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Reésume

Les composés antioxydants font I’objet de nombreux travaux car, en plus de leur
utilisation comme des conservateurs dans les denrées alimentaires en remplacant les
antioxydants de synthese, ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies.

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles,
nous nous sommes intéressés dans ce travail a I’étude des composés phénoliques et
I’évaluation des propriétés antioxydants des extraits de dix (10) plantes médicinales de
I’Ouest et du Sud-Ouest Algérien : Pistacia atlantica, Thymelaea microphylla, Marrubium
deserti, Atriplex halimus, Anabasis articulata, Helianthemum lippii, Zygophylum
album, Cotula cinerea, Pentzia monodiana et Inula montana.

La premiére partie de cette étude concerne I’extraction et la quantification des phénols
totaux, des flavonoides et des tannins par le réactif du Folin-Ciocaleu, par le trichlorure
d’aluminium et par le test de vanilline respectivement.

La deuxieme partie est I’étude de I’activité antioxydante des extraits de plantes en
utilisant ainsi cing techniques : piégeage du radical DPPH®, piégeage de I’hydroxyle (*OH),
réduction de fer, inhibition de I’oxydation du pB-caroténe et la quantification de la capacité
antioxydante totale.

Les résultats obtenus montrent la richesse de P. atlantica, T. microphylla et M. deserti
en polyphénols dont la teneur varie entre 133.744 + 27.353 et 285.956 mg EAG/ g MS. Pour
les autres plantes, le contenu en polyphénols est compris entre 3.776 et 74.211 + 1.188 mg
EAG/ g MS. Les teneures en flavonoides et tannins exprimées en équivalent de catéchine sont
de I’ordre de 0.564 a 12.441 mg/ g et 1.421 & 25.021 mg/ g respectivement.

Les méthodes de I’activité antioxydante montrent que tous les extraits des plantes
étudiées présentent des propriétés antioxydantes a différents niveaux. La fraction acétate
d’éthyle des fruits de P. atlantica possede une meilleure capacité réductrice (ICso = 0.055 +
0.002 mg/ ml) par rapport a I’acide ascorbique (0.063 + 0.002 mg/ ml), un fort piégeur des
radicaux DPPH® (ECso = 14.641 mg Antioxydant/ g DPPH) et *OH (ECso = 0.271 mg/ ml) par
rapport aux BHT (ECsp = 13.468 mg/g) et BHA (ECso = 0.306 mg/ ml) respectivement, mais
un faible pouvoir inhibiteur du blanchiment du B-carotéene (ECso = 3.524 mg/ ml). Cette
fraction a une capacité antioxydante totale de I’ordre de 31.209 +1.874 mg EAA/ g.
Concernant les autres extraits, P.atlantica et sa fraction butanolique, H. lippii (tiges, feuilles
et fruits), . montana et A. articulata montrent des pouvoirs antioxydants moins importants
mais intéressants comparativement aux extraits d’A. halimus, Z. album, C. cinerea, P.
monodiana, M. deserti et T.microphylla qui ont des activités faibles.

Nous avons enregistré une corrélation positive entre les cinq tests, ce qui explique la
contribution de plus de 20 % des antioxydants de la plante particulierement les tannins (R? =
0.7337- 0.9393) et les flavonoides (R? = 0.5917 - 0.9221).

Mots clés: Plantes médicinales; Polyphénols; Flavonoides; Tannins; Activités
antioxydantes ; CAT ; Réduction de fer ; DPPH® ; "OH ; B-caroténe.



Abstract

The antioxidant compounds are the subject of many works because, in addition to their
use as conservatives in the foodstuffs by replacing synthesis antioxidants, they intervene in
the treatment of many diseases.

Within the framework of discovered new antioxidants from the natural sources, we
have investigated in this work, the study of phenolic compounds and the evaluation of the
antioxidant properties of extracts from ten (10) medicinal plants in the west and south-west
Algeria : Pistacia atlantica, Thymelaea microphylla, Marrubium deserti, Atriplex halimus,
Anabasis articulata, Helianthemum lippii, Zygophylum album, Cotula cinerea, Pentzia
monodiana et Inula montana.

The first part of this study concerns the extraction and the quantification of total
phenolics, flavonoids and tannins by the Folin-Ciocaleu reagent, the aluminium trichloride
and the vanillin test respectively.

The second part is the study of the antioxidant activity of the plants extracts using five
techniques: DPPH radical scavenging, hydroxyl radical scavenging (*OH), iron reducing
power, B-carotene bleaching method and quantification of total antioxidant capacity.

The results obtained showed the richness of P. atlantica, T. microphylla and M. deserti
of phenolic compounds which the content varies between 133.744 + 27.353 and 285.956 mg
GAE/g DM. For the other plants, the polyphenol contents ranged from 3.776 to 74.211 +
1.188 mg GAE/g DM. The flavonoids and tannins contents expressed as catechine equivalent
were about 0.564 to 12.441 mg/g and 1.421 to 25.021 mg/g respectively.

The antioxidant activity methods showed that all the plant extracts present the
antioxidant properties at various levels. The ethyl acetate fraction from P. atlantica fruits has
a better reducing capacity (ICso = 0.055 + 0.002 mg/ml) compared to the ascorbic acid (0.063
+ 0.002 mg/ml), a strong scavenging of radicals DPPH* (ECsy = 14.641 mg Antioxidant /g
DPPH) and *OH (ECso = 0.271 mg/ ml) compared to BHT (ECso = 13.468 mg/g) and BHA
(ECso = 0.306 mg/ ml) respectively, but a weak inhibiting capacity of - carotene bleaching
(ECso = 3.524 mg/ ml). This fraction has a total antioxidant capacity of 31.209 + 1.874 mg
AAE/ g. Concerning the other extracts, P. atlantica and its butanolic fraction, H. lippii
(stems, leaves and fruits), I montana and A. articulata showed a less significant antioxidant
capacities but interesting comparatively to the extracts of A. halimus, Z. album, C. cinerea,
P.monodiana, M. deserti and T. microphylla which have weak activities.

We recorded a positive correlation between the five tests, which explains the
contribution of more than 20 % of plant antioxidants particularly the tannins (R? = 0.7337-
0.9393) and the flavonoids (R? = 0.5917 - 0.9221).

Keywords: Medicinal plants; Polyphenols; Flavonoids; Tannins; antioxidant activity; TAC;
Reducing power; DPPH®; *OH; B-carotene.
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Introduction générale

Introduction générale

Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a
leur disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la
tuberculose ou la malaria. Ni le hasard, ni la religion et ni la superstition qui a guidé la
médecine traditionnelle a employer une plante plutét qu'une autre. Certainement, c’est
I’expérience ou les gents apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des plantes (Iserin,
2001).

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
santé des hommes (Iserin, 2001). Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont
recours aux propriétés curatives des plantes et que les traitements a base de ces dernieres
reviennent au premier lieu car I’efficacité des medicaments décroit vue leurs effets
secondaires sur la santé publique.

Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le role
tragique du processus oxydatif incontrolable induit par les especes réactives oxygénées
(ERO). Ces oxydants sont a I’origine directe de différents états pathologiques tels que le
vieillissement et le cancer et indirecte sur la peroxydation des lipides des denrées
alimentaires. Quelque soit le cas, le risque est aggravé avec I’accumulation de ces molécules
dans I’organisme en aboutissant a une chaine réactionnelle radicalaire qui dégrade les
molécules vitales biologiques a savoir I’ADN, les lipides, les protéines et les glucides. En
appuyant sur cette vision, un renouveau de la phytothérapie vers cette vague verte qui produit
une foule des antioxydants a fin de contrer et pieger ces oxydants.

En effet, les antioxydants naturels font I’objet de nombreuses recherches et une nouvelle
haleine vers I’exploitation des métabolites secondaires généralement et les polyphénols
particulierement tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer) que dans
I’industrie agro-alimentaire. Ces composés qui sont représentés par la famille des flavonoides
(flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ; flavanols ;
isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones; aurones et anthocyanidines), sont largement
recherchés pour leurs propriétés biologiques: antioxydantes, anti-inflammatoires,
antiallergiques et anti-carcinogénes. Notant que I’efficacité puissante de ces substances a
stopper les réactions radicalaires en neutralisant les radicaux libres est due principalement a

leurs structures phenoliques avec la présence des groupements hydroxyles.
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Pour cela, les progres dans le domaine des antioxydants sont accentués d’ou le nombre
de plantes médicinales disponibles commercialement est de I’ordre de 1800 especes aux
Etats-Unis (Small et Catling, 2000). Entre 1940 et 2002, 40 % des médicaments
anticancereux étaient des produits naturels et leurs dérivés, par contre seulement 8 % ont été
synthétiques et méme imités de ces produits (Newman et al., 2003).

Comparativement des pays du Maghreb, la flore algérienne est représentée par 3000
especes et 1000 genres (Hanifi, 1991), celle de la Tunisie compte 2103 especes et 742 genres
(Nabli, 1991), alors que la flore totale marocaine est représentée par 4200 espéces et sous-
espéces avec 940 genres et 135 familles (Ibn Tatou et Fennane, 1991).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en évaluant
les propriétés antioxydantes des polyphénols de dix (10) plantes médicinales d’origine
saharienne et méditerranéennes (Pistacia atlantica, Thymelaea microphylla, Marrubium
deserti, Atriplex halimus, Anabasis articulata, Helianthemum lippii, Zygophylum
album, Cotula cinerea, Pentzia monodiana et Inula montana).

Dans la premiere partie et en premier chapitre de ce manuscrit, nous avons commencé
par une étude bibliographique des composés phénoliques, leur biosynthése et quelques
activités biologiques attribués a différentes familles de ces composés.

Dans le deuxieme chapitre, nous rappelons la description (les caracteres botaniques et la
systématique) des différentes espéces veégeétales, I’intérét biologique et quelques travaux
antérieurs réalisés sur ces plantes.

Le troisieme chapitre portera sur I’étude des radicaux libres, ceci est suivi par un rappel
de quelques méthodes les plus utilisées (piégeage du radical DPPH, réduction de fer...) pour
évaluer le pouvoir antioxydant in vitro.

Dans la deuxieme partie, nous avons envisagé la partie expérimentale qui se déroule en
deux axes:

Dans le premier axe, nous avons réalisé I’extraction et la détermination des teneurs en
composés phéenoliques (phénols totaux, flavonoides et tannins). Dans le deuxiéme axe, nous
nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir antioxydant des extraits des plantes par cing
techniques chimiques.

Enfin, dans la troisieme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus entre autre les
rendements, les teneurs des composés phénoliques et I’étude de I’activité antioxydante des

extraits des différentes plantes.
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[ CHAPITRE 1 : Composés phénoliques }

1. Généralités :

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). A I’heure actuelle, plus de
8000 molécules ont été isolés et identifiés (Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques
structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al.,
2004). Ces especes sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse
moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone, 1993).

Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides,
tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les flavonoides
représentent le groupe le plus commun et largement distribué (Figure 1). La grande diversité
structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation globale des méthodes qui
permettent leur extraction et leur isolement, des processus mis en jeu au cours de leur
biosynthese, de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques (Bruneton, 1993).

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de
tous les végeétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et 1égumes, les boissons
(vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes secs.
Les fruits et légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en polyphénols, les
boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste (Middleton et al.,
2000).

Les recherches des dix a quinze derniéres années ont démontré que les composés
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. lls subissent dans les
tissus vegétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans de
processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification physiologique ne
sont pas encore toujours claires. Un rdle important est attribué aux phénols dans la résistance
des plantes aux maladies, comme c’est le cas de la résistance du cotonnier a la maladie de

flétrissement, la verticilliose. Le phénomeéne d’accumulation des substances phénoliques dans
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les tissus végétaux infectés ou dans les zones proximales est également observé a la suite de
blessures causées par des facteurs mécaniques (Brzozowska et al., 1973) et dans le cas de
carence en certains eléments minéraux comme I’azote et le soufre (Loche, 1966).

Des travaux plus anciens (Nitsch et Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977) ont montré que
les phénols seraient associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation organogéne, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols
sont aussi connu pour leur effets protecteurs contre le rayonnement UV, I’effet attracteur sur
les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour ces propriétés antifongique et antibactérienne
(Heimeur et al., 2004). lls interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant
la saveur, nous citons : les flavanones sont responsables de I’amertume des Cistus et peuvent
donner naissance par transformation chimique a des dihydrochalcones a saveur sucrée
(Dubois et al., 1977), les anthocyanes, composés de couleur rouge a violet, participent a la
coloration des fruits mdrs et les tannins sont a I’origine de la sensation d’astringence des fruits
non mars.

A partir des années quatre-vingt, c’est la découverte du rdle des radicaux libres dans les
processus pathologiques qui a relancé I’intérét des polyphénols en particulier les flavonoides
dont les propriétés antioxydantes sont trés marquées.

2. Biosynthese :

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la I’acide shikimique (Figure 1). Cette voie shikimate conduit a la formation des
oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés: acide benzoiques,

acétophénones, lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).
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Figure 1 : Biosynthése des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie
de shikimate (Crozier et al., 2006). PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate
4-hydroxylase.

3. Classes des polyphénols :
Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 1). Ces

molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques.
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
7 Ce-C1 Acides phénols Acide gallique ¢ -coon
)
8 Ce-Co acétophénones Gallacetophénone @ éCH;,
Acide p-
8 Ce-C, Acide phénylacétique hydroxyphényl- | ¢
acétique
i . R Acide p- COOH
9 Cs-Cs Acides hydroxycinamiques coumarique @f
O 0
9 Ce-C3 Coumarines Esculitine @'\j
o

10 Ce-C4 Naphthoquinones Juglone ﬁjgj
)

i
13 Cs-C1-Cg | Xanthones Mangiferine &;@

14 Cs-C,-Cq | Stilbenes Resveratrol @,V@

15 Cs-C3-Cs | Flavonoides Naringénine @fjﬁ

3.1. Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composes phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la
plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Elles sont considérées comme des pigments
quasi universels des végetaux qui peuvent participer dans les processus photosynthétiques
(Mukohata et al., 1978), dans la régulation de gene et dans le métabolisme de croissance
(Havsteen, 2002). Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus
(Edenharder et Griinhage, 2003) et ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de
carbones qui sont arrangés a une configuration Cs-C3-Cg de type phényl-2-benzopyrane ce qui

est synonyme avec la structure 2-phényle chromane (Yao et al., 2004) (Figures 2 et 3).
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Figure 2 : Structure du 2-phényle chromane  Figure 3 : Structure générale des flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C,-Cs, du groupe 3-Oet
la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). En basant sur
leur squelette, les flavonoides peuvent étre divises en différentes classes : anthocyanidines ;
flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ; flavanols ;
isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder et
Grunhage, 2003) (Figure 4).
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Figure 4 : Structures des squelettes de base des flavonoides (Havsteen, 2002)

-10 -



Partie bibliographique : Chapitre 1 : Composés phénoliques

3.2. Anthocyanosides :

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de la
plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ils sont caractérisés par I’engagement de
I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides). Leurs genines
(les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les
animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Brouillard et al., 1997 in Bahorum, 1997).

OGlucose

Figure 5 : Structure des anthocyanosides

3.3. Tannins:

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymeriques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une
saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : I’écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins

différents par leur structure et par leur origine biogénétique :

3.3.1. Tannins hydrolysables qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre
variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit
I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit I’acide ellagique dans le cas des tannins

classiqguement dénommes ellagitannins (Figure 6) (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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Figure 6 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B)

3.3.2. Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polyméres
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-
carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux,

Gymnospermes et Fougeéres (Bruneton, 1999).

3.4. Phénols simples et les acides phénoliques :
Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique.

3.4.1. Acide phénols dérivés de I’acide benzoique : les acides phénols en Cs-Cq, dérivés
hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés communs, aussi bien sous forme libre que
combinés a I’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique et son dimere (I’acide
hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des tannins hydrolysables. D’autres
aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est trés utilisé dans le secteur

pharmaceutique (Bruneton, 1993).

3.4.2. Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique : la plupart des acides phénols en C¢-Cs
(acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique) ont une distribution tres large ; les
autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont peu fréquents (Bruneton, 1993). Les acides

cinnamique et caféique sont des représentants communs du groupe de dérivés
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phénylpropaniques qui difféere par son degré d’hydroxylation et de méthoxylation (Cowan,
1999).

3.4.3. Phénols simples : tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutét rares dans
la nature a I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae,
Rosaceae...). Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le
pyrogallol avec trois, ont été montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan,
1999).

3.5. Coumarines :

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de Cg¢-Cs, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont
substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien
combiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin (Cowan,
1999).

3.6. Quinones :

Ce sont des composes oxygeénes qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques
avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa-
2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-
diénique (ortho-quinones) (Bruneton, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature,

principalement dans le régne végétal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999).

3.7. Stilbéne :

Les membres de cette famille possedent la structure Cg-C,-Cs comme les flavonoides,
ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbenes

sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).

3.8. Lignanes :
Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (Ce¢-Cs). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de

composés ont été isolés dans environ soixante dix familles.
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4. Propriétes biologiques des polyphénols :

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique,  anti-artherogenique,  anti-inflammatoire,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces actions
sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un role
important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de

I’oxygéne, ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

Les effets benéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la
phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Leong et Shui, 2002). D’aprés les études multiples
attestant de I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention
des maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols
ou des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure
conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans
I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant
contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la peau. En
phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes (les
propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides qu’aux
anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble étre utilisée pour

des bénéfices spécifiques (Hennebelle et al., 2004).

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs par différentes mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002) ; soit par chélation des métaux (le fer
et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit
I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Van Acker et al.,
1996 ; Benavente-Garcia et al., 1997). Ils jouent un role trés important dans le traitement du
diabéte (inhibant I’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des
inflammations (inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygenase), des

hépatites, des tumeurs, de I’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des
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allergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (Anderson et al., 1996 ; Cowan,
1999 ; Yao et al.,, 2004). Mais, on attribue également aux flavonoides des propriétés
neurosédatives, antispasmodiques, diurétiques, anti-cestrogenes (isoflavones), contre la
sénescence cérebrale et ses conséquences telle I’altération de la mémoire et la confusion.
D’autres part, les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et le fragilité

capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) (Hennebelle et al., 2004).

Les anthocyanes sont egalement utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire
(vigne rouge, Vitis vinifera L.), mais aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques
urinaires. Leur plus grande spécificité reste cependant leur propriété d’améliorer la vision
nocturne en facilitant la régenération du pourpre rétinien (myrtille, Vaccinium myrtillus L. ;
cassis, Ribes nigrum L.) (Hennebelle et al., 2004). Présente comme des couleurs brillant dans
les fruits et les légumes, les anthocyanidines ont montré leur effet inhibiteur de la croissance

des lignees cellulaires humaines (Zhang et al., 2005).

Les tanins sont considerés comme des anti-nutriments grace aux divers effets nuisibles
a savoir la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les
dommages du foie (Chung et al., 1998). Ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par
lequel on explique leurs propriétés vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques
(chéne, Quercus spp.). Les proanthocyanidines diméres de I’aubépine (Crataegus spp.)
seraient de bons sédatifs cardiaques (Hennebelle et al., 2004). Concernant le pouvoir
antioxydant des tannins, cette propriété est trés remarquable due a leurs noyaux phénols et la
présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les groupes méta 5, 7 dihydroxyles
sur le cycle A. Les tannins catéchiques du thé vert : gallate d’épicatéchine, gallate
d’épigallocatéchine et I’épicatéchine sont des puissants extracteurs des radicaux libres
(Rahman et al., 2006), ils inhibent les ions Cu®* qui catalysent I’oxydation des lipoprotéines

dans les macrophages in vitro (Yoshida et al., 1999).

Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices, neurosédatives,
diurétiques, stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). Ils ont la capacité de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. Ils préviennent également la

peroxydation des lipides membranaires (Anderson et al., 1996).
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Les acides phénols et ces dérivés sont considérés comme responsables de I’activité
cholérétique de I’artichaut et les propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés
salicylés (Hennebelle et al., 2004). Les composés possédant les activités antioxydantes et
antiradicalaires sont I’acide caféique, I’acide gallique et I’acide chlorogénique (Bossokpi,
2002). Pour I’acide caféique, il se montre tres efficace contre les virus, bactéries et
champignons (Cowan, 1999). Alors, I’acide gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des
cellules cancéreuse du poumon chez les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec
les médicaments anticancéreux tels la cisplatine peut étre un traitement efficace pour ce type
de cancer (Kawada et al., 2001 in Rangkadilok et al., 2007). Il peut aussi prévenir les
dommages oxydatifs d’ADN cellulaire a une faible concentration et exerce une forte activité
antiproliférative tels que la quercétine sur les cellules humaines cancéreuses du colon et les

cellules épithéliales du foie chez les rats normaux (Lee et al., 2005).

Certaines quinones, dérivant de I’anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. Elles sont
rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloes
(Aloe spp.). D’autres activités antidepressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du

groupe ont une toxicité non négligeable. (Bruneton, 1993 ; Hennebelle et al., 2004).
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[ CHAPITRE 2 : Présentation des plantes étudiées }

1. Pistacia atlantica (Photo 1) :

1.1. Position systematique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Rosidées
Ordre : Sapindales (Rutales)
Famille : Anacardiacées- Térébinthacées
Genre Espece : Pistacia atlantica Desf.
Noms vernaculaires : betoum en arabe local et Iggh en berbére (Quezel et Santa,
1963 ; Ozenda, 2004).

1.2. Description botanique de Pistacia atlantica :

Le pistachier de 1’Atlas (ou Pistacia atlantica Desf) est un bel arbre a odeur simplement
résineuse (Belhadj, 2001 ; Quezel et Santa, 1963).
Les feuilles sont caduques, composées, imparipennées ; 3 a 5 folioles ovales acuminées. Les
fruits sont appelés Elkhodiri par les populations locales, appellation due a la prédominance de
la couleur vert foncé maturité. Ce sont des drupes comestibles de la grosseur d’un pois,
légérement ovales et aplaties, riches en huile dense trés énergétique. Ils sont récoltés en
septembre octobre.
L’écorce produit une résine mastic qui exsude naturellement de fagon abondante par temps
chaud (Belhadj, 2001).
La floraison a lieu en été en panicule de petites fleurs apétales (1 a 3) et 1 a 5 sépales. Elle
peut atteindre 15 a 20 m de la hauteur dont la croissance est lente et ne produit qu’a partir de 5
a7 ans (Atli et al., 2001).
Il existe a 1’état disséminé dans toute 1’ Algérie : régions semi-arides et arides, dans la région
de Djelfa (Senalba, Ain Oussera, Messaad), Laghouat (partie sud) et Ghardaia (dans 1’oued
m’zab) (Belhadj, 2001). Aussi, il préfére les rocailles, paturages arides, sauf dans les zones

trés arrosées (Quezel et Santa, 1963).
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Photo 1 : Fruits de Pistacia atlantica Desf

1.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

Les espéces du genre Pistacia occupent une place appréciable dans la médecine
traditionnelle et pharmaceutique depuis 1’antiquité. Elles attirent 1’attention des chercheurs
grice a ces potentiels antioxydants et ces activités antimicrobienne, anti-inflammatoire,
antipyrétique, antidiabétique, antiradicalaire et cytotoxique (Hamdan et Afifi, 2004 ; Topgu
et al., 2007; Benhammou et al., 2007, Benhammou et al., 2008). Elles sont employées dans
le traitement d'eczéma, les infections de la gorge, la lithiase rénale, 1’asthme, 1’estomac et
comme un stimulant (Kordali et al., 2003).

P. atlantica constitue avec P. lentiscus des espéces principales de la production
d’oléorésine (Delazar et al., 2004). Cette résine qui est produit par 1’écorce et exsudé
naturellement de fagon abondante par temps chaud est utilisée comme antiseptique du
systéme respiratoire (Duru, 2003) et aussi pour d’autres usages médicaux (Belhadj, 2001).
Chez les marocains, la décoction des feuilles est largement employée pour traiter les
infections de I’ceil (El-Hilaly et al., 2003). Les fruits trouvent leur application dans la cuisine
et les pratiques médicinales algériennes en particulier, dans la région de Djelfa, Laghouat et
Ghardaia. L’huile de ces fruits comestibles est souvent mélangée aux dattes écrasées et peu
étre consommé a toute heure de la journée avec du petit lait. L’huile a un gott trés proche de
celui du beurre, elle est trés appréciée dans la région. Les graines sont séchées, écrasées ou
moulues et ramassées avec de I’eau sucrée et consommées en boulettes ou bien séchées et

croquées telles quelles comme des cacahuétes (Belhadj, 2001).
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1.4. Travaux antérieurs :

L’analyse phytochimique de différentes parties de la plante a été 1’objet de quelques
¢tudes. Les potentiels antioxydants des espéces du Pistacia sont du en particulier a la
présence des flavonoides et des flavones (Kawashty et al., 2000 ; Topcu et al., 2007), des
gallotannins (Wei et al., 2002 ; Zhao et al., 2005) et des phénols simples tels que 1’acide
gallique et I’acide p-coumarique (Benhammou et al., 2008).

D’autres groupes chimiques caractérisent 1’huile des fruits du pistachier de 1’Atlas : les
triterpénoides, les acides gras insaturés tels les acides oléique (46 %), linoléique (27.5 %),
palmitique (24 %), palmitoléique (1.23-5.73 %), stéarique (1.48-2.61 %), linolénique (0.95—
1.5 %), et les stéroides et les triglycérides (Yousfi et al., 2002 ; Yousfi et al., 2003, Yousfi et
al., 2005; Benhassaini et al., 2007; Tavakoli et Pazhouhanmehr, 2010). Cependant, la

composition chimique de I’huile essentielle d’oléorésine révele sa richesse en o-pinene (70

%) et B-pinéne (1.94 %) (Delazar et al., 2004; Benhassaini et al., 2008). Les composés de
I’huile essentielle de différentes parties de P. atlantica du Maroc sont: le terpinen-4-ol
(21.7%) et I’elemol (20.0%) comme des principaux constituants dans les feuilles avec des
quantités faibles en P—eudesmol (8.4%), y—eudesmol (7.0%) et en p-cymene (5.0%).
Réciproquement, les fruits ont ét¢ dominés par le bornyl acétate (21.5%) et I’acide octanoique
(8.2%) d’une part, et le a—pineéne (42.9%), B—pinéne (13.2%) et p-cymen-8-ol (8.7%) dans la
gomme d’autre part (Barrero et al., 2005). Les monoterpénes hydrocarbonés tels le a-pinéne
(32.6-54.7%) et le B-pinéne (8.0-20.2%) constituent la classe majoritaire suivie par les
sesquiterpénes dans les feuilles, les fruits et les écorches de cette plante (Mecherara-ldjeri et
al., 2008). Une étude similaire sur les feuilles permet a Gourine et al (2010) de confirmer la
dominance de ces deux classes.

Peu de travaux ont été consacrés sur I’étude des teneurs en polyphénols et les propriétés
antioxydantes de différentes parties de P. atlantica (Benhammou et al., 2007; Yousfi et al.,
2009). Les résultats de ces travaux ont montré la richesse de cette plante en composés
phénoliques et [I’identification d’un nouveau antioxydant le 1 (méthyl 5-(3.4-
dihydroxyphényl)-3-hydroxypenta-2,4- dienoate) (Yousfi et al.,, 2009). Une autre étude
réalisée par Adams et al (2009) a mis en évidence une nouvelle substance anti- Plasmodium
falciparum, le flavone 3-methoxycarpachroméne dans [’extrait d’acétate d’éthyle de

P.atlantica.
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2. Thymelaea microphylla (Photo 2) :

2.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Rosidées
Ordre : Malvales
Famille : Thyméléacées
Genre Espece : Thymelaea microphylla Coss. et Dur.
Noms vernaculaires : Methnane, el Abiod (Quezel et Santa, 1963) ou metnen dans le
sud de I’Oranais, Tiout et environs, ou metnan dans 1’Oriental marocain et methnéne en

Tunisie (Ait Youssef, 2006).

2.2. Description botanique de Thymelaea microphylla :

C’est un arbrisseau dioique a rameaux effilés canescents. Les feuilles son tres petites (1-
4 mm) ovoides, éparses et distantes sur les rameaux. Les fleurs glomérulées par 2- 5 a
I’aisselle des feuilles et bien plus longues qu’elles jaunatres a lobes trés courts (Quezel et
Santa, 1963). Cette espéce endémique est commune sur les Hauts Plateaux et dans 1’Atlas
saharien et dans le nord du Sahara ; elle pousse surtout dans les paturages arides et désertiques

(ATt Youssef, 2006).

A*

Photo 2 : Thymelaea microphylla Coss et Dur. (A* : http://www.teline.fr)
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2.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

Suite a une étude ethnobotanique de Thyméléacées (Thymelaea microphylla) menée
aupres des populations locales d’El-Mechria et Ndama, cette plante est utilisée contre
certaines infections microbiennes. D’autres espéces appartiennent & la méme famille sont
largement employées pour ces propriétés diurétique, hypotensive et anti-inflammatoire

(Djeridane et al., 2006).

2.4. Travaux anterieurs :

Peu de travaux ont été réalisés sur cette plante. Cheriti et Sekkoum (1995) ont identifié
I’acide oléanolique, B-sitostérol et 3-O-B-D-glucopyranosyl-B-sitostérol dans les parties
aériennes de T. microphylla. D’autres composés tels que les flavones, les saponosides, les
diterpénes, les alcaloides et les glucosides caractérisent la famille des Thyméléacées (Evans
et Taylor, 1983 ; Touati, 1985 ; Le Floc’h, 1983 in Dohou et al., 2003). A propos des
activités biologiques, le pouvoir antioxydant des extraits de T. microphylla est reporté par
Benhammou et al (2009) et Djeridane et al (2010).

3.1._Marrubium deserti (Photo 3) :
3.1. Position systematique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Endicots

Sous classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées ou Labiées

Genre Espéce : Marrubium deserti De Noe.

Noms vernaculaires : Djaidi (Quezel et Santa, 1963).

3.2. Description botanique de Marrubium deserti :

C’est une espeéce endémique saharienne trouvée en Algérie et au Maroc, sous forme
d’arbrisseau blanchatre trés rameux a poils laineux. Les tiges et les feuilles sont blanchatres a
pilosité apprimée trés courte. Les épis sont gréles, laches, interrompus et larges de 12-15 mm.
Les fleurs rose pale en tube sont entourées par un calice vert et disposées au dessus de chaque

paire de feuilles. C’est une plante broutée par les herbivores. Elle est commune dans le nord
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du Sahara et le Sahara central, ou on la trouve surtout dans les paturages désertiques (Quezel

et Santa, 1963).

Photo 3: Marrubium deserti De Noé. (A*: www.sahara-nature.com)

3.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

Dans la médecine traditionnelle Européenne, les extraits aqueux et hydro-alcoolique de
la partie aérienne fleuris de Marrubium sp. sont employés contre le toux, comme neurosédatif,
cholérétique dans les troubles digestives et biliaires et pour ces propriétés anti-inflammatoire
et antimicrobienne (Rigano et al., 2007). Cependant, les feuilles, les rameaux et les jeunes
bourgeons de Marrubium deserti sont utilisés en décoction, infusion et macération contre les
troubles intestinaux, les maladies respiratoires, la fievre, la toux, la dysménorrhée, la piqlre

de scorpion et les allergies (Ould El Hadj et al., 2003; Hammiche et Maiza, 2006).

3.4. Travaux antérieurs :

Les espéces du Marrubium sont riche en composés phénoliques, flavonoides et en
phenylethanoides mais le genre est mieux connu a produire les diterpénoides tels que le
marrubiine qui est étudié pour ces propriétés chimiques, thérapeutiques (antitumoral) et
pharmacologiques (Hatam et al., 1995 ; EIl Bardai et al., 2003 ; Karioti et al., 2005 ;
Hennebelle et al., 2007 ; Sarikurkcu et al., 2008). D’autres auteurs ont montré 1’activité
antioxydante des extraits méthanoliques et aqueux de M. deserti (Benhammou et al., 2009 ;
Djeridane et al., 2010).
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4. Atriplex halimus (Photo 4) :

4.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Préastéridées
Ordre : Caryophyllades
Familles : Amaranthacées
Genre Espece : Atriplex halimus L.
Noms vernaculaires : Pourpier de mer, Aramass (Quezel et Santa, 1963), Gtaf en
Algérie (Ozenda, 2004) et Chenane en Maroc.

NB: Récemment, la famille des Chénopodiacées est remplacée par la famille des

Amaranthacées.

4.2. Description botanique d’Atriplex halimus :

Atriplex halimus L est une espéce de formation steppique salée qu’on rencontre dans les
hauts plateaux et sur le littoral, ou les conditions favorables sont réunies avec les
polymorphismes en fonction de salinité, elle est caractérisée par des feuilles qui sont assez
grandes de 2-5 cm, en général 2 fois plus longues que larges, un peu épaisse et charnue. Elles
sont ovales et entieres peu sinuées et dentées. La fleur est monoique formée d’épis denses et
courtes nus groupés (Ozenda, 2004). Les tiges sont blanchatres dressées et ligneuses avec des
buissons trés rameux. Cette plante se trouve dans toute 1’ Algérie, les rocaille, talus argileux et

dans les zones d’épandage plus ou moins salées (Quezel et Santa, 1963).
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Photo 4 : Atriplex halimus L

4.3. Propriéteés et usages thérapeutiques d’A. halimus :

Atriplex halimus L. est un arbuste fourrager autochtone qui tolére bien les conditions
d’aridité (sécheresse, salinité,...). Cette espéce peut contribuer a la valorisation des sols
marginaux et dégradés et a ’amélioration des productions végétale et animale dans plusieurs
régions démunies (Le Houérou, 1992).

Son utilisation dans la médicine traditionnelle est largement connue pour ces propriétés

hypoglycémiante et hypolipidémiante (Yaniv et al., 1987 ; Mirsky et Nitsa, 2001).

4.4, Travaux antérieurs :

Les métabolites secondaires chez Atriplex montrent la présence des phénols totaux, des
saponines glycosides, des alcaloides, des tannins, des résines, des betaines et des flavonoides
dont les flavonols constituent la classe chimique majeure chez la plupart des especes Atriplex
(Bylka et al., 2001; Bylka et al., 2004; Abd EI-Rahman et al., 2006; Benhammou et al.,
2009). Parmi les flavonols aglycones identifiés : kaempferol, quercétine, isorhamnetine,
parfois patuletine, spinacetine et tricine. Le kaempférol 3-O-sulphate-7-O-arabinopyranoside
et quercétine 3-O-sulphate-7-O-arabinopyranoside ont ¢été isolés dans les feuilles d’A.
hortensis (Bylka et al., 2001) et la naringine, naringenine 7-O-glucoside, isorhamnetine 3-O-
rhamnosyl (1-6) glucopyranoside et isorhamnetine 7-Oglucopyranoside dans 1’espéce A.

farinosa (Al-Jaber et al., 1991).
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5. Anabasis articulata (Photo 5) :

5.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Préastéridées
Ordre : Caryophyllades
Familles : Amaranthacées
Genre Espece : Anabasis articulata (Forsk.) Mog.
Noms vernaculaires : Belbel, Djell (Quezel et Santa, 1963), Ajrem en arabe

5.2. Description botanique d’Anabasis articulata :

C’est une plante endémique saharienne a buisson bas, a souche épaisse et tortueuse, de
couleur vert bleuté tres clair. Les rameaux articulés et presque sans feuille ; pendant les
périodes de grande sécheresse les rameaux sont caducs et tombent au pied de la plante. Les
feuilles opposées, ont une partie libre trés courte, obtuse ou terminée par une pointe
blanchatre. Les fleurs blanches rosées sont isolées a 1'aisselle de chaque feuille. Le fruit est
entouré par trois ailes dues a la dilatation de trois de ces sépales. Elle est commune dans les

sols pierreux de tout le Sahara, jusqu’au Sahara méridional (Ozenda, 2004).

Photo 5 : Anabasis articulata (Forsk.) Moq
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5.2. Propriétés et usages thérapeutiques :

Grace a ces vertus précieux, Anabasis articula comme d’autres plantes Amaranthacées
est largement employée dans la médecine traditionnelle algérienne contre le diabete
(Kambouche et al, 2009). Les parties aériennes sont utilisées en décoction et sous forme de
cataplasme pour soigner les dermatoses, les maladies de la peau (eczéma), les maux de la téte
et la ficvre (Hammiche et Maiza, 2006). D’autres propriétés cholinergiques ont été aussi

signalées chez cette espéce (Tilyabaev et Abduvakhabov, 1998)

5.3. Travaux antérieurs :

Peu d’¢études ont été réalisées sur la phytochimie d’A. articulata (Batanouny, 1999 ;
Kambouche et al., 2009 ; Eman, 2011). Ces auteurs ont mis en évidence la présence des
flavonoides, des tannins, des saponines, des alcaloides, des carbohydrates et/ou des
glycosides, des coumarines et des triterpénes dans les extraits de cette espéce. D’autres
constituants chimiques ont été identifiés chez A. brevifolia : 2- O- beta- D-
glucopyranosyloxy- 4, 6- dimethoxy phenylenthanone ; 2- O- (2) - beta-D-glucopyranosyloxy
-4, 6-diméthoxy phénylenthanone ; acide 3-méthyle-but-2-énoique-[2-(4-méthoxyphényl)-
éthyl]- amide ; 5, 6, 7, 2'- tétraméthoxy-isoflavonoide ; 2'- hydroxy-5, 6, 7-triméthoxy-
isoflavonoide (Chen et al., 2005). Dans la partie aérienne d’A. aphylla, Du et al (2009) ont pu
identifier trois alcaloides : N-méthylanabasine, anabasamine et isonicoteine et d’autres classes
de flavonoides tels que la piceine, I’isorhamnetine, la quercétine, la rutine et I’isorhamnetine-

3-rutinoside (Yang et al., 2010).

6. Helianthemum lippii (Photo 6) :

6.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Rosidées
Ordre : Malvales
Famille : Cistacées
Genre Espece : Helianthemum lippii (L) Pers.
Noms vernaculaires : Rguig, Hashma, Khudhr, Rugrug, Jaraid, Jaraid achchima et
Jerait (Mandeel et Al-Laith, 2007).
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6.2. Description botanique d’Helianthemum lippii :

C’est une plante polymorphe en buisson imbriqué ne dépassant guere 50 cm. un
arbrisseau vivace trés rameux a feuilles sessiles couvertes de trés courts poils ce qui donne
une couleur blanchatre a la plante. L'écorce des rameaux est également blanchatre. Les
feuilles comportent deux stipules. Les fleurs sont petites, jaunes et sessiles. C’est une espece
qui se répartit dans tout le Sahara, les paturages désertiques, les rocailles et les sables (Quezel
et Santa, 1963).

C'est au pied de cette plante que pousse la terfas (Terfezai ovalispora), délicieuse truffe
blanche.

Photo 6 : Helianthemum lippii (L) Pers. (A": www.sahara-nature.com)

6.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

D’apres notre enquéte ethnobotanique aupres de la population de la région d’étude, cette
plante est employée pour calmer les douleurs des régles menstruelles. Comparativement a
d’autres espéces, H. glomeratum a montré ces effets antibactérien, antiprotozoaire et
antigiardiale et pour traiter les troubles gastro-intestinales comme les diarrhées et les
dysenteries (Barbosa et al., 2006 ; Buzzini et al., 2007). Concernant I’activité antioxydante,

cette propriété a été prouvée par la littérature chez H. ledifolium (Tawaha et al., 2007).
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6.4. Travaux anterieurs :

Il n’y a pas de travaux sur la composition chimique sur cette plante, mais la littérature
est limitée sur quelques especes. Barroso et al (2001) ont montré que les especes du genre tel
H. almeriensis sont trés riches en tannins. Chez H. glomeratum, certains auteurs ont pu isolés
quelques flavonoides du type flavan-3-ols : (—)-épicatéchine et (—)-épigallocatéchine gallate
(Meckes et al., 1999) et du type flavonols: kaempferol, tiliroside et quercétine (Calzada et
al., 1999).

7. Zygophylum album (Photo 7) :

7.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Rosidées
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllacées
Genre Espéce : Zygophylum album L.

Noms vernaculaires : Aggaya

7.2. Description botanique de Zygophylum album :

C’est un petit buisson ramifié. Les feuilles a deux folioles charnues. Le pétiole est aussi
long et charnu que les deux folioles. Les feuilles deviennent oranges en séchant. Les fleurs
sont petits blanc-jaune ou créme. Le fruit non cornu a I’apex, simplement dilaté comprend 5
lobes plus ou moins saillants. Le pédicule du fruit est plus court que le fruit.

C’est une espece commune dans les terrains salés ou gypseux et les paturages désertiques

(Quezel et Santa, 1963).
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Photo 7 : Zygophylum album L

7.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

Comme la plupart des plantes appartenant au genre Zygophyllum possédant plusieurs
effets biologiques, en Algérie, Zygophyllum album est employée pour traiter le diabéte, les
spasmes, les coliques, le rhumatisme et les dermatoses (Ould EI Hadj et al., 2003 ; Smati et
al., 2004 ; Hammiche et Maiza, 2006). D’autres vertus telles que les activités anti-

inflammatoire, antipyrétique et antivirale sont trés connues a ces espéces (Saad et al., 1967).

7.4. Travaux anterieurs :

Les principaux constituants chimiques décrits chez les espéces Zygophyllum : I’acide
quinovique, ses dérivés glycosidiques et le zygophylline sont connus pour leurs activités anti-
inflammatoire et antipyrétique (Saad et al., 1967). D’autres métabolites tels que les saponines
tritérpenoides ont été isolés a partir des racines (POllman et al., 1997). La présence des
flavonoides, des tanins et des alcaloides a été mis en évidence chez Z. geslini, le Kaempferol
chez Z. dumosum et I’isorhamnetine, 1’isorhamnetine-3-O—glucoside et 1’isorhamnetine-6"’-
(2-E-butenoyl)-3-O-glucoside chez Z. simplex (Hassanean et Desoky, 1992 ; Ouf et al.,
1994). Smati et al (2004) ont pu identifiés le 33-(3,4-dihydroxycinnamoyl) - erythrodiol qui a

révélé son activité cytotoxique chez Z. geslini.

-29.



Partie bibliographique : Chapitre 2 : Présentation des plantes étudiées

8. Cotula cinerea (Photo 8) :

8.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Astéridées
Ordre : Astérales
Famille : Astéracées ou Composées
Genre Espece : Cotula cinerea Del., syn. Brocchia cinerea (Del.) Vis.

Noms vernaculaires : Chiria ou Robita (Quezel et Santa 1963), Al gartoufa.

8.2. Description botanique de Cotula cinerea :

C’est une petite plante annuelle d’aspect laineux de 5 a 15 cm entieérement tomenteuse.
Les tiges sont dressées ou diffuses. Les feuilles et les tiges vert-blanchatre sont recouvertes de
petits poils denses qui forment comme un manteau de velours. Les feuilles petites, enticres
épaisses et veloutées sont découpées en trois a sept dents ou 'doigts' qui se présentent comme
une main légerement refermée. Les fleurs sont de petits demi pompons jaune d'or au bout
d'une courte tige. C’est une espéce Saharo-arabique commune dans tout le Sahara et les lieux

sablonneux désertiques (Quezel et Santa 1963).

Photo 8 : Cotula cinerea L (A": www.sahara-nature.com)
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8.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

Cette espece est largement utilisée en médecine traditionnelle marocaine pour ses
propriétés biologiques comme les activités anti-inflammatoire, analgésique, antiseptique,
antibactérienne, antipyrétique et contre les larves, (Markouk et al., 1999 ; Markouk et al.,
2000 ; Larhsini et al., 2002). Dans le Sahara algérien plus précisément a Ouargla, cette
plante est destinée contre la colique, la diarrhée, la toux, le thumatisme et la stérilit¢ (Ould El

Hadj et al., 2003 ; Hammiche et Maiza, 2006).

8.4. Travaux antérieurs :

Les flavonoides isolées chez Cotula cinerea sont: flavone O- et C-glycosides,
flavonols glycosides et quercetagétine 3, 6, 7-triméthyl éther (Ahmed et al., 1987), lactones
sesquitérpeéniques, les glaucolides (Metwally et al., 1986) et les coumarines sesquiterpéniques
(Greger et Hofer, 1985).

9. Pentzia monodiana (Photo 9) :

9.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :
Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Endicots
Sous classe : Astéridées
Ordre : Astérales
Famille : Astéracées ou Composées

Genre Espece : Pentzia monodiana Maire.

9.2. Description botanique de Pentzia monodiana :

C’est un herbe de 20 a 35 cm, a tiges trés rameuses et un peu ligneuses a la base,
donnant des rameaux dressés blanchatres velu, ciliés et couverts de poils appliqués comme sur
les feuilles, celles-ci sessiles, auriculées a la base, de taille moyenne profondément divisées,
capitules petits, 5-8 mm, isolés au sommet des rameaux, a fleurs toutes tubuleuses jaunes d'or
ou un brunétres. Cette espéce endémique du Sahara présente dans les oueds pierreux (Hoggar,
Tassili des Ajjer Tibesti) et dans I'étage supérieur ou cette plante constitue des peuplements

importants (Ozenda, 2004).

231 -



Partie bibliographique : Chapitre 2 : Présentation des plantes étudiées

Photo 9 : Pentzia monodiana (A™: www.sahara-nature.com)

9.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

Aucun travail n’a été réalisé sur cette espece.

9.4. Travaux antérieurs :
Peu d’étude porte sur la composition chimique du genre Pentzia. Des lactones
sesquiterpenes, glaucolides et fulvenoguaianolides ont été isolés de la partie aérienne de

plusieurs espéces (Bohlmann et Zdero, 1978 ; Zdero et Bohlmann, 1990).

10. Inula montana_(Photo 10) :
10.1. Position systématique (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007) :

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Endicots

Sous classe : Astéridées

Ordre : Astérales

Famille : Astéracées ou Composées

Genre Espéce : Inula montana L.

Noms vernaculaires : Boutelilis (Quezel et Santa, 1963).

10.2. Description botanique d’Inula montana :
C’est une plante polymorphe a tige simple, blanchatre laineuse de 15-35 cm qui porte
des feuilles entiéres ou denticulées, soyeuses et blanchatres en dessous, pubescentes en

dessus, caulinaires toutes simplement rétrécies a la base. Les inférieures atténuées en pétiole.
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Gros capitules de 4-5 cm, solitaires au sommet de la tige, a grandes ligules jaunes et linéaires.
Les bractées externes de 1I’involucre sont herbacées et lancéolées, les inférieures sont ciliées et
linéaires. C'est une espéce ubiquitaire dans toute I’ Algérie qui croit sur les pentes rocailleuses

arides des montagnes a partir de 500 m d’altitude (Quezel et Santa, 1963).

Photo 10 : Inula montana L

10.3. Propriétés et usages thérapeutiques :

Plusieurs espéces du genre Inula sont employées en médecine traditionnelle pour ses
propriétés antipyrétique, anti-inflammatoire et hépatoprotéctive (Gonzalez-Romero et al.,
2001). En France, cette espéce est parfois utilisée contre les maladies inflammatoires

(Reynaud et Lussignol, 1999).

10.4. Travaux antérieurs :

Comme toutes les espéces appartenant a la famille des Astéracées, les composés
terpéniques sont doués de plusieurs propriétés biologiques et pharmacologiques telles que les
activités cytotoxique, anti-tumorale, antimicrobienne et phytotoxique (Rodrigue et al., 1976).
Parmi ces substances, les cinq lactones sesquiterpéniques (isoinuviscolide, gaillardine, 1 beta-
hydroxy-3beta-acetoxy-eudesme-4(15),11(13)-dien-12-8beta-olide, pulchelline-C et
pulchelline- E) ont été identifiées dans la partie aérienne d’l. montana (Gonzalez-Romero et
al.,, 2000). D’autre étude a montré la présence des 4 flavonoides aglycones : luteoline (5,
7,3’ ,4’-hydroxyflavone), hispiduline (5, 7,4’-hydroxy-6-méthoxyflavone), nepetine (5, 7,3’-
hydroxy-6-méthoxyflavone) et cirsimaritine (5,4'-hydroxy-6,7-diméthoxyflavone) (Reynaud
et Lussignol, 1999).
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[ CHAPIIRE 3 : Radicaux [ibres et pouvoir antioxydant }

1. Genéralités :

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, di a I’exagération d’un phénomeéne physiologique, normalement trés controlé,

la production de radicaux derives de I’oxygéne (Walker et al., 1982).

2. Différents types des radicaux libres :

Un radical libre est une espece caractéerisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche électronique la
plus externe.

Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de
ces composés qui jouent un rdle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires a savoir : I’anion superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde
d'azote (NO®), le radical peroxyle (ROQ") et le radical alkoxyle (RO®).

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que I’oxygéne singulet *O,, le
peroxyde d’hydrogeéne (H20,) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces

radicaux primaires sur les composeés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

3. Origine de production des ERO :

Les radicaux libres nocifs sont produits dans I’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente en rapport avec I’élévation de la consommation
d’oxygéne (Gauche et Hausswirth, 2006). Plusieurs mécanismes et systémes responsables
de la production de radicaux libres ont été identifiés jusqu’a présent, parmi eux nous citons :

» des fuites d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie
(Aurausseau, 2002) ;

» des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées (Milan,
2004 ; Van Antwerpen, 2006) ;

» du systeme xanthine déshydrogénase/ oxydase activé lors d’ischémie-reperfusion (Li
et al., 2002 ; Valko et al., 2004 ; Valko et al., 2006) ;
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» d’exposition a des agressions de I’environnement, comme les agents infectieux, la

pollution, les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement (Tamer, 2003).

4. Dommages oxydatives des radicaux libres :

Les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de I’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque
I’intensité de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants
disponibles. La conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agression appelée « stress
oxydatif » (Rahman, 2002). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés :
lipides, proteines, glucides et ADN (Aurausseau, 2002 ; Valko et al., 2006). Toutes ces
altérations augmentent le risque de plus de 30 processus de différentes maladies (Aruoma,
1998). Parmi les, nous citons, les maladie d’Alzheimer (Smith et al., 1996 ; Smith et al.,
2004), de Parkinson (Bolton et al., 2000), de Creutzfeldt Jacob et de méningo-céphalites (Ali
et al., 2008), les maladies cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al., 1995), les
cedemes et vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003) et le cancer (Ali et al.,
2008).

5. Moyens de défense contre les radicaux libres :

D’apres Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogéne
présente en faible concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire
I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules.

Les systémes de lutte contre les ERO sont classés dans 3 catégories : la prévention a temps
plein (la prévention passive), la détoxification active suite a une attaque oxydante et la

détoxification passive (Virot, 2004).

5.1. Prévention a plein temps :

Ce type est un systéme qui agit en permanence pour but de prévenir la surproduction de
radicaux libres de I’oxygéne en inactivant les molécules endogénes (Fe, Cu) ou exogenes
(quinone) susceptibles de les générer. Par exemple, la liaison de la transferrine (protéine
chélatrice) avec deux atomes de fer ferrique par molécule a pH physiologique rend ce métal
incapable d’étre impliqué dans les mécanismes d’oxydoréduction générateurs de radicaux

libres.
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5.2. Détoxification active suite a une attaque oxydante :
Ce systéeme de défense repose principalement sur 3 enzymes (Valko et al., 2006).
5.2.1. Super oxyde dismutase (SOD) :

Il catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en hydrogéne peroxyde (H,O) et en

oxygene.

SOD
20, "+2H—— 5 H,0,+0;

Dans I’étre humain, il y a 3 isoformes des SOD a cofacteurs métallique (Cu, Zn-SOD,
Mn-SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et la mitochondrie (Landis et Tower, 2005).

5.2.2. Catalase :
Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006).
Elle permet de convertir deux molécules de H,0, en H,0 et O,.

H,0,+ H,0p ———» 2H,0+0;,

5.2.3. Glutathion peroxydase :

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) (Valko et al., 2006).

GPx
2GSH (requity + H202 ———————» GSSG (oxya) + 2H20

GPx
2GSH (r¢duity + ROOH ———— > GSSG (oxyds) + ROH + H0

5.3. Détoxification passive :

Elle permet la réduction des radicaux oxygenés qui ont pu passer les deux premieres
lignes de la défense. Elle incluse tous les antioxydants non enzymatiques capables de
neutraliser seulement un radical libre par molécule tels que les vitamines C et E, les
caroténoides, les composés phénoliques, les flavonoides, I’albumine, I’acide urique, les

polyamines, I’acide lipoique, etc.... (Svoboda et Hampson, 1999 ; Valko et al., 2006).
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5.3.1. Vitamine E (tocophérol) :

Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé par la
cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Pryor, 2000 ; Valko et al., 2006). Durant la
réaction antioxydante, le a-tocophérol est converti en radical o-tocophérol beaucoup plus

stable en perdant un hydrogéne arraché par une espece radicalaire (radical peroxyle).

5.3.2. Vitamine C (acide ascorbique) :

Ses propriétés antioxydantes sont attribuées a sa capacité d’étre réduit en radical
ascorbyle aprés la perte d’un électron ou d’un proton. Ce radical peut facilement s’oxyder en
captant I’anion superoxyde et certaines especes radicalaires (perhydroxyles et peroxyles)
(Valko et al., 2006, Van Antwerpen, 2006).

5.3.3. Caroténoides :

L’activité antioxydante de ces molécules repose principalement sur la présence de
nombreuses doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure (Mortensen et al., 2001).
Généralement, elles interagissent avec les radicaux libres (ROO®, R®) par 3 mécanismes, soit
par I’abstraction d'hydrogéne, transfert d'électron et addition du radical (El-Agamey et al.,
2004).

5.3.4. Acide lipoique (acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique ; CgH140,S)) :

Cet acide est aisément absorbé et converti rapidement dans de nombreux tissus a la
forme réduite dithiol, I’acide dihydrolipoique (Figure 7) (Smith et al., 2004). Il joue un role
important dans le piégeage des ERO, la régénération des antioxydants endogenes et exogenes
tels que les vitamines C et E et le glutathion, la chélation des métaux Cu®* et Fe** (Valko et
al., 2006).

$—3 SH
k)\/\/\ i 2)\/\/\
o=
COOH ™ \Eo— 320 mv COOH
Acide a-lipoique Acide dihydrolipoique

Figure 7 : Structure de I’acide lipoique et I’acide dihydrolipoique (Valko et al., 2006)

-37-



Partie bibliographique : Chapitre 3 : Radicaux libres et pouvoir antioxydant

5.3.5. Alumine :

Il se trouve en grande quantité dans le plasma possede une fonction thiol qui lui permet
de jouer un antioxydant puissant & fixer les différents métaux (Cu®*, Fe**...) et de prévenir
leur effets oxydants (Halliwell et Gutteridg, 1990 ; Quinla et al., 1992).

5.3.6. Composés phénoliques :

Ces substances sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne pour leurs
activités antioxydantes (Rice-Evans et al., 1996 ; Kolesnikov et Gins, 2001). Vue leurs
propriétés redox les plus élevées, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs,
donneur d’hydrogene en piégeant les radicaux libres et en chélatant les ions (Rice-Evans et
al., 1995; Cook et Samman, 1996; Valko et al., 2006).

6. Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes in vitro :

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer I'activité antioxydante des aliments et
les systemes biologiques (Ali et al., 2008 ; Scherer et Godoy, 2009). Elles peuvent étre
classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogéne,
soit par le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang et al., 2005).

Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la peroxydation
lipidiqgue en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette
propriété est exprimée par la mesure du degré d’inhibition de I’oxydation (Sanchez-Moreno
et Larrauri, 1998).

Alors, les méethodes du deuxiéme groupe sont celles qui interviennent dans la mesure de
I’habilité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du peroxyde
d’hydrogene (H,0,), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (‘OH), des anions
superoxyde (O*), du peroxyle (ROQO®) et de I’oxyde nitriqgue (NO®) (Sanchez-Moreno,
2002). .

Parmi ces techniques, nous citons :

v la méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygene) (Cao et al.,
1993) ;
v' la méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC

(Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Miller et al., 1993) ;

v la méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) (Benzie et Strain,
1996) ;
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<\

la méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand-Williams et al.,
1995) ;

la méthode de DMPD (Balayage du radical cation N, N- dimethyl-p-phenylenediamine)
(Lietal., 1994) ;

la méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux) (Winston et al.,
1998) ;

la méthode TRAP (Parametre du piégeage du radical total) (Wayner et al., 1985) ;

la méthode photochémiluminescence (PCL) (Popov et al., 1987) ;

la méthode d'hémolyse (Charfi, 1995).
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[ CHAPIIRE 1 : Extraction et teneurs en composés p/iéno[iques}

1. Introduction :

La famille des polyphénols devient le point de départ de toutes les recherches
scientifiques en particulier la découverte des molécules naturelles a trés forte activité
antioxydante. Notant que, les oxydants quelques soit leurs origines constituent un trés grave
probléme non seulement au niveau de la santé publique mais aussi au niveau de 1’industrie
agro-alimentaire.

Dans le contexte de recherche des antioxydants naturels, nous nous sommes intéressé€s a
évaluer quelques propriétés antioxydantes de dix (10) espéces végétales a savoir : Pistacia
atlantica (Desf.), Inula montana (L.), Marrubium deserti (de Noé), Thymelaea microphylla
(Coss. et Dur.), Helianthemum lippii (L.) Pers., Atriplex halimus (L.), Anabasis articulata
(Forsk.) Mogq., Cotula cinerea (Del.), Zygophylum album (L.) et Pentzia monodiana Maire.

Dans cette partie expérimentale, deux axes ont été envisageés :

Le premier axe concerne 1’extraction des composés phénoliques par le méthanol suivi par
la quantification des teneurs de ces composés. Les dosages obtenus exprimées en mg/ g sont
déterminés en utilisant les réactifs suivants : le Folin-Ciocalteu pour les polyphénols, le
trichlorure d’alumine pour les flavonoides et la vanilline pour les tannins condensés.

Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés par le pouvoir antioxydant des extraits

des plantes étudiées. Cinq méthodes complémentaires ont été choisies :

v' Méthode de mesure de I’activité antioxydante totale (Prieto et al., 1999) qui permet de
quantifier toutes les substances de 1’extrait y ont une capacité a empécher 1’oxydation.

v Méthode de réduction de fer (Oyaizu, 1986) est une technique indicatrice de la présence
des effets réductives de D’anion hexacyanoferate (III) [Fe(CN)6]> & I’anion
hexacyanoferate (IT) [Fe(CN)6]".

v' Méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) (Sanchez-
Moreno et al., 1998) est la plus simple a réaliser in vitro. Le DPPH est largement
employé pour évaluer le balayage de divers produits naturels et considéré comme un
composé modele pour les radicaux libres produits dans la peroxydation lipidique.

v' Méthode du piégeage du radical hydroxyle ("OH) (Halliwell et al., 1987) a pour but de
mesure la capacité des antioxydants a inhiber 1’oxydation du désoxyribose ;

v' Méthode du blanchiment de B-caroténe (Sun et Ho, 2005) permet de mesurer 1’ampleur
de la destruction du B-caroténe (décoloration) par les hydroperoxydes formés a partir

de I’oxydation d’acide linoléique en présence des antioxydants.
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Enfin, les données obtenues des teneurs et de 1’activité antioxydante de dix plantes ont été

soumises a des analyses statistiques.

2. Matériel végétal :
2.1. Choix des plantes :
Le choix des dix (10) plantes est basé sur une enquéte ethnopharmacologique aupres de

la population ayant connaissance de leur usage en médecine traditionnelle.

2.2. Situation géographique des stations d’étude :

La récolte des différentes espéces a été effectuée dans 1’Ouest (Tlemcen) et le Sud-
Ouest de I’Algérie, dans différentes stations, a savoir : Ain Fezza (Tlemcen), Oum El Alou
(Tlemcen), Ain Ben Khelil (Nadma), Ladjdar (la frontiére marocaine), Béchar et Adrar
(Tableau 2, Figure 8).

Les situations géographiques ainsi les étages bioclimatiques des différentes stations
(confirmés par Mr. Bouabdellah H, membre du laboratoire d’Ecologie et de Gestion des
Ecosystémes Naturels, au département de Biologie et Environnement) sont représentés dans le

tableau 2.
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Tableau 2 : Lieu de récolte des plantes et caractéristiques géographiques et bioclimatiques des stations d’étude (Encarta, 2009).

Période de Longitude | Latitude | Altitude Etage
Plantes Stations Partie étudiée
la récolte (Ouest) (Nord) (m) bioclimatique
) ) ) Ain Fezza ) ) ) , o
Pistacia atlantica Mai 2007 Fruits rouges 1°17 34°55 730 Semi-aride tempéré
(Tlemcen)
Oum El Alou ) )
Inula montana Novembre 2008 | Partie fleurie 1° 16 34° 54 800 Semi-aride tempéré
(Tlemcen)
_ ) Ain Ben Khelil _ , , : / . :
Marrubium deserti Mai 2007 Tiges, Feuilles 0° 45 33°15 1156 Aride-froid
(Naama)
. Ain Ben Khelil ‘ ‘ _ , , _ .
Thymelaea microphylla Mai 2007 Tiges, Feuilles 0° 45 33°15 1156 Aride-froid
(Naama)
_ o Ain Ben Khelil | Mai 2007 . . , , _
Helianthemum lippii Tiges, Feuilles, Fruits 0° 45 33°15 1156 Aride-froid
(Naama)
Atriplex halimus Béchar Avril 2008 Tiges, Feuilles 2° 14 31°38 807 Aride chaud
Anabasis articulata Béchar Novembre 2007 | Tiges 2° 14 31°38 807 Aride chaud
Cotula cinerea Adrar Décembre 2007 | Partie fleurie 0° 10 28°50 | 300-400 Aride chaud
Zygophylum album Adrar Décembre 2007 0° 10 28°50 | 300-400 Aride chaud
Ladjdar (la
Pentzia monodiana frontiere Novembre 2007 | Partie fleurie 0° 55 33°05 1200 Aride-froid
marocaine)
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: Limite d’état

: Route principale

: Cours d’eau non
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: Adrar

Okm 100
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Figure 8 : Situation géographique des stations d’étude (Encarta, 2009).
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2.3. La récolte du matériel végétal :

Le matériel végétal est séché a I’ombre, a 1’abri de I’humidité et a une température

ambiante. Le séchage est de 7 jours en moyenne pour les différentes plantes, puis conservées

dans des sacs en papier.

2.4. Identification botanique :

Les différentes espéces ont été identifiées par Monsieur le Professeur Bouazza M., et

son équipe (Hassani F. et Dr Stamboli H.) au département de Biologie, Faculté des

SNV/STU de Tlemcen.

Les différentes plantes ont été classées dans le laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA)

et ont été enregistrées sous les références suivantes :

>

YV V.V V V V V V VY

L. 1784 pour Pistacia atlantica (Desf.)

L. 2766 pour Inula montana (L.)

L. 2351 pour Marrubium deserti (de Noé)

Scop. 1843 pour Thymelaea microphylla (Coss. et Dur.)
Mill. 2086 pour Helianthemum lippii (L.) Pers.

L. 727 pour Atriplex halimus (L.)

L. 754 pour Anabasis articulata (Forsk.) Moq.

Vis. 2885 pour Cotula cinerea (Del.)

L. 1705 pour Zygophylum album (L.)

Thunb. 30 pour Pentzia monodiana (Maire)

3- Extraction des composés phénoliques :

3. 1. Préparation des extraits bruts (composés phénoliques) :

Une quantité de 1 g du matériel végétal broyé est macérée dans 20 ml du méthanol

pendant 48 h. Apres filtration, les solutions méthanoliques des parties concernées (tiges,

feuilles, fruits) (Tableau 1) sont évaporées a sec sous pression réduite dans un évaporateur

rotatif type Buchi R-200 a 60°C. Les résidus secs pesés sont repris par 3 ml du méthanol

(Benhammou et al., 2008).
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3. 2. Extraction des flavonoides des fruits rouges de Pistacia atlantica :

3. 2. 1. Extraction par le méthanol :
Les fruits ont été séchés a I'étuve a 40°c pendant 24 heures, ils ont été ensuite broyés a
I’aide d’un mortier. L'extraction des composés phénoliques s'est effectuée par la méme

technique citée auparavant.

3. 2. 2. Extraction des flavonoides par I’acétate d’éthyle et n-butanol :
Le protocole d’extraction des fractions flavoniques d’acétate d’éthyle et du n-butanol est

réalisé selon la méthode de Bekkara et al (1998)

Matériel végétal : fruits broyés (1g)

Extraction par le méthanol (20 ml) 48 h

A 4

Extrait méthanolique

Evaporation a sec
Addition de I’eau (10 ml)
Extraction par acétate d’éthyle (10 ml)

\ 4 A 4

Phase acétate Phase aqueuse

Extraction par n-butanol (10 ml)

v v
Phase butanolique @

Figure 9 : Protocole d’extraction des flavonoides (Bekkara et al., 1998)

4. Dosage des phénols totaux :
La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode de
Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

Un volume de 200 pl pour chaque extrait est introduit dans des tubes a essais, le
mélange (1 ml de Folin Ciocalteu dilué¢ 10 fois et 0.8 ml de carbonate de sodium a 7.5 %) est

additionné. Les tubes sont agités et conservés durant 30 min.
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L’ absorbance est mesurée a 765 nm en utilisant le spectrophotométre Jenway 6405 UV/ Vis.
Une courbe d’étalonnage a différente concentration d’acide gallique a été préparée.
Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en milligramme (mg)

équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids de la mati¢re séche (mg EAG/ g MS).

5. Dosage des flavonoides :

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par Zhishen et al (1999).

Une quantité de 500 pl de solution méthanolique de catéchine a différentes
concentrations ou de I’extrait méthanolique dilués est ajoutée a 1500 pl de ’eau distillée. Au
temps zéro, 150 pl de nitrite de sodium (NaNO,) a 5 % est ajouté au mélange. Aprés 5 min,
150 pl de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 10 % (m/v) est rajouté. Apres 1’incubation de 6
min a la température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1 M) est additionné.
Immédiatement, le mélange est complétement agité. L'absorbance de la solution de couleur
rosatre est mesurée a 510 nm contre le blanc. La teneur en flavonoides totaux des extraits des
plantes médicinales est exprimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme

(g) du poids de la mati¢re seche (EC)/g). Chaque échantillon est répété trois fois.

6. Dosage des tannins condensés :

Les quantités des tannins condensés sont estimées en utilisant la méthode a vanilline en
milieu acide (Julkunen-Titto, 1985).

Un volume de 50 pl de Dextrait brut est ajout¢ a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4 %, m/v) et puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul de I’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné et laissé réagir a la température ambiante
pendant 20 min. L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc. La concentration des
tannins est estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du poids de

la matiere séche (EC)/g) a partir de la courbe d’étalonnage.
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CHAPIIRE 2 : Evaluation du pouvoir antioxydant des
extraits de plantes

Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de nos extrais
des composés phénoliques a été réalisée par cinq techniques chimiques a savoir : capacité
antioxydante totale (CAT), la réduction du fer, le pi¢geage du radical libre DPPH, le pi¢geage

du radical hydroxyle et le test de blanchiment de B-caroténe.

1. Activité antioxydante totale (TAC) :

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al (1999). Cette technique est basée sur la réduction de
molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO,* & molybdéne Mo (V)
MoO," en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH
acide.

Un volume de 0.3 ml de chaque extrait méthanolique est mélangé avec 3 ml de solution
du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate
d’ammonium). Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min. Apres
refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient
3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml du méthanol et il est incubé dans les mémes conditions
que I’échantillon. La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents
d’acide ascorbique par gramme de la matiére séche (mg EAA/ g MS). Les expériences sont

répétées en 3 fois.

2. Réduction de fer :

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986). Les différentes
concentrations des extraits dans I’eau distillée (1 ml) sont mélangées avec 2.5 ml de la
solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)s] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. Apres, 2.5 ml de
I’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10
min.

A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2.5 ml de I’eau

distillée et 0.5 ml de FeCls, 6 H,0 (0.1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm.
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L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la

réduction de fer. L acide ascorbique est utilis¢é comme contréle positif.

La concentration ICsg qui est définie comme la concentration des antioxydants nécessaire pour
réduire 50% de la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé pour

comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactive.

3. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) :

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH"). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non
radical) en acceptant un atome d’hydrogéne. L’ effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré
par la procédure décrite par Sanchez-Moreno et al (1998).

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait exprimées en g/l est
ajouté a 1,950 ml de la solution méthanolique du DPPH® (0.025 g/1) fraichement préparée.

L’ absorbance a 515 nm est mesurée a des intervalles différents de temps jusqu’a 1’obtention
du plateau. La concentration du DPPH® en g/l dans le milieu réactionnel est calculée a partir
d’une courbe d’étalonnage réalisée a des concentrations variées du DPPH" par une régression
linéaire.

Asisam=a x [DPPH"];+ b
Ou : [DPPH"];est exprimé en g/l; a : représente la pente; b : représente I’intersection de la
courbe avec I’axe des y.

Le pourcentage du DPPH® résiduel (% DPPH’ ) est calculé par la formule suivante :

% DPPH’.~=[DPPH"],/ [DPPH"]

Ou : [DPPH"]w: représente la concentration initiale du radical stable sans extrait.

[DPPH"]; : est la concentration du radical restant dans la réaction au niveau du plateau.

Les pourcentages du DPPH" résiduels en fonction des concentrations des échantillons,
nous permettent d’obtenir la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration
DPPH’ initiale a 50%. Cette valeur est appelée la concentration efficace ECs et parfois notée

ICso. Elle est exprimée en milligramme d’extrait par rapport au gramme DPPH" dans le milieu
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réactionnel (Sanchez-Moreno et al., 1999). Le temps nécessaire pour aboutir a cette valeur
est noté Tgcso (Sanchez-Moreno et al., 1998).
On peut déterminer un nouveau parametre noté ’efficacité antiradicalaire (AE), il est donné

par la formule suivante :
AE =1/EC50*T EC50

4. Piégeage du radical hydroxyle :

Le *OH est le radical libre extrémement réactif formé dans les systémes biologiques a
partir d’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne en présence des ions métalliques
comme le fer et le cuivre suivant la réaction de Haber Weiss (Castro et Freeman, 2001). Ce
radical posséde un électron libre avec un potentiel de réduction plus élevé (2310 mV) lui
permet de réagir avec les lipides, les protéines les polypeptides et I’ADN particuliérement la
thiamine et la guanine (Siddhuraju et Becker, 2007).

In vitro, la capacité a piéger le radical hydroxyle par les extraits des plantes est basée sur
la réaction de Fenton en mesurant la génération du radical *OH et son effet sur I’oxydation et
la dégradation des molécules biologiques tels que le désoxyribose de I’ADN. Dans cette
technique le systéme implique ’autoxydation du complexe Fe*~EDTA dans un milieu
aqueux pour former O°%,, qui est rapidement dismuté en H,O, & pH 7.4. Aprés, ce dernier est
interagit avec Fe*" pour former les radicaux *OH en présence de ’acide ascorbique comme
catalyseur (réaction de Fenton) (H,O, + Fe ~EDTA ——— *OH + OH + Fe’’~EDTA)
La dégradation du désoxyribose par *OH dégage certains produits estimés en malonaldéhyde
(MDA), d’un chromogéne rose lors du chauffage avec ’acide thiobarbiturique et dans un
milieu acide. La présence des anti-radicaux protége et diminue la production des MDA
(Halliwell et al., 1987). Notant que, le role d’ascorbate est la réduction du Fe'* en Fe** et cela
provoque la réaction de Fenton (Fe’—~EDTA + ascorbate —» Fe’’~EDTA + ascorbate
oxydé).

La méthode de désoxyribose adoptée dans cette étude est celle de Halliwell et al (1987).
Le mélange réactionnel contient les réactifs suivants : 0.4 ml de la solution tampon phosphate
(50 mmol/ 1, pH = 7.4), 0.1 ml de I’extrait a différentes concentrations, 0.1 ml de ’EDTA
(1.04 mmol/l), 0.1 ml de FeCl;s (I mmol/l) et 0.1 ml de 2-désoxyribose (60 mmol/l). La
réaction est commencée par I’addition de 0.1 ml de 1’acide ascorbique (2 mmol/l) et 0.1 ml de
H,O, (10 mmol/l). Apreés D’incubation a 37°C pendant 1 heure, 1 ml de I’acide

thiobarbutirique (TBA) (10 g/I) est ajouté dans le milieu réactionnel suivi par 1 ml de 1’acide
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chlorhydrique (HCI) (25%). Les mélanges sont placés au bain marie a 100°C pendant 15 min
et puis sont refroidit avec de I’eau. L’absorbance des solutions est mesurée a 532 nm avec le
spectrophotomeétre contre le blanc. La capacité du piégeage du radical hydroxyle est évaluée
avec le pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de 2-désoxyribose par les radicaux
hydroxyles.

Le pourcentage du piégeage est calculé en basant sur la formule suivante :

Pourcentage du piégeage (%)=[A, — (A — A,)]*¥100/ A,
Ou:
A, : représente 1’absorbance du controle sans extrait; A : représente I’absorbance apres

I’addition de I’extrait et de désoxyribose; A, : représente 1’absorbance de I’extrait sans

désoxyribose.

Le controle positif utilisé est celui du BHA. Les expériences sont répétées en 3 fois.

5. Test de blanchiment de B-caroteéne couplé a ’auto-oxydation de I’acide linoléique :

Le B-caroténe est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte activité
biologique. Dans ’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme un agent
de coloration et sa décoloration indique la réduction de qualité de ces produits (Bougatef et
al., 2009). Cependant, dans le test du blanchiment du B-caroténe, la présence des 11 paires de
doubles liaisons rend le P-caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés
d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de 1’oxydation d’acide linoléique dans un systéme
émulsion aqueuse en résultant le blanchiment du B-caroténe (Unten et al., 1997). La présence
des antioxydants comme les polyphénols réduisent I’ampleur de la destruction du B-caroténe
en neutralisant les hydroperoxydes et d’autres espéces radicalaires formées a I’intérieur de ce
systeme.

Le test de blanchiment de B-caroténe utilisé pour évaluer l'activité antioxydante des
extraits de nos plantes est celui du Sun et Ho (2005).

Une quantité de 2 mg de B-caroténe est dissous dans 10 ml de chloroforme. On préléve 1
ml de cette solution dans une fiole contenant préalablement 200 mg Tween 20 et 20 ul d’acide
linoléique. Cette solution est évaporée au rotavapor jusqu’a disparition de 1’odeur du
chloroforme. Puis, un volume de 100 ml de ’eau oxygénée diluée est ajouté dans la fiole et le
mélange résultant est agité vigoureusement. Dans des tubes a vis, I’émulsion B-caroténe/acide

linoléique de 4 ml est additionnée a 200 pl des solutions méthanoliques de I’extrait ou de
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I’antioxydant de synthése BHA de différentes concentrations. Aprés une agitation proprement
dite, I’absorbance est mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min contre
le blanc contenant 1’émulsion sans B-caroténe. Les tubes bien fermés sont placés dans un bain
marie a 50°C pendant 120 min. Ensuite, I’absorbance de chaque extrait est mesurée a 470 nm
a t = 120 min. Pour le control positif, I’échantillon est remplacé par le BHA. Le control
négatif est constitué par 200 pl de méthanol au lieu de I’extrait ou de I’antioxydant de
synthese. Tous les échantillons sont répétés en deux essais.

L'activité antioxydante (%) des extraits est évaluée en termes de blanchiment de -caroténe en

employant la formule suivante :

Pourcentag d'inhibition (%) = |(Ax0) ~ Ce(ia))/(Ce(o) = Cefuany )] * 100

Ou : Ay représente I’absorbance en presence de I'extrait (antioxydants) a 120 min;
Ccino): represente 1’absorbance du contréle a 120 min; Cc,: représente ’absorbance du

contrdle a 0 min.

La valeur ECs (ou ICsp) est définie comme la concentration des antioxydants correspondant a
50 % d’inhibition. Elle est calculée en tracant la courbe des pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations de 1’extrait.

6. Analyse statistique :

Les données expérimentales du dosage et I’évaluation de I'activité antioxydante
obtenues ont été¢ exprimés par une moyenne et plus ou moins I’écart type. Le coefficient de
corrélation des propriétés antioxydante a été déterminé en utilisant les programmes Origine 6

et ’Excel 2003.
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[ CHAPITIRE 1 : Rendements et teneurs des composés phénoliques 1

1. Rendements des extraits bruts :
L’extraction des composés phénoliques par le méthanol des plantes étudiées, nous a

permet de déterminé les rendements de leurs extraits bruts (Tableau 3).

Tableau 3 : Rendements des extraits bruts méthanoliques.

) Rendements _
Extraits des plantes Familles
(%)
PAF 33.43+2.704
Pistacia atlantica Fraction Acétate 9.855+1.817 |Anacardiacées
Fraction butanolique | 11.365 +0.035
Thymelea microphylla | TMFe 9.533 +2.345 o
Thyméléacees
TMT 7.45 £ 0.636
Marrubium deserti MDFe 10.88 £ 0.169 |Lamiacées ou
MDT 7.18+1.041 |Labiees
HLFe 10.453 £0.710
Helianthemum lippii o
HLF 9.203 £ 0.690 |Cistacées
HLT 3.43 +0.559
Atriplex halimus AHFe 24 + 1414
AHT 7.5+0.707 Chénopodiacées
Anabasis articulata AAT 9.365 + 2.665
Zygophylum album ZAT 14.305 + 3.811 | Zygophyllacées
Inula montana IMPf 10.195 + 1.803
: Astéracées ou
Cotula cinerea CCPf 15.79 + 4.539 .
Composees
Pentzia monodiana PMPf 6.93 + 2.299

F : fruits ; Fe : feuilles ; T : tige ; Pf : partie fleurie.

Nous constatons que I’extrait brut des fruits de P. atlantica enregistre un fort rendement

de I’ordre de 33.43 % suivi par I’extrait des feuilles d’A. halimus a raison de 24 %. D’autres
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rendements plus au moins considérables ont été observés dans les extraits de Z. album (14.305
%) et C. cinerea (15.79 %). En ce qui concerne les autres extraits, les valeurs varient entre
3.43 a 11.365 % correspondant a I’extrait des fruits d’H. lippii et la fraction d’acétate d’éthyle
des fruits de P. atlantica. Ces rendements sont d’autant plus élevés dans les feuilles par
rapport aux autres parties de la plante.

2. Teneurs en phénols totaux, flavonoides et tannins :

Les analyses quantitatives des phénols totaux, des tannins et des flavonoides sont
déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage
exprimées successivement en mg équivalent d’acide gallique et mg équivalent de catéchine

par g de la matiere séche (Figures 10, 11 et 12).

0.8 1.4
071 y =2.916 x
= R?=0.9978 £ 127 y=5.1403x
§ 0.6 1 S o1 R®=0.9911
£ 051 5 .| .
304 s 08
S 03 g 061
2021 2 0.4
< 01 < g
0 ; ; ; ; ‘ ‘ o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0 0.05 o1 0.15 0.2 025
Concentrations d'acide gallique (mg/ml) . L
Concentrations de catéchine (mg/ml)
Figure 10 : Courbe d’étalonnage de I’acide Figure 11 : Courbe d’étalonnage de catéchine pour
galligue pour le dosage des phénols totaux. le dosaae des flavonoides.
0.2
o184 y=0.1161x
£ 0167 R® = 0.9968
& 0.14 A
n
© 0.12 A
8 0.1
8 0.08 1
5 0.06
2 0.04 1 *
0.02 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Concentrations de catéchine (mg/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le
dosage des tannins.
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Le tableau 4 résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux, tannins et flavonoides

des extraits bruts méthanoliques des plantes.

Tableau 4 : Teneurs en phénols totaux, tannins et flavonoides des dix plantes.

Extraits méthanoliques Phénols totaux Flavonoides Tannins
(mg EAG/g MS)® | (mg EC/g MS)® | (mg EC/g MS)°
Pistacia atlantica PAF 285.956 + 10.257 12.441 +£0.256 | 3.066 + 0.151
Thymelea microphylla |TMFe | 257.407 £ 89.334 4.184 +0.040 6.916 + 0.440
TMT 201.646 + 4.655 2.979 £ 0.133 4.134 +£0.317
Marrubium deserti MDFe 235.185 £ 6.110 5.871+£0.200 | 25.021 +3.442
MDT 133.744 + 27.353 3.173+£0.123 13.944 + 1.377
HLFe 60.956 + 2.549 4,184 +0.206 | 10.378 +£1.087
Helianthemum fippil HLF 74.211+1.188 3.573+£0.154 4.677 £0.341
HLT 46.090 + 6.456 1.669 £0.026 | 9.293 +1.389
Atriplex halimus AHFe 10.127 + 2.244 2.485 £ 0.017 9.118 + 0.684
AHT 3.776 £ 0.067 0.564 + 0.035 1.421 £ 0.169
Anabasis articulata AAT 43.141 + 0.628 4.854 +£0.2154 | 7.260 £ 0.364
Zygophyllum album ZAT 6.927 + 0.628 1.610 £ 0.020 4.349 + 0.569
Inula montana IMPf 20.246 + 1.064 6.523 £ 0.110 9.293 £ 0.690
Cotula cinerea CCPf 22.222 +0.411 3.931 £0.061 8.613 £ 0.186
Pentzia monodiana PMPf 9.876 £ 0.823 2.292 + 0.046 4.480 + 0.470

F : fruits ; Fe : feuilles ; T : tige ; Pf : partie fleurie. * mg équivalent d’acide gallique/ g de la
matiére séche. ™ ¢ mg équivalent de catéchine/g de la matiére séche.

L’extrait des fruits du P. atlantica possede une teneur plus élevée en phénols totaux de
I’ordre de 285.956 + 10.257 mg EAG /g MS. Les teneurs en flavonoides et tannins
enregistrées égalent a 12.441 + 0.256 et 3.066 + 0.151 mg EC/g MS respectivement.

Pour T. microphylla et M. deserti, les quantités des phénols totaux observées dans les
feuilles égalent a 257.407 et 235.185 mg/g respectivement. Ces valeurs sont importantes par
rapport a celles trouvés dans les tiges (TMT, 201.646 + 4.655 mg/g ; MDT, 133.744 + 27.353
mg/g) (Benhammou et al., 2009a).
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Chez H. lippii, les teneurs obtenues sont de : 46.090 mg/g dans les tiges, 60.956 dans les
feuilles et 74.211 mg/g dans les fruits. Pour les autres plantes, les teneurs varient entre 3.776
+ 0.067 mg/g dans I’extrait brut des tiges A. halimus (Benhammou et al., 2009b) et 22.222 +
0. 411 mg/g dans I’extrait de C. cinerea.

Les tannins de tous les extraits ont des teneurs dans I’intervalle qui varie de 1.421 dans
les tiges d’A. halimus a 25.021 mg/g dans les feuilles de M. deserti. Par contre, les
flavonoides enregistrent des valeurs de I’ordre 0.564 mg/g dans I’extrait des tiges d’A.halimus
a 12.44 mg/g dans I’extrait des fruits de P. atlantica.

Nous constatons que, les plantes du Sahara possedent des teneurs élevées en tannins par

rapport aux flavonoides.
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[ CHAPITRE 2 : Pouvoir antioxydant des composés phénoliques ]

1. Introduction :
La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des plantes a été réalisée par
cing techniques chimiques (la capacité antioxydante totale, la réduction de fer, le piégeage du

radical libre DPPH, le piégeage du radical hydroxyle et le blanchiment du B-carotene).

2. Méthode de la Capacité anioxydante totale (CAT) :

La figure 13 montre que tous les extraits présentent des activités antioxydantes
différentes. L’extrait méthanolique des fruits de P. atlantica (PAF) possede la meilleure
capacité antioxydante totale de I’ordre de 45.516 + 1.635 mg EAA/g MS. Les deux fractions
acétate et butanolique du PAF révélent une activité réductrice de I’ordre de 31.209 + 1.874 et
20.215 + 1.026 mg/ g. Les extraits des feuilles de M. deserti (20.465 + 0.061 mg/ g), d’l.
montana (18.995 + 0.448 mg/ g), les fruits d’H. lippii (17.415 + 2.547 mg/ g), C. cinerea
(17.190 + 1.273 mg/ g) et les tiges T. microphylla (16.850 + 0.809 mg/ g) montrent une

activité considérable.

50
45+
40+
354
30+
25+

(mg/g MS)

207
154

Capacité antioxydante totale

10+

Figure 13 : Comparaison de la capacité antioxydante totale des extraits des plantes étudiées.
P. atlantica (PAF); T. microphylla (TMFe, TMT) ; M. deserti (MDFe, MDT) ; H. lippii (HLFe,
HLF, HLT) ; A. halimus (AHFe, AHT) ; A. articulata (AAT) ; Z. album (ZAT) ; I. montana (IMPf) ;

C. cinerea (CCPf) ; P. monodiana (PMPf) ; F : fruits ; Fe : feuilles ; T : tige ; Pf : partie fleurie.
-58 -



Partie résultats : Chapitre 2 : Pouvoir antioxydant des composés phénoliques

Concernant les extraits d’H. lippii (feuilles), M. deserti (tiges), A. articulata et
T.microphylla (feuilles), les valeurs enregistrés sont comparables et égalent a 13.305 + 0.598,
13.408 +0.288, 13.999 + 0.624 et 14.557 + 0.696 mg/ g. Pour les autres, I’activité réductrice
reste faible de I’ordre de 1.637 +0.802 et 11.507 + 0.604 mg/ g.

A- Corrélation entre les teneurs (phénols totaux, flavonoides, tannins) et la CAT :

En établissant la relation entre les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en
tannins et la capacité antioxydante totale des differents extraits des plantes étudiées, la figure
14 nous montre qu’il n’y a pas de correlation entre les teneurs en tannins et la capacité
antioxydante totale (R?= 0.003) mais cette relation est faible avec les phénols totaux avec R?
= 0.450. Par contre, I’activité réductrice est fortement liée a la teneur en flavonoides avec R* =
0.992.
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Figure 14 : Relation entre la capacité antioxydante totale et les teneurs en phénols totaux

(A), flavonoides et les tannins (B).
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3. Réduction de fer :

Les résultats de I’activité réductrice des extraits méthanoliques des plantes étudiées sont

représentes dans la figure 15. Nous constatons que la capacité reductrice est proportionnelle a

I’augmentation de la concentration.

2.5 -
—e— A, ascorbique  —o— PAF(But)
2 —— PAF(Acétate) —=— PAF
= —=—HLFe ——HLF
< —A—HLT MDT
8 MDFe AHFe
N~ 15 4 AHT —A—TMT
% —a— TMFe —e— CCPf
® y ZAT IMPf
% PMPf —%—AAT
2 1
o a O
é /-/ -
. ' T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5

Concentrations (mg/ml)

Figure 15 : Pouvoir réducteur des extraits des plantes étudiées.

P. atlantica (PAF) ; T. microphylla (TMFe, TMT) ; M. deserti (MDFe, MDT) ; H. lippii (HLFe,
HLF, HLT); A. halimus (AHFe, AHT); A. articulata (AAT); Z. album (ZAT); I. montana
(IMPf) ; C. cinerea (CCPf) ; P. monodiana (PMPf) ; F: fruits ; Fe : feuilles; T : tige ; Pf: partie

fleurie.

Le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique et les fractions butanolique et acétate
d’éthyle des fruits de P. atlantica s’élevent de 0.190, 0.217 et 0.470 a la concentration 0.05

mg/ ml a 0.708, 0.739 et 1.922 a la concentration 0.2 mg/ml respectivement. Nous avons

constaté que c’est la fraction acétate d’éthyle (2.292) qui présente une forte activité

antioxydante comparable a I’acide ascorbique (2.3675) a 0.25 mg/ml.

L’extrait des fruits d’H. lippii présente un pouvoir réducteur considérable par rapport

aux autres plantes illustrées dans la figure 15.

Nous avons déterminé la concentration 1Cso pour comparer I’activité réductrice des

extraits, les résultats sont résumés dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Valeurs de la concentration 1Csy des extraits des plantes etudiées.

Extraits méthanoliques 1Cs0 (Mg/ml)
PAF 0.137 £ 0.001
Pistacia atlantica PAF (Acétate) 0.055 £ 0.002
PAF (But) 0.140 £ 0.010
_ TMFe 0.726 + 0.037
Thymelea microphylla
T™MT 1.174 £0.078
) _ MDFe 0.656 + 0.007
Marrubium deserti
MDT 0.713 £ 0.010
HLFe 0.466 + 0.009
Helianthemum lippii HLF 0.253 £ 0.004
HLT 0.353 £ 0.009
AHFe 4.558 +0.793
Atriplex halimus
AHT 3.248 £0.235
Anabasis articulata AAT 0.520 + 0.007
Zygophylum album ZAT 3.948 £ 0.770
Inula montana IMPf 0.635 + 0.004
Cotula cinerea CCPf 1.174 + 0.047
Pentzia monodiana PMPf 3.640 £ 0.509
Acide ascorbique 0.063 £ 0.002

F : fruits ; Fe : feuilles ; T : tige ; Pf : partie fleurie.

Les concentrations 1Csq les plus faibles sont signalées dans la fraction acétate et I’acide
ascorbique a raison de 0.055 + 0.002 et 0.063 + 0.002 mg/ ml respectivement. Pour les autres
extraits, les valeurs de 1Csy sont de 0.137 + 0.001 mg/ ml pour les fruits de P. atlantica a
0.726 + 0.037 mg/ ml pour les feuilles de T. microphylla. En effet, la concentration I1Cs la
plus élevée est enregistrée pour I’extrait méthanolique des feuilles A. halimus (AHFe) (4.558
+ 0.793 mg/ ml) comparativement aux extraits de Z. album, P. modiana, A. halimus (tiges),
C. cinerea et T. microphylla (tiges) dont les valeurs ICsy égalent a 3.948 + 0.770, 3.640 +
0.509, 3.248 + 0.235, 1.174 + 0.047 et 1.174 + 0.078 mg/ ml respectivement.

L’efficacité de réduction de fer est inversement proportionnelle a la valeur 1Csg, elle est de

I’ordre croissant selon le classement suivant :
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PAF (Acétate) > A. ascorbique > PAF > PAF (But) > HLF > HLT > HLFe> AA> IM >
MDT > TMFe > CC=TMT > AHT > PM > ZA > AHFe.

Ces résultats nous ont permet de conclure que la fraction acétate des fruits de P. atlantica
présente une meilleure activité antioxydante par rapport a |’acide ascorbique et tous les

extraits

A- Corrélation entre les teneurs (phénols totaux, flavonoides, tannins) et les I1Csy :

Dans le but d’établir la relation entre la réduction de fer et les teneurs en phénols totaux,
flavonoides et tannins, la figure 16 (A et B) illustre la variation d’ICsq en fonction des teneurs.
Nous remarquons la présence d’une faible corrélation entre les teneurs en phénols totaux des
plantes et les concentrations 1Cso de réduction de fer avec un R? = 0.2729 (Figure 16), ceci
représente 27.29 % de I’activité antioxydante des composés phénoliques.

La corrélation entre les 1Csq et les teneurs (flavonoides et tannin) révéle I’existence de
deux lots de plantes. Dans le premier lot, P. atlantica (fruits), T. microphylla (feuilles et
tiges), M. deserti (feuilles et tiges), H. lippii (feuilles, tiges et fruits), I. mntana, C. cinerea et
A. articulata ne présentent pas de corrélation entre la capacité a réduire le fer et les teneurs en
tannins (R?= 0.0125). Pour les flavonoides, nous obtenons une trés faible corrélation avec R?
= 0.1737. Le deuxiéme lot renferme A. halimus (feuilles et tiges), Z. album et P. monodiana
avec R? = 0.5917 et R? = 0.9393 pour les flavonoides et les tannins respectivement, ceci nous
permet de déduire que la capacité réductrice est due a la participation de 93.93 % des tannins
et 59,17 % des flavonoides.
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Figure 16 : Corrélation entre la réduction de fer exprimée en valeur 1Csq et les teneurs en

phénols totaux (A), flavonoides et les tannins (B).
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4. Piégeage du radical libre DPPH":

4.1. -Fraction résiduelle du DPPH* (DPPH®) en fonction du temps :

La présence des composés antioxydants dans les extraits diminue I'absorbance en

fonction du temps (Figure 17).

0.6
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Figure 17 : Réduction de I’absorbance en fonction du temps des fruits de P. atlantica

(la fraction acétate d’éthyle).

Ces résultats obtenus de I’absorbance en fonction du temps ne nous permettent pas de

calculer I’efficacité antioxydante (EA). Pour cela, il est nécessaire de transformer ces données

a des fractions résiduelles du DPPH® dans les solutions méthanoliques en fonction du temps

en adoptant dans notre calcul I’équation de la régression lineaire suivante :

Asisin = 24.41 x[DPPH"], +0.0022 /  R*=0.999
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage du radical DPPH*

Les courbes illustrées dans la figure 19, nous montrent que tous les extraits testés sont
capables de neutraliser le radical DPPH® au cours du temps et en fonction de la concentration
des antioxydants, ceci se traduit par la diminution de la concentration initiale de ce radical en

comparaison avec les controles (I’acide ascorbique, le trolox et le BHT).
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Figure 19 : Fraction résiduelle du DPPH® des extraits des plantes étudiées et des controles

positifs en fonction du temps.
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L"évaluation des pourcentages résiduels du DPPH® a la phase stationnaire en fonction des

concentrations est résumée dans le tableau 6.

Tableau 6 : Comportements cinétiques des extraits bruts et des controles.

Concentrations

Concentrations

Temps (min) a la

%0 résiduels du

Extraits (mg/ml) (mg d’antioxydant/g | phase stationnaire DPPH*
DPPH?®) (ts) a la phase
stationnaire

0.25 100 89 25.347
PAF 0.5 200 14.5 6.250
0.666 266.6 8.5 6.828
1 400 5.33 5.974
2 800 3 4.431
0.25 100 16.166 4.110
PAF 0.5 200 4.833 3.875
(Acétate) 1 400 5.166 3.452
2 800 5.333 3.252
3 1200 6.166 3.169
0.5 200 119 8.317
1 400 65 4.298
PAF (But) 2 800 255 3.122
3 1200 20 3.854
4 1600 18.166 2.603

2 800 98 47.530
2.88 1152 15 8.119
TMFe 4 1600 25 9.834
7.2 2880 8 6.405
24 9600 1.833 6.695

2.88 1152 121 28.290

4 1600 125 40.949
TMT 7.2 2880 27.833 6.789
12 4800 21.333 6.174
24 9600 7 4.606

1 400 56 64.366
2 800 51 9.090
MDFe 4 1600 23.833 5.658
4.8 1920 22.833 5.993
8 3200 10.5 5.937

1 400 67 51.452

2 800 138 17.985
MDT 4 1600 52 5.923
4.8 1920 28.33 5.678
8 3200 14.166 5.244
1.5 600 135 9.592
2 800 38 5.653
HLFe 2.5 1000 10.333 5.274
3 1200 4.416 5.158
4 1600 3.333 5.508
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1 400 86 7.575
1.333 533.2 27 7.251
HLF 1.5 600 14.166 7.845
2 800 3 5.902
3 1200 3.583 6.874
1 400 120 9.430
1.5 600 8.166 5.056
HLT 2 800 9 5.005
3 1200 3.5 5.005
4 1600 55 4,751
1 400 129 9.245
2 800 17.666 10.038
IMPf 3 1200 7.166 8.452
4 1600 7.333 8.112
5 2000 6 7.258
4 1600 30 9.548
5 2000 16 8.230
AAT 6 2400 17 7.890
7 2800 14 8.204
8 3200 2.5 8.361
22.666 9066.56 154 37.04
ZAT 33.999 13599.84 182 21.777
45.333 18133.12 157 10.874
56.666 22666.4 185 4,946
8 3200 39.166 6.52
10 4000 28 7.112
CCPf 12 4800 21.333 7.952
14 5600 20 8.646
16 6400 22.166 7.900
0.062 24.8 15 49.03
0.12 48 0.83 43.64
Acide 0.14 56 2.75 47.88
ascorbique 0.19 76 341 27.49
0.22 88 291 7.98
0.24 96 1.16 7.18
1 400 66 8.11
2.5 1000 26 8.80
BHT 4 1600 20 9.22
5 2000 16 7.90
6 2400 18 8.30
0.25 100 6.16 26.93
0.5 200 4.33 5.03
Trolox 1 400 2 4.76
2 800 1.08 4.22
3 1200 1.25 4.31

Nous observons que I’augmentation de la concentration de différents extraits des

polyphénols et les contrdles révele une diminution proportionnelle du pourcentage résiduel du

-70 -



Partie résultats : Chapitre 2 : Pouvoir antioxydant des composés phénoliques

DPPH®* a un point ou il y a presque la réduction totale de ce radical a DPPH-H (cas de I’extrait
de PAF (But) avec 2.603 % apres 18.166 min).

A la concentration 0.5 mg/ ml, le pourcentage du DPPH résiduel de I’extrait brut de
PAF égale a 6.250 % apres 14.5 min. Concernant les fractions acétate d’éthyle et butanolique,
les pourcentages du DPPHges sont équivalents a 3.875 et 8.317 % avec un temps a la phase
stationnaire (ts) de 4.833 et 119 min respectivement. A la méme concentration, le trolox ne
laisse que 5.03 % de la concentration initiale du DPPH non réduit a ts = 4.33 min. Pour les
autres extraits et a 4 mg/ ml, les pourcentages du DPPHges Varient entre 4.751% pour HLT et
40.949 % pour TMT équivalents a 5.5 et 125 min respectivement. L’extrait de HLFe présente
un pourcentage de I’ordre de 5.508 % apres 3.333 min. Cette valeur révéle une capacité de
réduction mieux que celle du BHT qui montre un pourcentage de 9.22 % apres 20 min et a 4

mg/ ml mais moins que I’acide ascorbique et le trolox.

4.2. Fraction résiduelle du DPPH® (DPPH’.) en fonction des concentrations des
antioxydants :

Afin d’évaluer et de comparer I’efficacité des extraits en polyphénols par rapport aux
antioxydants de synthese d’une part, et de savoir le comportement de la relation Temps-
Concentration en antioxydants-Pourcentage du DPPHges d’autre part, il faut calculer le
parametre ECso qui est une mesure quantitative directe pour I’activité antioxydante. 1l est
défini comme la concentration de I’extrait brut des composés phénoliques nécessaire pour
réduire 50 % de la concentration initiale du DPPH?". Il est déterminé a partir des pourcentages
résiduels du DPPH® a la phase stationnaire en fonction des concentrations des extraits
exprimés en mg d’antioxydant/g DPPH®. Le modele utilisé est celui d’une équation

exponentielle (Figure 20).
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Apres analyse de nos résultats nous déduisons a partir de ces courbes la concentration
ECso (Tableau 6). Le temps Tecso est le temps nécessaire pour arriver au plateau de cette
concentration. 1l est obtenu par la modélisation des temps a la phase stationnaire en fonction
des concentrations (Figure 21, Tableau 6).
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40

20
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T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
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Figure 21 : Détermination du temps nécessaire a aboutir a la phase stationnaire de la
concentration ECso pour I’extrait brut des fruits de P. atlantica.
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Tableau 7 : Détermination des concentrations ECs, le temps et I’efficacité antiradicalaire des extraits et des contréles

ECso(m EC
Extraits méthanoliques Antic?;i(dagnt/ R | Temps (Tecso) | g2 | AE x10° (mg/r??l)/ R? AE
g DPPH) (min) 30 min (1/ECso)
PAF 47.400 0.998 255.935 0.999 | 8.243
P. atlantica PAF(Acétate) 14.641 0.999 232.753 0.800 | 29.344
PAF(But) 49.213 0.999 200.691 0.999 | 10.126
. TMFe 512.751 0.945 1468.133 0.911 0.133
T. microphylla
TMT 830.146 | 0.954 153.913 0.899 | 0.783
M. deserti MDFe 396.326 | 0.942 63.841 0.967 | 3.952
MDT 366.364 | 0.993 18.566 1 14.701
HLFe 144,104 |0.999| 2766.490 0.999 | 0.251
H. lippii HLF 66.284 0.999| 1971.344 0.999 | 0.765
HLT 97.731 0.999| 40330.405 | 0.998 | 0.025
. AHFe / / / / / 31.837 |0.995 0.031
A. halimus
AHT / / / / / 20.584 |0.997 0.048
I. montana IMPf 66.956 0.999| 2017.088 0.999 0.74
A. articulata AAT 297.744 10.999| 10927.271 1 0.03
Z. album ZAT 6310.041 [0.999 / / / 29.487 [0.999| 0.034
C. cinerea CCPf 462.186 |0.996 50.732 0.999 | 4.264
P. monodiana |PMPf / / / / / 10.044 10.998 0.099
A. ascorbique 39.53 0.917 0.606 0.893 | 4174.462 | 0.088 |0.996 11.363
BHT 13.468 0.999 161.524 0.997 | 45.969 0.133 ]0.954 7.518
Trolox 49.21 0.997 7.803 0.994 | 260.426 0.090 |0.997 11.11

F : fruits ; Fe : feuilles ; T : tige ; Pf : partie fleurie
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Nous constatons que la modélisation des résultats obtenus dans le tableau 7 est
confirmée par le coefficient de corrélation qui varie entre 0,917 et 0.999.

En effet, la faible valeur ECs, signifie la forte activité antioxydante. Dans ce cas, la
concentration ECs de la fraction acétate d’éthyle des fruits de P. atlantica présente une bonne
activité du piégeage du radical DPPH® de I’ordre de 14.641 mg d’antioxydant/ g DPPH en
comparaison a celle de I’extrait brut (47.400 mg/ g) et de la fraction butanolique (49.213 mg/
g) de la méme plante. Cette valeur reste plus au moins comparable a celle du BHT (13.468
mg/ g) et inférieure a celles de I’acide ascorbique (39.53 mg/ g) et le trolox (49.21 mg/ g).

Les extraits d’H. lippii (HLF, HLT et HLFe) possédent une activité antioxydante avec
des ECso de I’ordre de 66.284, 97.731 et 144.104 mg/ g respectivement. A propos de I’extrait
d’l. montana, son activité est aussi considérable avec une ECs, de 66.956 mg/ g.

Les autres plantes (T. microphylla, M. deserti, A. articulata, Z. album et C. cinerea),
présentent une faible activité antioxydante, les ECs varient entre 297.744 mg/ g et 6310.041
mg/ g (Tableau 6).

Nous avons utilisé le parametre de I’efficacité antiradicalaire (AE) pour classer les
différents extraits qui ont un pouvoir antioxydant. Notant que, la faible concentration ECsy a
un temps de réaction Tegcso court donne une valeur AE élevée (acide ascorbique, trolox et
BHT).

En comparant la fraction acétate des fruits de P. atlantica et le BHT, les ECs obtenus
sont presque identiques, mais la différence du temps Tecso €gale a 71.229 min, ceci confirme
gue les ECsp sont indépendants des temps Tecso. L’efficacité antiradicalaire est de I’ordre de
29.344 x 10 et 45.969 x 10 pour la fraction acétate de PAF et le BHT respectivement. Les
valeurs de AE des autres extraits varient entre 3.952 x 10° et 14.701 x 10, et restent faible &
celle du trolox (260.426 x 10™) et I’acide ascorbique (4174.462 x 107).

Nous avons choisi la classification de I’efficacité antiradicalaire (AE) établie par
Sanchez-Morano et al (1998) :

(AE <1 x 10 faible; 1 x 10° < AE <5 x 10 moyenne; 5 x 10° < AE < 10 x107 élevée :
AE > 10 x 107 trés élevée).

L’ordre de classification des AE des extraits des dix plantes et des controles est le suivant :
Acide ascorbique > Trolox > BHT > PAF (Acétate) > MDT > PAF (But) > PAF > CC >
MDFe > TMT > HLF > IM > HLFe > TMFe > AA > HLT.

Les valeurs ECsg calculées aprés 30 min sont égalent a 10.044, 20.584, 29.487 et 31.837
mg/ml correspondants aux extraits de PM, AHT, ZA et AHFe respectivement. Cette activité
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antioxydante est faible par rapport aux contréles qui présentent des concentrations de 0.088,

0.090 et 0.133 de I’acide ascorbique, le trolox et le BHT respectivement.

A- Corrélation entre les teneurs (flavonoides, tannins) et I’efficacité antiradicalaire :

Nous avons voulu établir une corrélation entre I’efficacité antiradicalaire (AE) et les
teneurs en phénols totaux, flavonoides et tannins. Le résultat obtenu nous montre la présence
d’une corrélation linéaire entre le paramétre AE et la teneur en flavonoides a raison de 0.642
(Figure 22). Pour les phénols totaux et les tannins, les corrélations de ces composes a piéger
le radical DPPH ne représentent que 8.56 et 5.76 % ou les coefficients de corrélation égalent a
0.0856 et 0.0576.
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Figure 22 : Corrélation entre I’efficacité antiradicalaire et les teneurs en flavonoides et

les tannins.
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5. Piégeage du radical hydroxyle :

Nous observons une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition en
fonction des concentrations (Figure 23). Tous les extraits présentent une activité a piéger le
radical hydroxyle supérieure a 35.604 % a partir de la concentration 0.5 mg/ml. A 1 mg/ml,
ces pourcentages dépassent 50 % a I’exception des extraits de Z. album et A. halimus
(feuilles). Les extraits des tiges de certaines plantes : H. lippii, M. deserti, T. microphylla et
A.halimus ont une bonne capacité inhibitrice comparée aux extraits des feuilles (HLFe,
MDFe, TMFe et AHFe). Les fractions butanolique et acétate d’éthyle des fruits de P.atlantica
(PAF) ont une meilleure activité par rapport a tous les extraits avec des pourcentages égalent a
64.427 et 82.412 % respectivement.

—e—BHA —a— PAF —a— PAF(Acétate) —— PAF(But)
—x—AAT —=a—HLFe —o—HLF —a—HLT
CCPf MDFe MDT —a— TMFe
—a—TMT —s— AHFe —a— AHT —— IMPf
100 - ZAT — PMPf

Pourcentage d'inhibition (%)

1 15 2 25 3 3.5 4

Concentrations (mg/ml)
Figure 23 : Pourcentages d’inhibition de I’oxydation du désoxyribose induits par le

radical hydroxyle généré par la réaction de Fenton en fonction des
concentrations.
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Nous avons déterminé les valeurs des concentrations ECsy pour comparer la puissance

inhibitrice de I’oxydation du désoxyribose (Figure 24).
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Figure 24 : Comparaison des concentrations ECsy des extraits des plantes étudiées.
P.atlantica (PAF); T. microphylla (TMFe, TMT) ; M. deserti (MDFe, MDT) ; H. lippii
(HLFe, HLF, HLT) ; A. halimus (AHFe, AHT) ; A. articulata (AAT) ; Z. aloum (ZAT) ; I.
montana (IMPf) ; C. cinerea (CCPf) ; P. monodiana (PMP).

Les valeurs ECsy des extraits d’H. lippii (tiges), la fraction acétate des fruits de
P.atlantica et P. monodiana sont égale a 0.200 + 0.081, 0.271 + 0.006 et 0.301 + 0.047 mg/
ml respectivement, et présentent une meilleure activité a piéger le radical *OH par rapport au
BHA (ECsp = 0.306 + 0.053 mg/ ml). Les ECs, des autres extraits sont les suivants :
A.articulata (0.331 + 0.064 mg/ml), fruits d’H. lippii (0.355 + 0.016 mg/ml), feuilles de
M.deserti (0.395 + 0.115 mg/ml), fraction butanolique des fruits de P. atlantica (0.386 +
0.006 mg/ml), tiges de T. microphylla (0.427 + 0.063 mg/ml), feuilles d’H. lippii (0.460 +
0.137 mg/ml), tiges de M. deserti (0.464 + 0.068 mg/ml), feuilles de T. microphylla (0.504 +
0.057 mg/ml), 1. montana (0.523 + 0.047 mg/ml), C. cinerea (0.657 + 0.116 mg/ml) et tiges
d’A. halimus (0.665 + 0.428 mg/ml). Ces résultats révelent des valeurs élevées par rapport au
BHA. L activité la plus faible se trouve dans I’extrait des feuilles d’A. halimus (3.075 + 1.678
mg/ml) (Figure 24).
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La classification de la capacité des extraits a piéger le *OH est suivante :

HLT > PAF (Acétate) > PM > BHA > AA > HLF > PAF (But) > MDFe > TMT >

HLFe > MDT > TMFe > IM > CC > AHT > PAF > ZA > AHFe.

A- Corrélation entre les teneurs (phénols totaux, flavonoides, tannins) et les ECsy de la

capacité du piégeage du radical hydroxyle :

Nous avons remarqué qu’il n’ y a pas de corrélation entre les teneurs en phénols totaux
et tannins et la capacité du piégeage du radical hydroxyle (R? = 0.0469 et 0.0027). Pour les
flavonoides, cette corrélation est de I’ordre de 0.6143 pour la majorité des plantes. Une
meilleure corrélation existe dans les extraits des feuilles et tiges d’A. halimus et Z. album (R?
= 0.8218) (Figure 25).
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Figure 25 : Corrélation entre la capacité du piégeage du radical hydroxyle exprimée en

valeur ECx et les teneurs en phénols totaux (A), flavonoides et les tannins (B).

-82-



Partie résultats : Chapitre 2 : Pouvoir antioxydant des composés phénoliques

6. Méthode du blanchiment du B-caroténe :

Le pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydante par le systéme p-caroténe/ acide
linoleéique est proportionnel a la concentration. Tous les extraits des plantes inhibent le
blanchiment du B-carotene a différentes valeurs par le piégeage des radicaux libre (Figure
26). A 3 mg/ ml, I’extrait des feuilles d’H. lippi révéle une puissante activité de I’ordre de
97.647% suivi par les extraits de T. microphylla (feuilles) et d’H. lippii (tiges) avec des
pourcentages d’inhibition de 88.095 % et 86.828 % respectivement. Alors, les extraits d’A.
articulata (65.134 %), fruits d’H. lippii (62.941 %), fraction d’acétate des fruits de P.
atlantica (60.733 %) et tiges de T. microphylla (59.524 %) présentent une activité inhibitrice
supérieur a 50 % a 4 mg/ ml. Pour les autres extraits des plantes, les pourcentages varient
entre 8.614 et 40.054 % a I’exception de I’extrait des tiges d’A. halimus qui montre de tres

faible activité inférieure a 5 %.

o PAF —=— PAF(Acétate) —— PAF(Bu) MDT
e AHFe & AHT —=—HLFe o HEE
A HLT -a— TMFe ——TMT > AAT
v ZAT —e— PMPf CCPf —— BHA

100 - MDFe IMPf
V/A

80 1

% d'inhibition de B-caroténe

1.5 2.5

Concentrations (mg/ ml)

Figure 26 : Pourcentages d’inhibition du blanchiment du B-caroténe en fonction des
concentrations des extraits des plantes étudiées.

Les valeurs ECs calculées nous a permis d’évaluer et comparer I’efficacité des extraits
(Figure 27). Plus la valeur est petite, plus I’activité antioxydante a piéger les radicaux libres
formés a partir de I’oxydation d’acide linoléique est élevee. L’extrait des tiges d’H. lippii

constitue un bon piégeur des radicaux libres en comparant avec les autres extraits. Sa
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(1.028 £+ 0.157 mg/ ml) et T. microphylla (1.186 + 0.138 mg/ ml). Concernant les extraits
d’A.articulata, T. microphylla (tiges), H. lippii (fruits) et la fraction acétate des fruits de
P.atlantica, les ECso obtenues sont de I’ordre de 2.594 + 0.181, 2.953 £ 0.069, 3.073 £ 0.25 et
3.524 + 0.07 mg/ml respectivement. Ces activités restent toujours inférieur &8 BHA a raison de

concentration ECsg égale a 0.766 + 0.131 mg/ ml suivi par les extraits des feuilles d’H. lippii
0.028 mg/ ml.

o

i
o
o
o
o
o
o
o
o
o

les teneurs (phénols

BHA E 0.0287

PAF(Acétate)

T. microphylla (TMFe, TMT) ; H. lippii (HLFe, HLF,

acide linoléique des extraits.
Nous constatons qu’il n’y a pas de corrélation avec les phénols totaux (R?= 0.0013), par

Figure 27 : Activité antioxydante exprimée en valeurs ECs par le systéme p-caroténe/

systéeme B-carotene/ acide linoléique :
extraits (Figure 28). En ce qui concerne les flavonoides, les coefficients de corrélation sont de

I’ordre de 0.7196 pour les extraits TMT, HLF et AA et 0.8613 pour les extraits TMFe, HLFe

contre les deux familles des composés phénoliques flavonoides et tannins interviennent de
et HLT.

facon importante & piéger les radicaux libres. Les tannins ont un R?

A- Corrélation entre
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Figure 28 : Corrélation entre les valeurs ECsg du test du blanchiment du -carotene et

les teneurs en phénols totaux (A), flavonoides et tannins (B).
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A- Corrélation entre la CAT et les valeurs ECsg, 1Cs et AE :

La corrélation entre la CAT et les concentrations ECso et AE du pouvoir antioxydant a
pour but de montré que les différentes techniques sont complémentaires et les composés
antioxydants réagissent soit comme antioxydant ou comme oxydant dans le mileu réactionnel
de chaque méthode.

Les résultats illustrés dans la figure 29 nous ont permis de déduire que la capacité
antioxydante totale (CAT) des composés phénoliques des extraits des plantes intervient d’une
facon ou d’une autre avec des pourcentages plus au moins comparables et supérieurs a 20 %.
Ces capacités antioxydantes présentent des coefficients de corrélation de I’ordre de R? =
0.2387, 0.2683 et 0.3067 correspondants aux techniques: piégeage du radical DPPH,
piégeage du radical hydroxyle et le test de réduction de fer respectivement. Par contre, la
contribution des antioxydants totaux dans I’inhibition de I’autoxydation du [-caroténe

dépasse 50 % avec un R? = 0.621.

32 1 T 32
@ IC50 (Test de réduction de fer) A
28 1 ® EC50 (Test de banchiment du B-caroténe) + 28
B EC50 (Test du piégeage du radical hydroxyle)

. 24 A Efficacité antiradicalaire T 24
£
> 20 - T,
S o
= 2 —
g 16 - R?=0.2387 T 16 x
O A ]
= <
3 12 1 T 12
O
LLl

8 - 4 s

2_
| . Rg=0. |
47 o . , 4
= R?=0.3067  R”=0.2683
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Figure 29 : Corrélation entre la CAT et les valeurs ECsp, 1Cso et AE
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1. Rendements et teneurs des composés phénoliques:

Les rendements sont plus élevés dans les feuilles par rapport aux autres parties de la
plante ceci a été confirmé par Falla et al (2008). D’autres auteurs ont montré que le méthanol
reste le solvant le mieux choisi pour extraire les antioxydants d’une plante (Sun et al., 2007).

Les quantités en phénols totaux des extraits des dix plantes varient entre 3.776 et
285.956 mg AGE/ g MS. Les teneurs en phénols totaux trouvées par Djeridane et al (2010),
chez M. deserti (3.67 mg EAG/ g MS) et T. microphylla (10.80 mg EAG/ g MS) sont
nettement inférieures a nos résultats de I’ordre de 133.744 a 235.185 mg EAG/ g MS et
201.646 a 257.407 mg EAG/ g MS pour les tiges et feuilles de M. deserti et T. microphylla
respectivement (Benhammou et al., 2009a). Ces teneurs sont supérieures aux plantes
médicinales algériennes comme T. hirsuta (6.81 mg/ g) (Djeridane et al., 2006) et aussi
M.vulgare (140 mg/ g) (Matkowski et Piotrowska, 2006).

La richesse de P. atlantica en polyphénols a été confirmée par certains auteurs sur
d’autres especes. Les feuilles de P. lentiscus sont plus riches en phénols totaux (136.25 + 18.9
mg EC/ g d’extrait) et en tannins (909.4 + 42.61 équivalent d’acide tannique/ g d’extrait) et
faibles en flavonoides (12.93 £ 1.69 mg équivalent de quercétine/ g d’extrait) (Atmani et al.,
2009) par rapport aux fruits de P. atlantica ou nous enregistrons des teneurs en polyphénols,
en flavonoides et en tannins de I’ordre de 285.956 + 10.257, 12.441 + 0.256 et 3.066 + 0.151
mg/ g respectivement. D’autres travaux réalisés par Goli et al (2005) ont montré que la teneur
la plus élevée des phénols totaux chez P. vera est de I’ordre de 34.7 mg équivalent d’acide
tannique/g de plante. Chez les fruits de P. terebinthus, Topcu et ces collegues (2007) ont
montré la variation des teneurs en polyphénols par rapport a la polarit¢ du solvant
d’extraction. Ces quantités egalent a 61.05 et 122.78 ug équivalent de pyrocatechol/ mg
d’extrait dans les extraits acétonique et méthanolique respectivement. Alors, les teneurs en
flavonoides sont de I’ordre de 5.49 et 22.60 g équivalent de quercétine /mg d’extrait dans les

deux extraits.

Pour, H. lippii, les teneurs en phénols totaux obtenues dans les feuilles, tiges et fruits de
I’ordre de 46.090 a 74.211 mg EAG/ g MS sont supérieures a celles reportées par Tawaha et
al (2007) sur I’espece H. ledifolium dans les extraits méthanolique (17.3 £ 1.0 mg EAG/ g
poids sec) et aqueux (8.7 + 3.0 mg EAG/ g poids sec). L’espéce H. almeriensis contient 4.5%
MS de tannins (Barroso et al., 2001).
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La teneur en tannin de 9.118 mg EC/ g MS de la plante halophyte, A. halimus,
représente presque la totalité des composeés phénoliques (10.127 mg EAG/ g MS).

Pour les autres extraits (A. articulata; Z. album; I. montana; C. cinerea et P.
monodiana), les teneurs en phénols totaux sont comparables a celles reportés pour 45 plantes

médicinales chinoises (Li et al., 2008) et 51 plantes jordaniennes (Tawaha et al., 2007).

La variabilité des teneurs en phopyphénols chez ces espéces végétales est du
probablement a la composition phénoliques des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs
génotypiques (El-Waziry, 2007), les conditions biotiques (espéce, organe et I’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la nature du sol et le
type du microclimat (Atmani et al., 2009) et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces
plantes.

2. Activité antioxydante :

Tres peu de travaux ont été réalisés sur I’étude des propriétés antioxydantes des plantes
choisies. D’apres nos connaissances et a ce jour 13, il y a trois articles reportant I’activité
antioxydante des plantes sahariennes. Mansouri et al (2005) ont évalué le profil phénolique
et I’activité antioxydante de sept variétés algériennes des fruits murs des dates (Phoenix
dactylifera). D’autres études ont été réalisée sur les capacités antioxydantes des plantes

médicinales et sahariennes (Djeridane et al., 2006 ; Djeridane et al., 2010).

Pour la premiere fois, nous avons evalué les propriétés antioxydantes de certaines
plantes algériennes (Helianthemum lippii, Atriplex halimus, Anabasis articulata, Zygophyllum
album, Inula montana, Cotula cinerea et Pentzia monodiana).

Jusqu’a présent, il n’y a pas une méthode simple et universelle par laquelle I’activité
antioxydante est évaluée qualitativement et quantitativement (Prior et al., 2005). Pour cette

raison, nous avons combiné cing techniques complémentaires.

En effet, la fraction acétate des fruits de P. atlantica révele une capacité antioxydante
totale élevée (CAT= 31.209 mg/ g MS) et une forte activité a piéger les radicaux DPPH"® (AE
= 29.344 x 10) et "OH (ECs, = 0.271 mg/ ml) mais une faible activité a inhiber 1’oxydation

du B-carotene (ECso = 3.524 mg/ ml). A la concentration 0.25 mg/ ml, les pouvoirs réducteurs
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du fer de cette fraction (DO = 2.2916) et de I’acide ascorbique (DO = 2.3675) sont
comparables et tres puissants mais inférieurs par rapport aux extraits éthanoliques des feuilles
de P. lentiscus (DO = 1.086) et P. atlantica (DO = 1.089) (Benhammou et al., 2008). Les
mémes auteurs ont reporté aussi que la fraction acétate constitue un bon extracteur du radical
DPPH d’ou la valeur ECs, égale a 14.641 mg d’antioxydants/ g DPPH trouvée dans les fruits
par rapport aux feuilles de P. atlantica (27.76 mg/ g) et P. lentiscus (90.87 mg/ Q)
Benhammou et al (2008).

L’activité antioxydante elevée de P. atlantica est due a I’effet inductif des trois groupes
hydroxyles de I’acide gallique et aussi a la présence de I’acide p-coumarique (Sanchez-
Moreno et al., 1998 ; Benhammou et al., 2008). On outre, la famille des Anacardiacées et le
genre Pistacia sont caractérisée par I’existence des dérivés de myricétine et I’acide gallique
(5-O-galloyl ; 3,5-O-digalloyl ; 3,4,5-tri-O-galloyl) (Romani et al., 2002 ; Baratto et al.,
2003). D’autres travaux ont montré que I’acide vanillique, I’acide syringique, I’acide
férulique, I’acide p-coumarique et la catéchine possédent de forte corrélation positive entre les
activités du piégeage des radicaux (DPPH, ABTS") et la puissance de réduction. En plus,
I’acide gallique et la catéchine sont étroitement corrélés a I’activité de chélation des métaux et
I’inhibition de la peroxydation lipidique (Tsai et al., 2007).

Vu sa teneur faible en CAT (7.718mg/ g MS), I’extrait des feuilles d’A. halimus possede
la faible capacité de réduction de fer (ICso = 4.558 mg/ ml), trés faible capacité a balayer les
radicaux DPPH (31. 837 mg/ ml apres 30 min) et le *OH (ECso = 3.075 mg/ ml). En
comparant avec les travaux de Benhammou et al (2009b), la fraction acétate d’éthyle de cette
plante détient une bonne capacité a piéger le radical DPPH (2.04 mg/ ml) et a réduire le fer
(1.51 mg/ ml). Cette activité est du probablement a I’abondance des flavonols (kaempferol,

quercétine...) qui représentent la classe majeur des espéces d’Atriplex (Bylka et al., 2001).

Chez Helianthemum glomeratum, le kaempferol et la quercétine sont les principaux
composés isolés dans I’extrait méthanolique de la partie aérienne. Ces deux constituants sont
dotés d’avoir une forte activité antioxydante (Cai et al., 2004). Ces propriétés de nos extraits
méthanoliques d’H. lippii sont dues probablement a ces deux flavonols.

Pour les extraits des autres plantes, leurs comportements a céder le proton ou I’électron

pour exprimer les propriétés antioxydantes sont différents. Ce résultat a été corroboré par
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Miliauskas et al (2004) qui ont montré qu’un antioxydant efficace dans un test n’est pas
forcément efficace dans un autre d’une part. D’autre part, les activités antioxydantes sont plus
variables dans les especes de la plante (inter-espece) que dans la méme especes (intra-espece)
(Ksouri et al., 2008).

Aprés toutes les combinaisons effectuées, nous enregistrons I’absence de corrélation
entre les cing techniques du pouvoir antioxydant et les teneurs en polyphénols, cette
confirmation est largement répandue dans la littérature (Sun et al., 2005). Il est trés accepté
que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en polyphénols exhibe une activité
antioxydante puissante (Moure et al., 2001). Le fractionnement des composés phénoliques
révéle la présence d’une bonne corrélation entre les teneurs en flavonoides (R* = 0.5917 -
0.9221) en tannins (R? = 0.7337- 0.9393) et les autres propriétés antioxydantes.

La seule explication de I’absence de cette corrélation est du a la synergie des composés
phénoliques dans les extraits méthanoliques (Rice-Evans et al., 1997) et que I’activité
antioxydante dépend non seulement de la concentration mais aussi de la structure de ces
molécules. C’est pourquoi les deux extraits comme |. montana et C. cinerea avec des teneurs
plus au moins comparables en polyphénols de I’ordre de 20.246 et 22.222 mg EAG/ g MS
peuvent presenter des changements remarquables dans leur activité antioxydante (cas de la
CAT, réduction de fer, test de DPPH). De méme, M. deserti (tige) et H. lippii (feuilles)
possedent différentes teneurs en phénols totaux de 133.744 et 60.956 mg/ g respectivement

mais ont exhibé la méme capacité antioxydante totale (CAT).

Les corrélations positives entre la CAT et les valeurs ECsg des 4 techniques sont dues a
la présence des flavonoides. Ces derniers possédent des propriétés antioxydantes puissantes.
Le nombre et/ ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux de ces molécules, les
substitutions sur les cycles B et A avec la présence de la double liaison C,-C3 en conjugaison
avec la fonction 4-oxo sur le cycle C renforcent I’activité antioxydante des flavonoides (Cai
et al., 2006).
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Figure 30 : Principaux éléments de I'activité antioxydante des flavonoides.
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[ Conclusion générale }

La connaissance et I’'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée dans
ces derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement comme des
agents chimique contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des
agents médicinaux tels que les antioxydants.

Ces molécules naturelles de nature phénolique sont trés recherchées en phytothérapie
vue les effets secondaires des médicaments et les séquelles néfastes des antioxydants de
synthése a savoir le BHA et le BHT.

L’ objectif primordial assigné par cette étude englobe le méme contexte afin d’évaluer
les propriétés antioxydantes des plantes médicinales et sahariennes qui poussent dans des
conditions biotiques et abiotiques stressantes. Rappelant que, I’aridité du milieu saharien par
rapport aux autres endroits biologiques a développé des modifications non seulement au
niveau de la morphologie mais aussi au niveau du métabolisme de la plante.

Le choix de ces plantes de différentes familles est basé sur quelques données ethno-
pharmacologiques (infections microbiennes, troubles intestinaux, ulcére, cancer du sein et
antidiabétique).

Dans la premiere partie, la quantification par des méthodes spectrophotometriques nous
a permit de déterminer les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu, en
flavonoides par le trichlorure d’aluminium et les tannins par le test de la vanilline. Les
résultats obtenus nous ont révélé trois séries de plantes dont la premiere qui regroupe Pistacia
atlantica, Thymelea microphylla et Marrubium deserti constitue une source prometteuse en
polyphénols (133.744 a 285.956 mg EAG/ g MS). Ces espéces présentent des teneurs en
tannins de 3.066 + 0.151 a 25.021 mg EC/ g MS et en flavonoides de 2.979 + 0.133 a 12.441
mg EC/ g MS. La deuxiéme série englobe Anabasis articulata et les différentes parties
d’Helianthemum lippii (feuilles, tiges et fruits) avec 43.141 jusqu’a 74.211 mg EAG/ g MS.
Alors, Atriplex halimus, Zygophylum album, Inula montana, Cotula cinerea et Pentzia
monodiana représentent la troisieme serie avec un intervalle large en polyphénols qui varie
entre 3.776 a 22.222 mg EAG/ g MS).
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Dans la deuxiéme partie, nous sommes intéressés par |’étude des propriétés
antioxydantes des extraits bruts de ces plantes par cing techniques complémentaires.

En effet, la capacité antioxydante totale (CAT) est plus importante dans I’extrait brut des

fruits P. atlantica (45.516 mg EAA/ g MS) et ses fractions acétate d’éthyle et butanolique de

I’ordre de 31.209 et 20.215 mg EAA/ g MS. Elle varie entre 1.637 et 20.465 mg EAA/ g MS

pour les autres plantes. Cette propriété est en corrélation avec la teneur en phénols totaux (R

= 0.4502) plus particuliérement les flavonoides (R? = 0.9221).

A propos des autres propriétés antioxydantes, les résultats obtenus nous amene a
avancer les conclusions suivantes :

> Tous les extraits ont révelé des réponses inhibitrices a différents niveaux a piéger les
radicaux DPPH® et I’hydroxyle, a réduire le fer et a protéger I’oxydation du B-caroténe.

» La fraction acétate d’éthyle des fruits de P.atlantica a présenté une forte activité en
comparaison avec tous les extraits bruts et parfois mieux que les contrdles de synthése
dans certaines techniques. Cette fraction a montré une meilleure capacité réductrice (ICso
= 0.055 £ 0.002 mg/ ml) par rapport a I’acide ascorbique (0.063 + 0.002 mg/ ml), un fort
piégeur des radicaux DPPH® (ECsq = 14.641 mg Antioxydant/ g DPPH) et *“OH (ECs =
0.271 mg/ ml) par rapport aux BHT (13.468 mg/g) et BHA (0.306 mg/ ml)
respectivement, mais un faible pouvoir inhibiteur du blanchiment du B-caroténe avec une
ECso de 3.524 mg/ ml.

» Les pouvoirs antioxydants de I’extrait brut de P. atlantica et sa fraction butanolique sont
presque comparables et moins importants avec des concentrations 1Csy (ECsg) de I’ordre
de 0.137 + 0.001 et 0.140 + 0.010 mg/ ml pour la réduction du fer, 47.400 et 49.213 mg/ g
comme des extracteurs du radical DPPH et 0.834 et 0.386 mg/ ml comme des inhibiteurs
de I’oxydation du désoxyribose respectivement. Par contre, dans le systeme émulsifiant
acide linoléique/ pB-caroténe, leur propriété antioxydante est trés faible dont les
pourcentages d’inhibition sont de I’ordre de 12.041 et 16.129 % a 4 mg/ ml pour I’extrait
brut de P. atlantica et la fraction butanolique respectivement.

> Les extraits d’H. lippii (tiges, feuilles et fruits), I. montana et A. articulata possédent des
activités antioxydantes intéressantes vis-a-vis a toutes les techniques testées par rapport
aux extraits d’A. halimus, Z. album, C. cinerea, P. monodiana, M. deserti et T.microphylla

qui ont montré des pouvoirs faibles.
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> La corrélation obtenue entre la capacité antioxydante totale et les concentrations 1Cso,
ECso et I’efficacité antiradicalaire est positive avec la contribution de plus de 20 % des
antioxydants de la plante qui peuvent étre des tannins ou des flavonoides.

De tous les résultats obtenus, nous avons déduit que la fraction acétate des fruits de P.

atlantica présente une bonne activité antioxydante qui pourrait étre utilisé dans le domaine

pharmaceutique.

L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer les activités antioxydantes des plantes
choisies particulierement sahariennes et de sélectionner les familles des composés
phénoliques d’intéréts biologiques afin de mieux connaitre, de valoriser et d’utiliser ces
ressources dans le domaine thérapeutique. Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives
peuvent étre envisagees :

Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres
tests biologiques : antitumorale, anticancéreuse et anti-inflammatoire

Caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés

pharmacologiques.
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Abstract

For the first time, we have evaluated the antioxidant properties of principal secondary metabolites of leaves and stems from
Atriplex halimus. The leaves methanolic extract contained higher levels of total phenolic (10.12 £ 0.56 mg GAE/g DW) than stems
methanolic extract (3.77 £ 0.19 mg GAE/g DW). The leaves flavonoids represented by ethyl acetate and butanolic fractions have
more hydrogen donating ability to reducing iron and the higher DPPH radical scavenging activity. To cite this article: N.
Benhammou et al., C. R. Chimie 12 (2009).
© 2009 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Résumé

Pour la premiere fois, nous avons évalué les propriétés antioxydantes de principaux métabolites secondaires des feuilles et des
tiges d’Atriplex halimus. L’ extrait méthanolique des feuilles contient une teneur élevée en phénols totaux (10,12 + 0,56 mg GAE/
g DW) que I’extrait méthanolique des tiges (3,77 & 0,19 mg GAE/g DW). Les flavonoides des feuilles représentés par les fractions
acétate éthylique et butanolique possedent une forte capacité de donner I’hydrogene pour réduire le fer et une activité plus élevée a
piéger le radical DPPH. Pour citer cet article : N. Benhammou et al., C. R. Chimie 12 (2009).
© 2009 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Plants (fruits, legumes, grains, medicines and
aromatic herbs) produce a wide variety of secondary

* Corresponding author.
E-mail addresses : nabila.benhammou79 @yahoo.fr
(N. Benhammou), f_atik@yahoo.fr (F.A. Bekkara),
taka @ff.ukim.edu.mk (T. Kadifkova Panovska).

metabolites (SM) which may play numerous biological
activities, such as protection against herbivores,
microbes, or competing plants, adaptation and pollina-
tion [1]. These metabolites can be divided into two main
groups:

(a) those without nitrogen-like terpenoids (mono-,
sesqui-, di-, tri-, and tertraterpenes; saponines;
steroids; carotenoids; and cardiac glycosides),
polyketides (anthraquinones), phenolic compounds

1631-0748/$ — see front matter © 2009 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

doi:10.1016/j.crci.2009.02.004
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(flavonoids, anthocyanins, galloyl and catechol
tannins, phenolic acids, lignans, lignins, stilbenes,
and coumarins), polyacetylenes and phenylpro-
panes;

(b) those with nitrogen in their structures including
alkaloids, amines, nonprotein aminoacids, cyano-
genic glycosides, glucosinolates, protease inhibitors
and lectins [2].

The polyphenol compounds play a wide range of
biological effects including antibacterial, anti-inflam-
matory, antiallergic, hepatoprotective, antithrombotic,
antiviral, anticarcinogenic and cardioprotective and
vasodilatory effects [3]. These functions have been
attributed to their antioxidant activity by several
mechanisms such as free radical scavengers, reducing
agents, complexers of pro-oxidant metals, quenchers of
the formation of singlet oxygen and stimulating the
antioxidative defence enzymes activities [4]. These
mechanisms will be led by two types of reactions:
hydrogen atom transfer and single electron transfer [5].

In the human body and during the normal conditions,
the unlimited number of the physiological and
biochemical processes leads to the production of two
radical groups. The first group is the reactive oxygen
species (ROS): superoxide radical (O,*7); hydrogen
peroxide (H,O,); hydroxyl radical (HO®); peroxyl
radical (ROO*®) and hypochlorous acid (HOCI) [6]. The
second one included the reactive nitrogen species
(RNS): nitric oxide (*NO) and peroxynitrite (ONOO™)
which are formed by the reaction of °*NO and
superoxide during inflammatory processes [6]. The
overproduction and the imbalance between the radical
species (ROS, RNS) and the capacity of the normal
detoxification systems which are represented by
enzymatic and nonezymatic antioxidants lead to the
generation of oxidative stress. This pathology exhibits
an important tissue damage caused by the interaction of
radical species with macromolecules (lipids, proteins,
and DNA). Therefore, the consumption of dietary intake
rich by o-tocopherol, ascorbic acid, carotenoids,
polyphenol compounds and glutathione, all sources
of natural antioxidant compounds, becomes necessary.
It has been reported that there is an inverse relationship
between dietary intake of antioxidant rich food and the
incidence of a number of human diseases [7]. In
addition, these substances come to replace synthetic
antioxidants like butylated hydroxyl toluene (BHT) and
butylated hydroxyl anisole (BHA) which are suspected
to possess some undesirable effects for human health.

Atriplex halimus is a shrub succulent halophyte
widely distributed in semi-arid Mediterranean areas [8],

in the high plateaus and on the littoral where favourable
conditions are regrouped with an intra- and inter-
individual polymorphism for several floral morpholo-
gical characters including styles, ovule types and radicle
orientation according to salinity [9]. This plant
represent a potential source for economical utilisation;
it can provide forage sources with a good nutritive value
during the dry seasons [10] and periods of shortage of
grazing resources. Also, it can contribute to the
valorisation of marginal and degraded soils and the
improvement of the vegetable and animal productions
in several stripped areas [11]. Moreover, the high
biomass production has a good digestibility, but an
abundance of sodium chloride and anti-nutritional
factors reduce its palatability [8]. In traditional
medicine, a cocktail of minerals in A. halimus is used
to benefit glycaemic control in diabetic patients [12].
Like other halophytes, it can combat internal parasites
in veterinary use [13].

The study of the chemical composition shows the
presence of secondary metabolites in A. halimus such as
tannins, flavonoids, saponins, alkaloids and resins [13],
and it contains up 10% sodium chloride [14]. It is
characterized by its high ash and crude fiber, moderate
crude protein and low crude fat contents [15].

In our study, we investigate for the first time the
polyphenol content and antioxidant capacity with
DPPH radical scavenging and reducing power assay
in leaves and stems from A. halimus of methanolic
extract of polyphenols, tannins, alkaloids, saponins and
ethyl acetate and butanolic fractions of flavonoids.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The aerial part (leaves, stems) of A. halimus was
harvested in March 2008 from Bechar, Algeria. The
plants collected were identified by the Vegetable
Ecological Laboratory and the voucher specimens have
been deposited at the Herbarium of the Department of
Molecular and Cellular Biology, Tlemcen University,
Algeria. Plant samples were dried in the share and
conserved for future use.

2.2. Extractions of chemical compounds from the
leaves and the stems

2.2.1. Methanolic extracts

The leaves and stems of A. halimus (1 g) were
powdered and extracted for 24 h with 20 ml of methanol
96.6° at room temperature, followed by rapid paper
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filtration through Whatman N° 0.45 um filter paper. The
resulting solutions were evaporated under vacuum at
60 °C by Buchi Rotavapor R-200 to dryness. The
residues were then dissolved in 3 ml of methanol.

2.2.2. Ethyl acetate and butanolic fractions

The leaves and stems dry residues obtained by the
same procedure for methanolic extracts extraction were
treated with 10 ml of boiling water to dissolve the
flavonoids. Further filtration through filter paper N°
0.45 pm, afforded the aqueous solution that was firstly
extracted with 10 ml of ethyl acetate, then with 10 ml of
butanol-1. The two extracts were evaporated and
weighed, then dissolved in 3 ml of methanol.

2.2.3. Total alkaloids

They were obtained by triple liquid—liquid extraction
according to the method of Harbone [16], the leaves and
of the stems of A. halimus were extracted with the
Soxhlet by 150 ml from absolute ethanol during 5 h.
The ethanolic extracts were then evaporated under
vacuum at 40 °C by Buchi Rotavapor R-200. The dry
residues were taken again by 20 ml of chloroform and
acidify by HCI at 5% to pH 3; they were let rest during
30 min at the ambient temperature. The acid aqueous
phases were extracted by 20 ml of chloroform, basified
by NaHCOj; at 5% to pH 9 and let rest during 15 min at
the ambient temperature. The chloroformic phases were
evaporated and the dry residues, made up of total
alkaloids, were weighed then dissolved in 3 ml
methanol.

2.2.4. Saponins

They were extracted according to the method worked
out by Bouchelta et al. [17]. The leaves and stems
powdered were delipided during 2 h by 150 ml of n-
hexane. After elimination of the organic phases, the
precipitates obtained were macerated in 50 ml of
absolute ethanol under magnetic agitation at the
ambient temperature during 24 h. The ethanolic phases
were evaporated at 40 °C by the rotavapor. The dry
residues were extracted three times by 50 ml from
distilled water/petroleum ether mixture (V/V) heated at
50 °C in water bath during 30 min. The aqueous phases
were mixed then treated by 10 ml of butanol during
30 min. The organic phases, evaporated at 40 °C, were
weighed and dissolved in 3 ml methanol.

2.2.5. Tannins

The extraction of tannins from A. halimus was
obtained according to the method of Zhang et al. [18].
Five grams of each part (leaves, stems) was milled into

powder. The powder was extracted with 100 ml
acetone—water (70/30, V/V), and the mixture was
stirred continuously for 72 h at room temperature. Then,
the mixture was filtrated and evaporated under vacuum
at 40 °C to remove acetone. The remaining solution was
washed with 30 ml dichlomethane to remove lipid-
soluble substances. After that, the solution was further
extracted with ethyl acetate at a ratio of 30/30 (V/V).
The water layer was separated and extracted twice more
similarly. Then the resulting water layer was evaporated
to dryness, and the resulting substance was weighed and
dissolved in methanol.

2.2.6. Determination of total phenolic content

The total phenolic in leaves and stems methanolic
extracts content was determined by spectrometry using
“Folin-Ciocalteu” reagent assay [19]. A volume of
200 ul of the extract was mixed with 1 ml of Folin-
Ciocalteu reagent diluted 10 times with water and
0.8 ml of a 7.5% sodium carbonate solution in a test
tube. After stirring and 30 min later, the absorbance was
measured at 765 nm by using a Jenway 6405 UV-vis
spectrophotometer. Gallic acid was used as a standard
for the calibration curve. The total phenolic content was
expressed as milligrams of gallic acid equivalents per
gram of dry weight (mg GAE/g DW).

2.3. Antioxidant activity

2.3.1. Reducing power assay

The reducing power of the extract was determined
according to the method of Oyaizu [20]. Various
concentrations of the extracts (mg/ml) in distilled water
were mixed with phosphate buffer (2.5 ml, 0.2 M,
pH 6.6) and 1% of potassium ferricyanide water
solution (2.5 ml, Kj3[Fe(CN)¢]). The mixture was
incubated at 50 °C for 20 min. Aliquots of trichloracetic
acid (2.5 ml, 10% aqueous solution) were added to the
mixture which was then centrifuged at 3000 rpm for
10 min. The supernatant (2.5 ml) was mixed with
distilled water (2.5 ml) and a freshly prepared FeCl;
solution (0.5 ml, 0.1%). The absorbance was measured
at 700 nm. Ascorbic acid was used as a positive control.
In this method, the higher the absorbance, the higher the
reducing power.

2.3.2. DPPH scavenging assay

The hydrogen atom donation ability of chemical
compounds in leaves and stems was measured on the
basis to scavenge the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil free
radical [21]. Fifty microliter of various concentrations
of the extracts in methanol were added to 1950 pl of a
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0.025 g/l methanol solution DPPH. After a 30-min
incubation period at room temperature, the absorbance
was read against a blank at 515 nm. DPPH free radical
scavenging activity in percentage (%) was calculated
using the following formula:

DPPH scavenging activity (%)

- (Ablanc _Asample/Ablanc) x 100

where Ay.nk 18 the absorbance of the control reaction
(containing all reagents except the test compound),
Agample 18 the absorbance of the test compound.

Extract concentration providing 50% inhibition
(ECs9) was calculated form the graph plotted of
inhibition percentage against extract concentrations.
The ascorbic acid methanol solution was used as
positive control.

2.3.3. Statistical analysis

All evaluations of antioxidant activity were per-
formed in twice. Data were expressed as mean-
s &+ standard derivation (S.D.). Correlation coefficient
of antioxidant activity was determined using Excel
programme and Origin 6.

3. Results and discussion
3.1. Extract yields and phenolic contents

The specific extractions of A. halimus leaves and
stems have makes to determine the yield of chemical
groups which more used in therapy. The obtained results
are shown in Table 1. The two parts of the plant were
characterized by the presence of the flavonoids, the
tannins, the alkaloids and the saponins where the leaves
exhibited the higher yields. These molecules were
known to show medicinal activity as well as exhibiting
physiological activity.

Table 1
Yields of some bioactive compounds from Atriplex halimus leaves and
stems.

Bioactive compounds Yields (%)

Leaves Stems
Methanolic extract 24 + 141 7.5+ 0.70
Ethyl acetate fraction 2.66 + 0.57 1+£0.00
Butanolic fraction 1 £0.00 1 4+0.00
Tannins 0.5+0.14 0.34+0.14
Alkaloids 0.25 +0.07 0.2 +0.00
Saponins 0.33 £0.14 0.25 £ 0.00

The data are displayed with mean + standard deviation of twice
replications.

Table 2
Total phenolics in leaves and stems methanolic extracts of Atriplex
halimus.

Plant part Methanolic extract
Leaves Stems
Total phenolics (mg GAE/g DW) 10.12 £2.24 3.77 £ 0.06

The data are displayed with mean =+ standard deviation of twice
replications.

The methanolic extract of the leaves exhibited the
higher content (24 £ 1.41%), as compared to the stems
extract (7.5 & 0.70%). Concerning, the distribution of
secondary metabolites, we record a high yields of ethyl
acetate (2.66 + 0.57%) and butanolic fractions (1%).
Thus, the leaves presented the higher yields of
flavonoids followed by tannins (0.5 £ 0.14%) and
saponins (0.33 + 0.14%). With regard to the alkaloids,
the yields varied between 0.2 £ 0.00% in the stems to
0.25 £ 0.07% in the leaves. This distribution was
characterized by weaker yields for the stems. These
findings agree with previous reports indicating that
secondary metabolites distribution may fluctuate
between different plant organs [22,23].

Table 2 summarizes the contents of total phenolics of
the methanolic extracts of the two parts of A. halimus.
These contents varied from 3.77 4+ 0.06 mg GAE/g DW
in stems to 10.12 + 2.24 mg GAE/g DW in leaves. This
result proves the data quoted in Table 1, where we
recorded high yields of the secondary metabolites
without nitrogen in the leaves such as flavonoids
characterized by the two fractions, saponins and the
tannins.

The diversity of secondary metabolites in A. halimus
has been reported in the literature [13]. In fact, our
results are partially in agreement with those of El-
Adawy et al. [24] who showed that the total extractable
phenolic compounds, saponins and the alkaloids of the
leaves of A. halimus were 11.3, 12.38 and 0.23%
respectively. El-Waziry [25] reported the presence a
lower contents of totals phenols and tannins in Atriplex
fresh and silage. These variations in the distribution of
the secondary metabolites can be partially due to
genotypic factors that control accumulation of these
compounds in the plant [25]. Moreover, other studies
suggested that the biotic conditions (species, organ and
physiological stage) and abiotic stresses (salinity,
luminosity, water deficit and edaphic factors) widely
present in the arid zone may enhance the phenolic
metabolism as a response to oxidative stress [26]. This
proposition was confirmed by the studies of Ksouri et al.
[27], who found the augmentation in polyphenol
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content in Cakile maritime leaves challenged with 0,
100 and 400 mM NaCl.

The predominance of the polyphenols family in
particular the flavonoids found in our results is in
agreement with the studies of Al-Jaber et al. [28]. It is
noted in A. hortensis, the flavonoid content in shoot part
was equal to 68.5 mg/100 g fresh weight [29]. The
naringin and naringenin 7-O-glucoside are very
common in species of Chenopodiaceae [28]. Moreover,
the flavonol class forms the major chemical compounds
of Atriplex species [30]. However, triterpene saponins
occur in some species [31]. Also, Chenopodiaceae
family is characterised by the presence of glycinebe-
taine as an alternative osmolyte to protect from salt and
water stress.

3.2. Antioxidant activity

The diversity of nature and the complexity of
phytochemical compounds of plant extracts impose the
development of many methods to evaluate the
antioxidant activity and to estimate the effectiveness
of these substances. The majority of these methods are
based on the colouring or the discolouration of a reagent
in the reactional medium. They can be classified into
two groups: those assays used in food and biological
system to evaluate lipid peroxidation while measuring
the degree of oxidation inhibition [32] and those assays
used to measure free radical scavenging ability [6].
Some can be based on metal reducing power (ferric
reducing antioxidant power, FRAP), peroxyl radical
scavenging (oxygen radical absorbance capacity,
ORAC; total radical trapping antioxidant parameter,
TRAP), hydroxyl radical scavenging (deoxyribose

027 _a—leaves methanolic extract
0.18 1 —s— stems methanolic extract
. —a— |eaves ethyl acetate fraction
0.161 —a—stems ethyl acetate fraction
E : —e—|eaves butanolic fraction
o 0.14{ —e—stems butanolic fraction
r? —»— |eaves tannins
« 0.121 —e—stems tannins
g — leaves saponins
o 011 —stems saponins
s —»—leaves alkaloids
2 0.081 _stems alkaloids
& 0.061
-]
< .04/
0.02 1

assay), organic radical scavenging like ABTS and
DPPH (trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC),
quantification of products formed during the lipid
peroxidation (thiobarbituric acid reactive substance,
TBARS; LDL oxidation) [6]. Reducing power and
DPPH have been used in the present investigation.

3.2.1. Reducing power

Fig. 1. depicts the reducing power of chemical
compounds from leaves and stems. All compounds
showed the presence the reductive effects, which
increased with an increase in concentration. However,
when compared to leaves and stems, flavonoids in ethyl
acetate fraction was more potent on reducing power in
the two part of plant, followed by leaves butanolic
fraction and stems methanolic extract. Alkaloids appear
to be less reductive effect compared to saponins and
tannins. At 0.4 mg/ml, the absorbance values of ethyl
acetate fraction, butanolic fraction, saponins, metha-
nolic extract, tannins and alkaloids at 700 nm were
0.13 £ 0.00; 0.11 £ 0.00; 0.06 £ 0.00; 0.06 £ 0.00;
0.05 £ 0.00; 0.03 £ 0.00 respectively in leaf chemicals,
they were 0.11 +0.00; 0.03 £0.00; 0.03 £ 0.00;
0.07 £ 0.00; 0.03 £ 0.00; 0.02 £ 0.00 in stem chemi-
cals.

The use of EC5 parameter is an index to compare and
to express the reducing power ability of the bioactive
substances (Table 3). The weak value of ECs, the higher
reducing power was observed in ethyl acetate and
butanolic fractions (1.51 £ 0.01 and 1.76 £ 0.00 mg/ml
respectively). The ECsy concentrations were ranged
between 3.31 + 0.22 mg/ml in tannins to 6.71 £
0.44 mg/ml in alkaloids from leaves, and 1.60 £ 0.05
mg/ml in ethyl acetate fraction to 9.06 £ 0.45 mg/ml in

0 005 01 015 02

03 035 04 045 05 055

Concentrations (mg/ml)

Fig. 1. Correlation between the sample concentrations and absorbance of reducing power of bioactive substances extracts from leaves and stems.
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Table 3

ECs concentrations of reducing power from bioactive compounds.

Bioactive compounds ECs5y (mg/ml) Leaves R, ECs5o (mg/ml) Stems R,
Methanolic extract 4.55+0.79 0.89 3.24 +0.23 0.93
Ethyl acetate fraction 1.51 £0.01 0.96 1.60 £ 0.05 0.96
Butanolic fraction 1.76 + 0.00 0.98 5.96 +0.44 0.96
Tannins 3.31 +£0.22 0.98 7.61 + 0.08 0.97
Alkaloids 6.71 £0.44 0.98 9.06 £ 0.45 0.85
Saponins 4.02 + 0.30 0.86 5.12 +£0.03 0.93
Ascorbic acid 0.06 4+ 0.00 0.99

The data are displayed with mean =+ standard deviation of twice replications. Ascorbic acid was used as positive control.

alkaloids from stems. These capacities of all extracts
were less than that ascorbic acid (0.06 £ 0.00 mg/ml).

3.2.2. DPPH radical scavenging activity

The results of DPPH radical scavenging activity are
shown in Figs. 2 and 3.

All chemical compounds had the scavenger effect
expressed in DPPH free radical scavenging activity (%).
This activity increased with increasing of concentration.
For some chemicals, we can calculate the ECsg

—— leaves ethyl acetate fraction
—»—stems ethyl acetate fraction
—e—leaves butanolic fraction
——stems butanolic fraction
—a—leaves tannins
—a—stems tannins
—a—|eaves alkaloids
—e—stems alkaloids
—%— Ascorbic acid

Y
o
o

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentration (mg/ml)

DPPH scavenging activity (%)
F -
o

Fig. 2. DPPH radical scavenging activities (%) of ethyl acetate
fraction, butanolic fraction, tannins and alkaloids from Atriplex
halimus leaves and stems. Ascorbic acid was used as positive control.
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Fig. 3. DPPH radical scavenging activities (%) of methanolic
extracts and saponins from Atriplex halimus leaves and stems.

(Table 4), but for others, it is impossible to determinate
this parameter in this type of experimental conditions
such as the leaves and stems alkaloids which presented
the plateau state at percentage less to 50% inhibition.
Though, the highest DPPH scavenging activity was
found in butanolic and ethyl acetate fractions of the
leaves, the ECsq values were 1.73 (R, = 0.98) and 2.04
(R, =0.99) mg/ml respectively. Moreover, leaves
saponins, leaves tannins and stems tannins are also
able to donate hydrogen atoms to DPPH radicals. The
lowest hydrogen atom donating ability was found in
leaves and stems methanolic extract (31.83 and
20.58 mg/ml respectively). However, DPPH free radical
scavenging of all secondary metabolites tested was less
than that ascorbic acid, a synthetic antioxidant
(0.11 mg/ml). This result might be explained that the
additive or synergistic effects of polyphenols make the
antioxidant activity of the methanolic extract feeble
than that the isolated bioactive compounds. In addition,
the total phenolic content in crude extract does not
incorporate all the antioxidants [33].

According to our knowledge, the chemical analysis
of flavonoids of A. halimus from Algerian Sahara is not
yet investigated. Both fractions ethyl acetate and
butanolic from leaves and stems demonstrate the potent
antioxidant properties and are related to their phenols
including flavonoids. This family from polyphenols

Table 4
ECs( concentrations of DPPH scavenging capacity from bioactive
compounds.

Bioactive compounds ECsp (mg/ml) R

Leaves ethyl acetate fraction 2.04 0.99
Leaves butanolic fraction 1.73 0.98
Leaves methanolic extract 31.83 0.99
Stems methanolic extract 20.58 0.99
Leaves saponins 4.75 0.98
Leaves tannins 7.64 0.99
Stems tannins 6.31 0.99
Ascorbic acid 0.11 0.96
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showed the higher redox potentials which allow them to
act as reducing agents, hydrogen donors and singlet
oxygen quenchers [34]. In A. halimus, this activity
might be explained by the presence of flavonols, a class
major in Atriplex species and the most abundant
flavonoids in food. The flavonol aglycones: Kaemp-
ferol, quercetin, isorhamnetin, sometimes patuletin,
spinacetin and tricin were detected in eight Atriplex
species [30]. The presence of two new flavonoid
sulphates: kaempferol 3-O-sul phate-7-O-arabinopyr-
anoside and quercetin 3-O-sul phate-7-O-arabinopyr-
anoside from leaves of A. hortensis L. was reported by
Bylka et al. [35]. For A. littoralis, the new acetylated
flavonol glycoside was isolated from the aerial part [36].
Other earlier works suggested the presence the naringin,
naringenin 7-O-glucoside, isorhamnetin 3-O-rhamno-
syl (1-6) glucopyranoside and isorhamnetin 7-O-
glucopyranoside in A. farinosa [28].

It is known in the literature that only the flavonoids of
certain molecular structure, particularly those with a
certain number and configuration of hydroxyl groups
will determine the presence of the antioxidant proper-
ties [37]. These properties were decreased by glyco-
sylation and configuration of other substituents [2] and
influenced hydrogen or electron donating ability.
Flavonols are one group of flavonoids cited by the
same authors to possess the highest radical scavenging
activity in plant extract than flavonoids, because their
structure contain the hydroxyl groups with ortho
dihydroxy groups (catechol structure) in the B-ring,
3-hydroxyl group and/or galloyl group (catechol
structure) in the C-ring and the 2,3-double bond in
conjugation with 4-oxo function (carbonyl group) in the
C-ring [37]. These three criteria are essential for strong
antioxidant activity.

4. Conclusion

It may be suggested that like all the halophyte
plants, A. halimus produce the polyphenols and other
bioactive substances potentially useful for medicinal
properties and as natural food preservation. The
distribution of these molecules was unequal in
different parts of plant. The leaves exhibited the
higher phenolic content in comparison with the stems.
However, the flavonoids in ethyl acetate and butanolic
fractions possess potential antioxidant activity which
explains the relation structure-activity. Further isola-
tion and identification of potential bioactive com-
pounds particularly flavonoids responsible for
antioxidant activity are needed. Other compounds
like peptide, organic acids and proline which exist in

strong concentrations in halophytes plants to the
abiotic constraints remain to be evaluated the in vitro
their biological activity and to elucidate different
antioxidant mechanisms.
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Introduction

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.), appelé aussi pistachier lentisque, arbre a mastic,
“Derou” ou “Tadist”, est en général un arbuste de 1 a 8 m de hauteur (Iauk ez al., 1996).

I1 appartient a la famille des Anacardiacées. Il se distingue des autres pistachiers par son
feuillage persistant ; les feuilles de type composé sont paripennées, se terminant par une paire de
folioles, tandis que celles des autres pistachiers se terminent par une seule foliole. Elles sont
caduques en hiver, vert pales et plus grandes en général. Le rachis portant les folioles est ailé.
Les fleurs sont apétales. Le fruit est une petite drupe arrondie d’environ 5 mm. D’abord rouge,
elle devient ensuite noire ; la graine est identique aux pistachiers, mais beaucoup trop petite pour
étre consommée. L’inflorescence est une grappe composée, lache et aussi longue que les
feuilles ; la floraison a lieu dés le mois de mars au mois de mai (Quezel & Santa, 1963).

Les qualités thérapeutiques de cette espeéce sont connues depuis I’antiquité, ou les
anciens égyptiens ont utilis¢ le mastic du Pistacia lentiscus L. pour ’embaumement (in De
Pooter et al., 1991). Le lentisque constitue une source principale de la production d’oléorésine
(in Delazar et al., 2004). Cette résine est utilisée comme antiseptique du systéme respiratoire
(Baytop 1999, in Durua et al. 2003), anti-Helicobacter pylori et peut étre bénéfique dans le
traitement d’ulcéres de I’estomac (Al-Said et al. 1986, Delazar et al. 2004), contre
I’hypertension (Villar et al., 1987), dans le traitement d’eczémas, de diarrhées, de jaunisses,
d’asthmes, et comme antipyrétique et anti-inflammatoire (in Durua et al. 2003).

L’huile essentielle de 1’oléorésine est aussi utilisée en parfumerie pour fabriquer les
déodorants, en cosmétique et comme un agent de flaveur dans des préparations alimentaires
(Delazar et al., 2004).

La composition chimique de I’huile essentielle de cette plante révéele la présence de
plusieurs composés majoritaires : myrcene, limonene, terpinen-4-ol, o-pinéne, B-pinene,
o—phellandrene, sabinéne, p-cymene et y-terpinéne (Castola et al., 2000).

Le but de cette étude est I’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle
de P. lentiscus récoltée dans deux stations de la région de Tlemcen (Algérie).

Matériels et Méthodes

Matériel végétal

P. lentiscus (Anacardiacées) est une plante spontanée trés connue en Méditerranée. Elle
a été récoltée en janvier 2005 dans les stations d’Oum El Alou (1°16° ' W-34°54’N, altitude de
800 m) et d’Ain Fezza (1°17°W-34°55’N, altitude de 730 m) de la région de Tlemcen
(Algérie).

Extraction de I’huile essentielle

Les feuilles utilisées pour I’extraction de I’huile essentielle sont séchées a 1’air libre et a
I’ombre, dans une picce aérée et a la température ambiante. L’huile essentielle a été extraite
par entrainement a la vapeur d’eau.
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Souches testées

Les souches bactériennes retenues pour cette étude ont été isolées de 1’hopital de
Tlemcen ; elles sont purifiées sur des milieux spécifiques et identifiées par la plaque API20.
Elles regroupent :

- Les bactéries a Gram (-) [Escherichia coli (E)), 5044172 ; Klebsiella pneumoniae
(KL)), 5215773 ; Pseudomonas aeruginosa (Ps), 22212004 ; Salmonella typhi (SL),
4404540 ; Enterobacter cloacae (En), 1305573 ; Proteus mirabilis (Pr), 0536040)].

- Les bactéries a Gram (+) [Listeria monocytogenes (L11), ATCC 19111 ;
Staphylococcus aureus (ST1), ATCC 601].

- La levure (Candida albicans, 444), provenant du Laboratoire de Mycologie,
(Département de Biologie, Facult¢ des Sciences, Universit¢ Aboubekr Belkaid,
Tlemcen).

Milieux de purification et de revivification

La purification se fait par I’ensemencement de ces souches sur des milieux spécifiques :
- Milieu Chapman pour Staphylococcus aureus.

- Milieu Mac Conkey pour les entérobactéries (P4, KL1, SL, Pr et En).

- Milieu Palcam, Oxford pour Listeria monocytogenes.

La revivification des souches s’effectue sur le milieu bouillon nutritif pendant 24 h pour
I’obtention d’une culture jeune.

Milieux de culture

Les milieux utilisés pour 1’étude de I’activité antibactérienne sont :
- Gélose Mueller-Hinton (M.H) pour les bactéries.
- Sabouraud dextrose agar (SDA) pour Candida albicans.

Evaluation de I’activité antibactérienne

La méthode adoptée pour la détermination de I’activité antibactérienne est celle de
diffusion de disques (Gulluce et al., 2003). Nous avons utilis¢ des disques de papier
WATTMAN stériles de 6 mm de diamétre, imprégnés d’huile essentielle (2 et 5 pl) et déposés a
la surface d’un milieu gélos¢, en boites de Pétri préalablement ensemencées en surface en
nappe a I’aide d’une suspension du germe choisi a raison de 1 ml. Apres 18 h d’incubation a
37°C, la lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition en mm,
contre le contréle négatif en absence de 1’huile essentielle.

La quantité de I’inoculum est ajoutée a 10° UFC/ml, fixée par la mesure de la densité
optique (DO) entre 0.08 et 0.1 (Hernandez et al., 2000).

Résultats et discussion

Rendement de ’huile essentielle

Les teneurs en huile essentielle obtenues a partir des feuilles sont de I’ordre de 0.05% et
0.07% respectivement pour les stations de Ain Fezza et d’Oum El Alou. L’étage
bioclimatique de ces deux stations est caractérisé par un climat semi-aride et tempéré, alors
que leurs altitudes sont faiblement différenciées 730 et 800 m). Ces quantités sont trés faibles
par rapport a celles décrites dans la littérature (Bonsignore et al. 1998, Magiatis et al. 1999,
Delazar et al. 2004).

Les raisons pour cette variabilité peuvent étre expliquées par les différences des
conditions environnementaux (climat et situation géographique), la période de la récolte et la
technique de distillation (Lahlou, 2004). Il est aussi a noter que la production des huiles
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essentielles et aromatiques a partir de la plante résulte d’une série de régulations
physiologique, biochimique, métabolique et génétique (Costa et al., 2003).
Activité antibactérienne

Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle de P. lentiscus
des deux stations sont résumés dans le tableau 1.

La comparaison des . o
p Tableau 1. Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des

aCtIVIt,eS de I"huile différentes souches (mm) cultivées en présence de I’huile essenticlle
essentielle des deux de P. lentiscus. ++ Absence de I’huile essentielle. Nombre de
stations révéle une répétitions=2.
sensibilit¢ plus ou moins _ _
modérée de Huile esser.ltlelle de °

P. lentiscus DS
St.ap hJ_/ lococcus aureus, Souches Ain Fezza Oum EI Alou E Exz
Listeria  monocytogenes, 2ul Sul 2ul s SE
Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus 9,8 10 8 8 ++
Candida albicans a 2 et Listeria monocytogenes 7,5 10,3 8 9,5 ++
5ul. Cette activité est Klebsiella pneumoniae 7 7 7 7 ++
élevée dans le cas de Pseudomonas aeruginosa 0 7 0 0 ++
b1 - . Salmonella typhi 10 10,5 10,2 17,3 ++
I’huile essentielle de P. Proteus mirabilis 0 7 0 7 ++
lentiscus d’Oum El Alou Escherichia coli 0 0 0 0 ++
vis-a-vis de Salmonella Enterobacter cloacae 0 0 0 0 ++
lyph i (Zone Candida albicans 8,5 8,6 6,5 8 ++

d’inhibition=17.3mm).

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae et Proteus mirabilis
se sont caractérisées par une résistance. Nous pouvons déduire que les souches a Gram (-)
sont moins sensibles voire résistantes a cette huile essentielle. Par contre les souches a Gram
(+) et Candida albicans sont plus sensibles.

Nos résultats concordent avec Bonsignore et al. (1998) qui ont pu montré que 1’huile
essentielle de la partie aérienne de P. lentiscus n’a aucune activité contre les bactéries Gram
(-) et Gram (+). Tassou & Nychas (1995) et Shelef et al. (1980) ont révélé les mémes
résultats ; ils ont noté que les bactéries Gram (+) sont plus sensibles aux huiles essentielles
que les Gram (-). Magiatis et al. (1999) montrent aussi que 1’huile essentielle des feuilles de
P. lentiscus a une activité bactériostatique, dont les zones d’inhibition varient de moins de
7 mm dans le cas de Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Candida tropicalis et
Torulopsis glabrata a 10 mm pour Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et Candida albicans. Selon la littérature, 1’activité
antimicrobienne de cette huile essentielle est due probablement aux composés majoritaires
tels ’a-pinéne (in Magiatis et al., 1999) ; ceci a été vérifié par certains auteurs (Magiatis et al.
1999, Delazar et al. 2004). Elle peut étre aussi attribuée aux phénols, constituants des huiles
essentielles (Katayama.& Nagai 1960, Tassou & Nychas 1995).

Conclusion

L’activité du pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle de P. lentiscus vis-a-vis des
bactéries testées nous a montré que les souches Gram (-) sont résistantes par rapport aux
Gram (+). Pour une éventuelle application pharmacologique, il serait souhaitable de
compléter cette ¢tude en s’intéressant & identifier les substances responsables de I’effet
biologique et les tester sur d’autres micro-organismes pathogeénes de bactéries et de
champignons.
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Résumé

Pistacia lentiscus L. est une plante médicinale trés utilisée localement par la population
algérienne pour traiter différentes maladies grace a ses activités biologiques (antimicrobienne,
antioxydante, anti-inflammatoire et anti-hypertension). Dans le cadre de recherches sur les
agents antimicrobiens naturels, nous avons procéd¢ a évaluer ’activité antibactérienne de
I’huile essentielle de P. lentiscus provenant de deux stations de la région de Tlemcen
(Algérie). Les résultats obtenus nous ont révélé la résistance de nombreux germes pathogenes
en particulier les bactéries Gram (-) a ’huile essentielle testée.

Mots-clés : Pistacia lentiscus, huile essentielle, activité antibactérienne.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF METHANOLIC AND
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ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the an-
tioxidant properties of methanolic and aqueous extracts of
leaves and stems of Marrubium deserti (de Noé) and
Thymelaea microphylla. Two methods were used for this
activity, which are 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
and reducing power.

The total phenolic content was estimated using Folin-
Ciocalteu assay, and is expressed as gallic acid equivalents
(mg g™). The amounts of phenolic compounds were higher
in the methanolic extracts than in the aqueous ones, rang-
ing between 133.7 + 27.3 and 257.4 + 89.3 mg g for the
methanolic extracts from stems and leaves of M. deserti and
T. microphylla, respectively. For water extracts, it varied be-
tween 18.6 + 1.9 to 36.1 = 3.3 mg g'. These extracts pos-
sess the most potent reducing power and DPPH scaveng-
ing activity but have a weak capacity in comparison with
BHT, Trolox and ascorbic acid.

KEYWORDS: Marrubium deserti, Thymelaea microphylla, metha-
nolic extract, aqueous extract, antioxidant capacity

INTRODUCTION

Traditional medicine is widely practiced in all countries,
and Algeria is not excluded from this discipline. Today, up
to 90 % of the African population use only plants as a
source of drugs [1]. They always have constituted not only
one means of modern and traditional, but also inexhaustible
treatment for the discovery of the new molecules. Only a
small number of available plants have been studies in this
respect. The most important of these bioactive constitu-
ents of plants are alkaloids, tannins, flavonoids and pheno-
lic compounds [2]. These phenolic compounds constitute
the interest which is increased considerably in finding natu-
rally occurring antioxidants.

The so-called phenolic compounds include simple
molecules (phenolic acids, phenyl propanoids and flavon-
0ids) to highly polymerized compounds (lignins, melanins,
tannins), with flavonoids representing the most common
and widely distributed sub-group [3]. These molecules have
broad biological effects including antibacterial, anti-in-
flammatory, anti-allergic, hepatoprotective, antithrombotic,
antiviral, anticarcinogenic and vasodilatory actions [4]. They
have mainly antioxidant properties and are able to scavenge
free radicals.

Epidemiological studies have shown that a correlation
exists between an increased consumption of phenolic anti-
oxidants and a reduced risk of cardiovascular disease. The
same relationship was also observed with certain types of
cancer [5].

The Algerian Sahara is a place where climatic condi-
tions are very extreme and severe. The plant species have
developed a very efficient secondary metabolism to cope
with severe stress conditions, such as those typical of the
Mediterranean climate. Such species are generally very
rich in polyphenols which are known to protect the plant
cells from the detrimental effects of short-wave sun radia-
tions (UV-B and UV-A), and also to counter the negative
effects of reactive oxygen species (ROS) on cell metabo-
lism [6]. Dryness also affects the photosynthesis and the
breathing of the plant. Generally, the accumulation of phe-
nolic compounds is a response to non-specific types of ag-
gression [7].

Marrubium is a genus of about 40 species of flower-
ing plants in the family Lamiaceae indigenous in Europe,
the Mediterranean and Asia [8]. Marrubium deserti de Noé
(known as Djaidi, Marriout) is an endemic herb of central
and north Algerian Sahara growing in dry pastures. This
plant is a shrub with blancher’s leaves and stems. The
leaves are velvety and opposite, and are generally termi-
nated by three large teeth of variable form. The flowers are
pale pink. The plant is grazed by the herbivores [9]. Thy-
melaea is a genus of about 30 species of evergreen shrubs
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and herbs in the flowering plant family Thymelaceae. Thy-
melaea microphylla is an endemic annual plant or under
shrub with dioic flowers and clusters. The leaves are very
small, ovoid, scattered and distant on the branches. Thy-
melaea microphylla is very common in arid and desert
pastures [9].

From an ethnobotanic point of view, the leaves and the
young buds of M. deserti are used in decoction against
intestinal disturbances, respiratory diseases and fever. De-
coction of Thymelaea microphylla is used against ab-
scesses by mixing with milk.

Marrubium sp. is known to have a high polyphenol
level [10]. The chemical constituents of Marrubium sp.
are flavonoids and phenylethanoids, but the genus is best-
known to produce a large variety of diterpenoids [11, 12,
13], such as the well-known furanic labdane diterpene
marrubiin, the first to be isolated and largely studied from
its chemical and pharmacological point of view [14]. Al-
though many studies on the chemistry of numerous spe-
cies of Marrubium have been reported, only one paper on
the phytochemistry of Thymelaea microphylla species was
reported so far in the literature [15]. Oleanolic acid, /-
sitosterol and 3-O-f-D-glucopyranosyl-/-sitosterol were
detected in the aerial parts. The antioxidant activity of the
both endemic plants is not yet reported in literature.

The aim of this work was to evaluate the antioxidant
activity of methanolic and aqueous extracts of leaves and
stems from Marrubium deserti de No€ and Thymelaea
microphylla using the DPPH test and the reducing power
assays in relation with the content of total phenolic com-
pounds.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Aerial parts of Marrubium deserti and Thymelaea mi-
crophylla were collected from Ain Ben Khelil, region of
Naama, Algeria, in May 2007. The plants have been iden-
tified by the Vegetable Ecological Laboratory, University
of Tlemcen, Algeria. The plants were dried in a shadowy
place and at room temperature for a few days.

Chemical reagents

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazine (DDPH) was pur-
chased from Fluka Chemie (Buchs, Switzerland). Trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid,
97 %, C14H,304) and Folin-Ciocalteau reagent were pro-
vided by Sigma-Aldrich Chemie (Germany), and L-(+)-
ascorbic acid was obtained from Merck (Darmstadt, Ger-
many). All other reagents and solvents were from Sigma-
Aldrich (Germany) and of analytical grade.

Extraction procedure

Methanolic fraction: The leaves and stems of Mar-
rubium deserti and Thymelaea microphylla (1 g) were bro-
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ken into small pieces and macerated in methanol (20 ml)
at room temperature for 48 h. The extract was then sepa-
rated from the residue by filtration through Whatman n°
0.45 filter paper. The solvent was evaporated under vac-
uum at 60 °C. The residue was weighed and dissolved in
methanol (3 ml) for further analysis. Eventually, the solu-
tions were stored at -20 °C.

Aqueous fraction: The same procedure was applied us-
ing water instead of methanol. The final residue was
dissolved in water (3 ml).

Determination of total phenolic compounds

The total phenolic content was determined by spec-
trometric method using "Folin-Ciocalteu" reagent assay
[16]. A volume of 200 pl of the extract prepared as de-
scribed above, was transferred into a test tube and mixed
with 1 ml of Folin-Ciocalteu reagent (previously diluted
10-fold with deionised water). The mixture was allowed
to stand at room temperature for 5 min. Then, 0.8 ml of
7.5% (w/v) sodium carbonate solution was added to the
mixture that was gently stirred. After standing at room
temperature for 30 min, the absorbance was measured at
765 nm using a Jenway 6405 UV/ Vis spectrophotometer.
Gallic acid was used as a standard for the calibration curve.
The total phenolic content was expressed as gallic acid
equivalents in mg per g dry matter (leaf or stem).

Ferric-reducing antioxidant power (FRAP)

The reducing power of the extract was determined
according to the method of Oyaizu [17]. Various amounts
of the extracts in distilled water were mixed with phos-
phate buffer (2.5 ml, 0.2 M, pH 6.6) and 1 % of potassium
ferricyanide water solution (2.5 ml, K;[Fe(CN)s]). The
mixture was incubated at 50 °C for 20 min. Aliquots of tri-
chloracetic acid (2.5 ml, 10 % aqueous solution) were added
to the mixture which was then centrifuged at 3000 rpm for
10 min. The supernatant (2.5 ml) was mixed with distilled
water (2.5 ml) and a freshly prepared FeCl; solution (0.5 ml,
0.1 %). The absorbance was measured at 700 nm. Ascor-
bic acid was used as a positive control. In this method, in-
creased absorbance indicates an increased reducing power.

Free radical scavenging activity, DPPH assay.

The free radical scavenging activity was measured
by a modified DPPH" assay [18]. A solution of the extract
prepared as describe above (50 ul) was added to 1950 pl
of methanolic DPPH solution (0.025 gL™). The decreas-
ing absorbance at 515 nm was monitored in order to reach
constant values. The DPPH"® concentration in the reaction
medium was calculated from the following calibration
curve, determined by linear regression:

Asisom = 24.41 x [DPPH"],+ 0.0022 R>=0.999

where [DPPH"); was expressed as mg/ml at ¢ time.

The percentage of the remaining DPPH® (%DPPH rgy)
at the steady state was calculated as follows:

% DPPH"gy = 100 x [DPPH'],/[DPPH"] .o
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where [DPPH"]o and [DPPH"]; are concentrations of
DPPH" at t=0 and t=t, respectively.

Using various antioxidant concentrations, it was pos-
sible to determine the amount of antioxidant necessary to
halve the initial DPPH" concentration (ECs).

ECs is expressed in mg of dry extract per g of DPPH.
The time needed to reach the ECs, concentration, noted
Tgcso [18], was graphically determined.

The antiradical efficiency (AE) was calculated as fol-
lows: AE =1/ (EC50 X TECSO)

Statistical analysis

All experiments were conducted in duplicate, and re-
sults reported with means =+ standard deviation (S.D.). Cor-
relation coefficients of the antioxidant activity were calcu-
lated using the regression program Origin 6 and Tcwin2.

RESULTS AND DISCUSSION

Amount of total phenolic compounds

Phenolic compounds are powerful chain-breaking an-
tioxidants [19]. This activity depends mainly on different
structural features, such as O-H bound dissociation energy,
resonance delocalisation of the phenol radical (PheO®, and
steric hindrance from bulky substituents on the aromatic
ring [20]. However, the results obtained with the Folin-
Ciocalteu assay must be analyzed carefully because this
assay is sensitive to nitrogen-containing compounds and
other reducing substances that may be present in the sample.

As a general comment, the phenolic contents were (i)
higher in the methanolic extracts than in the aqueous
extracts, and (ii) higher in leaves than in stems (Table 1).

The presently observed polyphenolic contents for M.
deserti and T. microphylla are in agreement with the fact
that methanol is known to be a good solvent for polyphe-
nolic compounds extraction.
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The observed methanolic extract values from leaves
(235.1 and 257.4 mg g dry weight, for M. deserti and T.
microphylla, respectively) are high, e.g. much higher than
those reported for plant species from Jordan (2.1 to 52.8
mg g’ dry weight) [21], or for some Algerian medicinal
plants, such as Thymelaea hirsuta (6.81 mg ") [22] and
M. vulgare (140 mg g dry weight) [23]. These high poly-
phenolic levels are very probably directly connected to the
harsh climatic conditions prevailing in the Northern Sa-
hara (hot temperatures, high solar exposure, dryness, short
growing season) as a response to oxidative reactions [22].

The ratio methanolic/aqueous extract of M. deserti is
close to 7.6 for leaves and 6.6 for stems. Values of the
same magnitude were found for 7. microphylla (7.1 and
10.8, respectively). The main feature in Table 1 is the
relatively high level of phenolic compounds in the metha-
nolic extract of stems from 7. microphylla. The role of
other interfering substances needs to be understood. Fur-
ther studies are needed to complete this analysis because
the Folin-Ciocalteu test is also a measure of the redox
properties of the whole extract, which may also include
ascorbic acid, sugars, proteins or pigments. In order to
have a more specific method for the evaluation of phenol
antioxidant properties, it would be necessary to remove
all non-phenolic reducing substances interfering during
the test [22].

Ferric-reducing antioxidant power (FRAP)

The FRAP of methanolic and aqueous extracts of
leaves and stems from Marrubium deserti and Thymelaea
microphylla were compared to the FRAP of ascorbic acid.
This technique uses the direct reduction of hexacyanofer-
rate(I1I) anion [Fe(CN)]> into hexacyanoferrate(Il) anion
[Fe(CN)]*.

As shown in Tables 2 and 3, the methanolic extracts
studied always exhibited a stronger reducing power than
the water extracts, as expected from the Folin-Ciocalteu
test values.

TABLE 1 - Total phenolic contents of aqueous and methanolic extracts of M. deserti and T. microphylla (Folin-Ciocalteu assay).

Plant Part of the plant Extract* Total phenolic content** Methanol/Water GAE Ratio
Leaf MML 235.1+6.1 76
Marrubium deserti WML 30.8+£6.7
Stem MMS 133.7+27.3 66
WMS 20.1+£2.6
Leaf MTL 257.4+89.3 .
Thymelaea microphylla WTL 36.1+£33
Stem MTS 201.6 4.6 102
WTS 18.6+1.9

Values are means + standard deviation (n=2); *MTL: methanolic extract of 7. microphylla (leaf), WTL: water extract of 7. microphylla (leaf), MTS:
methanolic extract of 7. microphylla (stem), WTS: water extract of 7. microphylla (stem), MML: methanolic extract of M. deserti (leaf), WML: water
extract of M. deserti (leaf), MMS: methanolic extract of M. deserti (stem), WMS: water extract of M. deserti (stem); ** mg gallic acid equivalents g

dry plant weight (GAE).
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TABLE 2 - Reducing power of methanolic and water extracts of leaves and stems from Marrubium deserti.

Absorbance at 700 nm*

Concentrations MMS WMS MML WML
(mg ml™)
0.1 0.094 +0.001 0.017 +0.00 0.085 +0.002 0.010 + 0.002
0.2 0.168 £ 0.005 0.044 + 0.002 0.159 £ 0.002 0.049 +0.003
0.3 0.234 +0.012 0.076 +0.002 0.228 £ 0.004 0.084 +0.002
0.4 0.326 +0.007 0.098 £ 0.001 0.299 +0.00 0.123 +0.014
0.5 0.338 £0.001 0.118 +£0.004 0.391 £ 0.007 0.125 +£0.001
1Cso 0.71 £0.01 1.98£0.07 0.65+0.001 1.69+0.11

#Means + SD; for further details see Table 1.

TABLE 3 - Reducing power of methanolic and aqueous extracts of leaves and stems from Thymelaea microphylla.

(%)
s
<

Absorbance at 700 nm*

Concentration MTS WTS MTL WTL Ascorbic acid
(mg/ml)

0.05 0.030 = 0.009 0.019+0.001 0.034 +0.003 0.044 + 0.004 0.463 +£0.012
0.1 0.054 £ 0.001 0.038 +0.002 0.072 + 0.006 0.079 + 0.006 0.815 +0.004
0.15 0.074 £ 0.001 0.060+ 0.009 0.107 £ 0.004 0.120 £ 0.00 1.311£0.058
0.2 0.092 £+ 0.00 0.072 +£0.002 0.136 +£0.005 0.151 +£0.002 1.643 +£0.075
0.25 0.116 £ 0.00 0.071 £0.02 0.174 + 0.002 0.183 +0.004 2.367 +0.053
1Cs 1.17+0.07 1.57+0.08 0.72+0.03 0.69 +0.01 0.063 +0.002

#Means + SD; for further details see Table 1.

The methanolic extract of leaves and stems of Mar-
rubium deserti showed similar behavior, but the leaf ex-
tracts exhibited a higher reducing power than the stem
extracts from Thymelaea microphylla. However, these
antioxidant activities were inferior to that of ascorbic
acid.

On a structural point of view, this observation is in
agreement with the lipophilic properties of phenols with a
high number of hydrogen and carbon atoms [24].

The absorbances versus the extract concentrations
were extrapolated to 0.5 absorbance unit (ECs, or ICs), as
can be seen in Tables 2 and 3. In those experiments, a low

ICs value is the indication of a high Ferric-reducing anti-
oxidant power.

In this work, the highest FRAP value was observed
for ascorbic acid (ICsy 0.063 + 0.002 mg/ml, Table 2),
followed by the methanolic leaf extract from Marrubium
deserti (MML) with ICsy 0.65 + 0.001, and then the aque-
ous leaf extract from Thymelaea microphylla (WTL) with
1Cs50 0.69 = 0.01 mg/ml.

Several studies have shown some kind of relationship
between the antioxidant activity and total phenolic com-
pounds [22, 25]. In the present study, a fair correlation
was observed for the aqueous extracts (R? =0.562), but no
correlation for the methanolic extracts (R* =0.008).

2.5 4
¢ Methanol
2| N A Water
- A
E 15 4 )
) R =0.562
2
E ¢ R =0.008
o 11
n
[8)
- A . . *
0.5 4
0 ! ! ! ! ! .
0 50 100 150 200 250 300

Total phenolic content (mg/ g)

FIGURE 1 - Relationship between the ICs, values and the polyphenolic contents of Marrubium deserti and Thymelaea microphylla (extraction

solvents: water or methanol).
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DPPH radical scavenging activity In Fig. 2, the evolution of [DPPH'] versus time, for

DPPH assay is used to evaluate the scavenging activ- | both plants and both extraction solvents used (methanol
ity of various natural products. It has been generally ac- | and water), are reported.
cepted as a model compound for free radicals originating
in lipid oxidation [26].

-MML + MMS A WML x MTL x MTS o WTL
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FIGURE 2 - Kinetic behaviour of methanolic and aqueous extracts of leaves and stems from Marrubium deserti and Thymelaea microphylla at
1600 mg antioxidant g DPPH.

TABLE 4 - Scavenging effects of sample extracts on DPPH.

Sample ex- Concentration (mg  Remaining DPPH at ECs (mg antioxidant Correlation Time (Tgcso) Correlation Antiradical
tracts antioxidant g DPPH)  steady state (%)" ¢ DPPH) Coefficient (R%) (min) Coefficient (R%) efficiency (AE)
MTL 800 47.68 £5.26 512.75 0.94 1468.13 091 1.32°
1152 8.30+0.50
1600 9.72 £ 1.01
2880 6.40 £0.24
9600 6.66£0.18
MTS 1152 28.70 £ 0.57 830.14 0.95 15391 0.89 7.82°
1600 40.78 £ 1.50
2880 6.18 £0.71
4800 6.11+0.65
9600 4.60+0.25
WTL 1600 23.59 +0.89 205.58 0.99 2506.85 1.00 1.94°
2000 19.71 £ 0.60
2400 26.35 +3.81
3200 22.67 +3.10
4000 27.63 +£3.90
WTS 12000 41.27+2.07 7407.20 1.00 5230.54 1.00 0.02°
16000 37.99 +1.58
MMS 400 51.45+6.57 366.36 0.99 18.56 1.00 1.47°
800 17.98 +£2.61
1600 5.92+0.34
1920 5.62+0.18
3200 524+0.18
MML 400 64.25+3.93 396.32 0.94 63.84 0.94 0.39°
800 8.67 +1.65
1600 5.65+0.00
1920 6.16£0.33
3200 5.88+0.34
WML 1600 78.39+3.87 4314.80 0.99 Nd Nd
6400 3443 +4.85
8000 27.32+4.75
BHT 13.467 0.999 161.523 0.997 0.45¢
Trolox 49.21 0.997 7.803 0.994 2.60°
Ascorbic acid 39.53 0.917 0.606 0.893 41.74°

Nd: not determined; *Means + SD; ® Antiradical efficiency (x10°); ¢ Antiradical efficiency (x10*); ¢ Antiradical efficiency (x107).
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With regard to the Marrubium deserti, the methanolic
extracts from leaves and stems exhibited higher scaveng-
ing activity than those from Thymelaea microphylla. Table 4
shows that the percentages of [DPPH]grgy of leaf methano-
lic extracts at 1600 mg of dry extract per g DPPH were
5.65 and 9.72 % for Marrubium deserti and Thymelaea
microphylla, respectively, and those for the aqueous ex-
tracts were 78.39 and 23.59 % for WML and WTL, re-
spectively. In the case of stem methanolic extracts, these
percentages were 5.92 and 40.78 % for MMS and MTS.
The scavenging activity of the extract to the DPPH test
depends on the solvent used for extraction. Previous stud-
ies about the influence of extraction solvent on yield of
total phenolic content and antioxidant activity of the ex-
tracts have been carried out [25, 27]. In the present studies,
methanol is a better solvent than water, a result in agree-
ment with the lipophilic character observed for higher mo-
lecular weight phenols [24]. Another investigation showed

(V]
L.
m

that the DPPH scavenging activity of the methanol extract
is higher than that of hexane, dichloromethane and ace-
tone extracts, suggesting that the hydrogen-donating com-
pounds are more likely to be present in polar solvents [28,
29]. The ECsy and antiradical efficiency (AE) values of
scavenging DPPH radicals of all extracts ranged from
205.58 to 7407.20 mg g DPPH and from 0.02 x10° to
1.47 x10™, respectively. Compared with commonly used
antioxidants, such as BHT (0.45 x107), Trolox (2.60 x107)
and ascorbic acid (41.74 x107), the extracts showed low
antiradical efficiency following the classification established
by Sanchez-Moreno et al [18] (AE < 1x107 low; 1x107 <
AE < 5x10” medium; 5x10° < AE < 10 x10~ high; and
AE > 10 x107 very high).

From Fig. 3, there was a positive linear correlation be-
tween the ECsy concentrations of DPPH scavenging and
total phenolic content for aqueous extracts (R* = 0.91), but
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no linear dependence was observed for the methanolic ex-
tracts, as revealed by a low correlation (R? = 0.02). These
results were consistent with the findings of many research
groups who reported such positive correlation between total
phenolic content and antioxidant activity [22, 30, 31]. It is
well-known that most antioxidant compounds display dis-
tinct scavenging ability in aqueous or hydrophobic milieu,
or even at lipid-water interfaces [32]. Moreover, a strong
correlation was observed between the ECsy of DPPH free
radical scavenging ability and ICs, of ferric-reducing an-
tioxidant power of methanolic and aqueous extracts (metha-
nolic/aqueous: R? = 0.93/0.71) (Fig. 4). This result indi-
cated that compounds present in the methanolic and aque-
ous extracts capable of reducing DPPH radicals were also
able to reduce ferric ions. These compounds are antioxidant;
possess hydrogen atoms and a single electron transfer
mechanism. These findings are in agreement with those
available in the literature [33, 34]. It is noted that the ferric-
reducing antioxidant power of compounds may serve as a
significant indicator of its potential antioxidant activity, and
it correlates with the results from other methods used to
estimate antioxidant capacity [33, 35]. Also, the effect of
the extraction solvent on polyphenol content varied de-
pending on the solvent polarity and influenced the anti-
oxidant activity [36, 37].

CONCLUSION

It was amazing to evaluate for the first time, to our
knowledge, the antioxidant properties of methanolic and
aqueous extracts of leaves and stems from Marrubium de-
serti and Thymelaea microphylla plants growing in the Alge-
rian Sahara, comparing their total phenolic contents. Deter-
minated by the Folin-Ciocalteu method, they revealed that
the leaf methanolic extracts have the highest phenolic con-
tent, followed by the other extracts. The results of investi-
gation show the presence of feeble linear correlations be-
tween ICs, concentrations, the ECsy, as indicated by the
DPPH test, and the total phenolic content of aqueous ex-
tracts, but no correlation with methanolic extracts. On the
other hand, a positive relationship was established be-
tween ICsoand ECs, concentrations.

This data can be an effective introduction for a further
phytochemical analysis with the aim to isolate and iden-
tify the individual phenolic compounds, in a way to study
their antioxidant capacity in vitro and in vivo.
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The antimicrobial activity and antioxidant properties of Pistacia lentiscus L. and Pistacia atlantica Desf
(Anacardiaceae) leaves extracts were studied against eight bacteria, five moulds and yeast. A strong
antifungal activity and a weak antibacterial activity were observed. They showed also a high reducing
power capacity and a weak scavenging activity for superoxide anions (14.16 % for P. lentiscus and 19.3

% for P. atlantica).

Key words: Pistacia lentiscus, Pistacia atlantica, antimicrobial activity, antioxidant activity.

INTRODUCTION

Food safety and organoleptic preservation properties is a
high topic for researcher and consumer. In a conventional
way, chemical food additives, like preservatives and
antioxidants, can be used. However, in the light of recent
works, some of them as t-butylhydroxytoluene (BHT) or
4-hydroxyanisole (BHA) used to prevent oxidative
rancidity of fats, are cause of concern (Safer et al., 1999).
Several researches reported the extensive use of these
additives in agro alimentary industry. In 12 foods of
different categories, 133 food samples reveal the pre-
sence of BHT and TBHQ, The estimated daily intake
(EDIs) of this antioxidant and BHA for average con-
sumers ranged from 6.00 to 14.42% of the acceptable
daily intake (ADI) of each antioxidant in Korea (Suh et al.,
2005). In parallel, the increased consumption of the
additives in software drinks to benzoates intake, nuts and
canned juices to sulphites intake, bread and biscuits to
BHA intake and chewing gum to BHT intake was also
exposed by the Lebanese population. The ADI could be
exceeded for sulphites and BHT by the children of 9 - 13
years old (Soubra et al., 2007). Restrictions on the use of
these compounds are being imposed because of their
carcinogenicity (Mahdavi and Salunkhe, 1995).

Currently, the research of natural antioxidants like alter-

*Correspondng author: E-mail address:nabila.benhammou79@
- yahoo.fr.

native sources of synthesis antioxidants was emerged
and the exploitation of the various secondary metabolites
of the plant was highlighted in recent years. Thus, the
phenolic compounds in particular the flavonoids have
drawn attention as a potential source of bioactive mole-
cules. Their flavan nucleus structure is linked to the antio-
xidant capacity. These substances are able to reduce
free radicals like superoxide, peroxyle, alkoxyle and
hydroxyl. The reduction occurs by hydrogen transfer
reaction to the reactive oxygen species (ROS), (Jova-
novic et al.,, 1994). Beside that direct scavenging effect,
the mechanisms of action can include the inhibition of the
enzymes and/or the chelation of the trace metal that
catalyze the formation of ROS (Halliwell, 1994).

The resiniferous pistachio tree belongs to Pistacia, a
genus of eleven species in the Anacardiaceae family
distributed in the Mediterranean area. The leaves are
alternate, pinnately compound, and can be either ever-
green or deciduous depending on species (Quezel and
Santa., 1963).

Pistacia lentiscus L (Mastic) is an evergreen shrub or
small tree growing to 1 — 8 m tall (lauk et al., 1996) with a
long tradition in folk medicine since the ancients Greeks
(Palevitch and Yaniv, 2000). The aerial part has tradi-
tionally been used as a stimulant, for its diuretic proper-
ties, and to treat hypertension, coughs, sore throats,
eczema, stomach aches, kidney stones and jaundice
(Bentley and Trimen, 1980; Palevitch and Yaniv, 2000).

The chemical composition of the essential oil of this



plant reveals the presence of several main compounds:
myrcene (19 - 25%), (Calabro and Curro, 1974; Boelens
and Jimenez, 1991); a-pinene (16%), (Buil and Garnero,
1975); terpinen-4-ol (22%), (Picci et al., 1987); &-3-
carene (65%),(De Pooter et al., 1991), myrcene, limo-
nene, terpinen-4-ol, a-pinene, B —pinene, a -phellan-
drene, sabinene, para-cymene and fy-terpinene (Castola
et al., 2000).

The aerial parts seem to have no or only a weak anti-
microbial activity against the Gram (-) and Gram (+)
bacteria (Bonsignore et al., 1998, Tassou and Nychas.,
1995). The antifungal activity appears to be much more
interesting against the clinical yeast (lauk et al., 1996)
and the pathogenic agricultural fungi (Kordali et al.,
2003). The essential oil of the resin proved to be very
active against micro-organisms and fungi, whereas the
oils from the leaves and the twigs showed a moderate
activity against the bacteria and was completely inactive
against the fungi (Magiatis et al., 1999).

The antioxidant properties of the leaves phenolic
compounds were reported: they act as a scavenger of the
1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Baratto et al.,
2003; Benhammou et al., 2007; Gardeli et al., 2007). It
was also shown that the presence of gallic acid and its
derivative, the 1, 2, 3, 4, 6-pentagalloylglucose in the
fruits, play a protecting role against lipid peroxidation
induced by H,O, in K562 cell line (Abdelwahed et al.,
2007). The Chios mastic gum (CMG) is also known to
contain compounds that inhibit the proliferation and
induce the death of HCT116 human colon cancer cells in
vitro (Balan et al., 2007). The iron-induced lipid peroxi-
dation in rat liver homogenates was suppressed by
aqueous extracts, without affecting mitochondrial respi-
ation in cultured HepG2 and PC12. This extract adminis-
tered daily for 5 weeks to rats was shown to contain
compound causing hepathotoxic effect (Ljubuncic et al.,
2005 a, b).

In Algeria, the Pistacia atlantica (Betoum) is a tree
which can reach 25 m in height. It is the most charac-
teristic plant species of the pre-Saharian regions of the
country (Yousfi et al., 2002). This plant has also been
used for the treatment of peptic ulcer and as mouth
freshener (Delazar et al., 2004). A reported hypoglycemic
activity is probably in relation with its ability to inhibit the
o -amylase activity (Hamdan and Afifi, 2004).

Various compounds were characterized: for instance,

o— pinene in the essential oil has been recently reported
(Delazar et al., 2004), as well as monoterpenes and
oxygenated sesquiterpenes as terpinen-4-ol (21.7 %) or
elemol (20%) (Barrero et al., 2005). On an ethnobotanical
point of view, the oil from the fruit is used as an
antidiarrheal (Yousfi et al., 2002). This oil has good
nutritive quality because of its content in unsaturated fatty
acids (oleic + linoleic = 73%) and saturated fatty acids
(palmitic + stearic = 25.8%) (Mensier, 1957; Yousfi et al.,

2002). In comparison with P. lentiscus, there are few
reports in the literature about the antioxidant properties of
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P. atlantica for the DPPH (Benhammou et al., 2007).

The aim of this work was to evaluate the antimicrobial
and antioxidant activities of the ethanolic leaves extracts
of P. lentiscus and P. atlantica from the region of Tlem-
cen (Algeria), in relation with the structure of their phenol-
lic compounds.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The leaves of P. lentiscus (mastic tree) and P. atlantica (pistachio
tree of the Atlas) were collected from the Oum EI Alou and Ain
Fezza stations, respectively, region (Algeria), in 2005. The leaves
were air dried in a shadowy place, then ground into powder.

Preparation of the ethanolic extracts of P. lentiscus (EEPL) and
P. atlantica (EEPA)

50 g of each plant material were macerated with 200 ml of 96.6%
ethanol for 15 days. After filtration, the ethanolic solution was
evaporated under reduced pressure at 70°C (Rotary evaporator-
4000-efficient Laborota) to afford dark green, nearly odourless
viscous material. The extraction yields were 13.53% (P. atlanticus
from Ain Fezza) and 12.64% (P. lentiscus from Oun El Alou), on the
dry powder basis, and close to values (11.32 and 16.59%) reported
elsewhere (Kordali et al., 2003). The residues were dissolved in 20
ml of methanol to give the ethanolic extract solutions of Pistacia
lentiscus (EEPL) and of Pistacia atlantica (EEPA). Because the
ethanolic extracts of Pistacia vera, Pistacia terebinthus and P.
lentiscus leaves are known to be rich in phenolic compounds and it
must be the same for our EEPL and EEPA.

Preparation of the fractions of extracts

For each plant, 50 g of the dried powder of the leaves was
macerated with 150 ml of absolute ethanol for 6 days at room
temperature. After filtration, the ethanolic extract was evaporated
under reduced pressure at 70°C. The dry residue was treated with
50 ml of boiling water to dissolve the flavonoids. Further filtration
through filter paper (Wattman N°1, @ 13 cm, SELECTA, Germany),
afforded the aqueous solution that was firstly extracted with 50 ml
of ethyl acetate (Fraction 1), then with 50 ml of n-butanol (Fraction
2) (Bekkara et al., 1998). The various extracts were evaporated and
each residue dissolved in 3 ml of methanol.

Chromatographic material

The various extracts from ethyl acetate and n-butanol were
analyzed by thin layer chromatography (TLC). The analysis were
performed either on silica gel (Silica Gel GFas4, Merck), with
Chloroform / Methanol / Water / Acetic acid: (100/15/0.5/0.3) as
eluent (Harbone and Williams, 1983), or polyamide (Polyamide-DC
6 UVas4, Macherey and Nagel) and n-butanol / Acetic acid / Water:
(4 /1/5) (Markham, 1982). Rutin, vanillic acid, para-coumaric acid,
ferulic acid, dihydroquercetin, syringic acid, myricetin, resorcinol,
hydroquinone, phloroglucinol, quercetagetin, gallic acid, pyroca-
techol, were from Sarsyntex, (France).

Antimicrobial activity of the extracts
Strains tested

Gram negative: Escherichia coli; 5044172; Klebsiella Pneumo
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Table 1. In vitro antibacterial activity of the extracts of P. lentiscus and P. atlantica.

Strains Inhibition zone(mm)
EE of P. lentiscus | EE of P. atlantica Control’

5ul 10wl 5ul 10wl Sul 10wl
Staphylococcus aureus 11.5 215 13.6 16.5 6.5 9
Listeria monocytogenes 11 10 8 9 0 7
Klebsiella pneumoneae 0 0 0 0 7 9
Pseudomonas aeruginosa 10.5 145 8.5 105 8 9.5
Salmonella typhi 11 25.5 10 215 7 13.3
Proteus mirabilis 9 13 8 10 7.5 9
Escherichia coli 0 0 0 9.5 7 7.5
Enterobacter cloacea 0 14.6 8 12 8 19
Candida albicans 12 23.5 15 23.5 0 11

"Control was determined in absence of ethanolic extract.

neae: 5215773; Pseudomonas aeruginosa: 22212004; Salmonella
typhi: 4404540; Enterobacter cloacea: 1305573; Proteus mirabilis:
0536040.

Gram positive: Listeria monocytogenes: ATCC 19111;
Staphylococcus aureus: ATCC 601 were from the Hospital of
Tlemcen (Algeria).

Yeast: Candida albicans: 444.

Moulds: Aspergillus flavus; Rhizopus stolonifer; Trichoderma sp;
Fusarium sp; Aspergillus flavus, reference 994294 [Museum
National d'Histoire Naturelle (MNHN) (France)]. Isolation from
samples of cereals and identification were performed by the
Laboratory of mycology, Department of biology, Tlemcen (Algeria).

Evaluation of the antibacterial activity

The disc diffusion method was used for the determination of the
antibacterial activity (Gulluce et al., 2003). Sterile Discs, 6 mm in
diameter (Wattman paper N°1 - SELECTA, Germany), impregnated
with 5 and 10 pL of EEPL (0.316 g/mL) and EEPA (0.338 g/mL),
were placed in Petri dishes on Mueller-Hinton agar, which had been
surface spread with 1 mL of logarithmic phase bacteria adjusted to
a 108 UFC/mL fixed by the optical density (OD = 0.08 and 0.1)
(Greisiele et al., 2003). The Petri dishes were then incubated for 18
h at 37°C. The diameter of the inhibition zone was measured to
compare the in vitro antibacterial activity (Table 1).

Evaluation of the antifungal activity

The antifungal activity was determined following the method
described by Chang et al. (1999, 2000). Various volumes (50, 100,
500 pL and 1 ml) of EEPL (0.316 g/mL) and EEPA (0.338 g/mL)
were added to 20 mL of a solution of sterilized potato dextrose agar
(PDA). The mixtures were cast on the Petri dish. Thereafter, a
mycelial disc of approximately 5 mm in diameter, cut from the
periphery of a 7 days old culture, was inoculated in the centre of
each Petri dish, and then incubated at 25 + 2°C. The diameters of
growth of the hypha were recorded after 48 h and 96 h,
respectively, for Rhizopus stolonifer and for the other moulds. The
antifungal index was determined as follows:

Antifungal index (1)=(1—ij100

b

Where: D, and Dy are the diameter of the growth zone in test and in
control Petri dish (mm).

Antioxidant activity of the extracts
Reduction power of the ethanolic extracts

The reduction power (Oyaizu, 1986) was determined using various
concentrations of EEPL and EEPA in distilled water (0.25; 0.5; 0.75;
1; 2; 3 mg/mL) and mixed with of a buffer phosphate solution (2.5
mL, 0.2 M; pH 6.6) and potassium ferricyanide (2.5 ml, 1% aqueous
KsFe(CN)g). The resulting solutions were incubated at 50°C for 20
min. Afterwards, trichloracetic acid (2.5 mL, 10% in water) was
added and centrifuged (3000 rpm) for 10 min. The supernatant
phase (2.5 mL)was diluted with distilled water (2.5 ml) and FeCls;
(0.5 ml, 0.1% in water) was added. The absorbance of the resulting
solution was measured at 700 nm, using ascorbic acid as a positive
control.

Superoxide anion scavenging activity

The method of Markulund (1974) modified by Ekanayake et al.,
(2004) was used in this test. The method is based on the inhibition
of the autoxidation of pyrogallol by phenolic compounds. To the
assay mixture composed of a phosphate buffer solution (2.6 ml, 50
mM in water, pH 8.22 £ 0.03) with the analytical sample extract (0.3
ml) was added a freshly prepared solution of pyrogallol (0.1 mL of a
3 mM solution of pyrogallol in 0.010 M HCI (CHEMINOVA, Madrid,
Spain; 37.5 %). The autoxidation reaction rate of pyrogallol was
determined at 325 nm by monitoring the absorbance every 30 s for
a total period of 10 min, corresponding to the end of the reaction.
The scavenging activity of the superoxide anion (O73) was
calculated by the following formula (Sun et al., 2001):

S= (K<>_K1) %100

0
Where K, and K; are autoxidation rates of the pyrogallol without
and with the leave extract, respectively.
Statistical analysis

The statistical analysis was performed with Origin 6 Professional
program for superoxide anion scavenging essay, and with Microsoft
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Extract Quantity (pl) R. stolonifer A. flavus A. flavus Trichoderma Fusarium sp
of reference sp
G I G | G I G | G |
(mm) | (%) | (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
P. lentiscus 50 68.5 13.07 16.5 61.17 23 31.95 85 0 50 8.25
100 63 14.63 19 59.66 17.5 40.27 85 0 49 10.09
500 20.5 -64 16 71.53 16 45.20 12.5 84.70 34 24.44
1000 9 -20 20 33.33 12 -71.42 9 48.57 21 28.81
P. atlantica 50 85 -7.86 52 -22.35 48.5 -43.5 85 0 55 -1
100 85 -15.17 56 -18.9 32.5 -10.92 78.5 7.64 54 1
500 21 -68 60 -6.76 49.5 -69.52 72 11.87 36 20
1000 10 -33.3 33 -10 12.5 -78.57 27 -54.28 20 32.2
Control 50 78.8 42.5 33.8 85 54.5
100 73.8 471 29.3 85 54.5
500 12.5 56.2 29.2 29.2 45
1000 7.5 30 7 17.5 29.5

G: Growth; I: antifungal index.
Control was determined in absence of ethanolic extract.

Office Excel 2003 for the other tests (ethanolic yield, antimicrobial
activity and reduction power). The data obtained are means of two
replicates along with standard deviations (SD).

RESULTS AND DISCUSSION
Identified compounds by the TLC

The antioxidant activity was studied on the ethanolic
extract of leaves. The use of ethanol like solvent allows
the extraction of phenolic compounds from the leaves of
Pistacia vera, Pistacia terebinthus and P. lentiscus. The
TLC analysis UV light, allowed the identification of a
pattern of flavonols (yellow colours), phenolic acids (blue
fluorescent), flavones (purple chestnut), anthocyans (red
colour) and gallic acid and the para-coumaric acid.

Few studies mention the analysis of phenolic com-
pounds in P. atlantica and P. lentiscus. It has been
shown that the Anacardiaceae family is characterized by
the occurrence of both gallic acid and myricetin deriva-
tives (Umadevi et al., 1988). Three major classes of the
secondary metabolites were described for P. lentiscus:
gallic acid and its derivatives with glucose and quinic
acid; flavonol glycosides (myricetin and quercetin glycol-
sides), and anthocyanins (delphinidin 3-O-glycoside and
cyaniding 3-O-glucoside) by Romani et al. (2002). The
abundance of the flavonoids glycosides was also noted in
the aerial parts of P. lentiscus, P. atlantica, Pistacia vera,
Pistacia chinensi and Pistacia khinjuk (Kawashty et al.,
2000). Para-coumaric acid was identified in the ethanolic
leave extract of P. lentiscus and P. atlantica.

Antimicrobial activity

The antibacterial activity of the ethanolic extracts is

shown in the Table 1. In the present study, Klebsiella
pneumoneae and Escherichia coli are not sensitive to the
extracts of P. lentiscus and P. atlantica. The strains Can-
dida albicans, Staphylococcus aureus and Salmonella
typhi showed a sensitizing effect at the 5 pl level and a
very significant effect at 10ul level.

The antifungal activity is reported in Table 2. The EEPL
generally shows an inhibiting activity on all the tested
strains, except for R. stolonifer and for Aspergillus flavus
of reference at 1ml of extract. In parallel, no inhibiting
activity was observed for EEPA. This result is in agree-
ment with previously reported results (lauk et al., 1996;
Ali-Shtayeh and Abu Ghdeib, 1999).

It is worth to note that the flavonic extracts of P.
lentiscus present an antifungal activity against yeasts and
moulds and no antibacterial activity. The inhibition of
growth of Fusarium sp varies between 8.25 to 28.81% for
P. lentiscus and 20 to 32.20% for P. atlantica depending
of the concentrations, as compared with Fusarium
sambucinum (-175.6%) (Kordali et al., 2003).

Antioxidant activity
Reduction power

Several methods have been developed to measure the
efficiency of dietary antioxidants. These methods are
based on different kinds of defence systems: scavenging
reactive oxygen species (ROS), hydroxyl radicals, reduc-
tion of lipid peroxyl radicals, inhibition of the lipid peroxi-
dation and chelating of the metal ions (Zhu et al., 2002).
The reducing power based on the transformation of Fe™*
into Fe** in the presence of the extracts of P. lentiscus
and P. atlantica is illustrated in Table 3.
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Table 3. Reduction power of the extracts of the phenolic compounds of P. lentiscus and P.

atlantica
Absorbance (700 nm)
Concentrations EE of P. atlantica | EE of P. lentiscus acid Ascorbic acid
(mg/ml)
0.25 1.089 £ 0.06 1.086 £ 0.11 1.405+0.24
0.5 2.234+0.12 2.011+£0.00 2.674 +0.003
0.75 2.418 £ 0.04 2.647+0.00 2.705+0.01
1 2.499 +0.00 2.715+0.00 2.733 £ 0.009
2 2.513+0.01 2.804 £0.00 2.781 £ 0.01
3 2.551 £ 0.001 2.862 + 0.009 2.824 +0.02
Each value represents mean + S.D (two repetitions).
1,44
1,44
12 P - a
P 1,24 //J/
P =
5 1.0 A 2 -
g 2 1,0 g
5 g -
= 08 =
E a=1.38838 & o084
Z 06 b=0.23538 - a=147278
s Chi*2=0.00008 g 0,6 b=0.19046
55 044 R72=0.99956 § Cl:i“2:0.00002
é / § 0,4 / R"2=0.99987
024 / 2
| / S 0,2+ //
010 T T T T T T T /
0 2 4 6 8 10 0,0 T T T T T T T T T T
Time(mn) 0 2 4 6 8 10
Time(mn)
1,44
1,2 o —*
— /‘/
S P
~
N
& 08+
=]
g a=1.48872
£ %87 b=0.17715
k1 Chi*2=0.00002
§ 04+ R2=0.99987
5
S 02 /'/
0,0 / T T T T T
0 2 4 6 8 10
Time(mn)

Figure 1. Absorbance of superoxide anion scavenging by EEPL and EEPA versus time.

The reduction activity of EEPL and EEPA is generally
proportional to the concentration (Gow-Chin and Pin-Der,
1993; Gow-Chin and Hui-Yin, 1995; Hadafi et al., 1998).
In this work, the both extracts were characterized by a

high reduction power. The P. lentiscus show a potential
reduction power than that of P. atlantica. At a concen-
tration of 3 mg/mL, the reduction power of EEPL express-
ed an absorbance is close to values observed ascor- for
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Table 4. Estimate of the parameters of the model of Wallach et al. (1996).

Samples Rate of oxidation | Correlation Coefficient (") | Scavenging ability (S)(%)
Without extract 0.3267 0.9995
EE of P. lentiscus 0.2805 0.9998 14.16
EE of P. atlantica 0.2637 0.9998 19.3

bic acid: 2.862 and 2.8245, respectively. The reduction
power decreases inversely to the polarity of extraction
solvent (Hadafi et al., 1998) and the capacity of reduction
of a compound may serve as a significant indicator of its
antioxidant potential (Mier et al., 1995).

Superoxide anion scavenging activity

Dioxygen form superoxide anions O, by a single electron
transfer during the pyrogallol autoxidation in basic solu-
tions. The superoxide anions are scavenged by antioxi-
dants and consequently, decrease the rate of pyrogallol
autoxidation or even inhibit it. The ability of the phenolic
compounds from the ethanolic extract to scavenge the
superoxide anion was carried out using this pyrogallol
autoxidation method. The results are reported in Figure 1.
From these experiments, the both extracts are effective
superoxide anions scavenger at a concentration as low
as 0.0625 mg/ml.

Table 4 are reported the superoxide anion scavenger
activities of EEPL and EEPA using the model of Wallach
et al. (1996). The higher scavenging activity was
observed for the EEPA (19.3%) as compared with EEPL
(14.2%). This effect is probably related to the concen-
tration and chemical structures of the phenolic com-
pounds extracted, particularly for the flavonoids. It was
reported that the galloyl quinic derivatives isolated from
P. lentiscus L. leaves such as gallic acid, 5-O-galloyl, 3,5-
O-digalloyl, 3,4,5-O-trigalloyl quinic acid derivatives is
responsible for the scavenger activities against 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical, superoxide
anion (O,) and hydroxyl (OH) radical. The scavenging
activity is known to increases with the number of galloyl
groups on the quinic acid skeleton (Baratto et al., 2003).

Conclusion

According to the results, it may be concluded that the
extracts of the phenolic compounds of P. lentiscus and P.
atlantica revealed considerable antimicrobial activity in
particular antifungal activity. Furthermore, the examined
extracts have a high reducing activity and scavenging
activity for the superoxide anion in vitro. These activities
were found are probably in relationship with the structure
of the phenolic compounds. In this study, gallic acid and
para-coumaric acid were identified by TLC. Therefore,
further work should be performed to fully evaluate on the
pharmacological activity of these extracts against the

lesions of arteriosclerosis, the coronary disease inducing
by the oxidation of the LDL and why not cancer while
exploiting on animal models.
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ABSTRACT

Inula viscosa is a medicinal plant used for certain
therapeutic treatments. In this work the antimicrobial and
antioxidant activities of essential oil and ethanolic extract
of this plant were examined.

The activity of these extracts was tested against 8 bac-
teria, as well as 5 moulds and yeasts. They presented a
weak antibacterial capacity. The antifungal activity of the
essential oil is higher than that of the ethanolic extract,
with an inhibition ranging from 56.75% to 84.11%. The
antioxidant activity of the essential oil was evaluated with
the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH") radical scaveng-
ing method. Tests of the activity of the ethanolic extract
were carried out using three methods: reducing power,
superoxide anion scavenging assay and DPPH® radical
scavenging test. These tests revealed that the essential oil
has a weak antiradical capacity. The ethanolic extract pos-
sessed a weak reducing power and superoxide anion scav-
enging activity, but a strong inhibition of DPPH" radical.

KEYWORDS: /nula viscosa, essential oil, phenolic compounds,
antioxidant activity.

INTRODUCTION

In accordance with the research on natural antibiotics
and antioxidants, it was necessary to develop certain natu-
ral substances or secondary metabolites, and to evaluate
their biological properties. A medicinal plant grown in
Algeria was selected for this study.

Inula viscosa (L) [synonym: Cupularia viscosa or Dit-
trichia viscosa (L)] Greuter [1, 2] is an annual, herbaceous,
long-living, viscous and glandulous plant, with strong odour,
belonging to the Asteraceae family (Compositae). It is wide-
spread in North Algeria. The leaves of the plants are often
used by the natives to treat wounds.

This plant is known as a traditional medication, but there is
a great diversity in its use [3]. In the Mediterranean region,
it is used to heal inflammations [4], diabetes [5] and as
antipyretic or disinfectant [6]. In Spain, /. viscosa is used to
treat gastro-duodenal disorder [7]. In Jordan, 1. viscosa is
used to treat bronchitis, tuberculosis and, in the form of
cataplasm, for rheumatics, expectorant, and diuretic [8]. It is
also prescribed as an abortion inductor and against steril-
ity of female rats [8, 9]. The anti-jaundice and powerful
disinfectant effects on wounds were discovered by Font
Quer in 1973 [10]. An antiulcerogenic effect is probably due
to the flavonic contents of 1. viscosa [7]. The extracts and
the essential oil of 1. viscosa show an antifungal activity
against both dermatophytes and Candida spp. [11]. Abu
Zarga et al. [1, 2] identified the presence of sesquiterpe-
noids in the essential oil of /. viscosa from the Jordanian
area. Oksus [12] identified three flavonic compounds in the
flowers of 1. viscosa (3-methoxyquercetin-7-glucoside, 3-
methoxyquercetin and quercetin-3-methoxyquercetin-7-glu-
coside). Costa et al. [13] identified hesperetin, naringenin,
naringin and quercetin in extracts of 1. viscosa.

The aim of this study is to evaluate the antimicrobial
and antioxidant activities of essential oil and ethanolic
extract of this plant collected from Tlemcen area.

MATERIALS AND METHODS

Plant collection

1. viscosa was collected in November 2005 from Sidna
Youchaa in Tlemcen region (situated in Algeria) (longi-
tude 1°23” W, latitude 35°05" N, altitude 40 m). Voucher
specimens of the collected plants were confirmed and de-
posited at the herbarium of the Department of Biology,
Laboratory “Natural Products”.

Extraction of essential oil

Essential oil was obtained from the aerial parts (leaves
and flowers) of the plant by steam distillation for 2 h and
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half a min. The oil was dried and stored in the refrigerator
(4 °C).

Preparation of plant extract

The aerial part used for the extraction was air-dried. A
quantity of 50 g was placed in an Erlenmeyer flask with
200 mL 96.6% ethanol, for 15 days. After filtration, the
ethanol was evaporated under reduced pressure (4000-
efficient Laborota evaporator) at 70 °C. The dry residue
was dissolved in a few mL of methanol [14].

Estimation of total phenolic compounds

The quantity of total phenolic content in the ethanolic
extract of 1. viscosa was determined by the procedure of
"Folin-Ciocalteu" [15]. In a test tube, 200 puL of the ex-
tract was mixed with 1 mL of 10-fold diluted Folin-
Ciocalteu and 0.8 mL of 7.5% sodium carbonate solution.
After 30 min of incubation, the absorbance was measured
at 765 nm using a Jenway 6405 UV/VIS spectrophotome-
ter. A calibration curve was made with various pyrocate-
chol concentrations.

The total phenolic content was expressed in mg equiva-
lents of pyrocatechol per g of ethanolic extract.

Antimicrobial activity
Microorganisms tested

The isolated bacterial strains used for this study origi-
nated from the hospital of Tlemcen.

Gram-negative bacteria: Escherichia coli: 5044172;
Klebsiella pneumoneae: 5215773; Pseudomonas aerugi-
nosa: 22212004; Salmonella typhi: 4404540, Enterobac-
ter cloacea: 1305573; Proteus mirabilis: 0536040.

Gram-positive bacteria: Listeria monocytogenes: ATCC
19111; Staphylococcus aureus: ATCC 601.

The yeast, Candida albicans: 444, was isolated by the
Laboratory of Mycology, Department of Biology.

The moulds Rhizopus stolonifer, Trichoderma sp., and
Fusarium sp. were isolated from cereals by Dr. Larbi
Belyagoubi and identified by Dr Abdallah Moussaoui at
the Laboratory of Mycology, Department of Biology.

Aspergillus flavus: 994294 was obtained from the Na-
tional Museum of Natural History (MNHN), France.

Evaluation of the antibacterial activity

The Disc diffusion assay was used for the determina-
tion of antibacterial activity of the essential oil and extracts
[16]. A suspension of the microorganisms to be tested
(1 mL of suspension at 10° cells mL™) was spread on the
Mueller-Hinton agar media plates. Whatman filter paper
discs (6 mm in diameter) were impregnated with 2 pL or
5 uL of the neat essential oil, and 5 uL or 10 pL of the etha-
nolic extract (diluted with methanol), and then placed on the
inoculated plates. After 18 hours of incubation at 37 °C, the
diameters of inhibition zones were measured in mm.

The quantity of inoculums was fixed by the measure-
ment of the optical density (OD) between 0.08-0.1 [17].
Each experiment was repeated twice.
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Evaluation of the antifungal activity

The determination of the antifungal capacity was evalu-
ated with the technique described by Chang et al. [18, 19].
The quantities of essential oils (100 and 200 pL) and etha-
nolic extracts (50, 100, 500 pL and 1 mL) were added to 20
mL of sterilized potato dextrose agar (PDA). The mixtures
were applied on Petri plates. A mycelium disc of ap-
proximately 5 mm in diameter, cut from the periphery of
a 7-days old culture, was inoculated in the centre of each
Petri plate, which was then incubated at 25 + 2 °C. The
diameters of hyphen growth were compared to that of the
control by applying the following formula:

[18, 19]

Antifungal index (1):(1— ID)“]XIOO
b

where D, was the diameter of growth of plate treated
(mm), and Dy that of growth of control (mm).

The observations of the effects were recorded on the
8™ day for essential oils, and after 48-96 h for ethanolic
extracts.

Antioxidant activity
Evaluation of the antiradical activity of essential oil

The radical scavenging activity was determined using
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH") by Mellor and Tap-
pel method [20]. The 100 uM solution of DPPH" was pre-
pared by dissolving 2 mg powder in 50 mL ethanol. To 2
mL of the ethanolic solution of DPPH® were added 100 pl
of a methanolic solution of the antioxidant references
(Trolox, ascorbic acid) at different concentrations.

The essential oil was prepared by the same method. The
control, without antioxidant, was prepared with DPPH"®
ethanolic solution containing 100 pL of methanol.

The decrease in the absorbance was measured spectro-
photometrically (Jenway.6405 UV/VIS) at 517 nm after
30 min incubation at room temperature.

The percentages of inhibition were calculated by using
the following formula [21]:

SC (%) = {[Absorbance (control) - Absorbance (anti-
oxidant)] / Absorbance (control)} x 100

Measurements were performed in triplicate and the con-
centration required for 50% reduction (SCsy) was deter-
mined graphically.

Evaluation of the antioxidant activity of ethanolic extracts
Determination of reducing power

The reducing power of the extract was determined ac-
cording to the method of Oyaizu [22]. Extracts (0.25, 0.5,
0.75, 1, 2, and 3 mg) in 1 mL of distilled water were
mixed with 2.5 mL of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6)
and 2.5 mL potassium ferricyanide [K3;Fe(CN)] (1 %),
and then the mixture was incubated at 50 °C for 20 min.
Afterwards, 2.5 mL of trichloroacetic acid (10%) was added
to the mixture, which was then centrifuged at 3000 turns
for 10 min. Finally, 2.5% of upper layer solution was mixed
with 2.5% of distilled water and 0.5 mL FeCl; (0.1 %).
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Increased absorbance of the reaction mixture indicated in-
creased reducing power. The ascorbic acid was used like a
positive control.

Determination of superoxide anion scavenging

The modified method of Markulund and Markulund
[23], based on the inhibition of pyrogallol auto-oxidation,
was used. The assay mixture contained 2.6 mL phosphate
buffer (50 mM, pH 8.22 +0.03) and 0.3 mL of sample
extract. The reaction was initiated by the addition of freshly
prepared 0.1 mL of pyrogallol (3 mM pyrogallol in 10 mM
HCI). Auto-oxidation of pyrogallol was measured at 325 nm.
The absorbance of extract was recorded every 30 seconds
for 10 min to reach the maximum inhibition point of the
reaction.

The scavenging activity was calculated as inhibition
rate of pyrogallol auto-oxidation using the following for-
mula [24]:

5= KoK 00

0

where K is the rate of auto-oxidation of pyrogallol
without extract, and K that of the oxidation of pyrogallol
in the presence of the extract.

Determination of DPPH’ radical scavenging

The effect of extract on DPPH® was estimated accord-
ing to the procedure described by Sanchez-Moreno et al.
[25]. Aliquots (0.1 mL) of various concentrations of extract
expressed as g L' were added to 3.9 mL of DPPH". Ab-
sorbance at 515 nm was measured at different time inter-
vals (in seconds) until the reaction reached a plate. The
DPPH’ concentration was calculated from a calibration
curve:

Asisam = 23 x [ DPPH ], R, = 0.997

The percentage of the remaining DPPH® (% DPPHggy)
at the steady state was determined as follows:

% DPPHgpy = [ DPPH ], / [ DPPH ]

where [DPPH ], represented the initial concentration
of the stable radical without extract, and [DPPH J; the
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concentration of the radical remaining in reaction mixture
on the level of the plate.

The percentages of the remaining DPPH® against the
concentrations of the samples were evaluated to obtain the
quantity of antioxidant activity necessary to decrease initial
DPPH" to 50% (ECsg). It was expressed as mg of dry ex-
tract compared to g DPPH in the reaction medium. The
time necessary to reach this value was noted as Tgcso [25].

Antiradical efficiency (AE) was calculated by the fol-
lowing formula:

AE=1/ EC50X TECSO

The percentage of inhibition of radical DPPH" by the
ethanolic extract was calculated from the formula of Yen
and Duh [26]:

A —A.
% Inhibition = {W} x100
C (0)

where A cw©) represents the absorbance of control

with t=0, 4 that in the presence of antioxidants at a

Sample (t)
time t, which depends on concentrations.

RESULTS AND DISCUSSION

Antimicrobial activity

Evaluation of the antibacterial activity

The results of the antibacterial activity of the essential
oil and the ethanolic extract obtained are illustrated in Ta-
bles 1 and 2.

The essential oil in foto did not show any activity against
Gram-negative bacteria (Klebsiella pneumoneae, Pseudo-
monas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter clo-
acae), but showed little activity against positive bacteria
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes). Salmo-
nella typhi showed a moderate sensitivity at 2 pL (11 mm),
and diameters of zone of inhibition may reach 14.5 mm at
5 uL (Table 1).

TABLE 1 - Antibacterial activity [zones of inhibition (mm)] of essential oil
against bacterial strains tested and Candida albicans, based on disc diffusion method.

Microorganisms tested Essential oil Negative control
2 uL 5uL
Staphylococcus aureus 9 10.5 ++
Listeria monocytogenes 10 11 ++
Klebsiella pneumoneae 0 0 ++
Pseudomonas aeruginosa 0 0 ++
Salmonella typhi 11 14.5 ++
Proteus mirabilis 7 8.5 ++
Escherichia coli 0 0 ++
Enterobacter cloacea 0 0 ++
Candida albicans 7 7.5 ++
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TABLE 2 - Antibacterial activity [zones of inhibition (mm)] of extract
against bacterial strains tested and Candida albicans, based on disc diffusion method.

Microorganisms tested Ethanolic extract Negative control (Methanol)
SuL 10 uL SuL 10 uL
Staphylococcus aureus 8 14 6.5 9
Listeria monocytogenes 0 9.5 0 7
Klebsiella pneumoneae 7 9.5 7 9
Pseudomonas aeruginosa 9 1 8 9.5
Salmonella typhi 9.5 19.3 7 133
Proteus mirabilis 7 11.6 7.5 9
Escherichia coli 0 7 7 7.5
Enterobacter cloacea 8 11.3 8 19
Candida albicans 9.6 11.6 0 11

On the other side, the ethanolic extracts have no activ-
ity on all the tested bacterial strains (Table 2). It is inter-
esting to note that essential oil reveals a weak antibacterial
activity. Generally, Gram-positive bacteria seem to be more
sensitive to essential oils than Gram-negative ones [27].
This activity may be due to the presence of phenols [28].

Evaluation of the antifungal activity

The antifungal activity of the tested essential oil-and
ethanolic extract against the examined 5 strains of moulds
is shown in Tables 3 and 4.

The inhibiting activity of the essential oil was signifi-
cant. The percentages of inhibition exceeded 50% in all
tested strains. It varied between 56.75 % for 4. flavus and
84.11% for R. stolonifer at 200 uL (Table 3), whereas the
extracts of the phenolic compounds showed an inhibiting
activity for all strains with different concentrations, except
that of R. stolonifer and A. flavus. The antifungal index
reached the maximum with 500 pL for the strains A.
flavus of reference (45.20 %), 4. flavus (70.64 %) and
Trichoderma sp. (75.52 %). For Fusarium sp., the results
showed that the increase in ethanolic extract concentration
was proportional to the increase of the antifungal index.

TABLE 3 - Growth inhibition of fungal species by essential oil of 1. viscosa.

R. stolonifer” A. flavus® A. flavus of reference Trichoderma sp° Fusarium sp°
T I T I T I T I T I
Essential oil M) ) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
100 16.5 80.58 43 39.43 23.5 57.65 20.5 75.15 34.5 59.41
200 13.5 84.11 28 60.56 24 56.75 15.5 81.21 29 65.88
Control 85 71 55.5 82.5 85
2 After 48 hours of inoculation; ° after 7 days of inoculation; “after 8 days of inoculation; T: Treated; I: Inhibition
TABLE 4 - Growth inhibition of fungal species by ethanolic extract of . viscosa.
Fungal specics Ethanolic extract. _ Control .
ul Treated (mm) Inhibition (%) Treated (mm) Inhibition (%)
50 85 -7.86 78.8 -
i 100 75 -1.62 73.8 -
R. stolonifer 3500 7 36 125 -
1000 6 -20 7.5 -
50 42.5 -
100 45 4.45 47.1 -
A flavus 500 16.5 70.64 56.2 -
1000 11 63.33 30 -
50 24.5 27.51 33.8 -
100 27 7.85 29.3 -
A. flavus of reference 500 6 3500 292 -
1000 11.5 -64.28 7 -
50 67.5 20.58 85 -
. 100 65 23.53 85 -
Trichoderma sp 500 20 7552 817 -
1000 6 65.71 17.5 -
50 43.5 20.18 54.5 -
Fusarium sp 100 38.5 29.35 54.5 -
500 20 55.55 45 -
1000 9 69.5 29.5 -
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The inhibiting activity of the ethanolic extract on the
growth of Candida albicans was also deferred by Maoz
and Neeman [29]. The aqueous extracts of the leaves have
an antifungal activity against dermatophytes (Microspo-
rium canis, Trichrophyton rubrum, Candida albicans, Tri-
chophyton mentagrphytes and Trichophyton terrestrial) [11,
29]. The rate of inhibition of mycelial growth can reach
100% for Microsporum canis and Microsporium gypseum.

The qualitative and quantitative analysis of essential oil
by CPG/SM confirmed that antifungal activity is due to
the high concentration of sesquiterpenes, particularly that
of carboxyeudesmadiene, in this plant’s leaves [11]. Other
authors suggested that the aqueous extracts of the air parts
(leaves, fruits and the flowers) of . viscosa have antifungal
activity with the percentage of inhibition higher than 90 %
against the dermathophytes Microsporium canis, Trichophy-
ton mentagrophytes and Trichophyton violaceum [30]. These
activities were due to the presence of the various groups
of flavonoides (isoquercetin, quercetin, apigenin, isoram-
netin, naringinin, caffeic and chlorogenic acids) [31].

Antioxidant activity
Antiradical activity of essential oil

The obtained concentrations SCs are:
SCso (Trolox): 0.077 mg mL™' mL ™!
SCs (Essential oil): 196.73 mg mL ™

The antiradical activity of the essential oil is weak
compared to that of the commercial antioxidants, Trolox
and ascorbic acid. Its combination with both antimicrobial
and antifungal activity could explain the interesting effect
in agro-alimentary industry on the treatment of cereals
against the moulds of deteriorations.

Antioxidant activity of the ethanolic extract
The antioxidant activity in vitro was evaluated by:
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Reducing power

Figure 1 reveals that the reducing power of extract in-
creased with increasing the amount of the sample. This
result was confirmed by several authors [32]. In addition,
the extract showed a weaker reducing power activity com-
pared to the control.

Superoxide anion scavenging

Superoxide anion is a free radical which plays an im-
portant role in the formation of other reactive oxygen com-
pounds, such as hydrogen peroxide, hydroxyl radicals or
singlet oxygen in living systems [33]. It can also react with
nitric oxide to generate the peroxynitrite, which turns to
toxic compounds like the hydroxyl radical and nitric dioxide
[34]. The scavenging capacity of the extract of the phenolic
compounds toward superoxide anion radicals was carried
out by using the system of pyrogallol auto-oxidation.

The results obtained are illustrated in Figure 2.

The exponential model of Wallach ef al. [35] was se-
lected to adjust the data, and to calculate the rate of pyro-
gallol auto-oxidation (absorbance min™). The decrease of
absorbance at 325 nm with antioxidant thus indicates the
consumption of superoxide anion in the reaction mixture.
The ethanolic extract showed the superoxide radical scav-
enging activity which was equal to 14.28% at very low
concentration (62.5 pg mL™). The oxidation speed of sam-
ples with extract and those without extracts were 0.280
and 0.326, respectively.

DPPH’ radical scavenging

The results of the antioxidant activity expressed as per-
centage of inhibition are illustrated in Table 5.

The ability to fade the methanolic solutions of DPPH*
was noticed in all the samples tested. The extract of I vis-
cosa presented a lower percentage (36.44 %) than that of

—a— Extract of Inula viscosa

—— Ascorbic acid

Absorbance at 700nm

——

0 0,5 1 1,5

Amount of extract (ug)

2 2,5 3 3,5

FIGURE 1 - Reducing power of the ethanolic extract of . viscosa.
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FIGURE 2 - Kinetics of the superoxide anions scavenging obtained by the inhibition of pyrogallol oxidation with extracts of I. viscosa.

TABLE 5 - Antioxidant activity of ethanolic extract of 1. viscosa.

Concentrations (g L) Ethanolic extract Trolox Ascorbic acid
0.062 - - 50.62
0.12 - - 56.37
0.14 - - 52.24
0.19 - - 72.53
0.22 - - 92.01
0.24 - - 92.28
0.25 - 73.07
0.5 36.44 94.97
1 68.99 95.24
2 93.71 95.78
3 93.89 95.69
) -1
100 - 0.5 g1|
—x—1 gl
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FIGURE 3 - Fraction of plotted DPPH"® remaining versus time for different concentrations of 1. viscosa extracts.
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TABLE 6 - Yield and total phenolic content in the ethanolic extract.

Vegetable material Origin Ethanolic extract (g) Yield (%) Total phenolic content (mg g
Inula viscosa Sidna Youchaa, Algeria 2.745 1 0.38 549 +0.77 1.85+0.09
Trolox (94.97 %) at 0.5 g L. This value increased accord- REFERENCES

ing to the concentration, and reached 93.89 % at 3 g L ™.
The ascorbic acid had a raised activity about 92.28 % at
0.24 g L™ level [36].

The reduction in the absorbance of the DPPH" radi-
cal, which corresponds to the reduction in the percentage
of DPPH’ remaining at the stationary phase, was explained
by its reduction in the presence of the extracts or controls
as function of time (Figure 3)

The ECs, concentration of 1. viscosa extract was equal to
220.35 mg g' DPPH", compared to ascorbic acid (39.53 mg
g" DPPH") and Trolox (49.21 mg g"' DPPH"). The anti-
radical efficiency of the extract was about 0.1153 x 10 ~,
being lower than those of ascorbic acid (41.74 x 10 ~*) and
Trolox (2.60 x 10 ) [36].

Total phenolic content

The quantity of the total phenolic content in the ex-
tract was given by a linear regression equation obtained
from the calibration curve, and expressed as mg equivalent
pyrocatechol per g of ethanolic extract.

Table 6 summarizes the yield and the total phenolic
contents of the extract.

The use of ethyl acetate as a solvent enables to obtain
a yield in dry mixture flavonics of 1.25 % [12]. The anti-
oxidant activity of the extract of I viscosa may be due to
the strong content of phenolic compounds. Schinalla et al.
[37] described that this activity was due to the presence of
the flavonols, especially the derivatives of quercetin.

CONCLUSION

These results suggest that essential oil and ethanolic
extracts of I. viscosa possess antimicrobial and antioxidant
properties. It could be used as alternative natural antioxidant
in agro-alimentary industry (but after toxicological exami-
nation) to preserve the lipid peroxidation, but also in phar-
maceutical industry to prevent and treat various human
diseases.

This study will provide bases for future studies in this
area. It is interesting to continue this investigation on the
volatile constituents and the different fractions of phenolic
compounds of this plant in order to identify the individual
components (or the association of components), which
would be responsible for this biological activity.
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SUMMARY

In the present work, the antiradical capacity of ethano-
lic extracts of phenolic compounds obtained from Pistacia
lentiscus L. and Pistacia atlantica Desf. (Anacardiaceae)
was compared with that of synthetic antioxidants (ascor-
bic acid and trolox).

The phenolic compounds of the leaves of P. lentiscus
(mastic tree) and P. atlantica (Mount Atlas pistache) were
extracted with ethanol. The total phenolic contents (PT)
were determined by the method of Folin-Ciocalteau. The
contents obtained were approximately 1.96 4 0.70 and 0.90
+0.05 mg g of P. atlantica and P. lentiscus dry extracts,
respectively. The antioxidant activity of the extracts was
determined spectrophotometrically at ambient temperature
and 515 nm using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
and evaluated following the kinetics of the DPPH reduc-
tion.

The results obtained showed that ascorbic acid had
greater antioxidant activity than the extracts. In addition,
the extract of P. lentiscus showed more activity than that of
P. atlantica. The parameter ECs, and its time equivalent
Tgcso have an influence on the antiradical capacity of phe-
nolic compounds’extracts. The antiradical efficiency (AE)
was regarded to be a powerful parameter to select antioxi-
dants compared to ECs,. This study has revealed that P.
lentiscus remains a considerable source of natural antioxi-
dants.

KEYWORDS: Antiradical efficiency, DPPH, polyphenols, Pistacia
lentiscus, Pistacia atlantica.

INTRODUCTION

Pistacia is a genus of the Anacardiaceae family [1]. It
includes many species widely spread in the Mediterranean
and Middle Eastern areas [2]. Zohary [3] recognized eleven
species used as ornamentals, and some of them are valu-
able as fruit trees.

Pistacia lentiscus L. is a small evergreen tree or shrub,
1-8 m high, with pinnate leaves and lanceolata leaflets [2].
Due to its exceptionally high resistance to both drought
and excess light stress, it plays a key role in the mainte-
nance of ecosystems that are at incipient risk of desertifi-
cation [4]. Pistacia atlantica Desf. is a tree which can reach
25 m in height. It grows naturally in arid and semi-arid areas
[5]. These two species are the main oleoresin resources, and
of immense economic and pharmaceutical importance [1].
Pistacia species have a long history in the ethno- and/or
popular medicine. The resin produced from the bark was
an embalming ingredient in ancient Egypt [6]. This species
is used to treat eczema, paralyses, diarrhoea, throat infec-
tion, renal stones, jaundice, asthma and stomach-ache, as an
astringent, anti-inflammatory, antipyretic, pectoral and
stimulating agent [7]. The aerial part of P. lentiscus has
also been used in some regions of Spain as a popular cure
for hypertension [7].

Recently, the greatest interest of the biological, medi-
cal and scientific world has been related to research the
natural antioxidant molecules. Free radicals are species
which contain one or more unpaired electrons. These mole-
cules are highly reactive transient chemical species formed
in all tissues during normal aerobic cellular metabolism.
They easily capture an atom from other molecules, start-
ing a chain reaction with the potential to initiate damage to
the various intracellular components [8]. They act on pro-
teins and DNA of healthy cells, and cause peroxidation of
membrane lipids [9].

The free radicals are formed continuously in the hu-
man body as a result of the oxidative phosphorylation ef-
fect. They are the main factors for ageing, tumors, arterio-
sclerosis and hypertension. They also cause accumulation
in tissues of special pigments, the so-called lipofucsines.
The biology of free radicals is a relatively new area that
studies the interaction between living matter and free radi-
cals.

Antioxidants are substances that are capable to lessen
the oxidation rate in autoxidisable materials. The mecha-
nisms by which they can inhibit the process of oxidation
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include scavenging of the free radicals, chelating of free
metals, and inhibition of enzymes responsible for the pro-
duction of the free radicals and the prevention of the anti-
oxidant systems of defense [10].

Living organisms have developed a complex antioxi-
dant network to counteract reactive species. Non-enzymatic
antioxidants, such as albumin, reduced glutathione (GSH),
ascorbic acid, a-tocopherol, B-carotene, uric acid, bilirubin
and flavonoids, constitute an important aspect of the net-
work [11]. Tocopherols are considered to be singlet oxy-
gen quenchers [12, 13]. Trolox C is water-soluble and re-
ported to be more active than o- and y—tocopherols, thus
possibly interfering with the chain reaction of lipid per-
oxidation by reacting directly with peroxyl and alkoxyl
radicals [14].

The study of the antioxidant capacity of the leaves of
P. lentiscus has revealed that the activities of the scaveng-
ing of the DPPH radical, superoxide anion (O%,) and hy-
droxyl (OH) radical increase according to the increase in
the numbers of galloyl groups on the quinic acid skeleton
[15].

No data is available for the antioxidant capacity of P.
atlantica under in vitro conditions.

The purpose of this study is to evaluate the antiradical
activity of phenolic compounds obtained from ethanolic ex-
tracts of P. lentiscus L. and P. atlantica Desf. leaves.

MATERIAL AND METHODS

Plant material.

The leaves of P. lentiscus L. and P. atlantica Desf.
were collected at the stations Oum El Alou and Ain Fezza
(area of Tlemcen, Algeria), in November, 2005. Voucher
specimens of the collected plants were confirmed and de-
posited at the herbarium of the Department of Biology,
Laboratory “Natural Products”, Faculty of Sciences, Uni-
versity Abou Bekr Belkaid, Tlemcen (Algeria).

Chemical reagents.

Methanol and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl were pur-
chased from Fluka Chemie GmbH, CH-9471 Buchs (Swit-
zerland); Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-carboxylic acid, 97%, C4H;504) and Folin-Ciocalteau
reagent were provided by Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Germany). L(+)- ascorbic acid was obtained from Merck,
Darmstadt (Germany). All reagents used were of analyti-
cal grade.

Preparation of the extracts of the phenolic compounds.

The powder (50 g) of each plant was placed in an Er-
lenmeyer flask in 200 ml ethanol (96.6 °) for 15 days. After
filtration, the ethanol was evaporated in a rotary evapora-
tor (4000-efficient Laborota) at 70 °C, and the dried resi-
dues were dissolved in 20 ml methanol.
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Proportioning of total phenols

Total phenolics in the extracts of the leaves of P. len-
tiscus (ELPL) and P. atlantica (ELPA) were determined
with Folin—Ciocalteu reagent according to the method of
Singleton and Rossi [16]. Aliquots (200 pl) of each extract
were transferred into test tubes, and 1 ml of 1/10-diluted
Folin-Ciocalteu reagent and 0.8 ml of sodium carbonate
(7.5 %) were added. The mixture was allowed to stand for
30 min at ambient temperature with intermittent shaking.
The absorbance was measured at 765 nm using a Jenway
6405 UV/VIS spectrophotometer. A calibration curve to
various pyrocatechol concentrations (4.746, 47.47, 63.37,
84.37, 112.5, 150 mg L") was carried out.

The total phenolic contents were expressed in mg
equivalent with pyrocatechol per g of the ethanolic extract.

DPPH radical scavenging activities

The effect of each extract on DPPH® was measured us-
ing the methods described by Sanchez-Moreno et al. [17].
A volume of 0.1 ml of various concentrations of each ex-
tract expressed in g L™ was added to 3.9 ml of methanolic
solution of DPPH* (0.025 g L) prepared daily. The absorb-
ance at 515 nm was measured at different time intervals (in
seconds) until the reaction reached a plateau. The concen-
tration of DPPH* (g L™") in the reaction medium was cal-
culated starting from a calibration curve constructed with
the following concentrations of DPPH" [0.0125, 0.0156,
0.0187, 0.0237, 0.0243, 0.0247 g L] by a linear regres-
sion.

A515 nm = ax [DPPH.]t+ b
where [DPPH ], was expressed as g L.

The percentage inhibition of radical DPPH by the ex-
tracts of phenolic compounds was calculated using the
formula of Yen and Duh [18]:

% Inhibition = [(A c©)— A échantition @) )/A ) ] x 100

where A¢() represents the absorbance of control with
t=0, and Aschaninone represents that in the presence of anti-
oxidants at a time T, which varies according to the con-
centrations.

Statistical analysis.

All data presented are means of three replicates along
with standard deviations. Correlation coefficients were de-
termined between antioxidant capacity and phenolic con-
stituents using Origin 6 Professional and Prism 3 statisti-
cal program packages.

RESULTS AND DISCUSSION

The free radical DPPH is used in experimental sys-
tems to evaluate the effectiveness of antioxidants and fla-
vonoids [17, 19].
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TABLE 1 - Antioxidant activity of the extracts of the phenolic
compounds of P. lentiscus and P. atlantica expressed as % of inhibition.

Concentration (g L") Percentage of Percentage of Percentage of Percentage of inhibition
inhibition inhibition inhibition (Ascorbic acid)
(Trolox) (ELPL) (ELPA)
0.062 - - 50.62
0.12 - - 56.37
0.14 - - 52.24
0.19 - - 72.53
0.22 - - 92.01
0.24 - - - 92.28
0.25 73.07 41.29 89.40
0.5 94.97 92.90 92.36
1 95.24 94.50 93.96
2 95.78 94.61 94.38
3 95.69 95.69 95.69

ELPL = extracts from the leaves of P. lentiscus; ELPA = extracts from the leaves of P. atlantica (ascorbic acid and

Trolox are positive controls).

Calculation percentages of inhibition of free radical DPPH’

The results of the antioxidant activity expressed in
percentages of inhibition are illustrated in Table 1.

Ascorbic acid revealed about 92.28 % of inhibition
increase at 0.24 g L™ concentration. For the two plant ex-
tracts tested, the ability to inhibit methanolic solutions of
DPPH was almost complete with a high concentration. It
is possible to obtain an effect of the scavenging the DPPH
at 100%. The percentages of inhibition for the Trolox,
ELPL and ELPA extracts varied between 73.07-95.69 %,
41.29-95.69 % and 89.40-95.69 %, respectively.

Fraction of the residual DPPH’
(DPPH’ren) solution plotted versus time

Reduction in the absorption of radical DPPH was ex-
plained by its reduction in the presence of P. lentiscus, P.
atlantica and control extracts (Figs. 1 and 2) [20].

This reduction results from the change of the violet
color towards yellow during the formation of the DPPH-H
radicals, starting by the release of phenolic hydrogen atoms

0,6

Absorbance(515)

from the extracts and their acceptance by radical DPPH.
The results obtained for absorbance versus time are not en-
abling the calculation of the antioxidant activity (AOA).
Consequently, it is necessary to transform these data with
the residual fraction of DPPH in the methanolic solutions
versus time.

This fraction (DPPHggy) was calculated by the fol-
lowing formula [20]:

% DPPH'geq =[ DPPH*],/ [ DPPH" J,—,

where [DPPH ], _ is the initial concentration of the
stable radical without the antioxidant and [DPPH ], is its
remaining concentration at the reaction plateau step.

The concentrations of [DPPH ]t were calculated by
using the following linear regression equation:

Asisam = 23x[DPPH"]t; r*=0.997

The evaluation of the residual DPPH percentages at
steady state conditions according to the concentrations is
summarized in Table 2.

—— 0,062¢g1"
= 0,12gl"
—A— 014l
-0 0,19g1"
¢ 022gl!
0241

0 10 20 30 40 50 60 70

Time (s)

FIGURE 1 - Reduction of the absorption of ascorbic acid versus time.
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FIGURE 2 - Reduction of the absorption of ELPL, ELPA and Trolox at 0.25 g L™ versus time.

TABLE 2 - Correlation between the antioxidant capacity (by the DPPH method) and concentrations of antioxidants (g L™).

Concentration Concentration Time at % inhibition of Correlation
Antioxidant (g L") of antioxidants (mg antioxidant per g steady state DPPH’ygy at the coefficient
DPPH") (min) steady state )

0.25 100 30 59.53 0.994

0.5 200 25 7.08 0.995

ELPL 1 400 3.25 5.48 0.999

2 800 2.58 5.39 0.999
3 1200 5 4.29 1

0.25 100 33.33 11.63 0.994

0.5 200 3.16 7.62 0.999

ELPA 1 400 1 6.02 0.999
2 800 1.16 5.13 1

3 1200 2 4.29 0.942

0.25 100 6.16 26.93 0.998

0.5 200 433 5.03 0.999

Trolox 1 400 2 4.76 0.999

2 800 1.08 4.22 0.995

3 1200 1.25 431 0.998

0.062 24.8 1.5 49.03 0.993

0.12 48 0.83 43.64 0.999

Ascorbic acid 0.14 56 2.75 47.88 0.996

0.19 76 341 27.49 0.998

0.22 88 291 7.98 0.979

0.24 96 1.16 7.18 0.999

In the case of fast kinetics, samples with high concen-
trations react quickly and reach steady state conditions
immediately. On the contrary, slow kinetics and low con-
centrations imply a long period before reaching the steady
state. ELPA possessed a high potential to scavenge DPPH
radical, compared to ELPL and Trolox at concentrations
of 0.25 gL

The concentration of each antioxidant correlated with
its total antioxidant capacity, and correlation coefficients
were >1 in all cases.

Concentration increase of the samples revealed a pro-
portional reduction in percentage of residual DPPH. In the
case of 3 g L', the steady state was reached after 2 min
for ELPA, 5 min for ELPL and 1.25 min for Trolox, where-

as for ascorbic acid, the steady state for 0.24 g L' was al-
ready obtained after 1.16 min.

Fraction of the residual DPPH* (DPPH"grem)
plotted versus the concentration of antioxidants

The concentration of a compound reducing the initial
DPPH level by 50% (ECsp) is generally used to measure
the antioxidant power [17, 21-23], respective antioxidant ac-
tivity (AOA), which rose at low EC;s, values, and converse-
ly [24].

The ECs, values (Table 3) were calculated from the
residual percentages of DPPH plotted versus the concentra-
tions of the phenolic compound extracts, expressed as mg
antioxidant per g DPPH® using an exponential equation

(Fig. 3).
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FIGURE 3 - Fractions of the residual DPPH (DPPHggy) at
the steady state plotted versus ratio (mg of antioxidant/g DPPH).
TABLE 3 - Determination of ECsy.concentrations.
Antioxidant ECs Range of times at the steady state | Correlation coefficient Tecso
(mg antioxidant per g DPPH") | (min) for different concentrations (o)
ELPL 90.87 2.8-30 0.950 33.524
ELPA 27.76 1-33.33 0.999 259.56
Trolox 49.21 1.08-6.16 0.997 7.803
Ascorbic acid 39.53 0.83-3.41 0.917 0.606
TABLE 4 - Determination of the antiradical efficiency (AE) of the samples.
Antioxidants Correlation coefficient ECs Time (Tecso) AE ( x1 073) PT
(8 (mg g™
ELPL 0.908 90.87 33.524 0.328 0.90 £ 0.05
ELPA 0.999 27.76 259.56 0.1387 1.96+ 0.70
Ascorbic acid 0.893 39.53 0.606 41.74
Trolox 0.994 49.21 7.803 2.60
PT = total phenolic contents; ELPL = extracts from the leaves of P. lentiscus; ELPA = extracts from the leaves of P. atlantica.
According to the obtained results, low ECs, values AE= 1 [17]
(ELPA, 27.76 and ELPL, 90.87 mg g’l) corresponded with ECsoxTycs

low-time reactions. The values for ascorbic acid and Trolox
were 39.53 and 49.21 mg g”' DPPH. Comparison of these
values to control indicated that ELPA has scavenging activ-
ity for the DPPH radical.

Tgeso was that time necessary to reach the steady state
at a concentration corresponding to ECs. It was obtained
by the modelling of times at steady state conditions versus
the concentrations for each ethanolic extract.

Antiradical efficiency

The parameter "Antiradical efficiency (AE)" is used to
differentiate and classify various antioxidants (Table 4),
and was obtained by the following formula:

Low ECs, values combined with low Tgcsg resulted in
high AE values. The ECs, of ELPA and ascorbic acid are
similar, whereas the difference in time Tgcs equalizes with
258.95 min between these two antioxidants, indicating that
ECs, values do not show time dependence (Table 4). The
antiradical efficiency of ascorbic acid is higher (41.74x107)
than that of ELPL (0.328x10”), ELPA (0.1383x10) and
Trolox (2.60x107). AEs of the samples are classified in the
following order: ascorbic acid > Trolox > ELPL > ELPA.
This shows that AE remains a powerful parameter for evalu-
ating the antioxidant activity, compared to ECs,.

The obtained results indicate that ascorbic acid (41.74
x 107) has a higher antioxidant power for scavenging of
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DPPH compared to Sanchez-Moreno (11.44x107)[17] and
Qian and Nihorimbere (0.80x107) [24]. On the contrary, the
ECs, value was 39.53 mg g"' DPPH compared to 76 and
50 mg g DPPH found by these authors. It is suggested
that ascorbic acid reacts immediately with radical DPPH,
and reaches the steady state in 15 seconds [25]. In our
study, this phase arrives after 1.16 min compared to 1.15 min
mentioned by Sanchez-Moreno [17].

The antioxidant power of these two controls is also
cited by other authors: tannic acid> quercetin> rutin> ascor-
bic acid> DL-a -tocopherol [17, 21, 22].

The antioxidant activity of ELPL and ELPA extracts
is close to the one of gallic acid [15]. It has been shown
that the antioxidant capacity of P. lentiscus extract is due
mainly to gallic acids and their derivatives galloyls (5-O-
galloyl; 3,5-O-digalloyl; 3,4,5-tri-O-galloyl). Percentage of
DPPH scavenging activity increases consequently with the
number of the galloyl groups. Quercetin and gallic acid are
powerful natural antioxidants [26], and monophenols are
less effective than polyphenols [17, 24]. With gallic acid,
the inductive effect of these 3 hydroxyl groups is a signifi-
cant factor influencing the increase in antioxidant activity
[17].

The quantity of PT in the extracts was determined as
pyrocatechol equivalent using an equation obtained from
a calibration curve. The equation is given below:

Absorbance = 0.0198 x mg pyrocatechol + 0.1283
(r*=0.9917)

The total phenolic contents of ethanol extracts of P.
lentiscus and P. atlantica varied from 0.90 to 1.96 mg of
pyrocatechol equivalent (Table 4). According to these re-
sults, no relationship between total phenols and antioxidant
activity could be related. In many cases, the high activity
was not limited to phenolics, but it may be due to the pres-
ence of other antioxidative secondary metabolites, such as
volatile oils, carotenoids, flavonoids, lignans, alkaloids,
vitamins (ascorbic acid) etc. [27-29].

CONCLUSION

This research has examined the kinetics of free radi-
cal DPPH scavenging by using the ethanol extracts of two
Pistacia species to evaluate antioxidant activity.

The two extracts reveal a powerful antioxidant capac-
ity. Antiradical efficiency of P. lentiscus is stronger than
that of P. atlantica. This capacity is reverse when compared
with concentrations of ECs,. Therefore, the parameter "an-
tiradical efficiency" remains an adequate and better one
than ECs, to classify various antioxidants. The ascorbic
acid showed a higher antioxidant capacity than Trolox. In
addition, the efficiency of free radical scavenging increases
according to concentration, and this capacity depends on
both the amounts and types of phenolic compounds in the
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extracts. However, the industrial exploitation of the ex-
tracts of the phenolic compounds from P. lentiscus and P.
atlantica appears to be promising. These two species can
be used like supplements of natural antioxidants to avoid
autoxidation, and the phenomenon of degradation of the
foodstuffs. Moreover, the free radical scavenging activity
is also useful like preventive properties against diseases.
More research is required to further characterize the ex-
tracts, and possibly identify the phenolic compounds within
the two species that are responsible for the antioxidant
capacity.
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Résumé

Les composés antioxydants font 1’objet de nombreux travaux car, en plus de leur utilisation comme des conservateurs dans les denrées
alimentaires en remplagant les antioxydants de synthese, ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies. Dans le cadre de la
découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a I’étude des composés
phénoliques et 1’évaluation des propriétés antioxydants des extraits de dix (10) plantes médicinales de I’Ouest et du Sud-Ouest Algérien :
Pistacia atlantica, Thymelaea microphylla, Marrubium deserti, Atriplex halimus, Anabasis articulata, Helianthemum lippii, Zygophylum
album, Cotula cinerea, Pentzia monodiana et Inula montana.

La premiére partie de cette étude concerne 1’extraction et la quantification des phénols totaux, des flavonoides et des tannins par le réactif
du Folin-Ciocaleu, par le trichlorure d’aluminium et par le test de vanilline respectivement.

La deuxiéme partie est I’étude de ’activité antioxydante des extraits de plantes en utilisant ainsi cinq techniques : piégeage du radical
DPPH", piégeage de I’hydroxyle (‘OH), réduction de fer, inhibition de 1’oxydation du B-caroténe et la quantification de la capacité
antioxydante totale.

Les résultats obtenus montrent la richesse de P. atlantica, T. microphylla et M. deserti en polyphénols dont la teneur varie entre 133.744 +
27.353 et 285.956 mg EAG/ g MS. Pour les autres plantes, le contenu en polyphénols est compris entre 3.776 et 74.211 = 1.188 mg EAG/ g
MS. Les teneures en flavonoides et tannins exprimées en équivalent de catéchine sont de I’ordre de 0.564 a 12.441 mg/ g et 1.421 a 25.021
mg/ g respectivement.

Les méthodes de I’activité antioxydante montrent que tous les extraits des plantes étudiées présentent des propriétés antioxydantes a
différents niveaux. La fraction acétate d’éthyle des fruits de P. atlantica posséde une meilleure capacité réductrice (ICsp = 0.055 + 0.002 mg/
ml) par rapport & 1’acide ascorbique (0.063 + 0.002 mg/ ml), un fort piégeur des radicaux DPPH" (ECsy = 14.641 mg Antioxydant/ g DPPH) et
*OH (ECsp = 0.271 mg/ ml) par rapport aux BHT (ECsp = 13.468 mg/g) et BHA (ECsp = 0.306 mg/ ml) respectivement, mais un faible pouvoir
inhibiteur du blanchiment du f-caroténe (ECso = 3.524 mg/ ml). Cette fraction a une capacité antioxydante totale de 1’ordre de 31.209 £1.874
mg EAA/ g. Concernant les autres extraits, P.atlantica et sa fraction butanolique, H. lippii (tiges, feuilles et fruits), l. montana et A. articulata
montrent des pouvoirs antioxydants moins importants mais intéressants comparativement aux extraits d’A. halimus, Z. album, C. cinerea, P.
monodiana, M. deserti et T.microphylla qui ont des activités faibles.

Nous avons enregistré une corrélation positive entre les cinq tests, ce qui explique la contribution de plus de 20 % des antioxydants de la
plante particuliérement les tannins (R* = 0.7337- 0.9393) et les flavonoides (R* = 0.5917 - 0.9221).

Mots clés : Plantes médicinales ; Polyphénols ; Flavonoides ; Tannins ; Activités antioxydantes ; CAT ; Réduction de fer ; DPPH" ; "OH ;
[B-carotene.

Abstract

The antioxidant compounds are the subject of many works because, in addition to their use as conservatives in the foodstuffs by replacing
synthesis antioxidants, they intervene in the treatment of many diseases. Within the framework of discovered new antioxidants from the
natural sources, we have investigated in this work, the study of phenolic compounds and the evaluation of the antioxidant properties of extracts
from ten (10) medicinal plants in the west and south-west Algeria : Pistacia atlantica, Thymelaea microphylla, Marrubium deserti, Atriplex
halimus, Anabasis articulata, Helianthemum lippii, Zygophylum album, Cotula cinerea, Pentzia monodiana et Inula montana.

The first part of this study concerns the extraction and the quantification of total phenolics, flavonoids and tannins by the Folin-Ciocaleu
reagent, the aluminium trichloride and the vanillin test respectively.

The second part is the study of the antioxidant activity of the plants extracts using five techniques: DPPH radical scavenging, hydroxyl
radical scavenging ("OH), iron reducing power, B-carotene bleaching method and quantification of total antioxidant capacity.

The results obtained showed the richness of P. atlantica, T. microphylla and M. deserti of phenolic compounds which the content varies
between 133.744 £ 27.353 and 285.956 mg GAE/g DM. For the other plants, the polyphenol contents ranged from 3.776 to 74.211 + 1.188 mg
GAE/g DM. The flavonoids and tannins contents expressed as catechine equivalent were about 0.564 to 12.441 mg/g and 1.421 to 25.021
mg/g respectively.

The antioxidant activity methods showed that all the plant extracts present the antioxidant properties at various levels. The ethyl acetate
fraction from P. atlantica fruits has a better reducing capacity (ICso = 0.055 £ 0.002 mg/ml) compared to the ascorbic acid (0.063 + 0.002
mg/ml), a strong scavenging of radicals DPPH" (ECso = 14.641 mg Antioxidant /g DPPH) and *OH (ECsp = 0.271 mg/ ml) compared to BHT
(ECso = 13.468 mg/g) and BHA (ECs = 0.306 mg/ ml) respectively, but a weak inhibiting capacity of - carotene bleaching (ECso = 3.524 mg/
ml). This fraction has a total antioxidant capacity of 31.209 + 1.874 mg AAE/ g. Concerning the other extracts, P. atlantica and its butanolic
fraction, H. lippii (stems, leaves and fruits), | montana and A. articulata showed a less significant antioxidant capacities but interesting
comparatively to the extracts of A. halimus, Z. album, C. cinerea, P.monodiana, M. deserti and T. microphylla which have weak activities.

We recorded a positive correlation between the five tests, which explains the contribution of more than 20 % of plant antioxidants
particularly the tannins (R* = 0.7337- 0.9393) and the flavonoids (R* = 0.5917 - 0.9221).

Keywords : Medicinal plants; Polyphenols; Flavonoids; Tannins; antioxidant activity; TAC; Reducing power; DPPH"; *OH; B-carotene.
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