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Introduction générale

Introduction :

La phytothérapie ou I’art de soigner par les plantes est utilisée depuis la nuit des temps par
I’étre humain. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes pour se nourrir, se
défendre, se Vvétir ou se soigner. Ces plantes ont joué un role particulier dans les anciennes
civilisations par leur vertu thérapeutique d’une part, et d’autre part, par leur utilisation en
agriculture, cosmétique, ...etc. L'utilisation de la médecine traditionnelle ne se limite pas aux
seuls pays en développement, méme dans les pays industrialisés I'application de thérapies

alternatives a considérablement augmenté durant ces dernieres décennies [1,2].

Selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), prés de 6377 especes de plantes sont
utilisées en Afrique, dont plus de 400 sont des plantes médicinales qui constituent 90% de la
médecine traditionnelle. En 2004, prés de 75% de la population africaine a eu recours aux
plantes pour se soigner et n’a pas acceés aux médicaments dits modernes, par ailleurs
I’industrie pharmaceutique elle-méme s’appuie encore largement sur la diversité des
métabolites secondaires végetaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés

biologiques inédites [3].

De nos jours, les produits naturels sont une source importante pour la recherche de nouveaux
composes actifs contre de nombreuses maladies. La valorisation de ces ressources naturelles
est devenue une préoccupation principale pour connaitre le mode d’action, les principes actifs,
et les effets secondaires de la phytothérapie sur la santé humaine [4]. L’évaluation des
propriétés antimicrobienne et anti-oxydante des plantes, notamment celles non connues et
utilisées dans la médecine populaire est tres importante car ces especes représentent une

éventuelle source de composés bioactifs [5].

L’Algérie, en raison de son climat diversifié (méditerranée, semi - aride et saharien) et la
nature de ses sols, possede une flore particulierement riche et variée en plantes aromatiques,
médicinales, toxiques et condimentaires, dont la plupart existe a I'état spontané. Cette flore
avec ses 3000 espéeces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15 % d'endémiques
[6]. Dans ce lot de plantes la famille des astéracées (composees) est largement distribuée dans
le régne végétal, est connue pour sa richesse en métabolites secondaires biologiquement actifs
comme les flavonoides, sesquiterpenes et triterpénoides. C’est dans ce contexte que s’inscrit
notre travail ayant comme objectif I’investigation phytochimique et biologique de I’espéce

Asteriscus graveolens (Forsk) dc.
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Notre travail décrit dans ce manuscrit est divisé en trois parties :

> Le premier chapitre est consacrée a une synthése bibliographique sur la famille
Asteraceae, leur répartition géographique, usages traditionnels et a une étude
bibliographique sur le genre auquel elle appartient, du point de vue composition en

metabolites secondaires et activités biologiques.

» Le deuxiéme chapitre concerne I'étude phytochimique de 1’espéce Asteriscus
graveolens (Forsk.) dc. Ce chapitre, présente les procédures relatives a I’extraction,
suivi d’un screening chimique a travers lequel une recherche qualitative a été
effectuée, ainsi que les protocoles suivis de détermination des activités biologiques
expérimentées, a savoir, l’activité antioxydante ,antifongique et la teneur en

polyphénols totaux et en flavonoides des extraits.

» L’interprétation et la discussion des résultats phytochimiques et biologiques réalisés

seront exposées dans le troisieme chapitre.

» Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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Chapitre I Rappel Bibliographique

I.1. Présentation de la famille des Asteraceae :

1.1.1. Geénéralités sur la famille des Asteraceae :

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur ; son nom
scientifique : Asteraceae a été introduit par Martynov en 1820. Le nom Compositae revient a
Giseke dés 1792[1]. C'est la famille la plus importante des Angiospermes, avec 25 000 espéces
réparties en 1600 genres [2]. Le sol algérien compte environ 109 genres et plus de 408 espéces de cette
famille [3].

La famille Asteraceae est la plus vaste du groupe des dicotylédones. Plusieurs plantes de cette
famille sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la laitue, la
chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les asters, les

rudbeckies, les gaillardes, etc.).

En effet, il a été rapporté que les fleurs et les feuilles de ces plantes possédent des propriétés
antibactériennes, antifongiques, antiviraux et anti-inflammatoires [4]. De ce fait, de

nombreuses espéces de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle.

Les principes amers (sesquiterpenes lactones), les corps insaturés, les flavonoides, les
coumarines, les polyphénols, les terpenes.., principaux constituants chimiques des Astéracéees

expliquent la diversité de leurs activités pharmacologiques [5].
1.1.2. Distribution géographique :

Les Astéracées connaissent une distribution géographique mondiale. Elles poussent dans
presque tous les types d'habitats, a I'exception de I'Antarctique [ 6 ] Elles s’acclimatent bien
aux régions tropicales et subtropicales semi-arides, a la toundra alpine et arctique et aux

régions tempérées. Elles sont en revanche, peu présentes dans la forét tropicale [7].

Figure 1.1 : Répartition de la famille des Asteraceae dans le monde [7]
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1.1.3.Description botanique :

Les Asteraceae ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en capitules, c'est-a-
dire serrées les uns a coté des autres, sans pédoncules, placées sur I'extrémité d'un rameau ou
d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales. Cette structure en
forme de coupe ou de collecte est appelé un involucré [8].

La fleur des astéracées est trés particuliére: les étamines sont soudées par leurs anthéres
déhiscentes vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situés des «brosses a pollen». La
croissance rapide du style permet un brossage du pollen et sa récupération. Une fois que le
stigmate a traversé le tube formé par les anthéres, les stigmates se déplient et exposent leur
face gluante au pollen. Il faut penser qu'a ce moment-la, du nectar est secrété.

Les Astéracées sont caractérisées par l'inflorescence en capitule. Un capitule comprend un
réceptacle commun, plat le plus souvent, sur lequel sont insérées de la base au sommet, en
ordre spiralé : d'abord des bractées stériles vertes (parfois écailleuses, a crochets ou épineuses)
formant un involucre, ensuite des petites bractées fertiles non vertes ou paillettes, axillant
chacune une fleure. L’ensemble forme une fleur composée, ce qui justifie I'emploie du mot
"Composeées" pour désigner cette famille [9,10].

Les fruits sont des akénes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus qui

favorise la dispersion des grains par le vent [11].

bractee
fertile

I~ N Chardon
sterile

Camomille

Edelweiss

Echinops

A : schémas traduisant I'évolution. B : Chardon. C :Camomille. D : Edelweiss. E : Echinops.

Figure 1.2 :Le capitule chez les Astéracées
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1.1.4.Intérét économique et usage thérapeutique des Asteraceae :

» Intérét économique :
La plupart des especes d’Asteraceae sont ornementales comme les plantes, les dahlias, les
chrysanthémes, les gerberas ....
Autres espéces oléagineuses appartenant a la famille des Asteraceae comme le carthame des
teinturiers ou le safran des teinturiers (Carthamustinctorius), le tournesol Helianthusannuus),
dont I’huile végétale extraite est a usage alimentaire, énergétique ou industriel [ 12, 13 ].
Cette famille regroupe également un grand nombre de plantes adventices (mauvaises herbes)
(chardons, par exemple) qui causent des pertes économiques pour de nombreuses cultures
[14].

> Intérét thérapeutique :
La famille des Astéraceae fournit des espéces tres importantes d’un point de vue
thérapeutique, ce qui n’est pas surprenant ¢tant donné le nombre de genres qu’elle contient.
De nombreuses especes sont utilisées en médecine traditionnelle et sont associées a un panel
d’activités thérapeutiques aussi large que la diversité de cette famille.
Les propriétés biologiques attribuées aux Asteraceae sont trés nombreuses, notamment des
propriétés antitumorale, cytotoxique, immunosuppressive, antioxydante,
antiacétylcholinestérase,  antimicrobienne, antivirale, antifongique, leishmanicide,
trypanocide, antipaludique, hépatoprotective, cytotoxique, larvicide, antiulcéreuse,
antiinflammatoire, antinociceptive, antitussive, expectorante, antidiabétique et hémolytique.
Cette liste est loin d’étre exhaustive [ 15-17 ] .
Les especes d’Astéraceae sont également trés allergénes causant des dermatites de contact.
Ces manifestations peuvent apparaitre par contact direct avec la plante ou bien par
disséminations de certaines parties séches de la plante, des poils sécréteurs, ou méme du
pollen ; mais aussi au contact des cosmétiques ou produits formulés a partir d’extraits de
plante [18].
1.2.Description botanique du genre Asteriscus :
Le genre botanique méditerranéen Asteriscus appartient a la famille des Asteraceae, les fleurs
(ou fleurons) sont groupées sur un capitule entouré d'un involucre de bractees. Elles sont de
couleur jaune, les périphériques ligulés, celles du disque central tubulées. Les feuilles,
simples, sont alternes, plus ou moins lancéolées. Les bractées, semblables aux feuilles
supérieures, se terminent par une pointe ou par une épine .

Syn=Bubonium=Buphthalmum=Nauplius=Odontospermum[19,20]
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1.2.1. Systématique :

Tableau 1.1 : Classification systématique d’Asteriscus

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement Phanerogamae (Phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae (Compositae)
Genre Asteriscus

I. 2. 2. Métabolites secondaires du genre Asteriscus :

Les études phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces du genre Asteriscus
révélent une grande richesse de ces derniéres en métabolites secondaires possédant une
diversité structurale. Les substances dominantes sont les flavonoides [21-24] et les
sesquiterpénes [25-32].

1.2.3. Utilisations et activités biologiques :

La recherche bibliographique menée sur les espéces du genre Asteriscus montre qu’elles ont
des propriétés thérapeutiques intéressantes et sont utilisées en médecine traditionnelle pour
guérir diverses maladies. Asteriscus graveolens a été utilisée dans la médecine traditionnelle
au Sahara pour traiter la fievre, les douleurs céphaliques, la bronchite, le traitement des
troubles gastro-intestinaux, la sinusite, le traitement de stérilité chez les femmes et comme
anti-inflammatoire [33,34].

Le genre Asteriscus présente un grand intérét thérapeutique, notamment comme source
naturelle de sesquiterpénes lactones et flavonoides qui sont les constituants majoritaires de ce
genre. Beaucoup d’espéces de ce genre ont fait 1’objet de nombreux travaux scientifiques
mettant en évidence des activites variées, on peut citer comme exemple: activité antifongique,

antibactérienne [35], anti-oxydante [36 -38], anti-inflammatoire [22] et cytotoxique [28 ;31].
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I. 3. Les métabolites secondaires :

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un organisme et qui
ne participe pas directement aux processus de base de la cellule vivante. Ce concept est
historiquement attribué¢ a Kossel [39], qui I’introduisit par opposition a celui de métabolites
primaires. Chez les vegétaux, ces composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de
milliers de molécules différentes, généralement rassemblées en superfamilles chimiques telles
que les polyphénols, les terpenes, les stérols et les alcaloides, etc...

Pour ce qui concerne leurs fonctions chez les plantes, les métabolites secondaires exercent un
role majeur dans ’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions
clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes, herbivores) et abiotiques
(UV, température).

D’un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus
active des composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui
qu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle
substance végétale [40].

1.3.1. Classification des métabolites secondaires :

1.3.1.1.Composés phénoliques :

Les composés phénoliques naturels comptent plus de 8000 substances chimiques comprenant
au moins un noyau aromatique, directement lié a une ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus
substituants (figure.l1.3). lls résultent biogénétiquement de deux voies synthétiques principales
: la voie shikimate et acétate [41]. Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les

tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux [42].

Groupe phényle

Anneau aromaﬁque/@

OH
Groupe hydroxyle/

+Figure 1.3 : Squelette de base des polyphénols
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1.3.1.2.Les Flavonoides :

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 9000 composés
différents [43] Les flavonoides possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de
carbones, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par un
hétérocycle en C3 [44] (Figure 1.4).

En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divises en différentes classes:

anthocyanidines, flavonol, isoflavonol, flavone, isoflavone, flavane, isoflavane, flavanol,

isoflavanol, flavanone, isoflavanones et aurone.
3'
[ 4'
o A 5
6Y
o

Figure 1.4 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits [45] et
représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation [46,47]. De nos
jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical ou on
leur reconnait des activités anti-tumorale [48], anti carcinogéne [49], anti-inflammatoire [50],

antivirale [51], antiallergique [52], anti hépatotoxique [53].

Les différentes classes sont citées dans le tableau 1.2 :
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Tableau 1.2 : Les différentes classes des flavonoides

Classes Structures chimiques Ri R2 R3 Exemples
i H OH H Apigénine

OH OH H Lutéoline
Flavones

OH OCH3 H Diosmétine

R H OH H Kaempférol
R,
O OH OH H Quercétine
Flavonols © ‘ © | R;
OH OH OH  Myrecétine
OH
H
R,
o o ‘ . OH OH H Catéchine
Flavanols ‘ | !
OH
H
e H OH H Naringénine
Flavanones o l o "
| OH OH H Eriodictyol
H

™ H OH H Pelargonidine
, ‘ B OH OH H Cyanidine
Anthocyanidines ’ ‘ S R
# “~on OH OH OH  Delphénidine

Genisteine
OH OH OH
Isoflavones

H O-Glu  OH Daidezine

1.3.1.3.Les saponosides :

Les saponines sont des molécules naturellement produites par les plantes, elles sont
structuralement composées d’un squelette porteur d’un ou de plusieurs unités de sucres. Ils
sont caracterisés par leurs propriétes tensioactives car ils se dissolvent dans 1’eau en formant

des solutions moussantes.

10
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Selon la nature de la génine, aussi appelée la partie aglycone, ces saponines sont classées en
deux groupes: génine stérordique et génine triterpénique [54]. Ils sont également classeées sur
la base du nombre de chaines osidiques. Pour cette raison, nous pouvons distinguer [55] :

» Les saponines monodesmosidiques: avec une seule chaine oligosaccharidique
généralement liée a la position C-3 de la génine.

» Les saponines bidesmosidiques: qui possedent deux chaines oligosaccharidiques liees
principalement aux positions C-3 et C-28 de la génine pour les triterpénes, et aux C-3
et C-26 pour les stéroides.

Les saponines constituent une importante classe de métabolites secondaires d’origine végétale
et animale, de masse moléculaire entre 600 a 2000 Daltons et de structure complexe

[56].

1.3.1.4.Les tanins :

Les tanins sont définis comme étant des composes phénoliques de poids moléculaires élevés.
Ces composés se situent dans les feuilles, les écorces, les racines, le bois, les fruits et
essentiellement dans les tissus de vacuoles [57].

Ils permettent de stopper I’hémorragie et de lutter contre les infections. Les plantes riches en
tanins sont utilisées pour leurs effets antidiarrhéiques, antiseptiques, anti-inflammatoire et

aussi pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou des brulures[58].

OH

OH HO OL
HO ! HO l/o M AN
5 w 9

/\ ‘ P W OH
o l _,,o?H. [ ] & | OA\/\VOH On

HO-
[ OH
OH Ro OH
Tanins condensés Tanins hydrolysables

Figure 1.5 : Structures chimiques typiques des tanins.

11
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1.3.1.5.Les alcaloides :

Ce sont des substances organiques , azotée, qui sont dérivés a partir d'acides aminés comme la
tyrosine, la lysine, le tryptophane et l'acide aspartique. Ils jouent un réle important dans la
défense des plantes contre les herbivores et les insectes.

Au niveau cellulaire, I'action des alcaloides est assez variable, certains affectent le systeme
nerveux, certains affectent la synthése des protéines, dautres affectent le transport

membranaire et les activités enzymatiques [59].

o
N 0
Lr
/N “CHs
La caféine La morphine La cocaine

Figure 1.6 : Quelque structure d’alcaloides

1.3.1.6.Les Terpénes :

Les terpénes (= Terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales, impliqués
ou non dans des fonctions métaboliques essentielles. Ils sont d’origine végétale et constituent
la source odoriférante des plantes,cette odeur est due a la libération des molécules tres
volatiles contenant 10, 15 et 20 atomes de carbone .

Du point de vue structural, les terpénes constituent une grande famille de composés
prénologues, c¢’est-a-dire d’homologues a enchainement isoprénique [60]. Ces substances
organiques font partie des métabolites secondaires, les plus répandus dans la nature [61]. En
effet, plus de 36.000 structures différentes ont été identifiées [62]. La dénomination des
différentes classes de molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprenes
constituant leur squelette. Ainsi on rencontre : monoterpéne a 10 atomes de
carbone,sesquiterpéne a 15 atomes de carbone,diterpéne a 20 atomes de carbone, tri, tétra a

30, 40 atomes de carbone etc.

12
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CH,

= CH,;

H,C

Figure 1.7 : La structure de base des terpénes (isopréne)

1.3.1.7.Les stérols :

Un stérol est un lipide possédant un noyau de stérane dont le carbone 3 est porteur d'un
groupe hydroxyle [63]. Les stérols sont des composants essentiels produits par les animaux et
les plantes. L'anneau stérol est commun a tous les stérols; les différences sont dans la chaine
latérale. Le cholestérol est exclusivement un stérol animal. Plus de 40 stérols végétaux (ou
phytostérols) ont été identifiés mais le PB-sitostérol (en particulier), le campestérol et le

stigmastérol sont les plus abondants [64].

=
= sl ‘“&Eﬁ
<4 o

Figure 1.8 : Numérotation du squelette carboné des stérols selon 1.U.P.C

1.3.1.8. Les anthraquinones :
Les anthraquinones sont des hydrocarbures aromatiques polycycliques qui se trouvent dans la
nature, chez certains animaux et plantes. L’anthraquinone est un dérivé de 1’anthracéne que la

médecine utilisé pour ses effets laxatifs dans le traitement des troubles gastrointestinaux [65].

13
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I.4.Le systeme oxydant :

1.4.1.Le stress oxydatif :

Le stress oxydatif se définit comme étant un deséquilibre profond de la balance entre les pro
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers [66] , ce déséquilibre provient soit d’une
production exagérée d’agents oxydants, soit d’une altération des mécanismes de défense [67].

Lors d’un stress oxydant, les ERO non « détoxiquées » par le systéme antioxydant attaquent
et endommagent les macromolécules par une oxydation directement a leur contacte contenues
dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN [68].

Le stress oxydatif est I'un des principaux facteurs de risque des maladies cardiovasculaires.
Au niveau cellulaire , il se produit en raison de la libération de radicaux libres par les muscles
lisses endothéliaux et les cellules vasculaires et ¢’est I'un des principaux facteurs pathogénes

dans le développement des maladies cardiovasculaires .

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO
Caroténoides

OXYDANTS
0,°, OH®, '0,, H,O,
°NO, ONOO"

HOCL
LOO®, LOOH

Figure 1.9 : Désequilibre Antioxydant [68].

1.4.2. Radicaux libres :

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non appariés, ce

qui le rend extrémement réactif. L'ensemble des radicaux libres et leurs précurseurs est

souvent appelés espéces réactives de I'oxygene (ERO) [69].

1.4.2.2. Nature des radicaux libres :

Les especes réactives d’oxygeéne (ERO) et les especes réactives d’azote (ERA) comportent :
» Des espéces radicalaire : comme le radical super oxyde (02 ), hydroxyle (OH"),

peroxyde (RO2 *), hydro peroxydyle (HO2 ), alkoxyle (RO" ), peroxyle (ROO"),
oxyde nitriqgue (NO* ), dioxyde de nitrogéne (NO2 ° ) et le peroxyle d’hydrogéne
(LOO)

14
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» Des espéces non radicalaires: appeler aussi oxydants comme le peroxyde
d’hydrogene (H202), I’acide hypochlorique (HOCI), I’ozone (O3), I’oxygene singlet
( -102), peroxynitrate (ONOO— ), ’acide nitrique (HNO2), trioxyde di nitrogéne
(N203), peroxyde lipidique (LOOH) [70].

1.4.2.3 Génération des radicaux libres :
Les radicaux libres peuvent étre formés a partir de substances endogene et exogene.
Différentes sources de radicaux libres sont citées comme suit :

+ Les neutrophiles et les macrophages durant I’inflammation

+ Les rayons UV, les rayons X, les radiations gamma et les micro-ondes
+ Durant les réactions de transport d'électrons dans les mitochondries
*

Le cytochrome oxydase mitochondriale, la xanthine oxydase, et par la peroxydation

lipidique ;
+ Le métabolisme de ’acide arachidonique, ... etc .
+ L’interaction avec les produits chimiques, les échappements d'automobiles et la Fumé

de cigarette ;
+ La carbonisation de la matiére organique pendant la cuisson, les feux de forét et les
activités volcaniques ;
+ Les effluents industriels, les produits chimiques en exces, la consommation des
produits alcooliques et certains médicaments, certains pesticides et herbicides, certains
ions métalliques, toxines fongiques et xénobiotiques [71-73].
1.4.3. Antioxydants :
1.4.3.1. Définition des antioxydants :
Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméne d’oxydation.
Cette définition peut étre élargie et le terme "antioxydant™ englobe ainsi toutes les substances
qui protegent les systemes biologiques contre les effets déléteres des processus ou réactions
qui engendrent une oxydation excessive [74].
1.4.3.2. Classification des antioxydants :
Deux ensembles de défenses antioxydantes protegent les systemes biologiques de I'effet
toxique des ERO, I'un basé sur des antioxydants non enzymatiques, et lI'autre sur des

enzymes.

15
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A. Systémes antioxydants non-enzymatiques : Trois types d’enzymes antioxydantes sont
mis en ceuvre pour la destruction des espéces réactives de 1’oxygene ; le superoxyde
dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase. Les trois enzymes sont presentes dans le
cytoplasme, le milieu extracellulaire et la mitochondrie. Ces enzymes jouent un réle tres
important dans le maintien de la santé.
B. Systémes antioxydants enzymatiques :
%+ Systémes antioxydants endogenes:
synthétisés de maniére intracellulaire incluent de nombreux thiols dont le majoritaire est
le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir in vitro, avec
les radicaux OH*, RO2°, RO"...etc. [75].
%+ Systémes antioxydants exogeénes :
Ce sont des antioxydants naturels capables ide prévenir les dommages oxydatifs.
Parmi les antioxydants naturels de faible poids moléculaire, on peut citer les plus
connus et les plus importants ci-dessous :
+ Acide ascorbique (vitamine C).
+ Tocophérols (dont la vitamine E).
+ Caroténoides.

+ Les polyphénols [76].
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Chapitre 1 Matériel et méthode

I1.1. Etude phytochimique de I’espéce Asteriscus graveolens :

Il. 1. 1. Description botanique :

Asteriscus graveolens ( Forsk .) Dc. est un sous-arbrisseau de 20-50 cm, a écorce crevassée et
blanche dans les parties agées. Rameaux trés étalés naissant peu au-dessous des capitules.
(figure 11.1). Les capitules médiocres a ligules a peine plus longues que les fleurons. Involucre

a bractées externes linéaires-aigués, les intérieures oblongues.
Feuilles : les feuilles sont verte pale étroites et profondément découpées tres velues.

Fleurs : Les fleurs grands capitules jaunes; écailles du réceptacle allongées et dures,
dépassant longuement les achaines, ceux-ci en cone renversé, arqués, velus, a quatre cotes trés

saillantes, tronqués au sommet et a aigrette remplacée par une couronne de quatre écailles

membraneuses déchiquetées. [1-3].

Figure 1.1 : Asteriscus graveolens (Forsk.) Dc

11.1.2. Noms Vernaculaires :
Negued, Tamayout,tafss

11.1.3. Synonymes :

Bubonium graveolens ( Forsk .)
Buphthalmum graveolens Forsk.)

Nauplius graveolens ( Forssk. ) [1, 4,5].
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Il. 1. 4. Répartition géographique:

C’est une plante saharienne-sindienne diffusée dans tout le nord-africain, le Sahara central et
septentrional, en Egypte et dans le désert des régions asiatique. Tres commune dans le Sahara
algérien, dans le Hoggar, situ¢ dans la province de Tamanrasset (sud de I’Algérie), I’espéce
est fréquente dans les savanes désertiques, limoneux sablonneux et caillouteux oueds et aussi

sur les montagnes rocheuses jusqu'a 2800 metres d’altitude [6,7].

— ”T\ \ o ¥
!K \ / P ALGERIA

i TAMENRASSET

Ho’r

MALI L NIGER

Figure 11.2: Répartition géographique d’Astériscus graveolens (Forsk.) Dc

11.1.5.1a systématique :

Reégne Plantae
Embranchement Spermatophytes

Sous Embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Astéridae

Ordre Astérales

Famille Astéraceae

Sous famille Asteroideae

Genre Asteriscus

Espéce Asteriscus graveolens
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11.1.6. Protocole expérimental :

11.1.6.1. Récolte de la matiere végétale :

La plante a été récoltée de la région de Biskra , L’espéce a été séchée dans un endroit sec et
aeré, a labri des rayons solaires les parties aériennes broyées (feuilles et fleurs) sont pesées
(m=500g).

11.1.6.2. Extraction de la matiere végétale :

Le matériel végétal de masse 500g, subit une macération dans un mélange hydroalcoolique
(Ethanol/Eau ; 80 : 20 ; v/v) pendant 48 heures & température ambiante. Le premier extrait
récupéré est concentré sous pression réduite a une température modéré (environ 35 °C). La
macération est répétée 4 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas de 48
heures. Les quatre extraits hydroalcooliques récupérés sont réunis et concentrés. A la solution
obtenue, on ajoute de l'eau distillée (a raison de 400 ml d'eau distillée pour 1kg de matiére

séche). La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour

décantation. Cette derniere permet le dépdt de la chlorophylle, des cires, du sable, etc....

Apres filtration on obtient une solution aqueuse. Cette phase aqueuse subit une extraction de

type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par I'éther

de pétrole, puis le chloroforme, puis I’acétate déthyle et en dernier le n-butanol. Les extraits

obtenus sont évaporeés a secs puis peses.

Figure 11.3: les étapes d’extraction.
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Les quatre phases organiques ainsi obtenues sont concentrées a sec sous pression réduite

donnant les extraits correspondants dont les masses et les rendements évalués par rapport au

poids du matériel végétal sec sont reportés dans le tableau 1.1 .

Tableau I1.1. : Rendements des extraits.

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement (/)
Ethér de pétrole 0.1 0.02
Chloroforme 1.2 0.24
500g Acétate d’éthyle 2.3 0.46
n-butanol 4 0.8

Les différentes étapes de cette extraction sont récapitulées dans le schéma I1.1.
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Matiere végétale

Extait

*Macération a froid pendant 48h dans un

mélange EtOH /H20 (80 : 20 ; v/v) 4fois
{ ‘ (48h)
/ *Filtration

Hydroalcolique

(t=35°c)
¢ Dilution avec 200 ml de H20
distillée
* Filtration
Filtrat
* Extraction par I’Ether de pétrole (1 fois)
» Décantation
Phase Phase
aqueuse organique
‘ » concentration a t =35°
Extrait Ether de
pétrole
« Extraction par CHCI3 (3 fois) Phase 0.1g
» Décantation organique
* concentration a t =35°
Extrait chloroforme
m=1.29
* Extraction par I’AcOEt (3 fois) Phase_
* Décantation organique i
e concentration a t =35°
Extrait AcOEt
m= 2.39
* Extraction par le n Phase
butanol (3 fOiS) organique
» Décantation . concentration a t =60°c
Extrait n-

* concentration non a sec

butanol m=4g
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11.1.7. Etude des extraits :
11.1.7.1 Chromatographie sur couche mince (TLC) :

Une plaque de chromatographie sur couche mince (TLC, CCM en frangais) se compose d’un
support, en aluminium ou en verre, sur lequel a été¢ étendue une fine couche d’un milieu
désorption (ex. la silice) comme phase stationnaire. Ces plaques sont plongées dans une phase
mobile (éluant). Cette derniere est généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants,
adapté au type de séparation recherché. Les composes déposés a environ 1 cm du bas de la
plague sont alors humectés et dissous par la phase mobile qui progresse par capillarité le long

de la phase stationnaire [8].

front du solvant

cuve a chromatographie

plaque CCM

9¢—3¢—3%¢— ligne de dépot

éluant

Figure 11.4: Chromatographie sur couche mince.

Nous avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée
sur une feuille d’aluminium des extraits acétate d’éthyle et n-butanol, la meilleure séparation

a été obtenue avec le systéme de solvant CHCI 3/MeOH dans les proportions (9:1)..
11.1.7.2.Screening chimique :

Le screening phytochimique est un test qualitatif qui permet de mettre en évidence des
composés chimiques qui se trouvent dans un produit végétal donné. Ces composés sont
divisés entre métabolites primaires et secondaires. La présence de ces derniers est testée par la
formation d’un précipité et/ou changement de coloration du milieu en utilisant des réactions
en solution a I’aide de réactifs spécifiques. Le but final de I'étude des plantes médicinales est
souvent d'isoler un ou plusieurs constituants responsables de l'activité de la plante. De ce
point de vue, les techniques générales de screening chimique peuvent étre d'un grand secours.

Ces techniques permettent de déceler, la présence des produits appartenant a des classes de
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composés physiologiquement actifs ; notamment les huiles essentielles, les stérols et
triterpénes, les caroténoides, les alcaloides, les coumarines, les flavones aglycones, les
stéroides, les anthracénosides, les flavones glycosides, les tannins, les amines oxydées et les
saponosides. Le nombre de ces classes est important et il ne peut étre Vérifié la présence de

chacune qu’avec le screening chimique [9].
A)Test des flavonoides :
> Test de Shinoda:

Une petite quantité de I’extrait a été dissoute dans 5 ml d’éthanol a 95%(v/v) puis traitée avec
quelques gouttes d’acide chlorhydrique HCI concentré et 0.5g de coupeau de magnésium.
L’apparition d’une couleur rose ou magenta en 1 ou 2 min indique la présence des flavonoides

[10].
B) Test des saponosides :
» Test a la mousse :

On a dissout quelques milligrammes de chaque extrait dans 1 ml d’eau et quelques
milligrammes de bicarbonate de sodium placés dans un tube a essai, on a agité
vigoureusement, on a laissé reposer le tube pendant 10 minutes, la persistance de mousse

aprés 10 minutes indique la présence des saponosides.

C)Test des sucres :

D’une maniére générale, le terme sucre est souvent utilis€ pour désigner les glucides ; par

exemple, le glucose est qualifié de « sucre simple » et I'amidon de « sucre complexe » [11].

Dans un tube a essai, on a ajouté 1 ml du réactif de Fehling a 1 ml de I’extrait dissout dans 1
ml de Méthanol. On a incubé le mélange pendant 8 minutes dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des sucres.
D) Test des tanins :

On a ajouté a 1 ml de chaque filtrat, quelque goutte de solution de FeCI3 diluée a 5% dans

I’éthanol 90%. L’apparition d’une coloration verte indique la présence des tanins.
E)Test des alcaloides :

» Test de Wagner :
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Avant de faire le test de Wagner le filtrat a été préparé par ’ajout de quelque mg de chaque
extrait dans 5 ml de HCI (1.5%), ensuite filtrer, ces filtrats sont utilisés pour détecter la
présence des alcaloides. 1,7 g d’iode avec 2 g d'iodure de potassium sont dissous dans Sml
d’eau et complétés avec 1’eau jusqu'a l'obtention de 100 ml de solution. Le réactif de Wagner
est ensuite ajouté au filtrat de test. L’apparition dun précipité brun indique la présence

d'alcaloides [12].
F)Test des terpénes :

La mise en évidence des terpenes est fondée selon la réaction de Lieberman-Burchard. On a
additionné a chaque extrait 0,5 ml d’anhydride acétique et 0,5 ml de chloroforme, apres
dissolution, on a transféré les solutions dans des tubes & essai auxquels on a ajouté 1 ml
d’acide sulfurique concentré. La réaction est effectuée a froid. La formation d’un anneau
rouge brunatre ou violet, avec coloration de la couche du surnageant de vert ou de violet,

traduit la présence des terpénes [13].
G)Test des stérols :
» Test de Salkowski:

La détection des stérols est fondée selon la réaction de Salkowski, Quelque mg de I’extrait est
mis dans 2 ml de chloroforme, ensuite on ajoute 2 ml d’H2SO4 concentré dans le tube a essai.
On le secoue et on le laisse quelques minutes L ’apparition de la couleur rouge dans la couche

chloroforme indique la présence des stérols [14].
H)Test des anthraquinones :

On a dissout quelques milligrammes de chaque extrait dans 1 ml du mélange éther de
pétrole/chloroforme (1:1, v/v). On a traité la solution obtenue avec 1 ml de soude NaOH

(10%). L’apparition de la couleur rouge indique la présence des anthraquinones [15].
I)Test des protéines :
> Test de Biuret

On a mis quelques mg d’extrait dans I’eau et on a ajouté 1ml de sulfate de cuivre (CuSQOa)

4%, si la couleur violet claire a rose apparait cela indique la présence de protéine [16].
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11.2. Etude biologique :

11.2.1. Dosage des polyphénols totaux :

La teneur en composés phénoliques des extraits acétate d’éthyle et n-butanol d’Asteriscus
graveolens a été determiné en utilisant le réactif de Folin-Cioclateu selon la méthode de
Singleton et al [17] ou le réactif se réduit dans un milieu alcalin en oxyde de tungsténe et de
molybdéne donnant une couleur bleue en présence de polyphénols. L’intensité de la couleur

est proportionnelle aux taux des composés phénoliques contenus dans 1’échantillon analysé.

Deux cent ciquante p de I’extrait (1mg/ml) a ét¢ mélangé avec 1250 p de réactif de Folin-
Ciolcalteu . Aprés cinque min, 1000 pl de carbonate de sodium (Na2C03) sont additionnés ;
Le mélange a été agité, l'absorbance a été mesurée a 760 nm aprés 2h d’incubation a
température ambiante. L’acide gallique (5 - 500 pg/ml) est le standard utilisé¢ pour établir la
courbe d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux des extraits

est calculée.

Tous les tests ont été effectués en triplicats et la concentration en contenu phénolique a été
calculée et exprimée en pug d'équivalent d'acide gallique par mg d'extrait (GAE pg / mg

d'extrait) .

250 pl de I’extrait

1250ul de folin- J l

Ciocalteu
5min Incubation min a
température ambiante
l 1000ul carbonate
de sodium

Incubation 2h a
température ambiante

1

Lecture a 760 nm

Shéma 11.2 : Shéma récapitulatif du dosage des polyphénols totaux
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11.2.2. Dosage des flavonoides totaux :

La détermination des flavonoides totaux des extraits acétate d’éthyle et n-butanol d’Asteriscus
graveolens a été estimée par la méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium qui forme un

complexe jaune avec les flavonoides [18].

Pour un volume de 1 ml d'échantillon on ajoute 1 ml de la solution méthanolique d'AlClIz
(2%). Aprés 1 heure d'incubation & température ambiante, I'absorbance a été mesurée a
415nm. Le contenu flavonoides totaux a été calculé en pg d'équivalent de quercétine (QE) par

mg d'extrait .

1 ml de ’extrait

1 ml de trichlorure

i . d’aluminium a 2%
Incubation 1h a

température ambiante

Lectur a 415 nm

Shéma 11.3 : Shéma récapitulatif du dosage des flavonoides totaux
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11.2.3. Evaluation de I’activité anti-oxydante :
11.2.3. 1. Test de réduction du radical DPPH :

Durant cette étude, I’effet anti radicalaire de ces extraits est évalué in vitro par la méthode de

DPPH (2,2 diphényl-2-picryl-hydrazyle) décrite par Ohinishi [19].

La solution du DPPH (C1sH12NsOg) est solubilisée dans le méthanol absolu pour en obtenir
une solution de 0.2 mM. Dans des tubes secs, des volumes de 1 ml de chaque solution
meéthanolique de notre échantillon a différentes concentrations (1000 - 500 - 250 - 125 - 62.5 -
31.25 pg/ml) sont ajoutés a 1 ml de la solution méthanolique du DPPH. Parallelement, un
contrdle négatif est préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 1ml de la solution
méthanoliqgue de DPPH. Le mélange réactionnel est agité vigoureusement pendant 10
secondes. Apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante, la lecture de
I’absorbance est réalisée contre un blanc pour chaque concentration a 517 nm par un

spectrophotometre UV-Visible.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons et
pour chaque concentration le test est répété 3 fois. L’activité est définie par 1’indice de la

réduction de ’activité anti-radicalaire en pourcentage suivant la relation ci-apres :

(Abs blanc - Abs échantillon)

% Inhibition = x 100

Abs blanc
NO,
+ AH w—p OﬁN‘ + A
DPPH’ (radical libre) DPPH-H (forme réduite)

Figure 11.5: Mécanisme réactionnel du DPPH avec I’antioxydant
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11.2.3.2. Test de réduction du radical ABTS :

L’activité anti-radicalaire est également évaluée par le test de décoloration du radical cation
ABTS™ selon la technique utilisée par Khan et al . L’ABTS est dissous dans I’eau distillée a
une concentration de 7 mM. La solution du radical cation ABTS™ est obtenue en incubant
pendant 12 a4 16 h a I’obscurité et a la température ambiante un mélange a volumes égaux de
la solution mére d’ABTS avec une solution de persulfate de potassium a 2.45 mM. La
solution ABTS™ est diluée avec de I’éthanol jusqu’a une absorbance de 0.700 + 0.02 a 734
nm avant I'utilisation. Ensuite, 0.9 ml de la solution d’ABTS™ est mélangé avec 100 pl des
extraits testés ou de la référence (acide ascorbique) a différentes concentrations (1000 -500 -
250 - 125 - 62.5 - 31.25 pg/ml). Les absorbances sont mesurées a 734 nm aprés une
incubation de 10 minutes a I’obscurit¢ et a la température ambiante. Trois essais sont
effectués pour chaque concentration d’extrait testé et les résultats exprimés en Pourcentage

d’Inhibition comme précédemment décrits pour le test DPPH [20].
I1.3. Etude de I’ Activité antifongique :

L’activité antifongique a été réalisée au sein du centre de recherche de biotechnologie au

niveau du laboratoire de mycologie sous la direction de Dr. Ali Debbi.
11.3.1 Préparation du milieu PDA:

C’est le milieu de culture le plus largement utilisé pour cultiver des mycétes qui attaquent les
plantes vivantes ou la matiere organique végétale en décomposition , I’infusion de pomme de
terre est préparée en faisant bouillir dans I’eau 200 g de pomme de terre tranchées pendant 20
minutes puis en laissant décanter le bouillon obtenu apres 1’avoir filtré . Le volume de 1000
ml est complété par I’eau distillée, puis 20 g de dextrose sont ajouté et 16,5 g d’agar en

poudre avant une stérilisation par autoclave a une température de 120°C et une pression de 1

bar pendant 2 min [21].

Figure 11.6 : préparation du Milieu PDA
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11.3.2. Procédure :

Trois champignons phytopathogénes, a savoir : Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL),
souche 4287, Botrytis cinerea et Alternaria sp, seront testés pour la toxicité des champignons

en évaluant I’inhibition de la croissance mycélienne des agents phytopathogénes .

L’activité inhibitrice des différents composés, sur la croissance mycélienne des trois agents
phytopathogenes, est déterminée en mesurant la croissance radiale du champignon sur milieu

PDA (pomme de terre, dextrose, agar), contenant le complexe a tester.

Ainsi, un volume de 1 ml de solution de DMSO contenant 5 mg du produit lyophilisé a été
ajouté a 100 ml de milieu PDA a 60°C. Préalablement stérilisé puis distribué dans 4 boites de
Pétri. De méme, 1 ml de DMSO a été ajouté a 100 ml de milieu PDA et a été considéré
comme un témoin positif. Le témoin négatif contient le milieu PDA sans aucun autre
produit[22].

Expérimentalement, un disque de 5 mm de diamétre est prélevé sur une jeune culture
fongique et se dépose de maniere aseptique au centre de la boite de Pétri contenant le milieu
PDA et le produit a tester. L’expérience est répliquée 4 fois pour chaque traitement. Apres 6
jours d’incubation a 25°C, la croissance mycélienne de 1’agent phytopathogene est mesurée a
I’échelle millimétrique. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition de la
croissance de chaque champignon par chaque produit par rapport au diamétre moyen des
colonies de chaque champignon cultivé dans le milieu témoin. Ainsi, 1’activité d’inhibition a

été exprimée en pourcentage et calculée selon la formule :

I=(C-T/C) x 100

Ou I = taux d’inhibition en %

C = croissance radiale de I’agent phytopathogéne en mm sur milieu PDA avec DMSO

(témoin)

T = croissance radiale, en mm, de 1’agent phytopathogéne sur milieu PDA contenant le

complexe a tester.

Pour identifier la concentration inhibitrice la plus faible, I’essai a été répété avec 2,5 mg/ml,

1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml et 0,312 mg/ml de solvant au lieu de 5 mg/ml de solvant. Si le
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méme résultat a été obtenu, cela signifie que la concentration seuil d’efficacité peut étre

inférieure.
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I11.1. Screening chimique :

Le screening chimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires dans notre espéce étudiée. La détection de ces derniers est basée sur des essais de

solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de coloration.

Afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains métabolites secondaires, nous
avons élaboré des tests physico-chimiques qualitatifs spécifiques fondés sur des réactions de
coloration et de précipitation sur les deux extraits (acétate d’éthyle et n-butanol) de la plante
Asteriscus graveolens. Les résultats rassemblés dans le tableau sont obtenus aprés la
réalisation des tests phytochimique des extraits, selon les protocoles cités dans la partie

précédente.

Les résultats obtenus sont évalués comme suit :
+++ : Fortement positif.

++ : Moyennement positif.

+ : faiblement positif.

- . negatif.

Tableau Il1. 1 : Les résultats du screening chimique d’Asteriscus graveolens

n- butanol Acétate d’éthyle
Flavonoides +++ +++
Saponosides +++ ++

Sucres - -
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Tanins - +
Alcaloides - -
Terpénes + +
Stérols +++ ++
Anthraquinones | + +
Protéines - -

D’apres les résultats obtenus, on constate que les extraits de la plante étudié¢e different dans
leurs constituants chimiques.

Le screening phytochimique des deux extraits de la plante révéle la présence des saponosides,
Anthraquinones, flavonoides, stérols et terpénes. Tandis que les tanins se présentent
uniquement dans ’extrait d’Acétate d’éthyle. Une absence totale des protéines, sucres et des
alcaloides dans les deux extraits.
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Ces résultats montrent que la plante posséde une variété de groupes chimiques. Or, il est
connu que la majorité de ces groupes posseédent des activités biologiques diverses. 11 s’agit
notamment du groupe de composés polyphénoliques tels que les flavonoides qui sont connus
pour leurs activités anti-inflammatoires, antioxydante et antiallergiques [1].

Les anthraquinones ont des proprietés laxatives [2].Vu leur existence dans les deux extraits, la
consommation de ce dernier peut avoir la capacité de traitement des troubles gastro-
intestinaux.

Les tanins qui sont utilisés pour leurs effets antidiarrhéiques [3], antiseptiques et antioxydants

[4].

I11.2. Résultats de la Chromatographie sur couche mince (CCM) :

Apres le développement du chromatogramme et apres que le front du solvant d'¢lution ait
atteint la ligne supérieure, la plaque a éte retiree, séchée, révéleée et examinée sous une lampe
UV a 365nm et 254nm afin d'avoir une idée globale des métabolites présents dans des

extraits. Le révelateur utilise est prépareé a partir de :

e 0.5ml d'anisaldehyde
e 10ml d'acides acétique
e 5ml d'acides sulfurique concentré

e 85ml de méthanol

Figure 111.1 : Plaque CCM de I’extrait AcOEt et n-butanol éluée dans le systeme
CHCIs/CHsOH (9 :1).

Selon la figure 111.1, on peut constater que l'extrait Acétate d'éthyle contient des spots plus
élevé que l'extrait n-butanol.
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111.3. Résultats des dosages des polyphénols et des flavonoides :

111.3.1. Résultats de dosage des polyphénols :

Le taux des polyphénols totaux présent dans les deux extraits a €été déterminé par
spectrophotométriec UV/Vis, La courbe d’étalonnage établie a 1’aide de différentes
concentrations de 1’acide gallique a partir d’une solution meére, a permis d’estimer la teneur en
composés phénolique de I’extrait. La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique est exprimée
en pg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ugEAG/mg d’extrait) en utilisant
I'équation [5] :

Y=0.0095x+0.1036

Avec un coefficient de détermination R2 = 0.9987. Les résultats sont illustrés ci-dessous: Les

valeurs d’absorbance d’acide gallique sont reportées dans le tableau suivant:

Tableau I11 .2 : Les valeurs d’absorbance de 1’acide gallique

Concentration 5 10 25 50 100 150 200 300
(ng/ml)
L’absorbance | 0.163 | 0.191 | 0.3599 | 05118 | 1.0821 | 1.5845 | 1.9905 | 2.9512
(nm) 2
A
3,5
3 y =0,0095x+0,1036
R?=0,9987
2,5
1]
g 2
=2
215 * A
-]
= 1 —— Linéaire (A)
0,5 ’(./0/
0 T T T T 1
0 100 200 300 400
Concentration( pg/ml)

Figure 111.2: La courbe d'étalonnage de I’acide gallique
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Les extraits obtenus de notre plante sont soumis au dosage des polyphénols, Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 111.3: Teneur en composés phénoliques

Extraits Acétate d’éthyle n-butanol

Teneurs des COMpPOSEs 209,20 +0,375 190,89 + 0,559
phénoliques (LgEAG/m(Q)

Teneurs des composes phénoliques (ngEAG/mg)

215

209,2
210

205 —

200 ——

«| Acétate d’éthyle

190,89 =|n-butanol
190 1 —

195 +——

185 - - S

180

Acétate d’éthyle n-butanol

Figure 111.3: Histogramme représente la quantité en (ug) des polyphénols dans les deux

extraits acétate d’éthyle et n-butanol.

D’apres les résultats présentés dans I’histogramme on peut constater que les extraits de la
plante étudiés, sont riches en polyphénols mais avec des quantités différentes. La figure 111.3
montre que I’extrait acétate d’éthyle possede la plus haute teneur en polyphénols (209,20
+0,375 ng EGA/mg d’extrait), suivi par I’extrait n-butanol (190,89 + 0,559 pg EGA/mg
d’extrait).

Les teneurs des polyphénols totaux déterminées ne sont pas des mesures absolues des
quantités des phénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice
relative a une capacité réductrice équivalente a I’acide gallique (EAG). Les valeurs obtenues
par la méthode colorimétrique fournie des informations directes sur la quantité des groupes
phénolique antioxydant de I’extrait qui dépend essentiellement du nombre des groupes

hydroxyles de ces derniers [6].
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Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous I’influence de divers facteurs
parmi lesquels la variété, le climat, la localisation géographique, les différentes maladies qui

peuvent affecter la plante, la maturité de la plante [7] .la température et le solvant d’extraction
[8].

Cependant, le contenu phénolique dans les deux extraits de la plante dépend également du
type d’extrait, c’est a dire de la polarité du solvant utilisé dans I’extraction. La solubilité
élevée des phénols dans les solvants polaires donne la concentration élevée de ces composés
dans les extraits obtenus en utilisant les solvants polaires pour ’extraction. Selon De Maraco
et al 2013, ’acétate d’éthyle est utilisé pour 1’extraction des formes aglycones ou mono O-
glycosides et partiellement di-o-glycosides, tandis que le n-butanol est utilisé pour 1’extraction

des flavonoides di-o-glycosides et triglycosides et C glycosides
111.3.2. Résultats de dosage des Flavonoides :

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode du trichlorure d’aluminium (AICls),
La spectrophotométrie a permis de quantifier les flavonoides dans les deux extraits de la
plante étudiée la teneur en flavonoides totaux est exprimée en microgramme équivalent de la
quercétine par mg d’extrait (ugQ/mg d’extrait).La formule de la régression linéaire de cette

courbe [9]

y =0.0206x+0.0458

Avec un coefficient de détermination R2=0,9965, Les résultats obtenus sont illustrés ci-

dessous: Les valeurs d’absorbance de quercétine sont reportées dans le tableau suivant :

Tableau I11.4. Les valeurs d'absorbance de la quercétine

Concentration 5 10 25 50 100 150
(ng/ml)

L’absorbance | 0,1023 | 1,2154 | 1,5841 | 2,1084 | 2,2139 | 3,0487
(nm)

La courbe d’étalonnage suivante montre les absorbances de la quercétine en fonction de leurs
concentrations :
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A
3.5
3 y=10.0206x+0.0458 2
25 R2=0.9965
Qo <.
=
215
2 / ® A
<1 / ——Linear (A)
0.5 /
0 T T T T 1
0 50 100 150 200
Concentration( pg/ml)

Figure 111.4 : La courbe d'étalonnage de la quercétine

Les extraits obtenus de notre plante sont soumis au dosage des polyphénols, Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau I11.5 : la teneur en composés flavonoides

Extraits

Acétate d’éthyle

n-butanol

Teneurs des composés
flavonoides (ugEAG/m Q)

115,33 £ 0,327

120,93 £ 0,202

122
121
120
119
118
117
116
115
114
113
112

Teneurs des composés flavonoides (W gEAG/m g)

120.93

115.33

-~ W Acétate d’éthyle

4 n-butanol

Acétate d’éthyle n-butanol

Figure 111.5:Histogramme représente la quantité en (ug) des flavonoides dans les deux

extraits acétate d’éthyle et n-butanol.
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La (figure II1.5) montre que I’extrait n-butanol posséde la plus haute teneur en flavonoides
(120,93 £ 0,202, ug EQ/mg d’extrait) suivie par I’extrait acétate d’éthyle (115,33 + 0,327 pg
EQ/mg d’extrait). Ces résultats confirment la richesse de la plante étudiée en flavonoides
[10]. La concentration des flavonoides dans les extraits de la méme plante dépend de la
polarité des solvants utilisés dans la préparation d’extrait. Le type de standard utilisé

(quercétine, rutine) peut aussi changer les résultats [11].

I11.3.3.Activité antioxydante des extraits d’ Asteriscus graveolens :

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer ’activité antioxydante des extraits acétate
d’éthyle et n-butanol d 'Asteriscus graveolens.

111.3.3.1.Activité anti radicalaire DPPH :

L’activit¢ anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-
1picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogéne ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est
formée [12]. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance
induite par des substances antiradicalaires, ceci est expliqué par I’augmentation du
pourcentage d’inhibition. L’ inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction de
la concentration des différents extraits utilisés et du témoin I’acide ascorbique (antioxydant de

référence).
Les résultats sont exprimés dons le tableau suivant (nt= non traitait) :

Tableau I11.1: Pourcentage d’inhibition de I’activité anti-radicalaire par le test DPPH.

Concentrations pg/ml acide extrait acétate extrait n_butanol %
ascorbique % d’éthyle %
7,81 40,91 nt nt
15,62 60,69 nt nt
31,25 82,3 40,35 45,83
62,5 89,56 45,91 44,28
125 89,45 59,40 54,16
250 89,75 71,07 58,69
500 90,06 77,02 73,45
1000 90,24 79,88 79,04
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DPPH
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Figure 111.6 : Pourcentage d’inhibition du radicale DPPH en fonction de la concentration des

extraits.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que le pourcentage d’inhibition augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour le standard (I’acide ascorbique), ou pour les
différents extraits testés. Nos résultats ont révélé que I’acide ascorbique montre un effet
antioxydant tres important et atteint un effet maximal de 90.24% a 1000 pg/ml, ce qui
représente le pourcentage le plus élevé par a rapport aux extraits étudiés. A la méme
concentration, le pourcentage d’inhibition de la réduction de DPPH des deux extraits n-BuOH
et AcOEt sont atteint : 79,88 ; 79,04 %respectivement. Ces pourcentages correspondent a une
inhibition totale du DPPH reflétée par la décoloration compléte du DPPH du violet en jaune

pale.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en 1Csp, qui définit la concentration efficace
du substrat qui cause réduction de 50% du radical DPPH (couleur jaune). Plus la valeur de

ICs0 est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

Nous avons déterminés pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du
radical libre DPPH ou ICso. A partir des équations des régressions linéaires des graphes. Les

valeurs sont représentées dans la Figure 111.7
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IC50 pg /ml Test DppH

90
80 76,95

70 —
60 ———
50 —

40 16.5 [ Macide ascorbique
30 —
20 6.69 -

M extrait n-BuOH
v J B
O 1 T 1

acide ascorbique Extrait ACOEt extrait n-BuOH

M Extrait AcOEt

Figurelll.7 : Les valeurs des ICso de I’acide ascorbique et des différents extraits en pg /ml.

L’antioxydant standard 1’acide ascorbique a montré une activité¢ antioxydante trés puissante

avec une ICsode I’ordre de 6.69 pg /ml.

D’aprés les résultats présentés dans la figure les extraits acétate d’éthyle et n-butanol de
I’espéce Asteriscus graveolens ont montré une forte capacité a piéger le radical libre DPPH
avec des valeurs ICso variantes. L’extrait acétate d’éthyle est le plus active avec une ICso de
16,5 pg/ml suivi par 1’extrait n-butanol (1Cso= 76,95 g/ ml) par apport au témoin positif qui
est I’acide ascorbique (ICso= 6,69 g/ ml).

Il a été démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique, tocophérol,
flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder
I’hydrogene [13]. Les polyphénols contenus dans nos extraits sont probablement responsables

de l’activité antioxydante.

111.3.3.2.Test de réduction du radical ABTS :

Le piégeage du radical ABTS est I'un des tests les plus utilisés pour I’évaluation du pouvoir
antioxydant. Il est basé sur la neutralisation d’un radical-cation résultant de ’oxydation du
chromophore  synthétique 1’acide  2,2-azino-bis-(3-éthyllbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS™) [14].

Les résultats sont exprimés dons le tableau suivant :
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Tableau 111.2 : Pourcentage d’inhibition de I’activité anti-radicalaire par le test ABTS.

Concentrations acide ascorbique | extrait ACOEt% | extrait n-BuOH
pg/ml % %
31,25 43,55 43,08 41,18

62,5 65,28 46,27 49,15
125 83,13 56,44 54,74
250 88,64 64,74 66,61
500 89,15 82,20 73,89
1000 89,83 84,23 74,74
ABTS
100
90 o— @
80
70
60
50
40
30
20
10
0
0 200 400 600 800 1000 1200
—@— acide ascorbique AcOEt n-BuOH

Figure 111.8 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS en fonction de la concentration des

échantillons.

D’apres les résultats obtenus il semble que les pourcentages d’inhibition de I’acide ascorbique
et des extraits étudies sont proportionnelle avec la concentration, ceci confirme 1’existence

d’une activité anti oxydante pour les échantillons testés.

On a remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les extraits était inférieur
a celui de standard pour toutes les concentrations utilisées. Pour une concentration de 1000
pg/ml, I’acide ascorbique a révélé un pourcentage d’inhibition de la réduction du radical
ABTS de 89.83%. A la méme concentration, les pourcentages d’inhibition des extraits ACOEt
et n-BuOH sont 84,23 et 74,73 respectivement.

Pour une meilleure comparaison entre les deux extraits et la substance de référence acide

ascorbique, les ICso sont calculées. Les ICso obtenues sont présentées dans la figure 111.9.
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Figure 111.9 : Les valeurs des ICso de I’acide ascorbique et des différents extraits en pg /ml.

Pour le test ABTS, I’extrait acétate d’éthyle révele un pouvoir antiradicalaire plus important

que I’extrait n-butanol avec 1Cso = 22,08 et 84,47 ug/ ml respectivement.
Cette bonne activité anti-oxydante de ’espéce étudiée est expliquée par la richesse de cette

plante en composés phénoliques particulierement les flavonoides qui sont des composants

antioxydants puissants

I11.3.4. Activité antifongique des extraits d’ Asteriscus graveolens :

Les zones d’inhibition observées autour des disques imprégnés des différents extraits étudiée

apres 6 jours d’incubation a 25°C sont présentées sur les figures 111.10.

Le tableau rapporte les résultats du pouvoir antifongique des différents extraits vis-a-vis de la

souche fongique par la méthode de diffusion en milieu gélose.

Tableau 111.8:Résultats d'activité antifongique

Souches D (mm)
fongique testées

Extrait acétate d’éthyle Extrait n-butanol

Concentrations | 1000 500 250 1000 500 250
pg/ml
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la croissance | 5,2 5,875 6,15 4,08 5,025 53
radiale (T) de

I'agent
phytopathogene
INH % = (c-t/c) | 19,38 8,91 4,65 36,74 22,09 18

x 100

Figure 111.10 : Activité antifongique des extraits n-BuOH, AcOEt de L’espéce Asteriscus

Les résultats obtenus ont montré que I’extrait butanolique a produit des zones d’inhibitions
plus grandes que l’autre extrait acétate d’éthyle. On peut expliquer ces résultats par la
différence de composition entre les deux extraits. Le n-butanol permettant une meilleure

extraction de composés polaires ; Ce qui indique que I’activité antifongique dépend aussi

Fxtrait AcOFt

graveolens respectivement.

de plusieurs facteurs tels que le type du solvant utilisé pour ’extraction.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours une source inépuisable des molécules bioactives
ayant montré leur efficacité dans le traitement de diverses maladies et restent la source

prédominante de médicaments pour la majorité de la population mondiale.

Le présent travail a été consacré a I’étude phytochimique et biologique de I’espéce végétale
Asteriscus graveolens appartient a la famille Asteraceae connue pour sa richesse en divers
métabolites secondaires d’un grand intérét biologique, ainsi que pour la bonne réputation de

’utilisation de cette plantes dans la médecine traditionnelle locale.

L’investigation phytochimique a débuté par la macération hydroalcolique des parties
aériennes, suivie de I’extraction liquide-liquide par divers solvants a polarité croissante ont
conduit a préparer plusieurs extraits organiques a savoir éther de pétrole, chloroforme acétate

d’¢éthyle et n-butanol.

Le screening phytochimique effectué sur les extraits acétate d’éthyle et n-butanol a montré la
richesse de cette plante en métabolites secondaires notamment les flavonoides, les stérols,

les tanins, les saponosides et les terpenes.

La quantification des composés phénoliques et flavonoides totaux a été determinés par les
méthodes colorimétriques de Folin-Ciocalteu et trichlorure d'aluminium respectivement, les
résultats ont révélé la présence des quantités importantes en polyphénols dans les deux
extraits avec une teneur élevé dans I’extrait acétate d’éthyle. Pour ce qui est des flavonoides

totaux, les résultats montrent que 1’extrait n-butanol a représenté la teneur la plus élevée .

L’activité antioxydante des extraits AcOEt et n-BuOH de I’espéce Asteriscus graveolens a été
évaluée par les méthodes du DPPH et ABTS. Les résultats ont montré que les extraits testés
possedent une bonne activité antioxydante grace a sa composition riche en flavonoides et

polyphénols, révélée par le dosage des flavonoides et des polyphénols totaux.

L’évaluation de D’activité antifongique des deux extraits nous a montré que [I’extrait

butanolique a produit des zones d’inhibitions plus grandes que I’extrait acétate d’éthyle.
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Résumé :

Le présent travail a porté sur I’investigation phytochimique et biologique de I’espéce
Asteriscus graveolens (Forsk.) dc. appartient a la famille Asteraceae. Cette derniére est
connue pour sa richesse en divers métabolites secondaires possédant un grand intérét
thérapeutique. Un screening chimique effectué sur les extraits AcOEt et n-BuOH a révélé la
présence de plusieurs groupements chimiques tels que les flavonoides, les stérols, les tanins,

les saponosides et les terpénes.

La quantification des polyphénols et des flavonoides totaux des extraits acétate d’éthyle et n-
butanol d’Asteriscus graveolens a été déterminées par des méthodes colorimétriques, Folin-
Ciocalteu et trichlorure daluminium respectivement. Les résultats obtenus ont montré la

richesse de cette plante en polyphénols et en flavonoides.

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée par la méthode du piégeage du radical libre
DPPH et celle de I’ABTS, en utilisant l'acide ascorbique comme standard. Les résultats ont
montré que l'extrait d'acétate d'éthyle présente I'effet le plus puissant par rapport a I'extrait n-

butanol dans les deux méthodes testées avec des (1Cs0=16,5 et 22,08 pg/ml).

L’évaluation de ’activité antifongique des deux extraits nous a montré que I'extrait n-butanol

a une meilleure capacité antifongique que I’extrait acétate d’éthyle.

Mots clés : Asteriscus graveolens (Forsk.) dc. Asteraceae, flavonoides, stérols, tanins,

anthraquinones, activité antioxydante ,activité antifongique.



Abstract:

The present work focused on the phytochemical and biological investigation of the species
Asteriscus graveolens (Forsk.) dc. belongs to the family Asteraceae. This last one is known
for its richness in various secondary metabolites of great therapeutic interest. Chemical
screening of AcOEt and n-BuOH extracts revealed the presence of several chemical groups

such as flavonoids, sterols, tannins, saponosides and terpenes.

The quantification of polyphenols and total flavonoids in ethyl acetate and n-butanol extracts
of Asteriscus graveolens was determined by colorimetric, Folin-Ciocalteu and aluminium
trichloride methods respectively. The results showed that this plant is rich in polyphenols and
flavonoids.

The antioxidant activity of the extracts was evaluated by the DPPH free radical scavenging
method and that of ABTS, using ascorbic acid as the standard. The results showed that the
ethyl acetate extract has the most powerful effect compared to the n-butanol extract in both
methods tested with (1Cs0=16.5 and 22.08 pg/ml ).

The evaluation of the antifungal activity of the two extracts showed that the n-butanol extract

had a better antifungal capacity than the ethyl acetate extract.

Key words: Asteriscus graveolens (Forsk.) dc, Asteraceae, flavonoids, sterols, tannins,

anthraquinones, terpenes, antioxidant activity, antibacterial activity, antifungal activity.
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