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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer l'effet antioxydante de I’extrait hydroalcoolique
de deux plantes algériennes Calendula suffruticosa subsp .foliosa (Batt.) - Drimia
anthericoides (Poir.), et leur mélange. A cet effet, une étude phytochimique et des tests de

I'activité antioxydante in vitro ont été réalises pour estimer ces effets attendus.

Le rendement d’extraction le plus élevé était celui de I’extrait hydroalcoolique de
melange avec 18,23%, suivi par I’extrait hydroalcoolique de Drimia anthericoides avec
16,40%, puis par I’extrait hydroalcoolique de Calendula suffruticosa avec 10,08 %. La teneur
en polyphénols totaux determinée par la méthode de "Folin — Ciocalteu”, la teneur en
flavonoides évaluée par la méthode du trichlorure d'aluminium (AICIs) et la teneur en tanins
mesurée par la méthode de vanilline, ont révelé la présence de ces composés en quantités

importantes dans les deux extraits et leur mélange.

L'activité anti-oxydante in vitro a été évaluée par quatre techniques différentes: le test
de DPPH, la réduction du fer « FRAP » le blanchissement du B-carotene et le piégeage de
H20>. Les extraits hydroalcooliques des deux plantes et leur mélange, ont montré une activité

anti-oxydante tres élevée, due a leurs richesses en composés phénoliques et en flavonoides.

Mots Clés : Calendula suffruticosa subsp .foliosa (Batt.) - Drimia anthericoides (Poir.)

- Activité anti-oxydante.



Abstract

The objective of this study is to evaluate the antioxidant effect of the hydroalcoholic
extract of two Algerian plants Calendula suffruticosa subsp .foliosa (Batt.) - Drimia
anthericoides (Poir.) and their mixture. For this purpose, a phytochemical study and an in

vitro antioxidant activity tests were carried out to estimate these expected effects.

The highest extraction yield was that of the hydroalcoholic extract of mixture with
18.23%, followed by the hydroalcoholic extract of Drimia anthericoides with 16.40%, then
by the hydroalcoholic extract of Calendula suffruticosa 10.08%. The total polyphenol content
determined by the "Folin - Ciocalteu™ method, the flavonoid content assessed by the
aluminum trichloride (AICI3) method and the tannin content measured by the vanillin method,
revealed the presence of these compounds in significant quantities in both extracts and their

mixtures.

In vitro antioxidant activity was assessed by four different techniques: DPPH assay,
FRAP iron reduction, B-carotene bleaching and H.O> scavenging. The hydroalcoholic extracts
of the two plants and their mixture showed very high antioxidant activity, due to their richness

in phenolic compounds and flavonoids.

Key words: Calendula suffruticosa subsp .foliosa (Batt.) - Drimia anthericoides (Poir.)

- Anti-oxidant activity.
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Introduction

Introduction

Tout au long de l'histoire, les plantes ont été utilisees comme aliments et agents
médicinaux, en raison de leurs propriétés thérapeutiques et nutritionnelles. Avec le
développement de la science moderne, il a été démontré que les effets phytothérapeutiques
des plantes sont liés a des composés biologiquement actifs formés par des métabolites
secondaires (Kralova et Jampilek, 2021).

Parmi ces métabolites, on distingue les terpénoides, les alcaloides et les polyphénols.
Ces derniers et principalement les flavonoides sont essentiellement connus pour leurs
nombreuses activités biologiques, parmi les quelles : leur action antioxydante, anti-

inflammatoire, anticancéreuse et antimicrobienne (Saffidine, 2015).

En outre dans ’organisme, et aussi sous 1’action de facteurs environnementaux (la
pollution, le tabagisme, les rayons UV, ...), plusieurs mécanismes biochimiques peuvent
s’activer en produisant des especes réactives de I’oxygene (ERO), qui vont, immédiatement,
submerger trés rapidement toutes nos défenses antioxydantes. Une production excessive de
ces molécules ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut desequilibrer la balance
pro-oxydante (ERO)/antioxydante. Ce deséquilibre provoque des dysfonctionnements directs
des biomolécules tel que I’oxydation de ’ADN (acide désoxyribonucléique), des protéines,

des lipides et des glucides (Belaich et al., 2015; Boujraf et Belaich, 2016).

Ainsi que les dommages oxydatifs causés par les radicaux libres peuvent étre liés au
vieillissement et a des maladies telles que I'athérosclérose, le diabete, le cancer et la cirrhose
(Meher et al., 2013).

Les composés antioxydants naturels jouent un réle important dans la réduction du
stress/7dommages oxydatif et dans I'amélioration de la fonction immunitaire en inhibant les
maladies par le piégeage des radicaux (Tan et al., 2018). D’autre part, les antioxydants
synthétiques peuvent avoir des effets néfastes sur 'hnomme et ne pas apporter de bénéfices
nutritionnels supplémentaires. C'est pour ¢a la demande d'antioxydants naturels augmente en

raison des problémes de sécurité liés aux antioxydants synthétiques (Embuscado, 2015).




Introduction

L’Algérie, par la richesse et la diversité¢ de sa flore, constitue un véritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4 000 especes et sous-especes de plantes vasculaires (Hamel,
2018), et [lutilisation correcte des plantes médicinales nécessitent des informations
scientifiques précises et une compréhension de leurs composants chimiques. Les effets
thérapeutiques des plantes sont dus aux composés chimiques qu'elles contiennent (Khare et
al., 2021).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a évaluer ’activité antioxydante de
I’extrait hydrométhanolique lyophilisé de deux plantes algériennes : Drimia anthericoides
(Poir.) et Calendula suffruticosa subsp. foliosa (Batt.) ainsi que leur mélange.

Notre étude est subdivisée en deux grandes parties, la premiere est consacrée a un
résume bibliographique contenant des informations générales sur les plantes medicinales, la

phytothérapie ainsi que le stress oxydatif et ’activité anioxydante.

La deuxiéme partie explique le matériel et les méthodes utilisés afin de réaliser nos
travaux expérimentaux in vitro passant par la préparation des extraits le screening
phytochimique, le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, et des tanins et
I’évaluation de I'activité anti-oxydantes par plusieurs tests, et on termine par une discussion

des résultats obtenus.
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Les plantes médicinales

1. les plantes médicinales
1.1. Définition

Les plantes médicinales sont I’ensemble des especes végétales posséde des propriétés
thérapeutique curatifs, ces traitement naturels phytothérapiques peuvent s’avérer dans des
nombreux cas plus économiques, plus efficaces, plus slrs que bien des médicaments (moins
d’effets secondaires), ils peuvent étre arbre, un buisson, un champignon, un légume ou une
racine.. etc (Bousta, 2011).

Aujourd'hui, I'utilisation des plantes médicinales a occupé une large place en raison de
leurs propriétés dans diverses procédures thérapeutiques, car ils contiennent des composants
actifs impliqués dans le traitement des plusieurs maladies d’une autre, ils sont également

utilisés dans la production des produits pharmaceutiques et cosmétiques (Lazli et al., 2018).
1.2. Origine des plantes médicinales
On distingue deux origines des plantes médicinales (Chabrier, 2010).

1.2.1. Les plantes spontanées

On peut designer les plantes spontanées par le terme de « plantes adventices », ou
bien « plantes indésirables ». en écologie, la flore spontanée est définit comme la flore « qui
pousse naturellement sans intervention humaine et qui maintient ainsi un processus naturel

de colonisation » (Marie-Jo Menozzi et al., 2011).

1.2.2. Les plantes cultivées

C’est une variété d’une espece végétale qui a été obtenue de facon artificielle mais que
I’on cultive, d'une sélection de facon a obtenir les caractéristiques spécifiques souhaitées, il
peut descendre d’une espéce indigene ou d’une plante exotique, il peut aussi étre un hybride
résultant du croisement de deux espéces différentes, ou de différents cultivars (Binette et
Jardin, 2008).

2. La phytothérapie

La phytothérapie est une thérapeutique destinée a traiter certains troubles fonctionnels et
certains états pathologiques au moyen des plantes, des parties des plantes et de préparations a
base des plantes (Gruffat, 2017).

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton» qui veut dire « plante » et
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«therapein» qui signifie « soigner / traiter », La phytothérapie indique la médecine basée sur
les extraits de plantes et les principes actifs naturels (Sebai et Boudali, 2012).
On peut la diviser en trois types de pratiques:

» Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basée sur l'utilisation des plantes selon
les vertus découvertes empiriquement.

> Une pratique basée sur les avancées et les arguments scientifiques, qui recherchent des
principes actifs extraits des végétaux.

> Une pratique de prophylaxie, déja impliqgué dans l'antiquité (I’homme est déja
phytothérapeute), c’est une alimentation équilibrée et contenant certains éléments actifs étant
une phytothérapie prophylactique (Boumediou et Addoun, 2017).

3. Les principes actifs des plantes médicinales

Le principe actif est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif
pour I'nomme ou l'animal, Il est contenu dans une drogue végetale ou une préparation a base de

drogue végetale (Anne Sophie, 2018).

Ces traitements naturels phytothérapiques contiennent un mélange de substances actives,
que ’on peut répartir en trois grands groupes : les composes phénoliques, les terpenes et les
alcaloides (Christophe, 2014).

3.1 Les composés phénoliques
Les composés phénoliques ou bien les polyphénols sont des métabolites secondaires
synthétisés par les vegétaux, ils sont non essentiels a la survie de la plante et constituent une
famille de molécules tres vaste répandues dans la régne végétal (Macheix, 2013).
Dans les végétaux, les composés phénoliques jouent un rble nécessaire dans le
développement et la reproduction, ils sont aussi impliqués dans la défense contre le UV ou

agression par des agents pathogénes (Manach et al., 2004).
Il existe principalement 5 classes de composes phénoliques :

3.1.1. Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme des composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols ils sont hydrosolubles, définis par leur squelette de base constitué de
deux cycles aromatiques a 6 atomes de carbone connectés entre eux par un hétérocycle a 3
atomes de carbone (C6-C3-C6) (Royer, 2013).
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Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Hodek,
2002), et assurant ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV
(Jean ,1999).

Structurellement, les flavonoides se répartissent en nombreuses classes de molécules dont

les plus nécessaires sont (Hodek , 2002) :

-Les flavonols : lls ont une teinte jaune en générale, et sont caractérisés par la présence
d’un groupement carbonyle en position 4 et d’un groupement hydroxyle C3 comme le

quercétol et le myricétol (Marc et al., 2004).

-Les flavones : Sont structurellement trés similaire aux flavonols et ne different que par

I'absence d'hydroxylation en C3 telle que la lutéoline et 1’apigénine (Panche et al., 2016).

-Les flavanones et les dihydroflavonols : Jouent un rdole d’intermédiaire dans la
biosynthese des flavonoides (Halbwirth, 2010).

- Les Isoflavonoides : Sont presents principalement dans la famille des Légumineuse
(environ 85%) (Panche et al., 2016).

- Les Anthocyanines : ce sont des pigments solubles dans le suc vacuolaire des tissus
épidermiques donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleues, rouges ou pourpres le

plus répandu est la cyanidine (Bruneton, 1999).
3.1.2. Acide phénoliques

Ils ne possédent pas de squelette flavane, solubles dans 1’éther et peuvent étre associés a
la lignine. Ils se présentent sous forme d’ester et se localisent dans la partie insoluble dans
I’alcool de la feuille. Deux types des acides phénoliques sont distingués; acides
hydroxycinnamiques et les acides hydroxybenzoiques qui sont peu répandus constituent d’un

noyau phénolique de type C6-C3 (Bruneton, 1999).

3.1.3. Les coumarines

Les coumarines, composés phénoliques hétérocycliques oxygénés non volatils, sont tres
répandues chez les végétaux, elles Possédent des fluorescences bleues ou bleu-vert en lumiére
ultraviolette leur spectre UV est également caractéristique et sert a leur identification, elles sont
assez solubles dans les alcools et les solvants organiques (dioxyde d’éthyle ou les solvants

chlorés) (Garabeth et al., 2007).
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3.1.4. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans I'eau (Peronny, 2005), et ils
ont tous la vertu de tanner la peau, la rendant imputrescible. Ces produits chimiques ont la

capacité de se lier aux protéines, ce qui explique leur capacité de tanner (Catier, 2007).

IIs sont souvent répartis en deux groupes distincts en fonction du type d'acide
phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique de la
molécule (Mueller-harvey et al., 2018).

R

% Tanins hydrolysables

« Tannins condensés

3.1.5. Quinones

Les quinones sont des composés oxygenés formés par l'oxydation de deérivés
aromatiques. Ces substances sont generalement trés réactives et, lorsqu'elles sont combinées
aux groupes amines libres (NH;) des protéines, elles peuvent colorer la peau (Bruneton,
2009).

3.2. Les alcaloides

Les alcaloides (anciennement connus sous le nom de purines) sont une vaste famille de
composes chimiques de base contenant de I'azote que I'on trouve dans la nature. Et qui ont la
caractéristique d'étre de type alcalin, et la plupart d'entre eux ont des structures cycliques
complexes. L'azote est contenu dans l'anneau et joue un rdle important dans l'activité
biologique. En raison du grand nombre de composes alcaloides connus et de leur variété
structurelle, la catégorisation est difficile et repose sur de nombreux criteres : la source

biologique, la voie de biosynthése et la structure (Badiaga, 2011).

On peut classer les alcaloides en trois groupes, en fonction de leur biogenese et de la
position de l'azote (Dehak, 2013 ; Beddou, 2015).

3.2.1. Les alcaloides vrais

Que I’on classe suivant la nature de leur cycle. L’atome d’azote est inclus dans un
hétérocycle ; Bio synthétiquement formés a partir d’acides aminés ; possédent une activité

pharmacologique marquée (Merghem, 2009).
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3.2.2. Les proto-alcaloides

Il s'agit d'amines simples générées a partir d'acides amines, mais l'azote se trouve a
I'extérieur des structures cycliques (exemple : colchicine), et certaines interagissent avec des
résidus terpéniques, comme les alcaloides indoliques monoterpéniques (utilisés contre le
cancer) (Dehak, 2013).

3.2.3. Les pseudo alcaloides

Le pseudo alcaloides possedent généralement toutes les caractéristiques des vrais
alcaloides, mais ne sont pas des produits dérivés des acides aminés (Badiaga, 2011 ; Eguchi
et al., 2017).

3.3. Les terpenoides

Ils sont composés d’assemblage d’unités a cing carbones appelées isoprenes(CsHs) et

sont donc toujours composés d’un multiple de cing carbones (Frederich, 2018).

/

Figure 1. structure de base d'un terpéne, le squelette isoprene (Frederich, 2018)

Ces molécules se présentent sous la forme des huiles essentielles, saveurs et ardmes des
plantes, pigment (caroténe), hormone (Acides abscissiques), des stérols (cholestérol)
(Hopkins, 2003).

Leur classification est basée sur le nombre d’unités isopréne qui les composent :
hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), triterpénes
(C30), tétraterpénes (C40) et les polyterpenes (Cn) (Thormar, 2011).

3.3.1. Les monoterpenes

Les monoterpénes sont les motifs les plus simples des terpénes, Ce sont des composés a

10 carbones (mono terpénes =deux isoprénes) (Guedda, 2016).
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3.3.2. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes sont une classe de terpénes composés de trois unités isopréniques et
donc ils contiennent 15 carbones (Wichtl et Anton, 2003).

3.3.3. Les di-terpénes

Les diterpenes forment une classe de composés terpéniques a 20 atomes de carbone. Ils
sont biosynthétisés par la condensation de quatre unités isoprene (Smati et al., 2004).

3.3.4. Les tri-terpénes

Ce sont des composeés tres répandus dans la nature composée de 30 atomes de carbones.
On les trouve généeralement dans les résines (Milcent, 2003).

3.3.5. Tetra-terpénes

Ces molécules possédent une longue chaine de 40 atomes de carbones, les plus connu
sont les caroténoides comme le lycopéne et le B-carotene (Milcent, 2003). Elle possede des
propriétés anti-oxydantes et est un precurseur de la vitamine (A) responsable dans le

processus de la vision (Paul, 2003).
3.3.6. Poly-terpene

Ce sont des polymeres ou plusieurs unités isoprene sont jointes, le caoutchouc naturel

est le meilleur exemple de polymere terpénique (Park et Cha, 2003).

4. Les activités biologiques des plantes médicinales

Depuis I'Antiquité, Un certain nombre de plantes médicinales ont été consacrées pour
des produits alimentaires et des préparations de parfumerie et aussi pour traiter différentes
maladies chez I'nomme et les animaux, ceci est di a la présence des molécules bioactives
(Bourgou et al. 2016).

Toutefois, au cours de la derniere décennie, ces produits ont fait I'objet d'une attention
croissante en tant que sources naturelles potentielles dantioxydants et d'agents
antimicrobiens, ces plantes possédent une grande variété de propriétés biologiques, dont

certaines peuvent étre citées ici (EI-Kalamouni, 2010) :
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Différents composés bioactifs provenant de différentes sources végétales se sont révélés
efficaces pour lutter contre un large éventail de maladies, par exemple le taxol de Taxus
brevifolia, la vinblastine et la vincristine de Catharanthus roseus, le topotécan et I'irinotécan
de Camptotheca acuminate, I'étoposide et le téniposide de Podophyllum peltatum présentent
une activité antitumorale et anticancéreuse, d’une autre la curcumine de Curcuma longa
présente une activité anticancéreuse, anti-inflammatoire et hépatoprotectrice. Alor que la
silymarine (silibinine), (un flavonoide de Silybum marianum) montre une activité
anticancéreuse, anti-inflammatoire et hépatoprotectrice, et la ricinine présente des propriétés
anticancéreuses, anti-inflammatoires et toniques pour les troubles hépatiques, la lectine
(ricine) de ricinus communis présente une activité hepatoprotectrice, antioxydante,
hypoglycémique et antitumorale, les tanins, les composes d'acide shikimique, les
triterpénoides et l'acide ellagique de Terminalia chebula ont une activité antioxydante,
antidiabétique, rénoprotectrice et hépatoprotectrice, les lactones stéroidiennes, les
withanolides, notamment la withaferine A de Withania somnifera ont des proprietes
chimiopréventives, anticancéreuses, stimulantes pour la mémoire et immun modulatrices et
sont utilisées dans les troubles de Parkinson et d'’Alzheimer, les mono et sesquiterpénoides, la
zingérone et les gingérols de Zinziber communis ont une activité antioxydante,
hypoglycémiante et antitumorale, les limonoides (nimbidinine), les di- et tri- terpénoides de
Azadirachta indica agissent comme inhibiteurs du carcinome, chimiopréventifs, inhibiteurs du
cancer du c6lon, antiallergiques, purificateurs du sang, la pipéridine, la déhydropipernonaline
de Piper nigrum sont anticancérigénes, anti-hyperlipidémiques, utiles dans I'épilepsie, les
composeés phénoliques de Gynura procumbens sont antidiabétiques, etc... Et il y a encore plus

des activées pas mentionnées (Alamgir, 2018).
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5. Les plantes sélectionnées

Nous avons axé notre travail sur deux plantes rares en Algerie : Calendula suffruticosa

subsp. foliosa (Fig.2) et Drimia anthericoides (Poir.) (Fig.3).
5.1. Calendula suffruticosa subsp. foliosa (Batt.) «Le souci»
5.1.1. Généralités sur la famille des Astéracées

L’ Astéracée appelée aussi l'aster, marguerite ou la famille de tournesol, est I'une des
familles les plus courantes qui ont une tres grande valeur medicinale. Elle constitue la plus
grande famille des plantes vasculaires, avec plus de 22.750 especes réparties en 12 sous-
familles et 1620 genres (Shaheen et al., 2012).

5.1.2. Etymologie de Calendula suffruticosa

Le nom du genre « Calendula » date du Moyen Age. Il provient du latin « Calendae» :
les calendes étant, dans le calendrier romain le premier jour du mois, probablement avec un
sens analogue a calendrier, indicateur métrologique en raison de sa longue période de
floraison car les capitules s’ouvrent et se ferment avec I’apparition du soleil (Couplan, 2012).
Tandis que suffruticosa, dérivé du latin « frutex » veut dire buisson ; car cette espece ligneuse

se rapproche des sous-arbrisseaux (Beniston et Beniston, 1984).
5.1.3. Le genre Calendula

Calendula est relativement un petit genre d’environ 12 a 20 espéces originaires de la
Micronésie et de la Méditerranée (Paolini et al., 2010). Ce sont des Herbes annuelles ou
vivaces, parfois ligneuses a la base ; souvent glandulaires et aromatiques. Les feuilles sont
alternes et simples. L’inflorescence est parfois ramifiée. Les fleurons extérieurs ligulés, jaune
ou orange. Tandis que les fleurons internes sont tubulaires, jaunes ou oranges. Le fruit est

toujours un akene (Tutin et Heywood, 1976).
5.1.4. Description botanique

Plante glanduleuse-visqueuse, Tiges ligneuses, Rameaux fiortéres rigides et dressés,
gréles. Les Feuilles sont plus grandes et plus larges que dans le type, lancéolées oblongues,
aigués, sinuées-dentées. Les radicales sont longuement atténuées en pétiole. Capitules plus
grands (Quézel et Santa 1963).
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5.1.5. Toxicité

La toxicité orale subchronique d’un extrait de Calendula a été évaluée chez des rats
Wistar males et femelles. Plusieurs des €léments de sang ont été affectés de maniére
significative chez les males et les femelles aprés 90 jours : 'hémoglobine, les leucocytes et
les érythrocytes, le temps de coagulation du sang. L’examen histopathologique des tissus a

montré de légéres anomalies dans le parenchyme hépatique (Ghédira et Goetz, 2016).

5.1.6. Synonym(s) homotypic

#+ Calendula fulgida var. foliosa (Batt.)
+ Calendula foliosa (Batt.) (CJB-African Plant Data base, 2023).

5.1.7. Systématique

Regne : Plantae

Famille : Asteraceae

Genre : Calendula

Espéce : Calendula suffruticosa subsp .foliosa (Batt.)

Nom frangais : Souci

-+ + + & &

Nom vernaculaire : s

Figure 2. Calendula suffruticosa (prise personnelle)
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5.2. Drimia anthericoides (Poir.) « la Scilla »

5.2.1. Généralités sur la famille des Asparagaceaes

Selon la classification phylogénétique de I’ Anigiosperms phylogeny group III (APG IlI,
2009). Cette famille compte également tous les genres des anciennes familles Asparagaceae,
Agavaceae, Phyllanthaceae, Hesperocallidaceae, Hyacinthaceae, Laxmanniaceae,
Ruscaceae, et Themidaceae. Elle comprend plus de 115 genres dispersés dans les régions
tempérées et tropicales.

5.2.2. Description botanique

Ce sont des herbes vivaces, des lianes ou des plantes a port arborescent, avec une partie
aérienne annuelle, parfois épineuse ou ligneuse, émergeant d’un rhizome sympodial. La tige
se developpe parfois en « cladodes », qui portent des fleurs ; les feuilles proprement dites sont
alors réduites a des écailles (Ruscus). Les feuilles, sont insérées a la base, ou sur I’axe de
facon alterne, opposée (Maianthemum), ou verticillée (Polygonatum verticillatum L.). Les
fleurs sont en grappes, ou parfois solitaires (Ruscus), elles sont reguliéres, hypogynes,
bisexuées, parfois unisexuées (espéce dioique comme dans le genre Ruscus), Le périanthe est
composé de trois pétales et trois sépales, indissociables. Les fleurs sont trimeres, les six
tépales sont soit pétaloides ou sépaloides, et I’androcée contient 6 étamines disposées sur
deux verticilles (diplostémones). Le gynéecée est formé de trois carpelles soudés. Les ovaires,
triloculaires, sont supéres. Chaque fleur n’a qu’un style mais avec deux a douze ovules par
loge, qui ont une placentation axile. Le fruit est habituellement une baie rouge a maturité (sur
un fond vert persistant) ou parfois bleu-noir, dont les graines sont plus ou moins globuleuses,

non ailées (Botineau, 2010).

5.2.3. Toxicité

Les propriétés toxicologiques de Drimia anthericoides ont été initialement décrites par
Théophraste. En raison de sa nature toxique, la plante était placée au-dessus des portes pour
chasser les insectes et les animaux venimeux. En outre, dans la médecine traditionnelle
iranienne, la plante Drimia anthericoides était également utilisée comme répulsif pour les
souris et les insectes (Bozorgi et al., 2017). Cette plante a €té utilisée pour empoisonner les
souris et prévenir les insectes dans le monde entier. Cependant, la toxicité de cette plante chez
I'homme n'a pas encore été enregistrée. Louw, 1952 a néanmoins constaté que certains

produits chimiques hydrosolubles isolés a partir des bulbes de cette plante présentaient une
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toxicité pour 'homme.

Exemple : Les bulbes et les feuilles des espéces de Drimia anthericoides peuvent provoquer
des démangeaisons et des inflammations cutanées en raison de leur teneur en oxalate de
calcium (Foukaridis et al., 1995).

5.2.4. Synonym(s) Homotypic
Urginea anthericoides (Poir.)
Urginea maritima var. anthericoides (Poir.)
Charybdis anthericoides (Poir.)
Scilla anthericoides Poir.
Squilla anthericoides (Poir.)(CJB-I’African Plant Data base, 2023)

-+ + & &

5.2.5. Systématique

Régne : Plantae
Famille : Asparagaceae
Genre : Drimia

Espece : Anthericoides
Nom francais: Scilla

-+ & & & &

Nom vernaculaire : Jiaixll

Figure 3. Drimia Anthericoides (prise personnelle)
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Stress oxydatif et activité antioxydante

Introduction

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres.
Ceci est di a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement, y compris le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires, et le

vieillissement du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).

Dans les systemes biologiques, les espéces réactives de l'oxygéne (ERO) et les espéeces
réactives de l'azote (ERN) peuvent endommager les cellules en oxydant les lipides, les
protéines et les acides nucléiques qui les composent. dans le corps humain, il existe
naturellement un systéme antioxydant capable d'éliminer ces radicaux libres et de maintenir
I'équilibre entre les défenses antioxydants de I'organisme et la création d'espéces réactives de
l'oxygene (Menget al., 2017).

1. Stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs,
ce déséquilibre a pour conséquences I’apparition de dégats souvent irréversibles pour les
cellules (Aravodis, 2005).Ce deséquilibre (fig. 6) contribue a I'apparition et a la progression
de nombreuses maladies, notamment le cancer, les maladies oculaires et les maladies

neurodégénératives (Eddhima, 2019).

DEFENSES RADCAUX LIBRES
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Figure 4. Le déséquilibre entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes
d'un organisme, d'une cellule ou d'un compartiment cellulaire (Eddhima, 2019).
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2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des substances chimiques (atomes, ions ou molécules) qui
contient un électron célibataire (non apparié) sur leur couche périphérique (au niveau de leur
orbitale externe) (Goto et al., 2008 ; Belot,2015).

Les radicaux libres réagissent spontanément avec d'autres atomes ou molécules pour
produire de nouveaux radicaux, provoquant des réactions en chaine qui ne peuvent étre
interrompues que par l'interaction de deux radicaux libres. Ces espéces instables ont une
grande réactivité in vivo. Elles interagissent avec divers composés cellulaires, tel que les
lipides, les protéines et les acides nucléiques, notamment au cours des réactions en chaine

dont I'exemple le plus connu est la peroxydation des lipides (Durand et al., 2013).
2.1. Types des radicaux libres

Dans les systemes biologiques, les radicaux libres les plus importants sont les espéces
Réactives de 1‘oxygene (ROS pour « réactive oxygeéne species ») et les especes réactives de

1‘azote (RNS pour « réactive nitrogéne species ») (Re et al., 2005).
2.1.1. Espéces réactives de ’oxygéne (ERO)

Bien que l'oxygene soit un élement essentiel de la vie, il peut parfois avoir des effets
négatifs sur l'organisme en formant des radicaux libres et des especes réactives de l'oxygene
(ERO) (Haleng et al., 2007).

Le terme ERO désigne les espéces réactives a l'oxygene, qu'il s'agisse radicalaires ou
non, ces especes sont energiquement plus réactives que l'oxygéne moléculaire. L'apparition
des ERO peut étre causée par une variété de facteurs, y compris des facteurs internes comme
les réactions enzymatiques ainsi que des facteurs externes comme les rayons UV et les traces

de métal.

Les ERO ne se limitent pas seulement aux radicaux libres générés par I'oxygene dont les
plus courants : le radical superoxyde (O2" ) et sa forme protonée (HO>"), le radical hydroxyle
(OH"), le radical peroxyde (ROO"), le radical alcoxyle (RO®), mais aussi des dérivés
oxygenés non radicalaires dont la toxicité est importante comme l'oxygéne singulet (102 ,O-

O¢), le peroxyde d’hydrogeéne (H20.), ’anion peroxynitrite (ONOO- ) qui peuvent étre des
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précurseurs de radicaux mais ne sont pas réactives (Pincemailet et Defraigne, 2003).
2.1.2. Espéces réactives de L azote (ERN)
2.1.2.1. Monoxyde d’azote (NO*)

Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire de nature gazeuse et hautement
diffusible. 11 est synthétise a partir de la L-arginine par les NO synthases (NOS), en présence
de cofacteurs tels le NADPH, le FAD, la calmoduline et la tétrahydrobioptérine (BH.)
(Gardés-Albert, 2006).

3. Les Antioxydantes

3.1. Définition

Les antioxydantes sont des substances chimiques capables de neutraliser ou d'atténuer
les dommages causés par les radicaux libres dans lI'organisme, tout en permettant de maintenir

des concentrations de ERO non cytotoxiques au niveau des cellules (Favier, 2003).

Ces substances sont utilisées pour prévenir le vieillissement, de nombreuses maladies
cardiovasculaires et neurodégeneératives, l'inflammation, dus a la production excessive des
radicaux libres. Elles sont également utilisées dans les aliments pour prévenir le rancissement
ou la décoloration, qui sont souvent dus a l'oxydation provoquée par l'oxygéne de lair, la

lumiere, la chaleur et éventuellement certaines enzymes (Scarim et al., 2019).

Les antioxydantes sont des substances tres divers comprenant de petites molécules
liposolubles (comme la vitamine E, la B-caroténe) ou hydrosolubles (comme la vitamine C,
I'acide urique) ainsi que des protéines a activité enzymatique (comme le superoxyde
dismutase, le glutathion peroxydase, la catalase, etc.), non enzymatique (comme le
séquestrant des métaux). lls peuvent étre d'origine endogéne ou exogene, et il peut s'agir de

composeés naturels ou synthétiques (Guo et al., 2006).
3.2. Types des antioxydantes
3.2.1. Antioxydantes enzymatiques

Ce sont des antioxydantes endogenes représentent la premiére ligne de défense de notre
organisme contre les ERO (Baba et Mc-Grath, 2008 ; Bensakhria, 2018).
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3.2.1.1. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une métalloprotéine qui peut éliminer I'anion superoxyde par une action de
dismutation. Cette réaction aboutit a la création d'une molécule d'oxygene et d'une molécule
de peroxyde d'hydrogéne a partir de deux molécules de superoxyde (Hocine et Gorine ,
2017).

zuzu' + 2-H+ L H,0, + 0,

3.2.1.2. La catalase (CAT)

C’est une enzyme que l'on trouve principalement dans les peroxysomes, les hépatocytes,
les érythrocytes et les tissus des cellules rénales. Elle catalyse la transformation du peroxyde
d'’hydrogéne en oxygene et en eau (Mates et al, 1999).

catalase
2“202 _— EHIG + 02

3.2.1.3. Glutathion peroxydases (GPx)

Les glutathion peroxydases catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogeéne (A) en
oxydant deux molécules de Glutathion GSH réduites en GSSG. Elle assure plus largement la
conversion des hydroperoxydes organiques, notamment des lipides de type ROOH, en alcools
(ROH) (B) (Dubois, 2015).

(A) 2 GSH + H202— GSSG +2 H20

(B) 2 GSH + ROOH —GSSG + ROH + H20
3.2.1.4. Glutathion réductase (GR)
La glutathion réductase contribue indirectement a la défense antioxydant en régénérant
le GSH a partir du GSSG grace au NADPH qui est utilis¢é comme donneur d'électrons. En

effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire

constamment pour que la GPx maintienne sa fonction (Garait, 2006).

GSSG + NADPH — NADP*+ 2GSH
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3.2.1.5. Thioridoxine peroxydases (Trx)

Il s’agit une sélénoenzyme NADPH dépendante, responsable de I’élimination de

I’H202, ROOH, ONOO™ par une réaction de réduction (Bensakhria, 2018).

ROOH + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP*

3.2.2. Antioxydantes non enzymatique

Certaines molécules chimiques de faible poids moléculaire, agissent comme
antioxydantes, leur role n'est pas la catalyse. Il en existe deux catégories : les antioxydants
non enzymatiques endogénes (si la cellule eucaryote est capable de les synthétiser) et les
antioxydantes non enzymatiques exogénes (par l'alimentation) (Sharifi et al., 2020).

3.2.2.1. Antioxydantes non enzymatiques endogenes

Ils existent plusieurs réducteurs endogénes capable de protéger I’organisme contre les
ROS, les plus importantes sont le glutathion, la bilirubine, l'acide urique, la coenzyme Q, la

mélatonine et I'acide lipoique. (Sharifi et al., 2020).
4+ Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide impliqué dans plusieurs processus intracellulaires. Le
réle du glutathion (GSH) dans le processus enzymatique par lequel il détoxifie le peroxyde
d'’hydrogeéne et d'autres hydroperoxydes a été bien établi (Delattre et al., 2005), de méme que
son rble dans la protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre
l'oxydation (Stamler et Slivka, 1996).

4+ L’acide urique

L'acide urique s'accumule en tant que produit final du catabolisme des purines et est
présent en quantités significatives dans le plasma humain avant d'étre éliminé par voie rénale
(Lacolley et al., 2007). L'acide urique, qui est présent sous forme d'urate au pH
physiologique, a des propriétés antioxydantes contre HO" et RO; in vitro (Delattre et al.,
2005).

+ La bilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la catabolisme de 1’héme et résulte
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essentiellement du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules du systéme
réticuloendothéliale (foie, rate et moelle osseuse) chez les mammiferes. La bilirubine est
capable de piéger ROO- et I’oxygéne singulet. Ainsi, elle protége 1’albumine et les acides gras
liés a I’albumine des attaques radicalaires (Algeciras-Schimnich et al., 2007).

4+ L’acide lipoique

Il existe dans deux formes, oxydé et réduit, il est capable de piéger le HOs, ROOs-,
HOCI. et O, (Packer et al., 2001) de chélater les métaux lourds comme le fer et le cuivre
et de régénérer certains antioxydantes endogénes et exogenes comme les vitamines C et E
(David, 2015).

3.2.2.2. Antioxydantes non enzymatiques exogenes

Etant donné que leurs principales voies de synthése ne se trouvent souvent que dans les
cellules microbiennes ou veégétales, les antioxydants exogenes doivent étre apportés en

permanence par l'alimentation (Sharifi et al., 2020).

De nombreuses substances presentes dans notre alimentation, telles que les vitamines,
les nutriments, les composés naturels, ... etc. sont considérées comme des antioxydantes (Laib

et Megag, 2020), les plus populaires sont :
+ Vitamine E

La vitamine E appartient a la famille des tocophérols, molécules naturelles lipophiles,
apportées par la nourriture (Toussaint et al., 2003). La vitamine E étant liposoluble, elle se
fixe aux membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux libres en empéchant la propagation

des réactions de peroxydation lipidique (Evans et al., 2002).
+ Vitamine C

L'acide ascorbique, souvent connu sous le nom de vitamine C, est un puissant
antioxydante aux propriétés hydrosolubles. Il inhibe la peroxydation des lipides dans le
plasma (Gaté et al., 1999).

Elle se trouve dans le cytosol et dans le liquide extracellulaire et possede des capacités
de capter directement 1’O2" et ’OH". Outre son role dans la production de vitamine E, la

vitamine C a la capacité de réduire d'autre biomolécules oxydées et d'agir comme un piégeur
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direct de radicaux libres (Evans et al., 2002).
+ Lap-caroténe

En plus de son activité pro-vitamine A, elle est également capable de capter les
molécules d'oxygéne singulet. On la trouve dans les légumes verts, les épinards, la salade, les

carottes, I’abricot, le melon, la papaye et d’autres fruits jaunes (Ahmet, 2003).
4+ Le sélénium

Le sélénium (Se) est un élément minéral crucial pour l'organisme. Il joue un réle
important dans la protection des cellules et des éléments qui les composent contre une attaque
radicale. Il joue également un réle de détoxication et de neutralisation des métaux lourds (
cadmium, mercure, plomb) ou agit comme activateur de l'oxydation des xénobiotiques
organiques. Le (Se) est présent dans les aliments riches en protéines animales (viandes, ceufs,

poissons, lait), dans les céréales et certains fruits secs (Delattre et al., 2005).
+ Polyphénols

Ils peuvent agir en tant qu'antioxydants. Ils empéchent la formation des espéces
radicalaires par inhibition les enzymes impliquées dans la formation de radicaux libres
(comme la xanthine oxydase et la protéine kinase C), par chélation de métaux lourds ou
agissent comme donneurs d'hydrogene dans les phases aqueuses ou lipidiques (Rocha-
Guzman et al., 2007).

Les plus répandus sont les anthocyanes, les tanins et les flavonoides (Boizot et
Charpentier, 2006). Ces derniers ont une forte activité biologique qui est influencée par le
type et le positionnement des substituts, en particulier la quantité de groupes hydroxyles
(Bouchouka, 2016).

4, Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant (in vitro)

Pour déterminer l'activité antioxydante, il existe plusieurs techniques, chacune d'entre
elles étant appelée en fonction du matériau utilisé comme source de radicaux libres. par
exemple :ORAC (oxygen radical absorbance capacity), FRAP (Ferric reducing antioxidant
power), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3 ethyl benzo
thyazoline 6- sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc (Georgeva et

al.,2010) , Ces tests peuvent étre classés en deux groupes : les tests mesurant le transfert
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d'électrons ou d'hydrogene a un radical coloré stable et simple a détecter (DPPH, FRAP) et les
tests impliquant une compétition entre I'antioxydant et une cible a protéger (pigments, lipides)
(Oxygen Radical Absorbance Capacity ORAC, décoloration de P-caroténe et de crocine)
(Bensouici, 2015),I1 convient de noter que les différentes méthodes donnent des résultats
assez différents et doivent étre appliquées de préférence pour la comparaison de produits
similaires (Georgeva et al., 2010),Selon I'étude d'Alam et al., (2013), 19 méthodes sont
actuellement utilisées pour I'estimation in vitro de la capacité antioxydante d'un échantillon et

la méthode DPPH représente le test le plus souvent utiliseé.
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Figure 5. Fréquence d’utilisation des méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante (Alam
et al., 2013).

4.1. Piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical persistant a température
ambiante avec une teinte bleue-violette distinctive (Fadili et al., 2015 ).1l posséde un électron
non apparié sur un atome du pont azote-azote dans sa structure . Sa stabilité provient de la

délocalisation élevée des électrons =« le long de la molécule (Barberis et al., 2001).
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0N

N—N NO,

Figure 6. Structure chimique du radical libre DPPH (Cristina et al., 2009).

L’efficacité d’un antioxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical, Ceci
peut s’observer par le changement de couleur allant du bleu-violet (forme oxydée) au jaune
(forme réduite) (kaya et al., 2014 ; fadili et al .,2015 ). La concentration en antioxydants est

proportionnelle a la baisse de 1’absorbance, due a la diminution de l'intensité de la coloration
de la solution DPPH, mesurée a 515-518 nm.

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure7. Piégeage du radical DPPH avec I’antioxydant (AH) (José et al., 2013).

Les tests réalisés avec le DPPH doivent inévitablement étre effectués dans l'obscurité,

car ce radical présent l'inconvénient d'étre instable a la lumiére (Chaaban et al., 2017).

4.2. Réduction du fer par la méthode de FRAP

Cette méthode mesure la capacité des extraits a réduire le fer ferreux (Fe®*") dans le

complexe de ferricyanure de potassium (Fe?*). La couleur du fer ferreux passe du jaune au
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bleu ou au vert en présence d'un atome d'électron (Habibou et al., 2019), le changement de la
coloration du jaune au bleu ou au vert est proportionnel a l'activité antioxydant. Le pouvoir
réducteur est déterminé par une simple mesure de I'absorbance a 700 nm (Romanet et al.,
2019).

Figure 8. Schéma de la réaction de test FRAP (Dorman et al., 2000).

4.3. Piégeage du peroxyde d’hydrogeneH,0O>

L'absorption de I'hydrogene est baseée sur I'absorption de cette molécule dans le domaine
ultraviolet. Lorsque la concentration de H.O> diminue en raison du compose de piégeage, la
valeur de l'absorbance a 230 nm de ce dernier est également réduite. Toujours assez
normalement, I'échantillon absorbe également a cette longueur d'onde, il est donc nécessaire
de mettre en ccuvre des mesures blanches. La réalisation d’une telle méthode nécessite

beaucoup de rigueur au moment de la manipulation (Bach-Nga PHAM, 2003).

4.4. Test de blanchissement par béta-carotéene

Dans ce test, la capacité antioxydant est déterminée par la mesure de l'inhibition des
composes organiques volatils et des radicaux peroxydes conjugué résultant de I'oxydation de
I'acide linoléique. Lorsque ces radicaux vont oxyder le béta carotene entrainant la disparition

de sa couleur rouge qui est suivie par spectrométrie a 470 nm (Tepe et al., 2005).
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1. Matériel végétal

Les espéces sélectionnées Drimia anthericoides et Calendula suffruticosa ont éte
récoltées dans la région d'Annaba (Cap de Garde) le mois de février 2023.

Apres une identification botanique par Mr : Hamel Tarek, Professeur Botaniste au
Laboratoire de Biologie Végétale et Environnementale (LBVE) (Faculté des Sciences,
Département de Biologie - Université Badji Mokhtar, Annaba). Les deux plantes ont été
nettoyées, séchées dans un endroit sec et aéré. Apres le broyage la poudre va constituer la

mati¢re séche qui va servir a la préparation de 1’extrait hydrométhanolique.
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Figure 9. Répartition géographique de la plante Calendula suffruticosasubsp. foliosa (Batt.)
(CJB-African Plant Data base, 2023)
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Figure 10. Répartition géographique de la plante Drimia anthericoides (Poir.) « la Scilla »
(CJB-African Plant Data base, 2023)

2. Préparation de I’extrait hydrométhanolique

L’extrait hydroalméthanolique est préparé par macération selon la méthode de
Markham (1982). 250 g de la poudre sont macérés dans le méthanol 80% pendant plusieurs
jours sous agitation intermittente a raison de 25 % (P/V). Apres filtration, le filtrat est
évaporé dans un rotavapor a 45° puis lyophilisé, le lyophilisat est pesé pour calculer le

rendement de I’extraction.
Remarque :
Avec le méme protocole, on a préparé trois extraits :

+ Extrait hydrométhanolique a partir de 250g de Drimia anthericoides (D).
+ Extrait hydrométhanolique a partir de 250g de Calendula suffruticosa (C).
4+ Extrait hydrométhanolique a partir de 125g de Drimia anthericoides et 125¢g de

Calendula suffruticosa (mélange M).
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3. Calcul de rendement

Le rendement de I’extraction est calculé selon cette formule :

P1 : poids de récipient avant lyophilisation.
P2 : poids de récipient apres lyophilisation.

P3 : poids de la matiére végétale de départ.
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Figure 11. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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4. Screening phytochimique (Tests préliminaires de la composition
chimique)

Le test phytochimique est la méthode de la base essentielle pour mettre en évidence la
présence des différentes familles de composés chimiques existantes dans la plante étudiée. La
base de cette détection est soit la formation de composés insolubles par des réactions de

précipitation, soit des réactions de coloration avec des examens a la lumiére ultraviolette.

Dans ce travail, les tests phytochimiques sont effectués sur une solution de I’extrait
hydroalcoolique dissout dans du méthanol selon les méthodes décrites par Trease et Evans
(1983).

4.1. Tanin

Mélanger 2 ml de [I’extrait avec 2 ml d'eau distillée, apres ajouter 2 a 3 gouttes de la
solution de FeCls a 2%. L'apparition d'une coloration bleu-noire ou verdatre indique un

résultat positif.
4.2. Flavonoides

A 5 ml d’extrait, ajouter quelques gouttes d’Hcl concentré et quelques milligrammes de
tournures de magnésium (laisser agir). La presence des flavonoides est confirmée par

I’apparition d’une couleur rose ou rouge.
4.3. Alcaloides

Evaporer 20 ml de I’extrait hydroalcoolique de chaque plante a sec, ajouter 5 ml d’Hcl
(2N) au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et réaliser les tests avec le

réactif de Mayer ou de Wagner.

» Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCl>» dans 60ml d’eau distillée puis 59 de
KI dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a
100 ml.

» Reactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de I>. Le

volume obtenu est ajusté a 100ml avec 1’eau distillée.

Introduire 1 ml de filtrat dans un tube a essai puis ajouter 5 gouttes de réactif. L'apparition

d'un précipité blanc jaunatre indique La présence d’alcaloides.

31



Matériel et méthodes

4.4. Sterols et triterpénes

Dans un récipient, introduire 5ml de I’extrait a tester, ajouter 5ml d’anhydride acétique,
5ml de chloroforme et 1 ml d’acide sulfurique concentré (H2SO4) dans la paroi de récipient

sans agiter. Laisser reposer pendant 20 minutes.

La présence de stérols et de triterpénes est révélée par la création d'un anneau brun rougeétre
au point de contact entre les deux liquides et une coloration violette de la couche sus-jacente.

4.5. Saponosides

Ajouter 10 ml d'eau distillée a 5 ml de la solution a tester et agiter vigoureusement le
mélange, la présence d’une mousse qui ¢a dure quelque minutes indique la présence des

saponosides.
4.6. Composés réducteurs

Leur détection consiste a placer 1 ml d'extrait a analyser dans un tube a essai, puis
ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5ml réactif A et 0,5ml réactif B). Le tout est ensuite
place dans un bain-marie bouillant pendant 8 minutes. L'obtention d'un précipité rouge brique

indique la présence des composeés réducteurs.
4.7. Coumarines

Introduire 1 ml de I'extrait dans un tube a essai, ajouter 0,5 ml de la solution de NH4OH
a 25 %, agiter et observer sous la lumiére UV a 366 nm. Sa fluorescence intense indique la

présence de coumarines.
4.8. Mucilages

Introduire 5 ml d'éthanol absolu et 1 ml d'extrait dans un tube a essai. Aprés 10 minutes,
la capacité du mélange a produire une précipitation floconneuse indique la présence de

mucilages.
4.9. Terpénoides

Introduire 2 ml d’extrait, 2ml de chloroforme et 2 ml de H2SO4 concentré dans un tube a
essai. La présence des terpénoides est révélée par la formation d’un anneau marron-rouge a

I’interphase.
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Figure 12. Protocole expérimental des tests phytochimigues.
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5. Analyse de I’extrait hydromethanolique

5.1. Dosage des composés phénoliques totaux

5.1.1. Principe

La teneur en composés phénoliques des trois extraits a été estimée par la méthode de
Folin-ciocalteu selon (Li et al., 2007) cette méthode colorimétrique utilise le réactif de Folin-
Ciocalteu de couleur jaune qui est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HzPM012040).

Son principe est basé basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phosphotungstique phosphomolybdique de réactif de Folin par les groupements oxydables des
composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue.
Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

5.1.2. Mode opératoire

1 ml de réactif de Folin (dilué 10 fois) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou de standard
(préeparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Apres 4 min, 800 ul d’une
solution de carbonate de sodium (0,75%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2
heures d’incubation a température ambiante I’absorbance est mesurée a 765nm. La
concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la droite d’étalonnage établie
avec I’acide gallique (0-200 ug/ml) et est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait.
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Figure 13. Protocole expérimental de dosage des polyphénols totaux.

5.2. Dosage des flavonoides
5.2.1. Principe

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les extraits a été réalisée selon la
méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3). Ce réactif forme un complexe flavonoides-

Aluminium ayant un maximum d'absorption a 430 nm (Bahorun et al., 1996).

5.2.2. Mode opératoire

Les échantillons sont préparés par la dissolution de 1mg (extrait) / 1 ml (méthanol). 1 ml

de chaque échantillon est ajouté a 1 ml de la solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Dix
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minutes apres le début de la réaction, 1’absorbance est ue a 430 nm.

Une gamme étalon est établie séparément avec la quercétine (0-40 pg/ml) pour calculer
la concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage sont exprimés en

milligramme équivalent de quercétine par gramme de lyophilisat.

Solution mére de La quercétine ‘

& 40pg/ml
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10 min d*incubation aprés le début de la réaction

Lecture
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Figure 14. Protocole expérimental de dosage des flavonoides.

5.3. Dosage des tanins
5.3.1. Principe

La teneur en tanins condensés a été déterminée selon la méthode décrite par Julkunen-
Titto (1985). Le contenu en tanins condensés des extraits est mesuré par la méthode
colorimétrique en utilisant la vanilline avec 1’Hcl. Cette méthode dépend de la réaction de la

vanilline avec le groupement flavonoide terminal des tanins condensés et la formation de
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complexes rouges (Makkar 2000., Schofield , 2001), cela s’explique par la propriété des
tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline (Sun
et al., 1998).

5.3.2. Mode opératoire

Une quantité de 0,5 ml de I’extrait a été ajoutée a 1,5 ml d’une solution de vanilline a
4% (préparée dans le méthanol). Le mélange résultant est vigoureusement agité et un volume
de 750 ul d’Hcl concentré est ajouté. Le mélange obtenu est laissé au repos pour réagir a
température ambiante pendant 20 min dans une chambre noire. L’absorbance a été mesurée a

une longueur d’onde de 500 nm contre un blanc constitué de la solution de 4% de vanilline.

Vanilline 4%

s &

JJ B8E

Blanc D C
+ + + +
0.5 méthanol 0,5Sml d extrait

A
550 0

. 3
* r 0. 750m] Hel

+ + +
J 0 O C
,\__Blanl: D C M_J
T
Incubation 20min dans une chambre noire
-
Blanc (8] iC 1%

Figure 15. Protocole expérimental de dosage des tanins.
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5.4. L’évaluation de I’activité anti-oxydante

5.4.1. Test de Piegeage du radical libre 2,2- diphényle-1-picrylhydrazyl
(DPPH)

5.4.1.1. Principe

Pour étudier ’activité anti-radicalaire des trois extraits, nous avons opté pour la
méthode de DPPH (o,a-diphényl-p-picrylhydrazyl, CigH12NsOg). Le test est basé sur la
mesure de la capacité de piégeage des antioxydants. L'électron impair de I'atome d'azote dans
le DPPH est réduit en recevant un atome d'hydrogéne des antioxydants pour former
I'nydrazine correspondante (Kedare et Singh, 2011).

Le DPPH est un composé radicalaire stable qui se présente sous la forme d'une poudre
noire. Il peut se dissoudre dans I'éthanol ou le méthanol. Un atome du pont d'azote contient un
électron libre sur ce radical. La délocalisation de cet électron est a I'origine de la teinte bleue-
violette caractéristique du réactif. Lorsque le DPPH réagit avec un antioxydant, un atome
d'’hydrogéne est attaché au radical. Ce fait entraine une perte de couleur. Cette perte de

couleur est mesuree spectrophotométriqguement a 515-518 nm (El Babili et al., 2020).

- -
-~ 53 - 3.7
o,NQN'—N + AHE=C- O}NQS_N + A
O ~ O
>

Forme radicalaire DPPHe Forme non radicalaire DPPH

Figure 16. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH" (entre I'espéce radicalaire
DPPH? et un antioxydant (AH)) (Molyneux, 2004).

5.4.1.2. Mode opératoire
Selon la méthode d’écrite par Mansouri et al., (2005), la solution de DPPH est
préparée en dissolvant 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10° M). 25 ul d'extrait

ou de solution standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 ul de DPPH, le mélange est
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laissé dans l'obscurité pendant 30 min, et la décoloration par rapport au controle négatif

contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a une longueur d’onde de 517 nm.
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Figure 17. Protocole expérimental de Piegeage du DPPH.

L’activité anti radicalaire est estimée, en calculant le pourcentage d’intuition :

Pour évaluer cette activité, une gamme des dilutions a été préparée pour les extraits,

allant de 0 a 2 mg/ml.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer une courbe d'allure exponentielle

pour chaque extrait, permettant d’avoir une idée sur la relation entre le pourcentage
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d’intuition et la concentration de I'extrait dans le milieu réactionnel.
> Calcul des IC50

La concentration de I'échantillon nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH est
appelée IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), également connue sous le nom d'EC50

(Efficient concentration50).

La IC50 est calculée graphiqguement en utilisant les pourcentages d'inhibition en

fonction de différentes concentrations des extraits testés (Torres, 2006).

Note : L'acide ascorbique est utilise comme contr6le positif.
5.4.2. Test de blanchissement du f-carotene

5.4.2.1. Principe

L’activit¢ d’inhibition de peroxydation lipidique des extraits a ¢été déterminée en
utilisant de dosage de blanchiment f-caroténe, selon la méthode décrite par (Amin et Tan
2002).

Le B caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés d’hydroperoxydes qui
sont formés a partir de ’oxydation de I’acide linoléique dans un systéme d’ émulsion en résultant

la décoloration du B caroténe (Unten et al., 1997).

La présence des antioxydants permet de protéger les acides gras de 1’oxydation et
réduisent I’ampleur de la destruction du B caroténe en neutralisant les hydroperoxydes et d’autres

especes radicalaires formées a intérieur de ce systeme.

5.4.2.2. Mode opératoire

20 mg du P caroténe ont été dissout dans 10 ml de chloroforme, 1ml de cette solution
est prélevé et introduite dans un ballon ou une fiole contenant 0,02ml d’acide linoléique et
0,2ml de tween 20.

La solution est évaporée sous I’é¢tuve pendant (30 a 45 min) a 45°C jusqu’a la
disparition complet du chloroforme, puis un volume de 100 ml d’eau distillée saturée en

oxygeéne ont été ajoutés avec agitation vigoureuse pour la formation de I’émulsion (A).

0,2ml de I’extrait ont été ajouté a des tubes contenant Sml de I’émulsion (A). Les tubes ont
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été agités doucement et placés dans un bain-marie a 45°C pendant 2 heures.

L’absorbance de I’extrait et des antioxydants de référence ont été mesurée a 470 nm

dans un temps initial (t=0) contre le blanc contenant 1I’émulsion sans -caroténe.

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant est

suivie dans des intervalles de temps réguliers (chaque 20 min) pendant 120 min.

Le contrdle négatif : sans extrait, se composant de 0.2 ml de méthanol et de 5 ml de

I’émulsion (A).
Le blanc : une solution constituant de 0.2 ml méthanol et 5ml de I’émulsion (B).

L’émulsion (B) : se composant de 0.02 ml d’acide linoléique ,0.2 ml de tween20 et 100 ml de

I’eau distillée.
Le controle positif : La vitamine C a été employée comme controle positif.

L’activité antioxydant des extraits est évaluée en termes de blanchiment de 3 caroténe

en employant la formule suivante : (Ozsoy et al., 2008)

(e —————— — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

Ou:

¢Ao : Absorbance de I’échantillon a to.

#At : Absorbance de 1’échantillon (aprés incubation de 120 minutes).
¢AL,: Absorbance du contrdle négatif a to.

+AL t: Absorbance du contrble négatif (aprés incubation de 120 minutes).
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Figure 18. Protocole expérimental de test de blanchissement du B-carotene.

5.4.3. Test FRAP (Ferric Reducing Ability Power)

5.4.3.1. Principe

L'activité réductrice du fer des extraits prépares est déterminée selon la méthode décrite
par (Oyaizu, 1986), La présence des réducteurs dans les extraits a donc provoqué la réduction
de I'ion Fe3* (complexé) en ion Fe?*, qui est dans le complexe (KsFe(CN)s) en de la couleur
bleu cyanée. Cette capacité réductrice peut servir comme un indicateur significatif de l'activité

antioxydant potentielle d'un compose.
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M AH ————» N——= Fe

Figure 19. Schéma de la réaction de test FRAP (Dorman et al., 2000)
5.4.3.2. Mode opératoire

Selon la technique d'Oyaizu (1986), 2,5ml d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH
6,6) et 2,5ml d'une solution de ferricyanure de potassium (KsFe(CN) ) a 1% sont ajoutée a 1
ml des différentes concentrations des extraits (0,1 a 1mg/ml). L'ensemble est incubé au bain
Marie a 50°C pendant 20 min, Pour stopper la réaction, 2,5ml d'acide trichloroacétique a 10%
est ajouté au mélange. Aprés avoir centrifuges les tubes a 3000 rpm pendant 10 minutes,
2,5ml du surnageant sont meélangés a 2,5 ml d'eau distillée et 0,5ml d'une solution de chlorure
ferrique a 0,1%. La lecture de l'absorbance du milieu réactionnel a été faite a 700 nm contre
un blanc semblablement préparé. Le contrdle positif est représenté par une solution d'un
antioxydant standard, l'acide ascorbique dont l'absorbance a été mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons.
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Figure 20. Protocole expérimentale de test FRAP.

5.4.4. Test de piégeage du H.O. (méthode de piégeage du peroxyde
d’hydrogéne)

5.4.4.1. Principe
Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du peroxyde
d’hydrogene est fondée sur I’absorption de cette molécule dans le domaine de I’UV. Lorsque

la concentration du H202 est diminuée par les composés piégeurs, la valeur de ’absorbance de

ce dernier a 230 nm est également réduite (EIl-Haci et al., 2012).

44




Matériel et méthodes

5.4.4.2. Mode opératoire

L’essai de réduction du peroxyde d’hydrogéne a été effectué suivant la méthode de
(Ruch et al., 1989). 3,4 ml des extraits a différentes concentrations (0-100ug/ml) préparés
dans une solution tampon phosphate a 0,1 M (pH 7,4) sont mélangés avec 600 pl d’une
solution de peroxyde d’hydrogéne a 43 mM (préparée dans le méme tampon phosphate).
Aprés 20min I’absorbance est mesurée a 230 nm. Dans les mémes conditions opératoires,
I’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif. Les résultats sont exprimés en

pourcentage d’inhibition selon la formule suivante :

-
| % du piégeage du H2O2 = [(Abs contrle — Abs extrait)/ Abs contrdle] x 100 |
- J
Extrait préparés dans une solution
tampon phosphate 4 0.1 M (pH 7.4)
Opgml  20pgml  40pgml 60pgml Slpgml 100pgml
U/ AR AW R,
3.4ml
s ¥ l l l l l l ’
—_ A R R D R
Hznz 43[“]&[
(Préparée dans un tampon
phosphate) Aprés 20min
Lecture (3= 230nm)

Figure 21. Protocole expérimental de Piégeage du H202
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Discussion

Les propriétés antioxydantes des extraits de plantes sont principalement dues a leur
richesse en composés phénoliques et flavonoides, qui sont capables de donner des atomes
d'hydrogene ou des électrons pour inhiber la peroxydation lipidique et pour se protéger des
dommages causés par les radicaux libres (Akula et al.,, 2011). Les résultats obtenus
pourraient expliquer l'activité antioxydante des deux plantes médicinale : Drimia
anthericoides (Poir.) et Calendula suffruticosa subsp. foliosa (Batt.), collectée dans la région
d’Annaba (Nord-Est de I’ Algérie).

Le rendement en extrait hydrométhanolique est variable selon les espéces des deux
plantes et leur mélange. Cependant, le rendement le plus important est enregistré dans le
mélange (18,23%), suivi Drimia anthericoides (16,4%), puis Calendula suffruticosa
(10,08%).

Selon les études menées par Belhaddad et al., 2017 et Kord et al., 2020 sur le
synonyme homotypique de Drimia anthericoides (Urginea maritima), les rendements en
extrait brut est de 13% , 2.18% respectivement. Ces rendements sont nettement inférieurs a
celui obtenu dans notre étude. Et dans une autre étude de Amara et al., 2022 sur la méme
espece Drimia anthericoides ou le rendement de 1’extrait hydrométhanolique est de 17,2%

qui est légerement supérieur a celui obtenu dans notre étude.

Notre rendement pour Calendula suffruticosa, est inférieur a celui signalé dans d’autres
études sur la méme espece ou le rendement de I’extrait hydrométhanolique est de 10.43%,
14.4% dans les études de Amara et al., 2022 et de Sofiane, 2018. Une autre étude menée par
Samai et al., 2022 a montré un bon rendement d’extraction de Calendula suffruticosa avec
30.78% pour les fleurs , 21.80% pour les feuilles et 13.40% pour les racines. Une autre étude
de Rigane et al., 2013 réalisée sur une autre espéce de la méme famille : C. officinalis, a

révélé un rendement (18.24 %) supérieur a celui trouvé dans notre étude.

L’analyse phytochimique a montré que les trois extraits hydrométhanoliques lyophilisés
(Drimia anthericoides, Calendula suffruticosa et le mélange) sont contient des métabolites
secondaire tels que les alcaloides, les tanins, les flavonoides, les composés réducteurs,
sterpénoides, stérols et triterpénes. Ces naturels composés sont connus pour leurs propriétés

antioxydantes.
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Nos résultats des tests phytochimiques préliminaires de ’espéce Drimia anthericoides,
concordent avec ceux trouvés dans les travaux de recherche de Belhaddad et al., 2017 et de
Amara et al., 2022 qui ont montré que la plante est riche en métabolites secondaire avec une
absence des coumarines et saponosides. Il en est de méme pour Kord et al., 2020 qui ont
prouvé par une étude phytochimique de la méme plante la présence de ces composés
phytochimiques, avec une présence de coumarine qui sont absents dans notre résultat.

Les résultats des tests phytochimiques préliminaires de 1’espéce C. suffruticosa.
concordent avec ceux trouvés dans les travaux de recherche de Amara et al., 2022. Le travail
de Sofiane, 2018 a révéelé la présence des méme composés que notre étude,
exceptionnellement présence des alcaloides, saponosides, stérols et terpénoides, ces résultats
sont en accords avec ceux de Muley et al., 2009 et Ashwlayan et al ., 2018.

Nos réesultats montrent que 1’extrait hydrométhanolique de mélange a une teneur plus
élevée en polyphénols totaux (164.02 mg EAG/g) et en tanins ( 51.77 mg EC/g ) et en
flavonoides (27.04 mg EQ/g) par rapport a celle de 1’extrait hydrométhanolique de Drimia
anthericoides (132.02 mg EAG/g) pour les polyphénols et ( 30.20 mg EC/g ) pour les tanins
et (20.73 mg EQ/g) pour les flavonoides et a celle de I’extrait hydrométhanolique de
Calendula suffruticosa (103.22 mg EAG/g) pour les polyphénols et ( 19.41 mg EC/g ) pour
les tanins et (16.04 mg EQ/qg) pour les flavonoides.

Plusieurs travaux ont confirme la richesse du genre Drimia en polyphénols et en tanins
et en flavonoides parmi lesquels les travaux de Belhaddad et al., 2017 ; Rezzagui et al.,
2020 et EI-Bondkly et al., 2022 .

En outre, de nombreux travaux ont montré que le genre calendula contient de bonnes
quantités de polyphénols et flavonoides parmi lesquels les travaux de Graziela et al., 2019
et de Sofiane, 2018 et de Samai et al., 2023 .

En effet la différence dans les quantités de ces métabolites secondaires des deux
plantes peut étre due a la variabilité du métabolisme dans différentes plantes mais aussi a la
différence dans les conditions climatiques (température, l'exposition solaire, la sécheresse et

la saison de croissance) (Amara et al., 2022) .

En outre le fait que les résultats montrent que le mélange contienne des grandes

quantités de polyphénols et des tanins et des flavonoides, nous pouvons expliquer cela par le
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fait qu’ils ont montré la somme des composes présents dans les deux plantes.

L’activité anti-oxydante des extraits hydrométhanoliques des deux plantes médicinales
Drimia anthricodes et Calendula suffruticosa Vhal, a été évaluée par quatre tests peuvent étre
classés en deux groupes : les tests mesurant le transfert d'électrons ou d'hydrogéne & un
radical coloré stable et simple a détecter (DPPH, FRAP, H.0,) et les tests impliquant une
compétition entre l'antioxydant et une cible a protéger (pigments, lipides) (décoloration de B-
carotene ) (Bensouici, 2015) .Ainsi que il convient de noter que les différentes méthodes
donnent des résultats assez différents et devraient étre appliquées préférentiellement pour la
comparaison de produits similaires (Georgeva et al., 2010)

Plusieurs études ont évalué les effets des fleurs et des bulbes de Drimia Anthericoides et
Calendula suffruticosa a l'aide de diverses techniques, notamment le DPPH pour bien
connaitre leurs capacité antioxydantes totaux, ils ont révélé que leurs extraits
hydrométhanoliques possédent une excellente activite antioxydante, cela a été prouve par des
auteurs ayant travaillé sur les bulbes d’Urginea indica synonyme homotypique de Drimia
anthericoides (Banani et al., 2017), ou sur les bulbes et les feuilles d’autres espéces de la
méme famille des Liliacée, comme le genre Allium (Demirtas et al., 2013 ; Himed, 2015) et
des especes d'oignons sauvages (Panduranga Murthy et al., 2011) d’une autre des travaux

effectuer sur Calendula suffruticosa par Sofiane,2018 et Amara et al., 2022.

Le test piégeage du radical libre DPPH est basé sur la réduction de ce dernier lorsqu'il
est melangé avec un antioxydant tel que les polyphénols, ce qui conduit a une perte de sa
couleur violette qui vire au jaune péale et a une réduction de son absorption a 520 nm
(Molyneux, 2004), Par ailleurs, I’effet de balayage contre les radicaux DPPH a révélé une
activité antioxydante dépendante de la concentration des extraits hydrométhanoliques de D

Anthericoides et C suffruticosa.

Donc en présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration

résultante (Markowicz Bastos et al., 2007).

Les résultats de l'activité de piégeage du radical DPPH ont été exprimés par les
pourcentages d’inhibitions et les valeurs d’IC50, les valeurs IC50 faibles indiquent une forte
activité de piégeage des radicaux libres, qui exprime la quantité de DPPH restante ou utilisée
dans le milieu aprés la réaction. La capacité de piégeage des radicaux libres des extraits

hydrométhanoliques dépend de la capacité des composés antioxydants qui ont a libérer leur
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hydrogénation, Nous avons constaté que I’extrait de C suffruticosa avait un potentiel
antioxydant plus éleve (D’IC50 =1.590 mg/ml) que I’extrait de D Anthericoides

(D’1C50 =1.739mg/ml).

Les terpenoides, flavonoides, alcaloides et les tannins sont considérés comme des
substances potentiellement antioxydantes. Cependant, la présence de ces substances
indique que nos extraits hydrométhanoliques sont dotés d’une activité antioxydante. Les
piegeurs les plus efficaces du radical libre DPPH sont ceux possédant les valeurs 1C50 les
plus basses (Markowicz et al., 2007).

Selon Preethi et al., 2006 I’extrait butanolique de Calendula illustre aussi une activité
de piégeage de radical libre in vitro d’une maniére dose dépendante (Leach, 2008).

Concernant une concentration de 2 mg/ml, le pourcentage d’inhibition de DPPH de
I’extrait Drimia anthericoides est de 59,42 % tandis que I’extrait Calendula suffruticosa, est
de 63,15% et 86,3% pour le mélange.

Dans une étude de Mammadov et al.,2010 deux tests ont été utilisés afin de déterminer
I’activité antioxydante des extraits d' Urginea maritima ( test de p-carotene, test de DPPH
etc...), dans cette étude les extraits ont été préparés a partir de feuilles et de tubercules en
utilisant différents solvants tels que le méthanol, le benzene, I'éthanol et I'acétone, et selon les
résultats obtenus les extraits de méthanole ont montré une activité antioxydante élevée de

(66,8 %), c’est un pouvoir antioxydant supérieure a celui trouvé dans notre étude (59.42%).

Mahato et al., 2019 ont constaté que l'extrait méthanolique des bulbes d’Urginea
maritima possedait une activité antioxydante remarquable en utilisant le test DPPH avec une
valeur 1C50 de 0.05131 mg/ml, qui était inférieur a celle de nos résultats avec une valeur
IC50 de 1.590 mg/ml. Plusieurs auteurs ont recommandé Urginea maritima, (oignon sauvage

traditionnel) comme alternative pour la gestion de nombreuses maladies chroniques.

Drimia anthericoides et Calendula suffruticosa ont montré un bon pouvoir de
neutralisation du radical DPPH traduit par une concentration inhibitrice IC50 égale a
(2.739 mg/ml) pour D anthericoides et (1,590 mg/ml) pour C suffruticosa, valeur inférieure a
celle trouvée par Mariassyova, 2006 (1,10 mg/ml), Le mécanisme de la réaction entre
I’antioxydant et le DPPH dépend de la conformation structurale de [I’antioxydant

(Tsimogiannis et Oreopoulou, 2006; Kouri et al., 2007). quelques composés se réagissent
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trés vite avec le DPPH en réduisant un nombre de molécules de DPPH égal a celui des
groupements hydroxyles de I’antioxydant (Bondet et al., 1997). I’effet scavenger des
flavonoides sur les radicaux libres dépend de la présence des groupements OH libres, en
particulier 3-OH, avec une configuration 3',4'-rthodihydroxy (Heim et al., 2002).

Dans une étude Rajput et al., 2018, ou des techniques de piégeage des radicaux libres
DPPH ont été utilisées pour déterminer les activités antioxydantes de D maritima. L’extrait
hydrométhanolique a démontré une bonne activité de piégeage de ce radical.

Des résultats similaires de Cetkovi et al ., 2004 de Efstratiou et al .,2012 de Ercetin et
al.,2012 et de Miguel et al.,2016 ont éte observés sur Calendula ou I’extraits

hydrométhanolique a démontré une bonne activité de piégeage de radical DPPH.

D’aprés nos résultats, nous remarquons clairement que les extraits hydrométhanoliques
des deux plantes étudiées exercent un puissant effet inhibiteur de l'oxydation du - carotene,

aprés 120 minutes d'incubation.

L’extrait hydromeéthanolique de mélange de deux plantes Calendula suffruticosa et
Drimia antherocoides, montre la plus grande activité inhibitrice de I’oxydation couplée de
I’acide linoléique et du [B-caroténe avec un pourcentage de 63,62%, suivie par Drimia
anthericoides avec un pourcentage de 58,89%, puis Calendula suffruticosa avec un

pourcentage de 54,14%.

Selon plusieurs travaux réalisées sur I’espéce Drimia anthericoides, [I’extrait
hydrométhanolique avec des pourcentages d’inhibition différents (Mammadov et al., 2010,et
63,58 % pour les feuilles et 57,71 % pour les tubercules), (Belhaddad et al., 2017, et
69,65%), (Belhaddad, 2018, et 69,56%), (Bouhadjeb et Bouzaout , 2018, et 71,02%),
(Rezzagui et al., 2020, et 71%). Ces pourcentages sont nettement supérieurs a celui obtenu

dans notre étude.

Dans des études similaires réalisée par Kassim et al., 2013 et Sofiane et al., 2018,
I’extrait hydrométhanolique de Calendula suffruticosa a inhibé la peroxydation lipidique de
’acide linoléique avec un taux de (74,6% , 75%) respectivement, qui sont supérieurs a celui

obtenu dans notre étude.

Nos résultats montrent que I’extrait hydrométhanolique de meélange a une capacité

réductrice plus élevée avec une densité optique de 0.503 a la concentration de 1 mg/ml par
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rapport a celle de I’extrait hydrométhanolique de Drimia anthericoides (DO= 0.328) a la
concentration de 1mg/ml et de I’extrait hydrométhanolique de Calendula suffruticosa (DO =

0.239) ala concentration de 1mg/ml.

En outre beaucoup de travaux ont montré que Drimia anthericoides a une activité
antioxydante élevée, Bouhadjeb et al., 2018 ont étudié ’activité anti-oxydante de ’extrait de
Drimia antherocoides par le test de FRAP dont la capacité réductrice a été exprimé en
concentration effectrice (EC50) ou I'EC50 le plus faible correspond a l'extrait le plus actif.

Les auteurs ont obtenu des valeurs de 186,81 + 3,88 pug/ml.

Egalement Rezzagui et al., 2020 ont étudi¢ I’activité anti-oxydante de I’extrait de
Drimia anthericoides de la région de Mila ( I'est de Algérie) par le test de FRAP dont quatre
types de solvants, a savoir I'extrait éthanolique brut(CRE), Fraction de chloroforme (CHE),
fraction d'acetate d'éthyle (EAE), Extrait aqueux(AQE) ont été utilisés pour extraire les
composes bioactifs de Drimia anthericoides , ils ont également exprime les résultats en EC50
et ils ont obtenu des valeurs de 53.12+0.017 pg/ml et 24.2+0.006 pg/ml et 17.06+0.014 pg/ml
et 50.56 = 0.011 pg/ml respectivement.

Aussi Leilei et al.,, 2022 ont étudié I’activité anti-oxydante de I’extrait de Drimia
anthericoides par le test de FRAP dont , dans leur travail trois types de solvants, a savoir
l'acétate d'éthyle (EA), le méthanol (MeOH) et de I'eau (H20) ont été utilisés pour extraire les
composes bioactifs des parties aériennes et les bulbes de Drimia anthericoides. Ils ont obtenus
des valeurs de 15.26 = 0.75 et 29.93 + 0.46 et 55.43 + 0.39 respectivement dans les parties
aeriennes.et des valeurs de 24.49 + 0.39 et 16.52 + 0.24 et 16.38 + 0.29 dans les bulbes.

En outre plusieurs travaux ont montré que le genre Calendula suffruticosa a une bonne
activité anti-oxydante , Samai et al., 2022 ont étudié I’activité anti-oxydante de I'huile
essentielle de cette plante ainsi que les extraits préparés a partir de plusieurs solvants (
méthanol 70% MEOH et I’éthanol 70% ETOH ) et préparés a partir de différentes parties
(fleurs, feuilles et racines) en utilisant le test de FRAP , dont ils ont obtenu pour le MEOH
des valeursde 44.63+0.52 et 50.03+1.18 et 67.19+172 dans les fleurs, les feuilles et les
racines respectivement et pour le ETOH des valeurs de 38.74+1.95 et 44.60+0.06 et

61.53+2.52 dans les fleurs, les feuilles et les racines respectivement .

Egalement Sofiane, 2018 a étudié [I’activité anti-oxydante de I'extrait éthanolique de

Calendula suffruticosa, elle a obtenu des valeurs de densité optique de 1,157+0.0015 a une
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concentration de 0,5 mg/mi.

Pour le mélange nos résultats ont montré qu’il posséde une capacité réductrice plus
élevée que les extraits bruts de deux plantes Drimia anthericoides et Calendula suffruticosa,

on peut expliquer cela par la synergie des composés présents dans les deux plantes.

La présence de réducteurs (comme antioxydants) provoquent la conversion du complexe
Fe®* ferricyanure a la forme ferreuse Fe*. Bien que le fer soit essentiel pour le transport
d'oxygene pour la respiration et l'activité des enzymes, il s'agit d'un métal réactif qui catalyse
des dommages oxydatifs dans les tissus vivants et les cellules (Bourgou et al., 2008).

D’une maniere générale, I’activité réductrice est attribuée a la composition chimique des
extraits testés. Cependant, elle peut étre due a I'un des constituants majoritaires ou a d’autres

constituants minoritaires ou également a une synergie entre eux (Sofiane, 2018).

Nous avons étudié la capacité de nos extraits a piéger le peroxyde d’hydrogene (H203)
en suivant la diminution de I’absorbance de cette molécule (H202) & 230 nm. D’aprés les
résultats obtenus, on a remarqué que les extraits étudiés sont doués d’une activité
antiradicalaire importante vis-a-vis le radical H>O> notant que, cette activité est dose
dépendante, Ceci est peut-étre expliqué par la richesse de ces extraits en métabolites
secondaires tel que les polyphénols et les flavonoides qui sont connus par leur rdle

antioxydant.

Plusieurs travaux ont montré que les composés phénoliques sont des bons donneurs
d'électrons et peuvent accélérer la conversion de H2O. en HxO, et grce aux groupes
hydroxyles, les composés phénoliques sont des puissants antioxydants peuvent contribuer

directement a I'action antioxydante (Wagh et al., 2012).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent une source fiable d'ingrédients actifs connus pour leurs
propriétés thérapeutiques tels que les polyphénols, ces molécules suscitent actuellement
I’intérét de plusieurs chercheurs en raison des bénéfices qu’ils pourraient procurer a la santé

humaine.

Ce travail a porté sur I’extraction et le dosage des polyphénols et des flavonoides de

deux plantes disponibles en Algérie : Drimia Anthericoides et Calendula suffruticosa ainsi

que I’évaluation de leurs activités antioxydantes.

v" Le screening phytochimique réalise sur les deux plantes ainsi que leur mélange a
montré leur présence en plusieurs principes actifs tels que flavonoides, les tanins, les
mucilages, les composées réducteurs et les coumarines.

v L’analyse quantitative par le dosage spectrale des substances bioactives a montré que
les trois extraits testés sont riches en polyphénols, flavonoides et en tanins.

v" Calendula suffruticosa et Drimia anthericoides ainsi que leur mélange ont possédé un
pouvoir anti-radicalaire important vis-a-vis le radical DPPH, notons que le pouvoir le
plus éleve et enregistré chez le mélange de deux plantes.

v"Nos extraits ont exercé un effet inhibiteur de I'oxydation du B-caroténe trés important
surtout chez Drimia anthericoide et le mélange.

v" L’évaluation de la capacité d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne pour les trois
extraits montré qu’ils sont doués d’un pouvoir antiradicalaire remarquable en

particulier Drimia anthericoide et le mélange.

Cette activité anti-radicalaire des extraits est relativement dépendante de la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides, donc ces molécules sont considérées comme des agents
antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées pour des applications
thérapeutiques, donc il serait judicieux de compléter cette recherche par une étude
approfondie s’intéressant a I’identification des molécules bioactives, aussi de mieux connaitre
le mécanisme d’action de ses molécules ainsi que leur pharmacocinétique et leur

pharmacodynamie.
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