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Résumeé

Atriplex halimus ssp. schweinfurthii (Guettaf) est une plante médicinale trés utilisée en
médecine traditionnelle pour le traitement du diabéte et des maladies cardiaques. En Algérie,
elle pousse spontanément dans les zones steppiques. Dans cette étude, I’activité antioxydante
de la plante étudiée est évaluée par différentes méthodes in vitro. L’extraction des substances
actives est effectuée par quatre solvants a polarités différentes, ensuite un dosage des composés
phénoliques est réalisé afin de déterminer la teneur totale en polyphénols, flavonoides et tannins
dans chaque extrait. Les rendements d’extraction les plus élevés sont obtenus pour I’extrait
aqueux (19.87%) et méthanolique (10.92%), alors que les extraits d’acétone et d’hexane ont
montré des rendements plus faibles (1.56% et 0.88%, respectivement). Les teneurs les plus
élevées en polyphénols totaux sont trouvées dans les extraits acétonique et aqueux (28.75 et
28.10 pug équivalent d’acide gallique /mg d’extrait, respectivement). Les résultats ont montré que
les extraits d’hexane et d’acétone sont les plus riches en flavonoides (43.96 et 31.94 ug
équivalent de quercétine /mg d’extrait, respectivement), alors que ’extrait d’hexane a montré la
teneur la plus élevée en tannins (76.18 pg équivalent d’acide tannique/mg d’extrait). Le test au
DPPH a montré que les extraits ne possedent pas un pouvoir antiradicalaire important ; la
meilleure activité est celle de ’extrait d’hexane avec une ICso de 7.24 mg/ml. Le pouvoir
réducteur le plus important est présenté par 1’extrait d’acétone pour toutes les concentrations
testées par la méthode de FRAP. Dans le test de p-carotene/acide linoléique, tous les extraits
ont montré une activité antioxydante importante, alors que le pourcentage d’inhibition le plus

élevé est celui de I’extrait d’hexane par 92.47%.

Mots clés : Atriplex halimus ssp. Schweinfurthii, antioxydant, polyphénols, DPPH, FRAP,
[-carotene.



Abstract

Atriplex halimus ssp. schweinfurthii (Guettaf) is a medicinal plant widely used in traditional
medicine for the treatment of diabetes and heart diseases. In Algeria, it grows spontaneously in
steppic areas. In this study, antioxidant activity of the studied plant is evaluated by different
methods in vitro. Extraction of active substances is carried out by four solvents with different
polarities, then, a quantification of phenolic compounds is realized in order to determine the
total content of polyphenols, flavonoids and tannins in each extract. The highest extraction
yields are obtained for aqueous extract (19.87%) and methanolic extract (10.92%), while
acetone and hexane extracts showed lower yields (1.56% and 0.88%, respectively). The highest
levels of total polyphenols are found in acetone and aqueous extracts (28.75 and 28.10 pg
equivalent of gallic acid / mg of extract, respectively). Hexane and acetone extracts are the
richest in flavonoids (43.96 and 31.94 ug equivalent of quercetin / mg of extract, respectively),
while hexane extract showed the highest content of tannins (76.18 ug equivalent of tannic Acid
/ mg of extract). The DPPH test showed that extracts do not possess an important anti-radical
power; the best activity is shown by hexane extract with an IC 5o of 7.24 mg / ml. The most
important reducing power is presented by acetone extract for all tested concentrations by the
method of FRAP. In the B-carotene / linoleic acid test, all extracts showed an important
antioxidant activity, while the highest percentage inhibition is shown by hexane extract with
92.47%.

Key words: Atriplex halimus ssp. schweinfurthii, antioxidant, polyphenols, DPPH, FRAP,

B-carotene.
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ADN Acide désoxyribonucléique.

AICl3 Trichlorure d’ Aluminium.

BHT Butylated hydroxytoluene.

CAT Catalase.

CLO Hypochlorite.

DMSO Dimethylsulfoxide.

DPPH 1, 1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl.

EAG Equivalant d’acide gallique.

EAT Equivalant d’acide tannique.

EQ Equivalant de quercétine.

FeCls Chlorure de fer.

FRAP Capacités réductrices ferriques d’antioxydants (Ferric reducing/
antioxidant power).

GPX Glutathion peroxydase.

GSH Forme réduite de Glutathion.
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H20> Peroxyde D’hydrogene.

IC50 Concentration inhibitrice de 50%.

1% Pourcentage d’inhibition.
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Introduction

Depuis des milliers d’années 1’homme a toujours eu recours aux plantes médicinales pour se
soigner et lutter contre les maladies, cependant, 1’utilisation des plantes médicinales était
pratiquée d’une maniére empirique, sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques.
Aujourd’hui, avec les avancées scientifiques, il devient facile d’isoler, d’identifie et de
quantifier les molécules responsables de I’action pharmacologique de ces plantes (Sekkoum,
2014). Actuellement, environ plus de 30% des médicaments contiennent des principes actifs
d’origine naturelle (Odile et Daniel, 2007).

Les polyphénols sont des composés naturels a une distribution trés large dans le regne végétal,
ils ont une grande importance notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. Ces

composés sont connus pour leurs activités biologiques diverses a savoir I’activité antioxydante

(Koechlin, 2006).

Le stress oxydatif correspond a la surproduction d’espéces réactives de 1’oxygene et/ou la
carence en micronutriments antioxydants ou cofacteurs des systémes enzymatiques
antioxydants (Jean Marie, 2002). Toutefois une augmentation du stress oxydant peut entrainer
des destructions tissulaires et provoquer des lésions au niveau des structures cellulaires
(Pincemail et al., 2002). Les antioxydants naturels présentent alors un réle important dans la
prévention et le traitement des maladies liées au stress oxydatif (\Varban et al., 2009).

La sous-espece Atriplex halimus ssp. schweinfurthii connue localement par Guettaf, est une
plante qui appartient a la famille des Chenopodiaceae, elle se retrouve dans les zones
steppiques en Algérie. En médicine traditionnelle, elle est largement connue pour ces
propriétés hypoglycémiante et hypolipidémiante (Yaniv et al., 1987 ; Mirsky et Nitsa, 2001),
elle est utilisée aussi pour le traitement des maladies cardiaques (Bellakhdar, 1997 ; Said et
al., 2000). A notre connaissance, peu d’études sont effectuées sur les activités biologiques de

cette plante.



Introduction

L’objectif essentiel de notre travail est d’étudier 1’activité antioxydante des extraits préparés a
partir des feuilles et des fleurs de la plante médicinale Atriplex halimus ssp. schweinfurthii.

Cette étude est une contribution a :

e La préparation des extraits aqueux et organiques a partir de la plante étudiée.

e Le dosage spectrophotométrique des substances bioactives (composés phénoliques).

e [’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits de la plante en utilisant trois techniques
différentes : le piégeage du radical DPPH, le pouvoir réducteur du fer et le test de

blanchissement de 3-caroténe.
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1. La plante Atriplex halimus

1.1- La famille des Chenopodiaceae
1.1.1- Description botanique

Les Chenopodiaceae sont des herbes annuelles ou vivaces, sous-arbrisseaux, arbrisseaux ou
arbustes. Ces plantes ont des racines profondes et pénétrantes, destinées a absorber la plus grande
quantité d’eau possible (Rosas, 1989) ; les feuilles sont ordinairement alternes, non stipulées,
rarement opposées, parfois tres réduites ; les fleurs sont petites, males ou femelles ou
unisexuées ; le fruit est presque toujours un akéne dont la graine renferme soit un embryon
courbé et un périsperme, soit un embryon spiralé accompagné ou non de périsperme (René,
1962). Parmi les genres existant en Algérie, on citera : Oreobliton, Chenopodium, Anabasis,

Salicornia, Kochia, Bassia et Atriplex (Quézel et Santa, 1962).
1.1.2- Distribution géographique

Les Chenopodiaceae sont largement répandues dans les habitats salins tempérés et sub-
tropicaux, en particulier dans les régions littorales de la Mer Méditerranéenne, de la Mer Rouge,
dans les steppes arides de 1’ Asie centrale et orientale, aux marges du désert du Sahara, dans les
prairies alcalines des Etats-Unis, dans le Karoo, en Australie, et dans les Pampas Argentines
(Rosas, 1989).

1.2- Le genre Atriplex

1.2.1- Description botanique

Le genre Atriplex appartient a la famille des Chenopodiaceae, il est associé aux sols salins ou
alcalins et aux milieux arides, désertiques ou semi-désertiques (Rosas, 1989 ; Mulas, 2004).
Les fleurs sont unisexuées, monoiques ou dioiques avec parfois quelques-unes hermaphrodites ;
fleurs males sans bractées et fleurs femelles avec deux bractées, a ovaire uniloculaire et
uniovulé a deux styles filiformes. Le fruit est membraneux, comprimé dans les deux bractées
de la fleur femelle ou hermaphrodite (Périanthe fructifere ou valves fructiféres). La graine est
lenticulaire, noire et disposée verticalement (sauf dans les fleurs hermaphrodites ou elle est
horizontale) (Quézel et Santa, 1962).
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1.2.2- Distribution géographique

Le genre Atriplex comprend pres de 420 espéces reparties dans les diverses régions arides et
semi arides du monde (le Houerou, 1993). Il est rencontré dans toutes les parties du monde, de
Alaska a la Patagonie, de la Bretagne a la Sibérie et de la Norveége a I’ Afrique du sud (Franclet
et le houerou ,1971), et inclut 48 espéces et sous espéces dans le bassin méditerranéen (Maalem,
2002) ou il est spontané dans les étages bioclimatiques, et les plus grandes superficies
correspondant aux zones steppiques (Batna, Biskra, M’sila, Djelfa, Saida, Thessa et Tiaret)
(Pouget, 1980). Ce genre renferme plusieurs especes intéressantes, mais celles qui figurent
parmi les plus communes en Algérie sont : Alittoralis L, A.patula L, A.rosea L, A.hastata L,
A.halimus L (Quezel et Santa, 1963).

1.2.3- Composition chimique

La composition chimique des especes du genre Atriplex montre la présence des phénols , des
saponines glycosides, des alcaloides, des tannins, des résines, des betaines et des flavonoides
dont les flavonols constituent la classe chimique majeure chez la plupart de ces espéces (Bylka
et al., 2001; Bylka et al., 2004; Erdman et al., 2006; Benhammou et al., 2009).

Parmi les flavonols aglycones identifiés, on cite : le kaempferol, la quercétine, et la
spinacétine. Le kaempférol 3-O-sulphate-7-O-arabinopyranoside et la quercétine3-O-
sulphate-7-O-arabinopyranoside ont été isolés des feuilles d’A. Hortensis (Bylka et al. 2001),
ainsi que la naringine, la naringenine7-O-glucoside de 1’espeéce A. farinosa (Al-Jaber et al.,
1991).

1.3- L’espece Atriplex halimus
1.3.1- Description botanique et habitat

Atriplex halimus L. est un arbuste trés rameux, formant des touffes pouvant atteindre de 1 a 3
m de diameétre, et de 1 a 3 m de haut, a parties herbacées glaugues, couvertes de poils. Les
racines sont blanchatres et les tiges sont dressées puis étalées, arrondies, blanchatres. Les
feuilles sont alternes, simples, vert argenté et plus ou moins charnues, assez grandes et font de
2 a 5 cm de longueur et de 0,5 a 1 cm de largeur, avec un court pétiole, ovales arrondies
lorsqu’elles sont jeunes, luisantes couvertes de poils vésiculaires tres riches en sel (Guittonneau
et Huon, 1983 ; Duperat, 1997). Les fleurs sont monoiques, glomérulées, les glomérules
femelles a la base et males au sommet. La graine est verticale, lenticulaire, a marge obtuse,

mate, lisse, brune-noire ;
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embryon annulaire, a radicule ascendante, a extrémité un peu saillante vers le milieu de la
graine. Sa floraison a lieu entre le mois de Mai et Décembre (René, 1962 ; Echevin, 1964).
Cette espéce est une xero-halophyte tres résistante a la sécheresse (Le Houerou, 2000).

L’espéce Atriplex halimus est spontanée a I’intérieur d’une aire relativement vaste englobant
les pays du nord de I’Afrique et de proche et Moyen-Orient depuis les Iles canaries jusqu’a
I’Iran. Vers le sud, I’espéce attient le massif de I’ Ahagar. En Europe, 1’espéce est présente en

plus de la zone méditerranéenne en Bulgarie (le floch, 1989).

1.3.2. Classification
Il existe deux sous-espéces d’A. Halimus: halimus diploide, se trouve dans les régions semi-
arides moins salées, tandis que la sous-espece étudiée dans ce travail est dite schweinfurthii,

elle est tétraploide et occupe les régions arides salées (Hamdi et Ziani, 2000 ; Maalem, 2002).

La classification de la sous-espéce étudiée est comme suit (René, 1962 ; Singh, 2004) :

Embranchement : Spermaphyta

Sous-Embr : Angiospermae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Caryophyllidae

Ordre : Caryophyllales

Famille : Chenopodiaceae

Genre : Atriplex

Espece : halimus L.

Sous espeéce : Atriplex halimus ssp. schweinfurthii

1.3.3- Noms vernaculaires

Les noms vernaculaires de cette plantes sont :
* En frangais : Arroche sauvage, Pourpier de mer.

* En anglais : Mediterranean saltbush.

* En arabe : Guettaf.
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1.3.4- Utilisations de la plante

1.3.4.1- Applications thérapeutiques

Son utilisation dans la médicine traditionnelle est largement connue pour ces propriétes
hypoglycémiante et hypolipidémiante (Yaniv et al., 1987 ; Mirsky et Nitsa, 2001). On utilise
aussi A. halimus pour soigner les inflammations des voies urinaires (cystites) et les lithiases
urinaires (Belouad, 2001 ; Emam, 2011). Au Sahara occidental, les cendres d’A. halimus
potentialisent 1’effet de I’insuline (Shani et al., 1972 ; Mertz et al., 1973 ; McKell et al., 1994 ;
Mirsky et Nitsa., 2001), aussi elles sont utilisées dans le traitement de I’acidité gastrique. Les
graines, crues et broyées, sont ingérées comme vomitif (Bellakhdar, 1997). Les racines,
découpées en lanieres a la maniere du siwak, servent pour les soins de la bouche et des dents.
Les feuilles sont utilisées pour le traitement des maladies cardiaques et de diabéte
(Bellakhdar, 1997 ; Said et al., 2000). Les Sahariens attribuent aussi a cette plante la propriété
de soigner le debbab qui est une maladie grave du dromadaire causée par un trypanosome

dont les vecteur sont les taons.

1.3.4.2 - Usages alimentaires

Les Touaregs récoltent les graines qui sont broyées et utilisées, cuites a 1’eau, pour
fabriquer des bouillies ou des galettes. Au Sahara, on consomme aussi les bourgeons et les

feuilles de la plante a 1’état naturel ou cuits a I’eau puis essorés pour enlever les sels
(Bellakhdar, 1997).

1.3.4.3 - Autres utilisations

Comme beaucoup de Chenopodiaceae riches en sels alcalins, A. halimus L. produit par
incinération des cendres soudées, employées pour le dégraissage des vétements et pour la
préparation du savon. Le Pourpier de mer était méme, autrefois utilisé pour la fabrication du

verre. On les utilisait aussi pour mordangage dans certaines teintures (Bellakhdar, 1997).
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2- Les radicaux libres et les antioxydants

2.1- Les radicaux libres

2.1.1- Définition

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acception d’un autre €électron
ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007). Un radical
libre est le plus souvent instable, trés réactif donc sa demi-vie est trés coutre (Tessier et
Marconnet, 1995 ; Goudable et Favier, 1997), ils peuvent étre dérivés de 1’oxygene (ROS) ou
du nitrogene (RNS) (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

2.1.2- Les principaux radicaux libres

2.1.2.1- L’anion superoxyde (02")

L’anion superoxyde est une espece réactive oxygeénée formée par la capture d’un électron par

la molécule d’oxygene (Marquardt et al., 1999).

O, +e 02~

v

2.1.2.2- Le peroxyde d’hydrogéne (H202)

I1 est produit en grande partie a partir du radical superoxyde en présence de superoxyde
dismutase qui catalyse la réaction. Le peroxyde d'hydrogéne est un produit plus stable que les
radicaux superoxydes, c'est pourquoi il diffuse tres facilement a l'intérieur et a I'extérieur de la
cellule. C'est un oxydant tres puissant capable d'accepter deux électrons supplémentaires. 11 est
potentiellement toxique pour la cellule et utilisé par la myéloperoxydase pour produire de

I'nypochlorite qui permet de tuer les micro-organismes pathogenes (Helliwell et al., 1999).

20, + 2H* SOD > 0, + H,0O;
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2.1.2.3- Le radical hydroxyle (HO*)

Le radical OHe« est 1’'une des espéces chimiques les plus oxydantes et peut attaquer tres
rapidement la plupart des molécules biologiques. C’est le produit de la réduction mono-
électronique de H20,, en présence des ions métalliques de basse valence comme le Fe?* ou le
Cu" (réaction de Fenton) (Yung-Zhong et al., 2002).

M"+ H,0, » HOe+M™+HO (M"=Fe*, Cu’)

Ou par reaction du peroxyde d'hydrogéne avec I'anion superoxyde (réaction de Haber et Weiss)
(Sorg, 2004).

H.O2+ Oy » O,+ OH +OH-

2.1.2.4- L’oxygéne singulet (* O2)

Bien que lI'oxygéne singulet ne soit pas un radical libre, c'est une espece d'oxygene réactive avec
de fortes propriétés oxydantes ; cette molécule peut rapidement oxyder les lipides et les
convertir en peroxydes lipidiques. 1l est généré lors de certaines réactions physiologiques et
physiopathologiques (phagocytose et biosynthése des prostaglandines) par des réactions
d'oxydation incluant celles induites par la peroxydase et la lipooxigénase entre différents ROS
(Sorg, 2004 ; Chen et al., 2012), ou encore par excitation du 30, en présence de
photosensibilisateurs mais aussi par des processus chimiques (comme la réaction de H>O; avec
CLO") (Patel et al., 2000).

- -
302 Lumiére + photosensibilisateur > 102

H,O, + CLO" > 102 + CL+ H,O

2.1.2.5- Le monoxyde d’azote (NO)

L'oxyde nitrique est Produit par I'oxydation de I'un des atomes N-terminaux dans la L-arginine
(Sorg, 2004), Il est synthétisé par les nitrososynthases (NOS) (Coleman, 2001) selon la
réaction :

O, + Arginine +NADPH NOS » NO*+ Citrulline +H20 +NADP *
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La grande réactivit¢ du monoxyde d’azote vis-a-vis des composes radicalaires comme
I'oxygéne moléculaire qui est un bi-radical ou lI'anion superoxyde est due au fait qu'il est lui-
méme un composé radicalaire, son spin électronique total vaut 1/2 (Gabbai et al., 1995).
C'est un important neurotransmetteur, il franchit facilement les membranes biologiques et passe

d'une cellule a I'autre (Crépel et Lemaire, 1995).

2.1.2.6- Le radical peroxynitrite (ONOO")

Le peroxynitrite est un ion de formule ONOO", C'est un isomére structurel instable de nitrate
(NO). Bien que son acide conjugué soit hautement réactif, le peroxynitrite est stable dans les
solutions basiques (Koppenol, 1998). Le peroxynitrite est un oxydant et un agent nitrant. En
raison de ses propriétés oxydantes, il peut endommager un large éventail de molécules dans les
cellules, y compris I'ADN et les protéines. Il résulte de I’union de NO et O2™ (Szabo et al.,
2003).

02 + NO ONOO

v

2.1.3- Sources des ROS

La production des radicaux libres peut étre d’origine interne ou externe.

2.1.3.1- Sources internes

A- Chaine mitochondriale de transport d’électrons

De nombreuses études suggerent que la mitochondrie est la source principale des ROS
endogenes (Kannan et al., 2000; Sherer et al., 2002). En effet, environ 80 % de I'oxygene que
nous respirons subit une réduction tétravalente, soit I'ajout de 4 électrons qui conduit a la
production d'eau (Halliwell, 2006). Cette réaction se produit dans le complexe IV de la chaine
de transport mitochondriale, par contre, une faible quantité d'électrons peut s'échapper de la
chaine de transport des électrons et ainsi réduire en partie I'oxygene. On estime qu'environ 2 %
de I'oxygéne utilisé par la respiration subit une réduction mono-électronique, soit I'ajout d'un

électron a une molécule d'oxygéne qui conduit a la formation d'un radical O™ (Halliwell, 2006).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Superoxyde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurotransmetteur
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B- Cellules immunitaires

L'inflammation est également considérée comme une source importante des ROS. Il a été
montré qu'une grande quantité de ROS est produite par les cellules immunitaires, plus
particulierement les cellules phagocytaires. Ces cellules produisent des Oy ", des OH- et du
H202 pour éliminer les microorganismes pathogenes et les cellules cancéreuses. En effet,
certaines cellules phagocytaires sont capables, apres activation de la NOS inductible, de
produire des dérivés nitrés, tels que le NO®. Ainsi, la production simultanée de NO" et de O2"
dans le milieu s'avére tres nocive puisqu'il y formation de ONOO", un produit tres réactif et qui
est responsable de la majorité des effets dommageables attribués au NO: (Favier, 2006 ;
Salganik, 2001).

C- La xanthine oxydase

La xanthine oxydase catalyse 1’oxydation de I’hypoxanthine et de la xanthine en acide urique
en reduisant le O2 en Oz~ et H20.. La production des ROS par la xanthine oxydase est
considérée comme la principale source du stress oxydant dans certaines conditions

pathologiques telles que 1’ischémie/reperfusion (Mckelvey et al., 1988 ; Parks et al., 1988).

Xanthine + 2 O, + H,0O —— > Acide urigue + 2 O," + 2H"

Par ailleurs, I’activité de certaines enzymes participe également a la production des radicaux
libres, on trouve principalement les familles d’enzymes comme le cytochrome P-450 et le
cytochrome b5 (réticulum endoplasmique), les cytochromes oxydases, la glycolate oxydase, la
D-amino acide oxydase, I’urate oxydase, la L-hydroxyacide oxydase, 1’acyl-CoA oxydase
(Peroxysomes), la myéloperoxydase, la lipooxygénase et la cyclooxygénase (Younes, 1999 ;
Thannickal et al., 2000).

10
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2.1.3.2-Sources externes

Les ROS sont également générées sous 1’effet d’oxydants environnementaux. En effet, les
rayonnements (UV, X), la consommation excessive d’alcool, le tabagisme, certains polluants
industriels et 1’exercice physique intense sont d’autant de situations qui provoquent une
surproduction d’ERO dans notre organisme, (Ribéreau-gayon ,1968 ; Linard et al., 1976 ;
Prigent et al., 2003 ; Ghosh et al., 2009).

2.1.4- Le stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénées
activees et le systéme de défense antioxydant de 1’organisme, en faveur des premiers (Sies,
1985). Lorsque les ROS sont générées en grandes quantités, elles deviennent pathologiques car
elles interagissent avec les molécules biologiques (protéines, lipides, ADN) (Pincemail et al.,
2002).

2.1.5- Les maladies liées au stress oxydant

Le dysfonctionnement des systéemes de régulation de ’oxygeéne et de ses métabolites est a
I’origine de phénomenes du stress oxydant dont I’importance dans de nombreuses pathologies
comme facteur déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution est maintenant
largement démontrée (Favier, 2003).

En fait, de nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress
oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de
pathologies humaines différentes, allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les
maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabéte. Le rdle du stress
oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques tel que le
vieillissement (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel et al., 2001; Pincemail, et al., 2002 ;
Sorg, 2004 ; Valko, 2007 ).La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent
avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux avec une diminution de I’efficacité des systemes de réparations et

de dégradations des constituants oxydés (Sohal, 2002).

11
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2.2- Les antioxydants

2.2.1- Définition
Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement
faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher

I’oxydation de ces substrats (Servais, 2004).

2.2.2- Types des antioxydants
Les cellules disposent de systtmes de défenses antioxydants classés en antioxydants
enzymatiques et non-enzymatiques (Loic, 2011 ; Gardes et al., 2003).

2.2.2.1- Les antioxydants enzymatiques

A- La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est 1I’une des enzymes cellulaires les plus importantes possédant une fonction
antioxydante, elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en dioxygene et en eau

oxygenée selon la réaction (Murray et al., 2013):

2HY + 20~ SOD > H.O; + Oy

B- La catalase

La catalase est une enzyme héminique qui catalyse la réaction de détoxification du H20:
(généralement produit par la SOD) en eau et en oxygene moléculaire. Elle est essentiellement
présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes (Valko et al., 2006; Murray et al., 2013).

2H202 CAT > 2H20 + OZ

Dans le processus de détoxification, la CAT constitue le premier rempart contre I’effet toxique

du peroxyde d’hydrogene (Masaki et al., 1998).

12
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C- La glutathion peroxydase

Le role de la (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d'hydrogéne en molécule d’eau, et
d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (Marfak ,2003). Elle joue un
role essentiel dans le cycle redox car elle permet le maintien d’un milieu intracellulaire
réducteur avec un taux éleve de GSH et un faible taux de GSSG (Deponte, 2013). Lors de cette
réaction, qui demande I’intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-Ci se

transforment en glutathion-disulfure (GSSG) (Marfak, 2003).

H.0, + 2GSH GPx 2H,0 + GSSG
GSSG + NADPH + H* cr 2GSH + NADPH?*

v

v

2.2.2.2-Les antioxydants non enzymatiques

A- Les vitamines (C et E)

L'acide ascorbique est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de piéger et neutraliser
les especes réactives de I'oxygéne a des concentrations trés faibles (Césarini, 2004) ; il est
capable d’empécher I’oxydation des LDL produits par divers systemes générateurs des ROS
(Gey et al., 1998) ; Il permet aussi la régénération de la forme non radicalaire de la vitamine E.
La vitamine E est un antioxydant liposoluble, qui se fixe au sien des membranes lipidiques a
proximité des acides gras hautement insaturés, elle empéche les modifications ou
déstabilisations des structures membranaires, elle peut donc protéger de facon optimale
I’organisme contre les effets nocifs des radicaux libres (Packer et al., 2001). Elle est capable
d’arréter les chaines radicalaires en faisant réagir son groupement phénol avec des radicaux

peroxyles lipidigues (L-OO) (Roberfroid, 2002).

B- Les oligoéléments

Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans la défense
contre le stress oxydant. Ces oligoéléments jouent le role de cofacteurs pour maintenir I’activité

catalytique des enzymes antioxydantes (Garait, 2006).

13
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C- Les caroténoides

Les pigments caroténoides sont largement présents dans la nature, ils jouent un réle important
dans la protection cellulaire de I’organisme. La plupart des caroténoides et la vitamine A
interagissent avec 1’oxygene singulet et peuvent ainsi empécher 1’oxydation de plusieurs
substrats comme les acides gras poly-insaturés (Jean, 2005), elles agissent en piégeant les
radicaux et en neutralisant 1’¢électron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables
(Pincemail et al., 2002 ; koechlin , 2006). Une molécule de béta caroténe semble capable

d'inactiver plusieurs centaines de molécules d'oxygene singulet (Urban et al., 1995).

D- Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide naturelle composé de trois acides aminés : la glycine, le
glutamate et la cystéine. Il est produit dans différents tissus a des concentrations de 1’ordre de
1 a 10 mM chez les mammiferes (Lu, 2013). Il joue un role de cofacteur de nombreuses
enzymes comme les glutatathion — peroxydases et transférases (Pompella et al., 2003), il
régénere également les principaux antioxydants hydro et liposolubles, tels que 1’ascorbate et
I’a-tocopherol. Le cytosol est le principal site cellulaire de la synthése du GSH, a partir duquel
il est distribué aux autres compartiments cellulaires (Valko et al ., 2007).

3- Les polyphénols

3.1- Définition et structure chimique

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne végétal.
Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures variées

qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993).

A I’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées (Mompon et al., 1998).
Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles de tous
les végétaux (Middleton et al., 2000).

L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre
ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou héteroside (Figure 1) (Bruneton ,1999 ;
Balasundram et al., 2006).

14
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OH

Figure 1 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et al., 2006).

3.2- Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux
catégories : les composes phénoliques simples et les composés phénoliques complexes
(Clifford, 1999 ; D’Archivio et al., 2007).

3.2.1- Polyphénols simples (Acides phénoliques)

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique (Thompsen et al., et 1984).

A- Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (Cs-C3)

Ces composés ont une distribution tres large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
(Skerget et al., 2005), et peuvent également étre acidifiés ou combinés avec des sucres (O
acylglucosides, O arylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique (Figure 2)
(Thompsen et Mottola ,1984).

B- Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Cs-C1)

Ces acides sont tres communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a 1’état
d’esters ou hétérosides (Thompsen et al., 1984 ; Afanas'ev et al., 1989). Cette catégorie est
abondante dans les végetaux et les aliments, notamment les epices, les fraises, certains fruits
rouges et l'oignon dans lesquels les concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de

milligrammes par kilogramme de fruits frais (Figure 2) (Murota et al., 2004).

15
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COOH

COOH

Hydroxybenzoic Acids Hydroxycinnamic Acids

Figure 2 : Structure de base des acides phénoliques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

3.2.2- Polyphénols complexes
3.2.2.1- Les tannins

Les tannins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les vacuoles
(Aguilera et al ,2008). Historiquement, le terme « tanin » regroupe des composés phénoliques
caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux protéines, d’ou leur capacité a tanner la
peau (Manach et al., 2004). Sur le plan structural, les tannins sont divisés en deux groupes,

tanins hydrolysables et tanins condensés (Figure 3) (Monteiro et al., 2007).

A - Tannins hydrolysables
Ce sont des esters du D-glucose et de 1’acide gallique ou de ses dérivés, en particulier I’acide
ellagique (Cheng et al., 2007 ; Monties et al., 1969). Ces substances sont facilement

hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) (Nagata et al., 1992).

B - Tannins condensés

Les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeéres constitués d’unités flavane
reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Monties et al., 1969 ;
Danglettere , 2007).
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Figure 3 : Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un
gallotanin (1,2,3-tri-O-galloyl-p-D-glucose) (Sikora F.J, 1990).

3.2.2.2-Flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane, formant une
structure Ce-C3-Ce (Figure 4) ; ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composeés
phénoligues (De Souza, De Giovani. 2004).

Il existe plusieurs classes de flavonoides (Tableau 1), La structure de base de ces différents
flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant
généralement en positions 4, 5 et 7 .Ces substances existent généralement sous forme de

glycosides (Afanas’eva et al., 2001).

-
-
-

Figure 4 : Squelette de base des flavonoides (Korkina et Afanas’ev, 1997).
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Tableau 1 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al. ,2001 ; Erdman et al., 2007).

Classes Structures chimiques R3' R4’ RS Exemples
Flavones H OH H Apigénine
i OH | OH H Lutéoline
R4
o - @ OH OCH3 H Diosmétine
QLY
lCl)
CH
Flavonols R H OH H Kaempférol
R4
o ] @ OH | oH H | Quercétine
©‘l Re OH OH OH | Myrecétine
O OH
oH

Flavanols R¥ OH OH H Catéchine

Flavanones H OH H Naringénine
OH OH H Eriodictyol
Anthocyanidines R H OH H | Pelargonidine
OH OH H Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine
Isoflavones R5 R7 R4'

OH OH OH Genisteine

H 0-Glu OH Daidezine
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3.3- Activites biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme
les activites anti allergique, anti-artherogenique, antivirale, hépatoprotective, antimicrobienne,
anti-thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al.,
2007).

Les flavonoides sont utilisés afin de traiter de nombreuses maladies en utilisant leur capacité a
inhiber spécifiquement certaines enzymes, pour stimuler certaines hormones ou
neurotransmetteurs (Havsteen, 2002). Leur principale propriété est d’étre « veino-actifs » ¢’est-
a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leurs
résistances (Marouf, 2007). En plus, ils sont pourvus de propriétés anti-inflammatoires,
antiallergiques et antiulcéreuses (Di Carlo et al., 1999). Plusieurs études épidémiologiques et
ceux realisées sur différentes lignes cellulaires ont démontré le potentiel anti-tumoral et
anticancéreux des flavonoides (Birt et al., 2001). Les flavonoides peuvent aussi empécher le
diabete ou du moins le réduire en inhibant I’enzyme aldose réductase (Chaudhry, 1983).

De nombreux composees phénoligques réagissent avec les radicaux libres Empéchant ainsi les
dégradations liées a leur réactivité intense au niveau des phospholipides membranaires
(Halliwell et al., 1993). En plus de l'inhibition de I’oxydase, l'activité antioxydante des
polyphénols est due a leur capacité de capter les radicaux libres et/ou de chélater les
ions métalliques du fer et du cuivre (Halliwell, 2007). Ces composes pourraient réduire les
perturbations oxydatives variées qui aggravent les maladies chroniques et les états

physiopathologiques comme par exemple l'infarctus et 1’athérosclérose (Kinsella et al. 1993).
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

1- Matériel

1.1- Materiel végétal

La plante Atriplex halimus ssp. schweinfurthii a été récoltée en Décembre 2017 dans la région
de Draa El-Hadjja a M’sila (Figure 5). Elle a été identifiée par Dr. Negadi Mohamed

(Département des sciences agronomiques, Université Mohamed EI Bachir El Ibrahimi, Bord]
Bou Arreridj).

(A)

(B)

Figure 5 : A : La plante Atriplex halimus ssp. schweinfurthii dans son environnement.
B : Partie aérienne de la plante (20/12/2017).
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La plante a été nettoyée afin de la débarrasser de la poussiére et d’autres impuretés, puis séchée
durant trois semaines dans un endroit sec a 1I’abri de la lumiére et de la poussiére. Aprés sechage,
les feuilles et les fleurs ont été séparées du reste de la plante, broyées et utilisées pour

I’extraction.

1.2- Réactifs chimiques

Tous les produits chimiques utilisés proviennent de chez Sigma-Aldrich, Riedel-de-haén, Fluka,
prolabo et Biochem. Les solvants utilisés proviennent de Honeywell, Sigma-Aldrich et AnalaR
NORMAPUR.

2- Méthodes

2.1- Préparation des extraits de la plante Atriplex halimus ssp. schweinfurthii

Dans le but de I’extraction des composés actifs de la plante Atriplex halimus ssp.
schweinfurthii, une série de quatre macérations a été effectuée par des solvants a différentes

polarités (I’hexane, 1’acétone, le méthanol, et 1’eau distillée).

2.1.1- Préparation des extraits organiques

L’extraction a eté réalisée selon la méthode de (Siracusa et al., 2011), avec quelques

modifications.

50 g du matériel végétal ont été macérés dans 500 ml d’hexane sous agitation durant 1 h. Le
mélange obtenu a été conservé a température ambiante durant 48 h a I’abri de la lumiére avec
agitation occasionnelle. Cette proceédure d'extraction a été répétée en utilisant le résidu de la
plante issue de la filtration de la premiére macération par I'acétone puis par le méthanol. Les
filtrats obtenus sont soumis a une évaporation par un rotavapor BUchi a 45°C. Les extraits

obtenus sont ensuite séchés a 1’étuve et conservés a 4°C (Figure 6).
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50g de la poudre
végétale + 500ml de
I’lhexane

2 jours

v

N

Agitation occasionnelle

[ Filtration

A 4

)

A 4

N
[ Evaporation ]4—[ Filtrat

A 4

Conservation

a4°C

Résidus de la plante

+ 500ml de
I’acétone

J Agitation
occasionnelle

A

[ Filtration

N

2 jours

A 4

4_[ Filtration ]

Y

Résidus de la plante +
500ml du Méthanol

Agitation occasionnelle 2 jours

Figure 6 : Préparation des extraits organiques de la plante Atriplex halimus ssp.

schweinfurthii (Siracusa et al., 2011).
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2.1.2- Préparation de I'extrait aqueux

L’extraction aqueuse a été réalisée selon la méthode de (Gnanaprakash et al., 2010). Suivant
cette méthode, 40 g de la plante ont été ajoutés a 400 ml d’eau distillée avec agitation & 70°C
dans un bain marie pendant 1 h. Le mélange est laissé a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere, avec agitation occasionnelle durant 48 h. Le mélange a été filtré a I’aide du coton et
ensuite par du papier whatman. L’cau est ensuite évaporée et 1’extrait est séché puis conservé a

4°C jusqu’a utilisation (Figure 7).

409 de la poudre
vegétale + 400ml
eau distilléee

Agitation a 70°C 1h

\ 4

Décoction

Agitation occasionnelle il 2 jour

~
Filtration
A 4
N
Filtrat
\ 4
N
Evaporation

A 4

Conservation

a4d°C

Figure 7 : Procedure d’extraction aqueuse (Gnanaprakash et al., 2010).
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2.2- Etude phytochimique des extraits

Des tests phytochimiques sont réalisés pour détecter les principales familles chimiques dans les
extraits aqueux et organiques de la plante Atriplex halimus ssp. schweinfurthii (Sunil et al.,
2012).

2.2.1- Les flavonoides
Quelques gouttes d'hydroxyde de sodium dilué (NaOH) sont ajoutées a 1 ml de chaque extrait
(4mg/ml), une couleur jaune intense a été produite dans I'extrait de la plante qui devient incolore

lorsqu’on ajoute quelques gouttes d'acide dilué ce qui indique la présence des flavonoides.

2.2.2- Les tannins
Quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCI3) a 0.1% sont ajoutées a 1 ml d’extrait (4mg/ml).

La présence des tannins est indiquée par la formation d'un précipité noir bleuté ou noir verdatre.

2.2.3- Les quinones
0.5 ml d'acide sulfurique concentré (H>SOa) est ajouté a 0.5 ml de chaque extrait (4mg/ml). Un

test positif est révélé par ’apparition d’une coloration rouge.

2.2.4- Les terpénoides
0.5 ml de chloroforme est ajouté & 1 ml de chaque extrait & une concentration de 4 mg/ml, 0.75
ml d'acide sulfurique concentré (H2SO4) sont ensuite ajoutés. La formation d’un anneau brun

rougeatre a I’interface indique la présence des terpénoides.
2.2.5- les saponines

0.5 ml d’extrait (4mg/ml) sont dilués avec 3 ml d'eau distillée puis agités vigoureusement

pendant 15 minutes. La formation d’une mousse persistante confirme la présence des saponines.
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2.3- Dosage de quelques métabolites secondaires
2.3.1- Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits de la plante est déterminée par la méthode
colorimétrique de Folin—Ciocalteu (Li et al., 2007). Elle est basée sur la réduction en milieux
alcalin d’un mélange de phosphotungesténe (WO4%) et phosphomolybdéne (MoO4?) du réactif
de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation

d’un produit de réduction de couleur bleue.

200 pl de chaque extrait dissout dans le DMSO, a une concentration de 2 mg/ml, sont ajoutées
a 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu dix fois dilué. Les solutions sont mélangées et incubées
pendant 4 minutes. Ensuite, 800 ul de carbonate de sodium Na2COs (75g /) sont ajoutées. Le
mélange final est secoué et incubé pendant 2 heures dans I'obscurité a température ambiante.
L'absorbance est mesurée a ’aide d’un spectrophotometre (Shimadzu UV mini-1240) a 765

nm.

La courbe d’étalonnage est établie en utilisant 1’acide gallique (préparé dans le méthanol)
comme standard (20-100ug/ml) et les concentrations des polyphénols dans les quatre extraits
sont calculées a partir de 1’équation de régression et exprimées en pg d’équivalent d’acide

gallique/mg d’extrait sec (ug EAG/mgE) (Figure 8).

14 -
y = 0.0127x + 0.0011

12 | R? = 0.9996

Absorbance

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

concentration (ug/ml)

Figure 8 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.
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2.3.2- Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) décrite par (Bahorun et al., 1996) est utilisée
pour quantifier les flavonoides dans les extraits étudiés. Elle se base sur les propriétés

chélatrices de I’ion aluminium.

1 ml d’une solution aqueuse d’AICl3 (2%) est ajouté a 1 ml de chaque extrait & une concentration
de (2 mg/ml), dont les extraits sont dissouts dans le DMSO alors que la quercétine est préparée
dans le méthanol. Le blanc utilisé ne contient pas 1’extrait mais seulement le solvant (DMSO).

Apres incubation a I’obscurité durant 10 mn, I’absorbance est mesurée a 430 nm.

La concentration des flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’une gamme d'étalonnage
établie avec la quercétine (10-50 pg/ml) et est exprimée en pg d’équivalent de la quercétine/mg

d’extrait sec (ug EQ/mgE) (Figure 9).

y = 0.0251x - 0.1082
0.9 4 R? = 0.9894

0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 A

0.4 -

Absorbance

0.3 -

0.2 -

0.1 -

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

concentration (ug/ml)

Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la querceétine.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.
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2.3.3- Dosage des Tannins totaux

La teneur des tannins totaux est estimée en utilisant la méthode décrite par (Rahate et al., 2013).

Briévement, 350ul de chaque extrait (dissouts dans le DMSQ) a une concentration de 3 mg/ml
ou d’acide tannique (préparé dans ’eau distillée), sont ajoutés a 1.5 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu dix fois dilué. Apres agitation 1.5 ml d’une solution de carbonate de sodium (Na2COs,
7.5 %) sont ajoutés. Le melange final est incubé pendant 45 min dans un bain marie a 45 C° a
I'obscurité. L'absorbance est mesurée par spectrophotometre a 765 nm. Le blanc est préparé de

la méme fagon en remplagant 1’extrait par 350 pl de DMSO.

La courbe d’étalonnage de 1’acide tannique est préparée par des concentrations différentes
(37.5- 300ug/ml), et les teneurs des tannins totaux dans les quatre extraits sont calculées a partir
de I’équation de régression et exprimees en ug d’équivalent d’acide tannique /mg d’extrait Sec
(ng EAT/mgE) (Figure 10).

3 .
y = 0.0087x + 0.0076
R? = 0.9966
2.5 -
2 m
Q
(8]
c
S 15 -
} S
o
[7%,]
Ke]
< 1 -
0.5 -
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentration (ug/ml)

Figure 10 : Courbe d’étalonnage de I'acide tannique.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.
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2.4- Etude de P’activité antioxydante des extraits d’Atriplex halimus ssp.

schweinfurthii
L’activité antioxydante des extraits étudiés est évaluée par trois méthodes différentes :

2.4.1- Effet piégeur des extraits contre le radical DPPH

Le test au DPPH (2.2’-diphényll-picrylhydrazyl) est réalisé selon le protocole décrit par
(Brand-Williams et al., 1995).

Dans ce test, les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le di-phénylpicrylhydrazine, dont l'intensité de la couleur est

inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans les extraits.

50 pl de chaque solution des extraits (dissouts dans le DMSO) a différentes concentration, ou
de standard (Quercétine) sont ajoutés a 1250 pl de la solution méthanolique du DPPH
(0,04mg/ml). En paralléle, un contr6le négatif est préparé en mélangeant 50l de DMSO avec

1250 pl de la solution méthanolique de DPPH, chaque solution est répétée trois fois.
L’absorbance est mesurée a 517 nm aprés 30 minutes d'incubation a température ambiante et a

I'obscurité. Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est calculé selon la formule

suivante:
1% = [(A temoin—A éch)/A témoin] X 100

1% : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.
A wmoin : Absorbance du témoin négatif.

A éch : Absorbance de 1’échantillon.
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2.4.2- Test de réduction du fer (FRAP)

Ce test a été découvert par (Oyaizu, 1986). Il est considéré comme un test direct et rapide pour

la mesure du pouvoir réducteur des antioxydants.

En effet, 0.5 ml de chaque extrait (dissouts dans le DMSO) a différentes concentrations sont
ajoutés a 1250 pL de tampon phosphate (0.2 M, pH 6,6) et 1250 uL de ferricyanure de
potassium a 1 %. Le mélange réactionnel est bien agité et ensuite incubé a 50°C pendant 20
minutes dans un bain marie. A la fin de I'incubation, 1250 ul d'acide trichloracétique a 10%
sont ajoutés au mélange et centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 minutes. Ensuite 1250 ul du
surnageant est mélangé avec1250 pl d'eau distillé et 250 pl de chlorure ferrique a 0,1%. L’acide

ascorbique est utilisé comme contrdle positif. Chaque solution est répétée trois fois.

Enfin, la lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel est faite @ 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre. L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique

I’augmentation de la réduction de fer.

2.4.3- Test de B- caroténe/acide linoléique

Dans ce test la capacité anti-oxydante des extraits est déterminée en mesurant I’inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide

linoléique selon la méthode décrite par (Dapkevicius et al., 1998).

L’émulsion de B-caroténe/acide linoléique est préparée par solubilisation de 0.5 mg de B-
caroténe dans 1 ml de chloroforme. 25 pl d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont ensuite
ajoutés a la solution préparée. Apres évaporation du chloroforme a 1’aide d’un rotavapeur
BUchi, 100 ml d’eau distillée saturée en oxygéne sont ajoutés avec agitation vigoureuse.
Ensuite 2.5 ml de 1’émulsion préparée sont ajoutées a 350 pl de chaque extrait (dissouts dans

le DMSO) a une concentration de 3 mg/ml.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard (BHT) & une
concentration de 3mg/ml, alors que les témoins négatifs sont préparés en remplacant 1’extrait

par le DMSO, I’eau distillée ou le méthanol. Chaque solution est répétée trois fois.
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Enfin, I’absorbance est mesurée immédiatement a 490 nm, puis apres 1h, 2h, 3h, 4h, 24h et 48h

d’incubation a I’obscurité. Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

Pourcentage d'inhibition (%)= (A:/ Aw) X 100.

A t: Absorbance au temps (t).
A to: Absorbance au temps (0).

2.5- Etude statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne de trois répétitions + SD. La
signification statistique entre le contréle positif et les échantillons est déterminée par le test de

Student et les différences sont considérées significatives au seuil de 5% (p < 0.05).

Les courbes et les histogrammes ont été réalisés a 1’aide de programme Microsoft Excel 2010,

et les analyses statistiques ont été effectués par le logiciel GraphPad Prism 7.04.
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1- Extraction

La préparation des extraits a partir de la plante Atriplex halimus ssp. schweinfurthii est effectuée
par des solvants a polarité croissante et a permet d’obtenir quatre extraits : 1’extrait d’hexane,
d’acétone, de méthanol et I’extrait aqueux. Les rendements d’extraction a partir de la plante
sont exprimés en pourcentage (%) de masse d’extrait par rapport a la masse de la poudre

végétale utilisée dans la macération. Les résultats sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Rendements des extractions a partir des feuilles et des fleurs d’Atriplex halimus
ssp. Schweinfurthii.

Extrait Rendement (%)
Aqueux 19.87
Meéthanol 10.92
Acétone 1.56

Hexane 0.88

Selon le tableau, le rendement le plus élevé est obtenu dans 1’extraction aqueuse (19.87 %),
suivi par I’extrait méthanolique (10.92 %), puis I’extrait d’acétone (1.56 %) et I'extrait d’hexane
qui a donné le rendement le plus faible (0.88 %). On peut noter que le rendement augmente

avec la polarité des solvants d’extraction.

La méthode d’extraction adoptée est basée sur la solubilité différentielle des composés vegétaux
dans les solvants. Les flavonoides di-, tri- et tétra-glycosylés et les acides phénoliques trés
polaires (acides benzoiques et cinnamiques) sont solubles dans 1’eau qui est un solvant polaire
(Jones et Kinghon, 2006), tandis que les substances moins polaires (dérivés d’acides
phénoliques) peuvent étre isolées par les solvants organiques moins polaires (Cazes, 2005). Le
méthanol peut extraire les flavonoides, les aminoacides, les terpénes et les cires (Andersen et
Markham, 2006), ainsi que les tannins, les saponines, et les anthocyanines (Cowan. 1999).
L'acetone est également un solvant freqguemment utilisé pour préparer des extraits riches en
flavonoides (Cowan. 1999). L'hexane est généralement utilisé pour extraire les lipides et les

flavonoides aglycones hautement méthoxylés (Boussoualim, 2014).

31



Chapitre 3 Résultats et discussion

En plus du choix des solvants, les conditions dans lesquelles 1’extraction est effectuée, comme
la température, 1’agitation, le ratio solvant/matériel végétal et le temps d’extraction, affectent a
leur tour le rendement d’extraction et le contenu total en composés phénoliques, et par
consequent affectent les activités biologiques relatives a ces métabolites (Lee et al., 2003 ;
Azmir et al., 2013). L’extraction aqueuse est effectuée sous forme d’une décoction, c’est la
méthode recommandée en médecine traditionnelle, le réchauffement du mélange matériel
végétal et d’eau augmente la solubilité de certains composés et assure 1’extraction des tanins et
des terpénoides (King et Bott, 1993).

2- Screening phytochimique

Les tests de détection des différents composés chimiques présents dans les extraits d’Atriplex
halimus ssp. schweinfurthii ont permis de confirmer la présence des flavonoides et des tanins
dans tous les extraits de la plante. Les terpenoides sont présents dans les extraits d’acétone et
d’hexane alors que les quinones sont présents dans tous les extraits sauf I’extrait aqueux. Les

saponines sont absents dans tous les extraits de la plante (Tableau 3).

Tableau 3 : Analyse phytochimique des extraits aqueux et organiques d’A halimus ssp.

schweinfurthii.

Extrait Flavonoides | Terpénoides | Quinones Tanins | saponines
Aqueux + - - + -
Méthanol + - + + -
Acétone + + + + -
Hexane + + + + -

Les flavonoides et les tanins font partie des polyphénols. Les terpénoides sont des composés
possédant une structure moléculaire construite d’un monomeére a 5 carbones appelé isopréne.
Les triterpenoides sont des précurseurs de la syntheése des stéroides dans les plantes. Les
quinones sont des cycles aromatiques caractérisées par la présence d’un cycle benzénique
substitué par deux fonctions cétone connues pour leur activité antimicrobienne (Malecky,
2005).
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3- Teneurs en polyphénols, flavonoides et tannins totaux

L’étude quantitative des extraits bruts d’Atriplrx halimus schweinfurthii au moyen des dosages
Spectrophotométriques avait pour objectif la détermination de la teneur en composées
phénoliques. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalents d’un standard a 1'aide d’une

courbe d’étalonnage (Tableau 4).

Tableau 4 : Dosage des polyphénols, flavonoides et tanins totaux des extraits d’Atriplex

halimus ssp. schweinfurthii.

Extrait Polyphénols totaux Flavonoides totaux Tannins totaux
(ng EAG/mg E) (ng EQ/mg E) (ng EAT/mg E)
Aqueux 28.10 + 9.66 17.70 £ 0.65 32.30 £ 0.97
Méthanol 14.44 + 0.82 22.79+£0.32 29.47 £ 4.59
Acétone 28.75 +10.78 31.94 + 0.00 76.18 + 19.79
Hexane 13.36 £ 0.41 43.96 £ 0.25 19.67 £ 0.70

Chaque valeur représente la moyenne de 3 répétitions + SD.
(EAG : Equivalent d’acide gallique, EQ : Equivalant de quercétin, EAT : Equivalent d’acide

tannique).

Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols varient considérablement entre les
extraits ; I’extrait d’acétone et aqueux sont les plus riches en polyphénols avec des
concentrations de 28.75 et 28.10 ug EAG/mg E, respectivement. Les extraits de méthanol et
d’hexane ont montré des valeurs proches et inférieures aux extraits précédents (14.44 et 13.36
ug EAG/mg E, respectivement).

Dans le dosage des flavonoides, 1’extrait d” hexane semble le plus riche en flavonoides avec
une concentration de 43.96 ug EQ/mg E, suivi par I’extrait d’acétone de 31.94 ug EQ/mg E,
puis I’extrait méthanolique avec 22.79 ug EQ/mg E et enfin I'extrait aqueux de 17.70 ug EQ/mg
E. On peut noter que la teneur en flavonoides est plus élevée dans les extraits préparés par les

solvants les moins polaires.
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La teneur la plus élevée en tannins est observée dans 1’extrait d’acétone avec une concentration
de 76.18 ug EAT/mg E, suivi par les extraits aqueux et méthanolique avec des concentrations
proches (32.30 et 29.47 ug EAT/mg E, respectivement), alors que 1’extrait d’hexane représente
la teneur la plus faible (19.67 ug EAT/mg E).

Les résultats trouvés sont proches de ceux indiqués par (Benhammou et al., 2009, 2014), dont
la teneur en polyphénols totaux dans les feuilles de la plante est de 10.12 uyg EAG/mg E
pour I'extrait méthanolique. Une autre étude réalisée par (Belhadj et al., 2017), indique que la
fraction butanolique de I’extrait d’A. Halimus présente une teneur en phénols totaux égale a
3,64 mg EAG/g E et celle des flavonoides égale a 0,12 mg EQ/g E, alors que la teneur des tanins
est égale a 1,036 mg EC/g E. La fraction de I’acétate d’éthyle dans la méme étude a montré des
teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins totaux égales a 1,61 mg EAG/g E, 0,05 mg
EQ/g E et 0,12 mg EC/g E, respectivement.

4-Activité antioxydante des extraits d’Atriplex halimus Ssp.
schweinfurthii

4.1- Effet de piégeage du radical DPPH

Le test de DPPH est I'un des tests les plus utilisés en raison de sa rapidité, sensibilité,
commodité et de sa reproductibilité (Nur Alam et al., 2013).

Le (DPPH) est un radical libre qui posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote
(Popovici et al., 2009), sa réduction par les composés antioxydants est accompagnée par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune ce qui diminue son absorbance.

L’activité antioxydante a été évaluée par spectrophotométrie a 517 nm, elle est exprimée en
concentration d’inhibition ICso, Sachant que la ICsg est la concentration d’extrait nécessaire pour

inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du DPPHe (Figure 11).
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Figure 11 : Les concentrations des extraits d’Atriplex halimus ssp. schweinfurthii et de la
quercétine inhibitrices de 50 % du radical DPPH (ICsg).Comparaison par rapport au

quercétine, (p<0.001)***, Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD.

Les profils de I’activité antiradicalaire obtenus révelent que les quatre extraits étudiés possedent
une activité dose-dépendante et faible avec des valeurs trés élevées des ICso. La meilleure
activité est observée pour I’extrait d’hexane avec une ICso de 7.24 mg/ml, suivi par I’extrait
d’acétone (ICso = 9.26 mg/ml), I’extrait méthanolique (ICso = 11.39 mg/ml) et enfin 1’extrait
aqueux (ICso = 21.90 mg/ml). Le standard utilisé (la quercétine) présente une activité

antioxydante tres élevée par rapport aux extraits avec une I1Cso de 0.124 mg/ml.

Les résultats obtenus par (Benhammou et al., 2009, 2014) montrent aussi que l'activité
antiradicalaire contre le radical DPPH des extraits méthanoliques préparés a partir des feuilles
et des tiges d’A. halimus est trés faible avec des valeurs élevées des ICso obtenues (31.83 et
20,58 mg/ml, respectivement).

Dans la présente étude, une corrélation existe entre 1’activité anti-radicalaire et la teneur en
flavonoides, dont les extraits les plus riches en flavonoides ont montré la meilleure activité

selon I’ordre suivant : E. Hexane > E. acétone > E. méthanol > E. aqueux.
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Plusieurs études ont montrés que 1’activité antiradicalaire est liée directement a la structure des

composés phenoliques et le nombre des groupes hydroxyles disponible (Villano et al., 2007).

La famille des flavonoides montre un potentiel redox éleve due a la présence du cycle B de type
catéchol ou pyrogallol qui permet aux composés appartenant a ce groupe d’agir comme agents
réducteurs puissants (Hayouni et al., 2007), dont le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le DPPHe, qui se transforme en
une molécule stable DPPHH (Popovici et al., 2009).

4.2- Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP)

Les antioxydants ont la capacité de réduire les ions ferriques en donnant un électron tout en
convertissant le fer de la forme Fe3* a la forme Fe?*. Cette réaction se manifeste par le
changement de la couleur du milieu réactionnel du jaune au bleu mesurable a 700 nm. Donc
une absorbance élevée indique que 1’extrait posséde un grand pouvoir réducteur (Le K et al.,
2007).

La capacité réductrice des extraits et de ’acide ascorbique (standard) a €té évaluée ; les résultats

sont présentés dans les figures 12 et 13.
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Figure 12 : Pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions + SD.
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Figure 13 : Pouvoir réducteur des extraits d’Atriplex halimus.

Chague valeur représente la moyenne de trois répétitions + SD.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits présentent une capacité réductrice dose-
dépendante, cependant, leur activité est nettement inférieure a celle de 1’acide ascorbique qui a
montré & son tour un effet dose-dépendant, dont la valeur d’absorbance la plus élevée (0.61) est
obtenue pour la concentration 50 pg/ml.

Parmi les extraits étudiés, I’extrait d’acétone a montré le potentiel réducteur le plus puissant,
dont la valeur maximale de 1’absorbance (1.05) est obtenue pour la dose 6 mg/ml, notant que
c’est ’extrait qui a montré la teneur la plus élevée en polyphénols et en tannins qui peuvent
servir comme donneurs d’électrons. L’extrait méthanolique présente un pouvoir réducteur avec
une absorbance maximal de 0.72 pour la dose de 6 mg/ml. Pour les extraits aqueux et hexane,
ce dernier a donné une absorbance plus élevée pour la dose 6 mg/ml, mais 1’extrait aqueux a
donné une absorbance plus élevée a 4 et 2 mg/ml par rapport a I’extrait d’hexane. La valeur la

plus diminuée est montré par 1’extrait aqueux a une dose de Img/ml.

Le potentiel réducteur des extraits est lié a la présence des molécules capables de donner des
électrons (Ferreira et al., 2006). Ces derniers contribuent a 1’inhibition de la formation des
radicaux libres par la chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe*) et le cuivre (Cu*).
Les polyphénols, notamment les flavonoides, séquestrent ces ions métalliques au niveau de

différents sites.
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4.3- Test du - caroténe/acide linoléique

Le test au B-caroténe est largement utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante des composés
bioactifs du fait que le B-caroténe est extrémement susceptible aux radicaux libres, dérivés
hydro peroxydes résultant de 1’oxydation de 1’acide linoléique (Kumazawa et al., 2002). Ces
derniers attaquent le chromophore du B-carotene, résultant en une décoloration de I'émulsion

réactionnelle qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a 490 nm.

La présence d’antioxydants pourrait donc prévenir l’oxydation et par conséquent la
décoloration de cette molécule, par neutralisation de ces radicaux. La cinétique de
blanchissement du [-caroténe a été réalisée en présence des extraits d'Atriplex halimus et d’un
antioxydant (BHT) utilis¢é comme controle positif. Les pourcentages d’inhibition sont

représentés dans les Figures 14 et 15.
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Figure 14 : Cinétique de blanchissement du B-caroteéne en présence des extraits d 'Atriplex
halimus, de BHT et des témoins négatifs (eau distillée, méthanol et DMSQ) durant 48h.
Chague point représente la moyenne de trois repétitions.

(H20 D : Eau distillé, MéOH c : control méthanol).

38



Chapitre 3 Résultats et discussion

100 -
80 -
g 60 -
c
2
=
2 40 -
=
£
20 -
O -
+ S (4
N\ o g N
) N o >
N o o RY :»
?’0’ éé‘o ¥ E ? @ 0

Figure 15 : Pourcentages d’inhibition des quatre extraits d’Atriplex halimus, du témoin positif
(BHT) et des témoins négatifs (eau distillée, méthanol et DMSO) apres 24h d’incubation.

Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions £ SD. Comparaison par rapport au
BHT, (p<0.05)*, (p<0.01)**, (p<0.001)***. (H20 D : Eau distillé, MéOH c : control
méthanol).

Les résultats obtenus montrent que le blanchissement du p-caroténe suivi pendant 48 heures,
est nettement ralenti en présence des extraits étudiés a une concentration de 3mg/ml par rapport
aux témoins négatifs. En effet, ’extrait d’hexane a donné un pourcentage d’inhibition égale a
92.47% aprés 24h d’incubation ; cette valeur est trés proche de celle donnée par le BHT pour
la méme concentration de 3 mg/ml (99.88 %) (Différence non significative statistiquement).
Les extraits d’acétone et de méthanol ont montré un effet inhibiteur avec des pourcentages
d’inhibition de I’ordre de 85.13% et 84.44%, respectivement. Enfin, 1’extrait aqueux a montré
une activité antioxydante de 71.32%.

Une corrélation a été bien observée entre 1’activité antioxydante des extraits dans ce test et leur
polarité, de sorte que I’activité diminue avec 1’augmentation de la polarité, ainsi qu’avec la

teneur en flavonoides.
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En effet, le milieu réactionnel dans ce test est une émulsion ; le degré de solubilité des extraits
dans I’émulsion est important, les extraits apolaires exposent une capacité antioxydante plus
importante car ils sont concentrés au sein de l'interface eau-lipide, permettant ainsi de prévenir
la formation des radicaux libres et parallélement I'oxydation de B-caroténe alors que les extraits
polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont donc moins efficaces (Frankel et Meyer.,
2000).

Les polyphénols notamment les flavonoides montrent une grande capacité de terminer la
réaction en chaine de la peroxydation lipidique par le piégeage du radical peroxyle ROO*
(Takahama, 1983).

40



Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales représentent une source fiable et majoritaire des antioxydants naturels,
notamment les polyphénols qui sont les composés les plus intéressants et les plus étudiés a

cause de leurs propriétés thérapeutiques.

La présente étude est consacrée a 1’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits préparés a
partir des feuilles et des fleurs la plante médicinale Atriplex halimus ssp. schweinfurthii, par

différentes méthodes complémentaires.

Les résultats montrent que le rendement d’extraction augmente avec la polarité des solvants
utilisés. Une investigation phytochimique a confirmé la présence des flavonoides et des tanins
dans les extraits étudiés. Les terpénoides sont présents dans les extraits d’acétone et d’hexane
alors que les quinones sont présents dans tous les extraits a I’exception de I’extrait aqueux. Le
dosage des polyphénols totaux a révélé des teneurs qui varient considérablement entre les
extraits, dont la teneur la plus élevée est trouvée dans I’extrait d’acétone ; ce dernier représente
aussi I’extrait le plus riche en tanins totaux. D’autre part, la teneur la plus élevée en flavonoides

est observée dans 1’extrait d’hexane.

L’évaluation du potentiel antioxydant, par la technique de piégeage du radical DPPH et par le
test de blanchissement du B-caroténe, a révélé que activité antioxydante des extraits est
proportionnelle a leurs teneurs en flavonoides selon 1’ordre suivant : extrait hexanique >
acétonique > méthanolique > aqueux. Le pouvoir réducteur évalué par la méthode de FRAP a
montré que tous les extraits possédent une activité dose-dépendante et que 1’extrait d’acétone a

présenté le pouvoir le plus important.

D’autres études plus avancées sont nécessaires pour la caractérisation des composés chimiques
actifs de la plante étudiée par des méthodes de séparation plus performantes (HPLC, CPG...)

et qui sont responsables de ses activités antioxydantes.
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