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Introduction

Introduction

Le monde scientifique est envahi par un nouveau concept, celui du stress oxydant, une
situation ou la cellule ne contrdle plus la quantité de radicaux libres qu’elle produit, entrainant
ainsi la plupart des maladies telle que les maladies cardiovasculaires, neuro dégénératives et le

cancer (Pincemail et al., 2002).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les maladies
humaines. En effet, I'usage des remeédes a base de plantes utilisées par les pharmacopées
traditionnelles, pour le traitement des maladies de I’homme est trés ancien, la grande majorité des
populations rurales se soigne exclusivement avec des plantes médicinales (Andriamampianina,
2018). Les traitements traditionnels a base des plantes, ont été toujours utilisés sans savoir a quoi

étaient dus leurs effets bénéfiques (Brahim, 2011).

Les plantes représentent donc, une source importante de substances chimiques complexes,
qu’on peut classer en plusieurs grands groupes dont les composés phénoliques, les flavonoides,
les terpenes et les stéroides et les alcaloides (Krief, 2003) qui sont, de plus en plus omniprésents
dans plusieurs domaines, soit en agro-alimentaire, cosmétique, et thérapeutiques (El Haib, 2011),
en raison de leur utilisation dans le traitement de certaines maladies, notamment dans les
problémes de santé les plus fréquents, comme I’inflammation, qu’est une réaction de défense de

I’organisme a diverses agressions (Cheriti et al., 2016).

Une des stratégies de lutte contre les diverses maladies est 1’usage des plantes médicinales
qui sont aujourd’hui recherchés pour leurs effets antioxydants. En effet, les plantes deviennent la
principale source de médicaments pour une grande proportion de la population mondiale, en
particulier dans les pays en voie de développement. Au cours du début du XXe siécle, I’accession
de la chimie pharmaceutique a conduit a la synthése d’une grande variété de médicaments

pharmaceutiques d’origine naturelle (Igbal et al., 2006).

Actuellement plusieurs recherches a travers le monde se sont orientées vers la valorisation
des substances biologiquement actives, afin d’établir des régles scientifiques pour 1’usage de ces
plantes. Plantago lanceolata, Plantago serraria et Scolymus hispanicus sont 3 plantes médicinales

algériennes appartenant a la famille des plantaginaceae et Astéracée respectivement.

[ )
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P. lanceolata est connue pour ces vertus astringentes, cicatrisante et propriétés
ophtalmiques. Elle est connue traditionnellement avoir des propriétés anti-inflammatoires, et
antitussives (Kolak et al., 2011). S. hispanicus, quant a elle, a été utilisée a des fins médicales, en
raison de ses propriétés médicinales, comme diurétique, dépuratif, cholérétique, contre I'obésité et le

cholestérol, pour le traitement de 'ulcére, contre les maux d’estomac est digestif (Vazquez et al., 1996).

C’est dans cet objectif que s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’étudier

I’activité anti oxydante des trois plantes.

La premiere partie de cette étude est consacré a 1’étude des radicaux libres et ’activité
antioxydante. La deuxiéme partie constitue un rappel sur les composés phénoliques, leur
biosynthese et leurs effets biologiques, ainsi que les principaux effets attribués a chaque famille
de composés des trois plantes, comme on a mis le point sur quelque protocole d’extraction et de

I’évaluation de I’activité antioxydante.

La derniére partie s’est intéressée a 1’étude de la composition chimique et des effets des trois

plantes médicinales, et de comprendre la relation structure activité.

En fin, une conclusion afin de synthétiser les points tirets de 1’étude, et des perspectives
présentant les travaux souhaitant les réaliser dans I’avenir proche, sont présentés a la fin de cette

étude.
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Chapitre I Radicaux libres et antioxydants

I. Radicaux libres et antioxydants
1.1. Définition

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non apparié
(célibataire) (Afonso et al., 2007), neutre ou chargé sur son orbitale externe, cet électron est
conventionnellement représenté par un « « ». Ces radicaux sont trés réactifs ayant une durée de vie

extrémement courte (Vergely et Rochette, 2003).

1.2. Radicaux libres en biologie

En biologie, les radicaux libres sont formés par un gain d’¢lectrons a partir de 1’oxygéne
(Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les especes pro-oxydantes sont représentées par les especes réactives
de I’oxygéne (ERO) et les especes réactives de 1’azote (nitrogene) (ERN) (Figure 1) (Groussard,
2006).

| 1 0, I Lumicére UV O- Oxvdases

Oxygéne singulet Oxygéne Superoxyde Peroxyde d’hydrogéne
e Cycle redox Sicmutase 2 :
Arginine NADPH ox myéloperoxidase
mitochondri
- Hoc
Monoxyde d’azote Anion superoxyde Bt

Peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration Activation Oxydation Peroxydation Oxydation
des protéines des cascades des protéines lipidique de I’ADN
des kinases

Figure 01 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I'oxygene

impliques en biologie (Favier, 2003).
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1.3. Principaux radicaux libres

L’oxygene est normalement transformé en molécules d’eau au niveau de la chalne respiratoire
(mitochondries). Ce processus n’est toutefois pas parfait car 2 a 5% de I’oxygene est consommé et
transformé en O," par une réduction univalente, et de ce fait il en résulte une production inévitable

d’intermédiaires trés réactifs (Pincemail et al., 2002 , Finaud et al., 2006).

1.3.1. Radical super- oxyde (O2")

Le radical super oxyde est I’espéce réactive la plus fréquente dans 1’organisme. Il est
principalement formé au niveau de la chaine de transport des électrons, au niveau des complexes | et
III de la membrane interne des mitochondries, sous I’influence du coenzyme Q1o réduit, de la NADH-
déshydrogénase en présence d’oxygene (Sayre et al., 2005).

Il est également formé sous 'influence de métallo enzymes endommagées ou altérées par
mutation génétique, et peut étre produit par des NADPH oxydases au niveau des membranes des
cellules du systéme immunitaire ou il contribue a ’action bactéricide. La réactivité du radical super
oxyde est limitée, et son action sera plus efficace, parmi les produits les plus agressifs qui en dérive
le radical hydroxyle (OH") (Lamprecht et al., 2004).

1.3.2. Peroxyde d’hydrogéne (H202)

Sous I’action de la super-oxyde dismutase (SOD), le radical super oxyde O>" est réduit en
peroxyde d’hydrogene (réaction 1). Ce dernier bien que n’étant pas un radical libre, joue un role
important dans le stress oxydant. 1l est non ionisé et de faible charge ce qui facilite sa diffusion a
travers les membranes cellulaires. Le H>O. est le précurseur du OH" selon les réactions de
Fenton/Haber-Weiss (réaction 2, 3, et 4). Comme il peut donner 1’acide hypochloreux (réaction 5) en
présence de myélo-peroxydases. Le H>O. peut dans certaines conditions favoriser le systeme
antioxydant en se transformant en H>O et O en présence de la catalase ou en H2O en présence de la
glutathion peroxydase (Biesalski et al., 2001). A faible concentration, le H2O: active la signalisation
et pourrait étre impliqué dans des réponses physiologiques (cycle de Krebs, la croissance, la

dépolarisation membranaire, la régulation du calcium...) (Sayre et al., 2005).
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O2+1e— 02"
2027+ 2H"— H202+ 02 (1)
H20+ Fe?*— OH- + OH- + Fed* (2)
H202+ Cu* + —»Cu?" + OH + OH" (3)
H202 + 02"+ — OH: + O2 + OH" (4)
H202 — HOCl — 102 + CI- (5)

1.3.3. Radical hydroxyle (OH")
Le radical hydroxyle est le radical le plus dangereux dans 1’organisme, il est formé de la
réaction de I'anion super oxyde avec I'hydrogene peroxyde.
0O + H:O2 ———» *OH+ OH+ O
Ainsi la fission homolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogéne donne deux radicaux
hydroxyles. Cette fission peut étre causée par la chaleur ou par des radiations ionisantes. Cependant,
une solution de peroxyde d'hydrogene avec des ions ferreux suffit a fournir des radicaux hydroxyles.

Cette réaction fut observée pour la premiére fois par Fenton en 1894 (Vergely et al., 2003).

1.3.4. Radical monoxyde d’azote (oxyde nitrique)

Le radical monoxyde d’azote (NO*) est une petite molécule générée dans les tissus biologiques
par I’oxyde nitrique synthése lors de la métabolisation de 1’arginine en citruline (Guzik et al., 2003).
L’importante production et distribution de 1’oxyde nitrique, combinées a sa facile réaction avec les
especes réactives de I’oxygene (ROS), lui assurent un réle central dans le stress oxydant. Le NO:
libéré des cellules endothéliales réagit tres rapidement avec I’oxygene pour former le radical dioxyde
d’azote (NO2") qui peut a son tour réagir avec 1’oxyde nitrique pour former le trioxyde d’azote (N203)
(Tsai et al., 2001 , Goto et al., 2008).

La concentration du NO" influence son role sur 1’agrégation plaquettaire, la tension artérielle,
I’inflammation, 1’oxydation, la reperfusion des organes, 1’athérosclérose et les maladies neuro-

dégenératives (Poprzecki et al., 2009).
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1.4. Source des radicaux libres
Le métabolisme aérobie de chaque organisme produit des ROS. Elles sont principalement

formées d’une maniere endogene ou exogene (Tableau I) :

Tableau I : Sources endogénes et exogénes des ROS et ERN.

Source Types References

> La mitochondrie : conduit a la formation du radical ~ (Gardes- Albert et al.,

super oxyde 0, : Oz + 1é » 0, 2003).
» NADPH Oxydase : (Gardés- Albert et al.,
NADPH+ 20, » NADP* + H+202°_ 2003).

» Xanthine oxydase:
Xanthineoxydase

R . ] N (Bonnefont -Rousselot
Endogénes Hypoxanthine Xanthine ¥
Oz 0;- etal., 2002)

» Oxyde nitrique synthétase:
No Synthase
—_—
O2 + Arginine + ADPH+ 202 NO® +citrulline +H20 +
NADP*

(Parihar et al., 2008)

Exogenes  Tabac, Alcool, Chaleur, médicaments, métaux toxique, )
) ) . ] (Favier, 2003, Rao et
particules inhalés (silice), rayonnements, certain polluant,
_ o al., 2011, Boyer, 2016)
solvants organiques et pesticides.

1.5. Moyens de défense contre les radicaux libres

Les systémes de lutte contre les espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) sont classés dans 2
categories : la détoxification active suite a une attaque oxydante et la détoxification passive (Virot,
2004).
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1.5.1. Détoxification active suite a une attaque oxydante
La détoxification active suite a une attaque oxydante est un systeme de défense repose
principalement sur 3 enzymes (Valko et al., 2006).

1.5.1.1. Super oxyde dismutase (SOD)

Il catalyse la dismutation de 1’anion super oxyde en hydrogéne peroxyde (H20.) et en
OXygeéne.
20 +2H _SOD | H,0,+0;

Chez I’étre humain, il y a 3 iso formes des SOD a cofacteurs métallique (Cu, Zn-SOD, Mn

SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et la mitochondrie (Landis et Tower, 2005).

1.5.1.2. Catalase
Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006). Elle
permet de convertir deux molécules de H202 en H20 et Oo.

H.02 + HDO, ——»  2H0 + O3

1.5.1.3. Glutathione peroxidase

Est une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde
d’hydrogéne (H202) (Valko et al., 2006).
2GSH (rsduity + H202 GPx » GSSG (oxyd¢) + 2H20

GPx
2GSH (rsauity + ROOH » GSSG (oxyas) + ROH + H20

1.5.2. Détoxification passive

Elle permet la réduction des radicaux oxygénés qui ont pu passer les deux premiéres lignes de
la défense.

Elle inclut tous les antioxydants non enzymatiques capables de neutraliser seulement un radical
libre par molécule tels que les vitamines C et E, les caroténoides, les composes phénoliques, les
flavonoides, 1’albumine, ’acide urique, les polyamines, ’acide lipoique, etc.... (Svoboda et

Hampson, 1999 , Valko et al., 2006).
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1.5.2.1. Vitamine E (tocophérol)

Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé par la cellule
pour inhiber la peroxydation lipidique (Pryor, 2000 , Valko et al., 2006). Durant la réaction
antioxydant, le a-tocophérol est converti en radical a-tocophérol beaucoup plus stable en perdant un

hydrogene arraché par une espece radicalaire (radical peroxyle).

1.5.2.2. Vitamine C (acide ascorbique)

Ses propriétés anti oxydantes sont attribuées a sa capacité d’étre réduit en radical ascorbyle
apres la perte d’un électron ou d’un proton. Ce radical peut facilement s’oxyder en captant 1’anion
super oxyde et certaines especes radicalaires (perhydroxyles et peroxyles) (Valko et al., 2006 , Van
Antwerpen, 2006).

1.5.2.3. Caroténoides

L activité antioxydante de ces molécules repose principalement sur la présence de nombreuses
doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure (Mortensen et al., 2001). Elles interagissent avec
les radicaux libres (ROO", R") par 3 mécanismes, soit par I’abstraction d'hydrogéne, transfert

d'électron et addition du radical (EI-Agamey et al., 2004).

1.5.2.4. Acide lipoique (acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique , CsH1402S2)

Cet acide est aisément absorbé et converti rapidement dans de nombreux tissus a la forme
réduite dithiol, I’acide dihydrolipoique (Figure 2) (Smith et al., 2004). 1l joue un rdle important dans
le piégeage des ERO, la régénération des antioxydants endogénes et exogénes tels que les vitamines
C et E et le glutathion, la chélation des métaux Cu." et Fe>"(Valko et al., 2006).

SH
SC;\/\/\ A i)\/\/\
COOH COOH

AE" =-320 mV

Acide a-lipoique Acide dihydrolipoique

Figure 02 : Structure de I’acide lipoique et I’acide dihydrolipoique (Valko et al., 2006).

[ e )
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1.5.2.5. Alumine

Il se trouve en grande quantité dans le plasma possede une fonction thiol qui lui permet de
jouer un antioxydant puissant a fixer les différents métaux (Cu?*, Fe3*...) et de prévenir leur effets
oxydants (Halliwell et Gutteridg, 1990).

Tableau Il : Moyennes de défenses contre les radicaux libres.

Types Classes Roles Références

Super oxyde Dismutation de deux molécules
d’O2¢—a (H20) et (Oz).
2 Oze- + 2 H+ — 02 + H202 dismutase(SOD)

(Ighodaro et
Akinloye, 2017)

Catalase dismutation du (H202) en (H20)
et en(O2) (Nicholls, 2012)
Antioxidant 2 H202 —» 2 H20 + O2
enzymatique Glutathions
Péroxydases

(Boyer, 2016 ,
Ighodaro et
Akinloye, 2017)

Dégrader les peroxydes d'hydrogéne
(H202) en eau (H20).
H202 + 2GSH — 2 H20 + GSSG

Vitamine C le cofacteur de  (Tessier et Marconnet
plusieurs enzymes et joue le role

. ,1995)
d’agent réducteur.

Goudable et Favier,
1997)
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Antioxydants Vitamine E (o Diminuer la  peroxydation

lipidiquetocophérol) dans la membrane cellulaire, elle

Non enzymatiques (Nicol et Maudet

agit en neutralisant les radicaux libres.

,2000)
Les caroténoides Fixer les radicaux peroxyles ROO- (Haleng et al.,
neutralise I’oxygéne singulet (provitamine A) 2007)

Oligoéléments
(Pincemail et al.,
Sélénium : cofacteur de la glutathion peroxydase.
1999).

Cuivre et Zinc : cofacteur de la SOD

1.6. Cibles biologiques des radicaux libres

Les cibles des radicaux libres dans 1’organisme sont nombreuses :
1.6.1. Acides nucléiques

Les ERs, et plus particulierement le radical hydroxyle (HO-), peuvent induire des cassures de
1I’ADN, des mutations ponctuelles (simple ou double brins) ou bien altérer les systemes de réparation.
Les EROs peuvent induire notamment des oxydations, des nitrations ou des méthylations des bases.

Parmi les oxydations des bases, la guanine peut étre oxydée par le radical hydroxyle en 8-
hydroxy-Guanosine (8-OH-G) aboutissant a la formation de 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OH-
dG) qui peut étre ensuite mesuré comme marqueur de stress oxydant. Ces modifications vont ainsi
perturber la transcription et la traduction par la suite, aboutissant a la formation d’une protéine
tronquée et/ou non fonctionnelle. Ces altérations sont souvent a I’origine des phénomenes de

mutagénese, carcinogéneése ou encore de vieillissement prématuré (Valko et al., 2006).

[)
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1.6.2. Protéines et acides aminés

L’oxydation des protéines et des acides aminés par les EROs aboultit a la formation de produits
carbonylés et hydroxylés. Les acides aminés soufrés dont la cystéine et la méthionine, les acides
aminés basiques (arginine, leucine) et les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la
phénylalanine et la tyrosine sont plus particulierement sensibles a ces phénomenes (Pearl et al., 2007).

Il existe différents types d’oxydation :

1.6.2.1. Attaque directe

C’est la fragmentation des protéines et formation de produits carbonylés. Ainsi la
fragmentation de I’arginine aboutit a la formation de semi-aldéhyde glutamique. Ces produits de
fragmentation sont impliqués dans des maladies liées a des dysfonctionnements de

neurotransmetteurs comme 1’épilepsie (Wong et al., 2003 , Pearl et al., 2007).

1.6.2.2. Lipo-oxydation

C’est la réaction d’une protéine avec un aldéhyde produit au cours de la réaction de
peroxydation lipidique. L’accumulation de lipoprotéines oxydées au niveau de la paroi vasculaire et
un dysfonctionnement endothélial sont notamment a l’origine de 1’athérosclérose qui est une

pathologie chronique d’évolution lente de I’intima des artéres (Hockenberry et al., 2013).

1.6.3. Lipides
La peroxydation lipidique correspond a I’attaque des cibles lipidiques par les EROs. La
présence d’oxygene dans le milieu est nécessaire pour initier la réaction.

Les acides gras polyinsaturés, qui sont des acides gras comportant au moins deux ou trois
doubles liaisons, sont trés sensibles a ’oxydation. La peroxydation lipidique est une réaction en
chaine initiée par un radical qui conduit a la formation d’hydroperoxydes qui vont se dégrader en
aldéhydes et altérer la membrane cellulaire pouvant entrainer une perte d’intégrité de la cellule et de
ses organites (Valko et al., 2006). Les isoprostanes sont les produits terminaux issus de la réaction de
peroxydation lipidique de 1’acide arachidonique. Ils sont chimiquement stables et éliminés par voie
urinaire. Ces deux produits d’oxydation lipidiques peuvent étre utilisés comme marqueur dans le suivi

de pathologie (Signorini et al., 2013) ou du traitement (Hockenberry et al., 2013).

S
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1.7. Stress oxydant
1.7.1. Définition

Le stress oxydant est défini comme étant ’incapacité de 1’organisme a se défendre contre
I’agression des especes oxygénees activees, suite a un déséquilibre lie, soit a une sur abondance des
ROS (état pro-oxydatif accru), soit a une défense antioxydant défaillante (Figure 3) (Defraigne et
Pincemail, 2008 , Belaich et Boujraf, 2016).

FREE RADICALS
OXIDATIVE
STRESS

13A3THOH

MULTIPLE
PATHOLOGIES

Figure 03 : Stress oxydant induit par un déséquilibre entre pro-oxydant et systeme Antioxydant
(Ighodaro et Akinloye, 2017).

1.7.2. Conséquences du stress oxydant

Un déséquilibre entre la production des ROS et leur dégradation assuré par les systémes de
défense antioxydants conduit a une accumulation des ROS, cela entraine des dommages irréversibles
sur les biomolécules notamment I’ADN (oxydation de I’ADN), les lipides (peroxydation lipidique)
et les protéines (carbonylation des protéines) (Mougeolle, 2015). Des concentrations élevées en ERO
peuvent étre un important meédiateur de dommages des structures cellulaires, des acides nucléiques,
des lipides et des protéines (Valko et al., 2006). Le stress oxydant sera la principale cause initiale de
plusieurs maladies comme le cancer, syndrome de détresse respiratoire aigiie, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré...etc. Est aussi I’un des facteurs potentialisant I'apparition des maladies
plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).
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1.8. Tests des activites anti-oxydantes

Selon I’étude de Alam et ses collaborateurs, 2013, 19 méthodes sont utilisées actuellement
pour I’estimation in vitro du pouvoir antioxydant dun échantillon, et la méthode au DPPHe représente
le test le plus souvent adopté. Comme on peut estimer le pouvoir antioxydant par quatre tests
chimiques : la méthode utilisant le radical 2,2-diphenyle-1- picrylhydrazyle (DPPH¢), la méthode du
radical-cation (ABTSe+), la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) et la méthode de

chélation du fer.

1.8.1. Activité « scavenging » du radical DPPH
Le DPPH- (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) est I'un des rares radicaux organiques stables,

qui a une couleur pourpre profonde (Prior et al., 2005).
1.8.1.1. Principe

Cette méthode est basée sur la mesure du Piégeage des radicaux libres de DPPH en solution
dans le méthanol. L’addition d’un antioxydant dans une solution de DPPH conduit a une décoloration
de ce dernier vers le jaune (Figure 4), qui est directement proportionnelle a la capacité antioxydant
du produit ajouté. Cette décoloration peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la

diminution de I’absorbance a 517 nm (Bourkhiss et al., 2010).

2 07
N H
02N N—N 04N O N—N
NO, NO,
DPPHe +AH ., +AeDPPH-H

Figure 04 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre 1’espéce Radicalaire
DPPHe et un antioxydant (Alam et al., 2013).

(=)



Chapitre I Radicaux libres et antioxydants

1.8.1.2. Mode opératoire
L’effet scavenging d’un extrait de plante vis a vis du radical DPPH est peut étre mesuré selon le

protocole de Hemalatha et ses collaborateurs, 2010, représenté dans la Figure 5.

3 ml d’extrait (100ug/ml) é le g; le(|(l)Jt:iLOH W)
€ 1M

. Incubation pendant 30 min a 3,94 mg du
2 ml de solution L’obscurité et a T °ambiante. DPPH + 100 ml
de 1 mg/ml + 18 )
du méthanol

ml du méthanol

|

Mesure de 1’absorbance a

Figure 05 : Protocole de I’activité scavenging du radical DPPH. (Hemalatha et al., 2010)

Pour ce test des solutions de blancs doivent étre préparés

v/ -Blanc général (contrdle) : en remplacant la solution de chaque extrait par le méthanol.
V' -Blanc d’extrait : en remplagant la solution de DPPH par le méthanol.
v A la fin de la période d’incubation, 1’absorbance & 517 nm est lue et Le pourcentage de

L’activité scavenging du radical DPPH est calculée selon la formule suivante :

% de I’activité scavenging du radical DPPH = [(Ac — (At — Ae))/Ac] x 100
Ou :
Ac : Absorbance du contrdle (solution de DPPH + méthanol).
At : Absorbance du test (solution de DPPH +solution d’extrait).
Ae : Absorbance de I’extrait (solution de I’extrait + méthanol).

Dans ce test on définit la concentration inhibitrice a 50% « 1C50 ».
Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations de 1’extrait testé (Torres et al., 2006).
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1.8.2. Test de I’activité scavenging du radical ABTSe+
1.8.2.1. Principe

Ce test est basé sur la réduction de radical libre ABTSe+ (Figure 6) qui présente une
coloration Bleu-verte sombre. En présence des molécules a activité antioxydant, la forme réduite
confére une décoloration jaune pale. L’intensité de la décoloration est proportionnelle a ’activité anti
radicalaire et elle dépend de la nature et la concentration de la substance anti radicalaire (Alam et al.,
2013).

Et
| SOzH
N
o
HO3S lt

Figure 06 : Structure de 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTSe+)
(Prior et al., 2005).

1.8.2.2. Mode opératoire

L’activité scavenging du radical-cation ABTSe+ d’un extrait pourra étre déterminée selon le
protocole de Le et ses collaborateurs, 2007, les étapes de cette méthode sont représentées dans la
Figure 7.

600 ug d’extrait (100pg/ml) 1,9_ml de solution d’ABTS e+
(Diluée jusqu’a 0,7 d’absorbance)

Incubation pendant 7 min a

a T ° ambiante. 1.5ml de

solution
ABTSmeére

Mesure de 1’absorbance a 734nm

Figure 07 : Protocole de I’activité scavenging du radical-cation ABTSe+ (Le et al., 2007).
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v/ Un blanc général (controle) est préparé en remplagant la solution d’extrait par le méthanol.
v/ Lasolution ABTS mere est préparée en mélangeant 72 mg de I’ABTS (7mM) avec
13,24 mg de persulfate de potassium (2,4 mM) dans 20 ml d’eau distillée, le mélange est ensuite
incubé pendant 16 h a I’obscurité pour étre a la fin prét pour I’utilisation.

v/ L’activité antioxydant des trois extraits est exprimée en pourcentage d’inhibition
Radical ABTSe+ sclon la formule suivante :
(%) d’inhibition du radical-cation ABTSe+ = [(AC — AE/ AC] x100
Ou:

AC : absorbance du controle.
AE : absorbance du test.

1.8.3. Pouvoir réducteur FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)
1.8.3.1. Principe

L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction oxydoréduction entre I'extrait et
les ions métalliques de transition , notamment le fer, le ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN) 6] fournit le fer ferrique (Fe*) qui sera réduit en fer ferreux (Fe?*) par les antioxydants
présents dans I'extrait végétal (Khadhri et al., 2013). La forme réduite de ce complexe donne une

coloration bleu verte, qui absorbe a 700 nm (Figure 8).

[ |
| | w
N N | | '
Fe(lll Fe(ll) | |
W \ J /\;\ |
N N \ N l | \ N N |
! N \ N I
I N : N T } N | \NJ\(/ I K) :
| N X 1
Fe (11)-TPTZ Fe (IN-TPTZ

Figure 08 : Mécanisme reactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
Tripyridyltriazine ferrique Fe (111)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Prior et al., 2005).
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1.8.3.2. Mode opératoire
Le pouvoir réducteur des extraits vegétales est peut étre déterminé selon le protocole de

(Ogunlana, 2000) (Figure 9).

1ml d’extraits a différentes concentrations

2,5ml Ferricyanure
Potassium (1%) 2,5ml tampon phosphate
(0,2M, ph 6,6)

Incubation a 50°C/20 min au bain

Iml
TCA

Récupérer 2,5 ml du

l

2,5ml d’eau
0.5 ml FeCl3 (0.1%)

Figure 09 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur des extraits des plantes.
(Oyaizu, 1986).

v" Préparation du blanc : les mémes étapes doivent étre réalisées dans les mémes conditions en

remplagant I’extrait par le méthanol, et la BHA est utilisée comme standard.

v/ La solution tampon phosphate est préparée en mélangeant un acide faible (NaH2PQa).et sa
base conjuguée (Na:HPOQs), jusqu'a I’obtention d’un pH constant (pH=6,6) :3,56g de
Na;HPO4 dans 100 ml d’eau distillée 3,129 de NaH2PO4 dans 100 ml d’eau distillée

v/ 1g de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] dans 100 ml d’eau distillée

&

10g de TCA dans 100 ml d’eau distillée
v/ 0,1 g de Feclz dans 100 ml d’eau distillé
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1.9. Procédure d’extraction

Plusieurs procédés peuvent étre appliqués pour I’extraction des poly phénols, les
techniques d'extraction et les solvants utilisés doivent étre soigneusement sélectionnés pour
optimiser I'équilibre entre un meilleur rendement et sélectivité (Azmir et al., 2013 , Joana et al.,
2013).

Au cours des derniéres années, les techniques écologiques sont devenues de plus en plus
attrayantes. Parmi ces technologies, les processus intensifiés bases sur I'utilisation d'ultrasons,
de micro-ondes ou de pression retiennent de plus en plus l'attention pour I'extraction et la
récupération de composés bioactifs a partir de différentes matrices naturelles (Ong et al., 2006 ,
Plaza et al., 2015).

1.9.1. Extraction a base d’eau

Les infusions et les décoctions, sont particulierement prometteuses car I'eau est un solvant
non toxique, ininflammable, écologique, naturellement abondant et disponible a faible codt
(Florez et al., 2015, Plaza et al., 2015).

1.9.2. Extraction d’eaux sous critique (SWE)

Est une technique utilisant ’eau comme solvant d'extraction a des températures entre 100 et

374° C avec haute pression pour maintenir son état liquide durant le processus. La polarité de I'eau

change de trés polaire a température ambiante, a moins polaire a haute température, ce qui tend a

augmenter l'affinité de I'eau pour les composés organiques non polaires (Ibanez et al., 2003,

Thiruvenkadam et al., 2015).

La densité, la viscosité et la tension superficielle diminuent avec une augmentation de la

température, tandis que, la diffusivité augmente, permettant ainsi un transfert de masse plus rapide et

une meilleure mouillabilité (Palaza et al., 2015).

1.9.3. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

Une technique dans laquelle les solvants et les échantillons solides sont chauffés par I'énergie

micro-ondes dans un systéeme ferme (Florez et al., 2015).
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Le MAE est une méethode d'extraction alternative intéressante, en particulier lorsqu'il s'agit de
I'extraction de composés bioactifs thermosensibles a partir de matiéres végétales ou un chauffage
rapide et donc un temps d'extraction plus court est souhaité (Routray et al., 2012, Shirsath et al.,
2012).

Dans une étude ou ils comparent le rendement et 1’efficacité de ces deux méthodes ils ont conclu
que :

Les antioxydants de P. major et P. lanceolata pourraient étre extraits avec succes par les
techniques de SWE et MAE dans un temps rapide que les méthodes d'extraction conventionnelles.
Le taux de composés phénoliques et I'activité antioxydant des extraits de P. major et P. lanceolata se
sont révélées étre affectées par la température d'extraction. La plus haute teneur phénolique et

’activité anti - oxydant ont été obtenus a 200° C pour les deux techniques (Mazzultti et al., 2017).

1.9.4. Extraction par macération (extraction solide/liquide)

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser la matiere
végeétale (broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composés phénoliques
et flavonoides). Il existe plusieurs protocoles d’extraction solide liquide qui différent par rapport a la
nature du solvant utilisé, la quantité de solvant utilisé ou le temps de macération. A titre d’exemple,
on a choisi de décrire le protocole de Hamia et ses collaborateurs, (2014) (Figure 10).

Elle consiste a peser une quantité de la matiére végétale , Chauffer le méthanol aqueux (70 :30)
dans un bécher jusqu'a ébullition, puis mettre la matiere végétale en contact avec le méthanol aqueux
bouillant (70 :30) - aprés agitation, une maceération pendant 24 h, suivie de la filtration le filtrat est
récupéré, la procédure et répété jusqu’a saturation de la poudre. Aprés 1’extraction les échantillons
subissent une évaporation afin de récupérer ’extrait sec conservable. 11 existe plusieurs méthodes de
séchage des échantillons, dont on site, le séchage a 1’air libre 1’utilisation de rotavap, le

lyophilisateur...ect (Konkon et al., 2006 , Nshimiyimana et al., 2010).
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Séchage de la plante (21 jours)

I | !
Matiere végétale Matiére vége
gétale
(10 g de broyat) (10 g de feuilles séchées)

1 ' 1 |

Wethods 1
Maceération Eau chaude Péconisée en médecine
(Méthanol aqueux, 24h) (77°C, 30 mn) traditionnelle (Eau bouillante, 30 mn)
(3 fois successives) (3 fois successives) (3 fois successives)
Solution 1 Solution 2 Solution 3
(méthanolique) (aqueuse) (décoctée)
Evaporation Evaporation Eyaporation
(45°C, 3 rpm) (65°C, 27 rpm) (65°C, 27 rpm)
l Phase aqueuse 1 I I Phase aqueuse 2 I I Phase aqueuse 3 I

Figure 10: Organigramme d’extraction et d’évaporation (Hamia et al., 2014)

Selon une étude de comparaison entre le rendement de ces trois méthodes ils ont conclu que le
rendement d’extraction le plus €levé a été obtenu par la méthode d’extraction par I’eau chaude, suivie

par la méthode d’extraction préconisée par la médecine traditionnelle et enfin par maceration (Hamia
etal., 2014).
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I1. Composés phénoliques
I1.1. Généralités

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne végétal,
ils sont presents dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux. Les
composes phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. Ils subissent dans
les tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans de
processus vitaux les plus divers (Brzozowska et al., 1973), tels que, la croissance cellulaire,
différenciation organogene, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation.

Les poly phénols sont aussi connus pour leur effet protecteur contre le rayonnement UV,
I’effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour leur propriété antifongique et
antibactérienne (Heimeur et al., 2004). lls interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en
déterminant la saveur (Middleton et al., 2000).

La découverte du réle des radicaux libres dans les processus pathologiques a relancé
I’intérét des polyphénols en particulier les flavonoides dont les propriétés antioxydants sont tres

marquées, plus de 8000 molécules ont été isolés et identifiés (Mompon et al., 1998).

11.2. Classification

Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure au moins un
cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles
(OH) (Hennebelle et al., 2004).

IIs sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides,
tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les flavonoides

représentent le groupe le plus commun et largement distribué (Bruneton, 1993).

11.3. Biosynthese

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, ils dérivent
tous de I’acide shikimique. Cette voie shikimate conduit & la formation des oses aux acides aminés
aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces derniers, aux acides
cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : acide benzoiques, acétophénones, lignanes et

lignines, coumarines (Bruneton, 1993).
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11.4. Propriétés biologiques des poly phénols
Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la

phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Leong et Shui, 2002).

11.4.1. Phytothérapie
Des recherches tres poussées sur les réles des polyphénols ont été mené en raison de leurs
diverses propriétés physiologiques comme les activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-
inflammatoire, hépato protective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique,
anti-thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 , Ksouri et al., 2007).
Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox par le
biais de la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygéne,

ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

11.4.2. Hygiéne alimentaire

D’apres des études multiples attestant de I’impact positif de la consommation de poly
phénols sur la santé et la prévention des maladies, les industriels commercialisent des aliments
enrichis en poly phénols ou des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante
assure une meilleure conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation
lipidique. Dans I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application
pratique en luttant contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la
peau (Leong et Shui, 2002).

I1.5. Propriétés physico-chimiques
11.5.1. Absorption
%+ Absorption au niveau de I’estomac
Seuls les anthocyanes et quelques acides hydroxy cinnamiques sous forme liée tel que 1’acide

chlorogenique peuvent étre absorbés directement a partir de 1’estomac (Manach et al., 2005).

% Absorption au niveau de I’intestin gréle
A l'exception des flavanols, tous les flavonoides se trouvent sous forme glycosylée dans les
aliments tels que, les aglycones de poly phénols (ex : les flavanols) et les O-B-D-glucosides
peuvent étre absorbés dans le petit intestin, les premiers par diffusion passive, les seconds selon

deux mécanismes (Morand et al., 2000 , Gonthier et al., 2003).
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% Absorption au niveau du colon
Les poly phénols non absorbés au niveau de 1’estomac et de I’intestin gréle atteignent le
colon, puis sont catabolises par la microflore colique, ayant des activités enzymatiques diverses,
avant d’étre absorbés. En particulier, la rutine doit étre hydrolysée par les enzymes bactériennes
avant d’étre absorbée au niveau du colon et atteint la circulation sanguine (sous forme de conjugués
de quercétine) avec un retard notable par rapport aux cas des glucosides de quercétine, absorbés

au niveau de I’intestin gréle (Williamson et al., 2010).

11.5.2. Distribution

Les flavan-3-ols et les procyanidines non métabolisés sont retrouvés dans le tractus gastro-
intestinal. Les dérivés sulfatés ainsi que les diméres (B1, B2, B3 et B4) et trimeres (C2) de
procyanidines sont, quant a eux, détectés dans les urines alors que seuls les métabolites
glucuronides ou methyl-glucuronides atteignent le plasma, le foie et les reins. Aucune donnée ne
montre que ces composés atteignent le cerveau (Aron, 2008).

11.5.3. Métabolisme

Le métabolisme se fait dans les anthérocytes et ensuite au niveau du foie, les polyphénols
sont conjugués et forment des dérivés méthyles, sulfatés, glucuronides ou glucuronides-sulfates.
Selon Santos-Buelga et Scalbert, (2000).

Cette transformation des poly phénols en différents métabolites permet d’éviter la formation
de quinones toxique et facilite I’excrétion par augmentation hydrophilicité , la méthylation des
poly phénols est catalysée par la catéchol-O-méthyl transférase, présente dans de nombreux tissus,
Son activité est mesurée dans le foie et les reins. La méthylation a lieu essentiellement en position
3’ sur le groupement catéchol du poly phénol bien qu’une faible proportion de dérivés 4’-O-
méthylés puisse étre produite. Le foie constitue le site principal de sulfatation des poly phénols
(Manach et al., 2006).

La glucuronidation des polyphénols est assurée par les UDP-glucurosyltransférases
retrouvées dans de nombreux tissus (Kaldas et al., 2003).

11.5.4. Elimination
Les métabolites conjugués de plus haute masse moléculaire sont principalement excrétés

dans la bile, alors que ceux de plus faible masse moléculaire sont plut6t excrétés par voie urinaire.
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Les bactéries intestinales possedent des B-glucuronidases capables de libérer les aglycones
des métabolites conjugués sécrétés dans la bile. Les aglycones peuvent donc étre réabsorbés,
entrainant un cycle entérohépatique (Manach et al., 2006).

La faible biodisponibilité des poly phénols d’intérét alimentaire est également soulignée
dans I'excrétion urinaire faible, typiquement inférieure & 10%, a l'exception des isoflavones, de

certains acides hydroxy cinnamiques et des flavanols (Manach et al., 2006).

11.6. Mécanisme d’action

Méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes, les propriétés vasculo
protectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et
autres coumarines (Hennebelle et al., 2004).

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs par différents mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002) , soit par chélation des métaux (le fer et
le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires , Soit
I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Van Acker et al., 1996,

Benavente-Garcia et al., 1997).

IIs jouent un rdle trés important dans le traitement du diabéte (inhibant 1’aldose réductase),
de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la lipoxygenase, la
phospholipase et la cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, de I’hypertension (quercétine),
des thromboses (flavonols), des allergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV)
(Anderson et al., 1996 , Cowan,1999 , Yao et al., 2004).

I1.7. Propriétés antioxydantes

Les acides phénoliques sont des antioxydants puissants. Leur activité antioxydant dépend du
nombre et de la position des groupements hydroxyles par rapport aux groupements fonctionnels
carboxyliques. Elle augmente avec le degré d’hydroxylation. Cependant la substitution de
groupements hydroxyles a la position 3 et 5 avec les groupements methoxyles (acide syringique)
réduit I’activité antioxydant (Balasundram et al., 2006 , Aberoumand et Deokule, 2008). La
propriété fondamentale des flavonoides est leur caractére antioxydant, attribué a leur capacité a
piéger une large gamme d’espéces réactives d’oxygeéne (ROS) et d’espéces réactives d’azote
(RNS), a chélater les ions métalliques, a activer les enzymes anti oxydantes et a inhiber les

enzymes pro-oxydantes (Grotewold, 2006).
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En outre, les flavonoides maintiennent leur capacité a piéger les radicaux libres aprés la
formation des complexes avec des ions métalliques (Lugasi et al., 2003).
Les tannins ont des capacités anti oxydantes importantes dues a leurs noyaux phénoliques.
Ils sont plus efficaces que les phénols simples. Les tannins sont des donneurs de protons aux
radicaux libres lipidiques. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour
consequence de stopper la réaction en chaine de 1’auto-oxydation des lipides (Aouissa, 2002 ,
Diallo, 2005 , Judith, 2005).

11.8. Dosage des poly phénols totaux
11.8.1. Principe

Le contenu en composés phénoliques totaux des extraits peut étre déterminé par
spectrophotométrie en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Yap et ses
collaborateurs, (2009). Le réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PMnO12040). Lors de 1’oxydation des phénols, Il
se réduit en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Boizot et Charpentier,
2006). La coloration produite (vert-bleu) est proportionnelle a la quantité de poly phénols présents

dans les extraits végétaux dont I’absorption maximale est 765 nm (Khadhri et al., 2013).

11.8.2. Mode opératoire

Le protocole utilisé par I’équipe de Yap est schématisé dans la figure 11.

, . 1,5 ml de 0,2 ml de carbonate
faald exirait( TG, ﬂ::] Folinciocalteu(10%v/ [::h de (7,5w /v)
V)

l

Aaitation

!

Incubation pendant 30 mn a
Température ambiante et 1’obscurité

!

Mesure de 1’absorbance a 765 nm

Figure 11 : Protocole de dosage des poly phénols totaux (Yap et al., 2009).
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11.9. Dosage des flavonoides

11.9.1. Principe

Le principe de dosage des flavonoides repose sur un dosage direct par le chlorure de
I’aluminium. En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en positon 5
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation
deI’ion Al3*. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente

dans I’extrait (Figure 12) (Abdou et al., 2010).

2ml de I’extrait (1mg /ml) Iml d’une solution
D’acétate de sodium et de

chlorure d’aluminium

133mg d’AlICI3+ 400mg d’acétate
de sodium dans 100ml
Aaitation D’eau distillée

'

Incubation pendant 10min a
La température ambiante

Mesure de 1’absorbance a 430nm

Figure 12 : protocole de dosage des flavonoides (Abdou et al., 2010).

11.10. Dosage des tanins condensés (Proanthocyanidines)

11.10.1. Principe

L’évaluation du taux des tannins consiste a former des complexes colorés avec les tanins

condensés mesuré a 500 nm (Schofield et al., 2001).
11.10.2. Mode opératoire

Le dosage des tanins condensés (Figure 13) peut étre déterminé par la méthode décrite par

Oyedemi et Afolayan, (2011).

[ )



Chapitre IT Composés phénoliques

0,5 ml d’extrait(1mg/ml) E:j 3 ml de vanilline (4%w/v) [ll:: 1,5ml d’ HCI

2 mg de vanilline dans
50 ml de méthanol

Agitation et incubation
pendant 15 min
a température ambiante

Mesure de I’absorbance a500 nm

Figure 13 : Protocole de dosage des Pro anthocyanidines (Oyedemi et Afolayan, 2011).

I11. Molécules actives
I11.1. Composition chimique de Plantago lanceolata et Plantago serraria

Les feuilles sont les parties utilisées en médecine traditionnelle (Wamine, 2011). Plantago
lanceolata est inscrite a la Pharmacopée francaise a la Xéme édition depuis 1996 (Wichtl et Anton,
2001). Elle contient un amalgame de composés actifs de différentes classes qui sont dotés de
plusieurs effets tels que : limitation des Iésions lors de colite par son activité anti-inflammatoire et
antioxydant (Hausmann et al., 2007), diminution de la production de NO de maniere
concentration-dépendante par les macrophages en diminuant 1’expression de I’ARNm de la iNOS
(Vigo et al., 2005).

I11..1.1. Iridoides

Les Iridoides appartiennent a la famille des terpénes. Ce sont des monoterpénes a squelette
iridane. Dans le Plantain lancéolé on trouve majoritairement des hétérosides d’Iridoides, ils
exercent un effet anti-inflammatoire et antibactérien, (Bruneton, 1999 , Faivre, 2010, Wamine,
2011). lls representent 2 a 3% de la plante séchée (Wichtl et Anton, 2001). Les principaux Iridoides
sont :

L’aucuboside (0,3 a 2,5% de la plante), le catalpol (0,3 a 2,1% de la plante), I’aspéruloside
(Anonyme 1 1999) (Figure 14), I’aucubigénine, sont les composés les plus répondus dans 1’espéce
de P. lanceolata. Le catalpol est présent dans les jeunes feuilles, I’aucuboside dans les feuilles

moins jeune, D’autre part, 1’aucubigénine exerce un effet immunostimulant et un effet
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antibactérien en augmentant la prolifération des lymphocytes, tandis que 1I’aucuboside exercent un
effet anti inflammatoire en inhibant les COX (Bruneton, 1999 , Faivre, 2010 , Wamine, 2011).

OH
H OH
~ B
o o)

H
HOCH; O-glucose HOCH; i O-glucose

Aucuboside Catalpol

Figure 14 : Structure moléculaire de l'aucuboside et du catalpol (Wichtl et Anton, 2001).
111.1.2. Polyphénols

» Flavonoides

Les flavonoides sont des immunostimulants de I’immunité acquise et des antioxydants par
excellence (Chiang et al., 2003 , Faivre, 2010 , Waming, 2011).

Ils se trouvent sous forme de flavonoides libres (apigénine, lutéoline, hispiduline,
quercétine...) ou sous forme d’hétérosides de flavonoides (glucoside d’apigénine, de lutéoline,
d’hispiduline, de quercétine, de kaempférol...) (Wichtl et Anton, 2001 , Anonyme, 2012). Les
flavonoides sont connus avoir plusieurs activités sont L’action antioxydant : particuliérement lors
d’anoxie, d’inflammation, ou d’auto oxydation lipidique. Ils augmentent la synthese des défenses
antioxydant et inhibent I’aldose réductase (Wichtl et Anton, 2001).

L’action anti-inflammatoire grace a I’inhibition de certaines enzymes : tels que, la COX-1,
la COX-2 et la LOX et L’action immunodépressive de I’'immunité humorale par leur role
antiallergique : la liquiritigénine inhibe la production d’IgE ce qui inhibe la dégranulation des
mastocytes et L’action immunostimulante de I’immunité cellulaire et L’action antibactérienne et
antivirale (Bruneton, 1999 , Faivre, 2010).

» Acides phénoliques

s se trouvent sous forme libre (acide caféique, acide chlorogénique, acide férulique, acide
fumarique, acide salicylique, acide coumarique, acide vanillique...) ou sous forme d’esters
caféique. Les acides phénoliques exercent plusieurs effets (Bruneton, 1999 , Wichtlet Anton,
2001, Wamine, 2011).
Action anti-enzymatique : sont des anti-hyaluronidases, ils préservent la matrice extracellulaire et
les endothéliums des lésions inflammatoires ,Action pro-inflammatoire : ils augmentent
I’expression de NFkB ,Action antioxydant de 1’échinacoside en inhibant la synthése de

NO ,Action immunostimulante de I’'immunité cellulaire en augmentant le nombre de lymphocytes
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et en stimulant leur production d’IFNY ,Action antivirale de [’acide caféique, 1’acide
chlorogénique et 1’acide cichorique ,Action antibactérienne de 1’échinacoside (Wamine, 2011).
» Glucosides phénylpropaniques

Les composés phénoliques sont représentés par le plantamajoside et 1’actéoside (ou
verbascoside). Ils constituent 3 a 8% de la plante séchée (Wichtl et Anton, 2001 , Faivre,2010)
(Figurel5). lls ont plusieurs propriétés :

Action anti-inflammatoire : ’actéoside inhibe I’aldose réductase et la 5-lipooxygénase des
granulocytes, d’ou I’inhibition de la formation des hydroperoxydes et des leucotrienes,Action
immunodépressive de I’immunité acquise de I’actéoside en inhibant la synthése d’IFNY par les
LT,Action antibactérienne : action bactériostatique, et Action antioxydant (Bruneton, 1999,
Faivre, 2010).

Actéoside (= verbascoside)

OH

Figure 15 : Structure moléculaire de I'actéoside (Wichtl et Anton, 2001).

» Tri terpénes

Les tri terpénes composant P. lanceolata sont représentés par ’acide ursolique et I’acide
oléanique (Ringbom et al., 1998). Ils ont une activité anti-inflammatoire a tropisme conjonctif et
immunostimulante de I’immunité acquise (Faivre, 2010, Wamine, 2011). L’acide ursolique et
I’acide oléanique présentent plusieurs propriétés : Action anti-inflammatoire en inhibant les
COX,Action immunostimulante de I’immunité acquise en activant la syntheése d’IFNY’, d’IL-6 et
de TNFa,le tableau (I11) suivant résume les roles des familles des principes actives de Plantago
lanceolata.
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Tableau 111 : Réles des familles des principes actifs de Plantago lanceolata (Bénédicte, 2013 ,
Allen et Hatfield, 2004)
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I11..2. Composition chimique de Scolymus hispanicus
On a déterminé la composition chimique des différentes parties de Scolymus hispanicus dans
plusieurs travaux (Dulger, 2016).

Tableau IV : Molécules bioactives présentent dans Scolymus hispanicus

Composés Scolymus hispanicus

Partie aérienne Ecorce Racines
Phénols + + +
Flavonoide 0 0 0
Triterpenoids + + +
Proteines + + +
Alcaloides + + +
+: Présent _:Absent
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Les composes phénoliques ont fait I'objet d'une attention particuliere ces dernieres années,
car on pense qu'ils sont plus antioxydants que tout autre groupe de composés phytochimiques et
en raison de leurs propriétés antioxydantes, ils protegent les tissus corporels sous stress oxydatif
et réduisent le risque de nombreuses maladies mortelles liées a I'oxydation. Le stress comme les
maladies cardiovasculaires, le cancer, les maladies inflammatoires, etc. La capacité antioxydant
est due au pouvoir de piéger les radicaux libres et de donner I'électron ou chélater les cations

métalliques (Amarowicz et al., 2005).

diseases

Hypertension J_ Polyphenols -L Cardiovascular

| Asthama ( Angiogenesis j L Dementia
Figure 16 : Effets des poly -phénols (Pandey et Rizvi, 2009 , Babu et al., 2013, Moyle et al.,
2015).

111..2.1. Tanins

Les tanins sont également connus sous le nom d'acides tanniques et sont des poly phénols
généralement solubles dans I'eau. Les tanins ont également d'innombrables avantages pour la
santé. De nombreux rapports ont montré qu'il existe une relation négative entre les tanins
consommeés et I'apparition du cancer. lls ont également été signalés pour diminuer les activités et
le nombre des mutagenes.
Les activités antimicrobiennes des tanins ont également été bien rapportées, dans lesquelles il a
été montré que la croissance de nombreux microorganismes tels que les bactéries, les levures et

les virus a été inhibée par les tanins (Chung et al., 1998).
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I11. Présentation des plantes étudiées
111 .1. Plantago lanceolata
I11.1.1. Généralités sur la Famille de Plantaginacée

Plantaginacée est la famille des plantes herbacées, rarement ligneuses a la base, portant des
feuilles en rosette basale opposées ou alternes avec une inflorescence en épis denses plus ou
moins allongés (Quézel et Santa, 1963).

Elle comprend habituellement trois genres, a savoir le plus vaste, Plantago qui regroupe

plus de 260 especes, elle est représentée comme une source alternative de nourriture pour les
chenilles des papillons (Lewalle, 1978 , Wolff et Schaal, 1992).

111.1.2. Présentation de la plante

Plantago lanceolata L.est une plante vivace de la famille des plantaginaceae,
communément appelé plantain lancéolé, bonne femme, herbe a cing cotes, herbe a cinqg coutures,
oreille de lievre, petit plantain (Girre, 2001).

Localement il est appelé lissan-el-haml (Figure 13). Le nom Plantago est issu du latin
planta (plante a pieds), qui pousse sous la plante des pieds, qui rappelle la forme des feuilles
(Ghedira et al., 2008).

C'est une plante de taille moyenne (15—50 cm), qui prend des formes variables selon la
richesse du milieu, I'ensoleillement et I'nydromorphie du sol. Les feuilles du plantain lancéolé
sont en forme de fer de lance (lancéolée) et disposées en rosette basale les 3-5 nervures saillantes
presque paralléles sont marquées. Les fleurs sont disposées en épi cylindrique plus ou moins

allongé au sommet d'une longue hampe (Julve, 2004).

Figure 17 : Photographie originale de Plantago lanceolata L.

(=)



Chapitre IIT Présentation des plantes étudiées

111.1.3. Nomenclature

Le nom scientifique de la plante est bien Plantago lanceolata, elle est connue
communément sous plusieurs appellations, Plantain, herbe Caroline, plantain lancéolé, son nom
fait bien entendu référence a la forme de ses feuilles qui lui vaut d'ailleurs le nom vernaculaire
de "Plantain étroit". On Il'appelle également "Plantain femelle", "Petit plantain”, "Herbe a cinq
cotes™, "Herbe au charpentier” ou encore "Oreille de lievre". En anglais elle est appelée Ribwort
(plantain), ribgrass, small plantain, narrow-leaved plantain. Et en fin en arabe on la nome Lissane
el haml. desd/ Sl

111.1.4. Classification botanique
L’espéce lanceolata appartient a la famille des plantaginaceaes, elle est classee selon
I’ordre représenté dans le tableau suivant :

Tableau V : Classification phylogénétique de I’espéce lanceolata (Ghedira et al., 2008).

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Superclasse Tricolpées
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Superordre Euastéridées |
Ordre Lamiales
Famille Plantaginaceae
Tribu Plantaginae
Genre Plantago
Especes Plantago lanceolata L.

111.1.5. Habitat et répartition

Plantago lanceolata pousse sur une pelouse vivace des lithosols compacts (dalles) et
mobiles (sables), médio européennes a méditerranéennes, terrains vagues ou cultives, pelouses
urbaines, friches et autres interstices (Julve, 2004).

Elle se trouve dans la région Eurasiatique , Europe , Asie occidentale , Afrique

septentrionale , introduit dans les autres zones (Tela et al., 2011).
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C’est une plante qui est originaire d’Europe et d’ Asie septentrionale et centrale, Plantago
lanceolata est maintenant cosmopolite , en Afrique, on le trouve principalement dans les régions
orientales et australes, y compris 1I’Afrique du Sud. Il est commun dans les iles Maurice et
Rodrigues (Gurib-Fakim, 2006).

111.1.6. Usage traditionnel

Plantago lanceolata est I’une des plantes médicinales les plus employées dans le monde
(Kolak et al., 2011).

Elle est connue pour ces vertus astringentes, cicatrisante et propriétés ophtalmiques. La
tradition attribue a cette plante des propriétés anti-inflammatoires et antitussives. La plante
fraiche est également appliquée sur les contusions et les piqlres d’insectes, de méme, le suc de
la plante fraiche est utilisé lors du saignement de nez. Des propriétés antiseptiques, émolliente et
vulnéraires justifient son usage sur les plaies, les contusions et les ulceres cutanes (Ticli, 1999 ,
Tutel et al., 2005 , Hassawi et Kharma, 2006 , Kolak et al., 2011).

En infusion, cette plante est utilisée en cas d’entérite, diarrhée, toux, troubles des voies
respiratoires, rhume, amygdalite. Les feuilles de Plantago sont utilisées, en usage externe, dans
I'irritation des paupicres. Plantago est parfois utilisé pour soigner 1’hypertension artérielle, les
ulceres et les tumeurs, comme il est utilisé comme agent analgésique et antirhumatismal (Kolak
etal., 2011, AL-Jumaily et al., 2012).

111.1.7. Propriétés antioxydantes des composées identifiées chez P. lanceolata

Des études antérieures montrent que les extraits de P. lanceolata diminuent la production
de NO de maniere concentration-dépendante par les macrophages en diminuant 1’expression de

I’ARNm de la iNOS (Vigo et al., 2005). L’actéoside du Plantain lancéolé permet de limiter les

111.1.8. Données pharmacologiques

Plusieurs études phytochimiques ont montré que P. lanceolata contient un amalgame de
métabolites secondaires dans les diverses parties de la plante. Selon Fons et ses collaborateurs,
(1998). Plantago lanceolata : renferme plusieurs groupes de molécules actifs comme les
mucilages, les iridoides, les tannins, les coumarines et les flavonoides.

Plus récemment, il a été apporté la richesse du genre Plantago en polysaccharides, lipides,
dérivés d’acides caféiques, iridoides glucosylés, terpénes, alcaloides et acides organiques
(Jamilah et al., 2012).

Les metabolites secondaires du P. lanceolata conférent a cette plante plusieurs propriéetés

biologiques et pharmacologiques , il a ét¢ montré que I’extrait éthanolique de cette plante exerce
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une activité anti-spasmodique qui est attribuée a la présence de la lutéoline, 1’actéoside,
plantamajoside et le peracetate de catalpol (Fleer et verspohl, 2007).

Une étude portant sur un extrait alcoolique de P. lanceolata a prouvé son pouvoir anti-
inflammatoire qui est di a I’inhibition de la production de monoxyde d’azote (NO) et TNF alpha
par les macrophages (Gomez, 2000, Vigo et al., 2005).

Une autre étude a attribu¢ I’activité anti-inflammatoire de Plantago major et P.
lanceolata, in vitro, a leur activité anti COX-1 et anti LOX (Beara et al., 2010).

Les extraits de Plantago lanceolata et Plantago major sont des antiphlogistiques dans les
systémes d’inflammation induits par la carragénine et le PGE1 chez des rats (Shipochliev et al.,
1981) , les polysaccharides isolés de Plantago augmentent la phagocytose de 15 a™ 50 % dans des
modeles in vitro (Wichtl et Anton, 1999).

L’effet antitussif de Plantago lanceolata est démontré par Boskabady et ses
collaborateurs, (2006). L’extrait méthanolique est doté d’un effet antitussif comparable a celui
de la codéine. Ce méme extrait contenant de la lutéoline-7-O-glucoside posséde une activité
antiproliférative des cellules cancéreuses humaines. La lutéoline a une bonne activité cytotoxique
envers la topoisomérase | (Galvez et al., 2003).

Hassawi et Kharma, (2006) ont montré une activité antimicrobienne des extraits du
Plantago lanceolata contre Candida albicans.AL-Jumaily et ses collaborateurs, (2012) ont
identifie chez le Plantago lanceolata deux types d’acides tanniques doués d’activité
antibactérienne contre E. coli.

D’apres ces auteurs, cette activité serait due a I’habilité des tannins d’inactiver 1’adhésion
microbienne, les enzymes et le transport des protéines membranaires. Plantago présente aussi un

pouvoir cicatrisant dii a la présence d’allantoines et de tanins (Ticli, 1999).

111.1.9. Données de toxicités
Il existe trés peu d’effets secondaires : Par prudence on le déconseillera aux femmes
enceintes car il pourrait avoir un effet stimulant sur I’utérus. A une dose trées élevée le plantain

peut provoquer des diarrhées chez les animaux (Hermann, 2015).

I11.2. Plantago serraria
111.2.1. Présentation de la plante

Plantago serraria fait partie du groupe des Plantago coronopus, caractérisé par des feuilles
linéaires ou lanceéolées toutes en rosette ontl-2 pennees, axialement festonnées axillaires,

arquées, oreille cylindrique, anthéres elliptiques.
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C’est une plante vivace au moyen de bourgeons placés au niveau du sol et a feuilles
disposées en rosette basale (Figure 18) (Tutin et al., 1980 , Pignatti, 1982).

Figure 18 : Photographie de Plantago serraria (Franck, 2003).

111.2.2. Nomenclature
Communément Plantago serraria est appelés Plantain a feuilles dentées a cause de la

forme de ses feuilles épineuses (Zangheri, 1976), en arabe elle porte le nom des2ks 2% ou
encore & <3
111.2.3. Classification botanique

La classification phylogénétique de I’espéce Plantago serraria est présentée dans le
tableau ci-dessous.

Tableau VI : Classification phylogénique de Plantago serraria (Hassler, 2020).

Régne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Plantaginaceae
Genre Plantago

Espeéces Plantago serraria

111.2.4. Habitat et répartition
P. serraria se trouve tout autour du monde dans la région méditerranéenne, 1’ Algérie, la
France, I'ltalie et I'Afrique du Sud, Prairies arides, voire sous-salées, non cultivées, zones

rudérales et sablonneuses, de 0 a 800 m d'altitude (Quezel, 2000).

(=)



Chapitre IIT Présentation des plantes étudiées

111.2.5. Usage traditionnel
Plango serraria est utilisé dans certains pays comme la France, I'ltalie et I'Afrique du
Nord et du Sud comme diéte alimentaire (Ribera-Nunéez et al., 1991). Elle est considérée dans
différents pays comme une espéce de paturage potentiels dont elle renforce I’'immunité (Tamura
et al., 2002).
Les racines ont des propriétés astringentes, tandis que les parties aériennes sont utilisées
comme anti-inflammatoires, antibactériennes et antiallergiques, a la fois dans le systeme
respiratoire et dans le systéme gastro-intestinal et urinaire , les graines recoivent des pouvoirs

émollients et rafraichissants (Galvez et al., 2005).

111.2. 6. Propriétés antioxydants des composees identifiées chez P .serraria

Les composes identifiés chez P .serraria sont des antioxydants, ou ont été testé avoir des
effets antioxydants. Le lutéolin-7- O - B- glucoside est le principale composant de Plantago
serraria, qui a un effet antioxydant tres important (Hertog et al., 1996). P .serraria peut étre
considéré comme une source prometteuse d’agents antioxydants puissants suite a sa richesse en
composés flavonoidiques plus particulierement les groupes catéchols (Bors et al., 1990 , Wang
et al., 1996). La lutéoline-7- O - a-glucoside et le verbascoside sont connus avoir un effet
inhibiteur puissant contre la LPO selon Aligiannis et ses collaborateurs, (2003).

111.2.7. Données pharmacologiques

La décoction de racines de P. serraria a prouvé des effets contre la diarrhée (usage
interne) pour les plaies, contre 1’ulcéres, L’infusion des parties aériennes est utilisée comme anti-
inflammatoires et antibiotiques pour traiter les dermatoses et les allergies , La décoction de
graines quant a elle est utilisée pour les inflammations intestinales et les dermatites ,Le
cataplasme de feuilles fraiches froissées ou pilées sont indiquées contre les piglres d'insectes,
comme anti-inflammatoire, antibactérien et antiallergique (Deaker et al., 1994). D’autre part,
I’extrait méthanolique de Plantago serraria a été testé pour le traitement du cancer. (Hartwell,
1982 , Duke, 1985).
111.2.8. Données de toxicités
Selon la recherche bibliographique il n’est y’a pas des informations sur la toxicité de Plantago

serraria jusqu’a aujourd’hui.
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111.3. Scolymus hispanicus
111.3.1. Généralités sur la Famille de Scolymus

La famille de Scolymus présente des caracteres morphologiques divers : herbes annuelles
ou vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes
charnues (Junich et al., 1994). Les scolymes se distinguent notamment d'eux par leurs fleurs
ligulées (et non tubulées) et par le fait que les capitules poussent a l'aisselle des feuilles, et non a
I'extrémité de la tige. Les feuilles, épineuses, alternes, sont nombreuses et profondément
découpées, surtout au sommet de la tige. Les fleurs, formant des capitules axillaires, sont jaune
dorées, a cing dents. Les fruits sont des akénes a Pappus assez peu important, parfois absent.
(Brahim, 2011).

111 .3.2. Genre Scolymus

Le genre Scolymus appartient a la famille des Astéracées qui sont une famille appartenant
aux dicotylédones, comprenant plus de 1500 genres et plus de 25000 especes (Brahim, 2011).

Il comprend 3 especes, le S. hispanicus le S. maculatus et le S. grandiflorus. Ce sont des
chardons qui se caractérisent par des capitules homogames, multiflores avec des fleurs ligulées,
tous hermaphrodites involucres a bractées imbriquées sur plusieurs rangs , portant par ailleurs un

involucre supplémentaire constitué par des bractées pectinées épineuses (Quezel et Santa, 1963).

111.3.3. Présentation de la plante

Scolynus hispanicus est une plante bisannuelle qui atteint jusqu'a 1,20 m et méme plus,
elle est caractérisée par des fleurs jaunes, des tiges a des ailles interrompues, trés rameuse,
Bractées externes de 1’involucre non cupide, les feuille sinuées-pennatifides, épineuses,
dépourvues de bord cartilagineux (Quezel et Santa, 1963). Le chardon doré (Scolymus
hispanicus) appartient a la famille des astéracées, Cette plante est utilisée a la fois comme
médicament et comme légume, La partie centrale des feuilles de cette plante est consommee
(Figure 19).

(=)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fleur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Capitule_%28botanique%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit_%28botanique%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ak%C3%A8ne

Chapitre IIT

Présentation des plantes étudiées

Figure 19 : Photographie de Scolymus hispanicus (Polo et al., 2009).

111.3.4. Nomenclature

Scolymus hispanicus est connue communément sous plusieurs appellations,

Chardon d'Espagne, épine jaune, Scolyme d’Espagne, En anglais elle est appelée Golden

Thistle (Léger, 2007) en arabe elle est connue sous ’appellation de 4 % guernina — 8,
guerniz (Francois, 2007 , Polo et al., 2009).

111.3.5. Classification botanique

Scolymus hispanicus appartient a la famille des Astéracée. Elle est classée selon ’ordre

représenté dans le tableau VI

Tableau V11 : Classification Phylogénétique de 1’espéce Scolymus hispanicus (Anonyme 3)

- Plantae
Cladus
- Asterales
Ordre
- Astéracée
Famille
- Scolymus L.
Genre
Espéce - Scolymus hispanicus
- Scolymus hispanicus subsp
Sous-Espéce
occidentalis
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111.3.6. Habitat et répartition

Scolymus hispanicus se trouve dans des régions non cultivées, mais comme c'est I'un des
Iégumes célebres et préférés sur les marches turcs, il est également nécessaire de cultiver cette
plante dans les champs et les fermes (Sari et al., 2011). C’est une plante trés rustique et résistante
au froid, il préfere généralement le sol qui est riche en matiere organique (Vazquez, 2000). Elle
est largement utilisée par les habitants de Portugal, le Maroc, 1’Algérie, la Grece, 1'ltalie, la

Turquie et la France (Vazquez, 2000).

111.3.7. Usage traditionnel

Une enquéte publiée en 2006, menée auprés des herboristes a montré que S. hispanicus
s’emploie traditionnellement contre les calculs rénaux, (Tunalier et al., 2006). La partie centrale
des feuilles de cette plante est consommée comme alimentation humaine. Les racines sont
utilisées comme substitut du cafe et les fleurs comme alternative du safran (Polo et al., 2009).

En Algérie, S. hispanicus est consommée comme salade, soupes ou ragodts. Elles soulagent
les maux d’estomac. La plante adulte est utilisée contre les maladies du foie et des intestins
(Siddhuraju et al., 2007).

111.3.8. Propriétés anti- oxydantes des composés identifiés

Le contenu phénoligue extrait de cette plante a été testé pour son pouvoir antioxydant, et
il a ensuite été observé que la concentration des composes phénoliques de S hispanicus a 10 pg /
ml a montré une capacité antioxydant et une protection de 'ADN d'environ 20% dans les
lymphocytes, ou les dommages oxydatifs a 'ADN ont été introduits a l'aide de peroxyde
d'hydrogéne (Kapiszewska et al., 2005).

Sari et Tutar, (2009) ont rapporté que les racines de S. hispanicus contiennent du
taraxastérol et des triterpénoides d'acétate de taraxastérol, et que les triterpénoides ont des effets
anti cancérigénes, il a été rapporté qu'ils arrétent les cycles cellulaires chez les cellules
cancéreuses (Kapiszewska et al., 2005). Il est également rapporté qu'ils améliorent la croissance
des cellules fibroblastiques (Shirai et al., 2015).

111.3.9. Données pharmacologiques

Les pétales de Scolymus hispanicus sont riches en I'isorhamnetine 3-galactoside, I'acide
rosmarinique, l'orientine, la quercétine 5-glucoside, le sitostéryl-3- B-D-glycoside, le
multiflorénol, le multiflorénol et 1'a amyrenon (Tunalier et al., 2006). A partir d'écorces de

racines de S. hispanicus, le galactose, le stigmate sterol, I'acide oléanolique, le fructose, le B-
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sitostérol, l'acétate d'a-amyrine et I'a-amyrine ont été extraits. L'acétate de taraxasteryle, un
triterpénoide et I'un des produits chimiques les plus importants, a été isolé et caractérisé a partir
des écorces racinaires de S. hispanicus en 1997 (Tunalier et al., 2006).

La mésange libre est également utilisée comme plante médicinale traditionnelle dans
plusieurs pays, dont 1’ Algérie, I’Espagne, la France et la Turquie.

Elle a été utilisé a des fins médicales, en raison de ses propriétés médicinales comme
diuretique, dépuratif, cholérétique, contre I'obésité et le cholestérol, contre le froid, pour le
traitement de 1'ulcére, contre les maux d’estomac est digestif (Vazquez et al., 1996). En 1997,
Des études ont était mené sur 1’extrait éthanoique de 1’écorce et de la racine de S. hispanicus, son
compose principal I’acétate de Taraxasteryl a montrer une activité antispasmodique sur 1’iléon
des rats isolé (Kirimer et al., 1997). L’extrait hydro alcoolique de S. hispanicus est testé sur
I’activité antifongique , il a été prouvé que cet extrait inhibe le développement d’un champignon
(Botrytis cinerea) & 4% (lonescu et al., 2009). Des études ont été mené afin d’étudier le potentiel
thérapeutique des extraits aqueux et méthanoliques de S. hispanicus contre le diabéte type 1 qui
a été provoqué par une injection de la streptozotocine (65mg/kg de poids corporel) chez des rats,
les résultats ont montré que les extrait sont diminué (p<0,05) a jeun le niveau de glucose dans le
sang (Ozkol et al., 2013). En Turquie I’écorce et les racines de S. hispanicus sont commercialisés
comme traitement contre les calculs rénaux et de la vessie (Vazquez, 2000 , Tunalier et al., 2006).
111.3.10. Données de toxicites

La plante n’a montré aucune toxicité aux doses thérapeutiques selon les études antérieurs
(Marmouzi et al., 2017). La plupart des intoxications sont accidentelles rarement dangereuses.
Elles sont souvent collectives, touchant plusieurs enfants d’une méme famille vivant a la
campagne. Les enfants confondent la racine avec d’autres plantes comestibles comme les
artichauts sauvages. Ces intoxications peuvent s’observer également lors d’utilisation du chardon

a glu comme plante médicinale en raison des propriétés qui lui sont attribuées (Ahid et al., 2012).

111.4.1. Détermination de I’activité antioxydant de P. lanceolata et P. serraria

Pour la détermination de I'activité antioxydant des échantillons plusieurs méthodes existent
dans la littérature, pour ce travail on cite deux méthodes , celle du radical DPPH.

pour cet effet, le radical stable DPPH est utilisé et I'absorbance a 515 nm est déterminée
30 minutes aprés l'addition des extraits ou des solutions de composés, L'acide ascorbique est
utilise comme contrdle positif selon le protocole proposé par Galvez et ses collaborateurs, (2005),
la deuxieme technique est bien celle de la peroxydation lipidique pour la détermination de
I'inhibition de Fe?* / ascorbate induite par la peroxydation lipidique (LPO) sur des liposomes de
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cerveau bovin, pour cela, I’extrait de cerveau est mis en suspension dans du tampon phosphate
salin (PBS)(5 mg / ml) et traité par ultrasons jusqu'avoir une solution homogéne. Des billes de
verre peuvent étre incluses pour faciliter le processus. Une gamme de concentrations est testée
pour I’extrait de la plante. Le mélange réactionnel est composé de 0,2 ml de liposomes, 0,1 ml
de FeCls aqueux (ImM), 0,1 ml d'acide ascorbique aqueux (1 mM), 0,5 ml de PBS et 0,1 ml de
la solution d'extrait a évaluer. Chaque mélange est incubé a 37 ° C pendant 20 min. Apres ce
temps, le TBA a été préparé en ajoutant 0,1 ml d’hydroxytoluenebutylé a 2% (BHT) dans EtOH
suivi de 0,5 ml d'acide thiobarbiturique (TBA) a 1% p / v dans du NaOH 50 mM et 0,5 ml de
HCI a 25%. Le systeme a été chauffé a 90 ° C pendant 30 minutes. Apres refroidissement, 2,5 ml
de butanol sont ajoutés a chaque tube. Le mélange est vortexé et centrifugé a 3500 tr / min
pendant 20 min a température ambiante. L'absorbance du complexe MDA - TBA dans la couche
supérieure est déterminée a 532 nm par un spectrophotometre.

Selon I’é¢tude de Galvez et ses collaborateurs, (2005), les extraits de MeOH de P.
lanceolata et P. serraria , ainsi que leurs composés pur, exhibent un effet scavenging sur le
radical DPPH, les rapport frontaux sur les plaques CCM ont été calculés et des valeurs de R=
0,66 pour P. serraria , et de 0,55 pour P. lanceolata ont été trouvées. Ces résultats confirment
I’effet antioxydant des extraits par le piégeage du radical DPPH dont on a trouvé des valeurs
d’I1Cs 30,86 + 4,66 et 7,60 + 0,46 pour P. lanceolata et P. serraria respectivement, d’autre part, 1’effet
inhibiteur de LPO induit par le Fe / ascorbate, a été estimé a 24,69 + 3,05 29,84 + 4,17 pour les deux
plantes respectivement. De plus, cette méme étude a élucidé la relation entre la structure des

molécules identifiées et leur effet antioxydant.

111.4.2.Détermination de la capacité antioxydant de Scolymus hispanicus

Selon I’étude réalisée par Dulger, (2016) la capacité antioxydante des composés
phénoliques organiques et aqueux de Scolymus hispanicus L. a été déterminée en utilisant le test
d’ABTS, et le test de piégeage des radicaux libres (DPPH).

Les extraits de S. hispanicus L. ont montré un effet inhibiteur intéressant montrant des
valeurs de 121,22 umol Trolox / g fw pour CUPRAC, de 47,82 pumol Trolox / g fw pour le DPPH
et de 101,88 umol Trolox / g fw pour le test de I’ABTS, les résultats ont ét€¢ comparés a I’acide

ascorbique comme contr0le positif.
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Conclusion et perspectives

A la fin de cette étude, on peut conclure que Plantago serraria, Plantago lanceolata et

Scolymus hispanicus, sont trois plantes médicinales, trés riche en métabolites secondaires. Parmi
eux, les composés phénoliques tels que , flavonoides , terpénes, tanins, acides phénoliques et
gluco-molécules, qui possédent un pouvoir antioxydants déterminés par plusieurs tests dont
I’activité « scavenging » du radical DPPH et du radical ABTSe+ , le pouvoir reducteur FRAP
ainsi que la chélation des métaux.
Il a été prouvé que P.lanceolata est riche en flavonoides , tanins , coumarines , et les Iridoides,
dont la lutéoline-7-O-glucoside est le composé le plus abondant. La molécule principale de cette
derniere a montré un effet antiprolifératif des cellules cancéreuses humaines due a son potentiel
antioxydant en comparaison avec 1’antioxydant de synthése (BHT), les extraits ont exhibé une
forte activité anti-radicalaire vis-a-vis le radical libre DPPH. Ces extraits ont donné aussi une
bonne activité chélatrice, et un pouvoir réducteur du Fe**(CN-)s en Fe?*(CN-)e.

Plantago serraria, dotée de plusieurs activités pharmacologiques notamment
antioxydantes, dues a sa composition en molécules bioactives a savoir, les Iridoides et les
composés phénoliques, tels que les flavonoides ou glycosides phénylepropanoides de DEP, la
lutéolin-7- O - B- et a glucoside. Il a été prouvé que, Plantago serraria exerce un effet
antioxydant sur la chélation du fer, I’inhibition de la LPO et la réduction du radical DPPH.

Scolymus hispanicus, quant a elle, riche en composés antioxydants tel que:
I'isorhamnetine 3-galactoside et I'acide rosmarinique, l'orientine, et la quercétine 5-glucoside. ,
Le sitostéryl-3- B-D-glycoside, le multiflorénol, le multiflorénol et I'a amyrenon L. Son activité
antioxydante a été évalué dans une étude antérieur par la méthode CUPRAC, la capacité
antioxydante totale des extraits de cette plante a été determinée par le pouvoir réducteur du
radical DPPH.

A I’essor de cette étude, il serait souhaitable de confirmer les résultats obtenus par d’autres
auteurs par des analyses plus approfondies, comme il serait intéressant d’exploiter les résultats
obtenus afin de produire un compliment alimentaire pour des fins médicamenteux en réalisant
les tests in vivo ainsi qu'une étude clinique dans le but de favoriser et d’inciter a I’utilisation des

plantes médicinales.
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Résumé

Le stress oxydant est la cause de plusieurs dommages dans la fonction des cellules et méme de plusieurs maladies tel que : les
inflammations, le diabéte, les maladies neuro dégénératives et le cancer. Les radicaux libres a savoir : le radical super oxyde (02),
peroxyde d’hydrogene (H20z), le radical hydroxyle (OH") ou le radical monoxyde d’azote (oxyde nitrique) sont les premiers parametres
du stress qui causent les différentes pathologies et dégats dans les cellules et les organes. Les plantes médicinales riches en flavonaides,
terpeénes, tanins, acides phénoliques et gluco-molécules possedent un pouvoir antioxydants déterminés par plusieurs tests dont I’activité
« scavenging » du radical DPPH et du radical ABTSe+, le pouvoir réducteur FRAP, la chélation des métaux et le test du pouvoir
réducteur. Plantago lanceolata, Plantago serraria et Scolymus hispanicus sont trois plantes choisit pour étudier leur effet antioxydant.
Selon des études antérieures, il a été prouvé que P. lanceolata est riche en flavonoides, tanins, coumarines et les iridoides, la lutéoline-
7-O-glucoside. L’autre espéce de genre Plantago est Plantago serraria, dotée de plusieurs activités pharmacologiques notamment
antioxydante, due a sa composition en molécules bioactives a savoir, les Iridoides et les composés phénoliques, tels que les flavonoides
ou glycosides phényle propanoides de DEP, la lutéolin-7- O - B- et a glucoside. Il a été prouvé que Plantago serraria exerce un effet
antioxydant sur la chélation du fer avec un pourcentage de 85%. Les résultats de cette étude montrent une inhibition de la LPO de 29,84
pg/ml. Le radical DPPH a été réduit par les extraits de P. serraria avec une 1Cso 0,66 mg/ml. Scolymus hispanicus, quant a elle, riche en
composés antioxydants tel que : I'isorhamnetine 3-galactoside et I'acide rosmarinique, l'orientine, et la quercétine 5-glucoside, Le
sitostéryl-3- B-D-glycoside, le multiflorénol, le multiflorénol et I'a amyrenon.

Mot clé : Stress oxydant, Radicaux libres, Flavonoides, Terpénes, Tanins, Acides phénoliques, Radical DPPH

Abstract

Oxidative stress is the cause of several damaging effect in the function of the cells and even of several talcum diseases: inflammations--diabetes--
neurodegeneratives diseases-- and even cancer. Free radicals either: Superoxide Radical (O2--), Hydrogen Peroxide (H,O,), Hydroxyl Radical (OH-), or
Nitric Oxide Radical (Nitric Oxide) from different sources either intrinsic or extrinsic cause the initial damage that occurs in the cell which causes the
different pathologies and damage in the cells and organs. There are several antioxidant molecules either enzymes or coenzymes that repair the damage
and inhibit the effect and formation of free radicals and even oxidative stress.

The sources of these anti-oxidant molecules are medicinal plants which are rich in: flavonoids,terpenes , tannins , acids, gluco-molecules and even
proteins and lipids...ect, which are active molecules with an antioxidant effect. There are several methods and tests to determine the quantity and the
antioxidant effect in the plant extracts, among which, there are those tests that we have defined in our work: the scavenging activity of the DPPH radical,
the scavenging activity test of the ABTSe+, radical, and the FRAP, reducing power.

Plantago lanceolata plant is very well known in traditional medicine among the Mediterranean people, and because of its therapeutic effects, it has
been concluded from the different studies that it has a very important antioxidant effect and is very rich in flavonoids, tannins, coumarins, and iridoides,
and even luteoline-7-O-glucoside, which has an antiproliferative activity against human cancer cells. Plantago serraria. This plant of the Plantago family
also has several uses in traditional medicine. It is rich in bioactive molecules which have very important pharmacological effects, especially Iridoides and
various phenolic compounds, such as flavonoids or phenyl propanoid glycosides of DEP . and luteolin-7- O - B- and a glucoside which was the main
component of Plantago serraria with a strong antioxidant activity. Scolymus hispanicus which is also a very famous plant in the Mediterranean region as
a vegetable that contains several medicinal effects, especially in traditional medicine thanks to its antispasmodic, diuretic, antifungal properties, and even
to eliminate kidney and bladder stones. And of which our research has determined that Scolymus hispanicus is very rich in bioactive and antioxidant
compounds such as: isorhamnetine 3-galactoside and rosmarinic acid, orientin, and quercetin 5-glucoside, sitosteryl-3- 3-D-glycoside, multiflorenol,
multiflorenol and o amyrenon .

Key word: Oxidative stress, Freer adicals, Flavonoids, Terpenes, Tannins, DPPH radical
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