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Introduction

Introduction

L’oxygeéne moléculaire est un élément crucial pour les organismes vivant en aérobiose, parce
qu’il permet de produire de 1’énergie en oxydant la matiére organique. En fait, une partie de
cet oxygeéne (environ 1 a 2 %) peut capter un électron conduisant a la formation des espéces
partiellement réduites appelées les radicaux libres ou encore les especes réactives de
I’oxygene (ROS) (Baudin, 2006).

Les ROS et les radicaux libres sont impliqués dans des processus physiologiques comme la
chaine respiratoire, la défense immunitaire, etc. mais toujours a des faibles quantités.
Cependant, I’exces de la production des ROS peut devenir toxique pour la cellule, et donne
lieu au stress oxydatif qui sera impliqué dans diverses pathologies tels que les maladies
neurodégenératives (Alzheimer, Parkinson), le diabete, les cancers, les maladies

inflammatoires, le vieillissement, etc. (Lehucher-Michel et al., 2001).

L’organisme utilise les antioxydants pour réduire les ROS, mais, sous certaines conditions,
ces systemes antioxydants ne peuvent pas fonctionner efficacement et nécessite donc une
supplémentation en antioxydants exogenes alimentaires naturels comme les polyphénols, et
vitamines pour équilibrer la balance entre les ROS et les antioxydants et donc prévenir

I’apparition des différentes pathologies liées aux stress oxydant.

A nos jours, I’utilisation des plantes médicinales dans le traitement de diverses maladies
devient florissante. Ce retour est le seul refuge et la bonne solution vis-a-vis la diminution de
I'efficacité des medicaments en plus de leurs effets secondaires inquiétants (Kamatou, 2006).
L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a signalé que les plantes médicinales seraient la

meilleure source pour obtenir une variété de médicaments efficaces et moins nocifs.

De nombreuses études ont été menées pour prouver 1’efficacité des ressources naturelles de
médication. Un nombre énorme de plantes ont donc été exploitée en raison de leurs propriétés
thérapeutiques dus essentiellement a leurs richesse en antioxydants naturels a savoir les

polyphénols, les flavonoides, les tannins, etc. (Tawfeeq et Akrayi, 2012).

Parmi ces métabolites, les composés phénoliques qui sont abondants et distribués dans la
majorité des différentes parties des plantes, présentent un large spectre d'activités biologiques;
antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, anti-allergene, antithrombotiques, cardio-

protectrices et vasodilatatrices (Balasundram et al., 2006). En effet, ces métabolites et grace a
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la mobilit¢ de I’hydrogene phénolique, permettraient a l'organisme de lutter contre les
agressions de I'oxygéne et les pathologies associées, ce qui suscite un intérét grandissant pour
la prévention et le traitement des maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie
d’Alzheimer, les rhumatismes (Montagnier et al., 1998), les cancers (Weiguang et al., 2005),
les maladies inflammatoires (Aruoma, 1994), cardiovasculaires (Scalbert et Williamson, 2000
; Leifert et Abeywardena, 2008) et neurodégénératives (Ramassamy, 2006).

La présente étude a été entrepris afin d’évaluer 1’activité antioxydante des extraits des fleurs
d’Urginea maritima de la région de Mila et qui est I’un des genres médicinaux les plus

importants de la famille des Liliacées.
Donc, notre travail est basé sur les objectifs suivants:

o Préparation des extraits ¢thanolique et aqueux des fleurs d’Urginea maritima.

o Evaluation de la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins.

o Evaluation de I’activité antioxydante des extraits d’Urginea maritima in vitro par
I’utilisation de plusieurs tests complémentaires les uns aux autres : le test de DPPH, le
blanchissement du B-caroténe, le test du pouvoir réducteur et 1’activité anti-

hémolytique.
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1. Le stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un désequilibre profond de la balance entre les systéemes
producteurs des espéces réactives de I’oxygeéne et du nitrogéne et les systemes de défense
antioxydants, en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels cellulaires

irréversibles (Durackova, 2008).

Ce déséquilibre entre oxydants/antioxydants peut avoir diverses origines : mauvaise
alimentation, phénomeénes inflammatoires chroniques ou aigus et habitudes de vie inadéquates
(tabagisme, consommation excessive d’alcool,...etc.), comme il peut étre a 1’origine de

certaines maladies (Figure 01) (Pincemail et al., 1999).

Radiations
..‘ ionisantes . Tabac

‘ Al -
.OQH X 0’00
Métabolisme 3 =
’3 O.H Y -
D
Mitochondries Dégats sur I’ADN
I\ 77N\ 77\ .

O5* H,O, O.H O.H 'ﬁ
O; + UV

& dans I'atmosphére
Ty - Pollution : w
‘ Q“OOZ“ atmosphériii d%
/ Globules blancs

Figure 01. Les origines du stress oxydant (Durackova, 2008).

1.1. Les especes reactives (RS)

Les especes réactives (RS) sont souvent des radicaux libres qui sont des espéces moléculaires
(atomes, molécules et ions) possédant un ou plusieurs électrons non appariés (célibataire). Ce
caractere chimique confére souvent a ces molécules, une grande instabilité, une durée de vie
trés courte (10* & 10®secondes) et une grande réactivité chimique (Aurousseau, 2002 ;

Weidinger et Kozlov, 2015).
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Elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux composés dans un processus le plus
souvent non spécifiques et vont alors tenter de récupérer des électrons sur d’autres molécules

comme les substrats biologiques, en les oxydant (Halliwell, 2001 ; Halliwell, 2007).

Il existe majoritairement deux grandes familles d’espéces réactives: les espéces réactives de
l'oxygéne ROS (Reactive Oxygen Species) et les especes réactives d’azote RNS (Reactive

Nitrogen Species) (Wu et al., 2013).

1.1.1. Les especes réactives de ’oxygéne (ROS) et de I’azote (RNS)

Les espéces réactives de 1’oxygéne sont des dérivés de 1’oxygeéne ou certains ¢€lectrons se
trouvent dans un état énergétique excité et trés réactionnel (tableau 01, figure 02). lls
représentent la classe la plus importante des especes réactives générées dans les organismes

vivants et la cause majeure du stress oxydatif dans ces derniers (Valko et al., 2007).

Agent stressant

0, <O

(v} iy #

0’1;_,

O, (anion superoxyde)

'0,
(oxygene singulet)

H,0,
(peroxyde d'hydrogéne)

ONOO-
(peroxynitrite)

A

OH*
(radical hydroxyle)

Figure 02. Les origine des différents radicaux libre et espéces réactives de I’oxygene

impliqué en biologie (Favier, 2007).
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Tableau 01. Les principaux ROS et RNS générées dans les systémes biologiques (Bartosz,

2003).
Type Nom Symbole
Especes réactives de Anion superoxyde O
Poxygéne (ROS) Radical hydroxyle OH’
Radical alcoxy RO’
Peroxyde d’hydrogéne H20?
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulet 102
Radical peroxy ROO
Espéces réactives de 1’azote Peroxynitrite ONOO
(RNS) Monoxyde d’azote NO’

1.1.2. Les classes des especes réactives

1.1.2.1 Les especes radicalaires

Elles sont soit des radicaux libres ou des métaux de transition qui acceptent des électrons

uniques. Leur nature radicalaire est perdue quand ils réagissent avec une molécule non

radicale, mais ils générent un substrat radicalaire et une réaction en chaine peut ainsi étre

déclenchée. Ces radicaux libres sont de plus en plus impliqués dans les maladies humaines

(Rao et al., 2011).

1.1.2.1 Les espéces non radicalaires

Ce sont des especes non radicalaires qui acceptent deux électrons pour donner des produits

non radicales. lls peuvent étre convertis en radicaux par réaction avec un métal de transition

(Winterbourn, 2015). Les différentes espéces radicalaires et non radicalaires sont regroupées

dans le tableau 02.
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Tableau 02. Les deux types des espéces réactives (RS) (Rao et al., 2011).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde Ogze” Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO- Oxygeéne singulet 10,
Radical alkoxyle RO- Peroxyde d’hydrogéne H202
Radical hydroxyle OH- Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO- Peroxynitrite ONOO™

1.1.3. Les sources des RS

1.1.3.1. Les sources endogenes

Les sources endogenes sont intracellulaires, ou les RS sont produites a partir de l'auto-
oxydation ou l'inactivation de petites molécules. Les sites de génération des RS englobent
tous les constituants cellulaires, y compris les mitochondries, les lysosomes, les peroxysomes,
le réticulum endoplasmique, le plasma, la membrane et autres sites dans le cytosol (Machlin
et Bendich, 1987).

1.1.3.2. Les sources exogenes

Les sources exogenes des radicaux libres sont la fumée de tabac, certains polluants, les
solvants organiques, les produits anesthésiques et les pesticides. En dehors de ca, la
transformation de certains médicaments peut générer des radicaux libres intermédiaires
provoquant également des dommages oxydatifs dans les tissus cibles. Aussi, I'exposition aux
rayonnements (UV) peut engendrer la formation des radicaux libres dans les tissus cibles (Rao
etal., 2011).

1.1.4. Les cibles des ROS : les marqueurs biologiques du stress oxydant

La production excessive des radicaux libres provogue des lésions directes des molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides, mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des metabolites libérés,
notamment lors de I'oxydation des lipides. La mise en évidence des dérivés de I’oxydation de
ces différents substrats seront donc des marqueurs de la présence d’un stress oxydant (Cano,
2007). Les différentes cibles des ROS et leurs produits d’oxydation sont illustrés dans le
tableau 03.
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Tableau 03. Exemple de produits dosés couramment pour rendre compte de 1’oxydation

d’une cible moléculaire donnée (Cano, 2007).

Cible Produits Exemples

Protéines Protéines oxydees Groupes carbonyl, tyrosine hydroxylée
ADN ADN oxydé 8-hydroxy-2-déoxyguanosine
Lipides Lipides peroxydés Malondialdéhyde (MDA), isoprostanes

1.1.5. Le stress oxydant et les pathologies

Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur
déclenchant, ou associé a des complications lors de leur évolution. Il est impliqué dans le
développement des maladies comme le cancer, les maladies neurodégénératives et le
vieillissement accéléré. Il est admis que le stress oxydant est un facteur potentialisant de
I’apparition des maladies multifactorielles comme les maladies cardiovasculaires, le diabéte,

et la maladie d’Alzheimer (Montagnier et al., 1998).

1.2. Les systemes de défense antioxydante

Les antioxydants représentent un large groupe de composés qui constituent la premiere ligne
de défense contre les dommages induits par les radicaux libres. Un antioxydant est défini
comme toute substance capable, a concentration relativement faible, d’entrer en compétition
avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher significativement 1’oxydation
de ces substrats par chélation des radicaux libres (Favier, 1997). Les antioxydants sont des
molécules qui peuvent donner des électrons et / ou des atomes d'hydrogéne aux oxydants,
ainsi arréter les réactions en chaine et par ce fait ils vont réduire le stress oxydatif et leur

parametres de dommages cellulaires (Wang et al., 2013 ; Siti et al., 2015).

Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques

et systemes non enzymatiques (Favier, 1997).
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1.2.1. Les systemes enzymatiques

L’organisme se défend contre les radicaux en synthétisant des enzymes qui les neutralisent.
Parfois ces enzymes nécessitent des oligo-éléments (Cu, Zn, Mn, Se, Fe) comme cofacteurs
pour pouvoir exercer leur activité enzymatique (Auberval, 2010). Les enzymes principales
sont les superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT), les Glutathion peroxydases (GPx)
et les Glutathion réductases (GSR) (Vincent et al., 2004).

1.2.1.1. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est I'une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction
antioxydante. Cette métallo-enzyme est classée en trois catégories qui se différencient par leur
localisation cellulaire et leur cofacteur métallique : la SOD cytosoliqgue (Cu- et Zn-
dépendante), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante) et la SOD extracellulaire. Elle catalyse
la dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (eau oxygénée) qui pourra
étre pris en charge par des enzymes a activité peroxydase (Maurya et al., 2016). L’absence de
cette enzyme peut étre létale (Baudin, 2006). La reéaction faisant intervenir la SOD est la

suivante :

SOD
2H"+2 0" ————» H0,+ 02

1.2.1.2. La catalase (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les peroxysomes.
Elle catalyse la réaction de détoxification du H20. (généralement produit par la SOD) (Al-
Gubory et al., 2010). Elle est surtout présente au niveau des globules rouges et du foie. La

réaction de détoxification se déroule comme le suivant :

CAT
2HO0, — 5 2H,0+ 02
1.2.1.3. Les Glutathions peroxydases (GPx)
Les Glutathions peroxydases (GPx) constituent une famille d'enzymes divisée en deux
groupes, GPx sélénium (Se)-indépendantes et GPx (Se)-dépendantes (Al-Gubory et al., 2010).
Elles sont présentes dans les liquides extracellulaires (sang) et dans les cellules au niveau du

cytoplasme et des membranes.

Les GPx catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau (H20), des
hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (ROH) et des especes radicalaires en espéces
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non radicalaires, grace a la présence du glutathion réduit (GSH), selon les mécanismes
suivants (Auberval, 2010):
2 H,0O2 + 2 GSH — 2 H20 + GSSG
ROOH + 2 GSH — ROH + H;0 + GSSG
2 Re+2 GSH — 2 RH + GSSG

1.2.1.4. La Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase, localisée également dans le cytosol et dans les mitochondries est
essentiel dans le cycle redox du glutathion, elle catalyse la réduction de la forme oxydée de
glutathion (GSSG) en glutathion réduit (GSH) a 1’aide du cofacteur NADPH sous forme
réduite (NADPH, H"). En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est
donc nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx maintienne sa fonction (Baratli,
2015).

L’ensemble des mécanismes faisant intervenir les enzymes antioxydantes est montré dans la
figure 03.
¢ ) CAT
0,— 0, — > 0,—> 0+ 120,

% o .
\ oGSy D
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mo £ essc < SNADPH €
Figure 03. Le mécanisme de détoxification enzymatique (Piquet et Herbuterne, 2007)

1.2.2. Les systemes non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, ce systeme fait appel a des molécules non
enzymatiques. Il se divise en antioxydants endogénes et exogenes (Gardes-Albert et al.,
2003).

1.2.2.1. Les antioxydants endogenes

a) Le Glutathion réduit (GSH)

Le GSH est le principal antioxydant endogéne produit par les cellules; participe directement a

la neutralisation des ROS, et au maintien des antioxydants exogénes, tels que les vitamines C

10



Etude bibliographique

et E, sous leurs formes réduites. Il réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de

peroxydation lipidique (Rajendran et al., 2014).

b) L’acide lipoique

Les deux formes, oxydée et réduite de ’acide lipoique ; appartenant aux thiols, présentent des
propriétés antioxydantes in vitro en piégeant les HO*, RO,", HOCI et 10?. En se liant & des
métaux comme le fer et le cuivre, il permet de les désactiver d’un point de vue catalytique, et
a la capacité de régénérer certains antioxydants endogénes et exogenes (Panfili et al., 2003 ;
Smith et al., 2004).

c) L’acide urique

L’acide urique est un piégeur efficace de I'oxygeéne singulet O2" , des radicaux peroxyles et
hydroxyles (RO2'et HO"), ainsi il protége la membrane érythrocytaire de la peroxydation
lipidique. La réaction de 1’acide urique avec ces ROS génére des radicaux moins réactifs que

HO® (Bouguerne, 2012).

d) Les protéines de stockage des métaux de transition

Les protéines liant les métaux (transferrine, céruloplasmine, etc.), 1’albumine ou
I’haptoglobine diminuent le taux des ions métalliques libres en les complexant avec en
conséquence, une diminution de leur pouvoir oxydant. A titre d’exemple, la réaction de
Fenton entre le fer (ou le cuivre) et I'eau oxygénée ne se fait pas en absence du métal (Baratli,
2015).

1.2.2.2. Les antixydants exogénes

a) Lavitamine E

La vitamine E (a-tocophérol) est le principal antioxydant non enzymatique. Elle neutralise les
radicaux libres par le captage des électrons, ensuite empéche la propagation de la chaine de
réactions de peroxydation lipidique gréace a son caractere hydrophobe. Son effet antioxydant

s’exprime par la réaction suivante :

ROO+ Vit E-OH —— & ROOH+ Vit E-O°

11



Etude bibliographique

Cette vitamine devient a son tour un radical moins réactif, qui pourra étre régénéré par 1’acide

ascorbique (Bationo et al., 2015).

b) La vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) est I'un des antioxydants exogénes hydrosolubles les plus
répandus (Spector et Johanson, 2014). Elle est un bon scavenger des RS dans les milieux
biologiques et elle empéche la dégradation oxydative des biomolécules essentielles (Sung et
al., 2013). Majoritairement, elle capte I’anion superoxyde (02") et le radical hydroxyl (OH")

par la réaction suivante :
R*+VitC-OH —— RH + Vit C-O

Elle peut également régénérer 1’a-tocophérol en protégeant donc divers substrats biologiques
(protéines, acides gras, ADN) de I’oxydation (Bationo et al., 2015).

c) Les caroténoides

Ils sont majoritairement représentés par la [3-caroténe, appelée aussi « pro-vitamine A ». La
plupart des caroténoides et vitamine A interagissent avec I’oxygene singlet et ainsi empéchent

I’oxydation de plusieurs substrats comme les acides gras polyinsaturés (Pisoschi et Pop,

2015).

d) Les oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant, ou ils jouent le réle d’un cofacteur
pour les enzymes antioxydantes qui les nécessitent pour maintenir leur activité catalytique.
Cependant, certains oligo-éléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces dans
I'organisme et sous leur forme réduite, ils peuvent avoir une action pro-oxydante (réaction de
Fenton et d'Haber-Weiss) (Baratli, 2015).

e) Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisées par les vegétaux
supérieurs par diverses voies (Makhloufi, 2013). Ils jouent des différents réles, notamment
dans la défense contre les agressions externes. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires

a la survie de la plante (Levasseur-Garcia et al., 2013).
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Les métabolites secondaires sont trés nombreux et d’une variété structurale extraordinaire
mais sont produits en faible quantité et ayant une répartition limitée dans I'organisme de la
plante. Les polyphénols, les terpénoides, les stéroides et les alcaloides sont des exemples de
métabolites secondaires dont chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de
composés. Ces derniers possédent une large gamme d’activité biologique et
pharmacologique : antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire et anticancéreuse (Ali
et al., 2001; Epifano et al., 2007 ; Li et al., 2007).

2. Les composes phénoliques (Polyphénols)

2.1. Définition
Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement répandus chez les plantes et
forment le groupe des composés phytochimiques le plus important. Ainsi ils contribuent a la

couleur et au goQt des fruits et végétaux (Manolaraki, 2011).

La structure de base qui les caractérise est la présence dun ou de plusieurs noyaux
aromatiques auxquels sont directement liés un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou
engagés dans une autre fonction (éther, ester). lls vont de simples molécules phénoliques a

des composés hautement polymérisées (Molino et al., 2016).

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont
divisés en plusieurs catégories: les acides phénoliques ; les flavonoides qui représentent plus
de la moitié des polyphénols; les tannins qui sont des produits de la polymérisation des
flavonoides; les coumarines ; les lignanes et d’autres classes en nombres consideérables. 1ls
sont classés selon la présence des différents substituants sur les noyaux et selon leur degré de
saturation (Makhloufi 2013). Les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins sont

considérés comme les principaux composés phénoligues (Balasundram et al., 2006).
2.2. Les classes principales des polyphénols

2.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement distribués dans les fruits, les tiges et les feuilles des
légumes (Andrade et al, 1997). lls sont en principe solubles dans les solvants organiques

polaires. Les acides phénoliques sont divisés en trois classes (figure 04) : les acides
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phénoliques dérivés de 1’acide benzoique, les acides phénoliques dérivés de 1’acide

cinnamique et les phénols simples (cathécol, guaiacol et phloroglucinol) (Bouchouka 2016).

2.2.2. Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme Latin flavus ; (flavus = jaune) (MaleSev et Kuntic,
2007). Les flavonoides sont une classe importante de polyphénols. Plus de 4000 variétés de
flavonoides ont été identifiées chez les plantes. Ils peuvent étre présents dans toutes les parties
des plantes : racines, tiges, bois, écorce, feuilles, graines, fleurs et fruits ou ils sont
responsables de la couleur de ces derniers (généralement jaune) (Rice-Evans et al, 1997). La
structure de base de ces composés (Figure 05) est le diphényle propane a 15 atomes de
carbones (C6-C3-C6). Essentiellement, la structure se compose de deux cycles aromatiques A
et B, reliés par un pont de 3-carbones, habituellement sous la forme d'un noyau

hétérocyclique, C (Bouhcouka 2016).

COOH \ coor 08

Figure 04. Les principaux précurseurs des acides phénoliques (Bouchouka, 2016).

SI
EI

Figure 05. Structure de base des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013).
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La famille des flavonoides peut se diviser en sept classes qui différent par leurs structures
chimiques: flavonols, flavones, flavanes, flavanones, chalcones, isoflavones et
anthocyanidines. Les flavonoides les plus étudiés appartiennent aux groupes des flavones et
des flavonols, en particulier, la quercétine et son hétéroside la rutine, mais aussi a ceux des

flavanes, flavanones et chalcones.

0
(O
0

Flavones
0O
Isoflavones

] 0 O
0

Flavanones

OH 0
Catechines Chalcones

Figure 06. Les principales classes des flavonoides (Bouchouka, 2016).

2.2.3. Les taninns

Les tanins représentent un groupe hétérogéne de composés phénoliques de haut poids
moléculaire qui compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006). lls ont la capacité de se
combiner et former des complexes réversibles et irréversibles avec des macromolécules;
protéines (principalement), des polysaccharides (cellulose, hémicellulose, pectine, etc.), des
alcaloides, des acides nucléiques et des minéraux (Schofield et al., 2001 ; Gazengel et
Orecchioni, 2013).

Les tanins sont classés en deux groupes selon leur structure chimique: tanins hydrolysables et

condenseés (cathéchiques) (Charnay et Tourmeau, 2007).
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2.2.3.1. Les tanins hydrolysables

IIs sont des diméres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyl. Ils comprennent
l'acide gallique (tanins galliques) et les produits de condensation de son dimeére, 1’acide

hexahydroxydiphenique (tanins éllagiques) (Conrad et al., 1998 ; Mueller-Harvey, 2001).

& <

O-

Figure 07. Structure chimique d’un tanin hydrolysable (Magalhées et al., 2014).

2.2.3.2. Les tanins condensés

Les tanins condensés (proanthocyanidines ou procyanidines) sont des polyphénols de masse
molaire élevee. lls résultent de la polymérisation des unités de flavan-3-ols (catéchine) et/ou
les flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidine) liés entre eux par des liaisons carbone-carbone trées
résistantes a I’hydrolyse (Khababaee et Ree, 2001 ; Schofield et al., 2001).

= L—%
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Figure 08. Structure chimique d’un tannin condensé (Royer et al., 2012).
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2.3. Les propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les polyphénols en genérale et les flavonoides en particulier sont
trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques. Ils sont doués d’activité
antiallergique,  anti-inflammatoire,  hépato-protective,  antimicrobienne,  antivirale,
antibactérienne, anti-carcinogénique, antimutagenes, anti-thrombotique, cardio-protective et
vasodilatoire (Bruneton, 1999 ; Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007) , et notamment
une activité antioxydante importante par la neutralisation et le piégeage des radicaux
libres (Halliwell, 2008 ; Perron et al., 2011).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

T

Detoxifiant «——_ POLYPHENOLS<_— An’ri—inﬂammu'mirec

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

ﬁ
eNOs MO

MF-xB

iNOS

Anfi-angiogénique Anti-apoptotique
Figure 09. Activités biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

2.4. Activité antioxydante des polyphenols

Les composes phénoliques occupent une grande place dans la recherche scientifique grace a
leurs propriétés antioxydantes efficaces, et leurs effets bénéfiques. Ces antioxydants naturels
ont la capacité d'améliorer la qualité et la stabilité des aliments et peuvent également agir
comme nutraceutiques de mettre fin a des réactions en chaine des radicaux libres dans les

systémes biologiques (Zhao et al., 2014).

Les mécanismes d'action antioxydante des polyphénols peuvent comprendre la suppression de
la formation des ROS; le piégeage des ROS; et la surexpression ou la protection des systémes
de défenses antioxydantes (Kumar et Pandey, 2013).
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La relation structure-activité antioxydante des polyphénols

L'activité antioxydante des composés phénoliques est due principalement a leur capacité a
piéger les radicaux libres, a donner des atomes d'hydrogene ou des électrons, ou a chélater des
cations metalliques. Cette activité est déterminée essentiellement par la structure des
composés phénoliques, ce qui est appelé des relations structure-activité (Kumar et Pandey,
2013). Dans le cas des acides phénoliques, I'activité antioxydante dépend du nombre et des

positions des groupements hydroxyle (-OH) reliés au groupe fonctionnel carboxylique.

Chez les flavonoides la configuration, la substitution, et le nombre total de groupes hydroxyle
influent considérablement sur plusieurs mécanismes d'action antioxydante tels que le piégeage
des radicaux libres et la chélation des ions métalliques. Par conséquent I’activité antioxydante

augmente avec l'augmentation du degré d'hydroxylation (Kumar et Pandey, 2013).

3. Urginea maritima L. Baker.

L’espéce Urginea maritima (U. maritima) appartient au genre Urginea de la famille des
Liliacées (Bruneton, 1996). C’est une plante médicinale trés anciennement connue, originaire
du bassin méditerranéen et bien adapté a son type de climat (Kopp et al., 1996). Son nom
botanique provient d’une part de ce qu’elle croit spontanément sur les rivages de la mer
méditerranée et d’autre part du nom d’une population algérienne, les beni-urgine (tribu Arabe,
Ben Urginea). 1l a été inventé pour la premiere fois par le botaniste allemand Adolphe
Steinhill en 1834, avec l'identification de sept especes (Steinhill, 1834).

3.1. Noms vernaculaires

Nom scientifique : Urginea maritima L. Baker.

Synonymes : Urginea indica, Drimia maritima, Urginea scilla, Urginea indica, scille
maritime, Scilla indica.

Noms communs :

En anglais : Sea Onion,Wild Onion, Indian squill, Red squill.

En francais : Urginée maritime, oignon marin, Scille maritime, Scille officinale, Scille
européenne, Scille méditerranéenne.

En arabe: Ansal, Beal al far, Faraoun.

En berbére : Achkil.
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3.2. Classification systématique

Classification systématique d’Urginea maritima (L.) Baker (Daoudi et al., 2017).

Systématique :
Régne : Plantae
Classe : Monocotyledoneae
Ordre : Asparagale
Famille : Asparagaceae (liliacée)
Genre : Urginea L.

Espéce : Urginea maritima (L.) Baker

3.3. Description botanique et distribution

Urginea maritima L. Baker est une plante bulbeuse (a trés gros bulbe) de la région
méditerranéenne (Bruneton, 1996). Elle est remarquable par sa tige florifére robuste et dressée
qui peut atteindre 1 m d’hauteur. Le bulbe est tuniqué ovoide, volumineux formé d'écailles
insérées sur un plateau qui porte des racines charnues. Il peut atteindre 15 a 30 cm de

diamétre et son poids peut aller jusqu'a 3 a 4kg.

Les grandes feuilles d’Urginea maritima de largeur (3-10cm) et longueur (30-100cm),
apparaissent en touffe au printemps, puis disparaissent avant I'été avant la floraison. Elles ont

vertes foncées, brillantes, glabres, épaisses, quelquefois ondulées et aigués au sommet.

Les fleurs blanches, petites, étoilées et nombreuses sont disposées serrées sur la tige en
longues grappes, se montrent depuis le mois de juillet jusqu'au mois d'octobre. Elles sont
munies de petites bractées tres étroites et portées sur des pédoncules plus longs qu'elles
(Cuenod et al., 1954 ; Merad, 1991 ; Dafni et al., 1981 ; Truelle 2009 ; Grive 2011).

La plante est distribuée généralement dans les pentes des collines, les terrains sablonneux pres
de la mer Méditerranée et dans certaines régions de I’ Afrique du Nord (Bellakhdar, 1997), le
Moyen-Orient, I’Europe et dans les iles Canaries.

Urginea maritima a deux variétés en fonction de leurs bulbes : rouge et blanche. La variété
rouge (scille rouge) est prédominante en Tunisie (Cuenod et al., 1954; Makhlouf, 1978),
Algérie (Battandier, 1893), et la Gréce. La variété blanche est prédominante au Maroc
(Bellakhdar, 1997).
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Figure 10. Les différentes parties de 1’espéce Urginea maritima (Truelle, 2009).

3.4. Utilisations d’Urginea maritima
Urginea maritima est utilisé comme une plante médicinale et biopesticide et donc on trouve

son application dans les produits pharmaceutiques ainsi que dans lI'agriculture.

3.4.1. Utilisations en medecine traditionnelle

Urginea maritima a été utilisée comme plante médicinale a travers les siécles dans tout le
monde. Les anciens Egyptiens ont découvert son utilisation contre 1'cedéme, les vomissements
et les toux (Blumenthal et al., 1998). La bulbe de cette plante a été utilisée par les herboristes
pour le traitement de I’insuffisance cardiaque, la bronchite chronique, 1’asthme, la toux, la
pneumonie, les blessures, les hémorroides, les problémes de verrues, I’avortement, les piqres
de vipeéres, ’ictére et comme un diurétique (Sharaf et al., 2006 ; Adamsa et al., 2009). Ainsi,
elle est utilisée pour traiter les problémes dermatologiques, les douleurs de 1’oreille (El Hafian
et al., 2014), les pathologies digestives (Mehdioui et Kahouadji, 2007) et la coqueluche
(Hmamouchi, 1999). Cette plante est recommandée pour traiter aussi I’hépatite (Bellakhdar,
1997 ; Benkhnigue et al., 2010). Les femmes 1’utilisent comme abortif par voie interne ou en
fumigations vaginales (Deepak et al., 2003). La médecine moderne continue a trouver son
utilisation comme expectorant, avec préparations commerciales pour le rhume (Shiva

kameshwari et al., 2012).

3.4.2. Utilisations en agriculture
En plus de son potentiel magique pour guérir de nombreuses maladies humaines, U. maritima
trouve également son utilisation comme pesticides contre les champignons, les insectes et les

20



Etude bibliographique

rats ou les études ont montré que I’extrait de bulbe est un insecticide puissant (Pascual-

Villalobos et Robledo, 1999).

3.5. Données phytochimiques

Du point de vue phytochimique, il a été signalé que les principaux constituants des bulbes
d’U. maritima sont des glycosides cardiaques (1-3%) principalement de type bufadienolides
(Kopp et al., 1996). Les anthocyanines (Dizaye et Badraldin, 2010), les flavonoides
(Fernandez et al., 1972), les acides gras, les polysaccharides (Spies et al., 1992) et I'oxalate de
calcium sont également présents (Cogne et al., 2001). Cette espece renferme aussi des tanins,
des composés réducteurs, des anthraquinones combinées, du mucilage, des triterpénes et des
stéroides (Belhaddad et al., 2017). Ce groupe de composants manifestant des activités

biologiques pharmacologiques trées marquees.

3.6. Données pharmacologiques et toxicologiques

Plusieurs études ont démontré que les extraits de bulbe d’Urginea maritima contiennent des
antioxydants naturels protégeant les étres humains contre les effets toxiques et nocifs des
radicaux libres.lls ont une large gamme d'activité antioxydante, antiradicalaire,
antimicrobienne (Mammadov et al., 2010 ; Jarjes et al., 2016 ; Belhaddad et al., 2017), et

antifongique puissante contre de nombreux champignons pathogenes (Daoudi et al., 2017).

Cette plante est toxique pour I’homme et 1’animal, qui se manifeste par des vertiges, des
nausées, des vomissements, des diarrhées, de I’hypertension, des douleurs dans le ventre et
dans les jambes. Dans des cas graves il peut survenir un coma puis la mort par un arrét
cardiaque (Hmamouchi, 1999). Cette toxicité due principalement a la présence des glycosides
toxiques comme le scilliroside qui est le principal glycoside toxique et se trouve dans toutes
les parties de la plante, en particulier les racines et le noyau de la partie bulbeuse (Sharaf et
al., 2006).
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Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Materiel végétal

Les fleurs d’Urginea maritima ont été récoltées au mois d’Octobre 2017, a partir de la wilaya
de Mila (commune de Sidi Khelifa). Elles ont été nettoyées des impuretés, séchées a I’abri de
la lumiére puis broyées a I’aide d’un mortier en poudre moyennement fine, a partir de laquelle
des différents extraits ont été préparés. Le stockage a été fait dans des sachets en papiers et a

I’abri de la lumiére.

1.2. Produits chimiques
Les produits chimiques utilisés dans notre étude sont :
e Les solvants : le méthanol, 1’éthanol, le chloroforme.

e Les réactifs : trichlorure d’aluminium (AICI3), Folin-Ciocalteu, bicarbonate de sodium
(Na2CO3), acide gallique, quercétine, acide tannique, Butylated hydroxy toluen (BHT),
2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), vitamine C (acide ascorbique), ferricyanide
de potassium [KsFe(CN)s], acide trichloracétique (TCA), chlorure ferrique (FeCls) , B-
carotene, Tween40, acide linoléique, tert-Butyl hydroperoxide (t-BHP), K:HPOj4 et
KH2POa4.

Ces solvants et réactifs sont obtenus auprés de Fluka, Prolabo, Sigma-Aldrich, Organics et

Janssen Chemica.

2. Méthodes

2.1. Extraction

2.1.2. Préparation de I’extrait éthanolique

L’extraction éthanolique (EEt) a été effectuée par macération avec 1’éthanol 80%
(volume/volume avec 1’eau distillée) a raison de 10g de la poudre des fleurs pour 100ml. La
macération dure 24heures a température ambiante et a ’abri de la lumiére. Apres filtration a
travers le papier Wattman N°3, le filtrat est évaporé a 1’aide d’un rotavapeur (KIT LAB®)

presque a sec et le résidu final a été mis a sécher dans une étuve a 45°C, jusqu’a I’obtention
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d’un extrait sous forme de poudre conservée a - 4°C jusqu’a son utilisation (Mbiantcha et al.,

2011).

2.1.2. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux (EAq) a été préparé en suivant un mode d’extraction traditionnelle ;
I’infusion (Daoudi et al., 2017). Briévement, 10g de la poudre des fleurs a été mis dans 100ml
de I’eau distillée bouillante pendant 15min. Apreés filtration, la solution obtenue est placé dans
I’étuve a 45°C jusqu’a I’obtention d’un extrait sec, conservé par la suite a - 4°C jusqu’a son

utilisation.
2.2. Dosage des composés phénoliques

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification de ces métabolites est effectuée généralement par plusieurs méthodes
analytiques dont la méthode la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu.

a) Principe

Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040). L’oxydation en milieu alcalin du
réactif Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables des composés phénoliques conduit a la
formation d’un mélange d’oxyde bleu. L’intensit¢ de la coloration produite, qui a une
absorbance maximale a 765nm, est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents

dans I’extrait analysé (Georgé et al., 2005).

b) Protocole

Les polyphénols ont été déterminés en spectrophotométrie (Li et al., 2007). Briévement,
500ul du réactif Folin-Ciocalteu (dilué & 10% dans de I’eau distillée) sont ajoutés a 100ul
d’extrait avec des concentrations bien déterminées. Quatre minutes apres, 400Ul de la solution
de Na2COs (75mg/ml) sont additionnées au mélange réactionnel. Aprés une incubation de 2
heures a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, I’absorbance est lue a 765nm par un
spectrophotométre (SPECORD® 50 PLUS).

La droite d’étalonnage a été réalisée par 1’acide gallique (0-160pg/ml), en suivant les mémes
étapes de dosage. Les teneurs en polyphénols totaux sont déterminées a partir de la droite de
régression de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent

d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g).

24



Matériel et méthodes
2.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides dans les extraits d’Urginea maritima a été effectuée par la
méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3), en suivant le protocole de Bahorun et ses
collaborateurs (1996).

a) Principe

La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure d’aluminium et les groupements
hydroxyles (OH) des flavonoides produise un complexe de couleur jaune ayant une

absorbance maximale a 430nm (Ababsa, 2009).

b) Protocole

A 1ml d’échantillon, 1ml de la solution d’AlCls (2% dans de 1’'méthanol) est ajouté. Aprés
10min d’incubation, a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, les absorbances sont
mesurées par le spectrophotomeétre a 430nm. Toutes les manipulations sont répétées 3 fois.

Dans les mémes conditions, la gamme d’étalonnage de la quercétine (0-40pug/ml), est établie.
La quantité des flavonoides est déterminée a partir de la droite de régression de la droite
d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par

gramme d’extrait (mg EQ/g).

2.2.3. Dosage des tannins

La détermination de la teneur en tannins dans les extraits aqueux et éthanolique d’Urginea
maritima a été effectuée en suivant la méthode décrite par Batesmith (1973). Ce dosage est
basé sur la capacité des tannins a faire précipiter les protéines (hémoglobine du sang bovin

frais).

b) Protocole

Briéevement, 1ml de chaque extrait de la plante a été mélangé avec 1 ml du sang bovin
hémolysé (absorbance = 1,6). Apres 20min, le mélange a été centrifugé a 4000rpm/min par
une centrifugeuse (-EBA 20) pendant 10min et I'absorbance du surnageant a été mesurée a
756nm.

La droite d’étalonnage est réalisée par 1’acide tannique (0-700pg/ml), en suivant les mémes
étapes de dosage. Les teneurs des extraits en tannins sont déterminées a partir de la droite de
régression de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en milligramme €équivalent

d’acide tannique par gramme d’extrait (mg EAG/g).
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2.3. Evaluation de P’activité antioxydante

Plusieurs tests sont utilisés dans la présente étude pour évaluer 1’activité antioxydante des

extraits des fleurs d’Urginea maritima :
e Activité anti-radicalaire par la méthode au DPPH.
e Effet réducteur des métaux de transition par le test du pouvoir réducteur.
e Inhibition de la peroxydation lipidique par le test du blanchissement de f3-carotene.

o Effet hémato-protecteur en utilisant le test d’hémolyse induite par le t-BHP.

2.3.1. Test de DPPH

Dans ce test, la solution de DPPH est préparée par solubilisation de 0,4mg de DPPH dans
100ml du méthanol au jour de la manipulation. Cing-cents microlitres (500ul) des extraits ou
des standards (acide gallique et BHT) sont ajoutés a 500ul de la solution de DPPH. Le
mélange réactionnel est laissé a 1’obscurité pendant 30min et 1’absorbance est mesurée a

517nm (Que et al., 2006). L’activité anti-radicalaire est estimée selon I’équation ci-dessous :
Activiteé anti-radicalaire (%) = [(A controle — A échantilion) / A controle] X 100

La concentration inhibitrice (ICso) est définie comme étant la concentration de 1’échantillon
qui produit 50% d’effet piégeur du radical DPPH. Elle est déterminée a partir de la droite de
régression de la courbe de I’activité anti-radicalaire en fonction de différentes concentrations

de I’échantillon.

2.3.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et éthanolique d’Urginea maritima est déterminé
selon la méthode de Chung et ses collaborateurs (2005). Cent microlitres (100ul) de tampon
phosphate (0,2M, pH 6,6) et 100ul de ferricyanure de potassium ([KsFe(CN)s], 1%) sont
ajoutés a 100l de différentes concentrations d’extraits ou des antioxydants standards (BHT et
la vitamine C). Le mélange est incubé pendant 20minutes a 50°C. Aprés incubation 250ul
d’acide trichloracétique (TCA, 1%) sont ajoutés, et soumis a une centrifugation a
3000rpm/min pendant 10minutes. Ensuite, 250ul du surnageant est prélevé pour ajouter 250ul
d’eau distillée et 500ul de chlorure ferrique (FeCls, 0,1%) ; la lecture se fait au

spectrophotométre a 700nm.
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La valeur ECsp est la concentration de 1’échantillon qui correspond a une absorbance égale a
0,5 et est calculée a partir du graphe de I’absorbance en fonction de la concentration de

I’échantillon.

2.3.3. Blanchissement du p-caroténe

La capacité des extraits a prévenir le blanchissement de la f-caroténe est déterminé selon la
méthode décrite par Miller en 1971 et qui est modifiée par Aslan et ses collaborateurs (2006).
Bri¢vement, une émulsion de B-carotene/acide linoléique a été préparée par la solubilisation
de 0,5mg de B-carotene dans 1000ul du chloroforme. Vingt-cinqg microlitres (25ul) de 1’acide
linoleéique et 200mg de Tween 40 sont additionnées. Le chloroforme est ensuite évapore, en
utilisant un rotavapeur (KIT LAB®), et 100ml d’cau distillée oxygéné ont été ajoutés avec

une agitation vigoureuse de I’émulsion résultante.

Pour la réalisation du test, 2500u1 de I’émulsion précédente sont ajoutés a 350ul de I’extrait a
analyser (2mg/ml). L’antioxydant standard (BHT) est utilisé comme un contréle positif, alors
que le controle négatif est réalise par le solvant de solubilisation des extraits. La décoloration
de B-carotene est suivie a 490nm a des intervalles de temps réguliers pendant les 5 premieres
heures, puis aprés 24heures et 48heures. L’inhibition de la dégradation de B-carotene des

extraits (% inhibition) est calculée selon 1’équation suivante :
% Inhibition = At (extrait) x 100 / At (BHT)

At (extrait) : absorbance de I’extrait dans un temps déterminé.

At (BHT) : absorbance de BHT dans un temps détermine.

2.3.4. Inhibition de I’hémolyse oxydative des érythrocytes induite par le t-BHP

Afin d’évaluer la résistance des érythrocytes prétraités par les extraits des fleurs d’Urginea
maritima a une attaque radicalaire on a utilisé la vitamine C comme standard. Brievement, un
prélevement du sang sur tube EDTA (10ml) a été obtenu a partir d’un volontaire sain. Ensuite,
les globules rouges (GR) ont été isolées par centrifugation (centrifugeuse —EBA 20) a 3000pm
pendant 10min et lavées quatre fois avec du tampon PBS (phosphate de sodium 10mM, NaCl
125mM, pH 7,4), puis remis en suspension (2% d'hématocrite) en utilisant le méme tampon.
Les cellules conservées a 4°C doivent étre utilisées dans les 6 heures suivant leur préparation.
Afin d’induire ’hémolyse oxydative, la suspension des GR déja préparée a été traitée par le t-
BHP (concentration finale 500uM) dissous dans du PBS (Takebayashi et al., 2010).
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Pour tester I'effet antioxydant protecteur sur les globules rouges, les cellules ont été prétraitées
pendant 15min, en l'absence ou en présence de 2mg/ml de chaque extrait aqueux et
éthanolique, avant l'induction du stress oxydatif. Au bout de 3h d'incubation a 37°C apres le
traitement oxydatif, I'némolyse a été déterminée comme deécrit ci-dessous. Les échantillons
ont été centrifugés a 3000pm pendant 10min et I'absorption (A) du surnageant (S1) est mesuré
a 540nm, en utilisant un spectrophotométre (SPECORD® 50 PLUS). Les précipités (globules
rouges intactes) ont été ensuite hémolysées en ajoutant 40 volumes d’eau distillée glacée. Le
mélange est centrifugé a 3000pm pendant 10min. Le surnageant (S2) a été ensuite ajouté a S1

et I'absorption (B) des deux surnageant combinés (S1 + S2) a été mesuré a 540nm.

Le pourcentage d'hémolyse (HM) a été calculé a partir du rapport des lectures (A/B) x 100,
alors que le pourcentage d’inhibition de ’hémolyse (IH) a été calculé a partir de 1’équation

suivant :

% IH =100 X [1 — ((% HM échantillon - % HM contréle) / % HM contrdle)]
ou:
% HM échantillon : pourcentage d’hémolyse en présence des extraits ou de la vitamine C.

% HM contrdle : pourcentage d’hémolyse en absence de t-BHP, des extraits et de la

vitamine C.

2.4. Analyses statistiques

Les résultats des tests réalisés sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs ECsg et ICso sont
calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [Absorbance = f
(concentrations)] et [% inhibition = f (concentrations)], respectivement. Les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test ANOVA one-way
(univarié) suivi du test de Tukey ou de Dunnett pour comparaison multiple, en utilisant le
logiciel GraphPad Prism 7®. Les différences sont considérées statistiquement significatives

au seuil de 0,05.
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1. Extraction des fleurs d’Urginea maritima

L’extraction des fleurs d’Urginea maritima a été réalisée par 1’éthanol 80% et par 1’eau
distillée. Apres I’extraction et 1’élimination de toute trace de solvant, le rendement est calculé
selon la formule ci-dessous et les résultats obtenus (teneur en composes extractibles, TCE)

sont présentés dans le tableau 04.

Poids de | extrait
Poids sec de la plante X

Rendement (TCE) =

Tableau 04. Teneur en composes extractibles (TCE), ou rendement d’extraction des fleurs

d’Urginea maritima.

EAqQ 20,4

EEt 24,9

Ces résultats montrent que le rendement de 1’extraction éthanolique (24,9%) est supérieur a

celui de I’extrait aqueux (20,4%).

Généralement, divers solvants sont utilisés pour I’extraction de ces principes actifs englobant
I’eau, I’éthanol, le méthanol et I’acétone. Il a été montré que les solvants hydroalcoolique
donnent les meilleurs rendements d’extraction que les solvants alcoolique (Boulekbache et al.,
2013 ; Tan et al., 2013). Cela explique I’utilisation de 1’éthanol (80%) dans la présente étude.

L’extraction aqueuse et I’extraction e€thanolique ont été faites dans la présente étude apres
avoir sécher la plante a I’ombre et I’avoir rendu en poudre. En fait, I’utilisation d’un matériel
sec est recommandée du moment que les flavonoides (particulierement les glycosides)
peuvent étre soumis a une dégradation enzymatique quand le matériel végeétal est frais ou non
séché. De plus, les fermentations microbiennes causées par I’humidité peuvent étre la cause
de cette dégradation (Seidel, 2005). Le séchage de la plante a I’obscurité prévient les
transformations chimiques telles que I’isomérisation et la dégradation causées par les
radiations ultraviolettes de la lumiere solaire (Jones et Kinghorn, 2005). L’utilisation de la
poudre a la place de la plante entiere a pour but d’améliorer 1’extraction du fait de rendre
I’échantillon plus homogeéne, augmenter la surface du contact avec le solvant et faciliter sa

pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont pas détruites apres le broyage.
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Le rendement de I’extraction éthanolique (24,9%) est relativement supérieur a celui de
I’extraction aqueuse (20,4%). Les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la
perméabilité des parois cellulaires en facilitant 1’extraction d’un plus grand nombre de
molécules polaires, de moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005). Néanmoins, 1’extraction
aqueuse est faite par infusion a température élevée pendant 15min. En fait, Su et ses
collaborateurs (2006) ont rapporté que le rendement des extractions aqueuses augmente avec
la température. Cela est expliqué par le fait que 1’eau a haute température provoque la
perturbation des cellules facilitant la pénétration du solvant et la solubilisation des molécules
(Albano et Miguel, 2010). La chaleur peut, cependant, conduire a la dégradation des
molécules thermolabiles (Seidel, 2005). C’est la raison pour laquelle, I’infusion a été

effectuée pendant un temps réduit.

2. Teneur des extraits en polyphénols, en flavonoides et en tannins

2.1. Teneur en polyphénols

La teneur des extraits aqueux et éthanolique des fleurs d’Urginea maritima en polyphénols a
été déterminée par la méthode du Folin-Ciocalteu et exprimée en mgEAG/g d’extrait
déterminée a partir de I’équation de la droite de régression de droite d’étalonnage de 1’acide
gallique (Annexe 01) et par gramme de fleurs seches (g FS). Les résultats sont regroupés dans
le tableau 05.

Tableau 05. Teneur en polyphénols totaux (TPT) dans les différents extraits des fleurs
d’Urginea maritima.

mg EAG/g d’extrait mg EAG/g FS
EAqQ 54,73 £1,62 11,16 + 2,57 5,47
EEt 40,91 +0,59 10,20 = 0,37 4,09

Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3)

D’aprés ce tableau, les deux extraits aqueux et éthanolique obtenus a partir des fleurs

d’Urginea maritima contiennent des teneurs considérables en polyphénols. Il est clair que
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I’extrait aqueux est le plus riche en polyphénols (54,73mg EAG/g d’extrait) que I’extrait
éthanolique (40,91mg EAG/g d’extrait).

En comparant la teneur en polyphénols avec celle des composes extractibles dans les deux
extraits, elle semble tres faible (Tableau 05). Le rapport TPT/TCE est égal a 5,47% pour
I’extrait aqueux et 4,09%. De ce fait, d’autres composés que les polyphénols occupent une

bonne partie dans I’EAQ et EEt avec un pourcentage de 94,53% et 95,91%, respectivement.

2.2. Teneur en flavonoides et en tannins

La teneur en flavonoides et en tannins des extraits aqueux et éthanolique d’Urginea maritima
est estimée en utilisant les méthodes de trichlorure d’aluminium et la méthode de précipitation
de I’hémoglobine, respectivement. Les teneurs sont déterminées a partir de 1’équation de la
droite de régression des droites d’étalonnages de la quercétine (Annexe 02) pour les
flavonoides et de 1’acide tannique (Annexe 03) pour les tannins. Les résultats sont représentés

dans le tableau 06.

Tableau 06. Teneur en flavonoides et en tannins dans les différents extraits des fleurs

d’Urginea maritima.

mg EQ/g d’extrait

mg EAT/g d’extrait

EAqQ 6,06 +0,19 37+1,82

EEt 3,38 £ 0,33 35,23 + 1,46

Chague valeur représente la moyenne + SD (n=3).

Le dosage des flavonoides et des tannins a révélé que I’EAq est plus riche en flavonoides
(6,06mg EQ/Q) et en tannins (37mg EAT/g) que I’EEt. Un tel résultat est comparable a celui
du dosage des polyohénols. Les teneurs en polyphénols totaux ainsi qu’en flavonoides et en

tannins des deux extraits sont regroupées dans la figure 14.
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Figure 11. Teneur en polyphénols totaux, en tannins et en flavonoides dans les extraits

aqueux et éthanolique d’Urginea maritima. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

La raison principale du dosage des polyphénols, des flavonoides et des tannins réside dans le
fait que la majorité des propriétés antioxydantes des plantes leur sont attribués (Li et al.,
2007).

Nos résultats de la teneur en polyphénols totaux de I’EAq d’Urginea maritima sont en accord
avec ceux obtenus par Daoudi et ses collaborateurs (2017) qui utilisent I’extrait des feuilles de
la méme espece. La présence des polyphénols dans les extraits des feuilles et des bulbes de la

plante étudiée est également rapportée par Mammadov et al., en 2010.

L’extrait aqueux est plus riche en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins que
I’extrait éthanolique ce qui référe le plus probable a la solubilité relative des polyphénols
présents dans la plante dans I’eau et 1’éthanol, respectivement. En fait, la solubilité des
polyphénols est gouvernée par le type de solvant utilisé, leur degré de polymérisation ainsi
que leur interaction avec d’autres constituants et la formation de complexes insolubles (Falleh

et al., 2008).

Bouguandoura et Bendimerad (2012) ainsi que Ozen et ses collaborateurs (2011) trouvent que
I’extrait aqueux de Satureja calamintha et de Thymus praecox était également plus riche en
polyphénols que I’extrait éthanolique et méthanolique. Cela est expliqué par la présence d’un

grand nombre de molécules solubles dans 1’eau et non solubles dans 1’alcool.
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3. Activité antioxydante des extraits d’Urginea maritima

Le potentiel antioxydant des polyphénols est désormais munis d’un grand intérét du a son
effet chimioprotecteur contre diverses maladies ainsi qu’a son effet inhibiteur de la

peroxydation lipidique (Bubonja-Sonje et al., 2011).

Les processus oxydatifs sont tres variés et la nature de D’activité antioxydante peut étre
multiforme et attribuée a différents mécanismes tels que le piégeage des radicaux libres (effet
scavenger), la chélation des ions métalliques de transition (la réduction) et méme la
prévention de I’initiation d’une chaine d’oxydation productrice des ROS (Ozen, 2009). Ainsi,
la combinaison de plusieurs tests antioxydants complémentaires les uns aux autres est utile
afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits des plantes ou de leurs polyphénols (Ksouri
et al., 2009).

3.1. Effet piégeur envers le radical DPPH

Les résultats obtenus par le test de DPPH sont présentées dans la figure 15. Ils montrent que
les deux extraits des fleurs d’Urginea maritima ont une activité antiradicalaire concentration-
dépendante. Cela a été prouvé par des auteurs ayant travaillé sur les bulbes d’Urginea indica
(Banani et al., 2015), ou sur les bulbes et les feuilles d’autres especes de la méme famille des
Liliacée, comme le genre Allium (Demirtas et al., 2013 ; Himed, 2015) et des espéces
d'oignons sauvages (Panduranga Murthy et al., 2011).

Un effet antiradicalaire maximal de 90,3% et de 82,48% est exercé par les extraits aqueux et
éthanolique a des concentrations de 500pg/ml et 600ug/ml, respectivement. Le BHT, utilisé
comme un antioxydant standard a montré un effet maximal de 83,76% envers le radical DPPH
a une concentration de 300ug/ml, tandis que I’acide gallique a exercé un effet maximal de

99,03% a une concentration de 20pg/ml.

La concentration inhibitrice ICso a été calculée par la méthode de régression linéaire a partir
de la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. Ce parameétre est défini comme étant la
concentration efficace de I’extrait capable de piéger 50% des radicaux DPPH dans le mélange
réactionnel, ou I’activité la plus forte correspond a 1’ICso la plus faible. Les résultats obtenus

sont illustrés dans la figure 16.
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Figure 12. Effet piégeur des différentes concentrations des extraits. (A) : EAq et (B) : EEt des
fleurs d’Urginea maritima, d’acide gallique et du BHT envers le radical DPPH.

Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.

Ils est claire que les deux extraits des fleurs d’Urginea maritima sont dotés d’un pouvoir
antioxydant modéré par le piégeage des radicaux DPPH, ou I’EAq présente 1’effet scavenger
le plus puissant du radical DPPHe (ICso = 163,08 + 9,51ug/ml), que I’EEt (ICs0 = 243,36 +
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13,94pg/ml). Une activité qui reste toujours, significativement (p<0.001) tres inférieure a
celles des standards : I’acide gallique (2,63pg/ml) et le BHT (65,31pg/ml).
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Figure 13. Activité antiradicalaire des extraits des fleurs d’Urginea maritima, d’acide
gallique et du BHT envers le radical DPPH exprimés en ICso. Chaque valeur
représente la moyenne = SD (n=3); *** p < 0.001, comparant avec le BHT

(ANOVA a un facteur suivi du test de comparaison multiple du Dunnett).

L’activité anti-radicalaire est trés importante de fait du role délétere des radicaux libres dans
les systémes biologiques (Gulgin et al., 2010). La méthode du radical DPPH est employée
pour le criblage des molécules douées d’activité antioxydante des extraits végétaux. Elle est
souvent utilisée a cause de sa simplicité, sa grande sensibilité, la rapidit¢ d’analyse de
I’activité antioxydante, ainsi que la bonne reproductibilité des résultats (Gulgin et al., 2010).
Dans cette procédure, Iactivité antioxydante de 1’échantillon est estimée par le degré de
décoloration de la solution de DPPH dont la réduction de ce radical ayant une couleur violette
foncée (DPPHe), par les groupements hydroxyles des antioxydants présents dans les extraits,
conduisant a la formation d’un composé stable d’une couleur jaune (DPPH-H) (Figure 17).
Cette capacite de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des

substances antiradicalaires (Majhenic et al., 2007 ; Locatelli et al., 2010).
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Figure 14. Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite (Popovici et al., 2009)

Nos résultats suggerent que les extraits d’Urginea maritima contiennent des agents piégeurs
des radicaux libres agissant comme antioxydants primaires réduisent et décolorent le DPPH
(De Pooter et Schamp 1986). L’action de ces antioxydants est supposée d’étre due a leur
capacit¢ de donation d’atomes d’hydrogéne ou d’électrons dérivée principalement de
I’hydroxyle du cycle A des flavonoides (Le et al., 2007). Les polyphénols contenus dans les
extraits d’Urginea maritima sont probablement responsables de I’activité antioxydante de ces

extraits.

L’extrait aqueux d’Urginea maritima est plus riche en polyphénols que I’extrait éthanolique
et sa capacité de piéger les radicaux DPPH est plus élevée. Cela montre qu’il y a une relation
entre la teneur en polyphénols et I’activité antioxydante des extraits et pourrait indiquer que
les polyphénols sont responsables de cette activité. Cette relation a été rapportée par
Mammadov et ses collaborateurs (2010) qui montrent 1’existence d’une corrélation
significative entre la teneur en polyphénols et 1’effet scavenger des extraits méthanolique et
éthanolique des feuilles d’Urginea maritima envers les radicaux DPPH. Banani et son équipe
ont trouvé également la méme corrélation avec 1’extrait méthanolique des bulbes d’Urginea
indica (Banani et al., 2015). Il est évident donc que la forte activité antioxydante enregistrée

dans nos extraits est attribuée a leur richesse en composés phénoliques.

Ces résultats sont en accord avec ce qui est annoncé dans la littérature par plusieurs auteurs
que le potentiel d’activité antioxydante des extraits d’autres plantes médicinales dépend
également de sa teneur en composes phénoliques (Stagos et al., 2012 ; Amri et al., 2015 ;
Guettaf et al., 2016).
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3.2. Pouvoir réducteur

La capacité de donation des électrons dans une réaction d’oxydoréduction peut étre aussi
utilisée dans la mesure de I’activité antioxydante d’un composé. Cette capacité de donation
d’¢lectrons est appelée pouvoir réducteur. Les résultats illustrés dans la figure 18 montrent
que les extraits EAQ et EEt sont dotés d’un pouvoir réducteur remarquable de maniére dose-
dépendante et presque stable a partir de 50ug/ml, tandis que la Vit C et le BHT montrent une

activité réductrice maximale a 18ug/ml et 36pg/ml, respectivement.
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Figure 15. Pouvoir réducteur des différentes concentrations des extraits (A) : EAq, (B) : EEt,
de la Vit C et du BHT exprimé en absorbance a 700 nm. Les valeurs représentent la

moyenne de trois essais £ SD.
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Le pouvoir réducteur des extraits des fleurs d’Urginea maritima est mesuré en suivant la
réduction directe du fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure (Fe3* (CN)s) en fer ferreux
(Fe?*) (Fe?* (CN)g), dans un milieu acidifié par I’acide trichloracétique et qui est déterminée
par la détection spectrophotométrique du complexe (Fe*)s[Fe?*(CN)e]s ayant une forte
absorption a 700nm (Le et al., 2007). Cette réaction se traduit par le virage de la couleur jaune
du ferricyanure de potassium vers la couleur bleu verte avec une augmentation de
I’absorbance indiquant une augmentation de la puissance réductrice de 1’échantillon étudié

(Zou et al., 2004).

Le potentiel réducteur a été également exprimé en concentration effectrice lorsque
I’absorbance est égale a 0,5 par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe

[Absorbance = f (concentrations)], ou I’ECsp la plus faible correspond a 1’extrait le plus actif.

Les valeurs calculées (Figure 19) montrent que la capacité réductrice de Vit C est
significativement la plus puissante que celle de BHT et des extraits avec la concentration la
plus faible (3,56 £+ 0,56g/ml). Les concentrations effectrices obtenues par les extraits EAQ et
EEt d’Urginea mariitma (179,12 £ 1,31ug/ml et 186,81 + 3,88ug/ml, respectivement)
montrent qu’ils ont un pouvoir réducteur remarquable dont I’EAq est le plus actif. Une

activité qui reste toujours significativement inférieure a celles des standards (p<0.001).
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Figure 16. Pouvoir réducteur des extraits EAq et EEt des fleurs d’Urginea maritima, la Vit C
et de BHT. Les résultats sont représentés sous forme des concentrations effectrice
ou I’absorbance est égale a 0,5. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).
*** p<0,001 comparant avec le BHT (ANOVA a un facteur suivi du test de

comparaison multiple du Dunnett).
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Elle existe une bonne relation entre le pouvoir réducteur des extraits EAq et EEt et leurs
teneurs en polyphénols ou I’EAq le plus riche en composés phénoliques, y compris les
flavonoides et les tannins, présente 1’activité réductrice la plus puissante. Donc, le pouvoir
réducteur des deux extraits pourrait étre lié a la présence des groupements hydroxyles dans

les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron.

Kumarappan et al.,(2012), ont signalé que les donneurs d’électrons pourraient réagir avec les
radicaux libres pour les transformer en produits plus stables et arréter les chaines des réactions
radicalaires ; c’est ce qu’on appelle pouvoir réducteur. Ils ont rapporté aussi que 1’activité
antioxydante des composés naturels peuvent avoir une corrélation réciproque avec leur
pouvoir réducteur du fer (Kumarappan et al., 2012 ; Guettaf et al., 2016). Ainsi de nombreux
auteurs considérent la capacité réductrice des extraits comme indicateur significatif de son

pouvoir antioxydant potentiel (Li et al., 2009 ; Liu et al., 2013).

3.3. Test du blanchissement de f-carotene

Pour évaluer la puissance des extraits aqueux et éthanolique des fleurs d’Urginea maritima
a ralentir ou inhiber I’oxydation de B-caroténe, un suivi de la réaction d’oxydation a été
réalisé en mesurant tout abaissement d’absorbance a 490nm en fonction du temps. Les
courbes obtenues, exprimés en pourcentage d’inhibition du blanchissement de B-caroténe,

sont représentés dans la figure 20.
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Figure 17. Activité antioxydante des extraits des fleurs d’Urginea maritma, du BHT et
d’H20 et de I’éthanol (EtOH) dans le test du blanchissement de -caroténe. Chaque

point représente la moyenne + SD (n = 3).
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Les résultats ont montré que le pourcentage d’inhibition de chaque extrait diminue
progressivement pour atteindre des valeurs plus ou moins basses. Cette diminution est plus

rapide par rapport a celle de BHT et moins par rapport aux contréles négatifs (H.O et EtOH).

En présence du contréle positif (BHT), les absorbances de la solution de B-caroténe restent
stables durant toute la période d’incubation (100% d’activité antioxydante). Alors que les
contrdles négatifs ne montrent qu’une trés faible activité antioxydante qui ne dépasse pas 22%
et 18% pour le H20 et EtOH, respectivement, aprées 24 heures d’incubation. Les deux extraits
des fleurs d’Urginea maritima ont montrés une activité antioxydante remarquable ou les

pourcentages sont apercus dans la figure 21.
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Figure 18. Pourcentage d’inhibition du blanchissement de -caroteéne apres 24 heures par les
extraits d’Urginea maritima, le BHT et les contréles négatifs. Chaque valeur
représente la moyenne + SD (n = 3); *** p < 0.001, comparant avec BHT

(ANOVA a un facteur suivi du test de comparaison multiple de Dunnett).

Cette représentation montre que 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique et de B-caroténe est
efficacement inhibée par extraits d’Urginea maritima par rapport aux contréles négatifs.
Ainsi, les résultats montrent que les extraits aqueux et éthanolique ont presque la méme
activité antioxydante avec 71,26 % et 71,02 % respectivement, une activité qui reste

significativement inférieure a celle du BHT (p<0.001).
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Le systeme [-caroteéne/acide linoléique est tres utile comme modeéle mimétique de la
peroxydation lipidique dans les membranes biologiques (Ferreira et al., 2006). La
peroxydation lipidigue in vivo est une altération oxydative des acides gras polyinsaturés dans
les membranes cellulaires catalysée par les radicaux libres (Bougatef et al., 2009). Ainsi,
I’acide linoléique pourrait servir comme mod¢le d’acides gras trouvés dans les membranes

biologiques.

Les radicaux peroxydes, provenant de 1’abstraction des atomes d’hydrogénes a partir des
groupements méthylénes diallyliques de I’acide linoléique, attaquent le f-carotene hautement
insaturé entrainant ainsi son oxydation et donc la disparation de leur couleur orange
(Amarowicz et al.,, 2010). Cependant, la présence des antioxydants dans le mélange
réactionnel pourrait inhiber relativement 1’oxydation de (-caroténe. Cette inhibition est due
probablement, soit a ’inhibition de I’auto-oxydation de I’acide linoléique ou au piégeage des

radicaux peroxydes formés durant leur oxydation (Tepe et al., 2005).

Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux et éthanolique d’Urginea maritima
exercent un trés bon effet sur la peroxydation lipidique. Ces résultats suggerent que les
extraits ont une capacité considérable de réagir avec les radicaux libres pour les convertir en
espéces non réactives et interrompre la chaine de réactions radicalaires. Cela reflete aussi la
solubilité des composés antioxydants des deux extraits dans 1’huile et 1’eau, voire les

émulsions

Il a été rapporté que I'échantillon qui inhibe ou retarde le blanchissement du f-caroténe peut
étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme antioxydant primaire (Liyana-
Pathirana et Shahidi, 2006).

Les résultats enregistrés par I’EEt dans I’inhibition d’oxydation du B- carotene sont
comparables avec ceux obtenus par Mammadov et al. (2010) qui ont testé le méme extrait des
bulbes d’U.maritima. L’activité antioxydante des extraits peut étre due a leurs teneurs en
polyphénols ou en flavonoides. Il a été signalé que les polyphénols jouent un réle important
dans la stabilisation de la peroxydation lipidique (Baghiani et al., 2010) et que l'activité
antioxydante des polyphénols peut étre largement prédite en fonction de leur structure
chimique (Rastija et Medic-Saric, 2009).

3.4. Activite anti-hémolytique (in vitro)
Dans cette étude, la capacité des extraits d’Urginea maritima a protéger les globules rouges
contre la lyse oxydative induite par le t-BHP (tert-Butyl hydroperoxide) est évaluée en

utilisant des érythrocytes humains exposés au t-BHP, en mesurant la résistance de la
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membrane érythrocytaire a I'némolyse induite par les radicaux libres. Les résultats exprimés

en pourcentage d’hémolyse sont illustré dans la figure 22.
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Figure 19. Effet anti-hémolytique des extraits EAq et EEt d’Urginea maritima sur I’hémolyse
oxydative induite par le t-BHP exprimé en pourcentage d’hémolyse (500uM). * par
rapport au contréle ; # par rapport au t-BHP. Chaque valeur représente la moyenne
+ SD (n = 3). ***/ ## p<0.001, (ANOVA a un facteur suivi du test de comparaison
multiple de Tukey).

En comparaison avec le contrdle, le taux d’hémolyse en présent de t-BHP seul est tres élevé
(p<0,001), tandis que ce taux est faiblement et non significatif augmenté en présence de Vit
C, EAqQ et EEt couplés avec t-BHP. Une diminution du taux d’hémolyse est marquée en
présence de Vit C, EAq et EEt avec le t-BHP. Donc le taux d’hémolyse diminue
significativement par rapport au contréle t-BHP.

Les résultats sont éclaircis par le calcul des pourcentages d’inhibition de ’hémolyse. Les
valeurs illustrées dans le tableau 07 indiquent que la Vit C est le meilleur inhibiteur
d’hémolyse avec 76,91% d’inhibition, en entrainant un retardement d’hémolyse trés
significatif (p<0,001) comparant au t-BHP (33,94%). D’autre part, les extraits testés (EAQ et
EEt) sont dotés d’une activité anti-hémolytique remarquable (71,43% et 69,68%,
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respectivement). Statistiquement, il n’existe pas de différence significative entre 1’activité
anti-hémolytique exercée par les extraits et celle de la Vit C, mais elle significativement

supérieure a celle du t-BHP.

Tableau 07. Pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse exercé par les extraits EAQ et EEt
d’Urginea maritima, Vit C induit par t-BHP (500uM).

Controle 97,33 6,17
t-BHP 33,94 + 3,21 ***
Vit C 76,91+ 12,94 * ##

EAQ 71,43 + 2,92 ** #ns
EEt 69,68 + 10,80 ** ##ns

Chaque valeur est la moyenne + SD (n=3).* en comparaison avec le controle, * en
comparaison avec le t-BHP, "™ en comparaison avec la Vit C. ***/ ## p < 0.001, (ANOVA a

un facteur suivi du test de comparaison multiple de Tukey).

Les érythrocytes constituent un modeéle cellulaire trés adéquat pour 1’étude du stress oxydant,
en raison de leur facilité d’isolement, leur simplicité, la richesse de leurs membranes en acides
gras polyinsaturés et la concentration cellulaire élevée en oxygéne et en hémoglobine. Ces
cellules sont extrémement susceptibles aux endommagements oxydatifs. Quand les
antioxydants seront consommeés, les radicaux libres agiront alors sur les parois des
érythrocytes entrainant alors leur éclatement. S’il y’a dans le milieu des composés a activité

anti-oxydante, I’hémolyse sera logiquement retardée (Arbos et al., 2008).

Le t-BHP est un oxydant utilisé généralement pour I'étude in vitro de l'oxydation de la
membrane. Dans I'érythrocyte, le t-BHP augmente la perméabilité membranaire aux sucres de
faible poids moléculaire et cause la déformabilité cellulaire (Liu et al., 2002). La
décomposition thermique du t-BHP produit un radical libre qui attaque les érythrocytes. Cette
attaque provoque l'oxydation de la chaine des lipides polyinsaturés et des protéines ce qui
provoque la peroxydation lipidique et donc la perturbation de l'organisation membranaire et
finalement 1’hémolyse (Abirami et al., 2014 ; Kumar et al., 2015).

La présence d’une substance antioxydante dans le milieu va retarder ce phénomeéne en

protégeant les érythrocytes contre I’agression des radicaux libres. Il existe plusieurs
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antioxydants tels que la vitamine E, la vitamine C et les flavonoides qui inhibent I’hémolyse
(Tabart et al., 2009). Cela explique I’activité anti-hémolytique puissante de la Vit C dans la
présente étude qui da principalement a I’effet scavenger des radicaux libérés par le t-BHP. Ce

role antioxydant de la vitamine C vient de ses propriétés réductrices.

L’activité anti-hémolytique exercée par les extraits aqueux et éthanolique des fleurs
d’Urginea maritima est probablement liée avec leurs teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides. Ces résultats ont été confirmes par de nombreuses études qui ont montré que les
composés phénoliques ont la capacité d’améliorer la résistance des globules rouges sanguins
au stress oxydatif in vitro et elles ont accordé cette activité a leurs groupements hydroxyles
aromatiques qui piégent activement les radicaux libres et sont responsables de I'activité
antioxydante (Nithiyanantham et al., 2013 ; Trabsa et al., 2014 ; Ameni et al., 2015 ; Zerargui
etal., 2015).

En effet, Sowndhararajan et ses collaborateurs (2011) ont montré que dans le modéle
d’hémolyse in vitro, les composés phénoliques présents dans la suspension érythrocytaire et
provenant des extraits, vont bloquer la chaine de propagation des radicaux peroxyles dans la
phase aqueuse en piégeant ces radicaux avant qu’ils attaquent les lipides de la membrane
érythrocytaire, et par ce fait, ils vont arréter et inhiber ou retarder I'némolyse. Ainsi, plusieurs
études ont suggéré ainsi que les flavonoides protégent les cellules, non seulement par le
piégeage des radicaux libres, mais aussi en modifiant les propriétés de la membrane cellulaire
(Suwalsky et al., 2007 ; Singh et Rajini, 2008).
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Conclusion

L’étude de D’activité antioxydante des extraits issus de I’espéce Urginea maritma selon la
méthode du piégeage du radical libre DPPH, de la réduction du fer, du blanchissement du -
caroténe et celle de I’activité anti-hémolytique a montré que les deux extraits éthanolique et
aqueux possédent une activité antioxydante plus ou moins importante in vitro. lls exercent
une certaine inhibition vis-a-vis du radical DPPH, un remarquable pouvoir réducteur et effet
inhibiteur de la peroxydation lipidique, en outre, seul 1’extrait aqueux a montré une activité

anti-hémolytique contre I’hémolyse oxdative induite par le t-BHP.

Par ailleurs, les résultats de notre étude montrent que les deux extraits sont riches en
composés phénoliques avec la prédominance de ces derniers dans 1’extrait aqueux en raison
de leurs solubilités plus élevé dans I’eau. On conclut qu’il y a une forte relation entre la teneur
en composées phénoliques et I’activité antioxydante. Alors cette coordinance confirme que
I’activité antioxydante des extraits étudiés est due principalement a leur composition

phénolique, et ¢a puissants donneuse de proton dans les plantes.

Des recherches complémentaires sont nécessaires pour identifier, isoler et purifier ces
constituants, aussi pour un bon rendement, il est souhaitable de poursuivre ce travail pour
déterminer les conditions idéales de séchage et de conservation des fleurs d’Urginea

maritima.

D’autres études concernant la confirmation de la capacité antioxydante d’Urginea maritima
notamment in vivo sont nécessaires pour obtenir une vue précise sur I’activité antioxydant de

la plante.
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Evaluation de I’activité antioxydante in vitro des extraits des fleurs d’Urginea maritima

Résumé

Urginea maritima, est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle algerienne pour traiter une variété de
troubles. Ce travail de recherche a été consacré a 1’étude de la teneur en composée phénolique, et de 1’évaluation des
propriétés antioxydants des extraits des fleurs d’Urginea maritima. La quantification des polyphénols totaux par des
méthodes colorimétriques dans les deux extraits EEt et EAq a donné des teneurs trés importantes notamment dans 1’extrait
aqueuse (54,73 £ 1,62 mg EAG/g d’extrait) que I’extrait éthanolique (40,91 + 0,59 mg EAG/g d’extrait). A I’issue des tests
d’activité antioxydante in vitro, nos résultats montrent que les deux extraits EAq et EEt sont dotées d’un pouvoir
antioxydant important. Les deux extraits EAq et EEt montrent un effet scavenger puissant du radical DPPH avec des ICsg
de 163,08ug/ml et 243,36ug/ml pour ’EAq et EEt, respectivement. Aussi, les deux extraits ont exhibé un pouvoir
réducteur remarquable avec des ECsy de 179,12ug/ml et 186,81ug/ml pour I’extrait EAq et EEt, respectivement.
Concernant 1’oxydation du B-caroténe les extraits inhibent efficacement le blanchissement de la B-caroténe. Dans le
systeme cellulaire, les deux extraits dévoilent un effet protecteur contre I’hémolyse induite par le t-BHP, ’extrait le plus
effectif était I’extrait EAq avec un pourcentage d’inhibition de 71,43 %. Ensemble, ces résultats indiquent que les deux
extraits représentent une source prometteuse d’agents antioxydants.

Mots clés : Urginea mairtima, activité antioxydant, DPPH, -caroténe, pouvoir réducteur, anti-hémolytique.

Abstract

Urginea maritima, is one of the most important plants used in Algerian phytotherapy to cure a lot of disorders. The aim of
this study is to evaluate the total polyphenol content, and the antioxidant properties of Urginea maritima flower’s extracts.
The quantification of total polyphenols in both EEt and EAq extracts yielded very high levels; especially in the aqueous
extract (54.73 £ 1.62 mg EAG / g of extract) when compared to the EEt extract (40.91 £ 0 59 mg EAG / g extract). For the
antioxidant activity of the extracts, DPPH assay, reducing power activity, -carotene bleaching assay and anti-hemolytic
activity were applied. At the end of the in vitro study, our results showed that the two extracts have an important
antioxidant power. In DPPH assay, EAq and EEt showed a very powerful scavenger effect for DPPH with 1Cso of
163.08pg/ml for the aqueous extract and 243.36pg/ml for the ethanolic extract. Also, EAq and EEt extracts exhibited strong
reducing power of iron, thus marking ECso of 179.12 pg/ml for the EAq extract and 186.81pg/ml for the EEt extract. They
also inhibited the oxidation of B-carotene with high inhibition percentage: 71.26% and 71.02% for the aqueous and
ethanolic extract, respectively. Concerning the cellular system, the two extracts reveal an effective protective effect against
t-BHP induced hemolysis. The most effective extracts was EAq extract, which is significantly decreased hemolysis with a
percentage of 71.43%. This effect is stronger than that of the extract EEt. Globally, our results show that both extracts
represent a promising source of molecules with antioxidant activities.

Keywords: Urginea mairtima, antioxidant activity, DPPH, [3-carotene, reducing power, antihmolytic activity
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