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Résumé

Cette étude a pour objectif de vérifier la spécificité d’une espéce végétale halophyte Hammda
scoparia (Pomel) Iljin ou Saligne a balai, a usage thérapeutique dans les régions Ghardaia, El-
Bayadh et Ouargla au Sahara Septentrional algérien, du point de vue biochimique et
biologique notamment 1’activité antioxydante des extraits bruts aqueux des parties aérienne et
souterraine. Pour ce faire, des tests de criblage phytochimiques sont effectués pour mettre en
évidence la présence ou 1’absence des principaux métabolites secondaires de la plante. Des
extractions par maceration aqueuse sont realisées. Les teneurs en polyphénols totaux dans les
extraits bruts obtenus sont ensuite évaluées et leur potentiel antioxydant face aux radicaux

libres est enfin déterminé.

De I’ensemble des résultats obtenus, I’espece de la région d’El-Bayadh s’est montrée plus
riche en extrait brut aqueux avec 36.2 % dans sa partie aérienne et 34.6 % dans sa partie
souterraine. D’une maniére générale, les parties aériennes de notre espéce végétale des trois
régions étudiées semblent étre les plus riches en polyphénols totaux avec une teneur maximale
de I’ordre de 162 mg EAG/g MVS dans ’extrait brut de ’espéce de la région de Ghardaia.

Les tests du pouvoir antioxydant ont permis d’évaluer la puissance des extraits bruts dans la
réduction et le piégeage des radicaux libres. Les résultats obtenus du pouvoir inhibiteur du
radical DPPH révelent que les extraits bruts isolés de 1’espéce des trois régions concernées
sont tres actifs et présentent en général des activités antioxydantes supérieures (IC50 de 53 a
71 pg/ mL). Quant aux radicaux libres ABTS, les extraits bruts de I’espéce d’El-Bayadh ont
présenté le plus fort pouvoir antioxydant.

En bref, ’espéce Hammada scoparia de la région d’El-Bayadh est meilleure que celle de
Ghardaia et Ouargla du point de vue richesse biochimique en composés polyphénoliques et

activité antioxydante et plus particulierement dans sa partie aérienne.

Mots clés : Hammada scoparia, Sahara Septentrional algérien, Phytochimie, Extrait brut,

Pouvoir antioxydant.



Tableau n°

Tableau 01

Tableau 02

Tableau 03

Tableau 04

Liste des tableaux

Titre

Tableau récapitulatif des principaux metabolites secondaires de

la partie aérienne de 1’espéce Hammada scoparia.

Rendement (%) en extraits bruts et teneur en polyphénols (mg
EAG/ g MVS) dans la partie aérienne et souterraine de 1’espece

Hammada scoparia.

Résultats globaux des 1C50 (ug/ mL) du pouvoir antioxydant
(test de DPPH) des extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia
(Pomel) Iljin.

Résultats globaux des 1C50 (ug/ mL) du pouvoir antioxydant
(test de I’ABTS) des extraits bruts de 1’espece Hammada

scoparia (Pomel) Iljin.

Page

17

18

25

28



Figure n°

Figure 01

Figure 02

Figure 03

Figure 04

Figure 05

Figure 06

Figure 07

Figure 08

Liste des figures

Titre

Situation géographique et limites administratives des régions
Ghardaia, El-Bayadh et Ouargla.

Vue générale de 1’espéce Hammada scoparia (Pomel) Iljin des
régions Ghardara (A), EI-Bayadh (B) et Ouargla (C).

Vue générale des parties aériennes (A, B et C) et parties
souterraines (A’, B’ et C”) broyées de Hammada scoparia (Pomel)

Iljin des régions Ghardaia, EI-Bayadh et Ouargla respectivement.
Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
Courbes d’¢talonnage des antioxydants de synthése (pour DPPH).

Figures représentatives des résultats de 1’activité antioxydante (test
de DPPH) des extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia

(Pomel) Iljin.
Courbes d’¢étalonnage des antioxydants de synthése (pour ABTS).

Figures représentatives des résultats de 1’activité antioxydante (test
de ’ABTS) des extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia

(Pomel) Iljin.

Page

05

08

09

20

23

24

26

27



Liste des abréviations

Km kilometre

mm/an millimétre par années

m Métre

Hm hectométre

Ha Hectare

mL Millilitre

\ Volume

min Minute

g gramme

nm Nanométre

pL Microlitre

mg Milligramme

EAG équivalent acide gallique

MVS matiére végétale séche

UM Micrometre

Do densité optique

mm Millimétre

ST partie souterraine

AR partie aérienne

mg EAG /g MVS mil:}igramme équivalent acide gallique par gramme de matiére végétale
séche



g/ mL gramme par millilitre

Mg/ mL microgramme par millilitre

g/l gramme par litre

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
ABTS L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
R Région

Ac Acide

OMS organisation mondiale de la santé
FeCls chlorure ferrique

HCI Acide chlorhydrique

H2S04 Acide sulfurique

H3PW12040 acide phosphotungstique
H3PMO1204 acide phosphomolybdique
W8023 oxydes bleus de tungsténe
MO803 Molybdéne

Na2CO3 carbonate de sodium

KH2PO4 phosphate de potassium

AAT activité antioxydante totale

CAET capacité antioxydante en équivalent trolox



SH

NH

OH

[C] mg/mL

EAQ.PA,G
EAQ.PAE
EAQ.PA,0
EAQ.PS,G
EAQ.PS,E

EAQ.PS,0

groupement sulfuhydryle

groupement hydroxyle

groupement amine

Concentration en milligramme par millilitre

extrait aqueux de la partie aérienne de la réegion Ghardaia
extrait aqueux de la partie aérienne de la région El-Bayadh
extrait aqueux de la partie aérienne de la région Ouargla
extrait aqueux de la partie souterraine de la région Ghardaia
extrait aqueux de la partie souterraine de la région El-Bayadh

extrait aqueux de la partie souterraine de la région Ouargla

Vi



INTRODUCTION



Introduction

A D’état naturel, les végétaux recouvrent la quasi-totalité de la zone émergée de planete
(Gantet, 1998 ; Tandret et Verger, 1998). La composition chimique actuelle de ces végétaux
est le résultat d’associations et interactions bénéfiques entre espeéces (Faune et flore). L’étude
de ces interactions peut étre une nouvelle source d’informations sur les activités biologiques
des plantes et pourrait étre favorisée en recherche pharmacologique. Dés 1978, Janzen
proposait que les animaux puissent «soulager certains de leurs maux», en ingérant des plantes
biologiquement actives. Des observations semblent aujourd’hui en témoigner: certains
animaux incorporent dans leur alimentation ou dans leur environnement proche (construction
des nids) des plantes a activité pharmacologique, qui ont pour conséquence d’éliminer les

parasites et d’améliorer leur confort (Huffman et Seifu, 1989).

La phytothérapie est I’art de se soigner avec les produits issus de notre nature. Prés de 95000
plantes reconnues pour leurs vertus médicinales sont recensées sur notre planéte. Aussi
diverses et nombreuses soient-elles, les «simples» telles qu’elles se font appeler, offrent un
large panel de vertus pour soigner les maux et les petits bobos. Les bienfaits des plantes et de
leurs extraits ont forgé leur réputation depuis des millénaires (Cavalier et al., 2015).
L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et connait actuellement une région
d’intérét aupres du public. Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS) en 2003, environ
65-80 % de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses
besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d’accés a la
médecine moderne (Ma et al., 1997). Durant ces deux derniéres décennies, la recherche en
phytothérapie devient une des plus grandes préoccupations scientifiques (Niyah et al., 2005).
Depuis toujours, les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir ou traiter diverses
maladies. Selon des études pharmacologiques, plus de 1200 plantes sont utilisées a travers le

monde, en médecine traditionnelle, pour leurs activités biologiques (Bisht et al., 2010).

En Algérie, I'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans (Beloud, 1998 et
Baba Aissa, 1999). Le nombre des plantes entrant dans ce cadre de remedes traditionnels est
limité ou plus ou moins exhaustif. Elles sont utilisées sous plusieurs formes telles que tisanes,
extraits ou préparations complexes, sans savoir les molécules responsables de I'action. En
effet, certains effets pharmacologiques prouveés sur I'animal aient éte attribués a des composés
tels que les alcaloides et leurs dérivés, des terpénes, des stéroides et des composes
polyphénoliques. (Adlib et Yousfi, 2001).
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Le Sahara algérien, le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde, possede dans sa partie
Nord, le Sahara septentrional, une végétation diffuse et clairsemée (Ozenda, 1979). Certaines
espéces de cette zone possedent des propriétés pharmacologiques qui leur conferent un intérét
médicinal (Jean et Jiri, 1983). Ces especes produisent un grand nombre de composés pour
lesquels on ne sait pas toujours le réle gu'ils jouent exactement pour elles-mémes. Ces
composés ne sont pas produits directement lors de la photosynthese, mais résultent de
réactions chimiques ultérieures. On les appelle donc des métabolites secondaires (Krief,
2003). La nature chimique tres variée de ces molécules est a l'origine de leurs pouvoirs
thérapeutiques connus depuis des temps reculés, leur rdle écologique reste encore a préciser,
leur utilisation pour le traitement de nombreuses maladies est tres largement répandue (Curtin,
1983). En 1987, Plus de 8500 de métabolites secondaires sont déja connus. Les plus grands
groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques. Ils
présentent une énorme valeur économiqgue en particulier pour I'industrie pharmaceutique et la

cosmétique (Peeking et al., 1987).

En outre, ces especes constituent une source inépuisable d’antioxydants dont les polyphénols
qui attirent le plus notre attention et regroupent une grande variété de composés comprenant
entre autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquitaires
que ’on retrouve dans la plupart des plantes. Ils sont capables de piéger les radicaux libres et
d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles (Delattre et al.,

2005).

Dans ce contexte-la, nous nous sommes intéressés a une espece végétale trés répandue dans
les régions arides et semi arides du territoire algérien et trés utilisée pour ses innombrables
vertus thérapeutiques. Il s’agit de Hammada scoparia (Pomel) Iljin ou Saligne a balai
(Remth). C’est une espéce spontanée vivace, de la famille des Chénopodiacées, tres répandue
qui se développe dans les steppes cotieres. C’est un buisson pérenne ligneux de 50cm de
hauteur a rameaux succulents, articulés et non feuillés. Les feuilles courtes, sont opposées et
soudées par paire l'une a l'autre, entourant ainsi les rameaux et leurs donnant un aspect
articulé. La floraison est en automne, les fleurs sont réunies en glomérules jaunatres. Les
graines mdrissent vers le mois de décembre. Les fruits sont des akénes ailés (John et Sons,
2013).

Cette espece appartient a un groupe de plantes appelées les halophytes. Ces plantes ont la
capacité de croitre dans des conditions de stress abiotiqgue comme la haute salinité et la haute
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température. Cette capacité remarquable résulte du développement de mécanismes de defense
et la synthese de molécules congues pour résister aux conditions extrémes de
I’environnement. De ce fait, ces plantes sont trés riches en substances biologiquement
bioactives et sont considérées comme une importante source de nouveaux médicaments
(Ksouri et al., 2012). Elle est utilisée en médecine traditionnelle comme remede pour le
traitement des désordres de I’ceil et de la vision, des maladies de la peau, du diabéte sucré
(Bellakhdar, 1997 ; Allali et al., 2008) et de I’hypertension (Eddouks et al., 2002), mais aussi
pour le traitement du cancer, des hépatites, des inflammations, et de 1’obésité. Elle présente
plusieurs métabolites secondaires tels que les alcaloides, flavonoides, tanins, terpénes et

stérols, saponines et anthocyanes. Polyphénols totaux (Benkherara et Bordjiba, 2018).

Notre objectif était de vérifier la spécificité de cette espéce végétale du point de vue
biochimique et biologique notamment 1’activité antioxydante des extraits bruts aqueux de sa
partie aérienne et souterraine au niveau des régions Ghardaia, EI-Bayadh et Ouargla au Sahara

Septentrional algérien.
L’utilisation massive de cette espéce par les populations est-elle justifiée ?
Est-elle riche en substances naturelles phytothérapiques ?

Pourrait-elle étre un antioxydant naturel efficace vis-a-vis des maladies dues a certains
radicaux libres et que la médecine moderne malgré son large panel de produits chimiques

synthétiques (antioxydants) ne peut pas guérir ?
C’est ce que nous efforcerons de démontrer a travers cette étude dans le cadre de ce mémoire.

Cette étude consistera en une série de tests et analyses expérimentales portant sur les deux
parties aérienne et souterraine de 1’espéce en question. Elle est initiée par un criblage
phytochimique pour mettre en évidence les principales substances actives de la partie aérienne
de cette espéce. Des extractions brutes aqueuses sont effectuées par la suite. Nous
procéderons ensuite a la détermination des rendements en extraits bruts aqueux puis aux
dosages des polyphénols totaux. Ensuite, nous essayerons d’évaluer le pouvoir antioxydant in
vitro de ces extraits bruts et nous terminerons enfin par la discussion, la conclusion et les

perspectives.
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Matériel et méthodes

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

Le matériel vegétal utilisé est une espéce végetale spontanée de la famille
des Chénopodiacees : Saligne a balai ou Hammada scoparia (Pomel) Iljin (fig. 02). Cette
espece végétale est utilisée pour la réalisation de ce travail qui porte sur 1’évaluation in vitro

du pouvoir antioxydant des extraits aqueux de la partie aérienne et la partie souterraine.

2.1.1. Site de prélevement

Les échantillons de notre espece vegétale sont prélevés a partir de trois sites différents
des régions Ghardaia et EI-Bayadh et Ouargla. Ces échantillons sont déposés, séchés a 1’air
libre et broyés au sein du Laboratoire de Recherche du département de Biologie, Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre a 1’Université de Ghardaia.
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Figure 01: Situation géographique et limites administratives des régions Ghardaia,
El Bayadh et Ouargla (Google maps, 2019)

La région de Ghardaia au sens large se situe au centre de la partie Nord du Sahara Algérien a
32° 30 de latitude Nord et a 3° 45 de longitude Est (Bichi et al., 2006, Adouane et al., 2014).
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Elle est limitée au Nord par Laghouat et Djelfa, a ’Est par Ouargla, au Sud par Tamanrasset
et & ’Ouest par El Bayadh et Adrar. Cette région occupe une superficie de 86560 km?
(Anonyme, 2005).

D’aprés Bichi et al., (2006), la sécheresse est le caractere fondamental du climat Saharien
mais les microclimats jouent un réle considérable au désert. Le relief, la présence d'une

vegetation abondante peuvent modifier localement les conditions climatiques.

Le climat de la région de Ghardaia est typiquement Saharien, se caractérise par deux saisons :
une saison chaude et séche (du mois d’avril au mois de septembre) et une autre saison
tempérée (du mois d’octobre au mois de mars) avec une grande différence entre les
températures estivales et hivernales. Nous enregistrons une moyenne annuelle de 25°C avec

une moyenne de précipitations de 60 mm/an (Chenini et Chabou, 2012).

Le relief de la wilaya est un sous ensemble de composants géographiques dont les principaux
sont les suivants :
- Le grand Erg oriental : véritable mer de sable ou les dunes pouvant atteindre une
hauteur de 200 m ;
- Lahamada : qui est un plateau caillouteux ;

- Lesvallées : sont représentées par la vallée du M’ZAB.

La wilaya a une série de couches aquiféres exploitée par pompage a des profondeurs
importantes, dépassant parfois les 120 m selon la région (Chenini et Chabou, 2012 ; ANDI,
2013).

La flore saharienne apparait comme trés pauvre si I’on compare le petit nombre des espéces
qui habitent ce désert a I’énormité de la surface qu’il couvre, et la wilaya de Ghardaia fait
partie du Sahara septentrional mais elle n’est pas dépourvue de végétation car elle se
caractérise par la présence des oasis sur ses principaux oueds, y compris la vallée du M’Zab,
qui comprend en elle-méme un groupe de cing oasis. Bien que la culture du palmier dattier
soit dominante, 1’agriculture a Ghardaia est relativement diversifiée. Il y a la culture des
légumes, arbres fruitiers, céréales (orge et blé dur), en plus de la culture de 1’arachide. Ce site
contient également des plantes spontanées a caractére médicinal appartenant a diverses
familles telles que les Lamiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Chenopodiaceae, etc... (Ozenda,
1977 ; Kemassi et al., 2014 ; Bensaha et Arbouch, 2016).
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La région d’El-Bayadh est une wilaya algérienne située a I'ouest du pays. Elle fait partie de la
région des Hautes plaines steppiques du Sud-Ouest Algérien. Elle s’étend sur une superficie
de 71697 km?, soit 3 % du territoire national (ANDI, 2013). Géographiquement, elle est
comprise entre les paralléles 30° 42" et 34° 28' de latitude Nord et entre les méridiens de
longitude 0° 24" a I'Ouest fuseau 30 et 2° 16" a I'Est fuseau 31. Elle est délimitée au nord par
Saida et Tiaret, a I’Est et Sud-Est par Laghouat, Ghardaia et Adrar et & 1’Ouest et Sud-Ouest
par Sidi Belabbes - Nadma et Bechar (DPAT, 2010).

Sur le plan climatologique, cette région se caractérise par deux périodes principales qui
expriment le contraste important durant I’année a savoir un hiver rigoureux avec de fréquentes
chutes de neige et un été chaud et trés sec ce qui favorise I’apparition des plantes résistantes a

la sécheresse (ANDI, 2013).

El-Bayadh, c’est une région qui présente des ressources moyennes en eaux souterraines
correspondant & 42,72 hm*/ an localisées en grande majorité dans la chaine de I’Atlas
Saharien (ANAT, 2003). Le réseau hydrographique de cette région est constitué des nappes
suivantes: Les eaux souterraines: Chott Cherguie le Synclinal d’El-Bayadh, les eaux
superficielles: Mobilisables: 123 hm® et 11,5 hm® mobilisées. Le réseau hydrographique est
endoréique et de faible importance. Les réserves en eaux souterraines sont importantes et le

bassin versant passe par les monts de 1’ Atlas Saharien (ANDI, 2013).

Les principaux types de sols présents appartiennent aux classes des sols minéraux bruts, des
sols peu évolués, des sols calcimagnésiques, des sols iso-humiques et des sols halomorphes.
Les sols minéraux bruts se localisent sur les sommets des djebels. Quant aux sols peu évolués,
ils se situent au niveau des substrats géologiques et dans les zones d’apport continu. Les sols
calcimagnésiques occupent les versants des djebels et les piémonts. Au sein des glacis
d’érosion polygénique du quaternaire récent, les sols iso humiques se retrouvent. Les sols

halomorphes se localisent dans le Chott Chergui et dans les Sebkhas (Pouget, 1980).

Ce site présente une richesse floristiqgue avec quarante-neuf (49) especes médicinales
appartenant a vingt-quatre familles dont les plus importantes sont: les Composees,
Légumineuses, Chénopodiacées, Graminées, Ombelliféres, Borraginacées, Caryophyllacées,

Cruciferes, Verbénacées ...etc (Ozenda, 1991).

Ouargla, est la troisieme région d’étude, a partir de laquelle nous avons prélevé des

échantillons de notre espece vegétale Hammada scoparia. Cette région est située au Sud-Est
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Algérien a une distante de 790 km d’Alger. Elle est le cceur économique du pays grace au
pétrole de la ville de Hassi Messaoud et couvre une superficie de 163230 km?. Elle est limitée
au Nord par Djelfa et EI-Oued, a I’Est par EI-Oued et la Tunisie, au Sud par lllizi et
Tamanrasset et a 1’Ouest par Ghardaia. La ville d’Ouargla se trouve a une altitude moyenne
de 157 m, sa latitude est de 32° 45’ Nord et 31° 45” Sud; sa longitude est de 5° 20’ Est et 5°
45' Ouest (Rouvillois-Brigol, 1975).

La région d’Ouargla, se caractérise par un climat Saharien, avec une pluviométrie tres réduite
et des températures élevées, notamment en été. Le potentiel en sol est important et les

superficies exploitées dans le cadre de la mise en valeur sont de 1’ordre de 60000 ha.

Pour ce qui est de la flore, les Chaméphytes et les Géophytes sont les types biologiques les
plus fréquents qui caractérisent la végétation de la région d’Ouargla avec environ 10 familles
d’espéces végétales différentes telles que la famille des Cruciferes, Zygophyllacées,
Caryophyllacée, Borraginacée, etc...(Ozenda, 1983), avec une prédominance de la famille des

Chénopodiacées (Koull et Chehma, 2013).

2.1.2. Echantillonnage

La méthode d'échantillonnage que nous avons adopté pour la réalisation de ce travail c'était
celle basée sur le hasard qui consiste a prélever d'une maniere aléatoire et simple de divers
points du méme pied de la plante considérée des feuilles, fruits, fleurs saines, graines ou
méme des tiges ne présentant aucune lésion de méme forme et de tailles différentes en
fonction bien sOr de leurs ages, autrement dit; et dans notre cas, nous avons procédé a la
récolte de quelque pieds de notre plante Hammada scoparia (partie aérienne et partie
souterraine) jeunes et adultes afin d'éviter les risques de disparition de I'espéce végétale. Une

vue générale de nos échantillons des trois régions étudiées sont présentées dans la figure 02.

Figure 02 : Vue générale de I’espece Hammada scoparia (Pomel) Iljin des régions
Ghardaia (A), El-Bayadh (B) et Ouargla (C) (Originale, 2020).
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Les prélevements sont réalisés tot le matin et au moment de floraison de la plante a la fin du
mois de décembre et par temps sec pour éviter toutes altérations des huiles ou tout autre
produit du métabolisme secondaire. Le matériel végétal est placé dans des étuis en papier
stérile puis transporté immédiatement au laboratoire en vue de 1’analyse. Les parties prélevées
sont mises a sécher pour servir aux analyses biochimiques et I’extraction des principes actifs

(préparation des extraits bruts aqueux).

2.1.3. Séchage

Sécher une plante n’est en fait rien d’autre que lui retirer progressivement son humidité. Il
sera souvent nécessaire, avant de procéder a ce séchage, de passer les parties récoltées
rapidement sous un filet d’eau, pour €éliminer la poussiére, les impuretés, les particules de
terre, etc. Les parties aériennes et souterraines récoltées sont étendues en couches minces, a
bonne aération, en courant d’air, sur une toile blanche pendant trois semaines et en les
retournant de temps a autre. Le séchage doit se prolonger jusqu’a I’obtention d’une
consistance tout a fait friable, facile a briser lorsqu’on les courbe. Une dessiccation excessive
fait cependant tomber les plantes ou les organes en poussiére et entraine la perte de leurs

maticres actives. Dans le cas contraire, si I’humidité résiduelle reste élevée, on court toujours

le risque de les voir pourrir ou moisir lors de la conservation.

Figure 03: Vue genérale des parties aériennes (A, B et C) et parties souterraines (A’, B” et C’)
broyées de Hammada scoparia (Pomel) Iljin des régions Ghardaia, EI-Bayadh et Ouargla

respectivement (Originale, 2020).
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2.2. Méthodes d’analyses

2.2.1. Tests biochimiques préliminaires
Nous avons réalisé un screening phytochimique dans le but de connaitre les constituants
majeurs de I’espece végétale Hammada scoparia (Pomel) Iljin. Les tests sont effectués

uniquement sur la partie aérienne.

2.2.1.1. Recherche des Tanins :

Selon Solfo, 1973 on prend 5 mL de l'infusé auxquels on ajoute 1 mL de la solution de
Chlorure ferrique (FeCls) a 1% par goutte a goutte. L'apparition d'une coloration verdatre
indique la présence des tanins catéchiques et bleu noiratre pour les tanins galliques.

2.2.1.2. Recherche des Flavonoides:

La mise en évidence de la présence des flavonoides est effectuée en suivant la méthode de
Harborne, 1973 par la réaction a la cyanidine avec de Iégeres modifications a propos des
volumes des solutions de révélation ajoutées. 10 g de drogue pulvérisée sont macérés dans
150 mL d'HCl a 1 % pendant 24 Heures, apres filtration de la solution obtenue ; 3mLd’alcool
chlorhydrigue (éthanol a 95°, eau distillée, acide chlorhydrique concentré (V/V/V)) sont mis
dans un tube a essai avec 1mL d’alcool isoamylique et quelques copeaux de magnésium.
L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube indique la présence

des flavonoides.

2.2.1.3. Recherche des Saponosides:

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de l'indice de mousse, degré de
dilution d'un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions
déterminées. Deux grammes de matériel végétal sec et broyé sont utilisés pour préparer une
décoction avec 100 mL d'eau. On porte a ébullition pendant 30 mn. Apres refroidissement et
filtration, on réajuste le volume a 100 mL. A partir de cette solution, on prépare dix tubes
dans lesquels on met 1, 2, 3, ... 10 mL. Le volume final étant de nouveau réajusté a 10 mL
avec de l'eau distillée. Les tubes sont agités fortement en position horizontale pendant 15
secondes. Aprés un repos de 15 minutes en position verticale, on reléve la hauteur de la
mousse persistante en cm. Si elle est proche de 1 cm dans le X° tube, alors I'indice de mousse

est calculé selon la formule suivante :
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Hauteur de mousse (en cm) dans le X° tube x 5

X/100
X : C’est I’ordre de tube qui présente une mousse de I’ordre de 1 cm de hauteur.

La presence des saponosides dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100
(Dohou et al., 2003).

2.2.1.4. Recherche des Anthocyanes:

D’apres Solfo (1973), la recherche des anthocyanes repose sur le changement de la couleur de
I'infusé & 10 % avec le changement de pH : on ajoute quelques gouttes d'HCI puis quelques
gouttes de NH,OH, le changement de la couleur indique la présence des anthocyanes.

2.2.1.5. Recherche des Leuco anthocyanes:

A 5 mL de l'infusé, sont mélangés 4 mL d'alcool chlorhydrique (éthanol/ HCI pur 3/1 V/V).
Aprés chauffage au bain marie & 50° C pendant quelques minutes, I'apparition d'une couleur
rouge cerise indique la présence des leuco anthocyanes (Solfo, 1973).

2.2.1.6. Recherche des Alcaloides:
Apreés une macération de 5 g de la partie aérienne seéchées et broyées dans 50 mL d'HCI a 1%,
le mélange est filtré puis soumis a I’action du réactif de Mayer ou Dragendorff (quelques

gouttes). L'apparition d'un précipité blanc indique la présence des alcaloides (Bouquet, 1972).

2.2.1.7. Recherche des Terpeénes :

La recherche des terpénes est effectuée par le test Salkowski: A 5 mL d’infusé, 2 mL de
chloroforme et 3 mL d’acide sulfurique (H,SO,) concentré sont soigneusement ajoutés.
L’apparition d’un anneau brun rougedtre a I’interphase indique la présence des terpenes

(Rimjhim et al., 2014).

2.2.1.8. Recherche des Stérols :

Les stérols sont mis en évidence par le test Liebermann-Burchard : un volume de 2 mL de
I’infusé est melangé avec 2 mL de chloroforme et 1 mL d’anhydride acétique. Ensuite,
2 gouttes d’acide sulfurique H,SO4 concentré sont ajoutées. L’apparition d’une coloration
rouge, qui vire en bleue et qui devient par la suite verte indique la présence des stérols
(Rimjhim et al., 2014).
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2.2.2. Préparation des extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia
Ce travail est effectué qu’avec des extraits bruts aqueux de la partie aérienne et la partie
souterraine de notre espéce végétale Hammada scoparia des régions Ghardaia, El Bayadh et

la région d’Ouargla.

L’extrait brut aqueux EBA est préparé selon la méthode de Majhenic et al., 2007 avec de
Iégeres modifications concernant le volume de solvant utilisé. 5g de poudre végétale sont
dissous dans 50 mL au lieu de 75 mL d’eau distillée, sous agitation mécanique pendant 2 a 3
heures a une température ambiante. Apres filtration et pour un meilleur épuisement de la
plante, cing autres extractions sont faite avec le méme marc en utilisant le méme volume
d’eau distillée. Les filtrats ainsi obtenus sont évaporés a sec sous pression réduite a 60°C a
I’aide d’un évaporateur rotatif .Le résidu obtenu est récupéré avec du méthanol et la solution

de ’extrait est ensuite conservée a 4°C.

2.2.3. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits bruts obtenus des différentes parties utilisees
est déterminée par spectrophotométrie en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est
constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,04) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMO;1,04) qui est réduit, lors de 1’oxydation des composés
phénoliques en mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgOy3) et de molybdene (MOgO3).

L’absorption maximale est comprise entre 700 et 760 nm, est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006). Le dosage de
ces polyphénols est effectué selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965) avec de
Iégeres modifications concernant les volumes : 100 puL de I’extrait végétal est mélangé avec
400 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans de I’eau distillée). Aprés agitation
puis incubation de 05 min, 500 pl de solution de carbonate de sodium Na,CO3 (7,5 %) est
ajouté. Le mélange a été laissé au repos a 1I’obscurité et a température ambiante pendant 90
min avec agitation intermittente. L'absorbance de la solution résultante est mesurée a 765 nm

contre un blanc.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent acide gallique par gramme de
matic¢re végétale seche (mg EAG/ g MVS). Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallcle
dans les mémes conditions expérimentales en utilisant 1’acide gallique comme étalon ou

contréle positif (Li et al., 2007).

12



Matériel et méthodes

2.2.4. Pouvoir antioxydant

La capacité antioxydante des substances ou principes actifs des extraits de plantes peut étre
évaluée soit in vivo, sur des organismes vivants, soit in vitro en utilisant des tests qui miment
le phénoméne physiologique. Pour évaluer ’activité antioxydante des extraits naturels in
vitro, différentes méthodes ont été développées. Ces méthodes impliquent le mélange
d’espéces oxydantes avec un échantillon qui contient des antioxydants capables d’inhiber la
génération de radicaux libres. Ces antioxydants peuvent agir selon deux meécanismes
majeurs : soit par transfert d’atome d’hydrogéne, soit par transfert d’électron (Prior et al.,
2005).

Dans notre cas, les tests d’évaluation du pouvoir antioxydant ont porté sur le piégeage du
radical libre stable DPPH ainsi que 1’évaluation de ’activité antioxydante totale AAT ou

piégeage des radicaux libres ABTS.

2.24.1. Test de DPPH: Piégeage du radical libre stable DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl)

Le DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 517 nm. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPH est réduit et
change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de
I’échantillon (Parejo et al., 2003).

De point de vue méthodologique, le test du radical libre DPPH est recommandé pour des
composés contenant des groupements SH, NH et OH (Salah et al., 1995). 1l s’effectue a
température ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des
molécules thermolabiles. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution des extraits
hydrophiles treés riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006 ; Hatzidimitriou et
al., 2007). Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical libre DPPH.

Le pouvoir de piégeage ou d’inhibition des extraits obtenus de notre espéce végétale sur le
radical libre DPPH est mesuré selon la méthode de Sanchez-Moreno et al., 1998 et de Anton
et al., 2008 : Un volume de 50 uL de différentes concentrations de la solution de chaque
extrait est ajouté a 950 pL de la solution méthanoliqgue du DPPH 60 uM (0,025 g/L)
fraichement préparée. Des solutions d’un antioxydant de référence trolox, acide ascorbique,

acide gallique, rutine et acide caféique sont egalement préparées dans les mémes conditions
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pour servir de témoin positif. Aprés incubation a 1’obscurité et a température ambiante
pendant 30 minutes, la lecture des absorbances (DO) est effectuée a I’aide d’un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 515 nm contre un blanc (50 uL du méthanol

avec 950 uL d’une solution méthanolique du DPPH).
Le pourcentage du piegeage du radical est calculé selon I’équation suivante :
% Inhibition = [(A1 — A2)/ A1] x 100

A : Absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait végétal).

A, : Absorbance en présence de I’extrait végétal.

2.2.4.2. Test de PABTS : Activité antioxydante totale AAT

L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) ou ABTS est un composé
chimique utilisé notamment en biochimie dans I'étude de la cinétique de certaines enzymes.
Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant & stabiliser le radical cationique ABTS®" de
coloration bleu verdatre. Ce radical cationique est formé suite a 1’oxydation de I’ABTS
initialement incolore avec les différents composés comme le phosphate de potassium

(KH2PQOy). Ainsi, la réaction se déroule en deux étapes :

Au cours de la premiére étape, le radical ABTS®" est formé par arrachement d’un électron (e-)
a un atome d’azote de ’ABTS. La deuxieme se déroule en présence d’un antioxydant donneur
de H®, le radical d’azote concerné piége un H®, conduisant 2 ’ABTS-H", ce qui entraine la

décoloration de la solution.

L'activité antioxydante totale (AAT) des extraits obtenus est évaluée selon la méthode de Re
et al., 1999 avec de légeres modifications a propos des volumes. Selon Schlesier et al.,
(2002), Cette activité est exprimée par la Capacité Antioxydante en Equivalent Trolox
(CAET) qui correspond a la capacité antioxydante d’une solution en unités d'équivalent

trolox. Ainsi, plus la valeur de CAET est grande, plus I’activité antioxydante (AAT) est forte.

Le cation radical ABTS (ABTS®") a été produit en réagissant une solution mére d’ABTS (7
mM) avec le persulfate de potassium (2,45 mM). Le mélange est laissé a I'obscurité a une
tempeérature ambiante pendant 12 a 16 heures avant utilisation. Le radical était stable sous
cette forme pendant plus de 2 jours lorsqu'il était protégé de la lumiére et stocké a une

température ambiante.
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Pour I’évaluation de la capacité antioxydante totale, la solution stock de I’ABTS®" a été diluée
avec de I'éthanol a une absorbance de 0.70 (x0.02) a une longueur d’onde de 734 nm et
équilibré a 30°C. Ensuite, un volume de 10 pL des différentes concentrations des solutions a
tester (extraits de la plante) a été mélangé avec 990 pL de la solution stock de ’ABTS®"
diluée. Le blanc est obtenu en mélangeant 10 pL d’éthanol absolu avec 990 pL de la solution
stock de ’ABTS®". Le pouvoir inhibiteur ou de piégeage du radical ABTS®" (% Inhibition)

est calculé par I'équation suivante :

% Inhibition = [(A734 blanc - A;z4 extrait) / Azz4 blanc] x100

ol As3, blanc et Asz, extrait sont les absorbances de la solution ABTS®" & 734 nm avant et

aprés addition des échantillons ou extraits de plante.

L'étalonnage est effectué avec des solutions stocks de trolox, acide ascorbique, acide gallique,

rutine et acide caféique.

Pour les deux tests du pouvoir antioxydant, les valeurs enregistrées des concentrations
inhibitrices (IC50), qui correspondent a la concentration de I’extrait végétal nécessaire pour
piéger ou neutraliser 50% des radicaux libres DPPH ou ABTS existants dans le milieu

réactionnel, sont exprimées en mg ou en pg/ mL.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Tests biochimiques préliminaires
Les résultats des tests biochimiques préliminaires réalisés sur la partie aérienne de I’espece

végétale Hammada scoparia sont reportés dans le tableau suivant:

Tableau 01 : Tableau récapitulatif des principaux métabolites secondaires de la partie aérienne

de I’espéce Hammada scoparia.

Région
Ghardaia El-Bayadh Ouargla
Métabolite
Tanins catéchiques " ) i
Flavonoides +) +) (+)
Saponosides (+) (+) (+)
Anthocyanes +) +) (+)
evcoaniocyanes 0 0 0
Alcaloides +) +) (+)
Terpenes +) (+) (+)
sterols 0 0 0

(+) détecté, (-) non détecté.

Les résultats ci-dessus (tab. 01) des tests biochimiques préliminaires des principaux composés
du métabolisme secondaire existants dans la partie aérienne nous ont montré la qualité
biochimique supérieure de cette espece végétale. Autrement dit, ces tests ont mis en évidence
la présence de six composés du métabolisme secondaire (tanins catéchiques, flavonoides,
saponosides, anthocyanes, alcaloides et terpenes) et I’absence de deux autres composés aussi
importants : leucoanthocyanes et stérols. Cette richesse en composés du métabolisme

secondaire notamment en composé€s phénoliques et en alcaloides pourrait justifier 1’usage
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traditionnel massif de la plante Hammada scoparia par la population des régions Ghardaia, El
Bayadh et Ouargla. Ces résultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus par
Alghazeer et al., (2012) et Ashraf et al., (2013).

3.2. Rendements en extraits bruts aqueux de I’espece Hammada scoparia

Les extractions que nous avons effectué par macération aqueuse de la poudre des parties
aérienne et souterraine de notre espece végétale ont permis de calculer le rendement de
chaque extrait. Le rendement, qui a été déterminé en mg/g de matiere végétale seche, est
exprimé en pourcentage selon la formule suivante : R (%) = (PEB/ PMV) x100 ou :

R (%) : rendement en %.
PEB : poids de I’extrait brut.

PMV : poids de matiere végétale seche.
Les valeurs obtenues sont indiguées dans le tableau ci-dessous (tab. 02) :

Tableau 02 : Rendement (%) en extraits bruts et teneur en polyphénols (mg EAG/ g MVS)

dans la partie aérienne et souterraine de I’espece Hammada scoparia.

Ghardaia El Bayadh Ouargla
EAQ.PA | EAQ.PS EAQ.PA EAQ.PS EAQ.PA EAQ.PS
Rendement 31.2 4.2 36.2 34.6 26.6 11
Polyphénols | 162.360+ | 11.013+ 141.744+ 63.285+ 96.260+ 25.640+
Totaux 2.849 0.193 2.487 1.110 1.689 0.450

De la plupart des résultats obtenus, 1’espéce Hammada scoparia de la région d’El Bayadh
semble étre plus riche en extrait brut aqueux avec 36.2% dans sa partie aérienne et 34.6%
dans sa partie souterraine. Quant aux régions Ghardaia et Ouargla, des rendements plus ou
moins similaires sont enregistrés avec un maximum d’environ 31.2% dans la partie aérienne

de I’espéce de la région de Ghardaia.

Cette différence dans les teneurs en extraits bruts est due probablement a la distribution
inégale des métabolites secondaires entre les différentes parties de la plante étudiée
(Benhammou et al., 2009).
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Les résultats obtenus des teneurs en extraits bruts de ’espece de la région d’El Bayadh sont
complétement meilleurs que ceux obtenus par Belhadj Tahar et al., (2015) avec I’extrait
butanolique de la partie aérienne de 1’espéce Hammada scoparia de Laghouat ou un
rendement assez faible de 1’ordre de 6.2% est enregistré. De méme, nos résultats sont
meilleurs que ceux obtenus par Bourogaa et al., (2012) sur la méme espece végétale
Hammada scoparia de la région de sud-tunisien ou une teneur égale a 15.07 % en extrait brut

méthanolique est obtenue.

D’autre part et pour ce qui est de la région de Ghardaia, les résultats de la présente étude sont
meilleurs que ceux obtenus dans les travaux de Mohammedi, (2013) realiseés sur la méme
espece végétale de la région de Ghardaia avec un rendement de 1’ordre de 17.29 % en extrait
brut méthanolique. Cependant, et par comparaison avec les résultats de Zerriouh, (2015) sur
I’espéce Hammada scoparia de Ain Sefra (Nadma), un rendement en extrait brut

hydrométhanolique (20.4%) inférieur a celui de notre espéce vegétale est enregistré.

D’une maniére générale, la variabilité des résultats peuvent étre liée aux solvants d’extraction,
aux conditions environnementaux de la région, et méme la partie de plante utilisée qui peut

influencer le rendement.

D’autre part et en se référant aux travaux de Ghedadba et al., (2014), les teneurs en extraits
bruts varient non seulement d’une plante a une autre de la méme famille mais également en
fonction des paramétres de 1’extraction solide-liquide des polyphénols, la taille des particules
et le coefficient de diffusion de solvant ou mélange de solvants d’extraction. En effet, I’eau, le
méthanol et le mélange hydrométhanolique sont considérés comme des meilleurs solvants
d’extraction des composés chimiques naturels (Bekro et al., 2007 ; Mohammedi et Atik,
2011).

En plus de ces aspects quantitatifs, quelle que soit la méthode d’extraction appliquée, elle doit
tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bioactivité de ces principes actifs.
Dans la présente étude, I’extraction par macération sous agitation magnétique ou mécanique
permet d’accélérer le processus de séparation ou I’isolement et de minimiser le temps de
contact du solvant d’extraction avec 1’extrait tout en gardant la bio-activité de ses molécules.
De méme, le déroulement de cette extraction a température ambiante ainsi que I’épuisement
du solvant & pression réduite permet d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur
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dénaturation ou modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres

méthodes d’extraction.

3.3. Teneur en composés phénoliques (polyphénols totaux)
Les résultats de la teneur en polyphénols totaux sont exprimés en milligramme équivalent
acide gallique par gramme de matiere végétale seche (mg EAG/ g MVS). La courbe

d’étalonnage est établie avec un coefficient de détermination R? = 0.996 (fig. 01).

0.9 y = 84,752x
08 1 R2=0,9967
0,7 -
06 -
05 -
04 -
03 -
0,2 -
0,1 -

Absorbance a 765 nm

0 0002 0004 0006 0008 001l 0,012
[C] (ng/mi)

Figure 04 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

De la figure ci-dessus (fig. 04) de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique et a partir de
I’équation de régression lin€aire, nous avons €valu¢ la teneur en polyphénols totaux dans les
différents extraits de notre espéce végétale Hammada scoparia des régions Ghardaia, El
Bayadh et Ouargla au Sahara septentrional algérien. Les résultats obtenus sont indiqués dans

le tableau précédent (tab. 02).

De la plupart des résultats obtenus, les extraits bruts aqueux de I’espéce végetale Hammada
scoparia de la région d’El Bayadh s’avérent les plus riches en composés polyphénoliques

dans les deux parties aérienne et souterraine.

D’une maniere générale, les parties aériennes de notre espece veégétale des trois régions
étudiées semblent étre les plus riches en polyphénols totaux avec une teneur maximale de
I’ordre de 162 mg EAG/g MVS dans I’extrait brut aqueux de notre espeéce de la région de
Ghardaia. L’extrait brut aqueux de la partie aérienne de 1’espéce de la région d’El Bayadh

vient en deuxiéme position avec une teneur de I’ordre de 141 mg EAG/g MVS. De méme,
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I’extrait brut aqueux de la partie aérienne de I’espeéce de la région d’Ouargla a présenté

¢galement une richesse en polyphénols totaux avec une teneur moyenne de 1’ordre de 96 mg

EAG/g MVS.

Pour ce qui est de la partie souterraine (partie racinaire), I’extrait brut de I’espéce de la région
d’El Bayadh est avéré le plus riche en polyphénols totaux avec une teneur moyenne de 63 mg
EAG/ g MVS. Une teneur moindre de ’ordre de 25 mg EAG/ g MVS est enregistrée dans
I’extrait brut aqueux de I’espéce de la région d’Ouargla. L’espece de la région de Ghardaia
vient en derniere position avec uniqguement 11 mg EAG/ g MVS de polyphénols totaux dans

I’extrait brut aqueux de sa partie racinaire.

Les teneurs élevees en polyphénols totaux que nous avons enregistrés notamment dans la
partie aérienne de I’espéce Hammada scoparia pourraient justifier 1’utilisation massive de
cette espece végeétale par la population des régions de la partie nord du Sahara septentrional
algérien et plus particulicrement celles d’El Bayadh et de Ghardaia. Nous pouvons déduire
aussi qu’un rendement élevé en extrait brut ne signifie jamais sa richesse en composés

phénoliques et surtout en polyphénols totaux.

En bref, ’espece Hammada scoparia de la région d’El Bayadh est meilleure que celle de
Ghardaia et d’Ouargla du point de vue richesse biochimique en composés polyphénoliques et

plus particulierement dans sa partie aérienne.

Par comparaison avec des travaux récemment publiés, nos résultats des teneurs en
polyphénols totaux de extraits bruts de la partie aérienne de 1’espéce d’El Bayadh sont
meilleurs que ceux obtenus par Alghazeer et al., (2012a) ou la teneur en polyphénols totaux
dans la partie aérienne de I’espéce Hammada scoparia de la région Libyenne est de 1’ordre de
119.76 £ 15.76 mg EAG/g MVS dans le méme extrait. De méme, les teneurs enregistrées
dans les extraits bruts aqueux de la partie aérienne de notre espece végétale des trois régions
étudiées sont complétement meilleurs par comparaison avec les résultats de Bouaziz et al.,
(2016) ou la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait brut méthanolique des feuilles de
I’espece Hammada scoparia de la région de Sfax en Tunisie est d’environ 59.75 + 1.80 mg
EAG/g MVS.
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Quant aux résultats de notre espéce de la région de Ghardaia, une parfaite concordance est
enregistrée avec ceux de Rached et al., (2010) ou une teneur égale a 163.16 mg EAG / g MVS
est enregistré dans ’extrait brut aqueux. De méme, une similitude est obtenue avec les
résultats de Louerrad et al., (2016) sur I’extrait brut aqueux des tiges de la méme espéce de la
région de Béchar avec une teneur de 161.49 mg EAG / g MVS. Par ailleurs, Belhadj Tahar et
al., (2015) ont publié des résultats plus ou moins comparables avec ce que nous avons obtenus
dans notre étude notamment avec ’espéce de la région d’Ouargla dont la teneur en
polyphénols totaux dans les extraits butanoliques est de 62.590 + 2.051 mg EAG /g MVS. De
ce fait, une teneur élevée en polyphénols totaux est liée a la grande solubilité des composés

phenoligues dans les solvants polaires (Ghedadba et al., 2014).

En général, cette différence dans les résultats obtenus peut étre liée d’une part, aux diverses
conditions expérimentales (Green, 2004 ; Benkherara et Bordjiba, 2018) et d’autre part aux
variations environnementales édaphoclimatiques (Ksouri et al., 2008 ; Belyagoubi-
Benhammou, 2014).

3.4. Pouvoir antioxydant

Le pouvoir antioxydant des extraits bruts de la partie aérienne et souterraine de 1’espéce
veégétale Hammada scoparia des régions Ghardaia, El Bayadh et Ouargla du Sahara
septentrional Algérien, est évalué en mesurant les moyennes des valeurs des IC50 vis-a-vis du
radical libre DPPH et des radicaux ABTS. Les valeurs de la concentration inhibitrice (1C50)
correspondent & la quantité ou la concentration en mg ou en pg/ mL de I’extrait végétal
nécessaire pour pieger 50% des radicaux libres DPPH ou ABTS présents dans le mélange
réactionnel. Les valeurs des IC50 des antioxydants de synthése (standards) utilisés dans cette
étude (acide ascorbique, trolox, rutine, acide gallique et acide caféique) sont également

évaluées. Des valeurs d’IC50 élevées indiquent une faible activité antioxydante.

3.4.1. Test de DPPH : Effet inhibiteur du radical libre stable DPPH (2,2-diphenyle-1-
picrylhydrazyle)

A partir des figures ci-dessous (fig. 05) des courbes d’étalonnage des antioxydants de
synthese et des courbes des extraits bruts aqueux de notre plante (fig. 06) et a partir des

équations de régression linéaire, nous avons pu calculer les différentes valeurs d’IC50 du
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pouvoir inhibiteur du radical libre stable DPPH. Les résultats obtenus sont indiqués dans le

tableau ci-dessous (tab. 03).

% inhibition

% inhibition

% Inhibition

Ac ascorbique
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80 R? = 0,9986

0 0,05 0,1 0,15
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R2=0,9964
100 -
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R2=0,9988
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R2=0,9964
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Figure 05: Courbes d’étalonnage des antioxydants de synthése (pour DPPH).

23



Résultats et Discussion

s EAqQ.PS,G
=] =
2 EAq.PA,G b=
= z 80 -
= 1204 £ y = 700,86x
e S R? = 0,997
X 60 -
50 -
40 ~
30 -
20 -
10 +
0 0 T T )
I I T I I 1
0 002 004 006 008 01 012 0 0,05 01 0.15
[€] mg/ml [C] mg/ml
2 EAq.PAE - EAq.PS,E
£ £
E =
s S
0 T T T T T 1 0 T T T T T !
0 002 004 006 008 01 012 0 002 004 006 008 01 012
[€] mg/ml [€] mg/ml
=
g EAq.PA,O g EAq.PS,0
= E
Z 100+ =
= =
s X
0 T T T T 1 0 T T T 1
0 002 004 006 008 01 012 0 002 004 006 008 01 012
[€] mg/ml [€] mg/ml

Figure 06: Figures représentatives des résultats de I’activité antioxydante (test de DPPH) des

extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia (Pomel) Iljin.
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D’une maniére générale, les extraits bruts de la partie aérienne de I’espece Hammada
scoparia des trois régions éetudiées presentent des pouvoirs inhibiteurs du radical libre DPPH
plus ou moins similaires avec des valeurs d’IC50 allant de 53 a 56 pg/ mL. Cependant, les
extraits bruts de la partie souterraine ont montré une divergence dans les résultats obtenus
avec une priorité pour 1’espece de la région d’El Bayadh et d’Ouargla dont la valeur d’1C50

est de I’ordre de 60 pg/ mL.

Tableau 03: Résultats globaux des IC50 (ug/ mL) du pouvoir antioxydant (test de DPPH) des

extraits bruts de I’espece Hammada scoparia (Pomel) Iljin.

EAq.PA EAGPS | Trolox | Acide Acide Adde | o tine
ascorbique | Gallique caféique
Ghardara 53.8+0.137 | 71.511+0.125
El Bayadh | 55.01+0.113 | 60.869+0.071
Ouargla 56.96+0.194 | 61.648+2.052
75.086 59.962 69.550 50.926 49.236
+0.901 +0.015 +0.027 +0.007 +0.034

Quant aux valeurs d’IC50 des produits de références ou antioxydants de synthése (Standards)
et par comparaison avec celles des extraits bruts des parties aérienne et souterraine de notre
espece végétale, la rutine et I’acide caféique semblent étre en premiére position avec un tres
fort pouvoir inhibiteur dont les valeurs d’IC50 ne dépassant pas 50pug/ mL et meilleures donc
que celles enregistrées en présence de nos extraits végétaux. L’acide ascorbique n’a montré
qu’un effet inhibiteur plus ou moins similaire du radical libre DPPH. Cependant, les extraits
bruts de la partie aérienne et méme la partie souterraine de notre plante des trois régions

s’averent plus forts et meilleurs que I’acide gallique et le trolox.

3.4.2. Test de ’ABTS

A partir des équations de régression des courbes d’étalonnage des produits de référence ou
antioxydants de synthese (fig. 05) et celles des courbes des extraits bruts (fig. 06), nous avons
calculé les valeurs d’IC50 de la capacité antioxydante vis-a-vis des radicaux libres ABTS
activité antioxydante totale AAT des extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia des
régions Ghardaia, EI Bayadh et Ouargla au centre de la région du Sahara septentrional

algérien. Les résultats globaux sont indiqués dans le tableau ci-dessous (tab. 04):
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Figure 07: Courbes d’étalonnage des antioxydants de synthése (pour ABTS).

En général, et contrairement aux resultats du pouvoir inhibiteur du radical libre DPPH, les

antioxydants de synthéses s’averent meilleurs que les extraits bruts de notre espéce végétale

avec des petites valeurs d’IC50 a D’exception du trolox qui s’est montré faible dans

I’inhibition des radicaux ABTS ou une grande valeur d’IC50 de 1’ordre de 273.987+0.425 pg/

mL est enregistrée.
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Figure 08 : Figures représentatives des résultats de 1’activité antioxydante (test de I’ABTS)

des extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia (Pomel) Iljin.

Pour ce qui est de la plante étudiée, une activite antioxydante plus ou moins forte est
enregistrée sous I’effet des extraits bruts notamment ceux de la partie aérienne de 1’espece de
la région de Ghardaia avec 57.070+0.007 pg/ mL. Des valeurs d’IC50 plus ou moins
similaires allant de 58 a 61 g/ mL sont enregistrées en présence des extraits bruts des parties
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aérienne et souterraine de la méme espece des régions El Bayadh et Ouargla vis-a-vis des
radicaux libres ABTS. Cependant, 1’espece de la région de Ghardaia n’a pu montrer qu’une

faible activité antioxydante avec I’extrait brut de sa partie souterraine dont la valeur d’IC50

est de I’ordre de 68.375+0.007 pg/ mL.

Tableau 04: Résultats globaux des IC50 (ug/ mL) du pouvoir antioxydant (test de I’ABTS)

des extraits bruts de I’espéce Hammada scoparia (Pomel) Iljin.

EAq.PA EAQPS | Trolox | Acide | Acide - Acide | o L
ascorbique | Gallique | caféique
Ghardaia 57.070+0.007 | 68.375+0.007
El Bayadh | 58.790+0.006 | 60.518+0.001
Quargla 59.628+0.008 | 61.504+0.077
273.987 52.931 58.940 55.795 | 55.416
+0.425 +0.009 +0.008 +0.006 | +0.008

En général et a partir de la plupart des résultats obtenus, les extraits bruts aqueux de la partie
aérienne de I’espéce végétale Hammada scoparia des régions d’El Bayadh et d’Ouargla ont
présenté le meilleur pouvoir antioxydant vis-a-vis du radical libre DPPH et dans la réduction
des radicaux libres ABTS.

A propos du pouvoir inhibiteur du radical libre DPPH, les résultats obtenus révélent que les
extraits bruts isolés de ’espéce des trois régions concernées sont trés actifs et présentent en
général des activités antioxydantes supérieures avec des IC50 allant de 53 a 71 pg/ mL. Cela
est probablement lié a la complexité de ses extraits bruts en substances polyphénoliques y
compris les tanins, flavonoides et les anthocyanes et la synergie entre eux pour une meilleure

activité antioxydante (Vermerris et Nocholson, 2006).

Par comparaison avec des résultats de nombreuses études qui ont évalué le potentiel
antioxydant des extraits de 1’espéce Hammada scoparia qui a fait I’objet de notre étude, les
résultats obtenus sont en parfaite concordance avec ceux obtenus par Bouaziz et al., (2016)
avec I’extrait méthanolique de la partie aérienne de I’espéce Hammada scoparia de la région
de Sfax en Tunisie avec un pouvoir inhibiteur plus ou moins similaire. Par ailleurs, et dans ce
méme contexte Bourogaa et al., (2012) ont montré une forte activité de piégeage du radical
libre stable DPPH, comme celle retrouvée avec nos extraits bruts aqueux, en présence de

I’extrait méthanolique de la méme espece Hammada scoparia de la Tunisie.
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D’autre part, ce puissant pouvoir de piégeage du radical libre stable DPPH par les extraits
polyphénoliques est également signalé dans les travaux d’Alghazeer et al., (2012b) sur la
méme espece végétale de différentes régions de la Lybie.

Quant a la capacité antioxydante vis-a-vis des radicaux libres ABTS (test de I’ABTS),
diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturels a piéger
les radicaux libres. Cette activité dépend d’un certain nombre de parametres : la dose, la

structure, les substituants et le degré de polymérisation de la molécule.

L’extrait brut aqueux de notre plante de la région d’El Bayadh a présenté le plus grand
pouvoir antioxydant face aux radicaux libres ABTS (c’est la plus faible 1C50 (58 pg/ mL pour
I’extrait de la partie aérienne et 60 pg/ mL pour celui de la partie souterraine)). Cela
s’explique probablement par la richesse de ’extrait brut aqueux en composés, ayant une forte
activité d’¢limination des radicaux libres, qui sont plus solubles et plus extractibles avec de

I’eau que dans d’autres solvants qui sont certainement moins polaires.

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, qui
varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurale est
certainement responsable de la grande variabilité des propriétés physicochimiques influencant
I’extraction de ces composés phénoliques (Koffi et al., 2010 ; Mahmoudi et al., 2013). Entre
outre, la solubilité de ces composés est influencée par la polarité du solvant utilisé. Par
conséquent, il est trés difficile de développer une méthode d’extraction appropriée a
I’extraction de tous les composés phénoliques de la plante (Garcia-Salas et al., 2010 ; Jokic et
al., 2010).

Les solvants apolaires ou faiblement polaire sont par contre recommandés pour récupérer
sélectivement les acides tanniques de haut poids moléculaire (Tian et al., 2009). Les arébmes
dérivés des acides hydroxycinnamiques sont quant a eux habituellement extraits par des
solvants apolaires tels que le chloroforme et la diéthyléther (Collin et Crouzet, 2011).

Cet effet antiradicalaire pourrait devenir potentiellement intéressant aprés optimisation des
conditions d’extraction, séparation et d’augmentation de la concentration. En effet, les
composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus comme des

substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires
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et les formes réactives de 1’oxygene (Javanovic et al., 1994). L’effet scavenger des
flavonoides est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamiquement
capable de réduire les radicaux libres par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des
groupements hydroxyle (Siddhuraju et Becker, 2007). En outre, dans le but d’identifier les
sites potentiels au sein des flavonoides qui sont responsables sur 1’effet antiradicalaire vis-a-
vis du radical DPPH, plusieurs travaux ont étudié la cinétique et le mécanisme réactionnel des
flavonoides avec ce radical stable. De plus, Amic et al., (2003) ont mis en évidence la relation
structure fonction de 29 flavonoides (flavones, flavonols et flavanones) et leurs capacités de
piéger le radical DPPH et par conséquent, la variabilité structurale de ces méme flavonoides

affecte de facon non négligeable cette activité.

La configuration et le nombre total de groupements hydroxyle ont une influence sur le
mécanisme de I'activité antioxydante (Heim et al., 2002) et a titre indicatif, les composés les

plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres suivants :

Une structure ortho-dihydroxy (groupement catéchol) dans le cycle B qui confére la stabilité

au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.

Une double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo dans le cycle C fournissant
une délocalisation des électrons a partir du cycle B.

La présence des groupements hydroxyle en position C3 et C5 fournissant une liaison

hydrogene au groupe oxo (Croft, 2006).

Cette différence dans les résultats obtenus s’explique probablement par 1’influence de
plusieurs facteurs sur la qualité et la quantité des composés du métabolisme secondaire de la
plante et par conséquent leur potentiel antioxydant. Ces facteurs sont en principe climatiques
et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, type de microclimat et aussi
I’étage bioclimatique, etc. (Atmani et al., 2009), patrimoine génétique (El-Waziry et al.,
2007), période et moment de la récolte et le stade de développement de la plante (Miliauskas
et al., 2004) et méme aux conditions opératoires de I’expérimentation (solvant d’extraction
polaire ou apolaire, quantité de matiére végétale, seche ou fraiche, température et temps

d’extraction, et méme aux techniques d’extraction) (Lee et al., 2003).
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Conclusion et perspectives

En guise de conclusion, il semble important d’évoquer les principaux résultats auxquels

Nnous sommes parvenus.

Tous d’abord, les tests biochimiques préliminaires ont mis en évidence la présence de Six
composés du métabolisme secondaire (flavonoides, tanins galliques, anthocyanes,
saponosides, alcaloides et terpénes) et 1’absence des stérols et des leucoanthocyanes dans
la partie aérienne de I’espéce Hammada scoparia (Pomel) Iljin des trois régions étudiées :
Ghardaia, EI Bayadh et Ouargla.

L’extraction par macération a froid de la poudre de I’espeéce végétale des régions
concernées nous a permis d’obtenir des rendements assez élevés en extraits bruts aqueux
avec un maximum de 1’ordre de 36.2% dans la partie aérienne de I’espece de la région d’El
Bayadh. Quant aux autres régions, des rendements plus ou moins similaires sont
enregistrés avec un maximum d’environ 31.2% dans la partie aérienne de I’espéce de la

région de Ghardaia.

Les tests du dosage des polyphénols totaux ont montré que les extraits bruts de 1’espéce de
la région d’El Bayadh s’aveérent les plus riches en composés polyphénoliques dans les deux

parties aérienne et souterraine.

En général et a partir des résultats de I’activité antioxydante évaluée par les tests in vitro,
les extraits bruts aqueux de la partie aérienne de 1’espéce Hammada scoparia des régions
d’El Bayadh et Ouargla ont présenté le plus fort pouvoir de piégeage du radical libre
DPPH et la plus grande capacité antioxydante dans la réduction des radicaux libres ABTS.
Cela s’explique probablement par la richesse de 1’extrait brut aqueux en composés, ayant
une forte activité d’élimination des radicaux libres, qui sont plus solubles et plus

extractibles avec de 1’eau que dans d’autres solvants qui sont certainement moins polaires.

Ces résultats ont indiqué que les extraits bruts aqueux de 1’espéce Hammada scoparia sont
trés prometteurs quant a leur pouvoir antioxydant. Des applications in situ dans le

traitement des maladies dues a certains radicaux libres peuvent étre envisagées.

Nos perspectives pour 1I’avenir se résument en ce qui suit :

Approfondir les études concernant la séparation, purification, identification et la
caractérisation de ces principes actifs du point de vue qualitatif et quantitatif.

Déterminer les Chémotypes exacts et complets par HPLC/ MS et RMN.
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Evaluer in vitro d’autres activités biologiques de sa partie aérienne et méme souterraine
telles que I’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire, antidiabétique...etc.

Envisager des expériences in situ en testant ces principes actifs sur des cas pathologiques.
Il serait également intéressant d’extraire les autres principes actifs de la plante et de tester

leur pouvoir antioxydant.
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ABSTRACT

The objective of this study is to verify the specificity of an halophyte plant species Hammda
scoparia (Pomel) Iljin or Saligne a balai, for therapeutic use in Ghardaia, El Bayadh and Ouargla
regions of Northern Sahara, from a biochemical and biological point of view, in particular the
antioxidant activity of the aqueous crude extracts from the aerial and root part. To do this,
phytochemical screening tests are carried out to highlight the presence or absence of the main
secondary metabolites of this plant. Extractions by aqueous maceration are carried out. The total
polyphenols contents in the obtained crude extracts are then evaluated and their antioxidant
potential against free radicals is finally determined.

Of all the results obtained, the species of El- Bayadh region was richer in agueous crude extract
with 36.2% in its aerial part and 34.6% in its root part. In general, the aerial parts of our plant
species from the three studied regions appear to be the richest in total polyphenols with a maximum
content of 162 mg GAE/ g DPM in the crude extract of the species of Ghardaia region.
The antioxidant power tests evaluated the power of the crude extracts in the reduction and trapping
of free radicals. The obtained results from the inhibitory power of the DPPH radical show that the
crude extracts isolated from the species from all concerned regions are very active and generally
have superior antioxidant activities (IC50: 53-71 pug/ mL). As for the free radicals ABTS, the crude
extracts of EI Bayadh species showed the strongest antioxidant power.

In short, the Hammada scoparia species from the El- Bayadh region is better than that of Ghardaia
and Ouargla from the point of view of biochemical richness in polyphenolic compounds and
antioxidant activity and more particularly in its aerial part.

Key words: Hammada scoparia, Northern Algerian Sahara, Phytochemistry, Crude extract,
Antioxidant power.
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