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Introduction

La production excessive des especes réactives de I’oxygene (ERO) est responsable de dégats
cellulaires importants notamment 1’induction de ruptures et de mutations de I’ADN, la modification
de structures protéiques et la peroxydation des lipides (Christen, 2000). Le déséquilibre résultant
d’une production accrue des espéces réactives de I’oxygéne et d’une altération des défenses
antioxydantes entraine le stress oxydatif (Christen, 2000). Ce stress oxydatif peut étre a 1’origine
de nombreuses pathologies telles que le cancer, les insuffisances respiratoires, la maladie
d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Aviram, 2000).

Au cours de ces derniéres années, un nombre croissant de rapports confirment que beaucoup
de fruits et légumes peuvent offrir une protection contre certaines maladies chroniques causées par
le stress oxydatif (Sun et al., 2009 ; Bouchouka, 2016).

Les composés phénoliques suscitent un intérét considérable dans le domaine de
I'alimentaire, de la chimie et de la médecine en raison de leur potentiel antioxydant prometteur
(Kalia et al., 2008). Les composés phénoliques ou polyphénols sont largement distribués dans le
regne végétal et sont les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Ces
métabolites comprennent de nombreuses classes de composés allant des acides phénoliques simples
aux tanins complexes (Nawaz et al., 2006).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 65-80% de la population
mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque d'acceés a la
médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs
soins de santé primaire (Libman et al., 2006 ; Tamert, 2016).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et I'élaboration
des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement
comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéres pour la synthése de
médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacologiquement actifs (Ameenah,
2006). Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent 70% de nos médicaments, déja environ170000
molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes (Chaabi, 2008).

Les plantes constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans la
recherche de molécules bioactives.

Dans ce contexte, notre choix s’est porté sur trois plantes de la région de Jijel (Marubium
vulgare, Salvia verbenaca et Phlomis crinita), pour leurs vertus thérapeutiques dans le but d’évaluer

in vitro leurs activités antioxydantes.
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L'objectif de notre travail vise & démontrer la richesse de ces plantes en principes actifs
(polyphénols) et a determiner leurs propriétés physicochimiques, notamment les propriétés
antioxydants.

Notre travail sera réparti en deux parties : une partie relative a 1’étude bibliographique du
stress oxydatif et la défense antioxydante, des polyphénols et des plantes choisies. Une autre partie
réservée a 1’étude expérimentale relative a I'analyse phytochimique des trois plantes et I'évaluation

de I’activité antioxydante in vitro de leurs extraits polyphénoliques.



Partie
bibliographique
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Chapitre | Stress oxydant

I.1.Définition de stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les
prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Figure 1) (Pincemail et al., 1999). Ce
désequilibre provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants, soit d’une altération des

mécanismes de défense (Morena et al.,2002).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/AC, "NO
Caroténoides

OXYDANTS
__._._\ 0:°, OH®, "0z, H20;
</ _ -' N, *NO, ONOO"-

HOCL
LOO®, LOOH

Figure 1 : Définition du stress oxydant (Morena et al., 2002).

1.2. Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Un radicale libre se définit comme tout atomes, groupe d’atome ou molécules possédant un
électron non apparié (célibataire) sur leur orbitale. 1l s’agit d’espéce chimique trés réactive qui
cherche dans leur environnement un électron pour s’apparie (c’est-a-dire pour former une liaison
chimique) (Jadot, 1994).

1.3.Espéces réactives de I’oxygéne

L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appel€ : especes réactives
de ’oxygene (Merouane et al., 2014). Les ERO (Tableau I) sont la conséquence inévitable de la
consommation de 1’oxygéne moléculaire par 1’organisme. Leur production est permanente et

physiologique (Koechlin et Ramonatxo, 2006).

Tableau I: Les principales espéces réactives de 1’oxygéne.

Espéces réactives Propriétés

L’O2 constitue la premiére forme radicalaire capable d’agresser
les composantes cellulaires et matricielles (Afonso et al., 2007).
L’anion superoxyde N’est pas trés réactif, mais constitue un précurseur d'autres especes
(027) plus réactives. La faible réactivité de ce radical permet d'ailleurs
son utilisation par 1’organisme comme médiateur régulant des

fonctions biologiques (Favier, 2003).
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Le peroxyde d’hydrogéne | Non radicale, stable, faiblement toxique, diffusible, antiseptique,
(H202) peut former OHe (Tessier et Marconnet, 1995).

Tres réactif et peu diffusible (Tessier et Marconnet, 1995). I1
Le radical hydroxyle peut étre produit a partir de I'eau par les radiations ionisantes dans
(OHe) tous les organismes vivants (Goudable et Favier, 1997).

Il est notamment synthétisé par les cellules endothéliales via

I’action de NO synthétases sur la L-arginine, qui détoxifier

Le monoxyde d’azote I’anion superoxyde et jouer la un rbdle antioxydant
(NOe) important (Massion et al., 2002).

Le NOe¢ peut former avec l’anion superoxyde le peroxynitrite

(ONOO") (Haleng et al., 2007).

Un oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de
Le peroxynitrite nombreuses molécules organiques (Haleng et al., 2007). Treés

(ONOO) réactif et sans doute responsable de lamajorité des effets
délétéres attribuésau NO- (Massion et al., 2002).

1.4. Origines des ERO

Les ERO peuvent étre d’origine exogene telle que les produits des radiations (rayons X et
lumiére UV), polluants de I’air, solvant organiques, anesthésiques, pesticides, drogues et
xénobiotiques. Lorsqu’ils d’origine endogene, ils sont produits, en majorité, au niveau des chaines
respiratoires mitochondriales des cellules des organismes aérobies (Figure 2) (Tessier et
Marconnet, 1995).

Larmidee: LI oxydascs
1
/'/f
e dErr e Sirs s fer e ey e E e s eroayade o Faydrogdrres
o Superoscyds o
———— e Cycles redox dismantascs s ey Eloperon idase
— MNADPH ox ) -'
mitochondrie et M -
.l'-..-
™~ y HOCI
e
Adecrrrer e o erote Ao supreraxyde
| XN OOy | CMET”
RO Wy i e Fadicel hydroxyle
Wit atiomn des MActiwvatiom Wyt iaonm PFPeroxydation oy el tior ole
probéimes des cascades des probéines lipriclicgune I" AW
de Kinoses

Figure 2 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de 1’oxygene
impliqués en biologie (Favier, 2003).
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1.5. Principales cibles biologiques des ERO
1.5.1. L’acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO (Figure 3). La guanine, par exemple, peut
réagir avec le OHe pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine qui, au lieu de s’apparier avec la
cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et conduisant a des

altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement

(Haleng et al., 2007).

j]i coupure de \ g_\f. j W
aine si : ~ o N—CHD
i chaine simple — -__\\_ - M e

N N
.Lx d\l,l__‘ N>=U brin o )\Nd“\
N

A
§ L 4H N—akn

b
\¢ i~
'.\.Iﬂ Fapy-guanine

pontage OoH '}‘ t‘
A
o o

ADN-protéine
- Acide oxalurique

HN

§ 0x0 guanine

” =0 maodification de la

= N base

& oxo adénine

/ﬁ\/ CH,0H

o7 N
H

A Adduit de dérivé | =y~ ~-N
d'oxydation Lol 3
lipidique L

=11

Sfarmation

5 HO methyl uracile . .
’ de site abasigue ~—~___

Malonaldehyde=dG

coupure de

cui chaine double w
£, brin 1} N o
HY OH TN
1 ,tm N‘fjil
o N H -
aH
Thymine glycol Lysino d guanosine

Figure 3: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules
(Favier, 2003).

1.5.2. Les protéines

Les protéines sont elles aussi sensibles a 1’action du radical OHe, celui-ci peut, en effet,
réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines. Les plus sensibles a son action sont
les acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, ou celui ayant un noyau
imidazole comme I'histidine, sur lesquels le radical OHe« s'additionne et provogue un changement de

conformation de la molécule de protéine (Pasquier, 1995).
1.5.3. Les lipides membranaires

Les ERO réagissent avec les acides gras insaturés, conduisant a la formation

d’hydroperoxydes (Barouki, 2006).
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1.6. Les défenses antioxydantes
1.6.1. Définition

Le terme d’antioxydant désigne « toutes substances présentes a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, qui posseédent des propriétés allant bien au-dela de leur
capacité a piéger les ERO (Pincemail et al., 2002) et retardent ou inhibent significativement

I’oxydation de ce substrat » (Delosiere et al., 2013).

1.6.2. Les type des systemes de défenses antioxydantes
L'organisme possede des systemes de défense tres efficaces de deux types : les antioxydants

enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).

1.6.2.1. Systemes de défense enzymatiques
A. La superoxyde dismutase (SOD)

Ont mis en évidence I’activité de dismutation du SOD sur les radicaux superoxydes. Cette
enzyme est capable de neutraliser 80% des molécules d’oxygene (O2) fourmis par la mitochondrie.
La fraction restante (20%) échappe a I’action de la SOD et apparait dans le cytoplasme. La SOD,
bien qu’ayant une activité antioxydant sur les O,”, peut étre considérée comme source d’espéces

oxygénées actives puisqu’elle fournit H2O2 (Tessier et Marconnet, 1995).

B. La catalase

Dans son mode dit catalasique, la catalase catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne
en eau (H20) et oxygene moléeculaire selon la réaction :
2H02 —»HO0+ 0
La catalase peut, a concentrations basses en peroxyde d’hydrogéne, aussi travailler selon le
mode dit peroxydasique en catalysant la réaction suivante :
H2O2 + RH, —™ 2 H, 0+ R
Ou : RH: représente un substrat (alcool ou phénol) pouvant étre oxydé par la catalase (Vamecq et
al., 2004).
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C. Les glutathion peroxydases et réductases

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. Le réle de la
glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d'hydrogéne en molécule d’eau,
et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de cette réaction, qui
demande I’intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se transforment en
glutathion-disulfure (GSSG) (Marfak, 2003).

H202 + 2GSH ———  2H,0 + GSSG

ROOH + 2GSHR » OH + H20 + GSSG

1.6.2.2. Systemes de défense non enzymatiques

A. Lavitamine E

La vitamine E (a-tocophérol) réagit avec les radicaux d’origine lipidique pour empécher le
processus de peroxydation lipidique de se développer. Si le flux de radicaux libres formé est trop
important, le radical tocophéryl peut toutefois devenir prooxydant et contribuer ainsi a augmenter la
peroxydation lipidique et jouer un réle dans le développement de I’athérosclérose (Pincemail et al.,
2002).

B. La vitamine C

Cette vitamine est capable de réagir directement avec les radicaux superoxydes, hydroxyles
et I'oxygéne singulet : elle est un excellent piégeur de ces ERO. Elle inhibe également la
peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa

réaction avec des radicaux lipidiques (Tessier et Marconnet, 1995 ; Haleng et al., 2007).

C. Les caroténoides

Plus de 600 caroténoides différents ont été isolés a partir de sources naturelles. De fagon
formelle, tous les caroténoides dérivent d’une structure linaire (CaoHss) avec de nombreuses
doubles liaisons. Le chef de file des caroténoides est cependant le B-caroténe, également appelé
provitamine A car, aprés hydrolyse hépatique, il donne naissance a deux molécules de vitamine A
(Haleng et al., 2007). Le PB-caroténe capte I'oxygene singulet sous faible pression d'oxygene
(Goudable et Favier, 1997).
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D. Le Glutathion

Le glutathion est un antioxydant impliqué dans de nombreux processus. Son role dans la
détoxication des xénobiotiques et d’ERO a été bien établi. Par ailleurs, c’est un coenzyme de
plusieurs enzymes telles que la glutathion peroxydase, qui joue un rdle protecteur essentiel contre le

stress oxydant (Durand et Beaudeux, 2011).

E. Les polyphénols

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par
la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un
glucide. lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou la maturation des
fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

1.7. Mécanisme d’action des antioxydants

1.7.1. Antioxydants primaires ou piégeurs des radicaux libres

Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de I’oxydation
en participant au processus d’oxydation et en convertissant les radicaux libres vers leurs formes
inactives.

Les antioxydants primaires sont généralement des composés phénoliques capables de donner
un atome d’hydrogéne au radical libre et le convertir en un composé stable non radicalaire (Frankel
et Meyer, 2000).

1.7.2. Antioxydants secondaires ou préventifs

IIs englobent une large gamme de différentes substances chimiques qui inhibent I’oxydation
des lipides par différents mécanismes. Les antioxydants secondaires sont généralement reliés a
I’inhibition de facteurs initiant 1’oxydation. Ce sont des substances décomposant les
hydroperoxydes en alcool, comme thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou les disulfures, des
protecteurs vis-a-vis des UV, comme les caroténes, les chélatants des métaux pro-oxydatifs type fer
et cuivre, comme l'acide citriqgue ou enfin de séquestrant d'oxygéne comme l'acide ascorbique
(Rolland, 2004).
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11.1. Définition et genéralités

Les « polyphénols » ou « composés phénoliques »sont les antioxydants les plus présents
dans la nature (Menat, 2006). lls sont des molécules synthétisées par les végétaux, qui
appartiennent a leur métabolite secondaire et participent a leur défense contre les agressions
environnementales (Edeas, 2007). Ce sont les métabolites secondaires les plus largement
représentés dans le regne végétal (Ba et al., 2010) et sont généralement des pigments responsables
des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge) (Edeas, 2007).

Les polyphénols naturels regroupent un vaste ensemble de substances chimiques (Chira et
al., 2008) : plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent
toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al.,
2004).

11.2. Structures et classifications des composés phénoliques

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire. IIs peuvent étre classés par
le nombre et 1’arrangement des atomes de carbone les composant, en fonction de la nature de leur
squelette carboné et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique.
Les composés phénoliques sont capables de se conjuguer a des oses ou a des acides organiques. De
ce fait, on peut les retrouver tres souvent présents sous ces formes (Chira et al., 2008). Les
composés phénoliques peuvent étre répartis en deux grands groupes : les flavonoides et les non-
flavonoides (Pincemail et al., 2007).

11.2.1.Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de carbone
formant une structureC6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de 3 carbones. Ce
sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. 1l existe plusieurs
groupes de flavonoides, dont les principaux sont les flavonols, les flavones, les flavan-3-ols, les
flavanones, les anthocyanidines et les isoflavones (Tableau Il) (Chira et al., 2008 ; Collin et
Crouzet, 2011).
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Tableau 11 : Différentes structures des flavonoides (Bruneton, 2009).

Classes Structures chimiques 3 4 5' Exemples
H OH H Kaempfeérol

Flavonols

OH OH H | Quercétine

OH OH | OH | Myrecétine

O H OH H | Apigénine

O
Flavones Q | OH | OH | H | Lutéoline

0O OH | OCHsz | H | Diosmétine

(@)
O OH | OH H | Catéchine
Flavan-3-ols

O H OH H Naringénine

OH OH H | Eriodictyol

O

lo)
Flavanones O

o]
H OH H Pelargonidine
e !
Anthocyanidines ‘ O OH | OH | H |Cyanidine
“”“ - -
OH OH OH | Delphénidine
5 7 4'
@)
OH OH OH | Genisteine
Isoflavones @
o H |O-Glu|OH | Daidézeine
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11.2.2. Les non-flavonoides
11.2.2.1. Les acides phénoliques
a. Les acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure en C6-C1, (Tableau Ill) composée
d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone (Chira et al.,
2008).
b. Les acides hydroxycinnamiques

Leur squelette de base est un noyau benzénique (Tableau I11) avec une chaine aliphatique a 3

carbones (C6-C3), avec un ou plusieurs groupements hydroxyles (Chira et al., 2008).

Tableau I11 : Différentes structures des acides phénoliques (Laguerre et al., 2007).
Classes Structures chimiques R2 R3 R4 Exemples
R5 COOH OCHs | OH H Acide vanillique
Acides H H H ACide
hydroxybenzoiques | R4 R2 salicylique
R3 H H | OH Acide
gentisique
R1 0 R1 R2 R3
) == Y OH OH H Acide caféique
Acides R2— . OH
hydroxycinnamiques - OCHs | OH H | Acide férulique
R3
OCHs | OH | OCHs | Acide sinapique

11.2.2.2. Les tanins
Les tanins sont des polyphénols ayant des poids moléculaires compris entre 500 et 3000. Les

tanins peuvent se diviser en deux classes (Doat, 1978) :

A. Les tanins pyrogalliques(ou hydrolysables)
IIs donnent apres hydrolyse a chaud a 1’aide de solutions acides, une fraction glucidique

(glucose) et une fraction polyphénolique (Figure 4) (Doat, 1978).
B. Les tanins condensés (ou non hydrolysables)

Sous I’action des acides dilués, au lieu de conduire a des produits plus simples, donne au

contraire des composés encore plus condensés (Figure 4) (Doat, 1978).
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Figure 4 : Différentes structures des tanins (Cowan, 1999).

11.2.2.3. Coumarines

IIs ont une structure de base C6-C3 (Figure 5). Ces composés sont connus pour leurs

propriétés anticoagulantes (Collin et Crouzet, 2011).

Composés R1 R2 R3
R 1 S Ombelliférone H OH H
Herniarime H OCH; H
Esculétol OH OH H
R, o o
Scopolétol OCH; OH H
Rs
Fraxeétol OCH; OH OH

Figure 5: Structure des coumarines (Bruneton, 2009).

11.2.2.4. Les stilbénes

Les stilbenes sont des composés polyphénoliques qui ont une structure C6-C2-C6 (Figure 6)

avec deux noyaux benzéniques reliés par un pont méthyléne (Chira et al., 2008).

R4 p—
il ’/%/(RS R ﬂﬂs
R2 e R4

Figure 6 : Structure de base des stilbénes (trans ou cis) (Collin et Crouzet, 2011).
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11.2.2.5. La lignine

La lignine est un polymeére fortement ramifié, formés par trois alcools phénoliques simples
(Figure 7). La lignine est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois
secondaires des éléments conducteurs, contribuant a la résistance mécanique et a la rigidité des tiges
lignifiées (Hopkins, 2003).

| Alcool p-coumarylique | Alecool coniférylique | | Alcool sinapylique |

CH>0OH CHo0H CH,0OH

F = F
OCH;3 HLCO OCH;
OH OH OH

Figure 7 : Principaux constituants de la lignine (Hopkins, 2003).

11.3. Biosyntheése des polyphénols
Les composés phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de carbone

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

11.3.1. Voie de I'acide shikimique

C’est la voie la plus importante pour la biosynthese des composés aromatiques dans les
plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques : la phénylalanine, la
tyrosine et le tryptophane. Ces derniers sont des métabolites primaires qui servent de précurseurs
pour de nombreux métabolites secondaires tels que les flavonoides, les acides phénoliques et les
alcaloides (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011). Elle conduit apres transamination et
désamination, aux acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou

les phénols simples (Knaggs, 2003).

11.3.2. Voie de I’acétate/malonate

C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chalnes polycétoniques, obtenues
par condensation répétée d’unités « acétate » qui se fait par carboxylation de I’acétyl-CoA. Cette
réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Richter 1993; Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh, 2011).
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11.4. R6le antioxydant des polyphénols

Les polyphénols possédent des propriétés antioxydantes et sont capables de piéger les
radicaux libres géenérés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions
de notre environnement tels que I’anion superoxide, le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle
et I’oxygene singulet. Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans nos régimes
alimentaires. lls renforcent nos défenses naturelles contre le stress oxydant et préviendraient ainsi
diverses maladies chroniques, telles que les cancers et maladies cardio-vasculaires (Edeas, 2007).
Les polyphénols peuvent agir selon divers mécanismes :
11.4.1. Inhibition enzymatique

L’inhibition de la production des ERO par les polyphénols, particulierement les flavonoides,
peut procéder directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe
des ERO. Cette double action est bien illustrée par le cas de la xanthine oxydase, cet enzyme est
considéré comme une source biologique importante de radical superoxyde (Hanasaki et al., 1994).
11.4.2. Chélation des ions métalliques

La chélation des métaux tels que le fer ou le cuivre sert a empécher la réaction de Fenton
dans les milieux biologiques (Bouguerne, 2012).Les flavonoides abondants dans les plantes et dans
I’alimentation sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques (MaleSev et Kuntié,
2007).
11.4.3. Piégeage des radicaux libres

Les composes phénoliques ont des propriétés antioxydantes en raison de leur capacité a
piéger les radicaux libres et les especes réactives de I'oxygene (Sékmenetal.,2012). Ils interférent
avec l'oxydation des lipides et d'autres molécules par la donation rapide d'un atome d'hydrogéne aux
radicaux libres selon un mécanisme proposé dés 1976 par Sherwin : D’antioxydant cede
formellement un radical hydrogéne, qui peut étre un transfert d’électrons suivi, plus ou moins
rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical intermédiaire. 1l est stabilisé par ses
structures mésomeres conjuguées (Portes, 2008).Les radicaux intermédiaires sont relativement
stables en raison de la résonance et donc une nouvelle réaction en chaine n'est pas facile a initier
(Dai et Mumper, 2010).

Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage des
radicaux libres, parce qu’ils possedent:

» Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome d'hydrogene ou un

électron au radical libre,

» Un systeme aromatique stabilisé par la résonance (Dai et Mumper, 2010).
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I1.5. Les plantes médicinales sélectionnées
11.5.1. Marrubium vulgare
11.5.1.1. Description botanique

Le marrube est une plante herbacée, couverte d’un duvet blanc, a tiges dressées, de 40 a 60
cm de long. Les feuilles sont ovales, arrondies, souvent un peu cordées a la base. Il possede de
petites fleurs blanches de 12 a 15 mm de long, une corolle a deux lévres dont I’inférieure est
trilobée et la supérieure est dilobés ainsi qu’un calice a 10 dents courtes et crochues (Quezel et
Santa, 1963). Ressemblant légerement a la menthe (Figure 8), a odeur forte pénétrante Iégérement

musquée et qui posséde une saveur a la fois chaude et amere (Aouadhi, 2010).

Figure 8 : Marrubium vulgare dans son milieu systématique (Ouled Rabah, Jijel).

11.5.1.2. Systématique de la plante

La systématique de Marrubium vulgare est la suivante (Judd et al., 2002 ; Quezel et Santa, 1963).

Régne :  Plantae

Sous-régne . Tracheobionta
Division . Magnoliophyta
Embranchement : Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe . Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille :  Lamiaceae

Genre : Marrubium

Espece : Marrubium vulgare

Nom vernaculaire algérien : Meriwet ; Francais : Marrube blanc.

11.5.1.3. Utilisations de la plante
Le marrube blanc est trés utilise en médecine traditionnelle comme expectorant,
antispasmodique, antidiabétique, diurétique et en cas d’infections respiratoires. Il est aussi employé

pour combattre la cellulite et I’obésité (Ghedadba, 2014).
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11.5.2. Salvia verbenaca
11.5.2.1. Description botanique

S. verbenaca est une plante herbacée, de 10-80 cm de hauteur. Les feuilles sont simples,
vertes, avec un limbe ovale ou ovale allongé dont les bords sont fortement crénelés ou découpés en
lobes ou encore profondément divisés (Camarasa et al., 1982). La tige est pubescente,
quadrangulaire, bien feuillée. Les fleurs sont bilabiées en épi de faux verticilles (verticillastres) de
5-10 fleurs et leur taille ne dépasse pas1l5 mm (Pottier, 1981). Le calice est bilabié, variable, a levre
supérieure tridentée, avec des dents courtes et réfléchies ; I’inférieure bidentée. La corolle est
bilabiée (Figure 9) (Quézel et Santa, 1963).

Figure 9 : Salvia verbenaca dans son milieu systématique (Ouled Rabah, Jijel).

11.5.2.2. Systématique de la plante

La systématique de Salvia verbenaca est la suivante (Judd et al., 2002 ; Quezel et Santa, 1963).

Régne : Plantae
Sous-régne . Tracheobionta
Embranchement : Spermatophyta
Division . Magnoliophyta
Classe . Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales
Famille :  Lamiaceae
Genre : Salvia

Espece . Salvia verbenaca

Nom vernaculaire algérien : Mou Lemdhamed; Francais : sauge-verveine.
11.5.2.3. Utilisations de la plante

Salvia verbenaca est utilisée avec d’autres herbes médicinales pour traiter le rhume. Les
feuilles et les sommités fleuries sont stomachiques et stimulantes. Cette espéce sert a faire des
infusions toniques et stimulantes. Les feuilles fraiches hachées sont appliquées aussi en cataplasme,

sur les plaies et les abces vidés pour faciliter leur cicatrisation (Nassar, 2017).
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11.5.3. Phlomis crinita
11.5.3.1. Description botanique

C'est un sous-arbrisseau a feuilles basales lancéolées cordiformes, pétiolées, denticulées et
tomenteuses. Les florales sont sessiles oblongues a triangulaire. Les tiges sont rameuses de 50-100
cm de hauteur. Il posséde une corolle jaune intensément d’or et un calice a dents linéaires (Figure
10) (Tamert, 2016).

Figure 10 : Phlomis crinita dans son milieu systématique (Ouled Rabah, Jijel).

11.5.3.2. Systématique de la plante
La systématique de Phlomis crinita est la suivante (Judd et al., 2002 ; Quezel et Santa, 1963).

Régne : Plantae
Sous-régne . Tracheobionta
Embranchement : Spermatophyta
Division . Magnoliophyta
Classe . Magnoliopsida
Sous-classe . Asteridae
Ordre :  Lamiales
Famille :  Lamiaceae
Genre > Phlomis
Espece : Phlomis crinita

Nom vernaculaire algérien : ElI Khayatta djarah.

11.5.3.3. Utilisations de la plante

Phlomis crinita est utilisée comme bandage ou platre pour traiter les brulures, les lésions et
les infections de la peau et ses allergies. Elle est utilisée en Espagne, en Tunisie et en Algeérie pour
guérir les lésions et les brulures en préparant un platre a partir de feuilles hachées en Espagne ou
sous forme de poudre de feuilles séchées en Tunisie et en Algérie (Amour et al., 2009 ; Tamert,
2016).
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I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel végétal

Trois plantes médicinales a savoir : Marubium vulgare, Salvia verbenaca et Phlomis crinita,
font I’objet de notre étude. Leur sélection s’est faite sur la base de leur trés grande présence et leur
trés large utilisation traditionnelle dans les régions méditerranéennes et plus particulierement en
Algérie (Beloued, 1998 ; Ernest, 2000 ; Damien et al., 2003). La récolte de ces plantes a été

effectuée au niveau de la Wilaya de Jijel en mois d’avril dans la région d’Ouled Rabah (Figure 11).

Lo

Figure 11 : La situation géographique de la station de récolte (Google earth).

1.2. Préparation des extraits
1.2.1. Séchage

Aprés avoir été bien nettoyés et débarrasses des particules et de la poussiére, les feuilles des
trois plantes étudiées ont été séchées dans une étuve de type Memmert, a une température de 40°C
pendant une semaine dans le but d’enlever 1’eau qu’elle renferme et d’empécher la contamination
par les insectes ou le développement des champignons a cause du taux d’humidité élevé.

Le séchage a une importance majeure pour I’extraction des composés phénoliques, car les
cellules végétatives contiennent des enzymes susceptibles de provoquer des modifications dans la
composition phénolique de la plante. Cet inconvénient peut étre éliminé par un séchage rapide du

matériel végétal, aussitdt apres sa récolte (Ribérau-Gayon, 1968).

1.2.2. Broyage

Les échantillons séchés ont été broyés a 1’aide d’un broyeur électrique de type Sub
permettant d’obtenir des poudres trés fines. Plus le diametre de la poudre est petit, plus la surface
d’échange entre celle-ci et le solvant d’extraction est grand ; donc le rendement d’extraction est

meilleur (Diallo, 2004).
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1.2.3. Tamisage

Une fois broyées, les poudres obtenues ont été tamisées a 1’aide d’un tamis de type AFNOR-
ASTM dont le diametre des pores est de100 pum. Les poudres ainsi obtenues ont été conservees dans
des flacons en verre, bien hermétique, a 1’abri de la lumiére jusqu’au jour de la préparation des
extraits (Figure 12) (Ribérau-Gayon, 1968).

Plante fraiche Plante seche Plante tamisée
Figure 12 : Photo de la plante Phlomis crinita fraiche, séche et tamisée.

1.2.4. Extraction des composés phénoliques

Plusieurs solvants organiques peuvent étre utilisés pour [’extraction des composeés
phénoliques. Le méthanol s’avere le meilleur solvant, car il permet d’obtenir un meilleur rendement
d’extraction et il posseéde I’avantage d’étre plus facile a éliminer (Ribérau-Gayon, 1968 ; Owen et
Johns, 1999).
D'apres Owen et Johns, (1999) le procédé général d’extraction a été réalisé selon les étapes

suivantes :

1.2.4.1. Macération

50 g de la poudre de chacun des trois échantillons ont été ajustés a 500 ml avec du méthanol
80%. Les mélanges ainsi obtenus sont soumis a une agitation, a I’aide d’un agitateur magnetique de
type Heidolph (Figure 13) pendant 48ha une température ambiante et a 1’abri de la lumiére afin
d’éviter les phénomenes d’oxydation.

L’agitation permet le maintien des particules en suspension et ’homogénéité des milieux.
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Figure 13 : Macération sous agitation magnéetique.

1.2.4.2. Filtration et décantation
Aprés macération, les trois solutions des trois plantes ont été filtrées a 1’aide de papier
Whatman N°3 (Figure 14). Chaque filtrat obtenu a été ajusté avec 100 ml d’hexane. Les mélanges

ont été par la suite décantés (Figure 15) pour recueillir les phases méthanoliques.

Figure 14 : La filtration a 1’aide du papier Figure 15 : Délipidation et décantation.
Whatman N°3.des extraits.

1.2.4.3. Evaporation

Les phases méthanoliques des échantillons ont été évaporées a 1’aide d’un rotavapeur de
type Heidolph (Figure 16) puis, ont été séchées a 1’étuve a 40°C jusqu'a ce que le solvant soit
totalement évaporé. Chaque extrait a par la suite été repris avec la concentration désirée.

Les extraits secs ainsi constitués sont conservés au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation pour
les différents tests.

Le protocole général d’extraction des polyphénols est schématisé dans la figure (17).
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500 ml de méthanol
80%

50 g de poudre

Macération pendant 48h

|

Filtration a I'aide du papier Whatman N° 3

|

Délipidation et décantation

Phase hexanique

Phase méthanolique

Evaporation a I'aide d’un
rotavapeur a 40°C

Récupération de I'extrait brut

Figure 17 : Schéma général d’extraction des polyphénols.
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1.2.5. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement des extraits méthanoliques est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le
poids de la plante en poudre utilisée (Owen et Johns, 1999). Il est exprimé en pourcentage selon la

formule suivante :

Rendement d’extraction (%) = Ps/ PpX 100

Ou:
Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (g).
Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).

1.3. Analyse phytochimique
1.3.1. Analyse qualitative

Les extraits méthanoliques ont été soumis a divers tests phytochimiques en vue de mettre en
évidence les grands groupes chimiques contenus dans ces extraits méthanoliques, en utilisant la
méthode standard basée sur des réactions de coloration et de précipitation. A cet effet, plusieurs

types de réactifs ont été utilisés (Houménou et al., 2018).

1.3.1.1. Les flavonoides

A 1 ml de chaque extrait on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) concentré
et quelques milligrammes de magnésium (Mg). La présence des flavonoides est confirmée par
I’apparition de la couleur rouge ou orange (Karumi et al., 2004).

1.3.1.2. Les tanins
Pour détecter la presence des tanins, on ajoute a 2 ml de chaque extrait quelques gouttes de
FeClsa 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au bleu verdatre en

présence de tanins catéchiques (tanins condensés) (Karumi et al., 2004).

1.3.1.3. Les saponines

A 5ml de chaque extrait on ajoutel0 ml de 1’eau distillée, le tout est agité avec énergie en
position horizontale pendant 15 secondes. Puis, le mélange est laissé au repos pendant 15 min. La
persistance de la mousse d’au moins 1 c¢cm pendant 15 min indique la présence des saponines
(N’Guessan et al., 2009).
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1.3.1.4. Les quinones libres
Sur un volume de chaque extrait quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées. L’apparition

d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres (Oloyede,

2005).

1.3.1.5. Les terpénoides

A 5 ml de chaque extrait on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré,
la formation de deux phases et un couleur marron a I’interphase indique la présence de terpénoides
(Edeoga et al., 2005).

1.3.1.6. Les alcaloides

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HC1 1% a 1ml de
chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en deux volumes
égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, I’autre par le réactif de Wagner. La formation
d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides (Majob et al., 2003).
Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite :
* Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCl> dans 60ml d’eau distillée puis 5g de KI dans 10ml
d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.
* Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de I. Le volume

obtenu est ajusté a 100ml avec I’eau distillée.

1.3.1.7. Les oses et holosides
1 ml de chaque extrait et 5 ml d’éthanol donnent un aspect floconneux en présence des

mucilages (Bruneton, 1999).

1.3.2. Analyse quantitative
1.3.2.1. Dosage des polyphénols

Les polyphénols ont été déterminés spéctrophotométriquement par la méthode de Folin-
Ciocalteu (Heilerova et al., 2003).
0,2 ml de l'extrait méthanolique dilué (250 pg/ml) ont été additionnés avec 1,5 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu (1/10). Le mélange est laissé reposer 5 minutes a I'obscurité. Par la suite, 1,5 ml de
la solution Na.COs3 (7,5%) a été ajoutée a l'ensemble. Aprés 90 minutes d'incubation a 23°C,

I'absorbance a été mesurée a 750 nm contre un blanc sans extrait.
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La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(Y = a X + b) réalisée par un extrait étalon, I'acide gallique, a différentes concentrations dans les
mémes conditions que I'échantillon (Annexe 1). Les résultats sont exprimés en milligramme
équivalent acide gallique par gramme d’extrait brute (mg EAG/g EB).

Le mode opératoire pour le dosage des polyphénols totaux est schématisé dans la figure (18).

0,2 ml de I'extrait (250ug/ml)

1,5ml de réactif
Folin-Ciocalteu

(1/10)

5 min a température
ambiante et a I'obscurité

1,5m| de N32C03
(7,5%)

90 min a température ambiante et a I'obscurité

U

Lecture a 750 nm

Figure 18: Protocole de dosage des composés phénoliques.

1.3.2.2. Dosage des flavonoides

La méthode au AlClza été employée pour la détermination de la teneur des extraits en
flavonoides (Huang et al., 2004).
Un millilitre et demi (1,5ml) de I'extrait phenolique (2mg/ml) ont été ajoutés a un volume égal
d’une solution de 2% AICls. Le mélange a été vigoureusement agité, et I’absorbance a été lue a 430
nm, aprés 30 minutes d'incubation a température ambiante.
Une courbe d'étalonnage (Y = a X + b) réalisée par la quercétine a différentes concentrations
pratiquée dans les mémes conditions opeératoires que les échantillons a servis pour la quantification
des flavonoides (Annexe 2). La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent
quercétine par gramme d’extrait brute (mg EQ/g EB).
Le protocole de dosage des flavonoides est présenté dans la figure (19).

24



Partie pratique Matériel et méthodes

[ 1,5 ml d’extrait (2mg/ml) ]

1,5 ml d’AlCl; a
2%

Incubation pendant 30 min a température ambiante et a
I'obscurité

Lecture a 430 nm

Figure 19: Protocole de dosage des flavonoides.

1.4. Evaluation de P’activité antioxydante des extraits phénoliques des plantes étudiées
1.4.1. Pouvoir antiradicalaire (Piégeage du radical libre DPPH)
1.4.1.1. Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution. Il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm. Sa couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine (jaune) par un composé a propriété
antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (Figure 20). L’intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des

protons (Sanchez-Moreno, 2002).

1. 2 T 2
‘N’ AH A X~ \\-/ X~
Ne \\\ // HN
0,N_I~__NoO, ' T G- //,l\ _NO
() |
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)

Figure 20 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Teixeira et al., 2013).
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1.4.1.2. Mode opératoire

Pour réaliser I’analyse, 2,9 ml de la solution méthanolique de DPPH (0,025 g/1) est ajouté a
100 pl de la solution de chaque extrait a différentes concentrations (25, 50, 100et 200 pg/ml). Le
mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 minutes. La longueur d'onde d'absorption maximale a été préalablement
déterminée. Toutes les lectures sont effectuées a 515 nm.
Les echantillons, les antioxydants de référence (1’acide ascorbique et 1’acide gallique) et le témoin
sont préparés dans les mémes conditions opératoires.

Le protocole d’évaluation du pouvoir antiradicalaire est illustré par la figure (21).

100 pl de I'extrait (25, 50, 100 et 2,9 ml de DPPH
200 pg/ml) (0,025 g/1)

Incubation pendant 30 min a

température ambiante et a

I'obscurité

Lecture a 515 nm

Figure 21:Protocole d’étude de I’activité antiradicalaire.

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’€quation suivante :

Activité antiradicalaire (%) = (At-Ae/AT) x 100

Ou :
At : Absorbance du témoin aprés 30 min d’incubation.

Ag : Absorbance de I’échantillon aprés 30 min d’incubation.
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1.4.1.3. Détermination de la concentration inhibitrice médiane (1Cso)

L’ICsp est définie comme ¢étant la quantité ou la concentration d’antioxydants (extrait ou
toute autre substance antioxydante) nécessaire pour inhiber ou faire disparaitre 50% des radicaux.
Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations des extraits testés. Pour chaque extrait ou antioxydant de référence, une courbe de
régression linéaire (Y = a X + b) est établie afin de calculer 1’ICso qui permettra la caractérisation
du pouvoir antioxydant des extraits. Une faible valeur de I’ICso indique une forte activité

antioxydante (Molyneux, 2004).

1.4.2. Pouvoir reducteur
1.4.2.1. Principe

Le pouvoir réducteur se base sur la réaction d’oxydoréduction, dont la réduction du chlorure
ferrique (FeCls) en chlorure ferreux (FeCl2) en présence d’un agent chromogéne : le ferricyanure de
potassium [KsFe (CN)s] en milieu acidifi¢ par 1’acide trichloracétique (Ribeiro et al., 2008). La
forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait

(Balasundram et al., 2005).

1.4.2.2. Mode opératoire

La détermination du pouvoir réducteur a été réalisée selon la méthode d’Oyaizu (1986)
décrite par Hseu et ses collaborateurs (2008) avec une légére modification. Un volume de 1ml de
chaque extrait, a différentes concentrations (25, 50, 100 et 200 pg/ml), est ajouté a 2 ml de tampon
phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et a 1ml de ferricyanure de potassium [KsFe (CN)s] a 1 %. Apres
agitation, le mélange est incube a 50 °C pendant 20 min a I’abri de la lumiére. 1ml de
trichloracétique a 10 % est additionné au mélange. Apres centrifugation a 3000 tours/minutes
pendant 10 min, un volume de 1,5 ml de surnagent est ajouté a 1,5 ml d’eau distillée et 150 ul de
chlorure ferrique (0,1 %). Le mélange homogénéisé prealablement, est incubé pendant 10 min a

température ambiante et a 1’obscurité. L’absorbance est lue a 700 nm.

L’acide ascorbique et 1’acide gallique sont utilisés comme des standards, dont 1’absorbance a
été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
Le protocole d’évaluation du pouvoir réducteur des différents extraits ainsi que celui des standards

est illustré par la figure (22).
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1ml de I'extrait (25,
50, 100 et 200 pg/ml)

1ml de [K3Fe
(CN)¢]

TP (0.2M;
PH=6.6)

Incubation pendant 20 min a 50 C° a 1’abri de la
lumiere

Iml de g
trichloracétique a

10 %

Centrifugation a 3000
tr/min pendant 10 min

150 pl de chlorure
1,5ml de ferrique (0,1 %)
surnagent

1,5 ml d’eau
distillée

Incubation a 10 min, puis
Lecture a 700 nm

Figure 22: Protocole d’étude de pouvoir réducteur fer.

1.4.3. Test de blanchiment du p-caroténe
1.4.3.1. Principe

L’acide linoléique dans un systeme d’émulsion aqueuse génere des radicaux peroxydes qui
vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur
rouge. La présence des antioxydants réduit 1’intensité de la destruction du -caroténe en neutralisant
les radicaux libres dérivés et permet donc de prévenir I’oxydation et le blanchissement du B-

caroténe (Unten et al., 1997).
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1.4.3.2. Mode opératoire

Le protocole est réalisé suivant la méthode de Tepe et al. (2006). Une émulsion de B-
caroténe/acide linoléique a été préparée par la solubilisation de 0,5 mg de B-caroténe dans 1 ml de
chloroforme. 25 ul d’acide linoléique et 200 mg de tween 40 ont été ajoutés. Le chloroforme a été
complétement évaporé dans le rotavapeur & 40 C°. Ensuite 100 ml d’eau distillée saturée en
oxygene pendant 30 minutes ont été ajoutés, I’émulsion en résultant a €té agitée vigoureusement. Le
mélange réactionnel a été par la suite aliquote (2.5 ml) dans des tubes a essai, et 350 pl de chacun
des extraits préparés des trois plantes (2 mg/ml, dans le méthanol) ont été ajoutés. La méme
procédure a été répétée avec le BHA (2 mg/ml) comme un contrle positif et avec le méthanol et
I’eau distillée comme des contrdles négatifs. Les absorbances ont été lues a 490 nm, apres 2h, 4h,

6h, 24h et 48h d’incubation a température ambiante a 1’obscurité.

L’activité antioxydante relative (AAR %) est calculée selon la formule :

AAR % = [Abs (test)/Abs (contréle)] X 100

Ou :
Abs Contréle : Absorbance du contrdle positif (BHA).

Abs test : Absorbance de I'extrait.

Le protocole d’évaluation du blanchiment du B-caroténe est illustré par la figure (23).
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0.5mg du B-carotene

solubilisé dans 1ml de 22 elEERe (meleiens

chloroforme +200mg de tween 40

| |
.

[ Evaporation ]

100ml d’eau distillée
saturé en oxygene

v
[ Agitation ]

350ul de I'extrait
(2mg/ml)

A 4

[ 2,5 ml de I’'émulsion ]

\4
[ Lecture a 490 nm [0, 2, 4, 6, 24 et 48h] ]

Figure 23 : Protocole du blanchiment du B-caroténe.

1.5. Evaluation statistique
Les résultats des différentes évaluations effectuées in vitro sont donnés sous forme de
moyenne + écart-types. L’évaluation statistique est effectuée en utilisant le test Tukey-Kramer HSD

(Logiciel JMP, Version 7.0) avec un niveau de signification de 0.05.
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Il. Résultats et interprétation
11.1. Les rendements des extraits phénoliques

Le tableau (V) résume les résultats de rendement des extraits des plantes étudiées, obtenus
par I'extraction des composeés phénoliques par le méthanol exprimés en pourcentage (%) ; par

rapport au poids sec de la poudre végétale.

Tableau 1V : Les rendements des extraits méthanoliques des trois plantes exprimés en pourcentage.

Les extraits M. vulgare S. verbenaca P. crinita

Rendement (%) 17,97 14,52 15,34

Nous constatons que les rendements des extraits méthanoliques varient d’une plante a une autre.
Les pourcentages enregistrés sont compris entre 14,52 et 17,97 %. M. vulgare a donné le meilleur
rendement (17,97 %) suivie par P. crinita (15,34 %) et S. verbenaca (14,52%).

11.2. Etude phytochimique
11.2.1. Etude qualitative

La phytochimie qualitative est basée sur des réactions colorées ou de précipitation par

des réactifs chimiques spécifiques réalisée sur les extraits des trois plantes étudiées.

Le criblage phytochimique a permis de caractériser quelques groupes chimiques existants dans les

feuilles de M. vulgare, S. verbenaca et P. crinita.
La présence ou 1’absence des différents groupes chimiques sont présentées dans le Tableau (V).

Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau (V) et représentés par les figures (24,
25, 26, 27, 28, 29 et 30) font ressortir les résultats suivants :

v La présence des flavonoides, des tanins galliques et des terpénoides chez toutes les espéces
étudiées.
v’ L'absence des tanins cathéchiques dans toutes les plantes.

v’ La présence des saponines chez M. vulgare et P. crinita, leur absence chez S. verbenaca.
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v Une réaction positive pour les alcaloides et les quinones libres chez M. vulgare et S.
verbenaca, et une réaction négative pour l'espéce P. crinita.
v La présence des oses et holosides chez M. vulgare, leur absence chez S. verbenaca et P.

crinita.

Tableau V : Screening phytochimique des especes éetudiées.

Groupes chimiques M. vulgare S. verbenaca P. crinita
Flavonoides ++ ++ +++
2 cathéchiques - - -
S
— galliques +++ +++ +++
Saponines + - +
Quinones libres +++ ++ -
Terpénoides + + +
n Mayer + + -
(<5}
2
S}
[4+]
o9 Wagner - - -
<
Les oses et holosides + - -
(-) : Absence,
(+) : Présence en faible quantité,
(++) : Présence en quantité moyenne,
(+++) : Présence en quantité importante.
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1) @) (3)

Figure 24 : Résultats de screening phytochimique des flavonoides chez les trois plantes étudiées.
(1) : M. vulgare, (2) : P. crinita, (3) : S. verbenaca.
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Figure 25 : Résultats de screening phytochimique des tanins galliques chez les trois plantes
étudiées. (1) : M. vulgare, (2) : P. crinita, (3) : S. verbenaca.

1) ) (©)
Figure 26 : Résultats de screening phytochimique des saponines chez les trois plantes étudiées.
(1) : M. vulgare, (2) : S. verbenaca, (3) : P. crinita.
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1) ) @)
Figure 27 : Résultats de screening phytochimique des quinones libres chez les trois plantes
étudiées. (1) : P. crinita, (2) : S. verbenaca, (3) : M. vulgare.

) @) ©)

Figure 28 : Résultats de screening phytochimique des terpénoides chez les trois plantes étudiées.
(1) : P. crinita, (2) : M. vulgare, (3) : S. verbenaca.

1) (@) 3)

Figure 29 : Résultats de screening phytochimique des alcaloides chez les trois plantes étudiées. (1)
: M. vulgare, (2) : P. crinita, (3) : S. verbenaca (tubes blancs : réactif de Mayer, tubes marron :
réactif de Wagner).
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(1) ) @)
Figure 30 : Résultats de screening phytochimique des oses et holosides chez les trois plantes
étudiées. (1) : M. vulgare, (2) : P. crinita, (3) : S. verbenaca.

11.2.2. Etude quantitative
» Teneurs en composés phénoliques des différents extraits

L'étude quantitative des extraits phénoliques au moyen des dosages spectrophotométriques,
avait pour objectif de déterminer la teneur totale des polyphénols et des flavonoides. Pour cet
objectif, deux courbes d'étalonnages (Annexes 1 et 2) ont été tracées ; une réalisée avec I’acide
gallique a différentes concentrations (dosage des polyphénols) et I’autre avec la quercétine (dosage
des flavonoides). Des mesures de densité pour chaque extrait sont réalisées a 750 nm et 430 nm

pour les polyphénols et les flavonoides respectivement.

Les quantités des composés phénoliques ont été rapportées en mg équivalent de I'étalon utilisé par

gramme d’extrait brut et sont déterminées par 1'équation de type : Y =a X + b.

Les résultats obtenus pour évaluer la teneur en polyphénols et en flavonoides sont présentés dans les
figures (31) et (32).
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1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -+
100 -

841,22+64,77

607,51+38,16

427,831493,5

Teneur en polyphénols (mg
EAG/g EB)

M.vulgare S.verbenaca P.crinita

Figure 31 : Teneur en polyphénols des trois plantes (chaque valeur représente la moyenne de trois
essais * écart-types).

200 ~
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 A

162,474+20,31

143,47+2.88

100,19+9,09

Teneur en flavonoides (mg EQ/g EB)

M.vulgare S.verbenaca P.crinita

Figure 32 : Teneur en flavonoides des trois plantes (chaque valeur représente la moyenne de trois

essais + écart-types).

Ces résultats montrent que I'extrait méthanolique de S. verbenaca est le plus riche en polyphénols
avec une teneur de 841,22+64,77 mg EAG/g EB, suivi par P. crinita avec une concentration de
607,5+38,16 mg EAG/g EB. La teneur la plus basse a été obtenue avec M. vulgare (427,83+93,5
mg EAG/g EB).
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En ce qui concerne la teneur en flavonoides, I'extrait de S. verbenaca est aussi le plus riche avec une
teneur de 162,47+20,31 mg EQ/g EB, suivi de P. crinita avec 143,47+2,88 mg EQ/g EB. M.
vulgare représente la teneur la plus faible (100,194+9,09 mg EQ/g EB).

11.3. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des trois plantes étudiées a été évaluée in-
vitro par trois méthodes différentes, le piégeage du radical libre DPPH, la chélation des ions

metalliques du fer et le test de blanchiment du B-caroténe.

11.3.1. Activité antiradicalaire (DPPH)

L’activité antiradicalaire des extraits de M. vulgare, S. verbenaca et P. crinita ainsi que les
standards (acide gallique et acide ascorbique) a été deéterminée par la méthode de DPPH. Les

résultats obtenus sont représentés dans la figure (33).
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Figure 33 : Pouvoir réducteur DPPH de I’extrait des trois plantes et des standards exprimé en
pourcentage (chaque valeur représente la moyenne de quatre essais *+ écart-types). Les moyennes

suivies d’une lettre différente sont significativement différentes (p< 0,05).
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Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH des extraits phénoliques des trois plantes étudiées
varient entre 14,70% +1,68 et 23,31% +1,88 pour M. vulgare, 27,86% + 0,97 et 59,95% +9,13 pour
S. verbenaca et 21,53% *4,55 et 48,45% 4,26 pour P. crinita.

D’aprés la figure (33), on remarque que les pourcentages d’inhibition du radical DPPH augmentent
au fur et a mesure que la concentration des trois extraits et des standards augmente. Cette

augmentation d’inhibition du radical DPPH est significative en fonction de la concentration.

Les résultats obtenus montrent que les extraits de S. verbenaca et de P. crinita révelent une activité
anti radicalaire de 27,86%z=0,97 et 21,53%=4,55 respectivement a la concentration 25ug/ml qui est

meilleur a celle montrée par 1’acide ascorbique (19,96%z4,21).

A la concentration 50 pg/ml, I’activité de ces deux extraits révélent une activité antiradicalaire de
33,70%=3,00et 31,83%=2,70 respectivement, qui est proche de celle montrée par I’acide ascorbique
(35,67%=8,18).

La capacité a piéger le radical DPPH en fonction de concentration est significative pour S.
verbenaca et P. crinita, alors que M. vulgare exerce un pouvoir similaire statistiguement. Les trois

plantes présentent une différence significative.

> Détermination de I’ICso

ICso est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la quantité
d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
d’ICso est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est élevée (Pokorny et al., 2001). La
concentration de 1’échantillon essentiel pour inhiber 50% du DPPH radicalaire a été calculée par la
régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction des différentes concentrations

d’extraits préparés (Annexes 3, 4, 5, 6 et 7).

Les valeurs d’1Cso trouvées pour les extraits étudiés sont représentées dans le tableau(\V1) :
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Tableau VI : Valeurs des I1Cso des extraits étudiés.

Les extraits | M. vulgare | S.verbenaca P. crinita Acide Acide

ascorbique gallique

ICs0 (ng/ml) | 742,69+3,87 | 143,37+13,99 | 203,65+11,18 | 78,32+33,03 38,35+18,27

Les résultats présentes dans le tableau ci-dessus montrent que les trois extraits testés posseédent une
activité anti radicalaire avec un ICsode 1’ordre de 742,69ug/ml +3,87, 143,37 ug/ml +13,99 et
203,65 ug/ml £11,18 pour M. vulgare, S. verbenaca et P. crinita respectivement. En comparaison
avec les antioxydants standards (I’acide ascorbique et 1’acide gallique) qui ont démontré un 1Cso de
78,32 pg/ml £33,03 pour I’acide ascorbique et 38,35 ug/ml £18,27 pour I’acide gallique, nous
constatons que les trois extraits sont moins actifs par rapport aux standards et que les extraits de S.
verbenaca et P. crinita possedent une activité antioxydante supérieure en comparaison avec 1’extrait

de M. vulgare qui a une activité antioxydante un peu basse.

11.3.2. Pouvoir réducteur du Fer

Les résultats obtenus ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait (Figure 34).
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Figure 34 : Pouvoir réducteur Fer de I’extrait des trois plantes et des standards (chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + écart-types).
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L’activité antioxydante des trois extraits par le test de potenticlle réducteur du fer a revélé que ces
dernieres exercent une importante activité dose dépendante sauf I’extrait de M. vulgare qui exerce

une activité moyenne.

D’aprés les résultats représentés dans la figure (34), on constate une augmentation de 1’absorbance
correspondante a une augmentation du pouvoir réducteur des trois extraits. La réduction du fer est
proportionnelle a I’augmentation de 1’absorbance et de la concentration (Balasundram et al.,
2005).

Les extraits de S. verbenaca et de P. crinita présentent une activité de réduction du fer similaire et
plus élevée que celle de I’extrait de M. vulgare, ce qui traduit un pouvoir réducteur de S. verbenaca
et de P. crinita plus élevé que celui de M. vulgare. Néanmoins, tous les extraits présentent des
activités antioxydants nettement inférieurs a celle des antioxydants de référence, I’acide ascorbique

et I’acide gallique.

L’analyse statistique de pouvoir réducteur Fer des trois plantes révele une différence significative.

11.3.3. Test de blanchiment du p-carotene

La propriété de décoloration du PB-caroténe est employée dans I'évaluation de l'activité
antioxydant du standard (BHA) et des extraits testés. D’apres les résultats, nous constatons que ces
derniers inhibent d’une manicre significative 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du B-
caroténe par rapport au contréle négatif (eau et méthanol) (Figure 35). Tous les extraits ont des
activités antioxydants significativement différentes. L’extrait de S. verbenaca montre la plus grande
activité inhibitrice avec une AAR de 42,60 %+5,93, mais qui est significativement inférieure a celle
du contréle positif (BHA) qui représente 100% d’activité inhibitrice (Figure 36). Les extraits de P.
crinita et M. vulgare possedent une AAR similaire de 32,95%+3,74 et 29,03%+0,76

respectivement.
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Figure 35 : Test de blanchiment du -caroténe des extraits des trois plantes et des contrdles (chaque
valeur représente la moyenne de trois essais + écart-types).
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Figure 36 : Activité antioxydant relative (AAR) de I’extrait des trois plantes et des controles
(chaque valeur représente la moyenne de trois essais + écart-types).
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I11. Discussion

Ce travail est fondé sur I’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de 1activité
antioxydantes des extraits hydro-méthanolique des feuilles de trois plantes médicinales
algériennes a savoir : Marrbium vulgare, Salvia verbenaca et Phlomis crinita. Ces plantes
sont tres utilisées dans la région de Jijel en médicine traditionnelle. Pour valoriser cette
utilisation traditionnelle nous avons effectué 1’extraction des polyphénols a partir des poudres
des feuilles de chacune des plantes par macération dans le méthanol aqueux.
Nous avons évalué 1’activité antioxydante de nos extraits en utilisant la méthode de tests au
DPPH, le pouvoir réducteur du fer et le blanchissement de la B-caroténe, qui sont largement
utilisées par plusieurs auteurs.
L’extraction est la principale étape de la récupération de composés phytochimiques a partir de
matieres véegetales. L'efficacité de I'extraction dépend de la nature chimique des composés
phytochimiques, de la méthode d'extraction utilisée, de la taille des particules dans
I'échantillon et du solvant utilisé.
Différents solvants sont utilisés dans les extractions des polyphénols (Turkmen et al., 2007).
Le méthanol est le plus recommandé et le plus fréquemment employé pour I’extraction des

composés phénoliques (Falleh et al., 2008).

Le calcul des rendements par rapport au poids sec des poudres végétales a montré que
I’extrait de M. vulgare présente le rendement le plus élevé (17,97%). En effet, le rendement
n’est pas relatif ; il dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles I’extraction a été
effectuée. D’autre part, la méthode d’extraction affecte également le contenu total en phénol

et flavonoides.

Les analyses phytochimiques effectuées sur les extraits des végétaux sont une étape
préliminaire et d’une grande importance puisqu’elle révele la présence des constituants
connus par leurs activités physiologiques et leurs vertus médicinales.

Nos résultats montrent que M. vulgare contient des flavonoides, tanins galliques, saponines,
quinones libres, terpénoides, alcaloides et les oses et holosides. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapporter dans la littérature par les travaux d’Azzi et ses collaborateurs(2014), qui
confirme la présence des flavonoides, des alcaloides et des saponines.

Les alcaloides, les flavonoides, les tanins galliques, les quinones libres et les terpenoides sont
présents dans les extraits de S. verbenaca. Ces résultats ont été remarqués aussi chez une

espéce de méme genre par Tehami (2017).
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D'aprés les résultats des essais de caractérisation, différents groupes se présentant dans les
feuilles de P. crinita ont été identifiés tels que les flavonoides, les saponines, et les
terpénoides. Tamert (2016) confirme la présence des flavonoides.

Les tests phytochimiques réalises sur les extraits méthanolique des trois plantes ont confirmé
la présence de plusieurs familles de composés. La richesse de ces extraits en composés
chimiques actifs pourrait expliquer leur utilisation traditionnelle pour soigner de nombreuses

maladies.

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus
important des plantes. Et comme la majorité des effets pharmacologiques des plantes sont dus
a ces substances, un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits a été
effectué pour en estimer les teneurs.

En effet, les teneurs en phénols totaux ne sont pas stables et différe d’une plante a une autre
(Tamert, 2016), ce qui est veérifié par la comparaison entre les résultats obtenus chez les
especes étudiées : Marrbium vulgare, Salvia verbenaca et Phlomis crinita.

Les concentrations moyennes les plus élevées sont enregistrées dans les extraits des feuilles
de S. verbenaca et de P. crinita (841,22+64,77 mg EAG/g EB et 607,5+38,16 mg EAG/g EB
respectivement) en comparaison avec 1’extrait de M. vulgare (427,83+£93,5 mg EAG/g EB).
Belkhiri et ses collaborateurs (2017) ont trouvé une teneur en polyphénols plus faible
(177,56£2,51 mg EAG/g EB) a partir des feuilles de S. verbenaca.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques : études ont montré
que les facteurs extrinseques tels que les facteurs géographiques, climatiques et
environnementaux (Ebrahimi et al., 2008 ; Falleh et al., 2008), le degré de maturation de la
plante et la période de récolte ont une forte influence sur le contenu en polyphénols
(Miliauskas et al., 2004 ; Podsedek, 2007 ; Falleh et al., 2008).

Les feuilles de Salvia verbenaca et de Phlomis crinita sont les plus riches en
flavonoides avec des concentrations moyennes respectivement de 162,47+20,31 mg EQ/g EB
et 143,47+2,88 mg EQ/g EB ; suivie par les feuilles de M. vulgare (100,19+9,09 mg EQ/g
EB). Des études réalisées par Belkhiri (2018) sur I’espece S. verbenaca, Tamert (2016) sur
I’espece P. crinita et Benhammou (2012) sur ’espéce M. vulgare ont montré des teneurs plus
faibles que nos résultats.

Selon Gomez- Caravaca et al. (2006), les flavonoides constituent la classe polyphénolique la

plus importante. D’aprés Rawel et al. (2005), les méthodes de conservation et d’exposition a
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la lumiere des plantes peuvent affecter la teneur en flavonoides. En effet, ceux-ci sont
sensibles a I’oxydation et ont tendance a former des polymeéres donnant ainsi des tanins

condenses (Manach et al., 2004) ce qui pourrait expliquer ces différences de concentrations.

L'activité antioxydant des différents extraits a été évaluée par les tests au DPPH, Fe
etB-caroténe, qui sont souvent utiliseés pour la rapidité des résultats (yi et al., 2008).
La méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a ¢été retenue pour évaluer I’activité
antioxydante des extraits de nos plantes car elle est reconnue comme étant simple, rapide et
efficace en raison de la grande stabilité du radical DPPH (Huang et al., 2005 ; Bozin et al.,
2008).
L’activité antioxydante des espéces étudiées est exprimée en pourcentages d’inhibition et en
concentrations inhibitrices 50 (ICso). Ces deux parametres ont été employés dans plusieurs
recherches pour présenter I’activité antioxydante de différents métabolites secondaires de
diverses plantes (Atoui et al., 2005 ; Canadanovic-Brunet et al., 2005 ; Bertoncelj et al.,
2007 ; Kumaran et JoelKarunakaran, 2007).
Les études sur les extraits des différentes especes veégétales montrent que la famille des
Lamiaceae posséde les activités antioxydantes les plus fortes (Lamaison et Petitjeanfreytet,
1996 ; Zheng et Wang, 2001 ; Shan et al., 2005).
Nos résultats montrent que ’extrait de M. vulgare présente un pouvoir antioxydant modéré,
tandis que les extraits de S. verbenaca et P. crinita proposent les pouvoirs antioxydants les

plus éléves.

L’acide gallique enregistre une faible concentration inhibitrice 50 (ICso) (38,35+18,27 pg/ml).
En comparant entre les 1Csp enregistrées par les extraits, nous remarquons que 1’extrait de S.
verbenaca avec une ICso de 143,37+13,99 ng/ml est le plus puissant suivi par 1’extrait de P.
crinita avec une ICsp de 203,65+11,18 pg/ml. Notre extrait de P. crinita a donné une trés

grande activite antioxydante par rapport a celle retrouvee par Tamert (2016).

Le pouvoir antiradicalaire non négligeable des extraits peut étre expliqué par la présence des
composés phénoliques notamment les flavonoides, qui sont connus comme substances
antioxydantes ayant la capacité de piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de
I'oxygene. Il faut aussi mentionner que plusieurs études ont montré que ’activité antioxydante
des flavonoides n’était pas liée a leur quantité dans les extraits mais plutot a leur « qualité ».

En effet Amic et al. (2003) ont montré que les flavonoides les plus efficaces sont ceux qui

44



Discussion

renferment des groupements 3',4'-dihydroxyl sur le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le
cycle C.

Le pouvoir réducteur de nos extraits a été mesuré selon la méthode d’Oyaizu (1986), et
déterminé par la mesure de 1’absorbance a 700 nm. L’augmentation de I’absorbance indique
une augmentation du pouvoir réducteur (Ozsoy et al., 2008 ; Ribeiro et al., 2008). Les
résultats obtenus montrent que tous les extraits présentent un pouvoir réducteur du fer de

maniere dose-dépendante.

Elle existe une bonne corrélation entre le pouvoir réducteur des extraits de S. verbenaca et P.
Crinita et leurs teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides. Donc, le pouvoir réducteur
de ces extraits pourrait étre lié a la présence de composés phénoliques et de flavonoides qui
ont la capacité de donner des électrons. Les résultats de cette activité sont en accord avec
d’autres études (Tehami, 2017 ; Belkhiri, 2018).

Kumarappan et al. (2012), ont signalé que les donneurs d’électrons pourraient réagir avec les
radicaux libres pour les transformer en produits plus stables, c¢’est ce qu’on appelle pouvoir

réducteur.

Le test de B-caroténe/acide linoléique est trés utile comme modele mimétique de la
peroxydation lipidique dans les membranes biologiques (Ferreira et al., 2006). Il a été
rapporté que 1'échantillon qui inhibe ou retarde le blanchissement du B-caroténe peut étre
décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme antioxydant primaire (Liyana-
Pathirana et Shahidi, 2006). Les résultats enregistrés par S. verbenaca et P. crinita
concernant I’inhibition d’oxydation du B- caroténe présentent une activité antioxydante

significativement plus puissante comparaison a M. vulgare.

Ces résultats sont en accord avec les résultats de plusieurs publications, qui ont rapporté une
corrélation positive entre tout le contenu phénolique et I’activité antioxydante (Kadri et al.,
2011 ; Ghedadba et al., 2014).

Selon la bibliographie les métabolites secondaires en particulier les polyphénols sont
connus par leur effet antioxydant en neutralisant les radicaux libres, d’apres les résultats des
tests phytochimiques et le dosage de polyphénols et de flavonoides totaux on peut déduire que

cette activite est attribuable sans doute a la présence de ces composés dans les extraits.
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Ces composés sont dotés d’activité antioxydante en libérant un atome d'hydrogene a partir de

leur groupement hydroxyle ou bien par leurs propriétés chélatrices des ions métalliques
(Pastre et al., 2005).
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La diversité des plantes en propriétés biologiques est attribuée a une gamme de
molécules bioactives synthétisées par les plantes comme des agents médicinaux tels que les
polyphénols. Ces molécules naturelles sont tres recherchées vue les effets indésirables des
médicaments chimiques.

Dans ce contexte, notre étude menée sur trois plantes médicinales a savoir :
Marrubium vulgare, Salvia verbenaca et Phlomis crinita a permis le criblage phytochimique
de quelques groupes chimiques, la quantification des composés phénoliques et I'évaluation de
I'activité antioxydante de ses extraits méthanoliques.

Le screening phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les
flavonoides, les tanins galliques, les saponines, les terpénoide, les quinones libres, les
alcaloides et les oses et holosides. Les résultats obtenus dans ces différents tests révelent la
diversité et la richesse de ces plantes en substances actives ce qui confirme leurs valeurs
phytochimiques et qui en plus, aussi souligne la justification de leur valorisation.

Le dosage quantitatif des polyphénols a révélé que S. verbenaca et P. crinita sont plus
riches en polyphénols par rapport a M. vulgare qui présente une teneuse moyenne.

L’activité antioxydante a été évaluée par trois techniques : le piégeage du radical libre
DPPH, la réduction du fer et le blanchissement du -caroténe. Pour la premiére technique, les
résultats révelent que S. verbenaca présente 1’activité la plus élevée avec une ICso de 143,37
ug/ml. Concernant la technique de réduction du fer, les résultats montrent que tous les extraits
ont une capacité a réduire le fer qui augmente en fonction de la concentration dont on
remarque que S. verbenaca a une activité plus élevée par rapport a P. crinita et M. vulgare.
Pour le blanchissement du B-caroténe, ’inhibition la plus élevée a été enregistrée pour S.
verbenaca avec un AAR de 42,60 %.

Le contenu élevé des composés phénoliques et la relation entre les valeurs de la
concentration des composés phénoliques et I’activité antioxydante a I’exception de M. vulgare
ont indiqué que ces composés contribuent a I’activité antioxydante.

Les résultats obtenus constituent une justification scientifique de 1’usage traditionnel
des plantes étudiées. Nos résultats restent préliminaires et des études plus approfondies in vivo
seraient nécessaires pour mieux comprendre le mécanisme d’action des molécules bioactives,
leur dose thérapeutique ainsi que leur site d’action au niveau de la cellule. Cela permettrait de

préparer des produits pharmaceutiques de grand intérét thérapeutique.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides totaux.
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Annexe 3 : Pourcentage d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de M. vulgare.
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Annexe 4 : Pourcentage d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de S.
verbenaca.
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Annexe 5 : pourcentage d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de P. crinita.
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Annexe 6 : Pourcentage d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de 1’acide

ascorbique.
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Annexe 7 : Pourcentage d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de 1’acide

gallique.
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Theme

Screening phytochimique et activité antioxydante de quelques plantes médicinales

Résumé

Les végétaux constituent une source importante de métabolites actifs avec un important potentiel
thérapeutique. Notre travail vise a étudier le pouvoir antioxydant des extraits de feuilles de Marrubium
vulgare, Salvia verbenaca et Phlomis crinita, trois Lamiacées récoltés de la région de Jijel. L’étape
d’extraction des polyphénols a été complétée par un screening chimique partiel suivie par le dosage des
polyphénols et des flavonoides. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant les tests du DPPH, le
pouvoir réducteur et le blanchissement de p-caroténe. Le criblage phytochimique a permis de mettre en
évidence la présence de substances ayant de grandes valeurs thérapeutiques (flavonoides, tanins, alcaloides
...etc). La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides a donné des valeurs plus élevées avec
S. verbenaca (841,22 + 64,77 mg EAG/g EB et 162,47 + 20,31 mg EQ/g EB respectivement).

L’étude de I’activité antioxydante en utilisant les tests DPPH, Fe et B-carotene a montré que ces extraits
ont une activité antioxydante trés intéressante sauf 1’extrait de M. vulgare qui présente une activité
antioxydante moyenne.

Mots clés: Lamiacées, Polyphénols, Criblage phytochimique, Activité antioxydante.

Abstract

Plants are an important source of active metabolites with significant therapeutic potential. Our work aims
to study the antioxidant power of leaf extracts of Marrubium vulgare, Salvia verbenaca and Phlomis
crinita, three Lamiaceae harvested from Jijel region. Polyphenols extraction step was completed by a
partial chemical screening followed by polyphenols and flavonoids content determination. Antioxidant
activity was evaluated using DPPH test, reducing power assay and the B-carotene test. Phytochemical
screening revealed the presence of substances with high therapeutic values (flavonoids, tannins,
alkaloids... etc.). Total polyphenols and flavonoids quantification gave higher values with S. verbenaca
(841.22 £ 64.77 mg EAG/g EB and 162.47 + 20.31 mg EQ/g EB respectively).

The study of the antioxidant activity using the DPPH, Fe and B-carotene tests showed that these extracts
have a very interesting antioxidant activity except the extract of M. vulgare which has a medium
antioxidant activity.

Key words : Lamiaceae, Polyphenols, Phytochemical screening, Antioxidant activity.
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