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Résumé

Oudneya africana R. connue sous le nom vernaculaire « Henat 1’ibel » est une plante
meédicinale trés répandue dans les régions sahariennes et largement utilisée en médecine
traditionnelle algérienne. Le présent travail vise a 1’étude phytochimique et d’évaluer
I’activité antioxydante des extraits de cette plante. L'extraction des polyphénols de la partie
aérienne de la plante étudiée a abouti a deux extrait brut ; 1’extrait organique méthanolique
et ’extrait aqueux. Les rendements en extraits brutes sont de 1’ordre de 20,61% et 27,28%
respectivement. L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par la
méthode colorimétrique a montré que les extraits sont riches en ces composes. Les résultats
ont montré que la plus grande quantité de phénols totaux et de flavonoides a été trouvee
dans D’extrait méthanolique, avec un taux de 90.93+1.33 PgEAG/mg d'extrait et
10.05£0.19 pg EQ/mg d'extrait, respectivement. L’évaluation, in vitro, de Dactivité
antioxydante des deux extraits a été réalisée par quatre méthodes spectrophotométrique, a
savoir : le test du DPPH, le test d’ABTS, le test de pouvoir réducteur et le test de
blanchissement B-caroténe. Les résultats ont révelés que les deux extraits étudiés avaient
un pouvoir antioxydant puissante dont l'effet antiradicalaire le plus élevé est celui de
I’extrait méthanolique. En conclusion, Oudneya africana a des effets antioxydants
puissants in vitro qui soutiennent leur utilisation en médecine traditionnelle. Ce qui indique
clairement les bénéfices potentiels de la plante pour lutée naturellement contre le
phénomene de stress oxydatif.

Mots clés: Oudneya africana, extrait méthanolique, extrait aqueux et activité antioxydante.



Abstract

Oudneya africana known under the vernacular name "Henat I'ibel” is a medicinal plant
very widespread in the Saharan regions and widely used in traditional Algerian medicine.
The present work aims at the phytochemical study and to evaluate the antioxidant activity
of the extracts of this plant. The extraction of polyphenols from the aerial part of the
studied plant resulted in two crude extracts; the methanolic organic extract and the aqueous
extract. The yields of crude extracts are around 20.61% and 27.28% respectively. The
quantitative estimation of total polyphenols and flavonoids by the colorimetric method
showed that the extracts are rich in these. The results showed that the highest amount of
total phenols and flavonoids was found in the methanolic extract, with a rate of 90.93+1.33
MgEAG/mg extract and 10.05+0.19 pug EQ/mg extract, respectively. The evaluation, in
vitro, of the antioxidant activity of the two extracts was carried out by four
spectrophotometric methods, namely: the DPPH test, the ABTS test, the reducing power
test and the B-carotene bleaching test. The results revealed that the two extracts studied had
a powerful antioxidant power whose highest anti-radical effect is that of the methanolic
extract. In conclusion, Oudneya africana has powerful antioxidant effects in vitro that
support their use in traditional medicine. This clearly indicates the potential benefits of the

plant for naturally lit up against the phenomenon of oxidative stress.

Keywords: Oudneya africana, methanolic extract, aqueous extract and antioxidant

activity.
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Introduction

Introduction

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre I'exposition aux pro-oxydants
et la protection par les antioxydants, conduit a 1’induction et/ou ’amplification de plusieurs
pathologies tel que : les maladies inflammatoires, le cancer, les maladies neurodégénératives

et la peroxydation des différentes biomolécules (Rawane, 2018).

Les antioxydants jouent un rble majeur dans la protection contre les dommages
oxydatifs moléculaires. Les plantes sont aujourd’hui reconnues comme une source riche en
composés antioxydants comme les composés phénoliques, les anthocyanines et les
flavonoides. Il est actuellement admis que la consommation des antioxydants a base de
plantes médicinales peut réduire le risque d’apparition de plusieurs maladies humaines liées
au stress oxydatif (Tauchen et al., 2015). Elles sont une source importante pour la découverte
de nouveaux produits de valeur médicinale pour le développement de médicaments et les
métabolites secondaires des plantes sont sources uniques de produits pharmaceutiques et
d'additifs alimentaires (Bouzabata, 2019).

De nombreuses plantes médicinales contiennent des composés antioxydants qui
protegent les cellules contre les effets dégénératifs des espéces réactives de I'oxygene (ROS),
qui sont des radicaux libres tels que lI'oxygeéne singulet, le superoxyde, les radicaux peroxyl, et
les radicaux hydroxyles Zebidi et al. (2018).

L’exploitation trés vaste des plantes spontanées depuis des siécles par I’homme pour
traiter les différentes pathologies courantes ont poussé les chercheurs a étudier les activités
pharmacologiques des différents métabolites végétaux. Ces études ont pour but d’une part, de
confirmer les propriétés thérapeutiques et d’autre part I’identification des principes actifs a

’origine de vertus attribuées aux plantes (Tlili, 2015).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a I'étude du patrimoine traditionnel, elle est
alentour I'étude phytochimique et I'activité antioxydante d’une plante médicinale saharienne
(Oudneya africana R.) qui pousse dans la région de Ghardaia. Cette plante appartient a la

famille des Brassicaceae. Connues sous le nom vernaculaire « Henat 1’ibel ».

L’objectif de la présente étude est de déterminer le contenu en polyphénols et en
flavonoides de Oudneya africana R. ainsi que a 1’évaluation in vitro de activité antioxydante

des extraits brutes (méthanolique et aqueux).



Introduction
Le travail est subdivisé en trois grandes parties: dont la premiere partie est consacré a

une synthese bibliographique. Par ailleurs, la deuxiéme rassemble les matériels et les
méthodes utilisées pour réaliser nos expériences et la troisiéme partie est consacrée pour les

résultats obtenus et leurs discussion. Enfin on termine par une conclusion et perspectives.
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Stress oxydant

1. Stress oxydant
1.1. Définition

Le stress oxydant se définit lI'incapacité de I'organisme a se défendre contre I'agression
des radicaux libres (comme les ROS) (Sies, 1991); avec le déséquilibre entre la production de
radicaux libres (ou espéces réactives de l'oxygéne (ROS) et la capacité antioxydante
cellulaire.(Migdal et Serres, 2011) ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles
(Pincemail et al., 1999).

Dans "stress oxydant ou oxydatif", le mot "stress" ne signifie pas la méme chose que le
stress psychologique ou psychosocial, qui est une attaque chimique oxydative de notre
organisme. Le stress oxydatif n'est pas une maladie, mais il crée ou accelére les conditions de

la maladie.(Buckenmeyer-Strasbourg, 2022).

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre se défini comme tout atome, groupe d'atome ou molécule possédant un
électron non apparié (célibataire) sur leur orbitale externe et capable d’existence indépendante
(Angelos et al., 2005). En raison de sa structure particuliére, il a tendance a attirer les

¢lectrons d’autres atomes et molécules pour gagner la stabilité (Delattre et al., 2005).
1.3. Formes des radicaux libres

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint des composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composés biochimiques de la cellule (Tableau I) (Favier, 2003) et d'autre classification basee
sur le type de radical en donnant deux groupes principales : des radicaux derivés de 1’oxygéne
(Reactive oxygene species : ROS) ou d’autres atomes comme 1’azote (Reactive nitrogene

species : RNS) (Yan, 2013).



Stress oxydant

Tableau 1. Différents types des radicaux libres (Gutowski et Kowalczyk, 2013).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde or Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Acide hypochlorique  HOCI Radical hydroxyle OH-
Monoxyde d’azote NO- Peroxyde organique ROOH
Oxygéne singulet 0, Radical peroxyle ROO-
Radical alkoxyle RO- Peroxynitrite ONOO-

1.4. Sources de radicaux libres
Les radicaux libres peuvent avoir des origines externes ou internes a I'organisme (Figure 01) :

1.4.1. Sources exogene

Les radiations X ou gamma peuvent par différents mécanismes faire apparaitre des
radicaux libres en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. Les rayonnements UV sont
capables de produire 1’anion superoxyde ou de 1’oxygene singulet apreés activation des
photosensibilisants.

Une large variété de xenobiotiques (toxines, pesticides, herbicides, etc.) et
médicaments (antibiotiques, anticancéreux, etc.) I’exposition a des agressions de
I’environnement, comme les agents infectieux, la pollution, la fumée de cigarette peuvent
contribuer a la production des ROS qui se forment comme un des produits de leur
métabolisme (Tamer, 2003 ; Valko et al., 2007).

1.4.2. Source interne

Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente en rapport avec [’¢lévation de la consommation
d’oxygeéne (Gauche et Hausswirth, 2006). Plusieurs mécanismes et systémes responsables de
la production de radicaux libres ont été identifiés jusqu’a présent, parmi eux nous citons :

Des fuites d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie (Aurausseau,

2002) ; des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées (Van,
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Antwerpen, 2006) ; du systétme xanthine déshydrogénase/ oxydase activé lors d’ischémie-

reperfusion (Valko et al., 2006).
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Figure 01. Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés d 1’oxygene (Afonso et
al., 2007).

1.5. Cible des radicaux libres

Malgré que les ERO jouent un rdle positif dans les voies physiologiques normales et les
fonctions nécessaires des cellules, leurs concentrations et leur surproduction élevées sont
extrémement toxiques pour la vie cellulaire en endommageant les macromolécules telles que
les lipides, I’ADN et les protéines (Gandhi et Abramov, 2012; Kardeh et al., 2014).

1.5.1. Oxydation de I’acide nucléique

Les dommages oxydatifs causés par les radicaux libres ou d’autres agents
endommageant I’ADN ont des implications dans les phénomenes de mutagenése, dans la mort
des cellules (somatiques et reproductrices) et dans le vieillissement. Les mécanismes de

génération de ces dommages sont de plusieurs types.

Rappelons ici que H,O; et O, ne sont pas assez réactifs pour altérer directement I’ADN
mais ils peuvent tous les deux générer le radical OH" Comme le radical OH" est I’espéce la
plus réactive de 1’oxygene, sa réaction avec I’ADN est susceptible de conduire a divers
processus, tels que 1’oxydation des bases et des résidus des sucres ou la formation de cassures
de chaine par arrachement d’un atome d’hydrogeéne du 2-désoxyribose. (Valko, Leibfritz et
al., 2007).
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1.5.2. Oxydation des protéines

Les protéines sont les constituants cellulaires les plus abondants et sont par conséquent
des cibles importantes du stress. La modification structurale mineure d’une protéine peut
induire une modification dans le fonctionnement de celle-ci. Comme pour les lipides, c’est le
radical hydroxyle qui est le plus réactif responsable des altérations oxydatives des protéines
introduisant de nouveaux groupes fonctionnels telles que les fonctions hydroxyles ou
carbonyles qui contribuent aux altérations de la fonction des protéines, la modification de la

leur conformation et de leur fragmentation.

L’oxydation des protéines peut également induire des réticulations inter- et intra-
protéines par addition d’un groupement lysine sur le groupement carbonyle d’une protéine
oxydée, paroxydation d’un groupement sulfhydrile des résidus cystéine formant ainsi des
ponts disulfures ou par oxydation des résidus tyrosine formant des ponts Tyr-Tyr (Figure 02)
(Pearl, Taylor et al., 2007).

Protein peroxidation
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Figure 02. Oxydation des protéines (Pearl et al., 2007).
1.5.3. La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est une réaction en chaine des lipides par des ERO. Cette
réaction en chaine est 1’une des plus grandes sources de radicaux libres au sein de I’organisme

et elle aboutit a I’altération irréversible de la membrane cellulaire entrainant la mort cellulaire

(Valko, Leibfritz et al., 2007).

La peroxydation lipidique se produit sur des acides gras polyinsaturés (LH) situes sur

les membranes cellulaires, en présence d’oxygene par une réaction radicalaire en chaine, qui
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se décompose en trois étapes: l’initiation, la propagation et la terminaison.La phase
d’initiation est due a I’attaque d’une espéce radicalaire (Re)suffisamment réactive pour
arracher un hydrogéne d’une double liaison afin de former un radical lipidique (L¢) capable de
réagir facilement avec 1I’oxygene pour donner un radical peroxyle (LOO¢) (Cillard et Cillard,
2006).

Ce radical hautement réactif attaque d’autres acides gras (L’H) formant des
hydroperoxydes lipidiques (LOOH), créant ainsi une réaction en chaine (propagation), les
LOOH sous I’action des métaux (Fe?* ou Cu"), formeront des radicaux alkoxyles (LO*) et
hydroxyles (HOe) (Figure 03).

Enfin, des phases terminales de dégradation conduiront a des aldéhydes, parmi lesquels
on peut citer le malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonénal (4-HNE), ou aux isoprostanes
(phase de terminaison), ces composes sont utilisés en tant que marqueurs dans les tests de la
peroxydation lipidique. Le dosage de MDA est souvent développé sur la base de sa

dérivatisation avec 1’acide thiobarbiturique (ATB ) (Bonnefont-Rousselot et al., 2008).
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Figure 03. Mécanisme de la peroxydation des lipides (Michel et al., 2008).
1.6. Rdles physiologiques des radicaux libres

Les ERO jouent divers rdles physiologiques importants, elles constituent 1’arsenal de
défense contre les agents pathogénes comme dans la phagocytose des bactéries par les cellules
polynucléaire et seraient impliquées dans la régulation des repenses de la croissance cellulaire

comme seconds messagers (Deby-Dupont et al., 2002).
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IIs sont également utilisés pour réguler les génes et participent au fonctionnement de
certaines enzymes. La vasodilatation capillaire, le fonctionnement de certains neurones, ou la
fécondation des ovules, et enfin la destruction apoptotique des cellules tumorales, un

processus naturel qui nécessite la présence de radicaux libres (Favier, 2006).

Les radicaux libres interviennent dans les fonctions vitales nécessaires a une bonne santé.
IIs sont notamment impliqués dans la production, la fertilisation et la maturation du
mouvement cellulaire I'élimination des déchets toxiques et la défense contre les microbes, les

virus et méme les cellules tumorales.

Les radicaux libres et les oxydants ont des effets a la fois toxiques et bénéfiques, c'est-a-dire
qu'ils peuvent étre nocifs ou bénéfiques pour I'organisme. Lorsque ces substances sont
produites en exces, elles peuvent causer des lésions tissulaires associées a différents

problemes de santé. (Boucelha and Djebbar, 2014).

1.7. Systemes de defense antioxydants
1.7.1. Antioxydants enzymatiques
1.7.1.1. Superoxyde dismutases (SOD)

Les SOD sont les premiéres enzymes a intervenir dans la cascade des ROS. Elle
catalyse la catalyse la dismutation d’O,” en H,O, (Equation 1) (Ighodara et al., 2018).
Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et
Zndépendante), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante) et la SOD extracellulaire. (Peltier,
Russo-Marie et al.. 1998)

20,7+ 2H" =H,0,+0, (1)
1.7.1.2. Catalases (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire principalement localisée dans les
peroxysomes. Elle catalyse la réaction de détoxification du H,O, oxygéne et en eau
(généralement produit par la SOD). On la trouve principalement dans les globules rouges et
des hépatocytes. Cette enzyme est constituée de quatre chaines polypeptides, comportant
chacune un atome de Fer sous forme ferrique (Fe3+ ) (fig 13) (Valko, Leibfritz et al. 2007).

2H,0,=2H,0+0, (2)
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1.7.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

Les enzymes de cette famille sont Sélénium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme et joue un role majeur dans la régulation de 1’état
redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires ayant la propriété de pouvoir
catalyser la réduction des hydroxyperoxydes. Elle se retrouve dans les liquides
extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du cytosol et des mitochondries. Elle est
constituée de 4 sous-unités contenant chacune un atome de sélénium. Il existe 5 isoformes de

cette enzyme qui différent selon leur localisation dans 1’organisme. (Frei et al., 1988).

1.7.2. Antioxydants non enzymatiques

1.7.2.1. Glutathion réduit (GSH)

Le GSH est un tripeptide (Lyglutamy-I-cystéinyl-glycine), c’est 1’antioxydant
intracellulaire le plus abondant, présent dans toutes les cellules aérobies; eucaryotes et
procaryotes (Poljsak et al., 2013). Il peut piéger le peroxyde d’hydrogéne, le radical
hydroxyle et 1’acide hypochloreux (Sung et al., 2013).

1.7.2.2. Acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH
physiologique majoritairement ionisé¢ sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux
(OHe, ROOe¢, NOO-e...). Les propriétés antioxydantes de I’urate in vivo peuvent étre
appréciées indirectement par le fait qu’un produit de réaction de 1’urate avec 1’allantoine est
présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant (Haleng et al., 2007).
1.1.1.1. Vitamine C «Ascorbate »

Est une molécule hydrophile que 1’on retrouve dans de nombreux fruits comme les
oranges, les citrons et les fraises. Son caractére hydrophile ne lui permet pas d’avoir une
activité intracellulaire, elle est utilisée comme antioxydant de synthese dans les industries
alimentaire. Elle peut piéger directement I’anion superoxyde Oye-, le radical hydroxyle HOs,
I’oxygene singulet et réduit le peroxyde d’hydrogéne en eau via l’ascorbate peroxydase
(Smirnoff, 2018). Elle protege également les phospholipides membranaires des dommages

peroxydante (Pisoschi et Pop, 2015).
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1.7.2.2. Vitamine E «a-tocophérol»

La vitamine E est une vitamine liposoluble présente en grande quantité dans les huiles
veégétales (exemple: I’huile de palme, d’olive et de tournesol), elle va agir comme
antioxydant contre les ERO (en paralléele de la vitamine C et du glutathion) et plus
particuliérement dans I’inhibition de la peroxydation lipidique. La chaine carbonée augmente
en effet le caractere lipophile de la molécule et ainsi facilite la pénétration dans les bicouches
lipidiques, et permet une action directe intracellulaire (Fabre, Bayach et al., 2015).
1.7.2.3. Oligoéléments

Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sur 1’organisme ne sont connus que depuis un
quart de siécle. 1l neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure). Il aurait aussi une action
préventive sur certains cancers.(Jomova and Valko 2011).
1.7.2.4. Caroténoides (béta-caroténe, lycopéne)

Les caroténoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont
regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les xantophylles (Neve, 2002 ; Josse,
2003). lls possedent une activité pro vitaminique A, et antioxydante possédant la capacité de
capter ’oxygene singulier. (Lawlor, 2005).
1.7.2.5. Les polyphénols

Sont des métabolites secondaires ont des propriétés antioxydantes, et en particulier la
classe des flavonoides qui peuvent agir de différentes fagons dans les processus de régulation
du stress oxydant : par capture directe des RLs, par chélation de métaux de transition comme
ou par inhibition de I’activité de la XO (Li et al., 2014).
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2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont 1'un des métabolites secondaires qu’ils
possedent un poids moléculaire élevé. Ils sont fort répandus dans le regne végétal ; on les
rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et I’écorce (Boizot et Charpentier, 2006). 1l sont
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au
moins un groupement hydroxyle libre (Figure 04), ou engagé dans une autre fonction tels que
: éther, ester,hétéroside...etc. (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al ., 2003).lIs représentent 2 a 3%

de la matiere organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage.

Ces composés jouent un role important dans la croissance et la reproduction, offrant une
protection contre prédateurs et agents pathogenes (Bravo, 1998), en plus de contribuer vers la
couleur et de caractéristiques sensorielles fruits et Iégumes. Le bénéficiaire effets dérivés de

composés phénoliques a été attribué a leur activité antioxydante.

Ces composés ont été signalés de posséder non seulement une activité anti-oxydante,

mais aussi des propriétés antiviraux et antibactériens (Balasundram et al., 2006).

Groupe hydroxyle

— s 0OH
Annecau
aromatique .

Groupe phénol

Figure 04. Squelette de base des polyphénols (VVermerris et Nicholson, 2006).

2.1. Classification des composés phénolique

Les principales classes de composants phénoligques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent

plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines.

Les composés phénoliques peuvent étre classés en fonction du nombre et de la

disposition de leurs atomes de carbone en plusieurs groupes (Figue 05).
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Figure 05. Classification des polyphénols.

2.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques, ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. Ils sont
incolores et plut6t rares dans la nature. 1ls se divisent en deux catégories (Bruneton, 2009).

* les acides hydroxybenzoiques (C6-C1); Dérivés de 1’acide benzoique, dont les plus
répandus sont 1’acide cinnamique, 1’acide salicylique, 1’acide gallique et ’acide vanillique,
(Macheix et al, 2005). Ils existent fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides et
peuvent également étre intégrés dans des structures complexes comme certains tanins
(Gresele et al., 2001).

 les acides hydroxycinnamiques (C6-C3); Dérivés de l'acide cinnamique, sont plus
abondants que les acides hydroxybenzoiques (ElI Gharras, 2009). Ils sont principalement
composés d’acide p-coumarique, 1’acide caféique et 1’acide férulique (Lafay et Gil-l1zquierdo,
2008).

2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des composés phénolique. (Marfak, 2003). Ils sont amplement répandus dans le régne
vegétal tant les graines que les fleurs, les fruits et les feuilles (Dacosta, 2003) ces molécules

sont considérées comme des pigments universels des végétaux.

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs, des fruits et des
feuilles et représentent une source importante d'antioxydants. Chimiquement, les flavonoides

sont formés par une structure C6-C3-C6 ; qui se compose de deux cycles benzéniques (A et
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B) liés par une chaine a trois atomes de carbone qui forment un hétérocycle oxygéné (Figure
06).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont : flavonone, flavanols, flavanones, Isoflavones, Flavones et anthocyanidins (Abotaleb et
al., 2019).

—
y = et G -[1|E.' ] 5
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Figure 06. Structure chimique des flavonoides (Balasundram N. et al., 2006).

En générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre et ils sont dits aglycones,
soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le
glucose, le rhamnose, 1’arabinose (Figure 07), ils peuvent en outre étre des monoméres ou des
oligomeéres (Dacosta, 2003).
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Figure 07. Les différentes classes des flavonoides (Abotaleb et al., 2019).

Les flavonoides montrent des propriétés intéressantes fongicides et insecticides qui
protegent la plante contre l'attaque des champignons et des insectes (Merghem, 2009) et ont
aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001). On peut également
noter que les flavonoides montrent a des propriétés dans le contrdle de la croissance et du

développement des plantes en interagissant d’une mani¢re complexe avec les diverses
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hormones végétales de croissance (Merghem, 2009), Aussi ils assurant la protection des tissus

contre les rayonnements solaires nocifs. (Crozier et al., 1997; Stobieck et al., 2006).

2.1.3. Les tannins

Les tanins sont des polymeres phénoliques, hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Da, ils sont formés de nombreuses unités flavonoides et ne sont
hydrolysés qu’en présence d’acides forts. (Atefeibu, 2002). Ces composes interviennent dans
I’inhibition de la peroxydation lipidique, aussi dans 1’oxydation de 1’acide ascorbique (Perret,

2001).

Ces métabolites secondaires sont localisés dans les feuilles, 1’écorce et les fruits de
nombreuses plantes. lls font ainsi partie intégrante de notre alimentation (vin, thé, divers
fruits...) (Simon, 2003). Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de précipiter

les protéines (fongiques ou virales) et les métaux lourds.

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, trois groupes de tanins
différents par leur structure : les tanins hydrolysables, les tanins complexes et les tanins

condenses (Figure 08) (Vermerris et Nicholson, 2006).

Les tanins

Tanins hydrolysables les tanins complexes les tanins condensés

Tanins galliques

Tanins ellagiques

Figure 08. Classification des tannins.

A. Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature on
distingue :

v Les tannins galliques : lls donnent par I'hydrolyse des oses et de I'acide gallique ou

I’un de ces dérivés.
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v Les tannins ellagiques : lls sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique
(Bruneton, 1999).

B. Tanins non hydrolysable ou tanins condense

Ce sont des tannins non hydrolysables (Dits catéchiques et proanthocyaniques), ils sont
plus complexes que les tanins galliques, ils possedent une squelette phényl-2- chromane de
flavonoides (Alilou, 2012).

Ils sont résistants a I'nydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de les
dégrader. Ainsi par traitement acide a chaud, ils se transforment en pigments rouges (Jacques
Macheix et al., 2005).

2.1.4. Lescoumarines

La coumarine (1,2-benzopyrone) est un composé d'origine naturelle, étant présent dans
une grande variété de plante notamment dans les racines, ainsi que dans les tissus agés ou
Iésés. Environ 1620 dérivés de coumarine ont été isolés a partir de plusieurs espéces de

plantes et de microorganismes (Sproll, 2008).

Les coumarines sont caractérisées par une structure qui comporte le noyau benzo-a
pyrone (coumarine), famille de molécules, qui se composent d'un noyau benzénique relié a un

noyau pyrone (Figure 09) (Jain and Joshi, 2012).

Les coumarines de différents types se trouvent dans de nombreuses especes végétales et
possédent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes (lgor,
2002)

N

O O

Figure 09. Structure de base de coumarine.
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2.2. Activités biologiques des composes phénoliques
Les effets bénéfiques des polyphénols intéressents particulierement dans deux

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

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides
en particulier sont tres poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme
les activités anti-allergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, anti-
microbienne,  anti-virale, anti-bactérienne,  anti-cancergénique, anti-thrombotique,

cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).
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3. Présentation des plantes etudiées
Notre travail porte sur 1’étude de I’espéce de la famille des Brassicaceae: Oudneya africana R.

3.1. Description botanique

Oudneya africana R. est une plante vivace (Chehma et Djebar, 2008) buissonnante
glabre trés rameuse. Feuilles nombreuses allongées en spatule un peu charnues, alternes,
sessiles, rétrécies a la base. Fleurs a quatre pétales de couleur mauve ou violette. Fruit
cylindrique étroit. Plante pérenne, ligneuse, en période chaude (mars et avril), qui régénérera

dés que les conditions seraient favorables (Figure 10) (Quézel et Santa, 1962).

Figure 10. Oudneya africana R. (Oued Metlili, région de Ghardaia, Sahara Septentrional, Est
Algérien)

3.2. Situation geographique

Oudneya africana R. est une plante endémique du Sahara septentrional qui appartient a
la famille Brassiceae (Berghioua et al., 2009), elle se rencontre en Algérie, en Tunisie, au
Maroc et en Libye. En Algérie elle se trouve dans les régions du Ghardaia, Ouargla et Biskra.
La floraison s’effectue pendant I’hiver et le printemps (Smadi, 2003). Elle possede une taille
d’environ de 50 cm & 1,50 m.

3.3. Position systématique

La position systématique d'Oudneya africana R. Selon Quezel et santa (1963) est la

suivante :
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= Reégne Végétal

= Embranchement Spermaphytes

= Classe Dicotyledone

= Ordre Parietales

= Famille Brassicaceae

= Genre Oudneya

= Espece Oudneya africana R.

= Nom vernaculaire Henat I’ibel

3.4. Utilisation traditionnelle

Oudneya africana, connue sous le nom arabe "Hannet 1’ibel", elle est largement utilisée
en Algérie et au Maroc le plus souvent dans la médecine traditionnelle par les populations
locales pour traiter la cicatrisation de la plaie et contre les pigQres des insectes (Scorpion)
(Bouhadjera, 2005), et elle est consommé comme bon traitement pour les maladies de
I’intestin (Smadi, 2003). Au sud Algérien, les habitants utilisent cette plante comme pate

(pate = plante séchée et réduite en poudre et humectée a 1’eau) contre les maladies de la peau.
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Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

La partie aérienne de la plante médicinale :Oudneya african a été récoltées durant la

période février 2022 de la région de Oued metlili, wilaya de Ghardaia.

L’identification botanique de I’espéce a ¢été effectuée par le botaniste Dr.
BENSAEMAOUNE Youcef au niveau du département des sciences de biologie, Université
de Ghardaia, utilisant la flore d'Algérie (Quezel et Santa, 1962).

La plante fraichement collectées a été séchées a 1’abri de la lumiére et conservées dans

un endroit sec et a température ambiante.

1.2. Reéactifs et produits chimiques

Trichloride d’aluminium (AICI13), Réactif Folin Ciocalteu (3H,O, P205, 13WO3,
5Mo003, 10H,0), Méthanol, Chloroforme - B-caroténe, Acide trichloracétique (TCA) -
Butylhydroxytoluene  (BHT),  Chlorure  ferreux  (FeCI3) - 2,  2'-azinobis
(3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) (ABTS), 2,2 diphényl-1-picryle hydrazyl (DPPH) -
Carbonate de sodium (NaCO3), Acide ascorbique (Cs HgOg), Acide Gallique (C7HgOs),
Quercitine dyhydraté (C15H1007). Les réactifs et les produits chimiques sont provenus de

Sigma, Sigma-Aldrich et Fluka.

2. Méthodes

2.1. Extraction des composés phénoliques

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact
prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a

temperature ambiante (Lagnika, 2005).
2.1.1. Extraction par macération

Une quantité de 10 g de la poudre végétale a été mélangé avec 100 ml du solvant
méthanol. Le mélange est maintenu sous une agitation magnétique pendant 24h a température
ambiante (ratio 1 :10). La solution obtenue est ensuite filtrée sur papier filtre (Wattman N°1

de diamétre 0,2 um). Le filtrat récupéré a eté ensuite, évaporés a sec au moyen d’un
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évaporateur rotatif (BUCHI) a 40 °C. Les extraits obtenus sont séché puis stockés a

température de 4°C jusqu’a leurs utilisations (Kamil Hussain et al.,2019).
2.1. 2. Extraction par decoction

Une pesée de 20 g de poudre de la plante est trempée dans 200 ml d’cau distillée
bouillante pendant 4 heures sous agitation continue (Konkon et al., 2006). Le mélange est
filtré sur un papier Whatman. Les filtrats obtenus sont additionnés et évaporés a sec a 1’aide
d’un évaporateur rotatif “BUCHI” a une température de 40 °C. Les extraits obtenus sont

séché puis stockés a température de 4°C jusqu’a leurs utilisations
2.1. Calcul du rendement

Le rendement en extraits méthanolique et aqueux (R) est le rapport entre la masse de

I’extrait et la masse de la matiére végétale utilisée multiplié par 100.
Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :
R (%) = [(P1 - P2)/ P3] x 100

P1 : poids du ballon aprés évaporation.
P2 : poids du ballon avant évaporation.

P3 : poids de la matiere végétale de départ.
2.3. Caractérisation phytochimique
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques dans les extraits de Oudneya african a été estimée par la
méthode de folin-Ciocalteau (Li et al., 2007). Ce réactif de couleur jaune est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols
sont oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Ciocalteau en un complexe ayant une couleur
bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. Cette couleur bleue, dont I'intensité est
proportionnelle a la teneur en composés phénoliques du milieu, produit un maximum

d'absorption a 760 nm,

Brievement ; 1ml de réactif de folin (10 fois dilue) est ajouté a 200 ul des extraits ou

standard avec des dilutions convenables. Aprés 4 minutes d’incubation, 800 pl d’une solution
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de carbonate de sodium (Na,CO3) (7,5%) sont additionnées au milieu réactionnel. Apres 2

heures d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesuré a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établic avec 1’acide gallique (0-90 pg/ml) et est

exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg EX).
2.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits de Oudneya african a été effectué selon la
méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) (Djeridane et al., 2006). Les flavonoides ont un
groupe hydroxyle libre (OH) en 5éme position, qui peut former des complexes colorés avec le
chlorure d'aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaune péle en chélatant les
métaux (fer et aluminium). Cela refléte le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour se
lier aux deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur

d'électrons.

Un volume de 1 ml des extraits ou standard (Quercétine) dilué dans le méthanol est ajouté a 1
ml de la solution AICI; (2% dans le méthanol). Aprés 10 min d’incubation a température

ambiante, I’absorbance est lue a 430 nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (0 — 40 pg/ml) et est exprimée en ug d’équivalent de quercétine par
mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

1.4. Etude de ’activité antioxydante in vitro

L’activité antioxydante d’un extrait correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Plusieurs méthodes sont utilisées pour evaluer, in vitro, 1’activité antioxydant. Dans notre
travail, nous avons opté pour le test de piégeage du radical libre DPPH, test d’ABTS, la

réduction du fer et e test de blanchissement de 3-carotene.

1.4.1. Test d’activité anti-radicalaire (DPPH)

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picryl hydrazyl) est un radical libre instable a un électron seul
sur I'atome d'azote, caractérisé par une couleur violette avec un maximum d'absorption a 517
nm. En présence de lI'antioxydant |, un composé phénolique, les électrons isolés sont souvent

appariés, ce qui fait que le DPPH change de couleur d'un violet foncé initial (la forme radicale
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du DPPH) au jaune péle. (Forme réduite DPPH-H) (Figure 11). Cette décoloration est due a la

capacité de I'échantillon a piéger ce radical libre (Ramadan, 2010).

NO, NOs

DPPH DPPH-H
Deep purple Pale vellow
A =517 nm
Deep purple Pale vellow

Figure 11. Piégeage du radical libre DPPH (Munteanu et al., 2021).

La capacité des extraits d’Oudneya african a piéger les radicaux libres DPPH a été
évaluée a l'aide de la méthode décrite par Qu et al. (2006). Un volume de 500 pL de la
solution de DPPHe 0.1 mM est ajouté a 500 uL des extraits a différentes concentrations ou du
standard (Acide ascorbiquue), le mélange est vigoureusement agité puis laissé a I’obscurité et
a température ambiante pendant 30 min. L’absorbance est lue a 517 nm contre un blanc
(contenant 500 pL du méthanol et 500 pL de la solution DPPHe). Les essais sont réalisés en

triplicata et les résultats sont exprimés selon la relation qui suit :

Pl % = [(Ao— A)/ Ag] x 100
Ou :
Pl : Pourcentage d’inhibition exprimé en %.

Ao: Absorbance de la solution du DPPH sans échantillon (contrble négatif).
A : Absorbance de la solution du DPPH en présence de 1’échantillon.

La concentration inhibitrice (ICso) est la concentration des extraits testés nécessaire
pour réduire et neutraliser 50% du radical DPPH. Ce parametre est également défini comme la
concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est

inversement lié a la capacité antioxydante.
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Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires ou logarithmiques
des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations de chacun des extraits
testés (Scherer et Godoy, 2009). Cette valeur est comparée a celle trouvee pour le composé de
réference (BHT).

Les valeurs IC50 sont rapportées sous forme de moyenne plus ou moins erreur
standard (SD). Une faible valeur IC50 indique une forte capacité de I'extrait a agir comme
piégeur de DPPH.

1.4.2. Test de réduction du radical-cation ABTS™

Cette méthode a été décrite pour la premiere fois par Miller et Rice-Evans (1993), puis
améliorée en 1999. Il consiste en la réduction d'un radical cationique coloré (acide 2' 2 azobis
3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) appelé ABTS. + Provoque une décoloration de I'ABTS-
H+ et de la solution. L'évolution de s a concentration a été suivie a 734 nm lors de sa réaction

avec les antioxydants (Figure 12).

A=734nm
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Figure 12. Piégeage du radical ABTS (Munteanu et al., 2021).

Ce test a été réalisé selon le protocole décrit par Re et al. (1999). La solution du radical
cationique ABTS™ a été préparée en mélangeant 2,45 Mm d’ABTS avec 7 mM de persulfate
de potassium. Aprés 16 heures d’incubation la solution ABTS™ est diluée avec I’eau
déminéralisée, afin d’obtenir une absorbance de 0,7+£0,05 a 734 nm. Un volume de 2,9 ml de
cette solution fraichement préparée est ajouté a 0,1 ml de différents extraits et 1’absorbance est

mesurée aprés 7 min d’incubation a température ambiante. Le trolox a été utilise comme
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antioxydant de référence. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et en
activité antiradicalaire (1C50) de la méme fagon que ceux décrits précédemment pour le test
DPPH.

1.4.3. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction oxydoréduction entre I'extrait
et les ions métalliques de transition, notamment le fer du ferricyanure de potassium
KsFe(CN)g fournit des ions Fe** qui seront réduit en Fe®" par les antioxydants présents dans
I'extrait végétal (Huang et al., 2005). Par conséquent, Fe®" peut étre évalué en mesurant et en
surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm.
Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés. Le pouvoir réducteur est determiné selon la méthode décrite par Oyaizu.
(1986).

2,5 ml de différents extraits ou de I’antioxydant standard (Acide ascorbique) a
différentes concentrations est mélangé avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate (0.2M,
pH 6.6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)g a 1%. Le mélange
est incubé au bain-marie (MEMMERT) a une température de 50°C pendant 20 min, ensuite
2,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction puis les
tubes sont centrifugés (SIGMA) a 3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote de (2,5 ml) du
surnageant est combiné a 2,5 ml d’eau distillée et 0.5 ml d’une solution aqueuse de FeCls a
0,1%. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700nm contre un blanc

préparé en remplagant I’extrait par méthanol.

1.4.4. Test de blanchissement de B-carotene

La capacité des extraits a inhiber la peroxydation lipidique a été étudiée par le test au
B-caroténe/acide linoléique (Miraliakbari et al., 2008). Elle consiste & mesurer a 490 nm la
décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par les produits de décomposition de
I’acide linoléique. Brievement, 0,5 mg de B-carotene dans 1 ml de chloroforme est mélangee
avec 25 pl d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme est évaporé sous
pression réduite a 45°C au rotavapeur, “BUCHI”, ensuite 100 ml d’eau distillée saturée en
oxygene sont ajoutés et le mélange obtenu est agité vigoureusement.

Le melange réactionnel a été par la suite aliquoté (2,5 ml) dans des tubes a essai, et
350 pL de chacun des extraits préparés (2 mg/ml) ont été ajoutés. La méme procédure a été

répétée avec I’hydroxytoluéne butylé (BHT ; 2 mg/ml) comme un contréle positif et avec le
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I’eau distillée comme des contrdles négatifs. Les absorbances ont été lues a 490 nm aprées 20
min, 40 min, 60 min, 80 min, 100 min et 120 min d’incubation & température de 50°C &
I’obscurité. Le pourcentage de 1’activité antioxydante (% AA) a été calculé ainsi :

AA% = (AE / AEt0) x 100

AE : absorbance en présence de I’extrait ou BHT

AEtO0 : absorbance en absence de ’extrait ou BHT a tg

Les valeurs de % AA prises pour la comparaison sont ceux calculées a 2 h.
1.5. Analyses statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne = SD ou SEM. L’analyse des
données a été réalisée a 1’aide du logiciel Graph pad Prism7. Les différences ont été
considérées statistiquement significatives pour p < 0,05 dans ’ensemble des analyses
statistiques en utilisant 1’analyse de la covariance « One way » suivie du test de Dunnett pour

les comparaisons avec les standards ou test de Tukey’s pour les comparaisons multiples.
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Résultats et discussion

1. Extraction des composés phénoliques

L'extraction est I'étape principale dans la récupération et [lisolement des
composes phytochimiques bioactifs. Dans la présente étude, les méthodes utilisée est
celle de I'extraction par macération et decoction, en utilisant des solvants de plus en plus
polaires (Eau distillée et méthanol) afin d’obtenir des extraits enrichis en molécules

d’intérét.

Cette étape permet de separer les polyphénols selon leur structure et leur degré
de polymérisation; en les affrontant par plusieurs solvants spécifiques allant du moins

polaire au plus polaire.

Les résultats du rendement d’extraction de la plante étudié par macération avec

méthanol et I’eau distillée sont représentés dans le tableau Il.

Tableau Il. Rendement et teneurs en polyphénols et flavonoides des extraits

de Oudneya africana R.

Extrait Rendement (%) Polyphénols Flavonoides
(ug EAG/mg Ex)  (ng EQ/mg EXx)

Extrait methanolique 20,61° 90,93+1,33° 10,05+0,19

Extrait aqueux 27.28° 57,36+0,67° 2,38+0,05"

L’extrait aqueux de la partie aérienne de Oudneya africana a donné un rendement
de 27, 28 %, qui est relativement €élevé par rapport a celui de I’extrait méthanolique (20,61
%). Ce rendement relativement grand pourrait étre aussi expliqué selon Stalikas (2007) par

la grande polarité de 1’eau, la températureet 1’agitation durant I’extraction.

Ces résultats sont trés important et nettement supérieurs a celui rapporté sur 1’extrait
préparer par Rouari et al. (2022), qui ont obtenus des rendements de 13,37 % pour 1’extrait
méthanolique et 6,51% pour I’extrait aqueux.

Les variations des rendements d’extraction peuvent étre liées a la diffusion des
solvants dans la poudre de plante dans 1’étape de macération et probablement a la nature et
la polarite des solvants utilisés pour I’extraction Aussi, la taille des particules et la

composition chimique des composés dans la plante (Barroso et al., 2014).
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En général, d’autres facteurs peuvent influencer I’efficacité de 1’extraction a coté de
la méthode d’extraction, tel que: le pH, la température, le temps d'extraction, etc. (Do et
al., 2014).

Toutefois, il est difficile de comparer les résultats du rendement, car ce
dernier est relatif, dépendant de la méthode utilisée et les conditions dans lesquelles

I’extraction a été effectuée (type de solvant, température et durée de 'extraction,...).

1.1. Dosage des polyphénols totaux

La determination de la teneur en phénols totaux est estimée par la méthode de Folin-
Ciocalteau, une méthode qui satisfait aux critéres de faisabilité et de reproductibilité, c‘est
un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche d‘antioxydants alimentaires a

travers le monde (Khadhri et al., 2012).

Le contenu en polyphénols totaux est déterminé a partir 1’équation de la régression
linaire (y=ax+b) de la courbe d’étalonnage réalisée avec ’acide gallique a différentes
concentrations (Figure 13). Les résultats sont exprimés en ug équivalent d’acide gallique

(EAG) par mg d’extrait (Ug EAG /mg d’extrait).
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n = 3).

D'aprés les résultats mentionné dans le tableau I, on observe une variabilité des
teneurs en polyphénols totaux des différents extraits bruts, I'extrait méthanolique donne la
teneur la plus élevée (90,93£1,33 pg EAG/mg Ex), tandis que l'extrait aqueux
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(57,36+0,67ug EAG/mg EX), ces résultats montrent que les extraits de la plante étudié,
sont riches en polyphénols totaux. Ces teneur reste faible a celle trouvée dans les travaux
de Nabti et Belhatta (2016) qui ont obtenus un teneur de 137,16 pg EAG /mg et 108,6 g

EAG /mg Ex pour I'extrait méthanolique et I'extrait aqueux, respectivement.

Derbel et collaborateurs (2010), ont trouvé que I'extrait méthanolique des feuilles
de O.africana issue du sud Tunisien contient une quantité de polyphénols supérieure a

celle de notre extrait (275,37 pug EAG/mg d'extrait respectivement).

Les résultats obtenus montrent que les différents solvants d’extraction utilisés
présentent des différences dans leur capacité a extraire les composés phenoliques. Ou la
solubilité des polyphénols totaux est gouvernée par le type de solvant utilisé (la polarité),
leur degré de polymérisation en raison de l'augmentation du nombre de groupements
hydroxyles, ainsi que de leur interaction avec d’autres constituants et la formation de

complexes insolubles (Falleh et al., 2008).

Des études récentes ont montré que la teneur en polyphénols totaux extraire des
plantes était affectée par la polarité du solvant, l'eau et le méthanol sont souvent
recommandés pour la préparation d'extraits en raison de leur polarité, par conséquent, ils

ont éteé sélectionnés comme solvants dans cette I'étude.Zeghad et al. (2019).

1.2. Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides est estimée par la méthode de
trichlorure d‘aluminium (AICI13). Dans cette méthode les flavonoides totale présente dans
I’extrait forment un complexe avec AICI3 méme en présence d‘autres composés

phénoligues (Matyushchenko et Stepanova, 2003).

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de la plante sont
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue a partir 1°équation de la
régression linéaire (y=ax+b) en utilisant la quercétine comme standard (Figure 14), les

résultats sont exprimés en pg équivalent en quercétine/ mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque point

représente la moyenne = SD (n=3).

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides (Tableau I) montrent que les
teneurs en flavonoides varient considérablement entre les différents extraits bruts. Ces
résultats montrent que 1’extrait méthanolique posséde la plus haute teneur en flavonoides
(10,05+0,19 pg EQ/mg EX), suivie a I'extrait aqueux (2,38+0,05ug EQ/mg EX). Mais notre
teneur reste plus faible a celle trouvée dans les travaux de Nabti et Belhatta (2016) ; Zebidi
et al. (2018) qui ont obtenus un teneur de 21,96 et 6,43 ug EQ/mg Ex pour I'extrait

méthanolique et aqueux, respectivement.

Hajlaoui et al (2019) ont également trouvé que I'extrait aqueux contient 3,97 ug

EQ/mg Ex. Ces teneurs sont proches a nos résultats.

Les résultats du dosage montrent que la proportion en polyphénols est nettement
supérieure a celle des flavonoides, ceci suggere que les polyphénols présents ne sont pas
tous des flavonoides, il peut y avoir présence d’autres polyphénols tels que les tanins
catéchiques ainsi que les coumarines (Al-Khateeb et al., 2012). Ces rapports permettent de
conclure que la variation des flavonoides n’est pas relative a celles des polyphénols, cela

peut étre expliqué par la prépondérance des polyphénols non flavonoides.
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2. Etude de ’activité antioxydante in vitro

2.1. Aactivité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH

Le DPPH est le radical libre largement utilis¢ comme modéle pour estimer la
capacité antioxydante des plantes (Kasote et al., 2019). La méthode est utile en raison de sa

grande reproductibilité, de son efficacité et de sa rapidité (Akar et al., 2017).

L'activité anti-radicalaire a été exprimée en ICsp, qui exprime la quantité
d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration en DPPH de 50%, Ces ICso sont
calculées par les équations linéaires des pourcentages d’inhibition (I1%) en fonction de
différentes concentrations des extraits bruts et du standard ; une valeur faible d’ICsg

indigue une activité antioxydant forte (Figure 15).
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Figure 15. Activité anti-radicalaire au DPPH. a : d’acide ascorbique. b : des extrais
methanolique et aqueux. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3).

Les valeurs d’ICsp pour les deux extraits et de 1’acide ascorbique sont indiquées dans la

figure 16.
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Figure 16. Histogramme comparatif de 1’'lCsy de 1’effet scavenger d’antioxydant de
référence (A. ascorbique) et des extraits de Oudneya africana sur le radical DPPH. Chaque
valeur représente moyenne + SD (n=3). Des lettres différentes représentent des
différences significatives p < 0.05 (Test de Tukey).

Les ICsp de [D’extrait méthanolique et aqueux (181,70+6,91 et
271,93 + 15,75 pg/ml) sont significativement inféricure a celle de 1’acide ascorbique
(4,08 £ 0,15 pg/ml, respectivement). La purification des principes actifs pourrait donner

des activités antiradicalaires plus élevées.

Nabti et Belhattab (2016) ; Zebidiet al. (2018) ont obtenus des valeurs des ICs
Iégerement superieur a la n6tre pour I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux (ICso=12,05

pg/ml et 1ICs0=45.41 pug/ml, respectivement).

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
considérés commedes substances potentiellement antioxydants ; posseédent une capacité de
piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de ’oxygene et cette capacité anti
radicalaire est due principalement a leur pouvoir de donner d’atome d’hydrogene a partir

des groupements hydroxyle (Djahra, 2014).

D’autre part, Anggraini et al. (2019) ont montré que la capacité de piéger du radical
DPPH différe considérablement selon le solvant, qui influence sur la qualité des composés

extraits et elle est lié aux les effets antioxydants
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2.2. Activité anti-radicalaire vis-a-vis le radical ABTSe+

Divers méthodes sont utilisées pour évaluer la capacité antiradicalaire/antioxydante
de produits naturels a partir de plantes. Ces méthodes chimiques sont basées sur la capacité
des composés a éliminer les radicaux libres synthétiques. L’ABTS sont des radicaux
libres largement utilisé comme modele pour estimer la capacité antioxydante de plusieurs

extraits de plantes (Olszowy et Dawidowicz, 2018; Kasote et al., 2019).

A partir des valeurs obtenues de 1°Abs, les PI des différents extraits et 1‘antioxydant
standard (Trolox) ont été calculés (Figure 17). L’activité anti-radicalaire est estimé par la

valeur ICsq qui se liée a la capacité antioxydante.
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Figure 17. Activité antiradicalaire vis a vis du radical ABTS. a : d’acide ascorbique. b :
des extrais methanolique et aqueux. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Les valeurs d’IC50 pour les deux extraits et de Trolox sont indiquées dans la figure 18.

L’extrait methanolique et aqueux ont montré une bonne activité anti-radicalaire vis &
vis du radical ABTS (ICsp =323,40 pg/ml et 521,81pg/ml, respectivement). Ce pouvoir
antioxydant reste inferieur a celui d’acide ascorbique (p <0,001) dont I’ICsp est de
20,95+0,16 pg/ml.
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Figure 18. Histogramme comparatif de 1’'lCsy de 1’effet scavenger d’antioxydant de
référence (Trolox) et des extraits de Odneya africana sur le radical ABTS. Chaque valeur
représente moyenne + SD (n=3). Des lettres différentes représentent des différences
significatives p < 0,05 (Test de Tukey).

Hajlaoui et al. (2019) ont obtenus des valeurs légérement inférieure a la nétre pour

I’extrait aqueux et acetonique (ICso=761,15; 1761,10 ug/ml, respectivement).

Les résultats montrent une corrélation modérée entre l'activité de piégeage des
radicaux ABTS des extraits et leur teneur en polyphénols et en flavonoides. De tels
résultats suggerent que l'activité antiradicalaire pourrait étre liée ne seulement aux teneurs
en polyphénols d’extraits mais al a la nature (structure) de composés trouvés dans ces
extraits (Li et al., 2018).

Le mécanisme de la réaction entre antioxydant et radical ABTS dépend de la
conformation structurelle de I'antioxydant L'activité antiradicalaire d'antioxydants naturels
tels que I'acide phénolique et les flavonoides pourrait étre due a leur richesse en cycle
hydroxyle. La configuration spatiale et le nombre de groupes OH de structures flavonoides

peuvent influencer différents mécanismes antioxydants (Huyut et al., 2017).

2.3. Test de blanchissement de p-carotene

La méthode de blanchissement B-caroténe est largement utilisee pour mesurer
I‘inhibition de la peroxydation lipidique/l'activité antioxydante des extraits de plantes.
Dans ce systeme, les radicaux libres peroxyles ont été générés par I'oxydation de l'acide
linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement insature
entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophoto-

métriqguement a 490 nm (Fidelis et al., 2019).
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Le blanchissement du B-carotene suivi pendant 2 heures, est ralenti fortement durant
toute cette période en présence des deux extraits E.MEOH et E.Aq (Figure 19).
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Figure 19. Cinétique d‘inhibition de blanchissement de B-caroténe par les extraits de

Odneya africana et I’antioxydant de référence (A. ascorbique). Chaque valeur représente la
moyenne = SD (n = 3).

D’aprés les résultats, il est évident que tous les extraits testés et les standards
inhibent d’une maniére efficace I’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du P carotene.
a la méme concentration (2 mg/ml) (Figure 20). Le pourcentage d’inhibition le plus éleve

est celui de E.IMEOH (73,6 + 1,83 %), légérement superieur a celui d’acide ascorbique,
suivi de E.Aq (40,69 * 6,49%).
Eau-@{ wes
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Figure 20. Activité antioxydante des extraits de Odneya africana et d’acide ascorbique
par le test de P-carotene/acide linoléique. Chaque valeur représente la moyenne +

SD (n = 3). *:p<0,05 *:p<0,01,*** : p<0,001, comparé avec le controle acide
ascorbique.

Egalement, les études ménées par, Nabti et Belhatta (2016), montrent que apres 2 h,

I’E.MEOH et I’E.Aq présentent une forte activité antioxydante (AA =81,04 % et AA =
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85,93% respectivement. Ces résultats confirment que les extraits des deux plantes étudiées

sont largement efficaces.

Certains auteurs ont signalé, qu'une synergie possible entre les composés
polyphénoliques et les autres composants présents dans les extraits pourrait contribuer a

1activité antioxydante globale (Arina et Azrina, 2016).

Les flavonoides et autres polyphénols ont la capacité de piéger les radicaux libres et

par conséquent, retarder I'auto-oxydation des lipides (Gao et al., 2005).

2.4. Test du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Ltactivité antioxydante des extraits brutes de la plante étudiée, a été évaluée en
utilisant la méthode de FRAP. Le pouvoir réducteur est souvent utilisé pour évaluer la
capacité d'un antioxydant a donner des électrons. Ce test permet de définir la capacité d’un
antioxydant a inhiber D’initiation des réactions radicalaires par les ions métalliques.

d’extrait.

Les résultats obtenus (Figure 21), montrent que la capacité de réduction du fer est

proportionnelle a la concentration des deux extraits et de 1°acide ascorbique utilis€ comme

standard.
b
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Figure 21. Pouvoir réducteur a 700 nm. a: d’acide ascorbique. b : des extrais
methanolique et aqueux. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).
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Les valeurs d’IC50 pour les deux extraits et de Trolox sont indiquées dans la figure 22.
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Figure 22. Histogramme comparatif de Aogsdes extraits de Odneya africana et d’acide
ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

Les Ags des extraits montrent que E.MEOH posséde le pouvoir réducteur le plus
puissant (Ags= 323,4+11,71) suivi par E.AQ (Aps= 521,4+3,31). Ce pouvoir réducteur
reste inférieur a celui de la Vit C (p <0,001) dont I’ Agsest 20,95+0,16

Les extraits brutes de la plante étudiée possédent un pouvoir réducteur tres
intéressant, par comparaison aux résultats déterminés par plusieurs auteurs menés sur les
mémes espéces. Notamment, les travaux de Nabti et Belhatta (2016), trouvent que 1’extrait
aqueux possede un pouvoir réducteur le plus puissante de (EC50=826,12 + 0,58 pg/ml)
pour I’extrait méthanolique et (EC50=247,11 £ 7,79 pg/ml) pour I’extrait aqueux.

Les composés phénoliques et les flavonoides en particulier sont connus pour leurs
propriétés rédacteurs/antioxydantes (Weidner et al., 2018). Il existe une variabilité de la
capacité des extraits vegétaux pour réduire le complexe Fer ferrique, cette variabilite est
doutée a variabilité dans les composés phenoliques. Les propriétés réductrices sont
généralement associées a la présence de reductones, qui ont la capacité de faire donner
d'une électron a les radicaux libres et de les convertir en des formes plus stables (Abirami
etal., 2014).
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Conclusion et perspectives

La connaissance et 1’usage des plantes médicinales constitiant un vrai patrimoine de
1’étre humaine. Leur utilisation en phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche
biomédicale et est devenu aussi importante dans le domaine médical et 1’industrie
pharmaceutique. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales
représentent une source inépuisable de substances et de composeés naturels bioactifs et,
d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus

douce et sans effets secondaires.

L’objectif primordial assigné par cette ¢tude englobe le méme contexte afin
d’évaluer les propriétés antioxydantes de la plante Oudneya africana, largement utilisées

en médecine traditionnelle en Algérie.

Les rendements d’extraction des polyphénols & partir de la partie aérienne de
Oudneya africana sont 27,28% pour I’extrait aqueux et 20,61% pour I’extrait

méthanolique.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux contenus dans I’E.MEOH et
I’E.Aq a montré que ces derniers sont relativement riches en polyphénols, avec un taux de
90,93+1,33 et 57,36+0,67 ug EAG/mg EX, respectivement. Les résultats de cette étude ont
montré également que les méme extraits I’E.MEOH et I’E.Aq renferment chacun une
teneur intéressantes en flavonoide (10,05+0,19 et 2,38+0,05 pg EQ/mg EX,

respectivement),

Le criblage préliminaire in vitro réalisé par les quatre tests (DPPH, ABTS, FRAP, et
B-caroténe) a montré que ’E.MEOH a exhibé une forte activité antioxydante alors que

I’E.Aq s’est montré moins efficaces.

La richesse des extraits E.IMEOH et E.Ag de Oudneya africana R. en composeés
phénoliques et leurs pouvoirs antioxydant pourraient justifier le bien-fondé de certaines

vertus thérapeutiques accordées a ce plantes en médecine traditionelle.

Le présent travail rapporte donc une contribution a la connaissance des deux espéces

et il ouvre de nombreuses perspectives.
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Des études complémentaires approfondies sont envisagées pour mieux cerner les
molécules impliquées dans chacune des activités observées et les mécanismes par lesquels
ces composes agissent.

Ces investigations peuvent étre résumées comme suite :

e Isolement et caractérisation des composés actifs dans 1’extrait méthanolique de
Oudneya africana R par des méthodes plus spécifiques (HPLC/SM) afin d’établir
une relation structure-activité

e Etude de la pharmacocinétique des principes actifs pour la détermination des doses
préventives et thérapeutiques ;

e Etude approfondie de la toxicité chronique de la plante afin de déterminer la

sécurité de son utilisation comme médicament.
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Résumé

Oudneya africana R. connue sous le nom vernaculaire « Henat ’ibel » est une plante médicinale trés répandue dans les
régions sahariennes et largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne. Le présent travail vise a 1’étude phytochimique
et d’évaluer I’activité antioxydante des extraits de cette plante. L'extraction des polyphénols de la partie aérienne de la plante
étudiée a abouti a deux extrait brut ; 1’extrait organique méthanolique et I’extrait aqueux. Les rendements en extraits brutes sont
de l'ordre de 20,61% et 27,28% respectivement. L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par la
méthode colorimétrique a montré que les extraits sont riches en ces composés. Les résultats ont montré que la plus grande
quantité de phénols totaux et de flavonoides a été trouvée dans I’extrait méthanolique, avec un taux de 90.93+£1.33 pgEAG/mg
d'extrait et 10.05+£0.19 pg EQ/mg d'extrait, respectivement. L’évaluation, /7 vitro, de ’activité antioxydante des deux extraits a
été réalisée par quatre méthodes spectrophotométrique, a savoir : le test du DPPH, le test d’ABTS, le test de pouvoir réducteur
et le test de blanchissement B-caroténe. Les résultats ont révélés que les deux extraits étudiés avaient un pouvoir antioxydant
puissante dont l'effet antiradicalaire le plus élevé est celui de I’extrait méthanolique. En conclusion, Oudneya africana a des

effets antioxydants puissants /7 vifro qui soutiennent leur utilisation en médecine traditionnelle. Ce qui indique clairement les

bénéfices potentiels de la plante pour lutée naturellement contre le phénomene de stress oxydatif.

Mots clés: Oudneya africana, extrait méthanolique, extrait aqueux et activité antioxydante.

Abstract

Oudneya africana known under the vernacular name "Henat I'ibel" is a medicinal plant very widespread in the Saharan
regions and widely used in traditional Algerian medicine. The present work aims at the phytochemical study and to evaluate the
antioxidant activity of the extracts of this plant. The extraction of polyphenols from the aerial part of the studied plant resulted in
two crude extracts; the methanolic organic extract and the aqueous extract. The yields of crude extracts are around 20.61% and
27.28% respectively. The quantitative estimation of total polyphenols and flavonoids by the colorimetric method showed that the
extracts are rich in these. The results showed that the highest amount of total phenols and flavonoids was found in the
methanolic extract, with a rate of 90.93+1.33 pugEAG/mg extract and 10.05+0.19 ug EQ/mg extract, respectively. The
evaluation, in vitro, of the antioxidant activity of the two extracts was carried out by four spectrophotometric methods, namely:
the DPPH test, the ABTS test, the reducing power test and the B-carotene bleaching test. The results revealed that the two
extracts studied had a powerful antioxidant power whose highest anti-radical effect is that of the methanolic extract. In
conclusion, Oudneya africana has powerful antioxidant effects in vitro that support their use in traditional medicine. This clearly

indicates the potential benefits of the plant for naturally lit up against the phenomenon of oxidative stress.

Keywords: Oudneya africana, methanolic extract, aqueous extract and antioxidant.




