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Depuis longtemps les plantes ont été l’objet de nombreuses curiosités, du fait de

leurs propriétés.La nature nous a créés, pourquoi ne pourrait-elle pas nous soigner ? Ceci a

déjà été démontré maintes fois par le passé, mais de nos jours il est question de culture

biologique, alimentation biologique, alors pourquoi ne pas regarder en dessous de nos pieds,

si les plantes que nous écrasons de nos pas ne peuvent pas nous aider à y contribuer. La

solution est peut-être là, à côté de chez vous dans un champ ou dans un bosquet (SCHAAL,

2010).

Aujourd’hui La recherche et la science nous fournissent  le pouvoir d’explorer les

plantes, de comprendre le fondement de leur histoire, de leurs vertus, de leur puissance. On

découvre ainsi que c’est à l’échelle moléculaire qu’il faut s’attarder, pour découvrir la ou les

substances possédant des propriétés extraordinaires.

Nos cellules et tissus peuvent être soumis à une grande variété d’agression physique

(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermie), chimiques (acidose, toxines) et

métaboliques (exposition à des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de

croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée

stress oxydant, dû à l’exagération d’un phénomène physiologique, normalement très contrôlé,

la production de radicaux dérivés de l’oxygène (Walker et al., 1982).

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthèse est actuellement remise en

cause en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources

végétales d’antioxydants naturels sont recherchées (Tadhani, 2007). En effet, les polyphénols

sont des composés naturels largement répandus dans le règne végétal qui ont une grande

importance notamment grâce à leurs effets bénéfiques sur la santé (Koechlin-Ramonatxo,

2006). Leur rôle d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérêt pour la prévention de

nombreuses pathologies notamment, le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et

cardiovasculaires (Vârban et al, 2009); ils sont également utilisés comme additifs en

industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Suhaj, 2006). Des études

scientifiques ont été développées pour l’extraction, l’identification et la quantification de ces

composés à partir des différentes sources telles que les horticoles, les cultures agricoles et  les

plantes médicinales (Marc et al, 2004).
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Dans ce contexte, notre choix est basé sur une plante médicinal qui est Carlina acaulis

récoltée de Terni sud de la wilaya Tlemcen, dans un but de la valoriser, en quantifiant les

teneurs en composés phénoliques et alcaloïdes et en évaluant le pouvoir antioxydant.

La démarche adoptée pour aboutir à notre but est la suivante :

La première partie concernant l'étude bibliographique:

 Généralités sur Carlina acaulis en appuyant sur la classification, la répartition, la

composition chimique dans le premier chapitre;

 Un aperçu général sur le stress oxydatif et antioxydants en deuxième chapitre.

La deuxième partie reporte la description du protocole expérimental:

 Détermination de la teneur en eau

 Les tests phythochimiques

 L'extraction brute (acétone/eau), et l’extraction sélective des alcaloïdes, des

flavonoïdes et des tanins des racines de C.acaulis.

 Évaluation des propriétés antioxydantes des extraits, par la méthode du piégeage du

radical libre DPPH.

La troisième partie consiste à interpréter et discuter les résultats obtenus et enfin une

conclusion générale sur notre étude.



CHAPITRE I
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1. Noms vernaculaires

Du latin Carolus, Charles, Charlemagne aurait employé les racines de cette plante

pour guérir ses soldats de la peste. Pour d’autres il s’agirait de Charles-Quin. Pour d’autres,

enfin, Carlina proviendrait d’une déformation de Cardina (et finalement de Carduus) et

signifierait « petit Chardon » ; acaulis de a privatif et caulos (grec) tige. On la nomme aussi

Carline des Alpes, Baromètre, Caméléon blanc, Chardonnerette, Charcousse, Loque (Garnier

et al, 1961). Les appellations de C.acaulis dans plusieurs langues sont :

 Baromètre, Carline acaule, Carline à tige courte, Chardon argenté (français) ;

 Carline Thistle. silver thistel (anglais) ;

 Silberdistel. Stengelloseeberxurz (allemand) ;

 Tafgha (nom vernaculaire arabe)

 Cardo de puerto. Cardo de san pelegrin (espagnol)

 Carlinabianca. Carlopinto (italien)

 Carlina acaulis (Latin) (Benoît, 2009).

2. Position systématique

Règne Végétal

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiosperme

Classe Eucotyls

Ordre Astérales

Famille Astéracées

Genre Carlina

Genre Espèce Carlina acaulis

Figure 1 : Photographie de Carlina acaulis
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3. Caractéristiques principales

Carlina acaulis est une plante sauvage, son surnom de baromètre du berger vient du

fait que c'est une véritable plante baromètre. Autrefois les paysans, et surtout les bergers, les

gardiens de troupeaux, accrochaient des tiges de Carlina acaulis au-dessus de leur porte. Tant

que l'air est sec, les fleurs, mêmes sèches restent bien ouvertes. Lorsque l'air commence à

s'humidifier, les fleurs se referment bien avant que la pluie commence.

Comme son qualificatif latin d'acaulis le précise, Carlina acaulis est acaule c'est-à-dire qu'il

ne possède pas de tige (figure 1). Mais, en fait il possède une très courte tige. Les fleurs sont

mellifères et attirent les insectes pollinisateurs et les abeilles. Les fleurs séchées ont une

longue durée de vie et permettent de réaliser des bouquets très naturels et champêtres. On

consomme les fleurs qui ne sont pas encore ouvertes à la manière des artichauts. Les

marmottes et les ânes sont également gourmands de Carlina acaulis qu'ils consomment

allègrement malgré les feuilles piquantes. C.acaulis fait également partie des plantes

médicinales.

Dans certains pays, C.acaulis fait partie des espèces protégées, car elle est en voie de

disparition dans la nature. Il convient donc de se renseigner à la préfecture ou à la mairie

avant d'en cueillir dans la nature.

4. Description botanique

Carlina acaulis est une plante bisannuelle ou vivace, semblable au chardon, à tige

courte voire absente (Bernard, 2001). La racine est pivotante (figure 2). Les fleurs sont

disposées en capitules, ces derniers, sont gros, larges de 6 à 12 cm. Les bractées extérieures

sont très inégales, divisées, épineuses, assez semblables aux feuilles ordinaires de la plante.

Les bractées inférieures sont membraneuses, d’un blanc argenté, souvent violacées en

dessous, très visibles, étalées en rayonnant. Le calice est constitué de poils, la corolle est

formée de cinq pétales soudés en tube. Les cinq étamines sont insérées sur la corolle à filets

libres entre eux, mais à anthères soudées entre elles et portant à leur base deux filaments

plumeux. Le style est bifurqué en deux branches stigmatiques, épaissi et velu vers le haut en

dessous de la bifurcation. L’ovaire est uniloculaire à deux carpelles à placentation pariétale.

Les akènes sont soyeux, l’aigrette se détache à la maturité et est deux fois longue comme le

reste du fruit, et a une seule rangée de poils plumeux. Les feuilles de la plante sont sans

stipules, toutes pétiolées, profondément divisées, généralement sans poils ou rarement
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aranéeuses (figure 3). Les bractées de capitule sont sensibles aux variations de l’hygrométrie

aérienne, elles se ferment à l’approche de la pluie (Garnier et al, 1961).

Figure 2 : Photographie de Carlina acaulis Figure 3 : Schéma de Carlina acaulis
sur terrain

5. Habitat et répartition géographique

C.acaulis est très commune surtout sur sol calcaire, dans les pâturages secs, les pentes

rocailleuses entre 400 et 2800 m, et sur les prairies maigres. Elle est très répandue dans les

montagnes de l’Europe centrale et du sud, Balkans et sud de la Russie, Yougoslavie, Bulgarie,

la Méditerranée (Cécile, 2004). En Algérie plus particulièrement dans la Wilaya de Tlemcen,

on la retrouve au sud de la wilaya (Terni et Sebdou) ou au nord (Hennaya) ainsi qu’à l’ouest

(Maghnia).

6. Composition chimique

Le dosage des métabolites primaires de Carlinaacaulis contient 8% de matière grasse,

18.11% de la teneur en sucre, et un faible taux en protéine estimé à 3.85%. Dans la racine, on

découvre une huile essentielle d’odeur agréable, de la résine, de l’inuline et une substance

antibiotique, le carlinoxyde, une cire, des tanins (Schauenberg, 1977). L’huile essentielle

contient 12 à 15 % d’un sesquiterpène monocyclique, le carlinène C15H24 et un dérivé du

furane C13H10O, et elle contient également de l’acide palmitique, des traces de phénols, des

glucides représentés par des oses et des osides (18 à 22 % d’inuline, gomme), des lipides,
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principalement des acides gras, des matières minérales, essentiellement du calcium, du

magnésium et du potassium (Garnier et al. 1961).

Figure 4 : oxyde de carline (Schauenberg, 1977)

7. Propriétés pharmacologiques et utilisation traditionnelle

En médecine traditionnelle, C.acaulis était employée occasionnellement comme

diurétique, diaphorétique (Max et Robert, 1999), tonique des voies digestives et donc

stomachique, et par son efficacité contre plusieurs dermatoses (acné, eczéma), anti-infectieuse

et antidèrmatosique par un composé antibiotique dit « oxyde de carline ». Elle est aussi

utilisée contre plusieurs maladies, convulsive, bronchite, carminatif, dyspepsie, embarras

gastriques, éruptions cutanées, fièvre, gastrite, hémorragie, obstruction, peste, rhume et

tumeur (Bernard, 2001).

La racine de C.acaulis a été inscrite à la première édition de la Pharmacopée française,

des propriétés antibiotiques ont été mises en évidence pour l’oxyde de carline vis à vis du

staphylocoque doré et de nombreuses bactéries Gram positif, mais ce composé est trop

toxique pour un emploi thérapeutique (Paris et al. 1971).

On reconnaît à la carline des propriétés astringentes et tonifiantes. L’huile essentielle est

antiseptique, elle trouve son utilisation dans les préparations des produits capillaires (cheveux

normaux ou à tendance grasse), des produits pour les mains, des produits pour le corps et des

produits pour le visage destinés aux peaux acnéiques, mixtes et grasses (Florkin, 2008).
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8. Travaux antérieurs

SEMMLER, 1889 : Le principal composé de l'huile essentielle, carlinaoxyde, a été isolé pour

la première fois en 1889, La racine renferme des glucides représentés par des oses et des

osides (18 à 22 % d’inuline, gomme), des lipides, principalement des acides gras (acide

palmitique), des matières minérales essentiellement du calcium, du magnésium et du

potassium, des composés phénoliques, plus particulièrement des phénols et des tanins,1 à 2 %

d’huile essentielle qui est composée de terpénoïdes 12 à 15 % de sesquiterpènes (carlinène)

« oxyde de carline » qui est un dérivé du furane en plus des résines et une cire.

GARNIER et al, 1961 : C.acaulis contient également de l’acide palmitique et des traces de

phénols.

SCHAUENBERG, 1977 : La racine de C.acaulis contient une huile essentielle, la résine,

l’inuline, une substance antibiotique, le carlinoxyde, une cire et le tanin.

MEUSEL et KÄSTNER, 1990 : Plusieurs composés ont été isolés à partir de la technique

chromatographique par HPLC d'extraits de feuille de C.acaulis qui a révélé la présence de

glycosides, flavones et plusieurs acides phénoliques, principalement des dérivés de l'acide

caféique. L’extrait montre aussi des composants très similaires: homo orientin, orientin,

apigénine et l'acide chlorogénique ont été déterminées. Vitexine et apigénine 7-O-glucoside

ont été détectés seulement dans l’extrait de feuille de C.acaulis, et les osides dans l’extrait de

C.acanthifolia. Ceci est le premier rapport sur 1217 présence d'apigénine et acide

chlorogénique dans les feuilles de ces deux espèces de Carlina.

CHALCHAT, 1996 : Les principaux composés de C acaulis sont inuline (18-20%), les

flavonoïdes et l’huile essentielle (2%) avec 80% d'oxyde de Carlina,

BOUCHRIHA et HABAR, 2009 : Etude sur la racine de C.acaulis montre la présence des

alcaloïdes, des flavonoïdes et des tanins Le dosage des métabolites secondaires a donné les

résultats suivants : 33.48mg/g de  phénols totaux, 1.596mg/g de tanins et 13.76 mg/g de

flavonoïdes et enfin une évolution de pouvoir antioxydant par DPPH.
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1. Introduction

Le stress oxydant et les antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers

pour les professionnels de la santé et même pour le grand public. Ces notions ne sont toutes

fois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler que dans le milieu des années 50, on évoquait déjà le

vieillissement. En 1969, les Américains Mc Cord et Fridovich isolent à partir de globules

rouges humains un système enzymatique antioxydant la super oxyde dismutase (SOD),

démontrant ainsi pour la première fois que notre organisme produit bel et bien des espèces

réactives oxygénés (ERO) dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point de départ

d’une intense recherche scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les

antioxydants (Favier, 2003)

2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit par le déséquilibre entre le système de défenses

antioxydant d’un organisme et les entités pro-oxydantes, en faveur de ces derniers. Ce stress

oxydant chronique est impliqué dans la plupart des processus de vieillissement et dans de

nombreuses pathologies comme le cancer, les maladies neurogénératives. Dans le cas d’une

obésité ou d’un syndrome métabolique, un déséquilibre oxydatif se met en place et peut

participer à la progression de cet état vers le diabète de type 2. Une fois le diabète installé, un

stress oxydant chronique persiste et va être à l’ origine de nombreuses complications dont

principalement des macro et micro angiopathies (Van der werf, 2013)

Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions suivantes est

présente:

•Excès des espèces réactives d’O2, N2 ou Cl2.

• Défenses insuffisantes (endogènes et exogènes).

• Mécanismes de réparation insuffisants.

Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique. Un

excès d’espèces réactives mal maîtrisé favorisera une maladie ou un vieillissement accéléré.

Le terme stress oxydatif est un anglicisme. Le terme général de stress oxydatif est utilisé pour

décrire une situation de dommages causés par les radicaux libres. (Mercan .2010).



Chapitre II Stress oxydatif et antioxydant

11

2.1. Causes du stress oxydatif

L’oxygène, molécule indispensable à la vie, est susceptible d’entraîner des effets

dommageables dans l’organisme via la formation  des espèces oxygénées activées (Haleng  et

al., 2007). La chaîne respiratoire mitochondriale a des conséquences doubles et paradoxales

sur les cellules aérobies. Elle fournit à la cellule une source d’énergie importante. Or, dans les

conditions physiologiques, environ 0,4 à 4 % d’électrons s’échappent, réagissent directement

avec l’oxygène dissous dans le cytoplasme donnant naissance à des radicaux libres (RL)

(Haleng et al., 2007). Leur synthèse et aussi augmentée par un déficit nutritionnel en

antioxydants, une surproduction des radicaux libres d'origine inflammatoire, le vieillissement,

une  exposition environnementale des facteurs prooxydants (une exposition prolongée au

soleil, à l'ozone, le tabagisme, la consommation excessive d'alcool, le contact avec des agents

cancérigènes, une forte consommation de médicaments et la pollution). Il peut être aussi la

conséquence de certains troubles métaboliques comme le diabète, des processus infectieux

comme le sida ou l'obésité qui favorisent la production d'espèces réactives de l'oxygène

(Schlienger et al., 2009)

2.2. Conséquences du stress oxydant

Les radicaux libres sont instables et cherchent à s’apparier avec un électron d’une

autre molécule. Ils sont à l’origine de réactions d’oxydation en chaîne responsables de lésions

cellulaires à l’origine des défaillances d’organes (Zazzo., 2002), conduisant à l’apparition

d’une multitude de maladies, comme le cancer, la cataracte, le syndrome de détresse

pulmonaire aigu, le vieillissement accéléré, le diabète, la maladie d’Alzheimer, les

rhumatismes, l’obésité et les maladies cardiovasculaires (Khan et al., 2006).

Les conséquences du stress oxydants sont:

-L’oxydation des acides nucléiques susceptibles d’entrainer des modifications des bases

azotées, des fragmentations de l’ADN, des ruptures de brins ou à des pontages entre des bases

altérant ainsi l’expression génétique (Cooke et al., 2003).

- La peroxydation des lipides surtout des acides gras polyinsaturés (AGPI) qui sont facilement

oxydables, aboutissant à la désorganisation complète de la membrane cellulaire, altérant de ce

fait ses fonctions d’échanges, de barrières et d’informations (Koechlin-Ramonatxo., 2006).

-L’oxydation des protéines, Il s’ensuit une fragmentation de la protéine, une oxydation des

chaines latérales des acides aminées ou une formation de liaisons croisées entre deux

protéines. Les fonctions de multiples enzymes, de récepteurs et de protéines de transport
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cellulaire peuvent ainsi être modifiées. L’oxydation des glucides, générant ainsi des

intermédiaires réactifs. Les dommages se propagent via l’attaque des radicaux libres  formés

sur d’autres molécules. C’est toute la machinerie cellulaire qui peut être affectée (Davies.,

2003).

3. Radicaux libres

Les radicaux libres sont, pour la plupart, de petites molécules dotées d’une très

importante réactivité et instabilité liée à la présence appariée d’au moins un électron non

apparié sur l’orbitale externe (Halliwell er Gutteridge, 1999). Cet électron non apparié va

chercher à se réapparier au travers d’autres molécules, que l’on qualifiera de cible oxydables.

Les espèces radicalaires provoquant la majorité des dommages au niveau cellulaire sont

principalement représentées par les espèces réactives de l’oxygène, comme l’anion

superoxyde (O-2 ), le radical hydroxyle (OH), ou encore le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ce

sont les entités oxydantes les plus fréquemment produites chez les organismes aérobies, et

qui, à de faibles concentrations, servent d’initiateurs ou de seconds messagers dans diverses

voies de signalisation. En effet, ces ERO sont d’importants produits secondaires de

métabolisme, er peuvent déclencher d’importants phénomènes de réaction oxydatives en

chaine. D’autres espèces radicalaires sont encore à considérer, à savoir les espèces réactives

de l’azote (RNS). Les RNS comme les cation nitrosomium (NO+), l’anion nitroxyl (NO-) ou

encore le peroxynitrite (ONOO-) proviennent principalement de l’oxydation enzymatique de

l’arginine par l’oxyde nitrique synthase (NOS) (Palmer et al., 1988).

Du fait de leur haute réactivité, ces radicaux libres ont une demi-vie extrêmement

courte pour la plupart, ce qui rend leur détection directe difficile. Ce sont ainsi plutôt des

produits secondaires résultant de la réaction de ces radicaux libres avec divers substrats qui

permettent l’évaluation des dommages oxydatifs liés à la présence d’entités oxydantes

hautement réactives (Davies., 2003).

3.1. Actions biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres réagissent particulièrement sur les macromolécules lipidiques,

protéiques, glucidiques et nucléiques. La réaction initiale stimule d'autres réactions, ce qui

accroit la production de radicaux libres. Le résultat de ces perturbations est un

dysfonctionnement cellulaire menant à des désordres inflammatoires, à des troubles

immunologiques, à des problèmes neurologiques, à des mutations génétiques et au

vieillissement (Poortmans et Boisseau, 2003).
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Les dommages liés à un stress oxydant se traduisent par diverses altérations

biochimiques intracellulaires telles que l'oxydation de l'ADN, des protéines ou encore la

peroxydation des lipides.Les radicaux libres sont également issus d'un phénomène de défenses

vital à l'organisme, dans la mesure où les mécanismes d'oxydation provoquent l'altération de

toutes les molécules entraînées dans la réaction. Induire une attaque radicalaire contre un

élément indésirable est donc un excellent moyen de le détruire. C'est ainsi que nos globules

blancs, acteurs majeurs du système immunitaire, déclenchent des attaques radicalaires contre

les virus et les bactéries. Les cellules anormales ou malades, qui pourraient éventuellement

conduire à la formation de cellules cancéreuses ou d'une tumeur, peuvent ainsi être

supprimées. Notre corps, grâce à cette capacité à déclencher des attaques radicalaires, possède

un excellent moyen, rapide et efficace, de se protéger des sources d'infections et des cellules

dégénératives. En revanche, comme nous l'avons décrit précédemment, la réaction

d'oxydation, une fois qu'elle est initiée, doit être stoppée. Comme une cascade de dominos :

une fois le premier tombé, c'est toute la ligne qui bascule de plus en plus vite. Le rôle des

antioxydants est de bloquer les réactions. Il s'instaure ainsi dans l'organisme un équilibre entre

le nombre d'attaques radicalaires déclenchées et la quantité d'antioxydants disponibles qui les

neutralisera. Dans certains cas (maladies, vieillesse, exposition excessive aux radicaux

libres...), l'équilibre est rompu et le corps est débordé (Van der werf, 2013).

Les radicaux libres altèrent toutes les molécules qui se trouvent sur leur passage et ne

différencient malheureusement pas les éléments dangereux, comme les virus et certaines

bactéries, des molécules normales, comme les molécules saines. C'est pourquoi, un stress

oxydatif trop important aura des conséquences néfastes sur notre santé. (Soares, 2005).

4. Antioxydants

4.1. Définition

Un moyen de défense contre les radicaux libres : systèmes de défense sont des systèmes

qui permettent de prévenir la formation radicalaire ou de limiter les lésions d'oxydation. Ces

systèmes peuvent être endogènes ou exogènes, d'origine nutritionnelle. Un antioxydant est

une substance qui peut être ajoutée à faible dose à un produit naturellement oxydable à l'air,

capable de ralentir ou d'inhiber le phénomène d'oxydation. Cette définition peut être élargie et

le terme "antioxydant" englobe ainsi toutes les substances qui protègent les systèmes

biologiques contre les effets délétères potentiels des processus ou réactions qui engendrent

une oxydation excessive (Shimizu, 2004)
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D’après Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogène ou exogène qui

est capable de prévenir, de retarder et de réduire l’ampleur de la destruction oxydante des

biomolécules. Les systèmes de lutte contre les ERO sont classés dans trois catégories : la

prévention à temps plein (la prévention passive), la détoxification active suite à une attaque

oxydante et la détoxification passive (Virot, 2004).

Certains antioxydants sont fabriqués par le corps comme les enzymes, d’autres

proviennent de l’alimentation qui a une plus grande hétérogénéité comme les vitamines, les

minéraux et les métabolites secondaires (les composés phénoliques). D’autres sont à la fois

synthétisés en faible quantité par l’organisme et apportés par l’alimentation. C’est le cas par

exemple de la cystéine et la Coenzyme Q10 (Pokorny et al., 2001).

4.2. Classification des antioxydants selon leurs natures

4.2.1. Les antioxydants synthétiques

Dans l’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le

butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluène (BHT) et gallate propylée (PG), sont

largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels. Ils

sont introduits dans toutes les formulations contenant des corps gras insaturés. Cependant, il a

été montré que ces antioxydants de synthèse pouvaient être toxiques en cas d’excès de

consommation (Yu et al., 2000).

4.2.2. Les antioxydants naturels

L’organisme a besoin de systèmes de défense très efficaces, de deux types :

- Les antioxydants enzymatiques endogènes synthétisés par l’organisme. Il s’agit

principalement du superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase

(GPx) et la glutathion reductase (GR). Ils sont considérés comme la première ligne de défense

de notre organisme contre les radicaux libres (Pincemail et al., 2000). Ces enzymes ont une

action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du (O2
●-) et du (H2O2), conduisant

finalement à la formation de l’eau et de l’oxygène moléculaire (Lehucher-Michelet al.,

2001).

- Les antioxydants non enzymatiques, les nutriments antioxydants exogènes, apportés par

l’alimentation. Les autres antioxydants d'origine naturelle sont des produits extraits de plantes

et en particulier des épices : romarin, thym, cumin, clou de girofle, sauge et origan. Les

molécules actives présentes dans ces sources naturelles d'antioxydants sont soit des

flavonoïdes, soit des dérivés d'acide benzoïque, soit des dérivés de l'acide cinnamique. Les
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plantes constituent des sources très importantes d’antioxydants comme les tocophérols, les

caroténoïdes et les polyphénols dont l’efficacité antioxydante est la plus reconnue (Farag et

al., 1989).

4.3. Propriétés des antioxydants

D'un point de vue biochimique, un antioxydant n'est qu'un composé réducteur, il va donc

réagir avec un oxydant pour le neutraliser. Les antioxydants vont ainsi réduire lesradicaux

libres sidangereux pour l'organisme en raison de leur pouvoir oxydant très élevé.Ainsi, les

antioxydants présents dans les aliments protègent les molécules organiques, par exemple, les

graisses ou l'ADN, de l'oxydation et semble jouer un rôle protecteur contre la cancérogénèse

(Galan, 2004). Les antioxydants s'utilisent pour réduire l'oxydation du produit auquel ils sont

mélangés. Ils agissent suivant deux mécanismes:

 Neutralisation les radicaux libres en empêchant les réactions en chaine initialisées par

ces derniers.

 Destruction les hydroperoxydes (composés intermédiaires formant des radicaux libres

en interrompant la liaison O-O), en diminuant ainsi la vitesse de formation de

radicaux libres (Ribeiro, 2001).

4.4. Avantages et inconvénients des antioxydants

Les avantages et les inconvénients des antioxydants naturels et synthétiques (Tableau 1),

couramment utilisés pour la protection des denrées alimentaires et pharmaceutiques, sont

présentés dans le tableau suivant (Valenzuela et Nieto, 1996) :

Tableau 1: Avantages et inconvénients des antioxydants (Valenzuela et Nieto, 1996)

Antioxydants naturels Antioxydants synthétiques

Coûteux

limités

Moyenne à forte activité antioxydante

Perçus comme des substances inoffensives

Augmentation de l’utilisation

Large gamme de solubilité

Intérêt croissant

Complètement métabolisé

Peu coûteux

Largement appliqués

Moyenne à forte activité antioxydante

Substances toxiques

Utilisation de certains d’entre eux interdit

Faible solubilité dans l’eau

Intérêt décroissant

Certains d’entre eux stockés dans le tissu adipeux
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5. Détermination in vitro du pouvoir antioxydant

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité antioxydant des aliments et

des systèmes biologiques (Scherer et Godoy, 2009). Elles peuvent être classées en deux

groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogène, soit par le

transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang et al., 2005).

Il existe des techniques qui sont employées pour évaluer la peroxydation lipidique en

utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette propriété est

exprimée par la mesure du degré d’inhibition de l’oxydation. (Sanchez-Moreno 2002).

D’autres méthodes qui interviennent dans la mesure de l’habilité du piégeage des

radicaux libres. Elles comportent le balayage du peroxyde d’hydrogène (H2O2), de l’acide

hypochloreux (HOCl), de l’hydroxyle (OH), des anions superoxyde (O-2), du peroxyle

(ROO) et de l’oxyde nitrique (NO) (Sanchez-Moreno, 2002). Parmi ces techniques, nous

citons :

a. Méthodes de piégeage des radicaux libres oxygénés

 Piégeage du radical peroxyle (ROO●) :

La mesure de l’ORAC (Oxygen-Radical Absorbance Capacity) développée par Cao et

collaborateurs 1993 est une méthode simple et reproductible permettant d’évaluer la capacité

antioxydante de différentes molécules (Benderitter et al., 2003).

 Piégeage du radical superoxyde (O-2) :

Cet essai évalue la capacité d’un produit à capturer un radical libre, l’anion

superoxyde O-2. Ce radical est généré in vitro par le système hypoxanthine/xanthine oxydase.

Dans cette méthode, le radical réduit le NBT2+ (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en

bleu de formazan de couleur pourpre qui absorbe à 560 nm. (Parejo et al., 2002).

 Piégeage du peroxyde d’hydrogène (H2O2 scavenging activity) :

C’est une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du

peroxyde d’hydrogène est basée sur l’absorption de cette molécule dans le domaine de l’UV.

(Malgalhaes et al., 2008).

 Analyse de la capacité de piégeage du radical hydroxyle (HO•)

En raison de la réactivité élevée des radicaux hydroxyles, presque toutes les molécules dans

les systèmes biologiques peuvent être considérées comme des piégeurs du radical HO•.

Plusieurs méthodologies in vitro pour la détermination de la capacité du piégeage du HO• sont

disponibles dans la littérature, la plupart du temps basé sur l’ensemble Fe3+ + EDTA + H2O2

+ système d'acide ascorbique, pour produire un flux constant de HO• (Halliwell et al., 1999).
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 Analyse de la capacité de piégeage d'acide hypochloreux (HOCl) :

L’acide hypochloreux est obtenu à partir du système enzymatique

myéloperoxydase/H2O2/Cl− ou en acidifiant l'hypochlorite de sodium commercial à pH 6.2

avec de l'acide sulfurique (Aruoma, 1997).

 Analyse de la capacité de piégeage de l’oxygéne singulet(lO2) :

En raison de l’affaiblissement de l’état fondamental d’énergie inférieure, lO2 émet la

phosphorescence caractéristique à 1270 nm.par conséquent, la capacité du piégeage du lO2 de

plusieurs composés est mesurée par les taux d’affaiblissement de l’intensité de la lumière

(Wilkinson et Helman,1995).

 Analyse de la capacité du piégeage d'oxyde nitrique (NON•) :

Vriesman et ses collaborateurs (1997), ont développé une méthode relativement simple pour

la quantification de la capacité de piégeage des composés contenant du soufre dans le soluté

utilisant un NON• (Perez et al., 2007).

b. Méthodes de piégeage des radicaux stables et évaluation de leur capacité de

réduction :

 Piégeage du radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH•) :

Dans cette analyse, le DPPH• de couleur pourpre est réduit par les molécules dites

antioxydantes en hydrazine jaune pâle. La capacité de piégeage est généralement évaluée dans

des milieux organiques en surveillant la diminution de l'absorbance à 515-528 nm jusqu'à ce

que l'absorbance demeure constante (Brand-Williams et al., 1995).

La détermination de la capacité antioxydante est basée sur la réduction ampérométrique

du DPPH• au carbone vitreux. Le courant qui en résulte sur une électrode vitreuse de carbone

polarisée au potentiel fixe, est proportionnel à la concentration résiduelle de DPPH• après la

réaction avec les antioxydants (Milardovic et al., 2006).

En opposition à ce qui a été toujours crue, le mécanisme de réaction est basé sur une

réaction de transfert d'électron, tandis que l'abstraction d'atome d'hydrogène est un processus

réactionnel marginal, parce qu'elle se produit lentement dans des solvants forts, tels que le

méthanol et l'éthanol (Foti et al., 2004).

L'accessibilité stérique de DPPH• est une cause déterminante de la réaction, puisque les

petites molécules qui ont un meilleur accès à l'emplacement du radical ont sans doute une

capacité antioxydante relativement plus élevée. Beaucoup de composés antioxydants de taille

moléculaire élevée qui réagissent rapidement avec les radicaux libres peuvent réagir

lentement ou peuvent même être inertes dans cette analyse (Huang et al., 2005).
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 Puissance antioxydante de réduction du fer (analyse FRAP) :

L'analyse FRAP mesure la capacité des antioxydants à ramener le complexe ferrique de la

tripyridyl-s-triazine 2.4.6 [Fe (III) - (TPTZ) 2]3+ intensément au complexe ferreux coloré par

le bleu [Fe (II) - (TPTZ) 2]2+ dans un milieu acide (Benzie et Strain, 1996). Les valeurs sont

calculées en mesurant l'augmentation de l'absorbance à 593 nm et en la rapportant à une

solution étalon d'ions ferreux ou à une solution étalon d’antioxydants (Tsao et al., 2003).

Un point à prendre en compte est la production concomitante de Fe (II), qui est un

prooxydant bien connu, et peut avoir comme conséquence la génération des radicaux

additionnels dans le milieu de réaction. En plus, les composés qui absorbent à la même

longueur d’onde peuvent s'y mêler, entraînant une surestimation des résultats (Ou et

al.,2002).

 Analyse par le réactif Folin-Ciocalteu (FC) :

La chimie derrière l’analyse FC se fonde sur le transfert des électrons dans un milieu

alcalin à partir des composés phénoliques et de toutes autres espèces réductrices au

molybdène, formant des complexes bleus qui peuvent être détectés par spectrophotométrie à

750-765 nm (Singleton et al., 1999).

Par conséquent, ce n’est que récemment que l'analyse de FC est proposée pour

mesurer la capacité réductrice totale des échantillons (Huang et al., 2005). D’excellentes

corrélations linéaires entre l'analyse de FC avec d’autres analyses (TEAC et DPPH•, par

exemple) ont été établies (Roginsky et Lissi, 2005).

c.Activité antioxydante par la méthode de décoloration du béta-carotène (β-carotene

bleaching method) :

Cette technique consiste à mesurer à 470 nm, la décoloration du béta-carotène

résultant de son oxydation par les produits de décomposition de l’acide linoléique.

La dispersion de l’acide linoléique et du bêta-carotène dans la phase aqueuse est

assurée par du Tween. L’oxydation de l’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50°C) de

manière non spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits végétaux

induit un retard de la cinétique de la décoloration du bêta-carotène (Koleva et al., 2001).

Cette méthode est, d’autre part, sujette au parasitage de composés absorbants dans la

fenêtre spectrale du bêta-carotène et l’interprétation des données n’est pas aisée car le bêta-

carotène est lui-même un antioxydant (Laguerre et al., 2007).
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6. Balance oxydants / antioxydants

Certaines recherches scientifiques récentes ont mis en évidence l’existence des

facteurs communs responsables aussi bien du vieillissement que de maladies liée au stress

oxydant comme le cancer, les maladies cardio-vasculaires, les maladies neurodégénératives

(Parkinson et Alzheimer), et aussi certaines allergies et autres maladies chroniques. Ces

diverses maladies auraient, entre autres, la même composante qui permet au bois de brûler, à

l’huile de rancir, à l’aliment d’altérer ou au fer de rouiller. L’un des principaux acteurs de tout

cela est l’oxydation de l’oxygène (Le Cren, 2004).

Quand la cellule utilise de l’oxygène, il se passe, un grand nombre de réactions

d’oxydation. Le résultat est la production d’énergie, mais aussi de différents sous-produits

appelés espèces réactives de l’oxygène « ERO» (Pokorny et al., 2001). L’organisme est

équipé pour lutter contre ces ERO par un énorme système de défense constitué de système

antioxydant enzymatique. Cependant, ce système de défense est parfois dépassé, surtout

quand les agressions sont multipliées sous l’effet des radicaux libres endogènes et exogènes.

C’est là où il y a des dégâts appelés « Stress oxydatif ». De ce fait, il fait appel aux plantes qui

possèdent en plus un système non enzymatique de régénération comme l’acide ascorbique

(vitamine C), les polyphénols ou les caroténoides, ce sont des composés antioxydants

exclusivement végétaux(Le Cren, 2004).
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Ce modeste travail a été réalisé au sein de laboratoire de recherche Produits Naturel.

L’objectif est de mesurer le pouvoir antioxydant des extraits préparés à partir des racines de

Carlina acaulis in vitro par la technique de piégeage de radical libre (DPPH). Après avoir

déterminé la teneur en eau, les tests phytochimique, l’extraction brut (acétone/eau) et

(méthanol/eau) ainsi que l’extraction sélective des alcaloïdes, des flavonoïdes et des tanins ont

été réalisé chacune trois fois pour la fiabilité des résultats.

Dans le but de réaliser ces différents analyses, les racines de C.acaulis ont été récolté à

partir de la région de Terni (sud de la wilaya de Tlemcen) (figure n°05), durant la période du

mois d’avril 2017.

Figure 5 : Carte géographique représentant la région de récolte (Google Earth)

1. Préparation du matériel

Au laboratoire, les racines de Carlina acaulis ont été utilisées pour les différentes

analyses. En effet c’est la partie utilisée en médecine traditionnelle car elle contient

probablement les principes actifs recherchés. La racine a été lavée, séchée à l’abri de la

lumière pendant quinze jours avant utilisation. Cette opération du séchage est suivie par le

broyage. Ce dernier doit être réalisé juste avant chaque analyse et de préférence par un
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mortier pour éviter la dégradation des composés chimiques par la chaleur du broyeur (figure

n° 06, 07, 08).

Figure 6 : Illustration de Carlina acaulissur terrain

Figure 7 : Photographie de la racine de Carlina acaulis après séchage

Figure 8 : Photographie de la poudre de la racine Carlina acaulis
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2. Méthodes d’analyses
2.1. Détermination de la teneur en eau

2.1.1 Principe

On procède à une dessiccation de l'échantillon à analyser dans une étuve à la

température de (100 à 105°C) et sous la pression atmosphérique jusqu'à l'obtention d'une

masse pratiquement constante. Pour éviter toute reprise d'humidité, il convient d'opérer dans

des vases de tare, placées dans un dessiccateur.

2.1.2 Mode opératoire :

- Lavé et sécher à l'étuve, les vases de tare pendant 15min;

- Laisser refroidir dans un dessiccateur durant 10min, puis peser les vases de tare: P1;

- Mettre dans chaque vase 2 g d'échantillon moulu, puis peser: P2;

- Placer les vases qui contiennent l'échantillon dans l'étuve pendant 3h à 103 +- 2°C;

- Laisser refroidir au dessiccateur pendant 15 min et peser: P3;

- Remettre les vases dans l'étuve durant 1h et peser comme précédemment.

La différence entre deux pesées doit être inférieure à 2mg, si non l'opération est renouvelée

jusqu'à poids constant.

2.3.1 Expression des résultats

Le taux d'humidité (%) d'un échantillon de matériel végétal est donné par la formule suivante:

Teneur en eau (%) = [(P2-P3)/ (P2-P1)] x 100

Avec:

P1: Masse en g de la vase de tare vide.

P2: Masse en g de la prise d'essai avant séchage.

P3: Masse en g de la prise d'essai après séchage.
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3 Tests phytochimiques

L'examen phytochimique permet de détecter la présence ou l'absence des constituants

chimiques essentiellement les composés phénoliques et les composés azotés en particulier les

alcaloïdes existantes dans une partie quelconque de la plante par des réactions de précipitation

ou de coloration en utilisant des réactifs spécifique à chaque famille de composés.

3.1.Principe

La mise en évidence s'effectue par des tests phytochimiques réalisés, généralement sur

des extraits déjà préparés par épuisement à chaud. Ils sont basés sur:

 Les essais de solubilité, des constituants de la plante, vis-à-vis des solvants

organiques de polarité différente: l'eau, l'éthanol et l'éther di éthylique;

 Réaction de coloration et de précipitation.

3.2. Mode opératoire

L’épuisement a été réalisé dans un ballon surmonté d'un réfrigèrent, contenant 25g

d'échantillon séché, extraite en utilisant 300ml des trois solvants suivants: l'eau, l'éthanol et

l'éther di éthylique (figure 6). Les extraits sont filtrés et stockés à 4°C et feront l’objet de

quelques tests phytochimiques (Trease et Evans., 1987; FAO/ IAEA, 2000).
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Figure 9 : Diagramme des tests phytochimiques des racines de Carlina acaulis
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Tests phytochimiques

Tanins
(Trease et Evans, 1987)]

1ml d’extrait éthérique,
éthanolique  et aqueux

+

10 ml d’eau distillée+3 goutes
de FeCl3 à 1 %

Coloration

Brun verdâtre
(tanin condensé)

Bleu noir (tanin
hydrolysable)

Alcaloïdes
(Harborne, 1973)

0.2ml d’extrait éthérique,
éthanolique et aqueux

+
5ml d’HCL a 1%

Agitation au bain marie
pendant 15min + filtration

1ml de réactif
de Wagner

1ml de réactif
de Mayer

Flavonoïdes

(Bruneton, 1999)

2.5ml d’extrait aqueux

+

0.5ml d’HCl concentré

+

0.25ml de tournure de
magnésium

Précipitation ou
turbidité

Coloration rouge ou
rose après 3 min
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3.2.1. Alcaloïdes

A 0.2 ml d’extrait aqueux, éthanolique et éthérique, ajouter 5ml HCl à 1% au résidu

puis agiter et chauffer au bain pendant 15 min. Filtrer la première partie avec trois gouttes de

réactif de Mayer et la seconde avec le réactif de Wagner. Le test n’est considéré positif que

lorsqu’il y a apparition d’une turbidité ou d’une précipitation

(+) : Le réactif produit une légère opacité.

(++) : Le réactif produit une légère turbidité et non une floculation.

(+++) : Le réactif produit une floculation ou un précipité lourd.

3.2.2  Flavonoïdes

Traité 2.5 ml de l’extrait aqueux avec 0.5 de HCL concentré et 0.25 de tournure de

magnésium. La présence des flavonoïdes est mise en évidence sur une couleur rose ou rouge.

3.2.3 Tanins

Prendre 1 ml de l’extrait éthanolique, éthérique, et aqueux. Ajouter 10 ml d’eau

distillée et 2 à 3 gouttes de FeCL3 à 1 %.Un test positif est révélé par l’apparition d’une

couleur bleu noir caractéristique des tanins hydrolysables, ou d’une couleur brun verdâtre

caractéristique des tanins condensée (Trease et Evans, 1987)

4 Extractions

Il existe différentes méthodes d’extraction qui sont particulièrement adaptées à

l’extraction des composés naturels. Parmi celles-ci, la macération, qui est une technique

simple et facile à réaliser.

4.1. Extrait brut (acétone/eau)

 Mode opératoire

Une quantité de 10 g du matériel végétal broyé est macérés dans 100 ml d’un solvant

hydro-alcoolique (acétone/eau ; 70/30, v/v) pendant 24 heures sous agitation. Après filtration,

l’opération est renouvelé,  les deux solutions hydro-alcoolique sont réuni est évaporées à sec

sous pression réduite dans un évaporateur rotatif. Le résidu sec est repris par 3 ml du

méthanol puis conservées à 4°C (Blahova et al., 2004).
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4.2 Extrait brut (Méthanol / eau)

 Mode opératoire

Une quantité de 10 g de matériel végétal est mis à macérer dans 100 ml d’un mélange

méthanol/eau; 80/20; (v/v), pendant 24 heures sous agitation. Après filtration, on refait la

macération pour extraire le maximum possible. Les solutions hydro-méthanoliques sont

concentrées à sec sous pression réduite et à une température 60°C. Le résidu sec est repris par

3 ml de méthanol puis conservées à 4°C (Harborne, 1998)

 Expression des résultats

Rd = [(P2-P1)/M] x 100

Rd: Rendement (% MS).

P1: Poids du ballon vide sécher avant l'extraction.

P2: Poids du ballon après extraction.

M: Masse en gramme d'échantillon.

5. Extractions sélectives

5.1. Extraction des tanins

 Mode opératoire

On mélange 5g de matériel végétal broyé avec 55ml d’acétone et 90ml d’eau. L'ensemble est

porté à une macération à froid (4°c) pendant 4 jours. Filtrer et extraire, à l’aide d’une ampoule

à décanter, la solution deux fois avec 25ml de dichlorométhane afin d'éliminer les pigments et

les lipides. Décanter et extraire la phase aqueuse deux fois avec 25ml d'acétate d'éthyle

(AcOEt). Sécher la phase organique avec du MgSO4 ensuite faire évaporer le solvant à sec

(Bruneton, 1999).

 Expression des résultats

Rd = [(P2-P1)/M] x 100

Rd: Rendement (% MS).

P1: Poids du ballon vide sécher avant l'extraction.
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P2: Poids du ballon après extraction.

M: Masse en gramme d'échantillon.

5.2. Extraction des flavonoïdes

 Mode opératoire

On mélange 5g de matériel végétal broyé avec 50ml de méthanol bouillant en présence

de 2.5g de CaCO3. L'ébullition est maintenue sous réfrigérant à reflux pendant 1h.  Après

filtration, le dépôt est traité de nouveau pendant 1h à l'ébullition dans la même quantité

d'alcool. Les deux solutions alcooliques sont réunies, elles sont éliminées par distillation sous

pression réduite et le résidu sirupeux est repris par 50ml d'eau distillée bouillante. La solution

aqueuse est filtrée à chaud et le filtrat épuisé successivement par l'éther diéthylique, l’acétate

d’éthyle (AcOEt) et le N- butanol (BuOH). Tous les composés flavoniques se retrouvent dans

l'extrait acétate d'éthyle (Dauguet et Foucher ,1982).

 Expression des résultats

Rd = [(P2-P1)/M] x 100

Rd: Rendement (% MS).

P1: Poids du ballon vide sécher avant l'extraction.

P2: Poids du ballon après extraction.

M: Masse en gramme d'échantillon.

5.3. Extraction des alcaloïdes

 Mode opératoire:

On mélange 5g de matériel végétal avec 125ml d'HCl à 2% et 55ml d'AcOEt. L'ensemble est

porté à une macération à froid (4°c) pendant 10h. Filtrer le mélange et basifier la phase

aqueuse acide avec NH4OH. La phase aqueuse basique est ensuite extraire plusieurs fois avec

l'AcOEt. L'opération est répétée deux fois avec l'AcOEt, jusqu'à ce que la phase aqueuse ne

contienne plus d'alcaloïdes (vérification par la négativité de réaction de Mayer effectuée sur la

phase aqueuse). Le solvant organique contenant les alcaloïdes est décanté, débarrassé des

traces d'eau qu'il peut renfermer par déshydratation avec MgSO4. Faire évaporer le solvant et

il reste alors un résidu sec des alcaloïdes totaux (Bruneton, 1999).
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 Expression des résultats

Rd = [(P2-P1)/M] x 100

Rd: Rendement (% MS).

P1: Poids du ballon vide sécher avant l'extraction.

P2: Poids du ballon après extraction.

M: Masse en gramme d'échantillon.

6. Evaluation du pouvoir antioxydant des métabolites secondaires

6.1 Mesure de l’activité antioxydante par la technique de piégeage de radical libre

DPPH

6.1.1  Principe

L’évaluation du pouvoir antioxydant est réalisée en utilisant le radical libre DPPH

(2,2-Diphenyl 1-picrylhydrazyl) (Lee et al., 2003).

Le DPPH est pratiquement, le radical libre le plus stable, en solution (méthanol ou

éthanol). Il  est caractérisé par une couleur violette dont l’intensité est mesurée à 515nm. En

présence d’un donneur d’hydrogène, le DPPH est réduit à la forme non radicalaire de couleur

jaune pale (forme d’hydrazine). Ce passage à la deuxième forme est accompagné d’une

diminution de l’absorbance (DO) qui peut être exprimer par le pourcentage de réduction de

DPPH conventionnellement une grande capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres

est considérée comme une grande activité antioxydant (Lee et al., 2003).

6.2.2. Préparation des solutions

a. Solution mère

Pour tous les extraits, on prépare des solutions dans du méthanol absolu a raison de 500ul.

Ces solutions dites solutions mères, subiront ensuite des dilutions pour en avoir différentes

concentrations de l’ordre de ug/ml.

b. Solution DPPH

Préparation d’une solution méthanolique de DPPH à 0.2 N, son absorbance à 515nm doit

être comprise entre 0.600 et 0.800nm.
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c. Essai à blanc

Pour calibrer l’appareil utilisé, le spectrophotomètre (UV-VIS), 1.950ml de méthanol

est additionné à 50ul de chaque concentration des différents extraits.

d. Solution contrôle

1.950ml de la solution méthanolique du DPPH fraîchement préparée est additionnée à

50µl de méthanol.

e. Préparation de l’échantillon

1.950ml de la solution mèthanolique du DPPH fraichement préparée est additionnée à

50ul d’extrait sec à différentes concentrations (0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1).

Les tubes de l’essai à blanc, contrôle et des échantillons sont vortexés et après 30min

d’incubation à l’obscurité, les DO sont mesurées  à 515nm en utilisant un spectrophotomètre

UV-VIS.

f. Expression des résultats

Le pourcentage de réduction du DPPH est donné par la formule décrite par Yen et Dut,

(1994).

%PR du DPPH = (DO contrôle (0)- DO échantillon (t) /DO contrôle (0)) x 100

%PR du DPPH : Pourcentage de réduction ou d’inhibition du DPPH

DO contrôle (0) : densité optique du contrôle à t=0min

DO échantillon (t): densité optique de l’antioxydant à t= 30min

A partir de la variation du pourcentage de réduction de DPPH en fonction de la

concentration de l’extrait sec on détermine graphiquement l’EC50 qui est définie comme étant

la concentration de l’antioxydant (l’extrait ou composé) nécessaire pour réduire ou inhiber

50% du DPPH.

Cette analyse a été réalisé sur cinq extraits à savoir : extrait brute acétone/eau, extrait

brute méthanol/eau, extrait sélectif des tanins, des flavonoïdes et des alcaloïdes.



RESULTATS ET DISCUSSION



Résultats et discussion

35

01. Teneur en eau

Les plantes sont essentiellement constituées d’eau, leur teneur en eau variant de 75 à

95 % de leur poids total. L’eau est souvent été corrélée avec la salinité du sol, Selon une étude

réalisée par Grouzis et collaborateurs (1977), sur deux plantes halophytes, la teneur en eau

augmente avec la salinité du sol, entre 0,05 et lg/l de NaCl dans le sol.

Au laboratoire l'appréciation de la teneur en eau et la matière sèche repose sur la

détermination du  taux d'humidité contenue dans l'échantillon à analyser.

L'analyse du taux d'humidité au niveau des racines de Carlina acaulis a montré une

proportion estimée à 78.55 % (figure 10) A partir de cette valeur on a pu déterminer le

pourcentage en matière sèche (MS) qui est de 21.45 %. Ces résultats sont en accord avec

ceux trouvés par Bouchriha et Habar(2009) estimée à 78%.

Figure 10 : Taux de matière sèche et de la teneur en eau des racines de Carlina acaulis

02. Tests phytochimiques

Avant de calculer les rendements des tanins, des flavonoïdes et des alcaloïdes des

racines de C.acaulis, on doit tout d'abord vérifier leur présence ou leur absence au sein de

notre échantillon. Les tests phytochimiques nous ont permis de détecter les différentes
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familles de composé par des réactions utilisant des solvants de polarité différente. La présence

et / ou l'absence des différentes familles des métabolites secondaires existant dans les racines

C.acaulis présentent quatre possibilités :

• (+) : est enregistré si le réactif présente une légère opacité (présence en faible quantité).

• (+ +): est enregistré si le réactif produit une turbidité et non une floculation (présence en

quantité moyenne).

• (+ + +) : est enregistré si le réactif produit une floculation ou une précipité lourd (présence

en forte quantité.

• (-): est enregistré en cas d'absence de turbidité de floculation et de précipitation (absence).

Le tableau  montre les résultats des tests phytochimiques obtenus pour les tanins, les

flavonoïdes et les alcaloïdes des racines de C.acaulis.

Tableau n°02 : Résultats des tests phytochimiques de la racine de C.acaulis

Epuisement par

l’eau chaude

Epuisement par

l’éther diéthylique

Epuisement par

l’éthanol

Tanin ++ - +

Flavonoïde + / /

Alcaloïde

Réactif de

Wagner :

-

- -

Réactif de Mayer :

+
+ -

Les analyses phytochimiques réalisé sur les extraits des végétaux est une étape

préliminaire d’une grande importance puisqu’elle révèle la présence ou l’absence des

constituants connus pour leurs activités biologiques et possédantes des vertus médicinales

(Sofowora, 1993). Le potentiel d’une plante médicinale est attribué à l’action de ses

constituants phytochimiques (Oyedeji et al., 2011).
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La mise en évidence des tanins est confirmée dans l’extrait aqueux par une

réactionpositive (++) avec la solution de chlorure ferrique FeCl3 à 1% en donnant une

coloration marron vers noir, et dans l’extrait éthanolique (+) en donnant une couleur bleu vers

noir.

On a enregistré, aussi, la présence des flavonoïdes (traces) dans les racines de

C.acaulis, du a l’apparition d’une couleur rose pale (+) et cela en contact avec la tournure de

de magnésium.

Les tests phytochimiques réalisés ont montré la présence des alcaloïdes mais avec une

quantité faiblement importante :

 Réactif de Wagner : absence totale des alcaloïdes dans les trois extraits réalisées.

 Réactif de Mayer : présences des alcaloïdes mais en faibles quantités (+) dans les

deux extraits aqueux et éthérique.

03. Extractions brutes

Comme cela a été précédemment décrit dans la partie matériel et méthodes, les

polyphénols ont subi une extraction dans deux mélanges hydro alcoolique différents, le

méthanol/eau et l’acétone/eau. Il s’est avéré que c’est le solvant méthanol/eau qui est le plus

efficace avec un taux de 15.49% contre 7.52% pour le solvant acétone/eau (figure n°09).

Figure 11 : Comparaison entre l’extraction des polyphénols du solvant acétone/eau et du

solvant méthanol/eau des racines de C.acaulis.
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L’extraction des solvants ou il y a un mélange hydro alcoolique comme méthanol/eau

ou acétone/eau et plus efficace et donne de meilleurs résultats que celle utilisant de méthanol

ou de l’acétone pur. On constate aussi la tendance d’extraire plus de composés avec l’eau

qu’avec les autres solvants. Cela s’explique par le simple fait que l’eau est un solvant

fortement polaire connu pour extraire une large gamme des molécules dont une quantité

importante de composés non phénoliques comme les glucides et les protéines (Bonnaillie et

al., 2012).

Le contact entre le solvant et la matière végétale à analyser a pour but de libérer les

polyphénols présents dans les cellules par rupture du tissu végétal et par diffusion (Hayouni

et al. 2007). Nous pouvons déduire de cela que la productibilité de l’extraction est en fonction

du solvant utilisé mais aussi du type du tissu végétal ou de la partie étudiée de la plante.

Nos résultats ne confirment pas ceux de Yu et Dahlgren (2005) qui soulignent que

l’acétone aqueuse est plus efficace que le méthanol aqueux.

04. Extractions sélectives

A la lumière de nos résultats nous pouvons constater que le rendement le plus élevé se

situe au niveau des alcaloïdes (10.48 %) suivi loin derrière des flavonoïdes (1.2%) et des

tanins (1.18%). Ces résultats sont différents avec les résultats obtenus par Bouchriha et

Habar (2009) qui sont 15.21% pour les alcaloïdes, et 0.5% pour les flavonoïdes, 11% pour

les tanins. Les résultats sont exprimés dans la figure 12.
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Figure 12 : Rendement massique des alcaloïdes, flavonoïdes et tanins des racines de

C.acaulis.

Le teneur en tanin varie avec l’espèce végétale et ces variations peuvent être liées d’une

part au degré de maturité et d’autre part au site de récolte (Bornner et al.,1974).

Selon Bruneton(2008) l’extraction des tanins est en règle générale réalisée par un

mélange d’eau et d’acétone. Selon Seigler et collaborateurs (1986) l’acétone à 70 % dans

l’eau donne un meilleur rendement que l’eau ou le méthanol à 80%.

Mais d’après Mohammedi(2006) le mélange eau/acétone, spécialement à hautes

températures, extraient aussi des substances indésirables comme les protéines, les lipides et

les colorants non phénoliques qui causent des interférences lors de dosage des tanins. Aussi

l’extraction des tanins condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des

conditions opératoires (Wichtl, 2002). C’est pour cette raison que nous avons utilisé la

méthode d’extraction par macération à froid.

Certain auteurs cités en bibliographie (Chan et al., 2010) indiquent que pour

l’échantillon riche en tanins le solvant acétone/eau est le plus recommandé alors que le

solvant méthanol/eau est meilleur pour les échantillons riches en flavonoïdes.
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Les plantes peuvent produire des substances phénoliques (tannoïdes) en réponse à un

stress environnemental, suscité par différents facteurs : déficience en éléments nutritifs,

sècheresse, sur chauffage et l’intensité lumineuse. On note que la présence des tanins donne

un gout d’amertume et d’astringence a l’écorce ou aux feuilles et les rendent impropre à la

consommation pour les insectes et les bétail (Eberhard et al., 2005).

Les flavonoïdes sont présents dans les feuilles, les fleurs et les racines, leur

concentration augmente avec l’exposition au soleil car ils protègent la plante contre les

agressions du rayonnement UV. (Sarni-manchado, 2006).

Les méthodes de conservation et d’exposition à la lumière des plantes peuvent affecter

la teneur en flavonoïdes, en effet ceux-ci sont sensibles à l’oxydation. (Rawel et al,. 2005).

Plusieurs auteurs ont montré que le méthanol reste le solvant le mieux choisi pour

extraire les antioxydants d’une plante, en particulier les flavonoïdes (Sun et al,.2007).

Il y a 20% des espèces de plantes qui produisent les alcaloïdes (Guignard, 2000). Ces

plantes les utilisent pour la plupart d'entre eux dans leur système de défense contre les

herbivores et les pathogènes car ils sont toxiques .Les alcaloïdes présentent généralement une

intense activité pharmacologique et ce n’est pas pour rien qu’on a utilisé la racine dans la

médecine traditionnelle. La médecine les emploie le plus souvent à l'état purs et ils sont

utilisés comme antalgiques majeur (morphine), pour combattre l'excès d'acide urique

(colchicine), comme substance paralysante (curane, caféine), comme poisons (strychnine,

nicotine), comme stupéfiants (cocaïne, mexaline) ou comme anticancéreux (Taxol, vinblastine

et vincristine) (Caporal, 1995).

5. Etude du pouvoir antioxydant

Ces dernières années, l’intérêt porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs

propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. En effet, de nombreuses recherches

scientifiques se sont intéressés aux polyphénols, qui sont des composés naturels largement

répandus dans le règne végétal et qui présentent de nombreuses propriétés, dûàleur

pouvoirantioxydants, à savoir : l’anti-apoptotique, l’antivieillissement, l’anti-carcinogène,

l’anti-inflammatoire et la protection contre les maladies cardiovasculaires (Han et al., 2007).

La  structure des polyphénols leurs confèrent une activité antioxydante importante. En effet,

leurs groupes hydroxyle sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogènes ; ils peuvent réagir
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avec les espèces réactives de l’oxygène et les espèces réactifs de l'azote, enfin de réaction, le

cycle de génération de nouveaux radicaux est interrompu (Apak et al. 2007).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des

antioxydants, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle l’activité antioxydante peut

être mesurée quantitativement d’une façon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les

réponses de différents tests complémentaires pour avoir une indication sur la capacité

antioxydante de l’échantillon à tester (Tabart et al.2009).

Dans notre travail, nous avons évalué l’activité des racines de notre plante,

Carlinaacaulis,par le test de piégeage du radical libre DPPH.

Ce dernier est l’un des radicaux les plus utilisés généralement pour l’évaluation rapide

et directe de l’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la simplicité

de l’analyse. Le test au DPPH• n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits

entre eux selon leur capacité à piéger le DPPH• et ainsi, d’apprécier les variations qualitatives

des composés phénoliques (Bozin et al, 2008).

Dans ce contexte, nous avons utilisé cinq extrais afin d’évaluer le pouvoir antioxydant

des racines de Carlinaacaulis qui sont : l’extrait brut méthanol/eau, l’extrait brut acétone/eau,

les extraits sélectifs des alcaloïdes, des flavonoïdes et des tanins. L’acide ascorbique, un

antioxydant synthétique de référence, est utilisé comme contrôle positif (De Pooter, 1986).

L’activité antioxydante des 5 extraits et de l’antioxydant standard (acide ascorbique) vis-à-vis

du radical DPPH est déterminée par la diminution de l’absorbance d’une solution alcoolique

de DPPH à 515 nm qui est du à sa réduction à une forme non radicalaire DPPH-H par les

antioxydants (polyphénols)AH donneurs d’hydrogènes présents dans l’extrait végétal comme

le montre l’équation suivante (Silva Pinto et al. 2008).

Par des dilutions en cascades des différents extraits, ainsi que de la substance de

référence, l’acide ascorbique, une gamme de concentrations allant de  0.125-1 mg/ml  a été

obtenue. Pour chaque concentration, les densités optiques sont mesurées à 515nm. Les valeurs

obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle (Annexe 2, 3, 4, 5,

6).

Pour comparer la puissance antioxydante de nos extraits, nous avons déterminé

expérimentalement, le paramètre IC50. L’IC50 est la concentration de l’extrait pour réduire
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50% du radical DPPH. Plus elle est petite, plus l’activité antioxydante est grande (Popovici et

al. 2009). Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 14.

Figure 13 : IC50 des cinq extraits bruts acétone/eau, méthanol/eau, alcaloïdes,

flavonoïdes et tanins de racine de Carlina acaulis et l'acide ascorbique

Nos résultats montrent que la racine de Carlina acaulis révèle un pouvoir antioxydant

important dans le piégeage du radical DPPH. En effet, avec une concentration  IC50 de

0,31mg /ml  et une activité antioxydante (ARP)  de l’ordre de 3.22,  l’extrait brute

méthanol/eau possède  une très forte  ARP, comparableà celle enregistrée pour  l’acide

ascorbique (IC50 = 0.40 mg/ml - ARP=0.25), suivi de loin par l’extrait sélectif des

flavonoïdes (IC50= 3.56mg/ml- ARP= 0.28), puis de l’extrait brute acétone/eau

(IC50=3.70mg/ml- ARP=0.28), ensuite par l’extrait sélectif des  tanins (IC50= 3.95mg/ml-

ARP=0.25) et enfin, l’extrait sélectif des alcaloïdes (IC50=5.48- ARP=0.18) (tableau 3).
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Tableau 3 : Résultats d’IC50 et l’ARP des cinq extraits

IC50
ARP (Activité anti

radicalaire)

Acide ascorbique 0,4 2,5

Méthanol/eau 0,31 3,22

Acétone/eau 3,7 0,27

Flavonoïdes 3,56 0,28

Tanin 3,95 0,25

Alcaloïde 5,48 0,18

Nous pouvons donc classer, selon les IC50, nos extraits par ordre décroissant :

méthanol/eau>acide ascorbique> flavonoïdes>acétone/eau>tanins>alcaloide.

Il a été démontré que les molécules antioxydantes telles que les alcaloïdes, les

tocophérols, les flavonoïdes et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur

capacité à céder l’hydrogène). Nos valeurs montrent donc qu’il y a une corrélation entre les

teneurs en composés phénoliques et l’activité antioxydante et confirment que les métabolites

secondaires de la racine de Carlina acaulis sont en synergie. En effet les extraits végétaux

contenant plusieurs familles métabolites secondaires (pour notre cas il s’agit de l’extrait brut

méthanol/eau) présentent une forte activité antioxydante, suggérant qu’’une majeure partie de

cette activité soit due à la combinaison de plusieurs substances (Liu, 2004).

Nos résultats montrent une légère différence avec ceux d’Ais (2016) concernant

l’ordre décroissant de l’IC50 des différents extraits de la racine de Carlina acaulis, qui est

comme suite :

Acide ascorbique> acétone/eau> tanins> alcaloïdes> flavonoïdes.
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Par ailleurs, nos extraits présentent une ARP plus forte que celle d’Ais (2016). En

effet, les IC50 de l’extrait brute acétone/eau (1.71 mg/ml), extrait des tanins (6.54 mg/ml), les

deux extraits de flavonoïdes et d’alcaloïdes ont la même valeur (11.02 mg/ml) et ont une

activité très faible par rapport à celle de l’acide ascorbique (0.158 mg/ml). On peut

expliquercetécartentre les deux recherches par la différence du rendement des extraits et par

l’influence de l’ensemble des facteurs sur le potentiel antioxydant et la cinétique de la

réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport antioxydant/DPPH, type de

solvant, pH) et le profil phénolique en particulier Popovici et al.,2009).

De nos résultats, il convient de considérer que la racine de Carlina acaulis, comme

une source valorisable de molécules bioactives qui peuvent substituer les antioxydants

synthétiques soupçonnés de toxicité.
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Les antioxydants contribuent de manière significative à la prévention des maladies, le

développement de nouvelles méthodologies de synthèse et la préparation de molécules à

usage thérapeutique constituent un objectif majeur et une préoccupation permanente pour de

nombreux chercheurs.

Dans ce contexte, ce travail a pour but d’évaluer le pouvoir antioxydant de Carlina

acaulis récoltée de la wilaya de Tlemcen pendant le mois d’Avril 2017, pour une valorisation

industrielle pharmaceutique et alimentaire.

Les résultats obtenus nous ont permis de conclure :

 Le taux d’humidité est de 78,55 %

 Le rendement le plus élevé est celui de l'extrait brut méthanol/eau avec une

valeur de 15,49%, suivi par l’extrait des alcaloïdes avec une valeur de 10,48%,

l’extrait brut acétone/eau 7,52%,  le rendement le plus bas est celui de l’extrait

des flavonoïdes  avec une valeur de 1,20% et extrait des tanins 1,18%.

 L'étude de l'activité antiradicalaire, par le test DPPH, varie d'un extrait à un

autre, avec une IC50 de 0.31 mg/ml pour l’extrait brut méthanol/eau suivi par

3.56 mg/ml pour l’extrait des flavonoïdes, 3.70 mg/ml pour l’extrait brute

acétone/eau, 3.95 mg/ml pour l’extrait des tanins, 5.48 mg/ml pour l’extrait des

alcaloïdes.

Bien que les résultats présentés dans cette étude apportent des éléments concernant les

possibilités d’utiliser ces plantes dans l’industrie pharmaceutique, alimentaire ou cosmétique,

d’autres études doivent être menées :

 Détermination des métabolites primaires, et secondaires des racines et des

feuilles de Calina acaulis.

 Une chromatographie par HPLC dans le but d’identifier et de caractériser les

différents composés phénoliques existants dans la plante.

 Evaluation du potentiel antioxydant, in vitro, des extraits des feuilles et des

racines de Carlina acaulis avec d’autres méthodes.

 Extraction des huiles essentielles des racines et des feuilles de Carlina acaulis,

et obtenir des informations sur leur pouvoir antioxydant, antimicrobienne, anti-
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inflammatoire…, par des essais de laboratoire, demeure une exigence très

importante pour leur utilisation future.

 Détermination de pouvoir antibactérien de la plante et réalisation d’autres tests

biologiques : anti tumorale, anticancéreuse et anti-inflammatoire.
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Annexe 01 : Préparation des réactifs

1. Réactif de Mayer :

Mélange 01 : dissoudre 1.358g de HgCl2 dans 60ml d’eau distillée.

Mélange 02 : dissoudre 5g de KI dans 10ml d’eau distillée.

On rassemble les deux mélanges (01 et 02) puis on ajuste le volume total à 100ml d’eau
distillée.

2. Réactif de Wagner :

Dissoudre 2g de KI et 1.27g d’I2 dans 75 ml d’eau distillée.

Ajuster le volume total à 100 ml d’eau distillée.
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Annexe 02: Résultats de piégeage de radical libre DPPH de l’extrait brut acétone/eau

1 0,75 0,5 0,25 0,125

E1 0,717 0,744 0,792 0,778 0,837

E2 0,729 0,744 0,75 0,767 0,831

E3 0,739 0,755 0,799 0,809 0,836

Moyenne 0,734 0,749 0,795 0,793 0,836

% DPPH 11,566 9,76 4,216 4,457 -0,722

DO DPPH = 0,897

DO Contrôle=0.837
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Annexe 03: Résultats de piégeage de radical libre DPPH de l’extrait brut méthanol/eau.

1 0,75 0,5 0,25 0,125

E1 0,454 0,515 0,098 0,975 1,131

E2 0,438 0,61 0,525 0,955 0,869

E3 0,343 0,47 0,63 0,991 1,113

Moyenne 0,446 0,492 0,577 0,983 1,122

% DPPH 74,915 72,328 67,547 44,713 36,895

DO DPPH = 0,632

DO Contrôle = 1,778
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Annexe 04: Résultats de piégeage de radical libre DPPH de l’extrait sélectif des tanins.

1 0,75 0,5 0,25 0,125

E1 0,569 0,571 0,562 0,564 0,56

E2 0,578 0,577 0,545 0,568 0,563

E3 0,571 0,564 0,573 0,566 0,566

Moyenne 0,57 0,567 0,567 0,567 0,561

% DPPH -2,517 -1,978 -1,978 -1,978 -0,899

DO DPPH = 0,646

DO Contrôle = 0,556
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Annexe 05: Résultats de piégeage de radical libre DPPH de l’extrait sélectif des
flavonoïdes.

1 0,75 0,5 0,25 0,125

E1 0,823 0,823 0,838 0,834 0,829

E2 0,733 0,845 0,846 0,83 0,853

E3 0,84 0,849 0,758 0,852 0,855

Moyenne 0,831 0,847 0,842 0,832 0,854

% DPPH 7,77 6 6,54 7,65 5,21

DO DPPH = 0,893

DO Contrôle = 0,901
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Annexe 06: Résultats de piégeage de radical libre DPPH de l’extrait sélectif des alcaloïdes.

1 0,75 0,5 0,25 0,125

E1 0,825 0,825 0,823 0,811 0,055

E2 0,812 0,848 0,838 0,838 0,049

E3 0,84 0,828 0,845 0,828 0,055

Moyenne 0,84 0,82 0,84 0,82 0,055

% DPPH 5,9 8,12 5,9 8,12 93,31

DO DPPH = 0,8897

DO Contrôle = 0,893



Résumé

De nombreuses études s’intéressent, de plus en plus, aux effets thérapeutiques des plantes médicinale. Ces vertus

sont dues essentiellement aux activités des métabolites secondaires dont les composés phénoliques occupent une

grande place. Dans ce contexte on s’est intéressé à l’étude phytochimique en particulier les composés

phénoliques (polyphénols totaux, flavonoïdes et les tanins) ainsi que les alcaloïdes des racines de Carlinaacaulis

de la région de Tlemcen : L’étude révèle une forte teneur en eau estimée à 78.55%. Le meilleur rendement est

celui de l’extrait brut méthanol/eau estimée à 15.49%, l’extrait sélectif des alcaloïdes avec 10,48%, l’extrait

brute acétone/eau avec 7.52% et loin derrière l’extrait sélectif des flavonoïdes estimé à 1.20% et enfin 1.18%

pour l’extrait des tanins.  L'étude de l'activité antioxydante des différents extraits avec la méthode du piégeage du

radical libre DPPH a révélé que l’extrait brut méthanol/eau à une meilleure activité par rapport aux autres

extraits. Mais comparé à celle de l’acide ascorbique, tous les extraits présentent un pouvoir antioxydant faible.

Mots clés : Racine, Carlina acaulis, tanins, flavonoïdes, alcaloïdes, activité antioxydante, DPPH, région de

Tlemcen.

Abstract

Many studies are increasingly interested in the therapeutic effects of medicinal plants, these virtues are due

mainly to the activities of secondary metabolites of which phenolic compounds occupy a large place. In this

context, the phytochemical study was studied, in particular the phenolic compounds (total polyphenols,

flavonoids and tannins) and the alkaloids of the roots of Carlinaacaulisin the Tlemcen region:. The study reveals

a high water content estimated at 78.55%. The best yield is 15.49% methanol / water crude extract, selective

extract of alkaloids with 10.48%, crude extract acetone / water with 7.52% and far behind the estimated selective

extract of flavonoids To 1.20% and finally 1.18% for the extract of the tannins. The study of the antioxidant

activity of the various extracts with the method of trapping the free radical DPPH revealed that the crude extract

methanol / water has a better activity compared to the other extracts. However, compared with ascorbic acid, all

extracts have a low antioxidant power.

Key words : Root, Carlina acaulis, tannins, flavonoids, alkaloids, antioxidant activity, DPPH, Tlemcen region

:ملخص

نو  شطة المربات الثانویة الف ٔ ٔساسا إلى  ت الطبیة. ورجع ذ لنبا ة  ر العلاج ٓ لى نحو متزاید، وا راسات،  ل تلوح في ركز العدید من ا
نولیة (مجموع الب راسة الكيمیائي النباتي وخصوصا المربات الف م في ا بيرة هذه الخصائص. وفي هذا السیاق كان هناك اه ٔفق  نول، ا ولیف

ذور  الیة من المیاه تقدر Carlina acaulisالفلافونوید والعفص) وقلویدات  سبة  راسة إلى  طقة تلمسان: توصلت ا ٔفضل ٪78.55م  .
، واستخراج الخام ٪10.48، واستخراج انتقائیة من قلویدات مع ٪15.49ٔداء هو ان من المیثانول استخراج النفط الخام / المیاه تقدر 

ٔس  شاط ٪1.18و ٪1.20وراء استخراج انتقائیة من الفلافونوید یقدر إلى ٪7.52ون / الماء مع ا شفت دراسة ال ثم لاستخراج العفص. 
لصات مختلفة مع طریقة محاصرة  سدة لمست ٔ ٔفضل مقارنة مع DPPHالمضاد ل شاط  لص المیثانول الخام / المیاه ال ٔن مست الجذور الحرة 

ٔخرى.  طفات  خفضة.مق سدة م ٔ ٔسكوربیك، جمیع العینات يحمل قوة مضادة ل لیه من حمض ا ولكن مقارنة بما كان 

سدة، Carlina acaulis، كلمات البحث: الجذر ٔ شاط المضادة ل طقة تلمسانDPPHوالعفص والفلافونیدات، قلویدات، وال ، م
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