus active de la
vitamine E et le principal antioxydant lié a la membrane dans la cellule. La vitamine E
déclenche I'apoptose des cellules cancéreuses et inhibe les formations de radicaux
libres.(Tanguyet al.,2009).
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Figure 18:Sstructure de vitamine E (Sekli-Belaidi, 2011).
1.2.2.2.c.Carotenoids (p-Caroténe)

Les caroténoides sont des pigments trouvés dans les plantes (fig.19). On a trouvé que
le B-caroténe réagissait avec les radicaux pyroxyles (RO0*), hydroxyle (OH) et superoxyde
(O27). Les caroténoides montrent leurs effets antioxydants en faible pression partielle
d'oxygéne mais peuvent avoir des effets pro-oxydants a des concentrations d'oxygene plus
élevées. Les caroténoides et les acides rétinoiques (AR) sont capables de réguler les facteurs
de transcription. Le p-caroténe inhibe l'activation NF-kB induite par les oxydants et
I'interleukine (IL) -6 et la production de facteur de nécrose tumorale a. (Birben et al., 2012).

AANVANANANANEVANE

Figure 19:Structure de p-Carotene. (Omayma etAbdel Nasser ,2013).
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1.2.2.2.d.0Oligo-éléments

De molécules antioxydants de petite taille (cuivre, zinc, sélénium). (Pincemail et
al.,2001).
v Le sélénium
Cet oligo-¢lément n’est pas en tant que tel un antioxydant mais il participe au
processus de défense contre les espéeces oxygénees activées(EOA) comme cofacteur de la
glutathion peroxydase.
v Lecuivre
Cet oligo-élément est un des cofacteurs essentiels du superoxyde dismutase. Toutefois,
au méme titre que le fer, il joue, en tant que métal dit de transition, un réle important dans le
déclenchement des réactions conduisant a la formation d’especes oxygénées activées.
v' Lezinc
Cet oligo-élément est un des cofacteurs essentiels du superoxyde dismutase. La prise
de zinc conduit a long terme a I’induction de protéines antioxydants comme les
métallothioneines. Le zinc protege également les groupements thiols des protéines. Le zinc
peut inhiber partiellement les réactions de formation d’espéces oxygénées induites par le

fer.(Mezzetti et al., 1998).

1.2.2.3.Antioxydants d'origine végétale

1.2.2.3.a.Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille importante d’antioxydants présents dans
lesvégétaux. lls regroupent une grande variété de composés comprenant entre autres
lesflavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes que 1’on
retrouve dans les plantes (Delattre et al., 2005). L'activité antioxydant des composés
phénoliques est principalement attribuable a leurs propriétés redox, qui leur permettent d'agir
comme agents réducteurs, des donneurs d'hydrogéne et extincteurs (qu'enchere) de I'oxygéne

singulet.(Gulcinet al., 2010). Globalement, ce sont d’excellents piégeurs desespeces

oxygénées activees(EOA) et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et
le cuivre (Haleng et al., 2007).

1.2.2.3.b.Flavonoides

Les flavonoides sont des substances phénoliques formés dans les plantes des acides
aminés phénylalanine, tyrosine et malonate . La propriété des flavonoides la mieux décrite est

leur activité antioxydant et leur capacité a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles
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(OH*), anions superoxydes (O,") et radicaux peroxy lipidiques, par la donation directe

d'atome d'hydrogéne selon la réaction (16).(Pasquier, 1995).

Flavonoide OH*+ R*—flavonoide (0°) + RH (16)

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur
groupementhydroxyle (C3;-OH) fortement reactif. Ils sont également capables de chélater les
ions métalliques (largués a partir de leurs protéines de fixation ou de transport) qui
peuventrenforcer ces effets déléteres par la production des radicaux hydroxyles (OH*®). En tant
qu’antioxydants, les flavonoides sont capables d’inhiber la carcinogenése. Ils inhibent en plus
I’angiogenese, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif et métastatique des
cellules tumorales (Ghedira, 2005). En outre, les flavonoides sont capables d’inhiber une
large gamme d’enzymes génératrices du Oze— et d’autres ROS, comme la xanthine oxydase,
la protéine kinase C, la cyclo oxygénase, lipooxygénase, mono oxygénase microsomal
(Densiov et Afanas’ev, 2005).
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11.1. Présentation de site expérimental

La Wilaya d’El-Oued est située au Sud-Est de I'Algeérie, elle a une superficie de586.80 44Km
2 (Neguia, 2014). Elle demeure une des collectivités administratives les plus étendues du
pays. Elle est limitée:

= Au Nord est par la wilaya de Tebessa.

= Au Nord par la wilaya de Khenchela.

= Au Nord-Ouest par la wilaya de Biskra.

= ]’Ouest par la wilaya de Djelfa.

» Au Sud et ouest par la wilaya de ‘Ouargla.

» & L’est par la Tunisie (Neguia, 2014) (fig :20).
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Figure20: Géolocalisation de la région d’El-Oued Souf ( Medarag et al.,2006).

I1.1.1. Caractéristiques climatiques de la région :

Le climat de région d' El-oued de type sec avec des étés chauds et des hivers doux ,
caractérisé par un faible taux des précipitations et des températures élevées, d’une évaporation
importante et d’un rayonnement solaire excessif. Les vents sont fréequents et les plus violents
se manifeste au mois du printemps ( Litiem et Zelaci , 2016 ) pour déterminer les
caractéristiques climatiques de la région, Mettre en évidence les facteurs clés suivants
‘température, précipitation, éclairage, et I”’humidité .

La région est caractérisée par une température accrue, en particulier en été, lorsque la
tempeérature moyenne entre 2004-2013 a été estimée a 22,43 °C varier la température

maximale en fonction des saisons, ou la température élevée régnant a I'été a partir d' avril
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(21,685 ° C) et dure jusqu'a la fin de septembre (28,92 ° C), ou le taux de la chaleur au cours
de ce mois a 34,64 °C au mois de juillet et au contraire, réduire la température en hiver, ou la
température moyenne dans le refroidisseur mois atteint 11,05 °C.

La proportion de précipitations dans la région est faible, la pluviométrie moyenne
entre 2004-2013 estimée a 69.85 mm Parmi les caractéristiques les plus importantes de
précipitations dans la région est l'irrégularité au cours de I'année .souvent, le pourcentage le
plus éleveé est en fin d'automne et le début de I'hiver mm7.96 mm 20,57 le reste des saisons
sont seches, a l'exception de quelques pluies occasionnelles gouttes sans valeur pour la

végétation cela montre que la période de tarissement domine toute 1’année.

La région recoit une grande quantité de soleil , ou un moyen en soleillement entre 2004
et 2013 est estimée par 279.91 h/mois .

La région est caractérisée par I’air sec, et ’humidité de I’air est souvent faible, en
raison de I’absence de vapeur d’eau. L’humidité moyenne entre 2004 et 2013 est estimée a %
46.06, et le taux d’humidité maximum a 64,1 % en décembre, est le plus faible taux
d’humidité en juillet 28.7% (Bachouch et Mili , 2016) .

Le tapis végétal est discontinu et tres irrégulier, les plantes utilisent surtout les
emplacements ou le ravitaillement en eau se trouve un peu moins défavorable qu’ailleurs.
(Chehma et Djebar, 2008).

Les travail de recherche a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique qui
fait partie de faculté des sciences de la nature et de la vie sans oublier le laboratoire de
valorisation et technologie des ressources sahariennes ( laboratoire de recherche appartient

au faculté de technologie). De I’université Echahid Hamma Lakhdar d’El-Oued.
11.2. Matériels végétal

Les plante étudiée dans notre travail est : L'Arta (Calligonumn comosum L’her).Un
grand arbuste boisé, atteignant 2-3m dans la hauteur, s'est beaucoup embranché de la base
(Quezel et Santa, 1963). Les branches sont vert foncé, articulées (claires) et tres
perdent rapidement leurs petites feuilles (congés) lineaires. Les fleurs sont trouvées a la base
des nceuds et aux fins des branches. Six petits tepals forment le périanthe avec des anthéres
rouges remarquables. Le fruit est une circulaire seule (simple) carpel , n'excédant pas 1cm de

diamétre et couvert de poils (cheveux) bruns-jaunes quand mdr. Calligonumn comosum
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L’her ,produit de nombreuses fleurs dans le début du printemps (mars, avril) (fig : 21)
(Hechifa et Merad, 2016 ).

Figure 21:Photographie de I'espece de (Calligonumn comosum L’her).
La classification des plantes de la famille des Polygonacées est la suivante (Tab:6).

Tableau6: Classification scientifique de Calligonumn comosum L her (Quezel et Santa,
1963).

Phanérogames ou Spermaphytes.

Polygonales

Calligonumn

Larta, Lartaya

Calligonumn comosum L’her (Larta) est largement distribué dans le Nord d'Afrique,
Europe du Sud et de I'Ouest et en Asie centrale (Ahmed et al., 2015).

Selon Chouikh et al. (2015), en Algérie la plante se trouve notamment dans les zones
désertiques du le Sud-Est Algérien (Oued Souf).
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11.2.1. Récolte de la plante

La plante a phase végétative est récoltée a la fin du mois de octobre 2016 de
quatre régions : Taghzout, Guemar , Hassani Abdelkrim , Echat (EI-Oued).

11.2.2. Préparation d’échantillon

L’échantillon est ensuite lavé puis séché a I’air libre et a I’ombre .Apre séchagela
partie aérienne (feuille) de la plante est récupérée, on broie par mouleuse électrique pour
obtenir la poudre de plante , stockée dans des bocaux fermés hermétiquement et placée

dans un endroit a 1’abri de la lumiére et de la chaleur avant utilisation.
11.3. Matériel d’étude au laboratoire

Les matériels utilise dans les différente teste et dosage regroupés dans le tableau

(annexe 1).
11.4. Méthode d'analyse

11.4.1. Mesure de pH

Le pH est déterminé a l'aide d'un pH-meétre( Meter Lab M210) par méthode de
Mohammed et al. (2009). En met 5g de poudre dans 50 ml eau distille, et agité pendant 10

minutes, puis filtre la mélange est mesure le pH.

11.4.2.Extraction des composés phénoliques

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules poly phénoliques contenues
dans les parties aériennes de la plante par macération en utilisant le méthanol (CHz,CO3-OH)
Pour extraire les polyphénoles de parties aériennes (feuille ) des plantes de la diférent région
étudiées par maceération, nous avons opté le protocole décrit par Benbrinis (2012). Une
guantité de la partie aérienne (feuille ) Calligonumn comosum L ’her est mis a macérer
dans méthanol sous agitation pendant 24 heures, a ’ombre et a température ambiante.
L’extrait récupéré par filtration est soumis a une évaporation du méthanol sous pression
réduite a 45°C dans un rota vapeur. La solution obtenue est séchée pour obtenir une
poudre et conservé jusqu’a l'utilisation (annexe 1) (Talbi et al., 2015)

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par Falleh et al.(2008).

R (%) =100 Mext / Mecn
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R: est le rendement en.%
M., :est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en mg.
Mgn: est la masse séche de 1I’échantillon végétal en mg.

11.4.3. dosage des polyphénols totaux

w Principe

L’analyse quantitative des phénols totaux des extraits phénoliques a été réalisée par le
méthode de Li et al.(2007). Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune
constitué  par un mélange dacide phospho-tungstique(H;PW;,0,,) et d'acide
phosphomolybdique(H;PMo,,0,4,). Il est réduit lors de l'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleu de tungstene et de molybdene (Ribéreau , 1968). La coloration
produite, dont lI'absorption maximum a environ 760nm (UV- VIS -1240)est proportionnelle a
la quantité de polyphénoles présents dans les extraits végétaux(Boizot et Charpentier, 2006).

+ Mode opératoire

200 pL dextrait végetal dilué en méthanol est mélangé, la solution a été introduite a
I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de I’addition de 1ml du réactif de
Folin-Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois dans 1’eau distillée. Aprés 4 minutes, 800 ul de carbonate
de sodium (Na,CO3) a concentration de 7.5¢/l ont été ajoutées, les solutions ainsi obtenues
ont été secouées immeédiatement et sont maintenues a 1’obscurité pendant 2h a température

ambiante.

w Lecalcul

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique
de différentes concentrations (60 - 120 pg/ml), réalisée par la méme procédure du dosage. Les
résultats sont ainsi exprimés en milligramme d'acide gallique par gramme d'extrait sec (mg
d'EAG/g EXS).

11.4.4. Evaluation de pouvoir antioxydant

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de notre extrait phénolique, a été réalisée
par deux tests in vitro , deux tests chimiques et l'autre biologique. Dans les tests chimique, on
s'intéresse a mesure la capacité antioxydant total et mesuré I'activité de balayage d'un radical
libre par les fractions antioxydant en employant le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl DPPH, et
nous avons adopte une technique d'évaluation de I'état de défense des substances phénolique

vis-a-vis de l'intégrité des cellules sanguine induit par un génerateur des radicaux libre.
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11.4.4.1. Activité antioxydant totale

w Principe

La capacité antioxydant totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phospho-molybdéne .Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (VI)
présent sous la forme d’ions molybdate MoO,* & molybdéne Mo (V) MoO," en présence de

I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo (V) a pH acide( Prieto et al., 1999).

+ Mode opératoire

Un volume de 200 pl de chaque extrait méthanolique est mélangé avec 2 ml de
solution du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate
d’ammonium). Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 60 min. Apres
refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient
2ml de la solution du réactif et 200 ul du solvant utilise et il est incubé dans les mémes

conditions que 1’échantillon.(Prieto et al., 1999).

w Courbe d’étalonnage

La courbe est établie en utilisant I'acide gallique comme référence et les résultats sont

exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/ g EXS)
11.4.4.2. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH®)

w Principe

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl ou le a- diphényl -B-picrylhydrazyl (DPPH) est
unradical libre stable, Il posséde un électron non appari¢ surun atome du pont d’azote
de couleur violet foncé Lorsqu’il est en présence d’une substance pourvoyeuse d’atome
d’hydrogéne, il se réduit et devient jaune.La réduction du radical DPPH par un antioxydant
peut étre suivie par spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance

a 517nm provoquée par la présence des extraits phénoliques.(Molyneux, 2004).(Fig:22).
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e
e e o

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 22 : Structure de DPPH et DPPH:(Molyneux, 2004).

+ Mode opératoire

A 50ul de chaque solution d’extrait méthanolique a différentes concentrations
est ajouté 1ml de la solution méthanolique du DPPH a 0.01M. Parallélement, un contrdle
négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1ml de la solution méthanolique de
DPPH .La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 517nm aprés 30 min
d’incubation al’obscurité et a température ambiante. Le contrdle positif est représenté

par une solution d’un antioxydant standard .

+ Courbe d'étalonage
Pour tracer la courbe d’ étalonnage en utilise I’acide ascorbique comme un
standard a différentes concentrations (20- 80 pg/ml), dont I’absorbance a été mesuré

dans les mémes conditions que les échantillons .
| %DPPH =[(Ay-A)/A0]*100
I %: Pourcentage d'inhibition.
A,: L'absorbance du contréle.
Ag4:L'absorbance de I'échantillon (Dziri et al., 2012).
w Détermination de la concentration inhibitrice 1C 50%

Le paramétre IC50 qui indique le pouvoir antioxydant d’un composé ou d’un extrait et
qui est définit comme étant la concentration de 1’extrait exprimée en mg/ml nécessaire pour
balayer 50% du radical DPPH. La valeur d’IC50 de chaque extrait est deduite a partir
des équations des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction

de la concentration de chaque extrait. (Bokhari et al., 2013).
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11.4.4.3. Application du test biologique (test hémolyse)
w Principe

Le test hémolyse a été réalisé par méthode d’Abirami et al. (2014)Ce test permet de
suivre I'évolution positive ou négative d'une prescription , sur I'état de défense de l'individu
vis avis des radicaux libre) un globule rouge pour résistea cette agression jusqu'a ceque la
membrane soit modifié et que la cellule laisse échapper son contenu (Maamri, 2008).La lyse
de cellule sanguine est induite par des générateurs de radicaux libres qui perturbent la
membrane plasmique (peroxyde dhydrogéne H,O0,,trichlorure de FerFeCl;, acide
ascorbique(Chouikh, 2015).

+ Mode opératoire

Le sang est récupére sur anticoagulant EDTA. Le sang est dilue 2fois dans I'eau
physiologie. 20ul de globule rouge ajoute a 1ml d'extrait de Calligonumn comosum L ‘her , et
laisse bandent 05min en 37° C aprés ajouter 20ul de solution peroxyde H,O0,
(30mmol),20ulde solution trichlorure de Fer FeCl; (1%), 20ul solution acide ascorbique (50
mmol ), le mélange place dans un bain marie a température 37°C ,aprés incubation 60 mn le
mélangeest centrifugé a 700tr/mn pendant 10 min. la longueur d'onde du spectrophotometre

est fixe a 540nm cette opératoirerépeteavecdéférente concentration de extrait.

w+ Courbe d’étalonnage
Pour tracer la courbe d’ étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un
standard a différentes concentrations (40- 120 pg/ml), dont 1’absorbance a été mesuré

dans les mémes conditions des échantillons .

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

des globules rouge. Lapouvoir d'inhibition a été calculéa partir la relation suivante :
% hémOIyse = [Abscontréle / Abséchantillon ] *100
ADbS¢chantilion: Absorbance de milieu réactionnelleen présence de I'extrait.

Abs onirsle - Absorbance de milieu réactionnelle en absence de I'extrait (chouikh,
2015).
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11.4.5. Analyses biochimiques
11.4.5.1.Dosage des Protéines totales
w Principe

Les protéines ont été quantifiees selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
bleu brillant de Coomassie G250. Le principe de la méthode est basé sur la fixation d’un
colorant acide bleu de coomassie) sur les protéines au niveau de groupement amine (-NH2)
des résidus protéiques pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur
bleue refléte le degré d'ionisation du milieu acide et l'intensité correspond a la concentration
des protéines). Ce changement de coloration est mesuré a une longueur d’onde de 595nm par
spectrophotometre(UV- VIS -1240)(Sbartai, 2008).

+ Mode opératoire

100 mg d'échantillon est broyé dans un mortier avec 5ml d'eau distillé, puis filtre et
verse dans de tube avec 5ml autres contenant de I'eau distillé .Dans des tubes & essai propre,
on prélevé 0.2ml de I'échantillons végétal et 1.6ml eau distillé, 0.2ml du réactif de (BBC) sont
ajoutés au vortex. Apres 5min a 1h la lecture se faite au spectrophotomeétre a la longueur
d’onde 595nm. Apres I'étalonnage de l'appareil par la solution témoin (1.6ml eau distillé
+0.2ml du réactif de BBC).

w Courbe d’étalonnage

La quantité de protéines est exprimée en pg/g de MF par rapport a une courbe
d’étalonnage faite avec des concentrations connues.Et le de sérum albumine bovine (BSA)

comme standard.
11.4.5.2. Dosage d'activité Le Glutathion (GSH)
w Principe

Le taux du glutathion est quantifie selon la méthode de Weckberker et Cory
(1988). Dont le principe repose sur la mesure chlorométrique de Le complexe résultant de la
réduction de I’acide 5,5 dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le groupement thiol (-SH) du

glutathion mesure a une longueur d'onde de 412nm.
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+ Mode opératoire

500mg de feuilles fraiches est broyé a froid avec 4ml tampon phosphate (0,1 M pH=
6,5) le broyat filtré et centrifugé a 5000tr/mn pendant 15mn. L’homogénat doit d’abord
subir un déprotéinisation par 1’acide sulfosalysilique ASS (0,25%). Pour cela, au 0,8ml de
I’homogénat sont additionnés 0,2ml d’ASS, le mélange est vortexé et laissé pendant
15min dans un bain de glace puis centrifugé a1000 tr/min pendant 5min. Le surnageant
est utilisé comme source d’enzymes et il doit étre conservé au congélateur a -80°C jusqu’au

moment du dosage.

Le volume réactionnel contient : 0,5ml d’extrait enzymatique, 1ml tampon tris-
EDTA, 0,025ml DTNB. L’étalonnage de I’appareil se fait par 0,5ml eau distillé, 1ml
tampon Tris-EDTA, 0,025ml DTNB.

+ Le calcul

La concentration du GSH est obtenue par laformule suivante :

c _(DOXlKl,SBS) 1

13,1 x0,8x0,5/ mgde protéines

La concentration du GSH est exprimée en umole/mg de protéines .
DO=Densité optique.

1:Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation=0,8ml
d’homogénat+0,2ml d’ASS.

1,525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage de la GSH au niveau du
surnagent = 0,5 ml surnagent+1ml Tris-EDTA+0,025mI DTNB.

13,1:Coefficient d’absorbance (concernant le groupement (-SH) a 412nm).
0,8: Volume de I’homogénat trouvé dans 1 (ml).

0,5 : Volume du surnagent trouve dans 1,525.
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11.4.6. Evaluationl'activité enzymatiques
w Préparation de ’extrait enzymatique

Pour obtenir I’extrait enzymatique de la plante est réalisé la méthode de  «Loggini et
al.(1999)cité par (Sbartai, 2008)»L’extrait sera utilis¢é pour lamesure de I’activité
catalase.0,59 de feuilles sont broyés avec 25ml de solution tampon phosphatepH=
7(KH,POy,). Le broyat récupéré est centrifugé a 5000tr/mn pendant 5min. Le surnageant est
filtré pour I’obtention de I’extrait enzymatique qui sera conserver a 4°C jusqu'a son

utilisation.
11.4.6.1. Dosage de ’activité Catalase (CAT)
w Principe

Le dosage spectrophotométrique de I’activité catalase (CAT) est réalisé suivant la
méthode de Cakmak et Horst (1991). La catalase est un enzyme permettant la
transformation de I’eau oxygénée (H,0,en eauH,O0) et dioxygene (0,). La décroissance de
I’absorbance est enregistrée pendant trois minutes (UV- VIS -1240) pour une longueur d’onde

de 240nm et un coefficient d’extinction linéique molaire € =39400M- 1 .cm-1 L.
+ Mode opératoire

Le mélange réactionnel contient : 100ul de I’extrait enzymatique brut, 50ul de
peroxyded’hydrogéne H,0,a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH=7.2).
L’étalonnage de I’appareil sefait en I’absence de I’extraitenzymatique. La réaction est

déclenchée par 1’addition d’eau oxygénée .
w+ Le calcul

Activité de catalaseexprimée en pmol oxydé /min/g de MF. Elle est calculée par la

formule suivante:

AAXVt
Act=
EXAtXLXVexp

Act:Activité enzymatique en moles/min/mg de protéines €£: coefficient d’extinction

Linéique molaire en (M).
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AA:Différence moyenne de 1’absorbance.

Vt:Volume total du mélange réactionnel en (ml).

Ve:Volume de I’extrait enzymatique en (ml).

L:Largeur de la cuve de mesures en (cm).

P:Poids des protéines en (mg) T: temps de lecture en (min).
11.4.6.2. Dosage de ’activité Glutathion S-Transférase (GST) :
«+ Principe

Le dosage de la glutathion S-transférase est réalisé par la méthode de (Habig et al.,
1974)Elle basant sur la cinétique de formation d'un complexe entre un substrat des GST:
le 1-chloro-2-4-dinitrobenzéne (CDNB), et le glutathion (GSH). Le complexe formé peut étre

visualisé par une augmentation de la densité optique a une longueur d’onde de 340 nm.
+ Mode opératoire

Les échantillons sont homogénéisés dans un 1ml tampon phosphate (pH = 6et a
10mM). L’homogénat est centrifugés al4000 trs/mn pendant 30min et la surnageant

récupere servira comme source d’enzyme.

La méthode consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml dumélange
CDNB (ImM)+GSH (5mM) (20,26 mg CDBN 153,65 mg GSH , 1ml éthanol , 100ml tampon
phosphate (0,1 ph 6 ) la lecture des absorbances est effectuéetous les 1min pendant 2min a
340 nm. Contre un blanc contenant 200ul d'eau distilleremplagant la quantité du surnageant

«+ Expression des résultats
Les concentrations de la GST sontexprimées en nmoles/min/mg de protéines.

GST=22 X - -

9.6 Vs mg de proteines

ADo :Pente de droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction de

temps.

9,6 : Coeffecion d'extinction molaire du CDNB.
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Vt: Volume totale dans le cuve :1,4 ml surnageant +1,2 ml du mélange CODNB/ GSH
Vt: Volume de surnageant dans la cuve : 1,2 ml.

Mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

11.4.7. Analyses Statistiques

Dans cet étude le résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-
type, Les valeurs d’IC50% (concentration inhibitrice & 50% , test DPPH) et 1% (pourcentage
d'inhibition , test hémolyse ) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la
courbe [% inhibition = f (concentrations)].En utilisant le logiciel MINITAB (version 13 fr
)pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par
le test ANOVA un facteur .
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PARTIE III: RESULTATS ET DISCUSSIONS

111.1. Résultats

I11.1.1. Potentiel d'hydrogene (pH)

Les résultats de la mesure de potentiel d'hydrogénes de la plante reportent dans le
figure (23) , qui montrent que les valeurs du pH de la plante étudiée sontvariées entre (4.2.-
4.8).
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<
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[
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Figure 23:Variation de valeur pH de plante.

Les résultats del'analyse statistique test ANOVA(AV1) pour le parametre de potentiel
d'hydrogéne (figure23) montrent qu’il y a une différence trés hautement significative en
fonction de variation des régions(***) (P<0,05).

111.1.2. Rendement d’extraction des composés phénoliques

Le rendement de 1'extraction qui est le rapport entre le poids d’extrait et le poids de

plante est donné dans le tableau (08) et figure (24).

Tableau 07: Rendements des extraits obtenus a partir plantes récolte a quatre régions.

Régions Caractéres organoleptiques Rendement %
Aspect Couleur
Taghzout Poudre Marron foncé  9.16
Guemar Poudre Marron foncé  7.76
Hassani Ab Poudre Marron foncé  8.98
El-Oued Poudre Marron claire  7.48

44



PARTIE III: RESULTATS ET DISCUSSIONS

10%
9%
8%
7%
6%
5%
4%
3%
2%
1%
0%

2 Taghzout

= Guemar

% Hassani Ab

 El-Oued

% Rendement en pourcentage

Taghzout Guemar  HassaniAb  El-Oued

Figure24:Variation de rendement des extraits obtenues a partir la plante étudiée.

Selon le figure (24) la plante a donné de masse en extrait sec de rendementdifférents,
et a donné le rendement le plus éleve pour la région Taghzout est de (9.16%) suivie par
les extraits des échantillons de région Hassani Abdelkrim avec de taux(8.98%). Le
rendement le plus faible est enregistré auniveau de Guemar et EI-Oued avec une teneur de
(7.76% et 7.48%) respectivement.

111.1.3. Quantification des polyphénols totaux (PPT)

La teneur en phénols totaux estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu pour
lesextraits a partir d’une gamme étalon établie avec différentes concentrations d’acide
galliquel’équation standard de courbe : y = 2.0345x - 0,0276 ; R= 0.9856.

(annexe2)Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique

par g de I’extrait sec (mg EAG/gEXS).Les résultats présentés dans la figure (25).
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Figure 25:Variation de teneurs en phénols totaux des quatre extraits.

D’aprés la figure (25) nous avons observé une variabilité des teneurs en polyphénols
dans la plante étudiée. montre que I'échantillon du Taghzout estla plus haute teneur
enpolyphénols (4.25 + 0.08 mg EAG/g EXS), suivie par échantillon de Guemar (3.25 *
0.11mg EAG/g EXS) et Hassani Abdelkrim (3.04 £ 0.03 mg EAG/g EXS).enfin ’extrait de
région EI-Oued(2.86 + 0.02 mg EAG/g EXS).

Les résultats de I’analyse statistique test ANOVA (AV1)pour le paramétre de
polyphénol totaux (figure 25) montrent qu’il y a une différence trés hautement significative en

fonction de variation des régions (***) (P<0,05).
111.1.4. Evaluation de I'activité antioxydante
v/ Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (CAT) est exprimée en milligramme d'équivalent
d’acidegallique par gramme d'extrait (mg EAG/g d’extrait sec). Le taux de capacité
antioxydante totale des extraits ont été obtenus a partir d’une courbe d’étalonnage d’acide
gallique ayant 1’équation: Y=2.905X+0.0175 avec un coefficient de corrélation R*=

0.9934.(annexe2).Nos résultats sontprésentés dans la figure (26)
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Figure 26:Variation de capacité antioxydante total de déférent extrait.

D'aprés le figure (26) les résultats montrent que tous les extraits présentent des
activités antioxydantes différentes. Echantillons de Guemar possédent la meilleure capacité
antioxydante totale de 1’ordre de (2.574 £0.074mg EAG/g EXS), suivi par I’extrait Taghzout
avec (2.539+0.039 mg EAG/g EXS) et par I’extrait de Hassani Abdelkrim avec (2.391
+0.091mg EAG/g EXS)et pour EI-Oued avec capacité (2.023+0.023mg EAG/g EXS).

Les résultats de 1’analyse statistique test ANOVA(AV1) pour le parametre la capacité
antioxydante total (CAT) (figure 26) montrent qu’il y a une différence trés hautement

significative en fonction de variation des régions(***) (P<0,05).
v Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des extraits vis-a-visdu radical DPPH a été évaluée a ’aide
d’un spectrophotometre UV en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette (DPPH" a la couleur jaune DPPH-H) mesurable a 517nm.

Les capacités antioxydantes des extraits des plantes étudiées ont été déterminées
et comparées a ’activité de composé anti-radicalaire étalon, I'acide ascorbique. Les résultats
obtenus pour le test de DPPH, exprimés en terme de concentration inhibitrice de 50%
des radicaux (IC50) . Ces IC50 sont déterminées a partir des courbe de chaque extrait
dans ID’abscisse représente la concentration de [D’extrait brut et 1’ordonné I’activité
antioxydante en pourcentage. (annexe 2) on utilise 1’acide ascorbique comme

standardayant 1’équation: Y=3.624x+3.09 avec un coefficient de corrélation R*=0.980.
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Les pouvoirsanti-radicalaires de 1’extrait sontprésentés dans la figure (27).
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Figure 27:Variation de valeur 1C50 des déférents extraits.

Selon le résultat présenté dans les figures (27) , nous avons observé une variabilité
dans les valeurs IC 50au niveau de quatre régions pour plantes étudiées. L'IC 50 plus faible
nous avons constaté & Hassani Abdelkrim avec de teneur (0.050+ 0.006mg/ml). Et (0.052+
0.00 mg/ml) pour plante de Guemar et Taghzout (0.063 +£0.0005mg/ml), enfin EI-Oued avec
la valeur (0.071+0.002mg/ml), qui sont largement supérieures a celle de l'acide ascorbique

de dont la valeur est (0.014mg/ml).

Les résultats de 1’analyse statistique test ANOVA(AV1) pour le IC50 (figure .27)
montrent qu’il y a une différence trés hautement significative en fonction de variation des

régions(***) (P<0,05).
v Test biologie (test hémolyse)

L’exposition des érythrocytes a une attaque radicalaire conduisant donc a la rupture de

leurs membranes plasmiques avec libérationdu contenu cellulaire mesurable a 540 nm.

Les résultats de ce test expriment sous forme de pourcentage d'inhibition (1%)déduit
de mesures pour de concentration 0.8mg/ml . onutilise 1’acide ascorbique comme standard
ayant I’équation: Y=-50.211x+67.301 avec un coefficient de corrélation R*=0.9601 .

Las pourcentages d'inhibition du test hémolyse mesure pour la concentration

0.8mg/ml présenté dans le figure (28).
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Figure 28: Variation de pourcentage d'inhibition du test hémolyse.

Les résultats illustrés dans le figure(28) montrent que le pourcentage d'inhibition le
plus faible a été enregistre dans la régionEl-Oued (8.32%+0.950)tandis que plante de Guemar
et Hassani Abdelkrim le pourcentage d'inhibitions (16.74%0.108,12.27%0.610)
respectivement, contrairement au Taghzout le pourcentage d'inhibition qui a été estimé a
(26.163% = 0.949), Ces valeurs sont trés élevées par rapport acide ascorbique (20.18 %
+0.00)

Les résultats de I’analyse statistique test ANOVA pour le paramétre de 1% (figure.28)

montrent qu’il y a une différence trés hautement significative en fonction de variation des

régions (***) (P<0,05).
111.1.5. Evaluation I'activité non enzymatiques
v' Teneur en protéine

La teneur en protéines est exprimée en milligramme par gramme de matiére fraiche
(mg /g de MF). Les taux des Protéines ont été obtenus a partir du courbe d’étalonnage
qui suit une équation de type : y=0.163x+0.0135sachant que R* = 0.974 (annexe 2) . Les
résultats présentés dans le figure (29) .
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Figure 29:Variation de quantité de protéines dans les matiéres fraiches.

Nos résultats (figure .29) montrent la présence élevée des protéines dans tous les
extraits étudiés mais la concentration la plus élevee est marquée chez région Hassani
Abdelkrim (6.663+£0.230 mg/g de MF), suivi par plante de région EI-Oued(5.32+0.3 mg/g
de MF), alors que pour Taghzout il est (4.083+0.04 mg/g de MF). Plante de Guemar présente
(4.810+0.52 mg/g de MF).

Les résultats de I’analysestatistique testANOVA(AV1)pour le paramétre des protéines
(figure. 29) montrentqu’ily a une différence trés hautement significative sur le facteur

variation de régions (***) (P<0,05).
v Activité de glutathion (GSH)

Résultats de la teneur contenu en glutathion (GSH) dans la plante étudiée Calligonumn

comosum L'her sont présentés dans la figure (30).
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Figure 30:Variation de la quantité du GSH en fonction des différentes régions.

Les résultats montrent que plante de Hassani Abdelkrim avec la faible concentration (
60.172+0.28nmol/mg des protéinés de MF) ,Par contre EI-Oued il a été noté une
bonnecontenu en glutathion ( 189.0+1.74 nmol/mg des protéines de MF),pour plante de
Taghzout nous remarquons que le contenu de GSH (106.450 £0.58nmol/mg des protéines de
MF)Pour Guemar la concentration de GSH dans la plante représente ( 84.15+2.26 nmol/mg

des protéines de MF).

Les résultats de I’analysestatistique testANOVA(AV1) pour le parametre des GSH
(figure.30) montrent qu’il y a e différence tres hautement significative en variation des
régions (***) (P<0,05)

111.1.6. Evaluation I'activité enzymatiques
v'Activité enzymatique de la catalase

Les résultats obtenus de I’activité catalase en fonction des différentes régions sont

représentés sur la figure (31).
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Figure 31:Variation de I'activitéde catalase .

Nos resultats montrent que 1’activité de cette enzyme est faible chez 1’échantillon
d’El-Oued (1.458+0.231umol/min/mg des protéines de MF). Par contre cette enzyme (la
catalase) est caractérisée par une bonne activitt dans plante de Taghzout
(2.205£0.218umol/min/mg des protéinesde MF). Tandis que dans [D’activité catalasique
plante de Guemar est (1.872+0.045umol/min/mg des protéinesde MF), Alors que pour
échantillon Hassani Abdelkrim caractérise par activité (1.580+0.191umol/min/mg des
protéinesde MF).

Les résultats de I’analyse statistique tes tANOVA(AV1) pour le paramétre des
activités catalase (figure 31) montrentqu’il'y aune différence tres hautement significative sur
le facteur variation de régions(***)(P<0,05).

v Activité de Glutathion S-Transférase (GST)

Les données obtenues aprés dosage de Dactivité spécifique GST exprimées en

nmoles/min/mg de protéines mesurées sont regroupées dans lesfigures (32).
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Figure 32:Variation de I'activité de glutathion S-transférase (GST).

D’apres le figure .31, on remarque que la bonne activité de cette enzyme enregistrée
chez échantillon d’El-Oued (60.407+0.72nmol/min/mg des protéines de MF) suivi par
Taghzout par (41.11+4.110nmol/min/mg des protéines de MF) par contre échantillon de
Guemar et Hassani Abdelkrim en remarque une faible activation de cette enzyme
(16.023+1.14, 14.430+0.104 nmol/min/mg des protéines de MF) respectivement.

Les résultats de 1’analyse statistique teste ANOVA(AV1) pour le parametre des
activités de GST (figure 32) montrent qu’il y a e différence tres hautement significative en
variation des régions(***)(P<0,05).
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I11.2. Discussion genérale.

Le potentiel d’hydrogéne est une des variables utilisées pour caractériser les propriétés
des milieux. De nombreuses études se sont attachées a corréler sa valeur a des lois cinétiques
de réactions, des qualités organoleptiques de produits ou encore des activités enzymatiques
(Boukhiar , 2009).Nos résultats montrent que (pH) des solutions aqueuses de Calligonumn
comosum L'her est acide avec le max valeur enregistré au plante de Taghzout(4.75) et la
mini valeur chez plante d'EI-Oued (4.2). Ces résultats sont accord avec ceux trouvé par Ali
Sadiqg et al .(2003) d'aprés leur travail sur purification physico-chimique et partielle de
composes alcaloides bruts en barries, feuilles et racines de plantes ( Solanum nigrum) . La
variation de potentiel d'hydrogene peut étre due aux facteurs génétique (Tembesi, 1994) aussi
peut due a la saleté et les facteurs climatique, I’irrigation et la fertilisation. (yurtsevenet al .,
2005).

La méthode d'extraction de polyphénols doit permettre I'extraction complete des
composes d'intérét et doit éviter leur modification chimique (Sun et al., 2005) . Les
solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires en
facilitant 1’extraction d’un plus grand nombre de molécule polaires de moyenne et de faible
polarité (Seidel, 2005).Les études précédentes montrent que le méthanol un des solvants les
plus utilisés pour une haute récupération de composés phénoliques (Benbrinis, 2012) et
I’obtention d’une meilleure activité antioxydante (Barroset al., 2010). Ce solvant a été
utilisé dans cette étude pour obtenir les extraits a partir de la partie aérienne (feuilles) de

Calligonumn comosum L ’her.

D'apres nos résultats de I'extraction de composes phénoliques montrent le rendement
optimum marque a plante de Taghzout et la minimum chez plante de EI-Oued . Nos résultats
viennent a confirmer a ceux trouvés par Hechifa et Merad (2016) a savoir que I'extrait a l'air
libre et I'extrait fraiche d'Calligonumn comosum I'her sont présentant des valeurs de 10.02%
et 8.28%. Ce résultat est plus faibleen comparaison avec nos résultats.généralement associée a
des rendements d'extraction divers composes de plantes a la polarité de la solution qui
détermine a la fois la quantité et le type de composés extraits antioxydant, et le temps
d'extraction et la température et la proportion de I'échantillon de la solution . Cela peut étre
dd a la différence dans la situation géographique et de la collecte sélective, ou bien aux des
conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (Leeet al., 2003).Le solvant peut aussi

intervenir parfois dans I'extraction les matériaux non-phénoliques tels que les colorants et les
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graisses et les protéines et les sucres, conduisant a un manque de pureté de rendement et faible

valeur nette et a valeur nette basse( Djeridane et al., 2007 ).

Les composés phénoliques comme les acides phénoliques sont considérer comme les
contributeurs majeurs a la capacité anti -oxydante des plantes (Li et al.,2007) . C’est la raison
pour la quelle, les dosages des polyphénols totaux, de la partie aérienne ( feuilles ) de
plante étudiée . I’extrait d'Calligonumn comosum L'her de région Taghzout est présenté les
plus grands valeurs de polyphénols (4.25 + 0.08 mg EAG/g EXS) . Par rapport aux
autres régions étudiees. Ces résultats importantes refletent les résultats trouvés ou nous
avons enregistré des rendements élevés des extraits bruts ce qui prouve la richesse de
plante en polyphénols .Tandis que EI-Oued (2.86 £ 0.02 mg EAG/g EXS) .

D'aprés Hechifa et Merad (2016) la teneur des polyphénols totaux d'extrait de
Calligonumn comosum L'her fraiche est égale a (235.99 ug EAG/g EXS).Ce résultat est
relativement tres faible par rapport a nos résultats. Autre résultats sont équivaux et
comparable a ceux trouvés par Adjal et Mekki (2015) la teneur des polyphénols totaux
d'extrait d’Calligonumn comosum L'her est égale (3.28mgEAG/g EXS) . La variation de
teneur de polyphénols totaux du entre déferent extrait peut étre due a la solubilité des
polyphénols est gouvernée par le type de solvant utilisé, leur degré de polymérisation ainsi
que de leur interaction avec d’autres constituants et la formation de complexes insolubles .
(Benbrinis, 2012). En générale, la teneur des polyphénols varie quantitativement d'une plante

a autre , cela peut étre attribué a plusieurs facteurs:

e Facteurs environnementaux : la zone géographique , sécheresse , sol , agressions et
maladies...etc. ( Ebrahimi et al., 2008).

e Le facteurs génétique, la période de la récolte et le stade de développement de
la plante (Miliauskas et al., 2004)

e [a méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer
I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).

o |e degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur le
contenu en polyphénols (Hamia et al., 2014).

¢ les conditions biotiques (espéce, organe et 1’étape physiologique) (Ksouri et al.,2008),

Les processus oxydatifs sont multiples et la nature de D’activité antioxydant
peut étre multiforme et attribuée a différents mécanismes tels que le piégeage des

radicaux libres , capacité antioxydante totale (Ozen , 2009) . Le test du pouvoir
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réducteur du phosphomolybdate est un essai direct qu'on emploi principalement pour

mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques (Prieto et al., 1999).

Nos résultats montrent que I'extrait de Calligonumn comosum L'her posséde un faible
pouvoir rédacteur . L’extrait de Guemar possede la meilleure capacité antioxydante totale de
I'activité antioxydante minimale observée a extrait d'EI-Oued. Nos résultats sont contre a ceux
trouvé par Adjel et Mekki (2015) . La capacité antioxydante total enregistrée par la méme
espéce est égale (275.41 + 23.77mg AG E/g Extrait). D'apre Belyagoubi et Benhmmou
(2011) la capacité antioxydant totale des extraits des Inulamontana L est(1.637 +0.802 mg
AG E/g Extrait). Ce résultat est relativement tres faible par rapport a nos résultats. Trés peu
de recherche se sont intéressées a I’étude de pouvoir réducteur du phosphomolybdate
dans différente d'environnement de la régions (Taghzout, Guemar, Hassani Abdelkrim, EI-
Oued) de plante Calligonumn comosum L her . En fonction de ces résultats , il n’existe pas
une relation entre la teneur totale en polyphénol et la capacité antioxydante totale, I'activité
antioxydante des extraits (R,=0.395) confirme que largement répandue dans la littérature
(Sun et al., 2005) . Il est trés accepté que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en
polyphénols qui exhibe une activité antioxydante puissante ( Moure et al., 2001). La seule
explication de 1’absence de cette corrélation est di a la synergie des composes phéenoliques
dans les extraits méthanoliques (Rice-Evans et al., 1997) et que [P’activité antioxydante
dépend non seulement de la concentration mais aussi de la structure de ces molécules. La
faible capacité peut étre due a la polarité des solvants qui changent la capacité de dissoudre
un groupe choisi de composés antioxydants , ce qui influe 1’évaluation del’activité anti-
oxydante. (Turkmen et al., 2007) et due a la structure et nature des composés phénoliques et

leur concentration dans les tissus végétales (Rice-Evans et al., 1997) .

L’activité antioxydante de tous les extraits a été évaluée par le test DPPH, Dans cet
essai les antioxydants réduisent et décolorent le radical DPPH, & un composé jaune le
diphenylpicryl hydrazine , I'ampleur de la réaction dépendra de la capacité des antioxydants
de donner I’hydrogénes (Ardestani et al., 2007) . Cette activité peut étre due a la richesse
de ces extraits en composés phénoliques.(Ahrizat et Sobti , 2016). En effet, les
composés phénoliques et plus particuliérement les flavonoides sont reconnus comme des
substances potentiellement antioxydants ayant la capacité de piéger les especes radicalaires

et les formes réactives de 1I’oxygene ( Javanovic et al., 1994) .

Nos résultats montrent que I'extraits méthanoliques d'Calligonumn comosum L'her de

la région Guemar présentent une bonne activité des piégeages des radicaux libres par
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rapport les autre régions et EI-Oued nous remarquons une faibles activité de piégeage des

radicaux. Les résultats obtenus par Abdo et al. (2015) sur [D’activit¢ anti radicalaire
d'extraitde Calligonumn comosum L'her , a révélé que IC50= 0.029mg/ml. Ce résultat est
relativement faible par rapport a nos résultats. Aussi d'aprés étude de Ashour et al. (2012)
montre que pourcentage d'inhibition 1% d'extrait de méme plant a concentration (0.05mg/ml)
et 70.6% .Ce résultat est relativement élevé par rapport & nos résultats. D'apre Adjel et
Mekki(2015) le pourcentage d'inhibition 1C50% d'extrait calligonumn comosum L'her obtenu
par méthode d'extraction ultrason est 0.05 mg/ml .Cesrésultat sont proches aux nos résultats.
la variation de capacité de piégeage de radicaux libre dans déférent région due a leur
pouvoir de donner plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de
pinedoet al., 2007), I’activité anti -radicalaire est dépendante du nombre, de la position et
dela nature des substituants sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxylés,
glycosylés et le degré de polymérisation ( Popovici et al.,, 2010). Ainsi, [’effet
antioxydant n’est passeulement dose-dépendant mais également structure-dépendant
(Rodriguez-Bernaldo et al .,2010). I’état géographique et climatique dans différentes
régions pourrait entrainer a la fois dans les contenu des composés bioactifs et leur bio
activité. (Ghasemiet al .,2010).

Les érythrocytes constituent un mod¢le cellulaire trés adéquat pour 1’étude du stress
oxydant . en raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la
concentration cellulaire ¢élevée en oxygene et en I’hémoglobine, ces cellules sont extrémement
susceptibles aux endommagements oxydatifs (Meziti ,2009). Dans ce test biologique les
hématies sont soumis a une agression oxydante, production contréle de radicaux libre par
(FeCls) et (H,0,)L eau oxygénée peut avoir plusieurs destinées. en présence de fer Fe™ | elle
est transformée en radical hydroxyle OH par la réaction de Fenton Ce dernier est
extrémement réactif et va oxyder tres rapidement les acides gras polyinsaturé, formant parfois
d’autres radicaux libres (Barouki , 2006). L'oxydation radicalaire des acide gras des
membranes lipidiques (peroxydation lipidique) des globules rouges conduisent a I'hémolyse et

la libération d'hémoglobine (Portier et al., 2007).

Nos résultats montrent que le maximal pourcentage d’inhibition (26.163% +0.94) est
obtenu avec I'extrait de Taghzout a la concentration 0.8 mg/ml. En revanche, les extraits de
région EI-Oued a la méme concentration avec le plus faible pourcentage (8.39% =+
0.89).L'acide ascorbique s'est avéré I'antioxydant primaire dans le plasma (Feri, 1990) il est
classe parmi les antioxydants les plus puissants connus, I'extrait de région Taghzoutest plus

efficace contre l'oxydation des lipides dans la membrane d'érythrocyte que la vitamine C.
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cette différence d'activité pourra étre due a l'effet de la solubilité des composés dans les
milieux réactionnels. Puisque I'acide ascorbique (vitamine C) est classé comme un composé
hydrosoluble, il peut agir alors contre la propagation radicalaire. Or nos extraits phénoliques
montrent 1’activité a ’encontre des radicaux libres plus efficaces que celle observée pour

I'acide ascorbique.

De nombreuses études ont démontré la capacité des composés phénoliques pour
protege les globules rouge contre les stress oxydatif (Valenteet al.,2011).il peut étre aussi
due a le site des flavonoides dans les membranes cellulaires qui sont les site de peroxydations
lipidiques (Ferrali et al ., 1997). Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres
grace a leur groupement hydroxyle (Cs-OH) fortement réactif . Effectivement , plusieurs
études photochimiques ont mis en évidence la présence de flavonoides dans les extraits des
Calligonumn comosum L'her (Gori et Tebbale, 2014 ; Abdo et al ., 2014).Tandis que
I'extrait phénolique d'autres régions moins efficace contre I'oxydation des lipides dans la
membrane d'érythrocyte que la vitamine C. cette différence d'activité pourra étre due a durant
I’incubation des érythrocytes avec les extraits et avant 1’exposition a 1’attaque radicalaire que
les extraits eux-mémes provoquent une hémolyse importante.Selon la littérature, 1’effet
hémolytique des extraits de plantes est attribué a la présence dessaponosides(Chwalek, 2004).
Ces composés, connus depuis trés longtemps pour leur propriété tensioactive (solution
moussante dans 1’eau) ou encore leur capacité a lyser les globules rouge.Le mécanisme
hémolytique des saponosides est dii a la formation d’uncomplexe avec le cholestérol
membranaire formant des structures assimilables a des pores ou des puits, altérant ainsi la
perméabilité membranaire et conduisant a la destruction du globule rouge (Sparget al., 2004).
Effectivement, plusieurs études phytochimiques ont mis en évidence la présence de
saponosides dans les extraits des feuilles de Calligonumn comosum L'her (Adjel et Mekki,
2015; Hechifa et Merad , 2016) .

Concernant la teneur des feuilles en protéines nos résultats montrent la concentration
la plus élevée est marquée chez plante de région Hassani Abdelkrim tandis que plante de
Taghzout enregistre une quantité plus faible par rapport les autre régions . Nos résultats
viennent accord & ceux trouvés par Ouis (2016)A savoir que la teneur de racines en protéines
chez le Gombo Abelmoschus Esculzntus L stressée par NaCl+CaCl,est présent une valeur de
(3.10 mg/ g de matiére fraiche). Selon I’é¢tude de Guedda et Djaber (2016) ont montré que la
teneur en protéines de variété Zeralda de tomate Lycopersicumes Culentum L sous stresse
salin possede une valeur de (1pg/g de matiére fraiche). Ce reésultat est plus faible en

comparaison avec nos résultats.
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L’accumulation de cet acide aminé peut en effet jouer un rdle

dansl’osmorégulation des cellules en cas de déficit hydrique et servir comme indicateur de la
sécheresse et /ou un détecteur de stress ( Aspinall et Paleg, 1981 ; Grote et Claussen,
2001).Selon de Heckathornet al. (2004). L’augmentation des teneurs en protéines peut étre
due aussi a une activation d’un ensemble de geénes permettant la synthése des protéines
spécifiques associees aux stress, telles que les protéines « LEA » qui assurent une protection
de I’ensemble vital des protéines cellulaires (David et Grongnet , 2001). L'étude de
Chakeret al.(2014) est expliqué la diminution de baisse de I'efficacité de plante dans la
transformation d'acides amine en protéines ou a augmente l'activité des certains enzyme tel
que la protéase qui est responsable de la dégradation des protéines conduisant a une réduction
et d'annuler leur contenu, ou enzyme ARN ribonucléase responsable de la dégradation des
acides nucléiques et ensuit démunie la synthese de protéines. Les végétaux dans les zone aride
et semi-aride sont soumis en particulier a de stress abiotique caractérisé par la fréquence des
sécheresses et la salinisation des sols (Ouis, 2016).Induit la présence des ROS qui
endommagent les macromolécules tel que les protéines (Sbartai,2008).Selon de nombreux
auteurs, les stress hydrique et salin peuvent réduire la photosynthése ainsi que l'activité
photochimique en produisant au niveau des résidus protéique différents modifications
désamination (Ouis ,2016).

Le glutathion est un tri peptide constitué¢ du glutamate, cystéine et glycine que ’on
trouve en concentration assez élevé (1-10mM) dans les cellules des eucaryotes animaux,
végétaux, champignons) , est un donneur d’électrons adéquat dans les réactions
physiologiques, sa concentration est trés importante dans les cellules végétales et en
particulier dans les chloroplastes ou elle peut atteindre 5mM ( Noctor et al., 1998). C’est un
régulateur de I’expression génique (Baier et Dietz , 1999). il est impliqué dans la régulation
redox du cycle cellulaire (Gyuris et al., 1993 ) . Nos résultats montrent une variation en taux
de GSH entre les régions , cette observation peut étre due au degré de divers stress
environnementaux d'exposition plantes tandis que le stress est responsable de la propagation
des radicaux libres , En outre, GSH a un groupe thiol associé a des radicaux libres, puis
ensuite soustraite qui a entrainer a une diminution de leurs quantités dans la plantes ceci peut
étre explique la faible quantité de GSH pour la région Hassani Abdelkrim . L'étude de Huk et
al.(1998) ; Morin et al .(2001)ont montré que la cellule dispose pour sa protection au GSH
porteur d’une fonction thiol qui constitue systeéme antioxydant de la premiere défense en se
liant par sa fonction SH aux métabolites toxiques , donc les taux de GSH sont nettement

diminués suite a leur action de neutralisation des radicaux libres générés par la stress.

59



PARTIE III : RESULTATS ET DISCUSSION

‘tandis que la quantité de GSH est augmenté dans la plante dEL' Oued Ga peut étre da au
stress salin lui expose cette plante, ou le stress entraine les plantes & produire une grande
partie de GSH pour la résistance adaptée dans des conditions défavorables. Aussi selon de
Xiang et Olivier. (1998) ; Lin et al .(2007) ont montré que une augmentation de la
production de GSH, en présence de la stress ,qui pourrait résulter de la stimulation de la
transcription des genes codant pour la synthese de ce métabolite tels que les génes codant
pour la y-glutamylcystéine synthétase, la glutathion synthétase et la glutathion réductase.
Plusieurs auteurs ont lié I’augmentation de 1’activité de la GSH avec les différentes formes de
stress et son accumulation est souvent simultanée avec celle des ROS (May et al., 1998 ;
potters et al., 2002).

les plante se défendent contre ces espéces réactives de I'oxygene par l'indication de
l'activité de certains enzyme antioxydant parmi ces enzymes le catalase, glutathion S-

transférase qui éliminent I'espéces réactives de I'oxygene (Hernandez et al., 2000).

Concernant l'activité enzymatique de catalase nos résultats montrent que région
Taghzout en remarque une bonne activité de ces enzymes a la contraire de région Hassani
Abdelkrim Remarque une faible activité.Nos résultats sont équivaux et comparables a ceux
trouvés par Serradj Ali Ahmed(2014) L'activité de I'enzyme catalase de Flavoparme
liacaperata (L) Hale. Est (2.2 umol /min/mg en protéines), il a enregistré au niveau de station
semi-urbaine de la régiond’Annaba. Nos résultats sont & l'opposé de ceux qu'ils sont trouvés,
I'activité de la catalase chez des plantes de blé ( Triticumdurum Desf ) exposées a un stress
saline est égal (0.7umol/min/mg en protéines) . des études ont montré que le traitement des
plantes par des solutions salin provoquait une réduction de l'activité de cette enzyme chez la
tomate( Doudech et al.,2008 ; Burcu et al.,2010) . D’une maniére générale 1’activité de la
catalase est stimulée avec les faibles doses et inhibées avec les fortes doses. Cette
modification del’activité de I’enzyme est dépendante de la sévérité du stress, de la variété et
du stade de développement (Ashraf et al., 2012).Une diminution de I’activité catalase dans
conditions intenses de stress a été attribuée a [I’inactivation de certaines enzymes
provoquée par les ROS . L’émission de radicaux libres est alors supérieure a la
capacité de détoxification de I’enzyme et peut contribuer a réduire son activité , a
diminuer la synthése des enzymes ou a des perturbations au moment de I’assemblage des

sous-unitésde la protéine enzymatique (Muschitz , 2009).

Les glutathion -s-transférasesreprésentent une famille d'enzymes qui jouent un role

important dans la détoxification (Benhamdi , 2014) . Il catalyse la conjugaison de diverses
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xénobiotiques . L’¢élimination de ces conjugués est facilitée et les molécules toxiques sont
ainsi métabolisées (Clark, 1990).

Nos résultats montrent variabilité dans 1’activité enzymatique GST entre le quater
échantillons Peuvent étre due a présenter un grand polymorphisme génétique, et ne
répondent pas de la méme fagon aux modifications du milieu , ou la capacité de la
détoxification de la GST xénobiotique associée a substrat GSH , ou bien I'exposition des
plantes a de fortes stress abiotique ;comme des facteurs du milieu (température, UV , la nature
du sol et le type du microclimat salinité et pH (Atmaniet al ., 2009 ). et aussi des étages
bioclimatiques ou poussent ces plantes.

D'aprés Benhamdi (2014)l'activité de GST de la partie airainne de Hedysarum
pollidum Desf en réponse a la pollution du sol par I'antimoine est égale a 60 pmol/min/mg de
protéines, ce résultat est relativementtrés proche par rapport nos résultats.

La bonne activité de cette enzyme remarqué au niveau de région EI-Oued et Taghzout
peut étre, se traduir par une forte activité de détoxification de 1’organisme par la GST liée a
une exposition a un milieu pollué et salinité de sol (pH élevé) ce qui conduit a la difficulté de
fer et phosphore soluble, empéche I'absorption des nutriments du sol sur la base de H,O ou
des ajustements dans l'activité vitale pour résister au stress en passant par . Aussi I'étude de
Kobayashi et al. (2010) montrent qu'une exposition de semis aux UV-C pendant 15 minutes
par jour (rayons genéralement filtrés par la couche d'ozone) augmente de fagon considérable
les activités de GST dés 24heures.

La diminution de l'activité enzymatique (GST) au niveau de régions Geumar et
Hassani Abdelkrim, était en raison de la similitude de la situation de vie de I'environnement
.aussi peut expliquer par une régulation positive de la GST ou par une inactivité des
isoenzyme (Benhamdi ,2014). Le GSH sert également de substrat pour le glutathion S-
transférase (GST) (Marrs, 1996),donc en nos résultats il ya un corrélation positif entre
l'activité GSH et quantité GST. L'étude de Boyland et Chasseaud (1969); Chasseaud
(1979) ont montréque GST sont des enzymes non spécifiques et multi-fonctionnelles. Le
premier rble accordé aux GST est la capacité a détoxiquer les composés xénobiotiques
électrophiles en catalysant leur conjugaison avec le glutathion (GSH).

En conclusion, les résultats sont contrastés mais pas contradictoires. En effet,les
conditions expérimentales influencent les résultats. Comme le montre I'étude de la
température & laquelle se déroule la réaction enzymatique influent sur les conclusions des
chercheurs savoir I'établissement d'une relation entre la résistance au froid et lanature

des iso peroxydases. Ou encore, 1'utilisation de divers substrats(Kovacsiet al.,1978).
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CONCLUSIO

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
Intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce
regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la
recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.
D’évaluer I’influence de la variation d'environnement des quatre régions (Taghzout, Guemar,
Hassani Abdelkrim, EI-Oued) sur les principes actifs de plante Calligonumn comosum L'her
par des analyses qualitatives et quantitatives et sur I’activité antioxydante.

Nous avons extrait les substances actives des plantes en utilisant du solvant méthanol
dans la méthode de macération, nous avons réussi grace a estimer le rendement des extraits
alcooliques, rendement de I'extrait de méthanol de la zone Taghzout est considérable par
rapport a I'extrait de méthanol de I’échantillon hassani Abdelkrim, Guemar et EI-Oued. La
comparaison entre les quatre extraits (Taghzout, Guemar Hassani Abdelkrim, EI-Oued) est
afin que:

Le dosage quantitatif du polyphénols des extraits méthanolique ont donné des valeurs
considérables , plante de Taghzout est le plus élevé teneur en polyphénols (4.25 + 0.08 mg
EAG/g EXS), Suivi par plante de Guemar (3.25 + 0.11lmg EAG/g EXS) et Hassani
Abdelkrim (3.04 = 0.03 mg EAG/g EXS). Inférieur taux enregistré chez plante d'EI-Oued
(2.86 £ 0.02 mg EAG/g EXS); Cette différence est due a la quantité de phénols entre les
quatre extraits de composés phénoliques dans chaque extrait.

Pour évaluer I' activité antioxydant de I'extraits alcoolique en utilisant des tests: la
capacité antioxydant totale (CAT) par la réduction de molybdéne ,les résultats ont montré que
d'extraits méthanoliques sont faible dans sa réactivités anti-oxydantes totale des différents
échantillons, I'extrait d'échantillon de Guemar posséde la meilleure capacité antioxydant totale
de I’ordre de(2.574 £0.074mg EAG/g EXS), et Taghzout avec (2.539+0.039 mg EAG/g EXS)
et par I’extrait de Hassani Abdelkrim avec (2.391 £0.091mg EAG/g d’extrait) et pour El-
Oued avec (2.023+£0.023 mg EAG/g EXS).

Cependant, pour le piégeage du radical libre DPPH" Et en comparant les 1C50 des
différents extraits testés des quatre régions pour de Calligonumn comosum L’her par rapport a
celle de I’acide ascorbique. nous avons remarqué une activité antioxydant faible dans leurs les
extraits méthanoliques chez différentes échantillon, constaté a Hassani Abdelkrim (IC50 =
0.050£0,006 mg/ml) et (IC50 = 0.052+0,00 mg/ml) pour Guemar et pour Taghzout (IC50 =

0.063+0,0005mg/ml), enfin EI-Oued avec la valeur (IC50 = 0.071+0,002mg/ml)
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respectivement, qui sont inferieur a la capacité du piégeage du radical DPPHe de I’acide
ascorbique (IC50 = 0.014+0,000 mg/ml). Donc les quantités de polyphénols ne donnent pas
forcément un dynamisme important antioxydant.

L'étude a également montré aux niveau de la phase organique (in vivo) que divers extraits de
extraits de Calligonumn comosum L'her contient une quantité large et variée de composés
phénoliques est tres efficace dans la protection de membrane des globules rouges de contre le
agression induite par H,O, et FeCls particulierement I' extrait d'échantillon Taghzout le
pourcentage d'inhibition qui a été estime a (26,163% =+ 0,94), cette valeur trés élevée par
rapport a l'acide ascorbique (20.18%=0.46). Aussi par la mesure de PH de plantes que nous
avons trouvé avec PH Acide.

Pour étudier I'activité antioxydant enzymatique sur les feuilles de plantes fraiches

pour diverses régions ont été parmi les éléments suivants :
L'estimation de parcmeétres biochimiques (contenu en protéines) dans le matiére fraiche pour
diverses plantes, ou la grande quantité de protéine trouvée dans tous les échantillons étudiées,
cette augmentation joue un role dans le protection des cellules contre le stress oxydatif, le
dosage montre que la grande quantité de protéine se trouve dans la plante cultivé dans la
zone Hassani Abdelkrim par rapport a d'autres régions a (6.663+£0.230 mg/g de MF).

Ainsi la détoxification des ROS constitue un élément clé de défense des plantes. Les
agents responsables de cette détoxification sont nommeés enzymes antioxydants, parmi
lesquelles on peut citer : la catalase (CAT) et glutathion -s- transférases (GST) etc. Les
résultats de cette étude pendant I'exposer des plantes le stress abiotique ont montré une
perturbation dans 1’activité de ces enzymes. En effet, I’activité de catalase a été¢ réduite avec
stress de salinité (1.458+0.231umol/min/mg des protéines de MF) chez la région EI-Oued.

D’une maniére général, les enzymes étudiées telles que: la catalase, glutathion -s-
transférases (GST) et peptide GSH. générées lors du stress oxydatif causé par la présence de
temperature , salinité ,type de sol, sécheresse , pollution et agent biotique a I’intérieur des
cellules, jouent un role essentiel dans 1’élimination des radicaux libres qui sont toxique pour
le métabolisme cellulaire. Ces données montrent une valeur élevée que la variété échantillon
El-Oued présente une certaine défense vis a vis du salinité et échantillon Taghzout contre
différent forme de stress par I’intervention des molécules osmorégulatrices et des enzymes
antioxydants.

Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées : Elargir le

panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres tests biologiques
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: antitumorale, anticancereuse et anti-inflammatoire , caractériser et isoler les principes actifs

responsables a ces propriétés pharmacologiques.
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Armnexe 1

Tableau : liste des matériels utilise dans notre travail

Méthanol - éthanol - Bleu de Comassie (BBC).- Sérum bovin albumine
(BSA) -Acide ascorbique -Tris.- Acide sulfosalicylique. - DTNB(5-5-

Produits | dithiobis2 nitrobenzoique)- Peroxyde d'hydrogene (H202) - GSH -
et trichlorure de fer (FeCl3)- acide sulfirique- Folin-Ciocalteu (FCR) -
réactifs: carbonate de sodium (Na2CO3)- acide gallique- acide sulfosalicylique -acide
sulfurique -tampon  phosphate ~ (KH2PO4)- CDNB (1chloro 2,4 di
nitrobenzéne)- eau distille - gaiacol (C7H802) - éthylene diamine tétra-
acétique( EDTA).2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl(DPPH)
- Centrifugeuse horizontale de type SIGMA
Matériels -Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240
de -Bain-marie de type MEMMERT
laboratoire | -Balance analytique de type KERN ABJ/ABS
-Agitateurs
-Evaporateurrotatif de type Rotavapor BUCHI Heating bath R-491.
-PHmetre(Meter Lab M210)
Verreries Micropipette -Pipette gradué -Hown -Entonnoir, Erlenmeyers,

-Béchers, Eprouvettes graduées, Tubes a essais« -Pipette et micropipette




Figure : Protocol de montrent I'étape d'extraction composes phénoliques
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Activité de Piégeage du radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH*®) en fonction
different concentration d'extrait pour les quatre régions.
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Pourcentage d'inhibition de la lyse des globules rouge (test Hémolyse) en fonction
different concentration d'extrait pour les quatre régions.
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Arnnexe I11

Tableau de résultats

Taghzout Guemar Hassani El-Oued Acide
Abdelkrim ascorbique
PH 4.623+0.033 4.743+0.032 4,376+0.051 4.260+0.020 /
% de rendement 9.16 7.76 8.98 7.48 /
PPT (mg EAG 4.25+0.08 3.25 £ 0.11 3.04+0.03 2.86 £0.02 /
/ 8 EXS)
CAT(mg EAG 2.539 +0.039 2.574+0.074 2.391 +0.091 2.023+0.023 /
g EXS)
IC50 (mg/ml) 0.063+0.0005 | 0.052+0.000 0.050+0.006 0.071+0.002 0.014+0,00
1% (mg/ml) 26.163 +0.949 | 16.747+0.108 | 12.277+0.610 | 8.323%0.950 | 20.18 +0.46
Protéines (mg/ 4.083+0.040 4.810+0.52 6.663+0.230 5.32310.343 /
g MF)
GSH (nmol /mg 106.450 +0.58 | 84.15+2.262 60.172+0.280 | 189.0+1.74 /
De Protéines)
Catalase(umol/mi | 2.205+0.218 1,872+ 0,045 1,580+ 0,191 1,458+ 0,231 /
n/mg De protéines
GST(nmol/min/ 41.11+4.110 16.023+1.14 14.430+0.104 | 60.40+0.72 /

mg de protéines )




Résultat d’analyse statistique

Analyse de variance pour Valeur de pH

Source DL SC CM F P
Ccl 3 0,44169 0,14723 27,01 0,000
Erreur 8 0,04360 0,00545

Total 11 0,48529

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -—-+-—-——-————-- e ——_—— e ——— 4o
E 3 4,2600 0,0200 (m———*———)
G 3 4,7433 0,0321 (m———*———)
H 3 4,3767 0,0513 (——=—=*———=)
T 3 4,6233 0,0332 (————F—m)

e Fo———— Fo———— +-——-
Ecart-type groupé = 0,0738 4,20 4,40 4,60 4,80

Analyse de variance pour Capacité antioxydant total

Source DL SC CM F P
Cl 3 0,57142 0,19047 48,20 0,000
Erreur 8 0,03161 0,00395

Total 11 0,60304

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --——-——+t-—-—————-——-— e ————— e 4=

E 3 2,0230 0,0230 (—==*—==)

G 3 2,5740 0,0740 (——=x——=)

H 3 2,3910 0,0910 (————*———)

T 3 2,5390 0,0390 (———*———)
————te———— o o +—-

Ecart-type groupé = 0,0629 2,00 2,20 2,40 2,60

Analyse de variance pour IC50

Source DL SC CM F P
C1l 4 0,0057984 0,0014496 173,95 0,000
Erreur 10 0,0000833 0,0000083

Total 14 0,0058817

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType ----- - t——————— o +-
A 3 0,014000 0,000000 (=*-)
E 3 0,071333 0,002082 (=*-)
G 3 0,052000 0,000000 (=*=)
H 3 0,050000 0,006083 (=*-)
T 3 0,063333 0,000577 (=*=)
————— it e e

Ecart-type groupé = 0,002887 0,020 0,040 0,060 0,080



Analyse de variance pour test hémolyse

Source
reg
Erreur
Total

Ascorbiqg

Ecart-type

DL SC
4 574,183
10 4,796
14 578,980
N Moyenne
3 26,163
3 16,747
3 12,277
3 8,323
3 20,180
groupé =

CM F P
143,546 299,29 0,000
0,480
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
EcarType —-—-—-——---- t-——— tom——————= tom—————-
0,949 (=)
0,108 (=*)
0,610 (*-)
0,950 (=%*)
0,460 (=*)
———————— it e T et T
0,693 12,0 18,0 24,0

Analyse de variance pour dosagedesProtéines

Source
REGIONS
Erreur
Total

Niveau
T
G
H
E

Ecart-type

DL SC CM F P
3 10,662 3,554 31,52 0,000
8 0,902 0,113
11 11,564
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
N Moyenne EcarType ---—-t+--——-——-—-——--- t-——————— t-——————- +--
3 4,0833 0,0404 (-—---*---)
3 4,8100 0,5272 (—=—=*———-)
3 6,6633 0,2307 (—=—==*-—-)
3 5,3233 0,3439 (—=—=*-———-)
———— - fommm - fommm - +-=
groupé = 0,3358 4,0 5,0 6,0 7,0

Analyse de variance pour activité de GSH

Source
regions
Erreur
Total

Niveau

[ealasiyep}

DL

0 W

wwww=z

sC
28214, 66
20,60
28235,26

Moyenne
106,45
84,15
60,17
189,00

Ecart-type groupé =

CM F P
9404,89 3652,44 0,000
2,57

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

EcarType --—---- tommm tommm tomm +
0,58 (*
2,62 *)
0,28 *)
1,74 *)
—————— e s e St o
1,60 80 120 160 200



Analyse de variance pour activité decatalase

Source DL SC CM
regions 3 0,9970 0,3323
Erreur 8 0,3918 0,0490
Total 11 1,3888
Niveau N Moyenne EcarType -—-+--
E 3 1,4587 0,2314 (——-
G 3 1,8727 0,0456
H 3 1,5803 0,1910
T 3 2,2050 0,2180
_+__

Ecart-type groupé = 0,2213 1,20
Analyse de variance pour activité deGST
Source DL SC CM F
REG 3 4349,85 1449, 95 309,50
Erreur 8 37,48 4,68
Total 11 4387,33
Niveau N Moyenne EcarType -—--——+----
E 3 60,407 0,723
G 3 16,023 1,146 (=*-)
H 3 14,430 0,104 (=*=)
T 3 41,110 4,110

___+____
Ecart-type groupé = 2,164 15

Analyse de variance pour Polyphénols Totaux

Source
Régions
Erreur
Total

Niveau

=

Him @

F P
6,79 0,014

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

——————— T ittt e e P
——e K e )
(——=---- e )
_______ *______)
(-———-- Hommmo )
——————— T ittt e e P
1,60 2,00 2,40
P
0,000

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

DL SC CM F
3 3.47567 1.15856 490.83
8 0.01888 0.00236

11 3.49455

———— fomm fomm +-—
(=%-)
(=*-)
—— R et R et ==
30 45 60
2
0.000

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

N Moyenne EcarType ----- +--
3 2.8587 0.0177 (*)
3 3.2507 0.1126
3 3.0410 0.0262 (*)
3 4.2510 0.0753

—_——— +__

Ecart-type groupé = 0.0486 3.00

——————— o -
(*)
(*)
——————— e
3.50 4.00 4.50



Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudié l'effet de la variation d'environnement de la région (Taghzout, Guemar, Hassani
Abdelkrim et EI-Oued) sur les principes actifs et leur activité biologique de plante Calligonumn comosum L'her (Larta)Qui pousse dans
la région d’El-oued (Est Sud d’Alger).On a fait I'¢tude phytochimique et biochimique d'extrait de plante. On a pris en compte les mesure
de différents paramétres tels que le pH, les composés phénoliques et les protéines, de méme, on a testé I’activité des antioxydants et
’activité enzymatique de partie aérienne (feuilles) de la plante aux différents régions (Taghzout , Guemar , Hassani Abdelkrim et El-
Oued). D'aprés cette étude , On a enregistré un pH de plante varie entre (4.2 a 4.7), aussi un pourcentage de rendement plus élevé pour
plante de Taghzout (9.16%) et la plante de hassani Abdelkrim (8.98%), et la plante de Guemar (7.76%). El-Oued (7.48%). En ce qui
concerne le dosage quantitatif des polyphénols ,on remarque la quantité la plus élevée chez plante de Taghzout(4.25 + 0.08 mg EAG/g
EXS), suivi par échantillon de Guemar (3.25 + 0.11mg EAG/g EXS) et Hassani Abdelkrim (3.04 + 0.03 mg EAG/g EXS). Enfin
I’extrait de région El-Oued (2.86 + 0.02 mg EAG/g EXS).Les tests utilisées pour I’estimation de I’activité antioxydant sont: capacité
antioxydante total (CAT) , piégeage de radical libre DPPH et pourcentage d’inhibition la lyse de globule rouge. Le test des bonnes
valeurs notamment chez plante de (Guemar: 2.574+0.074 mg EAG/g EXS) et(Taghzout : 2.539 +0.039mg EAG/g EXS), aussi les
extraits (Hassani Abdelkrim) donnent des valeurs importantes (2.391 +0.091mg EAG/g EXS) et (El-Oued: 2.023+0.023 mg EAG/g
EXS). Les valeurs (pourcentage d’inhibition ) IC50 montrent des valeurs importantes chez plante de Hassani Abdelkrim qui sont
(0.050 + 0.006mg/ml chez plante de Guemar est 0.052+ 0.00 mg/ml ), mais les valeurs d’IC 50faibles chez des extraits (Taghzout:
0.063 +0.0005mg/ml et (0.071+0.002mg/ml chez El-Oued). Taghzout en remarque un Pourcentage d'inhibition de la lyse des globules
rouge tres éleve par rapport acide ascorbique(26.163% + 0.949).Concernent les parametre biochimiques et enzymatiques , on a montré
que la bonne quantités de protéine et GSH enregistre chez plante de (Hassani Abdelkrim et EI-Oued) respectivement, plante de
Taghzout est caractérisée par une bonne activité de CAT tandis que on remarque la bonne activité de GST enregistre chez plant de
El-Oued . Nos résultats ont montré qu’il y a des déférences trés hautement significative entre les quatre régions d’Calligonumn
comosum L'her vis-a-vis la plupart des paramétrés dossée.

Mots clé :Calligonumn comosum L’her, phytochimique, régions, I’activité anti oxydantes, l'activité enzymatique, plane saharienne
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