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Liste des abréviations

_A-

Acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

Angiosperme Phylogénie Groupe IV

Absorbance de concentration 0.5M

B-

_C-

Chromatographie sur couche mince

D-

_E-

ABTS

ACG Acide chlorogénique

ADN Acide Désoxyribonucléique
APG IV

Aos

BChE Butyrylcholinesterase

BCI S-Butyrylthiocholine iodide
BHA Hydroxyanisole butylé

BHT Hydroxytoluene butylé

BP Bichromate de potassium
n-BuOH n-butanol

CCM

Clso La concentration inhibitrice 50 %
CHCI3 Le chloroforme

DPPH 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle
DTNB 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic)
EOA Espéeces Oxygénées Activees
ERO

especes réactives de I'oxygéene




EXTD Extrait acétate d’éthyle

EXTE Extrait n-butanolique
EXTF Extrait de bulbes
EtOAC Acétate d’éthyle
-F-
FRAP Pouvoir antioxydant réducteur d'ions ferriques
-H-
H,O, Peroxyde d'hydrogene
-M-
MeOH Méthanol
-N-
NA No activity (pas d’activite)
NDCA Nod dihydroguaiaretic acide
Nm Unité de mesure de longueur d’'onde ‘nanomeétre’
NO- Monoxyde d'azote
-O-
O, Radical superoxyde
O, Dioxygene
10, Oxygene singulet Oxygéne
oG Octyl gallate
OH- Radical hydroxyle
ONOO Peroxynitrite
-P-

PG Propyl gallate




RO- Radical alcoxyle
ROO- Radical peroxyle
-S-
SNP Silver nanoparticles (Ag-NPs)
Solution G Acide ascorbique
Solution H Méthanol
Sat Saturé
-T-
TBHQ Tert-Butylhydroquinone
TCA Acide trichloracétique
TRIS Base NH,C(CH,0Hs)
Trolox L'acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2, 5,

benzopyran-2-carboxylique

7,

8-tétraméthyl-2H-1-

uv

“U-

Ultra-violet
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Introduction

Les plantes médicinales représentent une source de revenu non négligeable
pour de nombreuses populations. Les produits naturels continuent d'étre une source
d'innovation dans la découverte de médicaments, I'utilité de ces produits naturels est
de fournir une source originale de nouvelles structures visant a la découverte de
médicaments, pas nécessairement comme entité meédicamenteuse finale, mais
comme sources de molécules nouvelles et particulieres a utiliser pour des
médicaments semi-synthétigues ou des modeéles pour des médicaments totalement

synthétiques [1].

Il est intéressant de noter que sur les 877 substances organiques introduits
dans le monde comme médicaments entre 1981 et 2002, 61 % étaient des produits
naturels, des dérivés ou des imitations de produits naturels [2], récemment,
I'attentions est portée sur les herbes et les épices comme source d’antioxydants, qui

Peut étre utilisé pour prévenir les effets du stress oxydatif [3].

L’Algérie est riche en plantes médicinales, a cause de leur position
géographique particuliere et ces qualités climatiques tres variées, la plupart des
recherches actuelles portent sur I'étude de molécules antioxydantes telles que les
vitamines et les polyphénols. Il semble donc intéressant d'inscrire ce travail dans ce
contexte de recherche. La possibilité de découvrir de nouvelles molécules actives ou
mieux que ce que nous avons déja et l'innovation pour trouver de nouvelles facons

de mieux les extraire et/ou les utiliser est la motivation qui nous fait avancer.

L'intérét pour la découverte d'extraits de plantes ayant différentes activités
biologiques a beaucoup augmenté ces derniéres années [4].

Le but principal est de la recherche de nouvelles molécules naturelles qui
peuvent remplacer les molécules synthétiques, pour cela notre étude unisse deux
prétextes dont le premier est d’ordre phytochimique, des tests de toxicité et de
cytotoxicité, le second aspect est consacré a une évaluation des activités

antioxydantes de genre asphodelus.
Ce travail est divisé en trois chapitres dont:

- Le premier a été consacré a des études bibliographiques.




Introduction

Le second chapitre a été concerné de localisation du matériel végétal et les
méthodes d’extractions et les déférentes activités (antioxydantes,
enzymatique, anti-inflamatoires et les tests des toxicités et cytotoxicite).

Le dernier chapitre de ce travail comprend les résultats ces discussions de

I'étude phytochimique de la plante de ce genre asphodelus.
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1. Stress oxydatif, radicaux libres et antioxydants

Le stress oxydant est devenu un terme familier tant dans le monde médical que

dans le grand public.

Ce dernier est le facteur déclenchant de plusieurs maladies graves comme le
cancer et celles liées au vieillissement, comme des pathologies oculaires (cataracte
et dégénérescence maculaire), des maladies neurodégénératives (ataxies, sclérose

latérale, maladie d'Alzheimer).
1.1 Stress oxydatif

1.1.1 Définition
L’'oxygéne est la molécule la plus importante dans l'organisme, parmi les

déférents rbles de cette molécule est la réaction radicalaire suivante :

O2+ 4 H++ 4 e-— 2 H20

mais si elle est déreglé elle provoque le stress oxydatif.[5]

Stress oxydatif est le Déséquilibre entre la production d'ERO et le systéme
antioxydant. C'est le Phénomenes physiologique et pathologique conduisant a un
excés de radicaux réactifs de l'oxygéne contr6lé par le systtme de défense de
I'organisme.[6] , la formation des radicaux libres provoquent la saturation des voies

de détoxification enzymatiques favorisant ainsi I'apparition du stress oxydatif.[7] .

1.1.2 Origine

Lors de la respiration mitochondriale, I'oxygéne, comme tous les oxydants, a
une toxicité, les mitochondries sont responsables de la production d’ERO. En effet, la
fuite d'électrons au niveau de la chaine mitochondriale conduit a la formation de
radicaux super oxydes en liant ces électrons a des molécules d'oxygéne.[8] Les
mitochondries régulent le manque d’apport d’'oxygéne au niveau tissulaire par la
libération d’ERO [9] .

1.2 Radicaux libres
Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui ont un seul électron
non apparié, Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de

Y

cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules dans leur
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enveloppe environnante. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour
d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. La molécule
d'oxygene (ou dioxygéne, O2) a la particularité d'avoir une structure diradicale libre

due a deux électrons isolés dans deux orbitales de haute [10] .

Parmi tous les types de radicaux qui peuvent se former dans la cellule, il faut
distinguer un groupe limité de composeés radicalaires qui jouent un réle particulier
dans la physiologie. C'est ce qu'on appelle un radical libre primaire. Celui-ci est
dérivé directement de [l'oxygene. D'autres radicaux libres appelés radicaux
secondaires (radical peroxyle ROOQOe, radical alcoxyle ROe¢) sont formés par la
réaction de ces radicaux primaires avec les composés biochimiques de la cellule
[11].

Le groupe des radicaux libres primaires est souvent appelé "espéces réactives
de l'oxygéne" (ROS=ERO). Cette désignation n'est pas limitée. Cela inclut les
radicaux libres d'oxygéne eux-mémes : radical superoxyde (O, ¢) , radical hydroxyle
(OHe+), monoxyde d'azote (NOe), ainsi que certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires ou la toxicité est importante : oxygéne singulet Oxygéne (*O,), peroxyde
d'hydrogéne (H20,), peroxynitrite (ONOQO) [12].

1.2.1 Principales espéces réactives a I'oxygéne(ERO)

Tableau 1 : principaux espéces réactives a 'oxygene.

Type des ERO Définitions et réactions Références
Espéce le plus courant et
Anion important Apparait lors de la
superoxyde réduction mono électrique de [13]
02* dioxygéne
Radicalaires [O2 +e-— 027]
Le radical hydroperoxyle,
Radical également appelé radical
hydroperoxyle perhydroxyle, est l'acide [14]
HO: conjugué de I'anion superoxyde
obtenu apres sa protonation
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(lajout de H")

[HJr + 02.: HO» .]

Radical
hydroxyle
HO*®

Espéce le plus redouté et
panique, il est la forme neutre de

I'anion hydroxyle (OH").

e |l est produit & partir de
peroxyde d’hydrogene s'il
est réagir avec un cation

métallique :
[Fes" + H,0, = Fes™ + OH™
+HO"]

e Peut aussi produire a
partir de réduction de
H202 grace a I'anion
peroxyde :
[H202+ O2°"= 02+ OH™ + HO"]

[15],[16],[17]

Radicaux
alkoxyle RO®
et peroxyle
ROO*

Ce sont des formes secondaires
formés a partir de radicaux
primaire (HO®...etc.), lié¢ avec
composants chimiques (sucres,
lipides...etc.), en suivant
guelques réactions de formation
ces radicaux a partir des AG et

lipides et fer :
[L*+ O2=L0O0"]
[LOO®+ LH (AG) = LOOH + L°]

[LOOH + Fe* = LO® + OH +

Fe3+]

[LOOH + Fe** = LOO®* + H" +

[18],[19]
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Fe2+]
Peroxyde peroxyde d’hydrogéne=I'eau
d’hydrogéne oxygéné formé par la réaction de [20]
H,0, I'anion superoxyde avec proton :

[202° + 2H" = H202 + O2]

C’est un oxydant fort de courte

. durée formé a partir de réaction
Acide
hypochloreux de I'eau oxygéné avec proton et [21]
Non-Radicalaire HOCI clore :
[H,0, + H™ + CI” = H,O + HOCI]
Est une forme d’oxygéne trés
réactif et instable formé a partir
Oxygene de réactions suivantes : [22],[23]
singulet 20, ’

[H202 + CIO" = H20 + CI" + 102]
[H202+ ONOO-=102+ NO2-+

H20]
o Le récapitulatif dans la (figure 01)
radical radical
hydroperoxyle superoxyde
0, +e+H'—>» HO, ﬂ, H* + 0,
LH
e +2H} 0, Radical
peroxyle
Vit. E
radical L LOO- » LOOH

radical

peroxyde e lipidique

d'hydrogene H20,— OH + OH:
\—> OH-+e+H’
T H,0+0,

Fe?* + H,0, » Fe** +OH - + OH e

Figure 1 : Schéma montre les réactions conduisant a la formation de ERO [24].
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Les radicaux libres sont toxiques pour I'organisme et attaques plusieurs cibles
et parmi ces cibles : les protéines, les sucres, les lipides, les acides nucléiques
(Figure 02).

Protéines

* modification oxydative des acides aminés

* clivage des peptidespar les radicaux libres

+ formation de liaisons croisées par réaction avec les produitsde
peroxydation des lipides

Lipides I ADN/ARN

L-H + OH-- H,0 + L- bases modifications

les cibles des deletions
L=H + CCl0;*~ L +CCL0H — radicaux libres - production of base-freesites
frame shifts

stand breaks
DNA-protein cross-links
chromosomal arrangements

L—H + HO - L- +Hy0, l

Sucres

g lycoaldéhyde
fragmem.:atlon NON et i ¥ = pas de cyclisation
enzymatique du sucre g

HO\/\CHz l

autoxydation === production d'un radical superoxyde

| N réaction en chaine conduisant a

a-dicarbonyle tai
B-dicarbonyle mulagones

Figure 2 : Schéma montre les cibles des radicaux libres [25],[26],[27],[28],[29],[30].

1.3 Antioxydants

1.3.1 Introduction
L'oxygéne, molécule essentielle a la vie, est fortement impliqué dans l'initiation du
stress oxydatif, caractérisé par un déséquilibre entre la production d'espéces
réactives de l'oxygéne (ERO) qui provoque des nombreuses maladies et la capacité
de l'organisme a les neutraliser[31]. Prévention de ces pathologies peuvent étre
prévenues par l'utilisation d'antioxydants naturels et synthétiques, qui peuvent étre

prometteurs comme candidat thérapeutique [32] .

1.3.2 Définition
Les antioxydants sont les substances qui éliminent directement les ERO ou
agissent indirectement pour renforcer les défenses antioxydantes ou inhiber les
ERO. Ou inhibe la production d’ERO.[33] .
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Une autre propriété qu'un composé doit étre considéré comme un antioxydant est
sa capacité a former de nouveaux radicaux stables via des liaisons hydrogene
intramoléculaires lors de la réoxydation intramoléculaire aprés élimination des

radicaux [34] .

1.3.3 Types des antioxydants

|  Antioxydants naturels

Ce sont les antioxydants fabriqués et synthétisé in vivo existe sous deux :
a Endogenes
< Enzymatiques

1) Superoxyde dismutase
celle est une métalloprotéine joue le réle d’un systéme de défense contre les
radicaux libres ,elle catalyse et stimule la réaction de dismutation de I'anion
superoxyde ( Oz ¢)en O, et H,O,[35].

2) Catalase
c’est une protéine se trouve dans le peroxysome[36] , elle stimule la réaction

suivante : [37].

H,O, = O, + H,O

3) Glutathion peroxydase (GPx)
c’est une protéine contenant une sélénium dans chaque sous unité de ses
quatre sous unités , Alor elle une sélénoproteine , permet d’éliminer les radicaux
libres qui peuvent oxyder la molécule d’ADN [38] et les peroxydes lipidiques [35] en
couplant la réduction de I'’hydroperoxyde avec I'oxydation d’'un substrat réducteur
[39],[40] .

D’autres enzymes jouent un réle antioxydant non négligeable, 'ensemble
formant un systeme complexe : glutathion réductase, thioredoxine réductase,

glutathion transférase...etc.
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% Non-Enzymatiques

1) Acide urique
Sous forme urate a pH physiologique, posséde des propriétés antioxydantes in
vitro contre les (OHe) et (ROQ-¢), tout comme la bilirubine, les mélanines et la

mélatonine [39] C’est un piégeur puissant d’ (*0,), de (O3) et de (HOCI) aussi [38] .

0 (0]
N N
HN \ HN \
)\ ’ )\ .
N 0 N N
0 N H N H
Acide urique Urate

Figure 3 : Schéma de la formule cyclique de I'acide urique et l'urate

2) Le glutathion
Est le majoritaire Parmi les nombreux thiols est, généralement présent sous
forme réduite, qui est capable de réagir, in vitro, avec les radicaux (OH). et (ROO.),
(*02), (03), HOCI), (ONOO"), des radicaux centrés sur le carbone , aussi capable de
participer a l'activité enzymatique qui, détoxifie le peroxyde d’hydrogéne et d’autres
hydroperoxydes [41], [42],[40].

0 OH
H 0
N OH
H,N N/\'(
0o H 0
SH

Figure 4 : Schéma de la formule de glutathion

Il existe aussi d’autres substances jouent le r6le d’antioxydants comme la
Bilirubine et acide lipopoique et Ubiquinone ...etc.[43],[44],[45] .
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b Exogéne

% Lavitamine C (acide ascorbique)
Est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart des fruits et légumes
(non synthétisée par I'hnomme). Reconnu pour son effet protecteur contre I'oxydation
membranaire [46].Cela fonctionne en capturant ERO directement, principalement

O,. Et OH. Permet au recyclage de I'a-tocophérol d'agir en synergie avec la vitamine
E en empéchant la peroxydation des lipides [35].

HO

HO OH

Figure 5: Schéma de la formule de I'acide ascorbique

< Vitamine E (les tocophérols)
Bien gu'ils soient d'excellents antioxydants alimentaires, leur role physiologique
chez 'homme, notamment comme agent protecteur des structures membranaires et
des lipoprotéines, ou pour lutter contre le stress oxydatif, est tres important.

Empéche la formation d'hydroperoxydes en éliminant les radicaux (LOO »)
(Equation) , [47] .

Equation: | | OO+ T-OH = T-O++ LOOH

CHs

Figure 6 : Schéma de la formule de la vitamine E
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< Caroténoides
Est un pigment dérivé de plantes et de micro-organismes et peut étre divisé en
deux grandes familles, le caroténe et la xanthophylle (Figure 07). Leur activité
antioxydante est associée a de longues chaines polyéniques et peut réagir avec les
radicaux (ROO ¢), (HO ¢), (02 ¢), (R *) par simple addition électrophile et transfert
d'électrons .Aussi la neutralisation de I'oxygéne singulet O,. [36],[40] .

NN

3-Caroténe

OH
\\\\\\\\\

HO

Zéaxanthine
(Xanthophylle)

Figure 7 : Schéma de la formule de B-Caroténe et Xanthophylle

% Zinc
Le zinc est un oligo-élément qui entre dans la structure du superoxyde
dismutase, il a donc des propriétés antioxydantes. Aide a protéger I'oxydation du
groupe SH des protéines. Il intervient également dans la protection contre la
peroxydation et les changements oxydatifs, en plus des propriétés antioxydantes de

compétition avec le fer et le cuivre[48] .

<% Les composés phénoliques (Ph)
En particulier Les flavonoides sont des métabolites secondaires des Plante
caractérisée par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane (Fig. 25)[49].
La capacité antioxydante des polyphénols est liée a leurs propriétés structurales Le
nombre et I'emplacement des groupes hydroxyle, principalement a cette fin, Les

flavonoides sont de puissants antioxydants [50]. Polyphénol Prévient les dommages
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oxydatifs grace a divers mécanismes basés sur le transfert Chélation des électrons

et/ou des protons et chélation des métaux de transition [51]

Transfert du proton (HAT)

R + > RH +

Transfert d'electron (SET)

R* + > R *

Chélation des ions metaux de transition o~ %
Mg?* +

Figure 8 : Mécanismes d'action antioxydante des composés phénoliques [51]

Récapitulatif d’antioxydants : (Figure 09, Figure 10).
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Vitamine E

p—caroténe
Vitamine C
Vitamine E

p—caroténe

Polyphénols
Ubiquinone

Reticulum Lysosome

endoplasmique

Vitamine C

Peroxysomes

itochondrie

Catalase
Superoxyde Gilutathion réduit
dismutase (CwZn) Thioredoxine
Glutathion
peroxydases {(Se) Superoxyde dismutase (Mn)
Vitamine E
p-caroténe Polyphenols Adapte de LJ Machlin ef af.,
FASEB J, 1987

Figure 9 : Schéma des molécules intervenant dans les protections cellulaires
(adapté de LJ Machlin et al, 1987).

| Enzymes primaires | | Enzymes secondaires | | Cofacteurs |—-| Vitamines |
superoxyde dismutase glutathion réductase Coenzyme Q10 Vit C = acide ascorbique
catalase glucose-6-phosphate- Vit E = tocophérols
peroxyde de glutathion déhydrogénase | Minéraux '\ VitK
\‘ Caroténoides |
Zinc -
Salénii B-carotene
= Zéaxanthine
l Flavonoides l G Lutéine
organosulphériques \ i
| N\ Composés non
| Flavonols | ‘ Flavonones | | Flavones | Glutathion protéiques azotés
. Acide urique
Querce’tme hespéridine Chrysine = —
Kaemférol | Acides phénoliques 1
catéchine 1
[ |
‘ jSobavanoldes | | Sothooyanines | Acides hydroxycinnamiques Acides hydroxybenzoiques
Génistéine CYanid.ine' Acide férulique Acide gallique
Pélargindine P-coumarique Acide ellagique

Figure 10 : les déférentes classes des antioxydants [52],[53],[54] .

I Antioxydants synthétiques

Ce sont des antioxydants synthétisés in vitro.
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Tableau 2 : les antioxydants synthétisés les plus importants et ses applications[26].

nom du composé application références
BHA (hydroxyanisole , _ .
] antioxydant alimentaire [55]
butylé)
BHT (hydroxytoluene _ _ _
) antioxydant alimentaire [56]
butylé)
TBHQ (tert- aliments prépareés pour (57]
Butylhydroquinone) animaux antioxydants
PG (propyl gallate) antioxydant alimentaire [58]

antioxydants alimentaires
OG (octyl gallate) - [59]
et cosmétiques

2,4,5 TBP (trihydroxy

] antioxydant alimentaire [60]
butyrophénone )

NDCA (nod

_ o _ antioxydant alimentaire [61]
dihydroguaiaretic acide)

1.4 Stress oxydatif et vieillissement
L'exces d'oxygene est le facteur le plus important favorisant le développement de
nombreuses maladies [6]. Aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent
de facon anormale la production des EOA dans notre organisme. A long terme, ceci
peut contribuer a I'apparition de diverses pathologies liées au vieillissement comme
les cancers ou les maladies cardio-vasculaires [35], les maladies oculaires, les

maladies neurodégénératives (maladie d'Alzheimer, sclérose latérale, etc.) [6] .

1.4.1 Vieillissement
Le vieilissement s'accompagne d'une modification globale d'un ensemble de
fonctions physiologiques ainsi que d'une plus grande susceptibilité a différentes
maladies. La théorie originale explique ces changements par l'accumulation de
molécules oxydées et les conséquences de cette oxydation telles que I'apparition de
mutations, la carbonylation des protéines, la dénaturation et leur agrégation,

I'oxydation des lipides et la prolifération des agés [62],[63] .

Cependant, une augmentation progressive du stress oxydatif entraine une

surproduction de mitochondries d'especes réactives de l'oxygene et une réduction de
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la défense antioxydante, entrainant des dommages irréversibles et donc un

vieillissement cellulaire et une éventuelle mort cellulaire.[64] .

Certaines maladies chroniques, fréquentes chez les personnes agées, résulteront
en effet de Iésions radicalaires : la peroxydation lipidique affecte principalement les
biofilms, les modifications des acides nucléiques et les modifications des protéines
affectent a la fois les protéines de structure et les protéines a fonctions spécifiques
(hormones, enzymes) , [65],[66] .

Des études récentes sur les modifications transcriptionelles des génes au cours
du vieillissement, y compris chez le singe, ont montré l'induction de plusieurs genes
codant pour des enzymes antioxydantes et l'inhibition des genes de la chaine
respiratoire, montrant une adaptation a long terme a I'état pro oxydant cellulaire.
[67],[63] .

A la fin, efficacité des mécanismes de réparation cellulaire tels que les
protéasomes, les protéines chaperonnes, certaines enzymes réductases et les
systemes de réparation de I'ADN qui diminuent avec I'age, contribuant a la fixation et

a l'accumulation d'anomalies [68],[69] .

1.4.2 Lefer et vieillissement

Le fer, qui est libre en tant que métal de transition, Catalyse la formation de
radicaux libres dans Réaction de Fenton et cycle de Haber-Weiss [70].Dans Les
personnes agées, en particulier les femmes ménopausées [71].Ce risque peut
survenir en cas de surcharge en fer. Plusieurs études épidémiologiques ont montré
un risque accru de cancer [72],0ou d'infarctus du myocarde [73],corrélé au taux de
ferritine. Une étude britannique portant sur la population a domicile agée de 68 a 90
ans a montré que seuls 3 % des hommes et 1 % des femmes étaient a risque de
déficit [74]Cette étude confirme d'autres études antérieures sur la faible prévalence
de la carence en fer chez les personnes agées. Les supplémentations en fer ne
s appuyant pas sur un bilan biologique de déficit peuvent étre de fait dangereuses et
sont donc a dénoncer chez le sujet 4gé[66] ,[35] .
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2. Présentation botanique de la plante

2.1 Présentation de ’Asphodelus
Il existe 32 noms acceptés pour les especes et sous especes de genre
Asphodelus (regroupe plus de 18 espéeces largement répandues dans la région

méditerranéenne) [75], et plusieurs synonymes. Parmi elles :
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Tableau 3 : tableau montre des noms, synonymes et appellations de quelques

espéces et sous espéces et variétés [76], [77], [78].

Espéces Sous especes et variétés Synonymes appellations
Asphodelus acaulis Clausonia )
, - _ Azzidda
Desfontaines acaulis Pomel
Asphodelus aestivus
Brotero
s-e : Asphodelus albus
s-e : Asphodelus carpetanus
(. Diaz & Valdés)
Aspho'(\jﬂglllus albus | s-e : Asphodelus delphinensis - -
iler
(Grenier & Godron)
s-e : Asphodelus occidentalis
(Jordan)
Asphodelus bento- s-e : Asphodelus bento-
rainhae rainhae
s-e : Asphodelus salmanticus
P. Silva (Z. Diaz & Valdés)
Asphodelus
Asphodelus repens Pomel Berouaga
cerasiferus
) Asphodelus Angal
J. Gay corsicus Jord et Belouaz
Fourr
Bouzlima
s-e : Asphodelus fistulosus
Asphodelus fistulosus P Asphodelus Boussila
Y s-e : Asphodelus madeirensis tenuifolius Bel
innaeus : elouaz
(Simon) Cavanilles
Berouiga
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Zittout
Asphodelus var : Asphodelus lusitanicus
lusitanicus _ . -
var : Asphodelus ovoideus
coutinho (Merino)
s-e : Asphodelus macrocarpus
Asphodelus s-e : Asphodelus rubescens
macrocarpus (Z. Diaz & Valdés) - -
Parlatore .
var : Asphodelus arrondeaui
(J. Lloyd)
Asphodelus s-e : Asphodelus ramosus
Ramosus
s-e : Asphodelus distalis (Z. ) )
Linnaeus Diaz & Valdés)
Asphodelus refractus Asphodelus
- pendulinus Coss | Acheub el Ibel
Boissier et Dur
Asphodelus
- : - - Acheub el Ibel
tenuifolius Cavanilles
Asphodelus Berouaga
Asphodelus nervosus Pomel
microcarpus - Ancal
Salzmann & Viviani Asphodelus
Belouaz

morisianus Parl

S-e . SousS especes, var : variété

2.2 Classification botanique du genre Asphodelus

Selon APG IV (Angiosperme Phylogénie Groupe V), 2016
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D5 srmashvies
FEI> goemes
> Monocotylédones >

MWD roviiciaceac >
> Xanthorrhoeoideae >

) > Asphodelus >

2.3 Description de la plante

2.3.1 Description du genre Asphodelus

D’aprés Quézel et Santa [78] on a fait le tableau suivant :

Tableau 4 : Description botanique du genre Asphodelus [78].

Partie Description
Feuilles Toute radicales
Tiges Floriferes nues

En grappes ou panicules, solitaire avec
Fleurs une bractée scarieuse a la base et a

pédoncule articulé

Tépales libres ou a peine connés a la

Périanthe _ ]
base, uninerves
. Six étamines hypogynes et a filet dilaté a
Etamines -
la base, dorsifixes
Ovaire a trois loges biovulées
Style a stigmate trilobé
Loculicide, a valves ridées ou nerviées
Capsule
en travers
Graines Triquetres et noiratres
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2.3.2 Description de quelques especes du genre asphodelus

I  Asphodelus acaulis Desf

Plante native a I'Algérie et Maroc et Tunisie, elle est acaule ou subacaule, a
racines fasciculées et napiformes. Feuilles linéaires, ciliées sur les marges de 20-30
cm de longueurs. Fleurs blanches ou rosées de grande taille, avec périanthe de 3,5
cm de longueur. Tépales avec nervure foncée. Etamines extérieures courtes.
Capsule tenue par un pédoncule allongé et recourbé en crochet. Graines
adroitement ponctuées. Se trouve dans les paturages, clairieres, fissures des
rochers (a Ain Mlila, Sétif, prés de Boghar) [78].

S -_ / (73
e -~
Asﬁﬁéﬁém.caulis '
“Januari-2020
oM L eiden

Figure 11 : images de I'espéce Asphodelus acaulis [79].

I Asphodelus cerasiferus J.Gay
Fleurs blanches ou carnées, de longueur entre 20-25 mm. Tépales carénées, a
carene carnée. Capsules de 16-22 mm de long, globuleuse, ombiliguée au sommet ;
a valves peu ridées transversalement sur le sec, se trouve dans les foréts et les

paturages de montagne (a Tlemcen) [78].
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Figure 12 : images de I'espéce Asphodelus cerasiferus [80].

Il Asphodelus microcarpus Salzm et Viv
Fleurs blanches ou carnées, de longueurs maximales de 15 mm. Tépales
carénés (carene verte ou pourpre). Capsules de 6-14 mm de long, oblongues,
ovoides, ou subglobuleuse ; a valves clairement ridées transversalement sur le sec,

se trouve dans les foréts et les paturages [78].

Figure 13 : images de I'espéce Asphodelus microcarpus [79].

IV Asphodelus refractus Boiss
Caractérisée par ses feuilles subcylindriques, glabres et lisses avec peu de
papilles, visqueuses (couvertes généralement de graines de sable). Racine annuelle,
pivotante et rotatoire. Fleurs de longueur environ 5 mm. Les tépales sont blancs et
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fusionnent avec les étamines a la base pour créer une forme comme un calice ou
cupule. Ovaire subglobuleux. Pédoncules fructiféres réfractés de longueur jusqu’a 1
cm ou plus, se trouve dans les paturages sablonneux désertiques et subdésertiques
[78].

Figure 14 : images de I'espéce Asphodelus refractus [79].

V  Asphodelus fistulosus Linnaeus
Plante vivace et bisannuelle, ses feuilles scabres et rugueux sur les marges de
30 cm de longueur et entre 3-4 mm de diametre. Scapes entiérement lisses. Fleurs
blanches ou rosées, de longueur de 10-12 mm. Tépales libres. Pédoncules fructifié
dressés, son articulation située vers le milieu, se trouve dans les paturages arides et

steppes [78].
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Figure 15 : images de I'espéce Asphodelus fistulosus [81].

VI Asphodelus tenuifolius Cavanilles
Plante annuelle, ses feuilles ne dépassent pas 20 cm de longueur, son
diamétre est entre 0,5-2,5 mm, elles sont de forme scabres et durs sur les nervures
ou marges, scapes scabres et rugueux au soubassement (base). Fleurs blanchatres
ou rosées de 5-12 mm de longueur. Tépale libres. Pédoncule fructiferes dressés et
orientés, souvent articulés sous le milieu mais parfois au-dessus, se trouve dans les
paturages arides et steppes [78].
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Figure 16 : images de I'espéce Asphodelus tenuifolius [82].

3. Les propriétés thérapeutiques de la plante

3.1 Lafamille Asphodelaceae

La plupart des especes et genres d'Asphodeloideae ont traditionnellement été
utilisées comme laxatifs et purgatifs. lls ont également été utilisés pour traiter
I'arthrite, I'hypertension artérielle, le stress, 'eczéma, les irritations cutanées et les
brhlures. Les feuilles d'aloés sont largement utilisées dans les cosmétiques et dans

le traitement de nombreuses maladies[83],[84].

3.2 Legenre Asphodelus

La péninsule ibérique décrit les utilisations médicinales courantes suivantes :
couper et frotter une tige pour traiter I'eczéma cutané, utilisé de la cendre de racine
pour l'alopécie, avec des feuilles pour traiter la paralysie. Une décoction de tige a été
utilisée et l'utilisation de capsules fraiches pour le traitement de l'otite. L'utilisation
médicinale du genre Asphodelus est également courante en Afrique du Nord, dans
les pays d’Asie de I'Ouest et du Sud. Dans la péninsule ibérique, en plus de l'usage
médicinal, l'alcool obtenu par fermentation des tubercules est extrait et utilisé
comme carburant.[76].
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Plusieurs espéces du genre Asphodelus présentes dans la région
méditerranéenne d'Afrique du Nord et d'Asie du Sud-Est ont été utilisées dans les
remeédes populaires pour traiter les affections cutanées telles que le psoriasis, les
parasites, les infections microbiennes et comme agent blanchissant pour les taches

de rousseur[85].

Les parties anatomiques de la plante utilisées sont : Tubercules, racines, tiges,
feuilles, graines, forme de décoction a appliquer sur la zone touchée et contaminée,

sous forme d'extrait dans I'eau et solution alcoolique [86].

Exemple : utilisation d’'une espéce (Asphodelus microcarpus) de genre

Asphodelus dans ce tableau :

Tableau 5 : Utilisation traditionnelle de différentes parties de 'asphodelus

microcarpus dans la médecine populaire méditerranéenne[87].

Parties utilisés Références
Plante entiere [88]
Partie aérienne [89]
Feuilles [90],[76]
Fleurs [76], [88], [89]
Graines [91],[76]
Fruits [92]
Tubercules, racines, bulbes [76], [91], [93]-[99]

Le plus souvent, ces especes étaient utilisées comme agents anti-
inflammatoires et anti-infectieux. Différentes utilisations ethnomédicales ont été
décrites pour ces especes d'Asphodelus. Différentes parties de la plante, dont la
feuille, le fruit, la graine, la fleur et la racine, sont utilisées comme médicaments
traditionnels a base de plantes, seules ou en mélange, pour traiter diverses
affections[76].
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Tableau 6 : Les propriétés et les utilisations traditionnelles de quelques espéces de

genre asphodelus.

Utilisations
. L traditionelles o
Especes Partie utilisé Pays i ) Références
(traitement)/applicat
ions
. _ . Ulcéres gastro-
feuille , Racine Turquie . ' [100]
intestinaux
Hémorroides,
Asphodelus _ _ R _
) Racine Turquie bralures, plaies et [101]
aestivus o
néphrite
o Chypre, .
Non indiqué Maladies de la peau [102]
Espagne
Asphodelus o ) . _ .
_ Non indiqué Egypte, Libye | Infections fongiques [103]
fistulosus
Asphodelus R _ Infections
Plante entiere Palestine [94]
luteus dermatomuqueuses
_ _ Mal d'oreille,
Fruit, feuille, . -
. Egypte flétrissement et [104],[105]
Racine _
paralysie
Infections
Asphodelus Racine Palestine dermatomuqueuses [94]
microcarpus
Parasites
ectodermiques,
Racine Egypte jaunisse, microbienne | [93]- [95]
les infections et le
psoriasis
Maux d'oreilles,
Non indiqué Algérie eczéma, rhumes et [88]
rhumatismes
populations colle utilisable en
/ _ _ [104]
latines et cordonnerie
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grecques

racine

/

traiter 'anémie et le

diabéte

[109]

Algérie

Calmants dentaires,
diurétique et dans le
traitement du

rhumatisme

[92]

Tubercule

souterrain

Algérie

soin des taches
blanches au niveau
de la peau et
leurs extraits
méthanoliques
convient au
traitement des

ulcéres

[98]

tubercule

Algérie

utilisés dans
I'alimentation du
bétail sous forme
crue ou dans
I'alimentation
humaine apres
ébullition dans 'eau
salée pour éliminer
leur acreté naturelle,
alimentation du

poulet

[75], [110]

plante entiere

fabrication de la colle
et de l'alcool
éthylique (I'extrait des
tubercules aprés
fermentation =

I'alcool 90 pourcent

pur)

[110]
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Racine
macéré dans
huile d’Olive

Algérie

traitement des otites

[93],[99]

Algérie

Traitement des
douleurs de l'oreille,
maladies de la peau

(jaunisse et psoriasis,
antiarthritiques,
mycoses cutanées,
d’abces, eczéma,

ectoderme...etc.)

[94],[93],[88
1,[97]

Tige, racine

Algérie

traiter la mauvaise

digestion

[96]

partie aérienne

Algérie

soulager les douleurs

dentaires

[92]

Asphodelus

ramosus

Racine

Afrique du
Nord

Troubles

inflammatoires

[111]

Non indiqué

Turquie

Anti-tumoral,
diurétique et

emmeénagogue

[112]

Asphodelus

tenuifolius

Feuille

Inde

Diurétique, troubles
inflammatoires et

ulcéres

[113]

Feuille, Graine

Egypte

Diurétique,
Antipyrétique,
diurétique, rhumes et

hémorroides

[114]

Racine,Graine

Inde

troubles
inflammatoires,
douleurs
rhumatismales,
ulceres et les

blessures

[115],[116]

Graine

Pakistan

ulcéres et troubles

inflammatoires

[117]
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Diurétique, troubles

inflammatoires,

Plante entiere Inde pigUres d'abeilles et | [118],[119]
de guépes. guépes,
ulceres
Non indiqué Pakistan Diurétique [120]
Racine Traitement des

hémorroides, la

/ néphrite, les bralures, [121]
Tubercule ) .
les plaies et certaines
maladies de la peau
Asphodelus :
) traitement de
aestivus o _
region I'arthrite, des
méditerranéen maladies
/ [122]

ne orientale de rhumatismales, de
la Libye l'ovulation et des

maladies de la peau

4. La contenance chimique de la plante

Les plantes médicinales seraient la meilleure source pour obtenir une variété de
médicaments. Ces preuves contribuent a soutenir et a quantifier limportance du

criblage des produits naturels [89].

Iy a pas mal de composés et substances chimiques chez le genre asphodelus
tell que les flavonoides, les acides phénoliques, les terpenoides, les anthraquinones
(sous forme libre ou sous forme de glycoside), et les alcaloides...etc.), découverts
par des chercheurs qui sont fait des études phytochimiques sur plusieurs espéces
d’asphodelus [76], [88], [104].

Plusieurs parties sont utilisées dans ces études, parmi elles : les racines qui
contiennent principalement des dérivés anthraquinoniques tels que le chrysophanol,
I'aloe-emodine, des triterpénoides et des dérivés naphtaléniques. Les parties
aériennes ont surtout montré la présence de flavonoides tels que la lutéoline,

I'isovitexine, des acides phénoliques et quelques anthraquinones. Des acides gras,
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notamment myristique, palmitique, oléique, linoléique, et linolénique, ont été trouvés

dans les graines et les racines.[123], le tableau suivant montre plus de détails :

Tableau 7 : les déférents composés identifiés dans quelques especes de genre

asphodelus [76].

Espéce

Partie

utilisée

Classe de

composeé

Nom de composé

référence

Asphodelus

acaulis

Feuille

Flavonoides

Lutéoline
Apigénine

[124]

Racine

Anthraquinones

CHRYSOPHANOL

ASPHODELIN

10.70-BICHRYSOPHANOL

[125]

Asphodelus

aestivus

Fleurs

n-alcénes

Acide hexadécanoique
(35,6 %)

Pentacosane (17,4 %)
Tricosane (13,4 %)
Heptacosane (8,4 %)
Hénéicosane (4,5 %)
Phytol (4,5 %)
Tétracosane (3 %)
Hexacosane (2 %)
Hexahydrofarnesyl
acétone (1,7 %)

Acide tétradécanoique (1,4
%)

Docosane (1,3 %)
Nonadécane (1 %)

[126]

Feuille

Acides aminés

Adénosine
Tryptophane
Phénylalanine

[127]

Anthraquinones

Aloés-émodine

Acétate d'aloés-émodine
Chyrosphanol 1-O-
gentiobioside

[127]

Flavonoides

Isovitexine
Isoorientine
Isoorientine 40-O-
glucopyranoside

[127]
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60 0-O-(malonyl)-
isoorientine

60 0-O-[(S)-3-hydroxy-3-
méthylglutaroyl]-
isoorientine

Acide

phénolique

Acide chlorogénique

[127]

Graine

Acides gras

Acide butyrique
Acide nervoique

[128]

Asphodelus

albus

Feuille

Anthraquinones

Aloes-émodine
Chrysophanol

[124],
[129]

Flavonoides

Lutéoline

[124]

Racine

Anthraquinones

Chrysophanol
Asphodelin
10.70-bichrysophanol

[105]

Acides gras

Acides myristique (5,3 %)
Palmitique (18,5 %)
Steéarique (2,1 %)
Oléique (13,5 %)
Linoléique (44,1 %)
Linolénique (9,9 %)
Arachidique (2,7 %)
Béhénique (1,2 %)
Lignocérique (2,1 %)

[130]

Triterpénoides

B-sitostérol
B-amyrine
Campestérol
Stigmastérol
Fucostérol

[130]

Asphodelus

cerasifer

Feuille

Anthraquinones

Aloés-émodine

[124]

Flavonoides

Isoorientine
Lutéoline
Lutéoline 7-glucoside

[124],
[131]

Racine

Anthraquinones

Asphodeline
Microcorpine
Aloe-emodine
Chrysophanole

[130]

Asphodelus

fistulosus

Partie

aérienne

Anthraquinones

Asphodelin

Asphodelin 100-anthrone
Aloesaponarin Il
Aloe-emodin

[103]
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Chrysophanol
Desoxyerythrolaccin

Flavonoides

Chrysoeriol

Lutéoline

[103]

Feuille

Anthraquinones

Dianhydrorugulosin
Aloe-emodin
Chrysophanol

1.8
hydroxydianthraquinone

[132]

Racine

Anthraquinones

Chrysophanol
Asphodelin
10.70-Bichrysophanol

[125]

Graine

Anthraquinones

Dianhydrorugulosin
Aloe-emodine

Chrysophanol 1,8
hydroxydianthraquinone

[132]

Glucides

(carbohydrates)

Saccharose
Raffinose
Stachyose

[133]

Acides gras

Myristique (0,5 %)
Palmitique (5,7 %)
Stéarique (3,6 %)
Oléique (33,1 %)
Linoléique (54,9 %).

[133],[134]

Triterpénoides

B-sitosterol
B-amyrin

[133]

Asphodelus
luteus L

Feuille

Anthraquinones

Aloes-émodine

[124]

Asphodelus
mauritii

Sennen

Feuille

Flavonoides

Lutéoline

[124]

Anthraquinones

Aloés-émodine
Chrysophanol

[124]

Asphodelus

microcarpus

Fleurs

Terpénoides

Germacréne D (78,3 %)
Germacréne B (3,9 %)
A-elemene (3,8 %)
Caryophyllene (3,3 %)

[88]

Flavonoides

Lutéoline
Lutéoline-6-C-glucoside
Lutéoline-O-hexoside

[85]
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Lutéoline-7-O-glucoside
Lutéoline-O-
aceétylglucoside
Lutéoline-O-
désoxyhesosylhexoside
Méthyl-lutéoline
Naringénine

Apigénine

Acides

phénoliques

Acide 3-O-caféoylquinique
Acide 5-O-caféoylquinique

[85]

Feuille

Anthraguinone

Chrysophanol

10 (chrysophanol-7-yl)-10-
Hydroxychrysophanol-9-
antrone

Asphodoside C
Dianhydrorugulosin
Aloés-émodine

[132],
[135]

Flavonoides

Luteolin-6-C-glucoside
Luteolin-6-C-
acetilglucoside luteolin-C-
glucoside

Luteolin

Isoorientin

[131],
[136]

Acides

phénoliques

Acide 5-0 caffeoylquinique
Acide cichorique

Acide cumaril exosa
malique

[136]

Racine

Anthraquinone

Dianhydrorugulosine
Aloé-émodine
Chrysophanol
Asphodeline

Microcarpine

8
meéthoxychrysophanolémo
dine
10-(chrysophanol-70-yl)-10
hydroxychrysophanol-9-
anthrone
Aloesaponol-111-8 éther
méthylique

Ramosine

Aestivine

Asphodosides A-E

[95], [119],
[124] -
[128]
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Chrysophanol
dianthraquinone
5.50-bichrysophanol
Chrysophanol-8-mono--D-
glucoside

Méthyl-1, 4,5 trihydroxy-7-
méthyl-9

10-diox0-9,10-
dihydroanthracéne 2-
carboxylate

6 méthoxychrysophanol

Arylcoumarines

Asphodelin A 40-O--D-
glucoside
Asphodelin A

[106]

Glucides
(carbohydrates)

Raffinose
Saccharose
Glucose
Fructose

[142]

Acides gras

Acides palmitique
Stéarique
Oléique
Linoléique
Linolénique
Arachidique
Béhénique
Lignocérique

Myristique.

[142],[143]

Naphtalene

dérivés

2-acétyl-1,8-diméthoxy-3-
méthylnaphtalene

Acide 1,6-diméthoxy-3-
méthyl-2-naphtoique

[108]

Mucilage

Composé de glucose de
galactose et d'arabinose.

[142]

Triterpénoides

B-sitostérol--D-glucoside
Fucostérol

[104],
[142]

Graine

Anthraguinone

Aloe-emodine
chrysophanol
Chrysophanol-8-mono-g-
D-glucoside

[132]

Glucides

Saccharose

[133]
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(carbohydrates)

Raffinose
Stachyose
Melibiose

Acides gras

Acides myristique
Palmitique
Stéarique
Oléique
Linoléique

[133]

Triterpénoides

B-sitostérol
B-amyrine

[133]

Asphodelus

ramosus

Fleurs

Flavonoides

Lutéoline

[144]

Acides

phénoliques

Acide caféique
Acide chlorogénique
Acides p-hydroxy-
benzoiques

[144]

Feuille

Flavonoides

Lutéoline

7-O-glucosyl lutéoline
7-O-glucosyl apigénine
Isoorientine
Isoswertiajaponine (7-
méthyl orientine)
Isocytisoside (40-méthyl
orientine)

Isocytisoside (40-méthyl
vitexine)

[112]

Racine

Anthraquinone

Ramosine
(-)-100-C-[B-D-
xylopyranosyl]-
(-)-100-C-[B-D-
glucopyranosyl-(1-4)- B -D-
glucopyranosyl]-
1,10,8,8,10,100-hexa
hydroxy -3,30-diméthyl-
10,70 bianthracéne-9,90
dione

100-déoxy-10-€épi-
ramosine
10-(chrysophanol-70-yl)-
10-hydroxychrysophanol-
9-anthrone

70 (Chrysophanol-4-yl)-
chrysophanol-
100anthronel00-C- a

[145]-
[147]
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rhamnopyranosyl

-C- 3-xylopyranosyl

-C- B-antiaropyranosyl
-C- a-arabinopyranosyl
-C- B-quinovoopyranosyl

Plante

entiere

Flavonoides

Naringine
Quercétine
Kaemférol

[99]

Acides

phénoliques

Acide gallique
Acide chlorogénique
Acide vanilique
Acide caféique

[99]

Asphodelus

tenuifolius

Partie

aérienne

Flavonoides

Lutéoline
Lutéoline-7-O- 3-D-
glycopyranoside
Apigénine
Chrysoeriol

[114]

Racine

Naphtalene

dérivés

1,8-diméthylnaphtalene
2-acétyl-8-méthoxy-3-
méthyl-1-naphtol
2-acétyl-1,8-diméthoxy-3-
méthylnaphtaléne.

[148]

Triterpénoides

B-sitostérol
Stigmastérol

[148]

Graine

ester

1-O-

17méthylstearylmyoinositol

[129]

Acides gras

Myristique (3,96%)
Palmitique (13,84%)
Oléique (15,60%)
Linoléique (62,62%)
Linolénique (2,60%)

[150],[151]

Plante

entiere

Acides aminés

Cystéine

Sérine

Glycine

Proline

Alanine

Glycine

Sérine

Alanine

Valine sous forme de
protéine

[152]

Glucides

D-glucose
Lactose

[152]
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(carbohydrates) | Acide D-glucuronique
D-arabinose
D-fructose

D-ribose

2-hentriacontyl-5,7-
Chromone dihydroxy-8-méthyl-4H-1-
benzopyran-4-one

[120]

Asphorodine
Asphorine A
Triterpénoides | Asphorine B
B-sitostérol
B-amyrine

[117],
[120],
[153]

5. Les études antérieures sur la plante
D’apres Malmir [76] :

5.1 Etudes d’activités antioxydantes

blanchiment de béta-caroténe (sur des extraits aqueux, €éthanoliques

[154], méthanoliques, acétones [155] des feuilles de [l'asphodelus

aestivus).

activité _antioxydante totale (sur des extraits aqueux, éthanolique des

feuilles de I'asphodelus aestivus [154] ).

piégeage de DPPH (sur des extraits: aqueux, éthanoliques [154],

acétones, méthanoliques [155] des feuilles d’asphodelus aestivus. Extraits
aqueux, aceétates, méthanoliques, diethyl d’éther des racines de
'asphodelus aestivus [156]. Extraits méthanoliques des racines de
I'asphodelus luteus [99] . Extraits aqueux, éthanoliques, méthanoliques
des fleurs, feuilles et racines d’asphodelus microcarpus [157] ).

Oxydation Dommage de I'ADN ( extrait méthanolique sur des racines de

I'asphodelus tenuifolius [115] ).

Activité de piégeage de OH, NO, ‘O, ( extrait méthanoliques sur des

racines de I'asphodelus tenuifolius [115] ).

piegeage d’ABTS (sur des extraits : aqueux, éthanoliques [154], acétones,

meéthanoliques [155] des feuilles d’asphodelus aestivus).
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5.2

5.3

5.4

piégeage de radical superoxyde (sur des extraits : aqueux, éthanoliques

[154], acétones, méthanoliques [155] des feuilles d’asphodelus aestivus).

activité_de pouvoir _réducteur FRAP (sur des extraits: acétones,

méthanoliques [155] des feuilles d’asphodelus aestivus).

inhibition de peroxydation d’acide linoléique (sur des extraits : acétones,

méthanoliques [155] des feuilles d’asphodelus aestivus).

Activités antifongiques

Méthode de diffusion des puits (sur des extraits aqueux, éthanoliques
[154] des feuilles de I'asphodelus aestivus).

méthode de diffusion des puits par disques (sur I'extrait n-butanolique et
éthanolique des plante entiére d’asphodelus aestivus [158] ).

méthode de micro dilution en bouillon ( sur extrait d’Ether de pétrole des
graines de l'asphodelus aestivus [128], éthanoligues des feuilles de
asphodelus microcarpus [136] ).

Méthode de dilution a l'agar (extrait aqueux de la partie aérienne de
'asphodelus luteus, asphodelus microcarpus [94] ).

technique de dilution en série double (extrait méthanoliques de feuilles de

asphodelus microcarpus [135]).

Activités Anti-inflammatoires

Modéle d'ulcére gastrique induit par I'éthanol chez le rat ( extrait aqueux
de racine d’asphodelus aestivus [100]).

Test a l'acide arachidonique (cedéme de l'oreille de la souris) (extrait
chloroformique, éthanolique, méthanolique et aqueux des racines de
I'asphodelus ramosus [111] ).

Test au carraghénane (cedéme sous-plantaire) (extrait chloroformique,
éthanolique, méthanolique et aqueux des racines de I'asphodelus

ramosus [111]).

Cytotoxicité
Essai MTT contre le cancer des cellules pulmonaires humaines (A549) et
le cancer des cellules de la prostate (PC3) (extraits dichlorométhane et n-

hexane des feuilles et racines de I'asphodelus aestivus [159] ).
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e Cellules cancéreuses du sein MCF-7 - test d'exclusion au bleu trépan, test
des comeétes, Hoechst 33,258, double coloration a l'iodure de propidium
(Extraits aqueux, acétates, méthanoliques, diethyl d’éther des racines de
'asphodelus aestivus [156] ).

e Viabilité cellulaire des cellules A549, contrdle positif (camptothécine) (sur

I'extrait éthanoliques des feuilles de asphodelus microcarpus [136] ).
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1. Matériels

1.1 Matériels végétales
La récolte a concerné les parties aériennes et sous terraine (Asphodelus) a été

effectuée dans La wilaya de Tébessa, a 869 au-dessus du niveau de la mer.

L'identification taxonomique du matériel végétal a été confirmée par le
Professeur. Kamel KABOUCHE, se basant sur la référence « Nouvelle Flore de
I'Algérie et des régions désertiques méridionales » (Quezel et Santa 1962) [78]). Un
spécimen d'herbier a été archivé au laboratoire d’obtention des substances

thérapeutique de I'Université des fréres Mentouri Constantine.

1.2 Matériels animales

+ Des rats pour [utilisation de ces sangs dans l'étude de lactivité anti-
inflammatoire in vitro, ils étaient des souches Wistar albinos males, produites
a l'animalerie au département de Biologie Animale a I'Université des fréres
Mentouri Constantine 1. Faculté des Sciences de la nature et de la Vie.

+ Des larves de vers de farine Tenebrio Molitor vivantes acheté chez un
marchand d'insectes, utilisé dans I'étude de toxicité.

+ Des larves des crevettes Artemia Salina produites au laboratoire de biochimie
dans le centre de recherche de biotechnologie Constantine (CRBt), utilisé

dans I'étude de cytotoxicité.

1.3 Les réactifs

Tableau 8 : les réactifs utilisés les déférentes activités biologiques.

L’activité Les réactifs

) Eau distillé, méthanol, acétate d’éthyle,
Extraction
n-butanol, chloroforme

DPPH, méthanol, ABTS, persulfate de
potassium, tampon phosphate buffer,
L _ ferricyanure de potassium, TCA, chloride
Les activités antioxydantes ) ) )
ferrique FeCls, Phenanthroline, Silver
nitrate, Trisodium citrate, acide

chlorogénique.
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Les activités anti-inflammatoires

I'acide gallique, eau distillé, eau
physiologique, tris base
(NH,C(CH,0Hz3)), Chlorure de Sodium
(NacCl), tampon phosphate salin (0,9 %
et 0,36 %).

Les activités enzymatiques

Na,HPO,, NaH,PO,4, DTNB, BCI (S-
Butyrylthiocholine iodide), BChE, Eau
distillé, Ethanol, NaHCO3, NaOH.

Les activités de toxicité et cytotoxicité

Eau minérale, méthanol.

Les standards

a-tocophérol, BHA, BHT, Galantamine,

trolox, acide ascorbique, diclofénac.

1.4 Appareils
Evaporateur rotatif

Balance de précision

Ampoule a décanté

Entonnoir
Eprouvette
Bécher
Spatule
Microplaques

Spectrophotométre UV visible

Micropipettes

pH metre

Centrifugeuse avec réfrigérateur
Bain marie

Etuve

Vortex

Barreau magnétique Méthodes

-+ kR

Agitateur magnétique avec plaque chauffante

Tubes a essais, éppendorfs et héparinés.

Spectrophotometres de microplaques

Plague CCM (chromatographie sur couche mince)
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+ Cuve CCM

+ Visualisateur avec lampe ultra-violet

2. Méthodes

2.1 Préparation des extraits

2.1.1 Préparation de la plante

Les différents tests ont été menés sur les parties aériennes de la plante (tiges,
feuilles, fleurs). Il a été soigneusement lavé a I'eau pour éliminer les impuretés, puis
séché a température ambiante dans une localité seche et bien ventilé a I'abri de la
lumiere du soleil. Les plantes séchées ont ensuite été broyées mécaniquement. ,a la

fin matériel végétal a été obtenus.

2.1.2 Extraction

|  Extraction solide-liquide (macération)
Aprés le séchage du matériel végétal, il a été posé dans un mélange de
solvants (méthanol/eau, 70/30, v/v) a température ambiante pendant trois jours.

L’objectif est d'extraire le plus possible de principes actifs.

Apres macération, le liquide non homogene (macérat) a été filtré Apres une nuit
de repos. Ensuite le filtrat a été récupéré et mis dans un ballon a fond rond et placé

ensuite dans un évaporateur rotatif réglé a 45°C pour :

+ Eliminer le systéeme solvant (eau/ méthanol) sous pression.

+ Concentrer la solution a sec pour I'obtention d’un extrait brut concentré.

Cette étape a été répétée trois fois avec la mise a jour de solvant (24 heures a
chaque fois). L'extrait méthanolique (I'extrait brut) résultant a été pesé au repos 24

heures puis utilisé pour préparer divers extraits organiques.

Il Extraction liquide-liquide
C’est une extraction basé sur le transfert de composés d’'une phase liquide vers

une autre phase liquide a condition que ces deux phases ne soient pas miscibles.
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Cette partie a été commencé par la préparation de phase aqueuse suivie par
les extractions en utilisant des solvants de déférentes polarités : le chloroforme
(CHCI3), I'éthyle acétate (EtOAc) et le n-butanol (n-BuOH).

+ Phase agueuse: a été récupérée apres passage par une filtration de

mélange d’extrait brut avec 100 ml d’eau distillée avec une agitation
vigoureuse.

+ Extrait chloroformique : L’ajout de 100 ml de solvant chloroforme (CHClI3) a

la phase aqueuse et met le tout dans une ampoule bien fermée, celle-ci a subi
une agitation énergique (sept a dix fois) et la dégazé régulierement de temps
en temps pour libérer la pression excédentaire. Le bouchon a été ensuite
enlevé et le mélange laissé au repos pour leur décantation et leur séparation.
Cette procédure a été répéter trois fois ou a chaque fois on ajoute 100 de
solvant. Aprés la décantation, la phase chloroformique a été récupérer et
assembler et concentré par le rota vape a 45°c, par contre la phase aqueuse
entre dans une autre extraction avec un autre solvant plus polaire.

+ Extrait d’acétate d’éthyle : L’ajout de 100 ml de solvant d’acétate d’éthyle

(EtOAc) a la phase aqueuse résultante de décantation précédente dans une
ampoule et l'agite bien puis laissée a décanté. Les deux phases ont été
séparées et récupérées chaque une seule lorsqu’elles ont été bien définies,
cette opération a été répété trois fois ou a chaque fois on ajoute 100 de
solvant. A la fin la phase organique met dans le rota vape a 45°c pour le
séchage et la phase aqueuse entre dans une autre extraction avec le solvant
plus polaire n-butanolique.

+ Extrait n-butanoligue : selon la méme méthode précédente un volume de 50

ml de solvant n-butanol (n-BuOH) a été ajouté a la phase aqgueuse résultante
d’extraction précédente avec agitation et répétition de processus trois fois (a
chaque fois on ajoute 50 ml de solvant), a la fin deux phase ont été obtenus et
séparées et récupérées chaque phase seule. Le liquide de phase n-

butanolique a été concentré dans le rota vape a une température de 63°c.

Une fois I'extraction terminée, avec quelques gouttes de MeOH on récupere les
extraits résultants de déférentes extractions et les met dans des vers de montre et
laisse pour le séchage dans un endroit aéré suivie par ses conservations. A la fin les

extraits ont été préts pour les activités et les déférents usages.
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[ Matériel végétal ]

Extraction solide-liquide dans

l un systéme solvant

(Méthanol /eau ; 70/ 30 ; VIV)

I Filtration

Macérat (mélange

hétérogene)

l

[ Le filtrat ]

l

[ Extrait brut ]

l

Phase agueuse

Evaporation par le rot a vapeur

Extrait brut + eau distillé - Extraction par le chloroforme
(3x 100 ml)

- Evaporation (45°C)

s

Extrait Phase aqueuse

S

chloroformique

- Extraction par I’'EtOAc (3x 100
ml)
- Evaporation (45°C)

Extrait d’acétate [ Phase aqueuse
d’éthyle

50 ml)

- Evaporation (63°C)

I - Extraction par le n-Butanol (3x

[ Extrait n-butanolique ] [ Phase aqueuse

Figure 17 : Opérations d’extractions d’asphodelus.
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2.2 Les activités biologiques
Ce travail a été réalisé au sein de laboratoire de Biochimie (Laboratoire 05) au

niveau du Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRB).
2.2.1 Préparation des échantillons

On prépare les échantillons des déférentes extraits (Acétate d’éthyle, n
butanolique, bulbe) a déférentes concentration, on a commenceé avec la peser dans
une balance analytique.

Aprés la peser on faire fondre 4 mg de chaque extrait dans 1 ml de solvant
(MeOH) dans des tubes éppendorfs (un tube pour chaque extrait) et met le tout dans

I'agitation ultrasons jusqu’a 'homogénation des solutions.

Pour chaque solution d’extrait on fait six dilutions selon équation 01 par le

versement de 0.5 ml de MeOH, dans six tubes éppendorfs a 1 ml.

Equation 01: | (1/2"), n: nombre de dilutions.

Remargue :

e Avant la dilution :

- Dans le tube 01 on trouve un volume de 1 ml (V=1 ml) contient I'’échantillon
avec une concentration (C=1).

- Dans les six autres tubes, V= 0.5 ml de MeOH.

e Apres la dilution :

- Dans les tubes 01-06, on trouve : V=0.5 ml des échantillons dilués avec

déférentes concentrations.
- Dans le dernier tube : V=1 ml, C=1/2°=1/64, (tableau 06).

Tableau 9 : les déférentes concentrations des dilutions des extraits par rapport a la

concentration initiale.

Les tubes 01 02 03 04 05 06 07

Les concentrations 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
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2.2.2 Les activités antioxydantes

Les aliments d'origine végétale sont largement utilisés pour éliminer ces
radicaux libres, grace aux molécules antioxydantes qu'ils contiennent a ces
déférentes parties tell que les graines ...etc., et par ces parties pourraient piéger les

radicaux libres par un mécanisme antioxydant [160].

Par conséquent, I'évaluation de l'activité antioxydante est largement utilisée

dans une variété de méthodes analytiques[161].

Cette partie pratique on a la dévoué a I'étude de I'activité antioxydante in vitro
de la plante (Asphodelus « espéce ») par cing méthodes antioxydantes : piégeage
de radical libre DPPH, piégeage de ABTS, Méthode des nanoparticules d’argent
(Silver nanoparticles=SNP), réduction par la formation du complexe (Fe**-

Phenanthroline) et I'activité du pouvoir réducteur (FRAP) (Reducing Power).

| L’activité de piégeage de radical libre DPPH

a Principe
Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, chromogene de
couleur violette, stable a température ambiante [162], son dosage basé sur le
transfert d’électrons, il est réduit en présence d'une molécule antioxydante qui peut
donner un atome d'hydrogéne (AH), donnant lieu a une solution de coloration jaune
pale(DPPH-H) (Figure 12), L’absorption de dpph est fait dans une longueur d’onde
512 — 517 nm [163].

Cette méthode est basée sur la rapidité, la sensibilité, la facilité et la faible
consommation de réactifs [164], et elle trés populaire dans I'étude des antioxydants
naturels [165].
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N N
N + Antioxydant (AH) NH
O,N NO, > O,N NO, +A°
NO, NO,
DPPH DPPH-H
Couleur Violette @ Couleur Jaune

Figure 18 : Réduction de DPPH par un antioxydant [166].

b  Protocole
L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le
dosage du DPPH [167].

Selon (Blois, 1958)[167] : On prépare la solution DPPH par la dissolution de 6
mg de DPPH dans un volume de 100 ml de MeOH, gardé a -20°C a I'abri de la
lumiére. L’absorbance a 517 nm dans un spectrophotometre de microplaques de 96

puits de 200 ul dans chaque une.

Dans les microplaques on verse : 160 pl de solution de DPPH récemment
préparée, on I'ajoute 40 ul de I'extrait a déférentes concentrations, dans les derniers

puits on prépare le blanc par remplacement d’extrait par le MeOH.

Pendant 30 min en incubant le mélange réactionnel a température ambiante et

a I'obscurité, aprés la lecture a 517 nm.

Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : BHA,

BHT et a-Tocopherol.

Pourcentaae d’inhibition

L'activité de piégeage des radicaux de DPPH a été appréciée comme un

pourcentage d'inhibition (%). Les résultats sont exprimés en ICsp.




CHAPITRE 02 Matériels et méthodes

ICso : la concentration inhibitrice de I'extrait a éliminer 50% des radicaux DPPH
dans la solution réactionnelle (si IC50 est plus faible, I'activité est plus élevée et
meilleure).

A (contrble) — A (extrait)

Pl (%) DPPH = x 100
A (contrdle)

A (contréle) : est 'absorbance de la réaction sans extrait (du blanc).
A (extrait) : est 'absorbance de la réaction aprés avoir ajouté I'extrait.

Il Activité du piégeage du cation radical ABTSe"

a Principe
L’ABTS (acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique): est un
radical stable, incolore, en présence de persulfate de potassium (K;S20sg) il va
s'oxydé en ABTS+"( Le radical ABTS+" est formé par extraction d’un électron a un
atome d’azote de I'ABTS).Le test ABTS montre la capacité de piégeage de l'activité
antioxydante, il est basée sur I'aptitude des composés a piéger le radical-cation

ABTS-", ce dernier acquise une coloration bleu turquoise [168].

En existence d’un antioxydant (donneur de He), se fait la formation de ABTSH"
a partir de TABTS+" en piégeant un He (Figure 13), ce qui enléve la coloration de la
solution [169]. (L'intensité de la coloration dépend de la nature, la concentration et la
puissance de la substance antiradicalaire) [170].Son absorption est mesurée a 734

nm.
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"H+ 0,35 s s SO; +H™
\FN—N%
N\ /N

ABTS C2Hs C2tts

K,S,04

"H+ 0,8 s s SO; +H™
\FN—N%
Ne + N

\

C2oHs CoHs
ABTS-*+
+ Antioxydants (donneur de H")
Y
"H+ 055 s s SO5 +H*
H
>7N—N4J\
N{ /N
CaHs CoHs
ABTS*

Figure 19 : Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant [171].

b  Protocole
L’activité de 'ABTS est déterminée par (Re et al, 1999) [168] avec une légére

modification.
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On prépare la solution ABTS (7 mM) avec le persulfate de potassium K,S,0g
(2.45 Mm) pour proliférer la formation de 'ABTSe", on laisse le mélange pendant 12
a 16h a l'abri de la lumiére et dans une température ambiante. Ensuite, on dilue le

mélange avec 'eau distillé jusqu’a I'obtention d’une absorbance 0,7+0.02 & 734 nm.

Dans les microplaques on verse : 160 pl de solution d’ABTS fraiche, on I'ajoute
40 pl de l'extrait & déférentes concentrations. Dans les derniers puits on prépare le

blanc par remplacement d’extrait par le MeOH.

La derniére étape est l'Incubation pendant 10 min dans l'obscurité et a
température ambiante, suivie par la lecture dans le spectrophotométre de
microplaques a 734nm.

Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : le BHA
et BHT.

Pourcentaae d’inhibition

L'activité de piégeage des radicaux de I'ABTS a été appréciée comme un

pourcentage d'inhibition (%). Les résultats sont exprimés en ICsy.

ICso : la concentration inhibitrice de I'extrait a éliminer 50% des radicaux ABTS
dans la solution réactionnelle (si IC50 est plus faible, I'activité est plus élevée et
meilleure).

A (contréle) — A (extrait)

Pl (%) DPPH = x 100
A (contréle)

A (contréle) : est 'absorbance de la réaction sans extrait (du blanc).
A (extrait) : est 'absorbance de la réaction aprés avoir ajouté 'extrait.

[l Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

a Principe
FRAP (pouvoir antioxydant réducteur ferrique) est un test repose sur
I'évaluation de la compatibilité des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe3+)
présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer ferreux
(Fe2+), considéré comme un test direct et rapide utilisé pour déterminer l'activité

antioxydante de l'extrait a I'étude. On peut révéler le Fe** par le changement de
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couleur du jaune vers le bleu vert (Figure 14), l'accentuation de cette coloration est

mesurée par spectrophotometre des microplaques a 700 nm [172], [173].

N N
|(|3| |1|
N§C/,,I“"|: 3+‘\\Cé Antioxydant - N§C///, | ‘\\C¢N
I~ ] T
Néc l N NéC/J; \C§N
Il Il
N N
Jaune - Bleu-vert @ -
'i' w
N§C//,,, | 2+\\\CZN Fe™'(FeCly) > KFe N§C”’/I.Fez+“\CéN
Fo g N
271N, ¢ 27N,
w w
B Bleu-vert @ Bleu-vert (Abs max= 700 nm)@

Figure 20 : Mécanisme réactionnel du test FRAP [171].

b  Protocole
Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé par la méthode décrite par

(Oyaizu, 1986) [174] avec une Iégére modification.

On prépare les solutions de la réaction, on commence avec la préparation de
tampon phosphate buffer a (pH=6.6), aprés la solution de ferricyanure de potassium
(1%) KsFe(CN)s (1 g de KszFe(CN)es dans 100 ml H,0), suivie par tri-chloro-acide
acétique (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 ml H,0) et on finit par la solution ferrique
chloride FeCl; (0.1%) (0,1 g de FeCl; dans 100 ml H,O).
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Dans les microplaques a 96 puits on verse dans chaque puit : 10 pl de I'extrait
a déférentes concentrations, on I'ajoute 40 yl de tampon phosphate buffer (pH=6.6)
en mélangeant avec 50 pl de KsFe(CN)s (1%) et on met le tout a l'incubation dans
une étuve a 50°c pendant 20 min. Aprés I'incubation on ajoute trois solutions, ces
derniers sont : 50 pl (TCA) (10%), 10 pl FeCI3 (0.1%) et 40 pl eau distillé, sans
oublié le blanc dans le dernier puit qui suivre la méme méthode sauf I'extrait qui I'on

remplace par le MeOH. La lecture est a 700 nm [174].

Les résultats ont été calculées en A0.5 (ug/ml), ce qui ressemble a une

concentration présentant une absorbance de 0,50.

Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : I'acide

ascorbique et I'a-tocophérol.

IV Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2-

phenanthroline

a Principe
Cest une activitt simple basée sur la formation du complexe Fe'**
phenanthroline & partir du fer aqueux sous sa forme ferreuse réduite (Fe*?) (qui peut
étre déterminé par spectrophotométrie) et 1,10-phénanthroline (synonyme=

orthophénanthroline), en solution acide (pH 3-4) (Figure 15).

On peut citer ce complexe sous le nom de férroine, il est de couleur rouge-
orangée foncé, C'est l'indicateur d’oxydoréduction le plus couramment utilisé en
chimie. Cet ion complexe octaédrique est soluble et stable en solution aqueuse la
mesure de son absorbance et a 510 nm dans le spectrophotometre des

microplaques. [175], [176].
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1,10-phénanthroline Complexe Fe?*-1,10-phénanthroline

Figure 21 : Formation du complexe Fe+2-phenanthroline [177].

b  Protocole
L'activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline des
extraits est déterminé par la méthode décrite par (Szydlowska-Czerniaka, 2008)
[178].

On prépare les solutions réactionnelles, le début avec le phénanthroline (0.5 %)
(0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH), suivie par Ferrique chloride
FeCl3 (0.2%) (0.02g de FeCl; dans 10ml de H,0).

Dans les puits on verse : 10 ul des extraits a déférentes concentrations, on les
ajoute un volume de 50 pl FeCls (0.2%), 30 pl phénanthroline (0.5%) a été rajouté a
la solution et finit par 110ul MeOH, sans oublie le blanc (selon la méme méthode
sauf I'extrait on le remplace par le méthanol). Le mélange a été agité fortement et
incubé pendant 20 min a I'étuve dans une température de 30°C, puis on mesure

'absorbance a une longueur d’'onde de 510 nm.

Les résultats ont été calculés en A0.5 (ug/ml), ce qui ressemble a une

concentration présentant une absorbance de 0,50.

Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : BHT et
BHA.
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V  Activité de SNP (Silver nanoparticles assay)

a Principe
Les techniques nanotechnologiques sont généralement basées sur le dosage

colorimétrique de la capacité antioxydante totale.

SNP est une activité basé sur la formation de nanopatrticules a partir du sel d'Ag
() avec le citrate qui est un agent réducteur (il est converti en dicarboxylate
d’acétone [176] et le stabilisateur du SNPs, permet de déterminer les propriétés
antioxydantes des échantillons étudiés [179]. L’absorption caractéristique par
résonance plasmonique de surface (SPR) des (SNPs =Ag-NPs) est utilisée dans la
mesure colorimétriqgue, car les antioxydants ajoutés au systéme provoquent un

élargissement du noyau et de la coquille des Ag-NPs initialement formées [176].

En raison de la faible polarité et du faible pouvoir dissolvant des solvants
organiques, le transfert d'électrons se produit rarement, de sorte que la réaction a
lieu dans un milieu aqueux, la plupart des composés antioxydants importants en
science alimentaire et en biochimie peuvent étre oxydés par Ag (I) grace a son
potentiel inférieurs a 0,8 V quel est assez proche de celui des réactifs
colorimétriques TAC largement utilisés (tels que ABTS, FRAP et DPPH) [180].

b  Protocole
L’'activitt de SNP des extraits est déterminé par la méthode décrite par :
(Mustafa Ozyurek, 2012) [181].

On prépare les solutions réactionnelle, commencer par (Silver nitrate = nitrate
d’argents) AgNO3 (1 mM) en mélangeant 0.170 g avec 100 ml H,0), suivie par la
préparation de Trisodium citrate (1%) (1 g + 100 ml (H20)).

Sur une plague chauffante et agitateur magnétique on met sur un bécher un
volume de 50 ml de AgNO3; (1.0 mM) et le chauffé pendant 10 min puis on ajoute 5
ml de Trisodium citrate (1%) goutte a goutte avec agitation jusqu’a le changement de
la couleur vers le jaune pale, aprés la solution est laisser a température du

laboratoire pour refroidir.
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A, (OH), A;(=0),

+ Tt Trisodium de Citrate
Ag -

Figure 22 : réaction de snp avec trisodium de citrate.

Une fois la solution SNP est préte, dans les microplaques on verse dans les
puits : 20 pl de I'extrait a déférentes concentrations, on les ajoute un volume de 130
HL de solution SNP et finit par 50 pl de H,O. Sans oublie le blanc (en remplagant
I'extrait par le MeOH). Le mélange a été incubé a 25 °C pendant 30 min, suivi par la

lecture a 423 nm.

Les résultats ont été calculés en A0.5 (ug/ml), ce qui ressemble a une

concentration présentant une absorbance de 0.50.

Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : acide

ascorbique et trolox.
VI Activité antioxydante par la bioautographie

a Principe
La bioautographie est une technique qui permet [lidentification ou la
comparaison de composés organiques séparés par chromatographie sur couche
mince CCM en fonction de leurs effets sur les organismes vivants, en particulier les

micro-organismes. Cette méthode est basée sur l'activité biologique analytique [182].

CCM est une technigue est principalement basée sur le phénomene
d'adsorption. La phase mobile est un solvant ou un systeme de solvants qui se
déplace le long de la phase stationnaire qu’elle est une plaque semi-rigide. Une fois
I'échantillon appliqué a la phase stationnaire, la substance se déplace a une vitesse

qui dépend de ses propriétés et des propriétés du solvant.
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b  Protocole
L’activité de la bioautographie est déterminée par la méthode de Fabri et al,

2011 [183], avec une légere modification.

On prépare les plagues CCM et le systeme solvant utilisé dans cette

expérimentation (chloroforme/méthanol, 9/1, v/v).

Les dépdts (quelques gouttes des Ext D, Ext E, Ext F, acide ascorbique et le
BHA) ont été déposés sur plagues CCM plusieurs fois sur méme point avec une
espace de 2 cm par une pipette pasteur apres le tracage de la ligne de dépdt a
environ (1cm- 2 cm) du bord de la plaque suivie par I'étape de mettre dans la cuve
de chromatographie qui a I'éluant (phase mobile) avec une position verticale et
suivre le développement par capillarité. La plaque a été enlevée et laissée pour le

séchage si le front de solvant est proche de ligne de I'extrémité.

A la fin, la plaque a été révélée en utilisant un vaporisateur contenant une
solution de phénanthroline (phénanthroline (0.5 %) (0.05g de 1,10-Phenanthroline
dans 10ml de MeOH), Ferrique chloride FeCls (0.2%) (0.02g de FeCl; dans 10ml de

H,O) suivie par 'observation a I'ceil nu et sous UV.

2.2.3 Les activités enzymatiques

| Activité anticholinestérase

L'acétylcholine est un neurotransmetteur principalement inhibé par
I'acétylcholinestérase (AChE) puis par la butyrylcholinestérase (BChE) et on pense
qu'il est impliqué dans la maladie d’Alzheimer (perte progressive de mémoire et les
cellules nerveuses se détraguent progressivement, surtout celles fabriquant de
'acétylcholine) [184], Les deux enzymes sont présentes dans le cerveau et sont
détectées entre les enchevétrements neurofibrillaires et les plagues amyloides [185],
[186].

L’activité anticholinestérase des extraits de la plante (Asphodelus < espéece>)

est effectuée par l'inhibition de I'enzyme butyrylcholinestérase.
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a Inhibition de la butyrylcholinestérase

% Principe
La butyrylcholinestérase est une enzyme a la capacité d’hydrolyser la
butyrylcholine et méme [l'acétylcholine mais moins efficace et spécifique que
I'acétylcholinestérase, Il joue un réle important dans le métabolisme des composeés
contenant des esters et peut également remplacer l'acétylcholinestérase dans la
dégradation de I'acétylcholine [187].

L'inhibition de cette enzyme accroisse la concentration de la butyrylcholine, on
pense qu'il s'agit d'un traitement symptomatique de la maladie d'Alzheimer [186].
Cette inhibition peut évaluer L’activité butyrylcholinestérase, cette derniere a été

déterminée par la méthode d’Eliman [188].

o
/\)k THS H3C\
SH
P BChE . 2
HC o T_CH3 > NN HyC OH

HoC” :
CH; CHs Acide butyrique
Butyrylthiocholine (BTCL) Thiocholine
HoOC COOH
O,N s—s NO,
(DTNB)
HooC COCH
CH3
O,N
2 > AN /\/ | \CH_,, < §
Mélange disulphide Jaune acide-5-thio 2-nitrobenzoique(TNB)

Figure 23 : Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman [188].

< Protocole
L’activité antibutyrylcholinestérase est déterminée par la méthode d’Ellman en
1961 [188], avec une legere modification.

Préparation des solutions réactionnelles suivantes :
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o Solution tampon : est un mélange entre (8,890 g Na,HPO,4 + 500 ml H,0)

et (1,56 g NaH,PO, + 100 ml H,0), apres on prendre deux volumes
(V1=15,9 ml de NaH,PO, + V,=283,5 ml de Na,HPO,) pour obtenir une
solution tampon sodium phosphate de buffer avec un pH=8.

o Solution de DTNB (Acide 5,5-dithiobis 2-nitrobenzoique): on mélange 16
mg DTNB avec 1 ml (pH=7) + 7,5 mg NaHCO3 avec 1 ml (pH=7) + 2 ml

(pH=7) + 4 ml (pH=8), a la fin on obtenir un volume total de 8 ml.

o Solution de substrat BCi(S-Butyrylthiocholine iodide): 4 mg BCIi avec 4

ml H,O+4 ml Tampon (pH =8).
o Solution de 'enzyme BChE (butyrylcholinestérase) : 0,2 mg BChE + 1 ml

(PH=8) pour donner la solution B, aprés on met 20 ul de la solution B
dans 20 éppendorfs et on prend un seul éppendorf qui contient 20 ul de
la solution B et on ajoute 2 ml de pH=8 et a la fin contrélé I'absorbance a
412 nm.

Dans des microplaques a 96 puits on verse : 150 pl de sodium phosphate
buffer (pH 8.0) (100 mM) et on I'ajoute 10 uL d’extrait & déférentes concentrations et
fini par 20 pl de solution BChE (6,85 x10° U). Met le tout dans I'étuve pour

I'incubation pendant 15 min a une température de 25°c.

Apres lincubation 10 uL de DTNB (0.5 mM) a été ajoutés, la réaction
d’hydrolyse est commencée lorsqu’'on a ajouté 10 pl de solution de substrat BCi
(Butyrylthiocholine chloride) (0.2 mM). En fin la formation d’'une couleur jaune d’anion
5-thio-2-nitrobenzoate de méthyle, résultante de la réaction du DTNB avec la

thiocholine libérée par I'hydrolyse enzymatique de BCi.

La lecture est a 412 nm dans un spectrophotomeétre de microplaques dans deux

temps (t=0) avant la réaction et (t=15 min) apres la réaction.

Le standard utilisé dans les mémes conditions réactionnelles est: la

galanthamine.

Pourcentaae d’inhibition

L'activité anticholinestérase a été appréciée comme un pourcentage d'inhibition

(%). Les résultats sont exprimés en ICs.
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ICso : la concentration inhibitrice de I'extrait a éliminer 50% des radicaux ABTS
dans la solution réactionnelle (si IC50 est plus faible, l'activité est plus élevée et
meilleure).

A (contrble) — A (extrait)

Pl (%) BChE = x 100
A (contrdle)

A (contréle) : est 'absorbance de la réaction sans extrait (du blanc).

A (extrait) : est 'absorbance de la réaction aprés avoir ajouté I'extrait.

2.2.4 Les tests de toxicité et cytotoxicité

| Test de toxicité sur les vers de farine Tenebrio Molitor

a Principe

Aprés une expérimentation préliminaire avec plusieurs modeles d'arthropodes,
les larves de vers de farine ont été sélectionnées car elles sont facilement
disponibles, résistantes et relativement petites. Tenebrio Molitor (aussi appelé le ver
de farine) est le premier choix pour I'élevage d'insectes grace a sa nature élevée en
protéines, de son profil équilibré en acides aminés [189], avantages potentiels pour
la santé [190]-[192] et capacité a vivre de sous-produits organiques et production de
masse disponible. Les vers de farine peuvent étre élevés uniquement sur du son de
blé, mais des matiéres organiques supplémentaires telles que des pommes de terre,
des carottes et du chou sont souvent ajoutées a l'alimentation pour fournir des

nutriments importants [193].

Cependant, peu d'études se sont concentrées sur les suppléments riches en
antioxydants. Les insectes ont un systeme respiratoire trachéal, qui fournit de
I'oxygene directement aux tissus, ce qui entraine des niveaux élevés d'espéces
réactives de I'oxygéne. Par conséquent, les insectes sont exposés au stress oxydatif
et peuvent nuire a la croissance, au développement, a la survie et a la fertilité [194],
[195].

L'objectif de cette étude était d'examiner si les extraits de la plante asphodelus
comme source d'antioxydants sont toxique ou peuvent améliorer la performance de
croissance, la composition des nutriments et l'activité antioxydante des larves de

vers de farine [196].
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Figure 24 : image montre les déférentes étapes de cycle de développement de vers
de farine Tenebrio Molitor [197].

b  Protocole
Cette méthode est prise de Van Der Valk et al, 2014 avec une légere
modification [196].

On prépare les extraits et les larves de Tenebrio Molitor (méme poids des

larves pour chaque extrait).

Des solutions des extraits acétate (Ext D) et butanolique (Ext E) et bulbes (Ext
F) de la plante asphodelus ont été injectées avec un volume de 3 pl a l'aide d'une
seringue Hamilton de 10 pl. Les injections ont été faites caudalement dans la face
ventrale des larves, latéralement a la ligne médiane, parceque cela permet d'éviter

les organes les plus essentiels.

Ensuite, les larves ont été incubées a température ambiante pendant 15 jours.
La mortalité a été jugée par la décoloration des larves. Cing larves ont été utilisées

pour chaque extrait.
Il Test de cytotoxicité sur les larves de crevette Artemia Salina
a Principe

Artemia Salina (aussi appelé larve de crevette) est une espece fait partie des

arthropodes sous la classe de Crustacés [198], elle est caractérisé par sa forme

\ /
L/ {
: Téne’fbrion”adulte Y ¥ ’ Ténébrion adulte
ST ¢ Changement e ) J ) male
vers nymphe / i \ >




CHAPITRE 02 Matériels et méthodes

allongé qui contienne dix-neuf segments et onze paires d’appendices plates liées a
son tronc. Les larves de crevettes se retrouvent dans les milieux hypersalées et a
température varie entre 6°c et 37°c, ces conditions les stimulent sa prolifération et sa

croissance [199].

L'essai de mortalité chez la crevette saumatre (Artemia salina) est rapide et ne
nécessite que des ressources minimales, sa qualité de test de remplacement ou de
substitution aux tests de mortalité ou de nécrose, plus difficiles sur le plan technique

et éthique, est limitée par le manque de données [200].

L'objectif de cette étude était d'examiner si les extraits de la plante asphodelus
sont toxique ou bien non sur ses larves de crevettes (Artemia Salina), en basant sur
nombreuses études adoptaient l'utilisation d'essais de cytotoxicité d'extraits de

plantes contre les artémias comme tests d'activité cytotoxique [201].

b  Protocole
L’activité Cytotoxique utilisant les larves d’Artémia est déterminée par la

méthode de Meyer, B.N (1982) [202] avec une Iégére modification.

Les extraits ont été préparés par la dissolution de quantité de 4 mg des extraits
dans la solution méthanol/eau de mer dont les volumes sont 50ul et 950ul

respectivement pour avoir un pourcentage de MeOH de 0,05%.

Un volume de 100 pl d’'une solution contenant vingt larves suivie par I'ajout de
80 ul de l'eau de mer et finit par 20 yl de I'extrait avant l'incubation pendant 24
heures dans un lieu bien éclairée. Le test a été réalisé avec quatre répétitions et un

contrble (en remplacant I'extrait par le méthanol 0,05%) comme suite :

Rep 01 ‘ Rep 02 Rep 03 ‘ Rep 01 ‘ Rep 02 ‘ RN Rep 01 | Rep 02 | Rep 03

Rep0l1 Rep02 Rep03 Rep0l1 RepO02 Rep 03 EREINNRNEIN0rZEN I NIX]

Rep 01

Rep 02 Rep 03

SCCTONON RN S CTo N0 2N ETo NS Rep 01 | Rep 02 | Rep 03

Rep 01 ‘ Rep 02 Rep 03 ‘ Rep 01 ‘ Rep 02 ‘ RN Rep 01 | Rep 02 | Rep 03
| [Repo1 | Rep 02

contrél | control | contrél | control | control | control [Eele]giige] MM ele]a)ige] MM ele1alif0]

e e e e e e e e e

Extrait acétate d’éthyle ‘ Extrait n-butanolique Extrait de bulbes
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Le bichromate de potassium est utilisé comme standard.

EVOLUTION DES ARTEMIAS : DU NAUPLIUS SANS BOUCHE A LA FORME ADULTE
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Figure 25 : cycle de vie d’artemia salina méle et femelle [203].

2.2.5 Les activités anti-inflamatoires in vitro

I La méthode de stabilisation des membranes (Activité anti-
hémolytique) :

Cette méthode a été basée sur l'utilisation de sang et particulierement les
globules rouges pour I'étude sur ses membranes Parce qu'il ressemble a la
membrane lysosomale, peut étre envisagé pour stabiliser la membrane lysosomale.
Sa stabilisation par un médicament ou par des échantillons peut étre vue comme une

mesure de l'activité anti-inflammatoire in vitro.

L’activité empéchante de I'hémolyse des globules rouges des extraits de
I'asphodelus a été évaluée en utilisant des globules rouges des rats Wistar, elle est
causée par deux stresses un osmotique et I'autre thermique. Lorsque les globules
rouges sont exposés a des concentrations de sels hypotoniques et a la chaleur, le
contenu cytoplasmique hémoglobine a été libéré a la suite d’'une rupture de la

membrane.

a Préparation de la suspension des globules rouges

Selon la méthode d’Abe et al avec une Iégere modification [204].
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- un prélévement sanguin au niveau de la veine porte des rats Wistar albinos suivie

par le mis dans les tubes héparinés pour empécher la coagulation.

- centrifugation des tubes obtenus a 1300 g pendant 10 min a 4°C pour la séparation

des hématies du sang aux autres constituants sanguins.

- juste apres la centrifugation, le surnageant a été retiré, suivie par le lavage de culot
avec de I'eau physiologique (0,9 % NaCl) trois fois consécutifs ou a chaque fois on
centrifuge pendant 5 min a une vitesse de 1300 g a la centrifugeuse réfrigérée

jusqu’a I'obtention d’un surnageant clair.

- avec du tampon phosphate salin (PBS pH 7,5 ; 0,9 % NaCl), la suspension de 10 %
(v/v) des érythrocytes a été préparée en mesurant le volume des globules rouges.

b  Test de I'innocuité des extraits vis-a-vis des globules rouges

Le test de l'innocuité sur les cellules érythrocytaires est nécessaire pour cibler
les concentrations utilisées avant d'examiner les propriétés de stabilisation
membranaire des extraits d’acétate d’éthyle, n-butanolique et les bulbes de

'asphodelus.

< Protocole
- des concentrations variantes de 0 a 8 mg/ml des extraits d’acétate d’éthyle, n-
butanolique et les bulbes ont été préparées dans un tampon phosphate salin (pH 7,4

; 0,9% NaCl). Tous les volumes ont été mis dans des tubes a essais.

- 400 pl de la suspension a 10 % de globules rouges préparés précédemment ont été
ajoutée a un volume de 1,6 ml des extraits a déférentes concentrations, suivie par
I'incubation de ce mélange a 37°c pendant 30 min, puis centrifugé a 1300g pendant

10 min.

- selon la méme méthode, le contrble a été préparé par I'ajout de 0,4 ml de la
suspension 10 % a un volume 1,6 ml de I'eau distillé ou I'eau physiologique a la
place de I'extrait ou 'hémolyse est a 100 % pour un but de comparer avec les

extraits.

- selon la méme meéthode, le blanc a été préparé pour chague concentration des
extraits et standards de références pour le but d’éliminé I'absorbance de I'extrait et

du PBS des résultats, cette méthode a été faite par I'ajout de 1600 ul de déférentes
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concentrations des échantillons & tester a un volume de 400 pl de tampon phosphate
salin (PBS pH 7,5 ; 0,9 % NaCl).

- L’absorbance de surnageant aprées la centrifugation a été mesurée a une longueur
d’onde de 560 nm a l'aide d’'un spectrophotométre. Le diclofénac est utilisé comme

molécule de référence dans cette expérience.

- Les résultats sont sous forme d’'un pourcentage d’hémolyse, calculé comme suit :

[ Pourcentage d’hémolyse % ]

A (échantillon) — A (blanc)
(%) d’hémolyse = x 100
A (contrble) — A (blanc)

A (échantillon) : Absorbance de I'échantillon ou standard (test).

A (contréle) : Absorbance du contréle (100 % d’hémolyse).

A (blanc) : Absorbance de I'extrait.

¢ Laméthode de stabilisation de la membrane des globules rouges :

Cette activité a été déterminée par la méthode de Ganesh et al, 2013 [205].

Cette étude est basée sur I'effet des déférents extraits de la plante asphodelus
sur la stabilisation des érythrocytes apres l'induction de I'hémolyse par une solution
hypotonique associée a des températures élevées.

< Protocole
- Dans des tubes a essais, un volume de 0,5 ml d’extraits d’acétate d’éthyle, n-
butanolique et de bulbes (préparés dans NaCl 0,9%) a été ajouté a un volume de 1.5
ml du tampon phosphate (0,15 M, pH 7,4) suivie par I'ajout de 2 ml de la solution
hyposaline (NaCl a 0,36 %). Le mélange a été incubé a une température de 37 °C
pendant 20 min.

- Juste aprés l'incubation, un volume de 0,5 ml de la suspension des érythrocytes a
10 % a été additionné dans chaque tube, joint d’'une incubation, a une température
un peu élevé égale a 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans de I'eau de

robinet pendant 20 min pour refroidir les tubes.
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- une fois la réaction arréte, les tubes ont été centrifugés, a 1300g pendant 5 min

dans la centrifugeuse réfrigérée.

- le contréle comprend en un mélange de 2 ml de la solution hyposaline, 2 ml du
tampon PBS, 0,5 ml de la suspension de globules rouges et 0,5 ml d’eau

physiologique.

- 'acide gallique est utilisé comme molécule standard de traitement in vitro des

activités anti-inflammatoire, avec les mémes concentrations que I'extrait.

- le blanc est préparé pour le but de I'élimination I'absorbance de I'extrait pour

chaque concentration soit d’extrait ou de standard et du PBS des résultats.

- la lecture d’absorbance du surnageant est faite a une longueur d’'onde a 560 nm

dans un spectrophotometre.

- Les résultats sont sous forme d’'un pourcentage d’hémolyse, calculé comme suit :

Pourcentage d’hémolyse %

A (échantillon) — A (blanc)
(%) d’hémolyse = x 100
A (contréle) — A (blanc)

A (échantillon) : Absorbance de I'échantillon ou standard (test).

A (contrdle) : Absorbance du contréle (100 % d’hémolyse).

A (blanc) : Absorbance de I'extrait.

2.2.6 Analyses statistiques
+ Les histogrammes et les tableaux sont tracés par le Microsoft Excel 2010.
+ Les résultats des tests anti-inflamatoires effectués sont exprimés en moyenne +
écart-type.
+ Les valeurs d'ICso (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la
méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f

(concentrations)].
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+ Les valeurs d’Ags (la concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées
par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [Absorbance= f

(concentrations)].
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1. Les résultats et discussions des activités biologiques

1.1 Les activités antioxydantes
Divers extraits botaniques sont des sources d’antioxydants et plusieurs tests
ont été faits pour évaluer la capacité antioxydante de ces différents extraits. Dans
notre expérience, on a utlisé cing méthodes différentes pour évaluer ['activité
antioxydante de trois extraits (acétate d’éthyle=Ext D, bulbes=Ext F et I'extrait
butanolique=Ext E) de la plante Asphodelus. Les standards utilisés comme contrdle

positifs sont : le BHA, BHT, acide ascorbique, alpha-tocophérol et trolox.

1.1.1 L’activité de piégeage de radical libre DPPH
L'activité anti-radicalaire de l'extrait sur le radical DPPH+" a été estimée par
spectrophotométrie a 517 nm apres réduction de ce radical. Cela implique un

changement de couleur du violet au jaune.

Les résultats (tableau 10, figure 27, figure 26) ont été comparés aux
standards BHA et BHT.

Tableau 10 : inhibition de DPPH par les extrais de I'asphodelus.

Pourcentage Inhibition (%) de DPPH

Extraits IC50
12.5 pg 25 ug 50 ug 100 pg 200 ug 400 pug 800 ug

pg/mi
11,44+ 25,48+ 46,27+ 76,65+ 83,26+ 84,75+ 59,13+
Ext E Sat
1,42 1,61 0,82 1,72 0,65 0,51 1,23
Ext F 3,68+ 9,55+ 20,08+ 38,10+ 60,18+ 71,11+ 76,17+ 157,11+
X
0,51 0,82 1,35 1,97 0,77 1,02 0,31 4,23
BHA 76,55+ 79,89+ 81,73+ 84,18+ 87,13+ 89,36+ 90,14+ 6.14+
0,48 0,26 0,10 0,1 0,17 0,19 0,00 0.41
BHT 49,09+ 72,63+ 88.73% 94.00+ 94.97+ 95.38+ 95.02+ 12.99+
0,76 2,06 0,89 0,31 0,08 0,41 0,23 0.41
a_
T N 37,21+ | 81,53t 89,23+ 89,38+ 89,45+ 89,99+ 89,52+ 13.02+
0co
P 1,82 1,51 0,12 0,19 0,22 0,23 0,33 5,17
erol
1.5625 3.125 IC50
6.25ug | 12.5ug 25 ug 50 ug 100 pg
Mg Mg Hg/ml
7,25+ 15,38+ 37,06+ 60,50+ 77,94+ 84,19+ 84,44+ 10,47+
1,15 0,66 1,15 1,03 1,10 2,06 1,50 0,53
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Figure 26 : histogrammes montre les valeurs de I'lC50 de test DPPH.
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Figure 27 : résultats du test DPPH sur microplaques.

Les résultats de DPPH montrent que I'Ext D (ICso =10,47+0,53 pg/ml) a l'activité
anti-radicalaire la plus élevée par rapport au Ext E (ICsp =59,13+1,23 pg/ml) qui est
plus fort que Ext F (ICso =157,11+4,23 ug/ml). Cet extrait acétate (Ext D) est plus fort
que BHT (ICs0= 12.99+0.41 ug/ml) et faible presque deux fois que BHA
(IC50=6.1410.41 pg/ml). Alor 'Ext D’acétate=D a une tres bonne activité antioxydante
par rapport aux standards.
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1.1.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS+"
En existence d'un antioxydant, se fait la formation de ABTSH" a partir de
'ABTS+" en piégeant un He, ce qui enléve la coloration bleue turquoise de la solution.

L’absorbance a une longueur d’'onde de 734 nm.

Les résultats (tableau 11, figure 29, figure 28) ont été comparés aux
standards BHA et BHT.

Tableau 11 : inhibition de 'ABTSe" par les extrais de I'asphodelus.

Pourcentage Inhibition % de 'ABTS
Extraits IC50
12.5 pg 25 ug 50 ug 100 pg 200 pug 400 pug 800 ug
pg/mi
Ext E 13,22+ | 26,25+ | 51,00+ | 81,89+ | 90,82+ | 92,12+ | 92,66+ | 48,92+
X
0,85 1,42 0,61 0,83 0,31 0,35 0,26 0,84
12,87+ | 21,16+ | 3558+ | 57,14+ | 81,54+ | 90,27+ 89,34+
Ext F Sat
0,26 1,10 2,43 1,51 0,48 0,98 5,65
1.5625 3.125 IC50
6.25ug | 125ug | 25ug 50 ug 100 ug
Mg Hg Hg/mL
Ext D 9,05+ 16,72+ | 38,14+ | 64,66+ | 82,65+ | 87,69+ | 90,09+ | 9,29+
X
3,09 3,70 1,24 3,09 0,75 0,20 0,26 0,87
BHT 49.22+ | 59.22+ | 7855+ | 90.36+ | 92.18+ | 93.37+ | 94.87+ | 1.59+
0.75 0.59 343 0.00 1.27 0.86 0.87 0.03
BHA 83.42+ 93.52+ 93.58+ 93.63% 93.63+ 94.20+ 95.39+ 1.03+
4.09 0.09 0.09 0.16 0.95 0.90 2.62 0.00
0,39062 | 0,78125 | 1,5625 3,125 IC50
6,25ug | 125ug | 25 ug
5 Mg H Hg HY Hg/ml
AC 14,00+ | 18,37+ | 25,80+ | 42,83+ | 62,06+ | 88,46+ | 91,49+ | 4,26+
1,18 0,61 2,23 1,37 1,18 0,47 0,27 0,19
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Figure 28 : histogrammes montre les valeurs de I'lC50 de test ABTS.
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Figure 29 : résultats du test ABTS sur microplaques.

Les déférents résultats de ce test illustrent que I'Ext D a une forte capacité de
piégé le radical ABTS (IC50=9,29+0,87 pg/ml), suivie par 'Ext E (1C5,=48,92+0,84
pug/ml) et ensuite 'Ext F (IC50,=89,34+5,65 pg/ml) qui ont une faible activité en
comparant avec les valeurs des références, cet extrait acétate Ext D est faible six
fois que BHT (IC50=1.59+0.03 pug/ml) et neufs fois que BHA (IC5,=1.03+0.00 pg/ml) et
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deux fois que ACG=acide chlorogénique (IC50=4,26+0,19 pg/ml) . Alor I'extrait D a

une bonne activité antioxydante.

1.1.3 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

FRAP (pouvoir antioxydant réducteur ferrique) est un test repose sur
I'évaluation de la compatibilité des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe3+) de
couleur jaune en fer ferreux (Fe2+) de coloration bleue verte. Les absorbances sont
a 700 nm.

Les résultats (tableau 12, figure 31, figure 30) ont été comparés avec les

standards a-Tocopherol et I'acide ascorbique.

Tableau 12 : les absorbance du pouvoir réducteur par les extraits de I'asphodelus.

Absorbances de FRAP
- A
EXtralts | 312519 | 6.25ug | 12.5ug | 25ug | 50ug | 100ug | 200 ug 08
pg/ml
cqp | 006t | 008t | 010 | 019+ | 040: | 060x | 062t | 7391%
0,01 0,02 0,02 0,04 0,09 0,00 0,07 1,66
cqg | 005 | 007= | 01z | 017t | 04z | 05Lx | 065: | 89,67
0,00 0,00 0,04 0,08 0,01 0,05 0,03 1,81
0,04x | 005t | 008t | 022t | 038t
ExtF NA NA 0,00 0,02 0,01 0,03 0,08 >200
Acide
reoote | 035: | 046: | 084 | 093+ | 118 | 137 | 144 | 677%
. 005 0,03 0,12 0,30 0,34 0,20 0,21 1,15
Tocg' o | 011 | 016+ | 021+ | 035: | 073+ | 137+ | 181x | 34,93
O'IO 0,00 0.00 0,03 0,03 0,03 0,08 0,09 2.38
0,78125 | 1,5625 Aos
31259 | 6,25 12,5 25 50
g g ug ug ug ug R
Ace 0,06+ | 007+ | 007+ | 009+ | 009t | 013t | 027+ | 1883%
0,01 0,01 0,01 0,04 0,01 0,08 0,07 1,21
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Figure 30 : histogrammes montre les valeurs de I'lC50 de test FRAP.
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Figure 31 : résultats du test ABTS sur microplaques.

Les résultats de test pouvoir réducteur montrent que I'extrait D a le meilleur

résultat d’'absorbance (Aos=73,91+1,66 ug/ml) par rapport aux extraits Ext E et Ext F,

qui ont les absorbances suivantes respectivement (Ags= 89,67+1,81 pg/ml), (a0s

>200 ug/ml).cet extrait est presque incomparable avec le standard acide ascorbique
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(Aps= 6.77x1.15 pg/ml) qui plus fort approximativement dix fois, mais elle est faible
deux fois seulement par rapport au standard a-Tocopherol (Ap5=34.93£2.38 pug/ml) et
faible quatre fois par rapport au acide chlorogénique (Aps=18,83+1,21 ug/ml). Ces

résultats sont peut-étre a cause de la présence de substances donneuses d’électron.

1.1.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2-
phenanthroline

C’est une activité simple basée sur la formation d’'un complexe sous le nom de

férroine = Fe*-phenanthroline & partir du fer aqueux sous sa forme ferreuse réduite

(Fe*), il est de couleur rouge-orangée foncé. Son absorbance & 510 nm.

Les résultats (tableau 13, figure 33, figure 32) ont été comparés avec les
standards BHA et BHT.

Tableau 13 : les absorbances du Fe?*-Phenanthroline par les extraits de

'asphodelus.
Absorbances de Phenanthroline
Extraits 3.125 IC50
6.25 ug | 12.5ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pug
Mg pg/ml
0,56+ 0,64+ 0,81+ 1,15+ 1,74+ 2,79+ 3,85+
Ext D <3,125
0,01 0,03 0,04 0,05 0,12 0,11 0,13
Ext E 0,48+ 0,48+ 0,58+ 0,67+ 0,88+ 1,35+ 2,39+ 6,26+
X
0,01 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,13 0,10
Ext E 0,26+ 0,27+ 0,45+ 0,56+ 1,07+ 0,90+ 1,31+ | 19,39+
X
0,01 0,02 0,09 0,01 0,05 0,00 0,06 1,46
0.78125 | 1.5625 3.125 Aos
6.25ug | 12.5 pg 25 ug 50 pug
Hg H Hg Hg/mL
BHA 0,49+ 0,59+ 0,73+ 0,93+ 1,25+ 2,10+ 4,89+ 0,93+
0,01 0,01 0,02 0,01 0,04 0,05 0,06 0,07
BHT 0,47+ 0,47+ 0,53+ 1,23+ 1,84+ 3,48+ 4,84+ 2,24+
0,01 0,01 0,03 0,02 0,01 0,03 0,01 0,17
0,09765 | 0,19531 | 0,39062 6,25 Ags
0,78125 | 1,5625 3,125
625 25 5 pg/mL
0,28+ 0,29+ 0,30+ 0,33+ 0,38+ 0,43+ 0,60+ 4,49+
0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,06 0,43
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Figure 32 : histogrammes montre les valeurs des absorbances de test

Phenanthroline.
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Figure 33 : résultats du test Phenanthroline sur microplaques.

Les résultats de test Phenanthroline montrent que le meilleur résultat
d’absorbance est de l'extrait D (Ap5<3,125 pg/ml) par rapport aux extraits Ext E
(A0,5=6,26+0,10 ug/ml) et Ext F(A05=19,39+1,46 ug/ml). Cet extrait est faible trois fois
et demi que le standard BHA (A0 5=0,93+0,07 ug/ml), et faible 1,5 fois seulement par
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rapport au standard BHT (A05=2,24+0,17 pg/ml) et il est plus fort que l'acide
chlorogénique=ACG (Ao 5=4,49+0,43 ug/ml). Les résultats de ce test confirment les

résultats précédents dans les trois tests.

1.1.5 Activité de SNP (Silver nanoparticles assay)

SNP est une activité basé sur la formation de nanoparticules a partir du sel d'Ag
() avec le citrate qui est un agent réducteur (il est converti en dicarboxylate
d’acétone. Son absorbance est a 423 nm. Les résultats (tableau 14, figure 35,

figure 34) ont été compareés avec les standards BHA et BHT.

Tableau 14 : les absorbances du test SNP par les extraits de I'asphodelus.

Absorbances de SNP
Extraits IC50
6.25ug | 12.5pug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pug 400 pug
pg/mi
Ext D 1,91+ 1,38+1, 1,89+ 0,37+ 0,58+ 1,21+ 0,82+ 74,03+
X
0,45 01 0,19 0,37 0,11 0,55 0,09 8,38
0,11+ 0,10+ 0,10+ 0,12+ 0,20+ 0,24+ 0,49+
Ext E >400
0,02 0,01 0,00 0,00 0,08 0,04 0,07
Ext F 0,15+ 0,13+ 0,18+ 0,13+ 0,18+ 0,30+ 0,52+ | 399,57+
X
0,08 0,04 0,09 0,02 0,03 0,05 0,02 3,26
1.5625 3.125 Aos
6.25 ug | 12.5 g 25 ug 50 pg 100 pg
Hg Hg Hg/ml
Acide
] 0.24+ 0.32+ 0.45+ 0.75+ 1.22+ 1.90+ 2.35% 7.14+
ascorbiq
0.00 0.01 0.01 0.01 0.02 0.03 0.01 0.05
ue
rol 0.17+ 0.20+ 0.23+ 0.30+ 0.43% 0.64+ 1.04+ 34.17+
rolox
0.00 0.01 0.00 0.01 0.01 0.03 0.01 1.23
0,19531 | 0,39062 | 0,78125 | 1,5625 3,125 Aos
6,25 ug | 12,5 pug
25 pg 5 Hg HY HY Hg Hg/ml
ACG 0,29+ 0,26+ 0,28+ 0,33+ 0,32+ 0,39+ 0,54+ 10,79+
0,05 0,00 0,00 0,06 0,03 0,02 0,03 1,12
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Figure 34 : histogrammes montre les valeurs des absorbances de test

Phenanthroline.
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Figure 35 : résultats du test SNP sur microplaques.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits ont la capacité de réduire
I'’Ag* en Ag0. D’aprés ces résultats on peut soustraire que I'extrait Ext D présente le
pouvoir réducteur le plus élevé (Aos=74,03+£8,38 ug/ml) par rapport au Ext E (Aos
>400 pg/ml) et Ext F (A05=399,57£3,26 pg/ml) qui ont une faible activité, cet Ext D

est faible deux fois que standard trolox (Ao s=34.17+1.23 pg/ml) et dix fois que l'acide
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ascorbique (Aps5=34.17+1.23 pg/ml) et faible sept fois par rapport au acide
chlorogénique=ACG (Ap5=10,79+1,12 ug/ml). Ce test confirme les quatre tests

précédents et confirment que 'Ext D a une bonne activité antioxydante.
v" En conclusion a I'aide de ces résultats on peut confirmer que :

- I'extrait acétate (Ext D) de I'asphodelus montre une bonne activité anti-radicalaire
pour les cing méthodes antioxydant utilisées dans I'expérimentation (DPPH, ABTS,
FRAP, Phenanthroline, SNP), suivie par I'extrait butanolique (Ext E) qui est moins
puissant, et suivie par I'extrait du bulbes (Ext F) qui est le dernier extrait concernant

I'activité antioxydante.

- Notamment, les extraits étudiés ont le méme ordre d'efficacité dans les cing
méthodes, confirmant la connexion entre les méthodes étudiées et les bonnes

pratiqgues expérimentales.
v Les ICsg et les Ag s des trois extraits pour les cing méthodes :
> DPPH :

-Ext D (ICso =10,47+0,53 pg/ml).

- Ext E (ICsp =59,13+1,23 pg/ml).

- Ext F (ICsp =157,11+4,23 pg/ml).
» ABTS:

- Ext D (IC50=9,29+0,87 pg/ml).

- Ext E (IC50=48,92+0,84 pg/ml).

- Ext F (IC50=89,34+5,65 pg/ml).

> FERAP:

- Ext D (Aos=73,91+1,66 pg/ml).
- Ext E (Aos= 89,67+1,81 pg/ml).

- Ext F (Ag5 >200 pg/ml).
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» Phenanthroline :

- Ext D (Ao 5<3,125 pg/ml).
- Ext E (A0 5=6,26+0,10 pg/ml).
- Ext F (Ag5=19,39£1,46 ug/ml).

> SNP:

- Ext D (Ao5=74,03+8,38 ug/ml).
- Ext E (Ao >400 pg/ml).
- Ext F (Ap5=399,57+3,26 pg/ml).

1.1.6 Activité antioxydante par la bioautographie

La bioautographie est une technique permet de séparer des constituant et les
identifier et déterminé leurs propriétés en basant sur la chromatographie sur couche
mince CCM, le phénanthroline a été utilisé comme révélateur de [Iactivité

antioxydante.

Les résultats (figure 36) ont été comparés avec le standard acide ascorbique et
le BHA.

Plaque CCM par la technique de bioautographie

Figure 36 : observation a I’ ceil nue et sous UV de la plaque CCM de bioautographie.
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Les résultats obtenus aprés révélation de plaque avec une solution de
phénanthroline permet d'obtenir des informations supplémentaires sur l'activité
antioxydante des différents constituants des extraits Ext D, Ext E, Ext F, acide
ascorbique=Vit C et le BHA. L’apparition de tache verte trés nettement et marron
dans les extraits acétates d'éthyle Ext D et bulbes et un peu dans l'extrait n-
butanolique s’interpréte la présence de composés actifs compétents de forme le
complexe Fe?*-phénanthroline ce qui montrent la présence des composés

antioxydantes.

Le traitement au phénanthroline des plaques a CCM éluées dans le systeme

solvant (chloroforme/méthanol), révele quelques fragments ressemblants aux
constituants a activité anti-radicalaire, mais ne contient pas de acide ascorbique et
BHA en comparant avec les standards a cause de I'absence des taches paralléles.

Mais elle existe la possibilité de ces existances.

1.2 Les activités enzymatiques

1.2.1 L’activité anticholinestérase

D’aprés le test d'Elman qui est basé sur la production de thiocholine par la
division de butyrylthiocholine par la butyrylcholinestérase. Ce dernier réagit avec le
5,5'- DTNB pour former un ion jaune, I'évaluation de cette activité reposé sur le
changement de cette couleur du jaune vers lincolore si il y a des inhibiteurs

enzymatiques.

Les résultats (tableau 15, figure 37, figure 38) ont été comparés avec le

standard Galantamine.

Tableau 15 : inhibition de Butyrylcholinestérase par les extrais de 'asphodelus.

Pourcentage de l'inhibition de Butyrylcholinestérase
Extraits 3.125 6.25 12.5
25 ug 50 ug 100 pg 200 pug ICs0 pg/mL
Hg Hg Hg
Ext D NA NA NA NA NA 17,65+3,03 | 36,18+2,20 >200
Ext E NA NA NA NA NA NA NA NA
Ext F NA NA NA NA NA NA NA NA
ACG NA NA NA NA NA NA NA NA
3,26+ | 6,93+ | 24,03+ | 45,13+ | 63,87+ 73,57+ 78,95+
Galantamine 34.75£1.99
0,62 0,62 2,94 2,60 2,85 0,77 0,58
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Figure 37 : histogrammes montre les valeurs des ICsy de test butyrylcholinestérase.
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Figure 38 : résultats du test butyrylcholinestérase sur microplaques.

A partir des résultats de test de la butyrylcholinestérase par les extraits de
I'asphodelus, on a vu que l'extrait acétate Ext D a montré une trés faible activité
contre la BChE (IC50>200 pg/ml), en comparant avec le standard la galantamine

(IC50=34,75%£1,99 pg/ml) et il est presque incomparable. Par contre les autres extraits
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n’ont pas d’activité anticholinestérase, I'lCsy des extraits butanolique et bulbes est le
méme (IC5o=NA). Alors ils sont inactifs.
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1.3 Les tests de toxicité et cytotoxicité

1.3.1 Test de toxicité sur les vers de farine Tenebrio Molitor

Cette activité est faite pour examiner la toxicité des extraits de I'asphodelus sur
des larves de Tenebrio Molitor. Cing larves de méme taille ont été utilisées pour
chaque extrait, un volume de 3 pl des extraits a été injecté aux larves dans ces

ventres en utilisant une seringue Hamilton.

Les résultats (tableau 16, figure 39, figure 41) ont été comparés avec les

standards acide ascorbique et le méthanol (figure 40)
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Tableau 16 : pourcentage de mortalité des larves Tenebrio Molitor aprés l'injection des extrais de I'asphodelus.

Résultats et discussions

Les jours de surveillance sur les larves Tenebrio Molitor

%

%

) dével

Extraits mortal
1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10|11 |12 | 13 | 14 | 15 » oppe

ité
ment
5-/5-/5-|/5-|5-|5-|/5—-|5—-|5—-(5—-|5—|5—-|5—-|5—-|5-

Ext D 00 20
O+/0+|0+|0+|0+|0+|0+|0+|O0O+|0+|0+|0+[0+|0+]|0+
4— 14— |4—-|4—-|4-|4—-|4—-|4—-|4—-|4—-|4-|4-|4-|4-|4-

Ext E 20 00
1+(1+(1+|1+|1+|1+|1+|12+ |1+ |1+|1+|1+ |21+ |2+]|1+
5-|/5-/4-|4-|4-|4-/3-|3-|3-(3-|3-|3-|3-|3-|3-

Ext F 40 00
O+ |0+ |1+ |1+ |1+ |1+|2+ |2+ |2+ |2+ |2+ |2+ |2+ |2+|2+

Solution | 5-|5-|5-|5-|5-|5-|5-|5-|5—-|5-|5—-|5—-|5—-|5—-|5- 00 00

H O+/0+|0+|0+|0+|0+|0+|0+|O0O+|0+|0+|0O+|0O+|0+]|0+

Solution | 5-|5-|5-|5-|5-|5-|5-|5-|5—-|5-|5—-|5—-|5—-|5-|5- - -

G O+/0+|0+|0+|0+|0+|0+|0+|0O+|0+|0+|0O+|0O+|0+]|0+

(=) : vivant, (+) : mort

I Une larve développée
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Figure 39 : résultats de larves injectées par déférents extraits de 'asphodelus.
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Figure 40 : résultats de larves injectées par déférents extraits de I'asphodelus.

Solution H Solution G

Figure 41 : résultats de larves injectées par les témoins standards méthanol et acide

ascorbique.
%
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Figure 42 : histogrammes montre les pourcentages de mortalités, survivants et

développements des extraits et standards de test de toxicité sur les vers de farine.

Les résultats obtenus dans le tableau et les figures en comparant avec les
témoins solution G (acide ascorbique) et solution H (le méthanol) avec un

pourcentage de mortalité égale a zéro montrent que les larves injectées par I'extrait
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acétate (Ext D) ont une survie de toute les larves avec un cas de développement
d’'une larve a la nymphe (la pupe=le stade qui suit le stade d’étre une larve dans le
cycle de Tenebrio Molitor) ce qui exposent que cet extrait acétate est un bon
nourrissant ou il a des composants nutritifs. Par contre on remarque la mort d’'une
larve chez I'extrait butanolique (Ext E) depuis premier jour d’injection et la mort de
deux larves chez l'extrait de bulbes (Ext F) a la fin avec pourcentage de
développement nul chez les deux extraits ce qui montre la possibilité de I'existence
des composés toxiques dans les bulbes, mais dans Ext F il existe deux possibilités
'une est l'existence de quelques composés poisons et l'autre est une fausse

manipulation par incorrect piqure.

1.3.2 Test de cytotoxicité sur les larves artemia salina
Cette activité est faite pour examiner la cytotoxicité des extraits de 'asphodelus

sur des larves d’Artemia Salina. Vingt larves ont été utilisées pour chaque puit.

Les résultats (tableau 17, figure 42) ont été comparés avec le standard

bichromate de potassium.
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Tableau 17 : pourcentage de mortalité des larves Artemia Salina aprés I'ajout des extrais de I'asphodelus.

Surveillance sur 20 larves artemia salina aprés 24h
Extraits Le nombre de larves mortes dans les 12 puits de chaque extrait Pourcentage
Répétition 01 Répétition 02 Répétition 03 Moyenne de mortalité %
C 400 pg/ml
ExtD [ 02]01/01|{03[01|03|03[03|04|03|03]02 2,42 12,1
Ext E 09|09 |06 06|10(11 08|09 12|09 |09 07 8,75 43,75
Ext F 1008 /08|09 |11 |13 |13 (14|10 |11 14| 07 10,66 53,3
MeOH |04 |04 |03|05|03|05|02|01|00|03]|02]03 2,91 14,55
C 80 pg/ml
BP 20120 (20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 20 100

BP : Bichromate de potassium, C : concentration
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Figure 43 : histogrammes montre les pourcentages de mortalités des extraits et
standards de test de cytotoxicité sur les Artemia Salina.

Les résultats obtenus dans le tableau et la figure des extraits et contrdle ont été
fait dans une concentration de 400 pg/ml, en comparant avec le standard bichromate
de potassium qu’a un pourcentage de mortalité égale a cent dont la concentration a

été 80 pg/ml.

Un faible pourcentage par I'extrait acétate d’éthyle Ext D (12,1 %) et il est pas
loin a celle de méthanol (14,55 %), par contre les extraits n-butanolique Ext E et de
bulbes Ext F ont des pourcentage de mortalités un peu élevés (43,75 % et 53,3 %

respectivement) par rapport au Ext D.

ces résultats montrent qu’il existe une grande possibilité de mort des larves par
forte concentration dans le contrble MeOH et Ext D en comparant avec la
concentration de standard (80 ug/ml) d’un coté et possibilité de toxicité de I'extrait
d’'un autre c6té, si en comparant ces derniers avec Ext E et Ext F, on remarque que

I'opportunité de toxicité est plus grande que la potentialité de forte concentration.
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A la fin, on peut conclure que ces conséquences confirment les derniers résultats de
vers de farine, qui montrent que I'Ext D n’est pas toxique mais I'Ext E et Ext F ont été

toxique ou continents quelgues composeés toxiques.
1.4 Les activités anti-inflamatoires in vitro

1.4.1 Test d’innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule érythrocytaire

Les taux d’hémolyse obtenus aprés incubation des érythrocytes ont été calculés
en présence des extraits Ext D, Ext E, Ext F et le témoin positif (globules rouges
avec l'eau distillée) et un témoin négatif (L’extrait avec le tampon phosphate salin)

ont été calculés (figure 43).
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Figure 44: histogramme montre les pourcentages d’hémolyse en fonction de la
concentration.

Les résultats que nous avons obtenus montrent que I'extrait de bulbes Ext F
présente une activité hémolytique modérée allant de 9,17% + 0,46 a4 10,6% + 0,42 a

des concentrations variant de 0,025 a 10mg/ml.

L’extrait d’acétate d’éthyle Ext D allant de 6,52% + 0,21 a 23,42% + 5,09 et n-
butanoliqgue Ext E allant de 8,1% + 0,19 a 13,77 % 0,76 en comparant avec le
standard diclofenac qui a un faible pourcentage d’hémolyse 4,83% £+ 0,71 a la
concentration 0,125 mg/ml, mais a la concentration 8 mg/ml le taux est tres élevé
103,53 % + 0,00. Le standard acide galligue comme les autres commencer par un
faible taux d’hémolyse, mais termine avec un taux égale a la moitié de diclofenac
(1,52% + 0,58 et 48,14% + 0,75 respectivement).
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1.4.2 Effet protecteur des extraits vis-a-vis d’un stress osmotique
associé a un stress thermique :

Les membranes lysosomales sont similaires aux membranes érythrocytaires,

donc les tests de stabilisation de la membrane érythrocytaire en exposant les

érythrocytes a des fluides hypotoniques et a des températures élevées est bon test

pour I'évaluation de I'activité anti-inflammatoire [206].

Les résultats de I'effet protecteur des extraits d’acétate d’éthyle, n-butanolique
et de bulbes de I'asphodelus contre 'hémolyse des globules rouge déduite par une

solution hypotonique assemblée a une chaleur (figure 44).
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100,00
()
90,00
2 ) 8395
o 80,00 7
e ’ 71.56 6 y 6
‘@ 70,00 65,40 5 86,21
= 59,72 |
— 60,00 55,49 6,81
g 49,06 50,53
< 50,00
g 40,00 062 35,91 3749 6 96 5
Q 30,00 3 16 5,97 8 29 _T_26 3
< s Iy BN
= 20,00
e 10,00
O\O )
0,00
400 800

Concentratlon en ug/ml

Figure 45 : histogramme montre les pourcentages de protection des hématies vis-a-u
stress osmotique et thermique en fonction des concentrations.

Selon Vidhya et Udayakumar (2016), I'exposition des globules rouges a la
chaleur et au liquide hypotonique provoque une lyse membranaire avec hémolyse et

oxydation de I'hémoglobine.

D’aprés les résultats obtenus on a trouvé un effet protecteur maximal de
75,50% + 1,69 de I'acide gallique a une concentration de 200 pg/ml et diminue a
partir de 400 pug/ml, dans la concentration 800 pg/ml il va prendre le taux d’inhibition
de 68,83% % 0,59.
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On a vu encore que les trois extraits présentent des effets inhibiteurs
d’hémolyse des globules rouges proches aux concentrations de 6,25 pg/ml a 800
pg/ml. Dans la concentration de 800 pg/ml, I'efficacité de I'extrait acétate d’éthyle Ext
D (83,95% + 0,54) par la stabilisation de la membrane des érythrocytes est
supérieure a celle de I'extrait n-butanolique Ext E et I'extrait de bulbes Ext F (76,05%
+ 0,71 et 70,76% =+ 3,51 respectivement). Par ailleurs, le traitement des érythrocytes
par I'acide gallique présente une inhibition d’hémolyse évidemment supérieure a
celle obtenue avec les trois extraits de la concentration 6,25 a 400 pg/ml, mais a la
concentration 800 pg/ml les trois extraits présentent une efficacité plus grande a celle
de l'acide gallique (68,83% = 0,59). Ce qui montre que les trois extraits sont des
bons protecteurs des membranes avec une légére priorité de l'extrait d’acétate
d’éthyle.
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Les algériens depuis l'antiquité utilisaient les herbes médicinales au quotidien
dans la gastronomie et dans la pharmacologie traditionnelle et les utilise comme
remeéde pour soigner de divers maladies et infections. Cependant des tests in vitro
sont nécessaires pour confirmer l'utilisation de ces espéces dans la pratique

médicinale.

A partir de nos études et en basant sur nos résultats qui montrent que I'extrait
d’acétate d’éthyle d’Asphodelus présentent une activité antioxydante significative et

une l'activité anti-inflammatoire puissante qui est dose-dépendante.

Ces études seront poursuivies aussi bien sur le plan chimique et pharmacologique
afin d’isoler et de caractériser les principaux composés chimiques impliqués dans
I'activité antioxydante et anti inflammatoire qui permettront une prévention de

certaines maladies chroniques.

L’activité antioxydante des différents extraits d’Asphodelus a été testée selon
les cing méthodes suivantes : piégeage du radical libre DPPH, pouvoir réducteur
(FRAP), réduction par la formation du complexe Fe*>-phénanthroline, piégeage de

'ABTS, Méthode des nanoparticules d’argent (Silver-nano-particules).

La meilleur capacité antioxydante a été observée sur I'extrait d’acétate d’éthyle
dans la plupart des tests, Par contre I'extrait des bulbes est le plus faible par rapport

aux autres.

Alors que dans les activités anti-inflamatoires in vitro qui montrent que la
meilleur capacité anti-inflammatoire a été observée chez I'extrait d’acétate d’éthyle

avec un taux d’inhibition d’hémolyse de 83,95% * 0,54.

Une trés faible activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase dans le test anti-

Alzheimer observait de I'extrait acétate d’éthyle.

L’Asphodelus devant le test de toxicité et cytotoxicité, I'extrait acétate d’éthyle
ne posséde pas d’aspect toxique, par contre les extraits des bulbes et n-butanolique

et bulbes ont une possibilité de la présence de toxicités.
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"Ext D (ICso =10,4740,53 pg/ml).  —

- Ext E (ICs0 =59,13£1,23 pug/ml).

- Ext F (ICso=157,11%4,23 pg/ml).

- Ext D (1C5p=9,29%0,87 pg/ml). )

- Ext E (IC50=48,92+0,84 ug/ml).

L Test de DPPH

— Test de 'ABTS

-ExtF (IC5,=89,34%5,65 pg/ml).  _J

- Ext D (Aos=73,91£1,66 pug/ml). 7

- Ext E (Aos= 89,67+1,81 pg/ml).

- Ext F (Ags >200 pg/ml). _

- Ext D (A0 5<3,125 pg/ml).

- Ext E (Ap5=6,26%0,10 pg/ml).

- Ext F (A05=19,39+1,46 ug/ml).

- Ext D (A05=74,0318,38 pug/ml). .

- Ext E (Ao >400 pg/ml).

— Test de FRAP

— Test de phénanthroline

L Test de SNP

- Ext F (Ag5=399,57+3,26 pg/ml).

-ExtD =>200

- ExtE = NA

- Ext F = NA

Test de toxicité :

- Ext D a une petite possibilité d’etre toxique. |

-ExtE

-ExtF

|

Test de Butyrylcholinestérase

les deux extraits présents un — Test de toxicité et cytotoxicité

pourcentage plus important

que Ext D
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Résumeé

le but de Cette étude d’évaluer les activités enzymatiques, antioxydantes, anti-
inflammatoires et les dosages de toxicité et cytotoxicité des trois extraits d'une
espece de genre Asphodelus a savoir I'extrait acétate d’éthyle, n-butanol et I'extrait

des bulbes.

Plusieurs substances de référence sont utilisées pour étudier I'activité
biologique tel que le BHA, BHT, acide ascorbique, trolox et I'a-tocophérol pour les
activités antioxydantes, Le galantamine pour I'activité enzymatique, bichromate de
potassium dans la cytotoxicité, le diclofénac et I'acide gallique dans les activités anti-

inflamatoires.

Les résultats des activités antioxydantes (DPPH, ABTS, FRAP, phénanthroline,
SNP), ont montré que l'activité la plus importante a été observée avec I'extrait
d’acétate d’éthyle avec des concentrations 1C5,=10,47+0,53 pg/ml, 1C5,=9,29+0,87
Mg/ml,  1C50=73,91+1,66 pg/ml, 1Cs50<3,125 pg/ml, 1C5=74,03£8,38 pg/ml

respectivement.

L’évaluation de I'activité anti-inflammatoire in vitro par le test de protection de
la membrane du globule rouge vis-a-vis du stress osmotique et thermique utilisant le
sang des rats montre que I'extrait d’acétate d’éthyle possede une puissante activité,

avec une concentration de 83,95% + 0,54.

L'activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase par la méthode d'Ellman et al
(1961), lI'extrait d'acétate d'éthyle montre une faible activité avec un IC50 >200 pg/ml,

tandis que les autres extraits n'ont aucune activite.

Les tests de toxicité et cytotoxicité sur les larves Artemia Salina et Tenebrio
Molitor montrent que I'extrait d’acétate d’éthyle a une faible toxicité, contrairement au

deux autres extraits présentent des pourcentages légérement supérieur au dernier.

Mots clés : Asphodelus, activité antioxydante, activité enzymatique, activité de

toxicité, activité anti-inflamatoires.



Abstract

The aim of this study is to evaluate the enzymatic, antioxidant, anti-
inflammatory activities and the toxicity and cytotoxicity dosages of the three extracts
of a species of the genus Asphodelus namely the acetate extract, n-butanol and the

extract of the bulbs.

Several reference substances are used to study biological activity such as:
BHA, BHT, ascorbic acid, trolox, a-tocopherol for antioxidant activities, galantamine
for enzymatic activity, potassium dichromate in cytotoxicity, diclofenac and gallic acid

in anti-inflammatory activities.

The results of the antioxidant activities (DPPH, ABTS, FRAP, phenanthroline,
SNP), showed that the most important activity was observed with the ethyl acetate
extract with concentrations 1C5,=10.47+£0.53 pg/ml, 1C50=9.29+0.87 pg/ml,
IC50=73.91%1.66 pg/ml, 1C50<3.125 pg/ml, 1C50=74.03+8.38 pg/ml respectively.

The evaluation of anti-inflammatory activity in vitro by the osmotic and heat
stress red blood cell membrane protection test using rat blood shows that ethyl

acetate extract possesses powerful activity, with a concentration of 83.95% * 0.54.

The inhibitory activity of butyrylcholinesterase by the method of Eliman et al
(1961) the ethyl acetate extract shows weak activity with an 1IC50 >200 pg/ml, while

the other extracts have no activity.

Toxicity and cytotoxicity tests on Artemia Salina and Tenebrio Molitor larvae
show that the ethyl acetate extract has low toxicity, unlike the other two extracts with

percentages slightly higher than the latter.

Key words: Asphodelus, antioxidant activity, enzymatic activity, toxicity activity, anti-
inflammatory activity.



uidla

2 (Asphodelus) Gyl g oo Do Oladsiws S5 Lul yo (oo dag ]l
Ol oblasy buawsSY! ol slaasS LesloigSe dudlxdy doanioV! dads¥ ! aads
- i) ]I ow Il g Lot Ole > plbid  JdJiSy  ololegi I

Codlan I dods I ALYl JeolSen s -0 g Jodo] C)l_l_.l_wi O Ll S 5o

Lol dwljud dsogeldl olaSyaldl g dodsdl ol Wl s
Lidl o paSsdosd o duyysSwY! gaa> o BHT (BHA ) 1o Lyzeleas
@S adiwedl Gocelb Y el g L bdwSII ol s laaS(Jg by Ses
Lol w3 poawligadl OlagysS 5L3s ¢ eisY I blasl

Lololegs I o lasdl dhadN 1 3 daJLadl grasy ¢ JLde S oy

. FRAP (ABTS «DPPH ) 5awsY!l ololae dhisly  gless  Leas
oY olinwl plalus ge blas el hosd o (SNP (g il il
IC50 = 9.29 + .« Ju / pal,ée,Sun IC50 = 10.47 £ 0.53 o juS 0y
¢ Jo / plyeguSae IC50 = 73.91 £ 1.66 ¢ Jo / plyeg9ySun 0.87
/ plyesySue IC50 = 74.03 £ 8.38 ¢ Ju / pal,eg,San IC50 <3.125
S [ S R P

DLl ok e Sl 8 ololedi D) sbasdl blad ! a5 xbg
Soloxdl oleaYly  xalisdly slyexdl aadl o Lods s Lie dolaes
¢ Logd Lblas e Jodoy !l oliaw! plsiwe o ol Sdl as pl i by

.0.54 + 783.95 5,5

blis 4 JoSoy!l oliowl glsdws ol 4>y &u>Ellman and al (1961)
oY olalsSualdl Lo ¢ Jo / plye S IC 50> 200 ge gaixis
Sblas sl Led g

Artemia Salina oldyy de doadsnll daawlly doawll ol yLGS! yghs
e o D! gadisioe JodoY ! ool gadsSws ol Tenebrio Molitor

2_}_7.['(51; S O Lad S I

¢ ol blLas cu_,o\_“)_}_)i bliad ¢bawSY! dbas blis ‘WJWSH:éﬁ)_{_H
olegi NI s lae blas






Année universitaire : 2021/2022 Présenté par :
DJEBAILI Abderrahmane et HAMMADI Nassim

Activité antioxydante et anti-inflammatoire et toxicité et cytotoxicité d’une espéce du genre
Asphodelus

Mémoire de Fin d’'Etudes en vue de I’obtention du diplome de Master

Résumé

le but de Cette étude d’évaluer les activités enzymatiques, antioxydantes, anti-inflammatoires et
les dosages de toxicité et cytotoxicité des trois extraits d'une espéce de genre Asphodelus a savoir
I'extrait acétate d’éthyle, n-butanol et I'extrait des bulbes.

Plusieurs substances de référence sont utilisées pour étudier l'activité biologique tel que le
BHA, BHT, acide ascorbique, trolox et 'a-tocophérol pour les activités antioxydantes, Le galantamine
pour l'activité enzymatique, bichromate de potassium dans la cytotoxicité, le diclofénac et I'acide
gallique dans les activités anti-inflamatoires.

Les résultats des activitées antioxydantes (DPPH, ABTS, FRAP, phénanthroline, SNP), ont
montré que l'activité la plus importante a été observée avec l'extrait d’acétate d’éthyle avec des
concentrations 1C50=10,47+0,53 pg/ml, IC50=9,29+0,87 ug/ml, 1C50=73,91+1,66 pg/ml, IC50<3,125
pg/ml, IC50=74,03+8,38 ug/ml respectivement.

L’évaluation de I'activité anti-inflammatoire in vitro par le test de protection de la membrane du
globule rouge vis-a-vis du stress osmotique et thermique utilisant le sang des rats montre que I'extrait
d’acétate d’éthyle posséde une puissante activité, avec une concentration de 83,95% + 0,54.

L'activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase par la méthode d'Ellman et al (1961), I'extrait
d'acétate d'éthyle montre une faible activité avec un IC50 >200 pg/ml, tandis que les autres extraits

n'ont aucune activité.

Les tests de toxicité et cytotoxicité sur les larves Artemia Salina et Tenebrio Molitor montrent

que l'extrait d’acétate d’éthyle a une faible toxicité, contrairement au deux autres extraits présentent
des pourcentages légerement supérieur au dernier.

Mots clés : Asphodelus, activité antioxydante, activité enzymatique, activité de toxicité, activité anti-

inflamatoires.
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