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RESUME

Dans le cadre de la découverte de nouveaux an@otydch partir des resources naturelles,
nous nous sommes intéressées par I'étude phytapinemet I'activité antioxydante d’une
plante saharienn@nabasis articulataVioq. (Forsk.) et une plante de la région de Tlemcen
Sedum villosurh. (Orpin.).

Les résultats obtenus montrent la richesse de testes en tanins, moyennement en
flavonoides et en saponosides. Nous avons enkegists meilleurs rendements dans les
extraits bruts méthanoliques des deux plantesatdré de 5.47 % dans les rameaux, 4 %
dans les racines A articulataet 5.17 % dans la partie fleurie & villosum Les autres
métabolites secondaires tels que les tanins, pEmsaides et les flavonoides (fraction acétate
d’éthyle) présentent des rendements élevés dapariie fleurie de I'espécg. villosumpar
rapport aux deux autres parties de la pl@ntarticulata.

L’extrait brut méthanolique de la partie fleurie Slevillosunréveéle la teneur la plus élevée en
phénols totaux de l'ordre de 32.235 + 1.128 mg HEAMS. Cette partie montre sa richesse
aussi en tanins condensés et en flavonols dotemesirs sont de I'ordre de 7.424 + 0.882 mg
EC/ g MS et 6.198 £ 0.127 mg EQ/g MS, respectivamiaur les flavonoides, les teneurs
enregistrées dans les rameaux (3.880.205 mg EC/g MS) et les racinesAd’articulata
(3.800+ 0.062 mg EC/g MS) sont tres elevées par rapptatpartie fleurie des. villosum
(0.531 + 0.371 mg EC/g MS), mais la teneur en éamaitles totaux des deux plantes est
presque similaire.

L’évaluation du pouvoir antioxydanh vitro par quatre méthodes a révélé des capacités
antioxydantes chez tous les extraits et les frastid’extrait brut de la partie fleurie d&
villosuma montré une meilleure capacité antioxydantedadal 'ordre de 9.84% 0.133, mg
EAA/g MS, un bon piégeur de radical libore DPPECso = 0.537 + 0.007 mg/ml), mais il
posséde une faible capacité réductricesgE00.733 £ 0.001 mg/ml) et un pouvoir inhibiteur
moyen du blanchiment dg-caroténe (E€ = 2.24 £ 0.076 mg/ml).PouA. articulata les
extraits des racines sont actifs par rapport adraiés des rameaux dans la méthode de la
réduction de fer, la technique du piégeage du addibre DPPH et dans le test du
blanchiment d@-carotene.

La chromatographie liquide a haute performance (ELldt la spectrophotométrie UV-
Visible nous ont permis de mettre en évidence dalgaules de type acides phénols pour les
racines dA. Articulatg flavone et flavonol pour la partie fleurie 8e villosunl’analyse par
CLUHP/SM de cette derniére, nous a permis d’idientdeux glycosyl de flavones dont le
composel est le 7,3-dihydroxyflavoneckdihexosyl-4O-désoxyhexose et le composé 2
est le 7, 3'-dihydroxyflavone-&-hexose 4'©-désoxyhexose.

Mots clés: Anabasis articulataSedum villosumActivité antioxydante ; CLHP/UV-Visible ;
CLUHP/SM.



ABSTRACT

Within the framework of discovered new antioxidafintsn the natural resources, we have investigated
in this work, phytochemical study and the antiogidactivity of a Saharan pladnabasis articulata

Mogq. ( Forsk.)and a plant in the region of Tlemc8adum villosurh. (Orpin.).

The results obtained showed the richness of ourtplia tannins, medium flavonoids and saponins.
We recorded the better yields in the two methammiicle extracts of plants of the order 5.47 % @ th
Stems, 4 % in the root &f. articulataand 5.17 % in the aerial parts ®f villosumOther secondary
metabolites such as tannins, saponins and flaver(eithyl acetate fraction) have high yields in the

flower of the specieS. villosuncompared to the other two parts of the pkanarticulata.

The crude methanol extract of the flower part 8f vilosumreveals the highest content of total
phenols of about 32.235 + 1.128 mg GAE/g DM. Trest®n also shows his wealth condensed
tannins and flavonol contents of which are of theéeo of 7.424 + 0.882 (mg CE/g DM) and 6.198 *
0.127mg QE/ g DM), respectively. For flavonoids thvels recorded in the twigs (3.081D.205 mg
CE/g DM) and roots of\. articulata (3.800+ 0.062 mg CE/g DM) are very high compared to the
flowery part ofS. villosum(0.531 + 0.371(mg CE/g DM), but the total carotelsotontent of the two

plants is almost similar.

The evaluation of the antioxidant power of fomrvitro methods showed antioxidant capacity in all
extracts and fractions. The crude extract of thevdlr part ofS. villosumhas a better total antioxidant
capacity of the order of 9.8460.133, 9.760 (mg AAE/g DM), good scavenger of fragicals DPPH
(EGso = 0.537 £ 0.007 mg/ml), but it has a low reduanagacity (EG, = 0.733 + 0.001 mg/ml) and a
means of inhibiting power bleachiriycarotene (E€ = 2.24 + 0.076 mg/ml). FoA. articulata
extracts of roots are active compared to extracts foranches in the reduction method of iron, the

technique of trapping free radical DPPH and thedethep-carotene bleaching.

The high-performance liquid chromatography (HPL@9 &V-visible spectrophotometry allowed us
to identify molecules type phenolic acids for tleets of A. Articulatg flavone and flavonol for the
flower of S. villosumAnalysis by UHPLC / MS it has allowed us to identifvo glycosyl flavones
whose composél is the 7,3’-dihydroxyflavon©&slihexosyl-4'O-desoxyhexose and compose 2 is

the 7,3'-dihydroxyflavone-%3-hexose 4'©-desoxyhexose.

Keywords: Anabasis articulateSedum villosumantioxidant activity ; HPLC/ UV-Visible ; UHPLC
MS.
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Introduction générale

u travers des ages, 'homme a pu compter sur farengour subvenir a ses

besoins de base : nourriture, abris, vétementsgaleent pour ses besoins

médicaux. L'utilisation thérapeutique des extraoadlies vertus des plantes pour le
traitement de toutes les maladies de I’'homme éstdncienne et évolue avec I'histoire de

'lhumanité.

L’étude de la chimie des plantes est toujours dloridante actualité malgré son ancienneté.
Cela tient principalement au fait que le régne talgéprésente une source importante d'une
immense variété de molécules bioactives. Cetteengatiégétale contient un grand nombre de
molécules qui ont des intéréts multiples mis a iprdans l'industrie alimentaire, en
cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composésewmouve, les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les taningetpgnes et les flavonoideBahorun et al,
1996.

De plus, les plantes médicinales et aromatique$ sblisées depuis longtemps dans le
processus du stress oxydatif et la lutte contrenl@sdies infectieuses, mais la découverte des
antioxydants synthétiques et des antibiotiquesoaqoué le déclin de la médecine a base de

plantes.

Cependant,ds effets néfastes du stress oxydatif sur la dant&ine sont devenus un grave
probleme. L'organisation mondiale de la santé (ORI®ktimé que 80% des habitants de la
terre s’appuyansur la médecine traditionnelle pour leurs soinsaeté, et la plupart de ce
traitement implique l'utilisation des extraits darges et leurs composants ac{ifginston,
1999. Sous stress, notre corps produit plus d'especadivés oxygénées (ERO), par
exemple, les anions superoxydes, les radicaux ky® et de I'hydrogene peroxydgue
des antioxydants enzymatiques (la catalase, la supdeoxlismutase (SOD), la glutathion
peroxydase) et non enzymatiques (acide ascorbigu&gcophérol, flavonoides et
caroténoides). Ce déséquilibre entraine des donsmagdlulaires et un manque
d'antioxydants, ceci facilite le développement desladies dégénératives y compris les
maladies cardiovasculaires, cancers ...etc. Uneignladt ce probléme est de compléter le
régime alimentaire avec des composés antioxydamitssgnt contenus dans les plantes
(Krishnaiah et al, 201).

En effet, lesantioxydants naturels de plantes peuvent servirnteran type de médecine

préventive puisque les antioxydants synthétiqueds,due le btyl hydroxy toluengBHT) et
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le butyl hydroxy anisolg§BHA), ont été largement utilisés dans l'indus#iienentaire comme
antioxydantset peuvent étre responsallies dommages au foie et la carcinogenése. Pdar cet
raison, l'intérét a l'utilisation des antioxydamtaturels a été augmentérishnaiah et al,
2011).

Actuellement, leplantes ont été a la base de la médecine traddilena travers le monde
depuis des milliers d'années et de continuer anfolgs nouveaux remedes pour I'humanité,
un grand effort a donc porté sur l'utilisation deshniques expérimentales disponibles pour
identifier des antioxydants naturels a partir deanfds. Plusieurs auteurs ont examiné les
utilisations bénéfiques de ces especes végéiGfeeroni et Scartezzini, 2000; Matkowski,

2008 ; Hadj Salemet al, 2011 ; Benhammotet al.,2013 ; Kanounet al.,2014).

C’est dans cette optique que plusieurs études ggples ont été effectuées. Pour apporter
notre contribution a ce vaste travail, nous avomsalisé notre étude sur un screening
phytochimique et une évaluation de l'activité aryidantein vitro d’extraits de deux plantes :

Sedum villosurh. (Orpin.)et Anabasis articulataMog. (Forsk.).

Dans la premiére partide premier chapitre concerne I'étude bibliographigas thétabolites
secondaires et quelques activités biologiques se@mposés.

Dans le deuxieme chapitre, nous rappelons la gemeri (les caractéres botaniques et la
systématique) des deux espéces végetafesvillosumL. (Orpin.) et A. articulata Moq.
(Forsk.) I'intérét biologique et quelques travaux antérsen¢alisés sur ces plantes.

Le troisieme chapitre portera sur I'étude des madaiclibres, ceci est suivi par un rappel de
quelques méthodes les plus utilisées (piégeagadioat DPPH, réduction de fer...) pour

évaluer le pouvoir antioxydamt vitro.

Dans la deuxieme partienous abordons la description du protocole expntal qui se

déroule en quatre volumes:

Dans le premier volume, nous avons réalisé less tpblytochimiques des principaux
métabolites secondaires et I'extraction de pridegpdamilles. Dans le deuxieme volume,
Nous Nnous sommes intéressés a la déterminationtetesirs en composés phénoliques
(phénols totaux, flavonoides, flavonols et taniomdensés) et des pigments liposolubles
(caroténoides totaux) et I'’évaluation du pouvotiatydant des extraits des plantes par quatre
techniques chimiques : capacité antioxydante totétkiction de fer, piégeage du radical libre
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DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) et le blanchimedti B-caroténe. Dans le troisieme
volume, nous avons effectué s@paration chromatographiques par la chromatogragin
colonne (CC), chromatographie sur couche mince (f€hromatographie sur couche mince
préparative (CCM préparative) et l'analyse des amwsép actifs des extraits bruts
méthanoliqgues des racinesAd’ Articulata et de la partie fleurie dé&.villosum par la
chromatographie liquide a haute performance (CLHEPIpectrophotométrie UV-Visible et la
chromatographie en phase liquide a ultra-hauteopegnce couplée a la spectrométrie de
masse (CLUHP/SM Enfin, dans le quatrieme volume, nous avons mdfples résultats

obtenus et sa discussion.
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Partie bibliographique Chapitre 1 : Généralités sur les métabolites secondaires

Chapitrel : Généralités sur les métabolites secanem

1. Introduction

Les métabolites secondaires sont des molécules agarrépartition limitée dans I'organisme
de la plante. lls y jouent différents roles, dogluc de moyen de défense contre les agressions

externes.

Les produits du métabolisme secondaire sont ergtegsl nombre, plus de 200.000 structures
définies Hartmann, 2007) et sont d’'une variété structurale extraordinanas sont produits

en faible quantité. Ces molécules marquent de meoigginale, une espece, une famille ou
un genre de plante et permettent parfois d’étabie taxonomie chimique. Les composés
phénoliques, les terpénoides, les stéroides etidatoides sont des exemples de métabolites

secondaires ; ils ont de nombreuses applicatioasmceutiquesHpifano et al, 2007 .
2. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », @nifle savon, par ce que ces Composes
moussent une fois agités avec de I'eau. lls se asemp d’aglycones non polaires liés a un ou
a plusieurs sucres. Cette combinaison d’élémenistataux polaires et non polaires en leurs
molécules explique leur comportement moussant ki aqueuse. Comme définition, on

dirait qu'une saponine est un glycoside de stéraidede triterpene. Ainsi on distingue

fondamentalement, les saponines stéroidiques etasnines triterpéniques dérivant tous
deux, biosynthétiquement de I'oxydosqualéne. lIsiifieatent des propriétés hémolytiques,

antimicrobiennes, insecticides, molluscicidam¢ken et al, 2007%.
3. Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel [less gouvent d'origine végeétale),
hétérocyclique avec I'azote comme hétéroatome trdetare moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiquesoncées méme a faible dose
(Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007

Représentant un groupe fascinant de produits dstule constituent un des plus grands
groupes de métabolites secondaires avec pres daéd@0G 12 000 différentes structures
(Roberts et Wink, 1999 ; Stockigiet al, 2003.
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4. Les composées phénoliques

Les polyphénols sont des molécules synthétiséeslgsavégétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressim®mnementales. lIs sont localisés dans
différentes parties des plantes selon I'espéecetakyyét le groupe polyphénolique considéré.
Ces composés regroupent une multitude de moléetlesprésentent 'un des groupes les

plus importants présents dans le regne végétal.

Ces composés phénoliques sont hydrosolubles, dks pooléculaire compris entre 500 et
3000 Dalton, et ayant, outre les propriétés halésieles phénols, la capacité de précipiter les
alcaloides, la gélatine et autres protéirieangleset al, 1992 ; Hagermanet al, 1998 ;
Sarni-Manchado et Cheynier, 2008%

Ces composés regroupent un vaste ensemble de rmdsstzhimiques comprenant au moins
un noyau aromatique et un ou plusieurs groupesolytls, en plus d’autres constituants
(Bamforth, 2000). lls peuvent aller de molécules simples, comnsea@des phénoliques, a

des composés hautement polymérisés, de plus de030@Mon, comme les tanins

(Hagermanet al, 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006

Comme la majorité des composés secondaires, lgphgmiols sont produits par les plantes

afin d’accomplir des fonctions précises, les plo®ires étant :

» Défense contre les pathogenes ; principalementmessissures et les bactéries
phytopathogénes.
» Dissuasion alimentaire. On parle du phénomene égdathie : certaines plantes
émettent des substances pour inhiber la croissiexautres plantes.
» Protections contre les rayonnements UDtuyne, 1999 ; Schiestlet al, 2000, Yi-
Cai et al, 2000 ; Sasaki et Takahashi, 2002
> lls assurent la pigmentation des fleurs, des freitsdes graines pour attirer les
pollinisateurs et la dispersion de graine.
> llIs interviendraient dans la fertilité des planetda germination du pollerSalikas,
2007.
Les polyphénols possédent plusieurs groupementsofihges avec ou sans autres fonctions
(alcooliques, carboxyles...). Dans cette famillg; & de nombreuses substances, qui peuvent

se classer selon leur structure en cing group@asipaux :
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4.1. Les acides phénols

Les acides phéns| ou acides phénoliques, ont une fonction acidelwtieurs fonction

phénols. lls sont incolores et plutdt rares damsatare. Ils se divisent en deux catégot

» Les acides phénols dérivés de I'acide benzoiqué tseém communs, aussi bien s(
forme libre que combinée a I'état d’esters ou dha@tides Haslam, 199¢). Exemple :

I'acide gallique qui est un élément principal destaucture des tanins hydrolysab

(Figure 1).
0 o} o

HO :

//A‘\ = OH 2o R

‘ OH A OH
HO

N o HO”

Acide benzdque Acide gallique Acide vanillique

Figure 1 : Quelques acides phénols de la série benzoBruneton, 200¢; Pawlowska
et al, 2009.

» Les acides phénols dérivés de I'acide cinnamique souvent estérifiés. Les pl
courants sont l'acide cinnamique, l'acide caféigliacide férulique, l'acide p-

coumarique et I'acide sinaptiguHaslam, 1994 ; Bruneton, 200P; dont certains sor
représentés dansfigure 2.

0
0] o
3
OH H;CO,_~y HO "
0 A OH OH
HO  N\Z HO  \ZF
Acide cinnamique AtB férulique Acide caféique

Figure 2 : Quelques acides phénols de la série cinnamBruneton, 200¢ ; Pawlowskaet
al., 2006.
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4.2. Les flavonoides

Ce sont des pigments quasi universels des vegerasgue toujours hydrosolubles. lls s
responsables de la coloration des fleurs, dessfetitparfois des feuilles assurant ains

protection des tissus contre agressions des ultraviolef8r(ineton, 1993; Rajnerayaname
et al, 2002.

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavang-phényl chromoneFigure 3) portant
des fonctions phénols libres, éthers ou glycosidesnoyau flavone est lui méme un dé
du noyau flavane de badergneton, 199?) (Figure 4).

Figure 3 : Structure du flavon@Harborne, 1999.

Figure 4: Structure du flavar (Bruneton, 199:; Elicoh-Middleton et al., 200().

Les flavonoides sont donc des polyphénols compldont la structure est constituée de d
noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’'un hétectepxygene, cycle CBruneton, 1993 ;
Elicoh-Middleton et al, 2000. Les différentes classes des flavonoides sonéseptée
dansla figure 5.
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isoflavone dihydroflavonol flavane

aurones

Figure 5: Diverses classes de flavonoi(Bruneton, 1999.

4.3. Les anthocyanes

Les anthocyanes donnent des couleurs trés variglesl,: rouge, mauveose ou rouge. Ces
molécules ontomme les flavonoides, un squelette de base;s formé de deux cycles A
B, et d’'un hétérocycle (cycle C) ; mais leur cagdastique principale est que ce dernier
chargé positivement. Cette charge est due a leuctgste de base commune : le cal

flavylium ou 2 phényl Ibenzopyrilium Figure 6) (Heller et Forkmann, 199).

oycle 4
Figure 6 : Structured’une anthocyaneHeller et Forkmann, 1993).
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4.4. Les flavanes

Les flavanes sont sous forme de monomeres (exaté&chine) ou sous forme de polyme
(dimeres, trimeres...de catéchine). lls exis sous forme de plusieurs sté-isomeres
provenant de deux carbones asymétriques : C2 eL&33flavanes sont tres répandues (
les écorces végétaldsigure 7) (Jakupovic et al, 1988.

Figure 7 : Structure de la (+) — catéchine.

4.5. Les tanins

Les tanins sont des macromolécules qui se diviselun leur structure en deux grou

principaux :

» Les tanins hydrolysables : sont des esters d'agadleque qui se lient aux molécul
de glucose. Plus précisément, un glucose seplusieurs molécules d'acide gallig
(Sarni-Manchado et Cheynier, 200).

» Les tanins condensés : appelés proanthocyanidinepracyanidines, se soides
composeés qui ne possedent pas de sucre dans |&aufecet leur structure est voisi
de celle dedlavonoides. Il s’agit des polyméres flavoniquesistdués d’unité di
flavan-3ols liées entre elles par des liaisons car-carbone Les proanthocyanido
ont été isolés ou identifiés dans tous les groupgétaux, Gymnospermes et Fouge
(Bruneton, 1999)



Partie bibliographique Chapitre 1 : Généralités sur les métabolites secondaires

5. Biosynthese des composés phénoliques
La biosynthese des polyphénols se fait par deussvoiincipales qui sont :
5.1. La voie de 'acide shikimique

Dans cette voie, I'érythrose 4-phosphate et le phodnol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation garoie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement.

Ces derniers sont a lorigine des composés phéamedigC6-C1l formant les tanins
hydrolysables et de la chalcone qui est la molédeldase de tous les flavonoides et tanins
condensésHaslam ,1994 ; Dewick , 1995Aussi, il est intéressant de préciser que lasipe

et la phénylalanine dérivent de cette voie métgbeli En effet, ces deux acides aminés sont

des intermédiaires métaboliques entre I'acide stidiie et I'acide cinnamique.
5.2. La voie de I'acide malonique

La glycolyse et lap-oxydation aboutissent a la formation de l'acé@@A donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effeldusyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d'unités « tecetajui se fait par carboxylation de
L’acétyle-CoA. Cette réaction est catalysée panzigne acétyle-CoA carboxylasEl¢eger

et Flipse , 1964 ; Richter, 1993(Figure 8).
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Figure 8 : Représentation des voies de biosynthése des polgjshEleeger et Flipse
1964 ; Richter, 1993.
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6. Quelques intéréts thérapeutiqgues des composédsnoliques

Ces dernieres années, ont connu un regain d’irpérétles polyphénols, aider par le nombre
grandissant d’études expérimentales et épidémiplegi portant sur les effets bénéfiques de
certaines substances phénoliques contre le caleermaladies cardiovasculaires et les
neuropathies dégénérativépn et al, 2013.

La principale caractéristique des polyphénols ctpsils sont des agents antioxydants tres
puissantsRietta, 2000 ; Frei et Higdon, 2003 ; Oszmianslat al, 2007. En effet, ils sont
capables de piéger les radicaux libres et d'acterautres antioxydants présents dans le
corps. Ce principe a été utilisé dans la fabricatie plusieurs médicaments, comme le Daflon
produit a base de diosmini.a été démontré par des essaivitro que ces composés sont

plus actifs que les vitamine E et C et particuleeat les flavonoideBpouri et al, 201).

Cette méme activité antioxydante permet aux polyplséde réguler les radicaux bon-
mauvais (qui peuvent étre les deux), comme |'oxpdaque qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne l'activité du syse@mmunitaire avec celle du cerveau et
module la communication entre les cellules de caiee(Srivastavaet al, 2000 ; Kennyet
al., 2007. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les polyphiéra la santé, nous pouvons

citer les suivants :

6.1. Prévention contre les maladies cardiovasculais

La consommation des polyphénols favorise la prateatontre les altérations cardiaques et
vasculaire (Martin et Andriantsitohaina, 2002). Au niveau des arteres, ces molécules
préviennent I'oxydation des lipoprotéines de faibensité (LDL)(Yamanaka et al, 1996)

évitant ainsi I'athérosclérose (épaississement atéres qui contribue a réduire le flux

sanguin et peut conduire a I'asphyxie des tisSigIES).

6.2. Prévention anticancéreuse

De nombreuses études ont signalé les effets deamposés actifs (lepolyphénols)de
prévention anticancéreux potentiels, comme anfifpration, I'arrét et/ou de I'apoptose du
cycle cellulaire de cancer de polyphénols indivithiseou des extraits bruts de planfeladj
Salemet al, 2011).
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6.3. Action anti-ulcére

Dans des expériences realisées sur des rats, i€ alénontré que la quercétine et la
naringénine jouent un réle important dans la rédaate 'ulcére et la protection des cellules
gastriques. Il a été suggéré que la quercétinecexam activité via un mécanisme complexe
impliquant la production du mucus, le piégeage rddicaux libres et également I'inhibition

de la production de leucotriend3i Carlo et al, 1999.

6.4. Action gastro-protectrice

Les polyphénols sont capables de réduire la sudasdésions gastriques chez les rates, dont
principalement les tanins hydrolysables qui omtficmé I'action gastro-protectrice attribuée
aux polyphénols. De méme, ces derniers montrenaatindté antibactérienne trés importante
contreHelicobacter pylorj responsable de l'ulcére d’estomac et du duodgRrummatogawa

et al, 2004 ; Ruggiercet al, 2006.

6.5. Prévention contre les maladies hormono-dépendies

L’exemple le plus important est la prévention cenftostéoporose. Ceci en modulant la
réponse aux oestrogéenes endogénes. Certains poblphét plus particulierement les
isoflavones du soja ont une affinité remarquablardes récepteurs d’oestrogenes et sont

qualifiés pour cela de phyto-oestrogenes.

Les fruits et légumes contenant aussi des polypbérads que la quercétine de I'oignon ou le
kaempferol de la chicorée, possédent égalementpdasriétés pseudo-oestérogeniques
inhibant la perte osseuse chez la rate ovariec&mmiMais, de nouvelles études restent

nécessaires pour confirmer ces effets chez I'hoif@®eeber et Berta-Vanrullen, 2006.

6.6. Autres activités biologiques

Les flavonoides peuvent aussi prévenir le dévelmgme du diabéte en inhibant I'enzyme
aldose réductase. Plusieurs auteurs ont reporté lguenyricétine possede un effet
hypoglycémiant chez des animaux diabétiq@sy et Khoo, 1997, 2000 ; Goodarziét al.,
2006. Les effets anti-viraux des flavonoides ont galément démontré€hu et al., 1992.

Les tanins aussi se caractérisent par une forteitdcthimique et une variété d'effets
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biologiques, tels que anti-tumoral, antimutage mittiobien, anti-inflammatoiréOlchowik
et al., 2013.
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Chapitre 2 : Présentation des plantes étudiées
1. Sedum villosuni. (Orpin.)
1.1. Introduction

Sedum (Crassulacées) englobe un grand nombre cksspiilisé en pharmacie. L'étude
chimique des especes de sedum a conduit a l'isotedeeplusieurs classes de substances
telles que les alcaloides, les tanins, les flawg®iet les composés cyanogerizs Kelo et

al., 2009. Les constituants phytochimiques de ces espécegténfargement publiés dont
certaines ont été documentées comme étant des éégomdes médicaments traditionnels
pour traiter de nombreuses maladies. Ces plantestérutilisées depuis longtemps dans la
médecine traditionnelle comme agents anti-inflanmin@t analgésique et kératolytique, en
raison de son effet bénéfique dans le traitementaddouleur des dent et I'amygdalite
(Szewczyket al, 2013.

1.2. Position systématique (Quezel et Santa, 196Ruypont et Guignard, 2007)

Embranchement : Spermaphytes
Sous EmbranchementAngiospermes
Classe Eudicots

Sous classeRosidées basales

Ordre : Saxifragales

Familles : Crassulacées

Genre : Sedum

Espéece : Sedum villosurh. (Orpin.)

Noms vernaculaires :Orpin velu
(www.cactuspro.com/articlesdms _vernaculaires nhoms_communs)

1.3. Description botanique de&Sedum villosum

C’est une plante trés hispide, glanduleuse, a tigessées, feuillées. Ces pétales sont 3- 4 fois
plus longs que les sépales, Elle est trés rarelidtabution en Algérie et l'aire de répartition
de I'espéc&edum villosura été indiquée comme suit : de Constantine a®@Dgch Secteur

du Tell constantinois) et a mare du Sersou (Soctese des Hauts-Plateaux algérois et
Oranais)Quezel et Santa, 1962) (Figure9).
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Figure 9: Photo deSedum villosurh. (Orpin.) Prise par BENHAMMOU Nabila, 2009

1.4. Propriétés et usages thérapeutiques

Plusieurs espéces du genre Sedum ont été emplegégagdecine traditionnelle. L’espege
telephiumL, qui est tres répandue dans I'Europe, est @dlisn médecingaditionnellepour
toutes sortes des maladies inflammatoires de la,pzss feuilles présentent une puissante
activité kératolytiques et analgésique ainsi queelifets sur la régénération de cellules de la
peau. lls sont utilisés pour le traitement des mezt fistule, des brllures sévéeres et les
blessures (les feuilles fraiches récoltées ou déagmnt posées sur le enroulé et fixé avec un
ruban adhésif)endlet al, 1993).S. sarmentosuBungea été frequemment utilisée pour le
traitement des maladies inflammatoires chroniquesdes pays orientaux, comme la Corée
et la Ching(Wu, 1996 ; Kanget al, 200Q. S. praealtuna été employée pendant une longue
période en Mexique pour traiter les maux de ddatsygdalite, etc.,amargo et al, 2002.

La partie entiere d8. kamtschaticurRischer qui commune en Corée, en Chine et au Japon
été préparée sous forme d'un extrait aqueux poali@er la circulation du sang, comme un
anti-anxiété et un anti inflammatoif@&im et al, 20094. Le jus frais des feuilles d8.
dendroideuna été utilisé en médecine traditionnelle Brésigpour traiter l'ulcére, trouble
gastrique et contre I'inflammatiodé Melo et al, 2005. S. lineareThunb en Chine a été
entierement consommée comme des médicaments dradits pour traiter l'ictere, hépatite
persistante, des maux de gorge, ainsi la dysenfdie et al, 201]. S. aizoonL. est un
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médicament bien connu comestible, elle se trouves des pays orientaux, a été employée

pour soigner des palpitations et I'insomnie en €liiMang et al, 2011).
1.5. Travaux antérieurs

Il N’y a pas eu des travaux sur cette plante, maeslittérature est limitée sur autres especes
du méme genre. Peu d’étude porte sur la compositionique du genre Sedurhgst connu
par sa richesse en alcaloides, en tanins, en fiéides et en composés cyanogeniquas (
Melo et al, 2005. Les espéeces. praealtum S kamtschaticumS. sarmentosumS.
dendroideum S. telephiumont montré une activité anti-inflammatoir€gmargo et al,
2002 ; Kim et al, 2004 ;Junget al, 2008; De Meloet al, 2009; Sendkt al, 1993).Autre
vertus telles que l'activité antioxydantes polysaccharides & aizoonet des constituants
phénoliques d&. takesimensent été mis en évidence pafang et al, 2011 ;Thuonget al,
2007. L'extrait d’hexanede I'espéceS. oxypetaluma présenté une activité antifongique
(Navarro Garcia et al, 2003, aussi I'extraitd’alcaloide de5. sarmentosumm montréun effet
antiprolifértif sur 'hépatome murin et les lignées cellulairegpdtome humaink@ng et
al., 200Q. Enfin I'extrait d’éthanol de I'espec®. praealturra montré une activité spermicide

chez les souriesS{lva-Torres et al, 2003.
2. Anabasis articulataMog. (Forsk.)
2.1. Introduction

De nombreuses espéces végétales sahariennes atiligtés dans la médecine traditionnelle

par la population autochtone contre la fievre,itartiée, le diabete, I'asthme, les rhumatismes
et les traitements du cancer. Les plantes de ldléades Chénopodiacées sont utilisées pour
leur richesse en substances bioactitesgenre Anabasise développe en pierre et dans les

oueds sablonnedargement parcouru par les chameaux et les ché@rexpra, 1956.
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2.2. Position systématique (Quezel et Santa, 196Bypont et Guignard, 2007)

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes

Classe :Eudicots

Sous classe Pré-astéridées

Ordre : Caryophyllales

Familles : Amaranthacées

Genre : Anabasis

Espéce ‘Anabasis articulatgForsk.) Moq.

Noms vernaculaires :Belbel, Djell(Quezel et Santa, 1963Ajrem en arabe.

2.3. Description botanique dAnabasis articulata

C’est une plante endémique saharienne a buissgnabasuche épaisse et tortueuse, de
couleur verte bleuté trés clair. Les rameaux dégwet presque sans feuilles , pendant les
périodes de grande sécheresse les rameaux soqueadet tombent au pied de la plante. Les
feuilles opposées ont une partie libre trés couoletuse ou terminée par une pointe
blanchatre. Les fleurs blanches rosées sont isaldessselle de chaque feuille. Le fruit est
entouré par trois ailes dues a la dilatation dis tle ces sépales. Cette espéce est commune
dans les sols pierreux de tout le Sahara, jusgb&ahara méridiondlOzenda, 2004) (Figure

10).

Figure 10: Photo dAnabasis articulatgForsk.) Mog. Prise par BENABDELKADER Sakin2011)
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2.4. Propriétés et usages thérapeutiques

Grace a ces vertus précieusdsabasis articulatacomme d’autres plantes d’Amaranthacées
est largement employée dans la meédecine traditienredgérienne contre le diabéte
(Kambouche et al, 2009) Les parties aériennes sont utilisées en décoetiaous forme de
cataplasme pour soigner les dermatoses, les malddita peau (eczéma), les maux de la téte
et la fievre(Hammiche et Maiza, 2008 D’autres propriétés cholinergiques ont été aussi

signalées chez cette espgtdyabaev et Abduvakhabov, 1998
2.5. Travaux antérieurs

Peu d’études ont été effectuées sur la phytochuthde articulata (Batanouny, 1999 ;
Kambouche et al, 2009 ; Eman, 2011)Ces auteurs ont mis en évidence la présence des
flavonoides, des tanins, des saponines, des aleslailes carbohydrates et/ou des glycosides,
des coumarines et des triterpenes dans les exttaitsette espece.D’autres constituants
chimiques ont été identifiés chezA.brevifolia:2-O-béta-D-glucopyranosyloxy-4,6-
diméthoxyphénylenthanone;2-O-(2)-béta-D-glucopysstaxy-4,6-diméthoxy
phénylenthanone ; acide 3-méthyl-but-2-énoiquedfZagéthoxyphényl)-éthyl]- amide ; 5, 6,

7, 2'- tétraméthoxy-isoflavonoide ; 2'- hydroxyeh,7-triméthoxy-isoflavonoideChen et al,
2005. Dans la partie aérienneAd’aphylla Du et al (2009)ont pu identifier trois alcaloides :
N-méthylanabasine, anabasamine et isonicotéin@etres classes de flavonoides tels que la
picéine, I'isorhamnétine, la quercétine, la rutetid’isorhamnétine-3-rutinosiderang et al,
2010. L'extrait éthanolique de la partie aériennéAdaretioides(feuilles) présente une

puissante activité de balayage sur le radical DEPHO, (El-Haci et al, 2013.
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Chapitre 3 : Radicaux libres et activité antioxydin
1. Introduction

Les radicaux libres sont des substances produéesepmétabolisme cellulaire, ils peuvent
étre toxiques pour les tissus biologiques et sodedésions de I'ADN, des lipides, des
membranes cellulaires et des protéines. Des syst@nodecteurs efficaces contrdlent leurs
effets délétéres au sein de la cellule. Ces systéapmsent en particulier sur trois enzymes :
la superoxyde dismutase (SOD), la catalase eulatgion peroxydase. Un défaut d’équilibre
entre la production de radicaux libres et les méoaes de défense constitue un stress
oxydant Desport et Couratier, 2003. La recherche de ces deux derniéres décennies a
montré que de nombreuses pathologies humainescaostes ou favorisées par le stress
oxydant Gutteridge, 1993.Notre organisme est équipé de tout un systemeplexa de
défenses représenté par des antioxydants enzymeatefunon enzymatiques, localisés dans
les compartiments intra et extracellulairBefger, 2006§. En outre, plusieurs études
s’'accordent aujourd’hui sur l'importance de la cimition des antioxydants exogénes
apportés par l'alimentation, dans la lutte conee maladies associées au stress oxydant
(Cillard et Cillard, 2006 ; Hertog et al, 1993.

2. Radicaux libres

Un radical libre est une espece caractérisée pamstabilité et/ou un pouvoir oxydant fort, il
se différencie par la présence d'un électron nguaa@ sur la couche électronique la plus
externe. Parmi toutes les especes réactives oxgg€B&O), On peut distinguer :

Les radicaux primairesqui ont un réle physiologique particulier a savoi’anion
superoxyde @,*), le radical hydroxyle *OH), le monoxyde d'azoteNQ®), le radical

peroxyle ROO®) et le radical alkoxyleRO®) ;

Les radicaux secondairgssus de la réaction des radicaux primaires descentités
biochimiques cellulaires (lipides, protéines, giles...), telles que I'oxygéne singuf@,, le
peroxyde d’hydrogendH>0.) et le nitroperoxyde@NOOH) (Favier, 2003.
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3. Principales sources d’espéces réactives oxygéné
Les radicaux libres sont produits par des sourcdegenes ou exogenes :

%+ Sources exogenes
Elles sont surtout d’origine physique et chimigar { radiations X ou gamma, UV (315- 400

nm), radiolyse de I'eau, réactions photochimiqugs .

%+ Sources endogenes
De nombreux systemes enzymatiques identifiés damsdllules sont également capables de

générer des oxydantSalvayreet al, 2003 :

- Les NAD(P) H oxydases sont des enzymes présdatesla paroi vasculaire et qui générent
0,* en utilisant NADH ou NADPH comme substrat.

- La xanthine-oxydase joue un réle important danprbduction des ERO, particulierement

0,* etH,0,, lors de Iischémie/reperfusion.

- Lors du métabolisme de l'acide arachidonique,deenier peut étre oxydé soit par les
cyclooxygenases, soit par les lipooxygenases (lnétakzymes a fer), pour former entre autre
des hydroperoxydes qui sont des précurseurs deott@mes, puissants médiateurs de

I'inflammation.

- De plus, dans I'organisme, I'oxygéne est rédufi5a% dans les mitochondries “centrale
énergétique de la cellule” par voie enzymatiquensslécule non toxique comme,@.
Cependant, il peut subir une réduction monoélejtanet former une espéece beaucoup plus
réactive comme l'anion superoxyd®,*. Cet anion n'est pas le radical le plus délétére,
cependant il peut donner naissance comme indiggéggdemment a des espéces beaucoup
plus réactives comme le radical hydroxyO°®. Ces ERO mitochondriales pourraient

intervenir dans I'oxydation des LDIMabile et al., 1997%.
4. Implications pathologiques d’espéces réactivesygénées

En faisant apparaitre des molécules biologiquesnaales et en surexprimant certains genes,
le stress oxydant sera la principale cause iniweplusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de dé&nespiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
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vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, d¢hfns intestinales, rhumatisme,
I'athérosclérose et le diabetétawodi, 2005 ; Georgetti etal., 2003.

5. Les antioxydants et leurs classifications

Les antioxydants sont des substances vitales gsiepent la capacité de protéger I'organisme
contre les dommages oxydatifs causés par les radltaes.Le terme «@ntioxydant » a été
formulé comme une substance qui en faible condiraen présence du substrat oxydable,
ralentit ou empéche significativement I'oxydatioesdsubstrats matérielddlliwell, 1995).

La classification de tous les antioxydants est oenils sont classés géenéralement soit par

leur mécanisme d’action ou par leur nature chimique

« Classification des antioxydants par rapport a lesrécanisme d’action

D’aprés la littérature, il existe deux groupes :

Le premier groupeporte plusieurs noms par exemple, antioxydants giras,
chain-breaking, piégeur des radicaux libres. Caegérantioxydant peut inhiber la réaction
d’initiation et la propagation de I'oxydation enrpeipant au processus d’oxydation et en
convertissant les radicaux libres vers leurs forinastives. Les antioxydants primaires sont
généralement des composés phénoliques capablesderdin atome d’hydrogéne au radical
libre et le convertir en un composé stable nonceddire.

Les antioxydants de ce groupe réagissent de fagmominante avec les radicaux peroxylés,
pour deux raisons : la concentration élevée deradisaux et la faible énergie du radical
peroxyle (ROQO), en comparaison avec les autres radicaux commaalieal alkoxyle (RO

et la faible concentration du piégeur du radichatdidans I'aliment. Un piégeur du radical
libre, méme a des concentrations faibles, entreoempétition avec les lipides pour rendre le
radical libre inactif par I'intermédiaire d’une @en de libération d’un électron, suivie d’'une
déprotonationKrankel et Meyer, 2000.

Les composés du deuxieme groum®nt catalogués comme préventifs ou
antioxydants secondaires. lls englobent une langtuti : des chélateurs de métaux pro-
oxydatifs, des désactivateurs gamme de différestdsstances chimiques qui inhibent
I'oxydation des lipides par différents mécanismeneetransférent pas le radical libre sous sa
forme non- radicalaire. Avec quelques exceptiores hntioxydants secondaires sont

généralement reliés a l'inhibition de facteursiamt I'oxydation.
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Parfois, quelques antioxydants peuvent exerceriquts fonctions anti-oxydatives, par
exemple, I'acide ascorbique peut étre un piégeuadical libre, désactivateur des oxygenes
singulets dans une solution aqueuse et effectivemagénérer du tocophérol. Plusieurs

flavonoides sont des piégeurs de radicaux librebéateurs de métaukiiller et al, 1999.

» Classification des antioxydants par rapport a lenature chimique

Ce type d’antioxydants regroupe les antioxydantsres et synthétiques :

Antioxydants naturels

- Les vitaminestelles que la vitamine A, ou bien son précurséuitamine E §-
tocophérol) ou encore la vitamine C (acide ascom)igOn les trouve dans de nombreux
fruits et léegumes. Des antioxydants naturels corefiecarotene et le lycopéene de la tomate
préviennent les Iésions cellulairégofman, 200J).

-Les composés phénoliquesaturels les plus connus sont les polyphénols cares

flavonoides (catéchines, flavonols, antocyanideldgs taninsGardes-Albert et al, 2003.

-Les oligoélémentdels que le sélénium, le cuivre, le manganesenmore le zinc. lls
ont une valeur hautement protectrice du fait de fgésence dans de nombreuses métallo-

enzymes a action antiradicalaiMdure et al,.2003).

Antioxydants synthétiques

Les composés les plus efficaces rencontrés paroragp leur faible colt pour retarder
I'oxydation lipidique sont I8HT (butyl hydroxy toluene) et IBHA (butyl hydroxy anisole).
Cependant, il a été montré que ces antioxydantsydhése pouvaient étre toxiquési (et

al., 200Q. En effet, Ie(BHA convertirait certains produits ingérés en subgtartoxiques ou
carcinogenes en augmentant la sécrétion des enayicessomales du foie et des organes
extra-hépatiquesB@rlow, 1990. Pour le BHT, cet antioxydant présenterait des effets

carcinogenes chez le rdito et al.,1985.
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6. Evaluation de la capacité antioxydantén vitro

Selon Huang et al (2005) les méthodes d’évaluation de l'activité antioxywain vitro
peuvent étre divisées en deux grandes catégoriegnsles réactions mises en jeu : soit les
tests basés sur le transfert d'un atome d’hydrogdAd , Hydrogen Atom Transfer), soit les
tests basés sur le transfert d’'un élect®BT, Single Electron Transfe(Yableau 1).

Tableau 1 :Liste des méthodes d’évaluation du pouvoir antiaxyih-vitro (Badarinath et
al., 201Q.

N° Nom des méthodes

Groupe 1 | Méthodes de transfert d’'un atome d’hydrogéne (HAT)

-Méthode d’'ORAC Capacité d’absorbance du radical de I'oxyggne
- Méthode LPIC Capacité d’inhibition de la peroxydation lipidigue

- Méthode de TRAPRarametre du piégeage du radical tQtal

- Méthode d’'lOC Capacité d’'inhibition de I'absorption d’oxygene

- Méthode d’ABTS &cide 2’2, azino-bis-(3-éthylebenzothiazoline)-6-
sulfoniqué : la décoloration du radical cation ABTS

- Méthode débalayage des radicaux de®s3.

O WNBEF

(o3}

Groupe 2 | Méthodes de transfert d’un électron (SET)

- MéthodeTEAC (Capacité antioxydante équivalente de Trdlox

- Méthode de FRAPGapacités réductrices ferriques d’antioxydgnts
- Méthode de DPPH2(2-dipéenyl-1-picrylhydrazyl

- Méthode de DMPDRalayage du radical cation N, N- dimethyl-p-
phenylenediamine

A OWODNPRE

Parmi les testssimples les plus fréquemment utilisés pour I'évatua de I'activité

antioxydanten vitro, nous citons

- La méthode dePPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyt cette méthode a été décrite par
Blois en 1958¢et a ensuite été modifié Iégerement par de nombskercheurs. Elle est basée
sur le piégeage du DPPH par I'ajout d'une especadieal ou un antioxydant qui décolore la
solution DPPHKrishnaiah et al, 2011)
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- L'essai du blanchiment dpg-caroténe couplé a l'auto-oxydation de l'acide
linoléique : cette techniquest basée sur la décoloration de la 3-caroténéepgreroxydes

générés au cours de l'oxydation de I'acide linokig une température éleveée.

- La méthode deRAP (Capacités réductrices ferrigues d’antioxydgntse test a été
introduit parBenzie et Strain (1999 Elle est basée sur le pouvoir réducteur d'unpos@

(antioxydant) potentiel qui réduire le fer ferrig{ie® ") en fer ferreux (Fe").

- la méthode®DRAC (Capacité d'absorption de l'oxygene radicaldirece test a été
développé paiCao et al (1996. Cette méthode a été utilisée pour évaluer leacap

antioxydantede I'eau-soluble phytochimiqu&gao et Deng, 2004

- la méthodeABTS : Cette méthode génére une amélioration bleu/¥8TS™
chromophore par l'intermédiaire de la réaction'ABTS et le persulfate de potassium et elle

est maintenant largement utilisg&ishnaiah et al, 2011)
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Chapitre 1 : Criblage phytochimique et extractiomsl métabolites secondaires

Introduction

Dans le contexte de recherche des antioxydantgetgtunous nous sommes intéressés a
évaluer quelques activités antioxydantes de dep&oes végétales a savoftedum villosum

L. (Orpin.) etAnabasis articulatdMoq. (Forsk.).

Dans une premiére partie, nous avons effectué weesig phytochimique suivi par
I'extraction des principaux métabolites secondaiets que les extraist bruts méthanoliques
(composés phénoliques), les fractions flavonigudesction acétate d’éthyle et fraction n-
butanol), les tanins, les saponosides et les d&ities.

1. Choix du matériel végétal et caractéristiquesalla station d’étude

Cette étude est réalisée sur deux plantsdum villosunet Anabasis articulatalLa partie
fleurie deS. villosuma été récoltée de I'oued El Akheder dans la rédmflemcen durant le
mois d’avril 2009. Tandis que les racines et lergaux de la plant@. articulataont été
collectés au mois de Mai 2011, dans la région deh&e(Algérie) Figure 11).

A notre connaisence, trés peu de traveaux conddié@ane phytochimique et I'évaluation de
I'activité antioxydante ont été réalisés sur cegxdespéces choisies.Pour I'espéce herbacée
S.villosumle choix de sa parties fleurie est basé sur l@nt@jde cette derniére est représenté
par les fleurs, le genre a ét®bcumenté comme étant des légumes ou des méditsamen
traditionnels pour traiter de nombreuses maladiasti-(nflammatoire, analgésique et
kératolytique...ect). Le choix de I'espéBeaarticulataa été effectué sur les rameaux et racines
puisque la periode de la floraison était le moissdptembre d’'une part, d’audre part, cette

plante a été utilisé traditionnelement contre leceo.

Les situations géographiques ainsi les étagesitmatijues des stations d’étude (confirmés
par Mr. Bouabdellah H, membre du laboratoire d’Ecologie et de Gestios Heosystémes
Naturels, au département de Biologie et Environmeméniversité de Tlemcen) sont

représentés danstableau 2
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Tableau 2 :Lieu de récolte des plant, caractéristiques géographiques et bioclimatique:
stations d’étude.

oiantes | Stations gee”"de Longitude | Latitude | Altitude | Etage
récolte (Ouest) (Nord) (m) bioclimatique
Sedum Oued El . S
. Avril o 4 o= i Semi-aride a
villosum /(A_;(Iz?ndcegn) 2007 1°10 34° 54 100-500 hiver froid
prabass (Bsegrr]‘;‘rra) Mai 2011/ 2° 55' 32° 500-600 | Saharien
| 1 -T'_-":' ll -'_'“.'I .
= e 'ﬁ"l‘.. ‘ Il-:
B et el , A
s & Wi 2300 ar
== jﬂ# hy iy | 4
. Comdmpn '
pemanent 5 1
L w, i - U g
B ‘ .b*ﬂ"\'“i .--’ B '\.. 'l' .k ﬁ
: Loc maermuttent Marrshnch 7~ -l e | (! e ,ﬁ
(Zoned'itude  ghee - ¢ - \
e ' \
? v u.rnu ot E H-?-
: ; = : Linve
& K | i
= 4 S ;.‘f.. ‘Il;
sadrb Ot Y 4y
; i 5 SAHARA ;: w1 e
e LR | LG 2 \ et
:
|
'!
!
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Figure 11: Situation géographique des stations d’étiEncarta, 2009).

1.1. Conservation du matériel végeéti

Une foisla récolte est achevée, le matériel végétal espyeeipour éliminer les débris pt

étaler sur des papiers et laisser a 'oml latempérature ambiante dans une piéce aérée
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échantillons sont brassés chaque jour, surtoutthutddu séchage pour faciliter celui-ci. La

conservation est faite dans des sacs en papier.
1.2. Identification botanique

Les espéces ont été identifiees par les doctdassani F. et Stamboli H., membres du
laboratoire d’Ecologie et de Gestion des EcosysseNaurels au Département de Biologie et
Environnement, Faculté des Sciences de la Natwle & Vie et des Sciences de la Terre et

de I’'Univers, Université de Tlemcen.
2. Tests phytochimiques

L’examen phytochimique est un premier pas dansetdnerche des molécules a activité
thérapeutique dans les plantes. Il permet la détectes classes de composés chimiques
essentiellement : les composés phénoliques, lesneajles, les alcaloides, les stérols et

triterpénes, 'amidon et les composés réducteurs.
Ces tests phytochimiques sont représentés par :

» Des réactions de coloration et de précipitation ;
» Des essais de solubilité des constituants préslamis la plantes vis-a-vis des solvants
organiques de polarité différente ;

» Des examens sous la lumiére ultraviolette.

La détection des principaux constituants chimiqass réalisée sur les différents extraits
obtenus par épuisement avec de I'eau, avec dafiéthl'ajout de HSO, et macération dans

I'éther (méthodes spécifiques du notre laboratoire)
2.1. Epuisement du matériel végétal avec de I'eabhaude

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, 10g dbénel végétale est mis en présence de 60
ml d’eau. L’ensemble est porté a reflux pendant ln@are. Ensuite, le mélange est filtré et
I'extrait aqueux est soumis a la mise en ividadee I'amidon, tanins et saponosides. Ces

tests sont réalisés deux fois pour vérifier laodpctibilité des résultats.
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2.1.1. Détection d’amidon

La détection de 'amidon s’effectue comme suit aCffier 5 ml de I'extrait aqueux avec 10
ml d’'une solution de NaCl saturée dans un bain engusqu’a ébullition, ajouter le réactif
d’amidon @Annexe 1.Un test positif est révélé par I'apparition d’'ugeloration bleue-
violacée(Bruneton, 1999)

2.1.2. Détection des saponosides

La détection des saponosides est réalisée en ajautgeu d’eau a 2 ml de I'extrait aqueux,
puis la solution est fortement agitée. Ensuitanédange est abandonné pendant 20 min et la

présence des saponosides est évaluée par :

Pas de mousse = test négatif

Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

Mousse de 1 — 2 cm = test positif

Mousse plus de 2 cm = test tres pogifiease et Evans, 1987)

2.1.3. Recherche des tanins

La présence des tanins est mise en évidence emamj@ul ml de I'extrait aqueux, 1 ml d’eau
et 1 a 2 gouttes de solution de Fedilluée (1%). L'apparition d’'une coloration verinfée ou

bleu-vert indique la présence des tarfinease et Evans, 1987)

2.2. Epuisement du matériel végétal avec I'éthanol

Dans un ballon surmonté d’'un réfrigérant, 10g duenia végétale est mis en présence de 60
ml d’éthanol. L’ensemble est porté a reflux pendare heure. Ensuite, le mélange est filtré et
I'extrait éthanolique est soumis a la mise en awnick des : flavonoides, composés réducteurs,

tanins (galliques ou cathéchiques).

2.2.1. Détection des flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consistaiter 5 ml de I'extrait éthanolique avec 1
ml HCL concentré et 0.5g de tournures de magnédianprésence des flavonoides est mise

en évidence si une couleur rose ou rouge se dgekprées 3 mifEarnsworth et al, 1974)



Partie expérimentale Chapitre 1 : Criblage phytochimique et exgraction des métabolites secondaires

2.2.2. Détection des composés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 ml de I'extéhanoliques avec 2 ml d’eau distillée et 20
gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer.tébt positif est révélé par la formation d’'un

précipité rouge-briquélrease et Evans, 1987)
2.2.3. Recherche des tanins galliques et cathéchegu

La présence des tanins est mise en évidence eta@ijoa 1 ml de I'extrait éthanolique, 2ml
d'eau et 2 a 3 gouttes de solution de kediluée (1%). Un test positif est révélé par
I'apparition d’'une coloration bleue-noire (taninallgjues), verte ou bleue verte (tanins

cathéchiqueg)Trease et Evans, 1987)
2.3. Autres métabolites secondaires
2.3.1. Détection des alcaloides

Ajouter 10 ml de HSQ, dilué (1/10) a 10 g de la poudre végétale dansrieamemeyer de 250
ml. Laisser agiter et macérer pendant 24 h a lpéeature ambiante du laboratoire. Apres
filtration sur papier lavé a I'eau distillée de rieae a obtenir environ 10 ml de filtrat.

1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de Mayeil apparait un précipité blanc- jaunatre c’est

gu’on est en présence d’alcaloides.

1 ml de filtrat +5 gouttes du réactif de Wagneil, &parait un précipité brun c’est qu'on est

en présence d’alcaloide&nnexe 1) (Paris et Moyse, 1969)
2.3.2. Détection des coumarines

Placer 1 g d’échantillon de la plante humide damgulbe a essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’'une solution de NaOH et le placangdun bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0.5 ml de NJ@H (10 %). Mettre deux taches sur un papier fikie
examiner sous la lumiere ultraviolette. La fluomsme des taches confirme la présence des

coumarinesRizk, 1982.
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2.3.3. Recherche des stérols et triterpénes

Une macération a été réalisée pendant 24 h a n%ldher. L’extrait éthérique est ensuite
évapore a sec a 60°C et repris avec de 'anhydaééque puis du chloroforme. Déposer au
font du tube contenant I'extrait de I'acide sulfreé. En cas de réaction positive il se forme
un anneau rouge-brunatre ou violet a la zone deacten des deux liquides, la couche

surnageante étant verte ou violefes@se et Evans, 1987
3. Préparation des extraits deS. villosumet A. articulata
3.1. Extraits bruts méthanoliques

Avant de procéder les extractions, les différeptasies utilisées (partie fleurie & villosum

racines et rameaux A’ articulatg sont réduites en poudre.

Une quantité de 1g de chaque partie est macérée 2anml du méthanol pendant 24 h
(Figure 12). Apres filtration sur papier Whatman, la solutiméthanolique est évaporée a sec
sous pression réduite dans un évaporateur ro&tijge Buchi R-200 a 60°C. Le résidu sec
pesé est repris par 3 ml du méthanol pour l'atilen dans les futures textes du dosages et

d’activités antioxydantesBenhammouet al, 2009.

lg de la poudre/20ml
méthanol pendant 24h

!

Filtration et
évaporation 3 sec
(60%ch

"

F.ésidu sec repris
par le méthanaol

Figure 12 : Protocole d’extraction d’extrait brut méthanokgBenhammouet al,, 2009).
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3.2. Extractions des flavonoide

1g du matériel végétal est macéré dans 20 ml dihanét pendant 24 h. L'extre
méthanolique récupéré est ensuite évaporé a sampatavapeutype Buchi F-200 a 60°C.
Le résidu sec obtenu est partagé entre 10 ml dicét’éthyle et 10 ml d’'eau dilée
bouillante dans une ampoule a décanter. Apréstmgitat décantation des deux phase:
phase acétate d’éthyle est récupérée évaporégar un évaporateur rotatif. Le résidu sec
repris par 3 ml du méthanol. La phase aqueuse &sstu@avée ar 10 ml de -butanol. Aprés
décantation, la phase butanolique est séchée avapmur a 60 °C. Le résidu sec pesé
repris par 3 ml du méthancpour [l'utilisation dans les prochains textes d\atéis
antioxydantesRBekkara et al, 1999 (Figure 13).

1g de la matiere vegeétale

Extraction méthanpligue 20ml 24k}
Filtration
Extrait
—

Evaporation 2 sac (60°C)
Addition de l'san distillée bowllants ;

Extraction par I"acétte d’éthyle {10ml)

l l

Phase acétate d’éthyle Phase agueuse

i Extraction par le n-butanol (10ml)

Phase hutanalique Phase aqueuse

Figure 12 : Protocole d’extraction des flavonoidBekkara et al, 199f) .
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3.3. Extractions des tanins

L’extraction des tanins est obtenue en suivant éshode deZzhang et al. (2009. Le broyat

du matériel végétal (2.5 g) a été macéré par 5dunhélange acétone/eau distillée (35/15 ;
V/V) durant 3 jours a la température ambiante. dlatgon est filtrée et évaporée a 40 °C par
un rotavapeur type Buchi R-200 pour éliminer I'acé&t. Puis, la phase aqueuse est lavée par

15 ml de dichlorométhane afin d’éliminer les pignseet les lipides.

Apres la séparation de la phase organique, la Epssuse a été extraite une fois avec 15 ml
d’acétate d'éthyle puis la phase organique obteesteévaporée a sec a 40 °C par le
rotavapeur puis pesé et repris par 3 ml du méthpoot I'utilisation dans différants textes

d’activités antioxydanteg={gure 14).

2.5 g de la matiere végetale séche et broye
l Extraction acitoneezu (33/13) (3jours) ; fltrztion

Filtrat acétone ‘eau

l Evaperation 240°C

Phase aqueuse

| Lo oo (Sa)

! }

Phase organique Phase agueuse
l Extraction par zcétate d’sthyle (13m)

Phase acetate

Figure 14: Protocolt d’extraction des tanii (Zhang et al., 200¢).
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3.4. Extractions des saponosides

Les saponosides ont été extraits selon la méthiatterée palpplebaum et al (1969) Le
broyat (5 g) a été délipidé durant 2 h sous regflax75 ml d’hexane pur. Aprés élimination de
la phase organique, le précipité obtenu a été rdadéans 25 ml d’éthanol absolu sous
agitation a la température ambiante pendant 24phegAfiltration, la phase éthanolique a été
évaporee a sec sous vide a 60 °C par le rotavapeuésidu sec a été extrait une fois par 50
ml du mélange eau distillée/éther de pétrole (ghguffé a 50 °C dans un bain marie pendant
30 min. La phase aqueuse est reprise par 5 ml Hatamol pendant 30 min. Aprés
décantation, la phase organique a été évaporée @ &@ °C et reprise par du méthanol pour

I'utilisation dans les différents textes d’actiwtantioxydantesHigure 15).
Sg matériel végétale

l dipidation par (73ml hexang) durant 2h

Macération du précipité avec
25 ml d’éthanoel sous agitation

l Filtration =t évaporation
Résidu sec
l Extrzction par 30ml {2zu / &ther d= pétrole (vv)
Pendant 30mm & 30°C

. v

Phase orzanique Phase agueuse

i Extraction per 5ml n-butanol

Phase hutanoligue
Figure 1£ : Protocole d’extraction des saponosidesplebaum et al., 196€) .

3.5. Extraction des alcaloides totaux

Cette famille a été obtenue selon la méthodéladoorne (1998) Une quantité de 10 g de
poudre des rameaux Al’ articulataa été extraite au soxhlet par 150 ml d'éthanol labso

durant 5 h. L'extrait éthanolique a été ensuitepév@ a sec sous vide a 60°C par un
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rotavapeur de type Buchi R-200. Le résidu sec arejpéis par 20 ml du chloroforme et
acidifié par HCl a 5 % au pH 3. Apr&9 min a la température ambiante, la phase aqueuse
acide a été extraite par 20 ml du chloroforme,flégapar le NaHCQ@a 5% au pH 9 et laissée
reposer pendant 15 min. La phase chloroformiqueéaégaporée et le résidu sec qui
représente les alcaloides totaux a été pesé mris mar 3 ml du méthanol pour I'utilisation
dans les fetures textes d’activité antioxydafigyre 16).

10 g de la poudre végétale

l Extraction par soxhlet dans (150ml) éthanol durant 5h.

Extrait éthanolique

l Evaporation a sec (60°)
Résidu sec repris par 20 ml
chloroforme
l Acidification par HCL 5% (pH=3)

Phase aqueuse acide

Extraction par 20ml chloroforme et basification
par NaHCO; a 5% (pH=9)

Phase chloroformique

Figure 1€ : Protocole d’extraction des alcaloidetarborne, 1998.

++ Calcul des rendements en extrait sec

Nous avons déterminé le rendement des plamtesxtait sec en calculant le rapport

suivant :
Rdt % = (P1-P2 / P3)*100

P1: poids du ballon aprés évaporation ;
P2: poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;

P3: poids de la matiere végétale de départ.
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Chapitre2 : Quantification des teneurs des compopégnoliques et

évaluation du pouvoir antioxydant des extraits

Introduction

Dans la seconde partie, nous nous sommes intérassgsguantification des teneurs en

composés phénoliques et en caroténoides dansttegiskruts méthanoliques. Ces dosages
obtenus exprimés en mg/g de matiére seche sontrdéés en utilisant les réactifs suivants :

le Folin-Ciocalteu pour les polyphénols, le trialliee d’aluminium pour les flavonoides et les

flavonols et la vanilline pour les tanins conden&nsuite, nous avons évalué le pouvoir

antioxydant des extraits des plantes par quatientgaes chimiques complémentaires : la
capacité antioxydante totale, la réduction de lempiégeage du radical libre DPPKR,2-

diphényl-1-picrylhydrazyl) et le blanchiment @tcaroténe.
1. Teneurs des composés phénoliques
1.1. Teneurs en phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits des @amtété déterminée par la méthode de

Singleton et Rossi. (1965)n utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

Un volume de 200 ul pour chaque extrait est intitodlans des tubes a essais, le mélange 1 mi
de Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml de carde de sodium a 7.5 % est additionné. Les
tubes sont agités et conserves durant 30 min. brabsce est mesurée a 765 nm en utilisant

le spectrophotométre Spec&r@00 Plus UV/ Vis.
Une courbe d’étalonnage a différente concentratiacide gallique a été préparée.

La teneur en phénols totaux est exprimée en naligne (mg) équivalents acide gallique par
gramme (g) du poids de la matiere seche (mg EAGSY

1.2. Teneurs en flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectugreume méthode colorimétrique adaptée par
Zhishenet al.(1999.
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Une quantité de 500 pl de solution méthanolideeatéchine a différentes concentrations ou
de I'extrait méthanolique convenablement diluésnesiangé avec 1500 pl de I'eau distillée.
A temps zéro, 150 ul de nitrite de sodium (NaN&®?5 % est ajouté au mélange. Apres 5 min,
150 pl de trichlorure d’aluminium (Algl a 10 % (m/v) est rajouté. Apres l'incubation de 6
min a la température ambiante, 500 pl d’hydroxydesddium (NaOH) (1M) est additionné
immédiatement, le mélange est complétement agité dhomogénéiser le contenu.

L'absorbance de la solution de couleur rosatreésrminée a 510 nm contre le blanc.

La teneur en flavonoides totaux est exprimée elignailmme (mg) équivalents catéchine par

gramme (g) du poids de la matiere seche (mg EC/gavfartir de la courbe d’étalonnage.

1.3. Teneurs en tanins condensés

Les quantités des tanins condensés sont estimadgisant la méthode a vanilline en milieu
acide Julkumen-Titto, 1985).

Un volume de 50 ul de I'extrait brut est ajouté5A pl de la solution vanilline/méthanol
(4%, m/v), puis le contenu est mélangé a l'aidenduortex. Ensuite, 750 ul de l'acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné estdar réagir a la température ambiante

pendant 20 min. L’absorbance a 550 nm est mesoréexde blanc.

La concentration des tanins condensés est estimégllggramme (mg) équivalents catéchine
par gramme (g) du poids de la matiere seche (mgy B@S) a partir de la courbe

d’étalonnage.

1.4. Teneurs des flavonols totaux

La teneur en flavonols totaux a été déterminéelgpanéthode décrite pdumaran et al.
(2007). Un volume de0.25 ml d’extraita été mélangé avec 0.25 ml d'’AJC2 mg/ ml) et 1.5
ml d'acétate de sodium (50 mg/ ml). L'absorband¢emessurée a 440 nm apres 150 min

d’incubation a la température ambiante

La teneur en flavonols a été exprimée en mg équiivsl quercétine par gramme du poids de

la matiere seche (mg EQ/ g MS).
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2. Teneurs en caroténoides totaux

Les caroténoides totaux ont été extraits selon la ndétlueTalcott et Howard (1999) en

D
—
D

utilisant une courbe standard d&carotene. Deux grammes d’échantillons ont
homogénéisés avec 20 ml d'un mélange acétone/étflahos / v) et 200 mg/l de BHTle

mélange a été macéré pendant 24 h a la tempéeatiimante.

Les échantillons ont été filtrés et centrifugésb@dt/m pendant 20 min. Le surnageant a été
transféré dans une fiole gradué et le mélange aedaihanol (25/25 ; v/v) a été ajouté a un

volume final de 50 ml.

La teneur en caroténoides totaux ad&terminée par la méthode spectrophotométragdé0
nm. Ces pigments ont été expriméesraifigramme (mg) équivalent-carotéengpar gramme

(9) du poids de la matiére seqineg E3C/ g MS).

¢+ Toutes les expériences des dosages sont répeétiseois.

3. Activité antioxydante

Dans notre étude, I'évaluation du pouvoir antioxytda vitro de nos extraits des métabolites
secondaires a été réalisée par quatre techniqumgyals a savoir : la capacité antioxydante
totale (CAT), la réduction du fer, le piégeage ddical libore DPPH et le test du blanchiment

dep-caroténe.
3.1. Capacité antioxydante total€CAT)

Ce test est évalué par la méthode de phosphomaolghdiEPrieto et al. (1999) Il est basé sur
la réduction de Molybdéne Mo (VI) présent sous danfe d’ions molybdate Mof &
molybdéne Mo (V) Mo@" en présence de I'extrait pour former un complexet \de
phosphate/ Mo(V) a pH acide.

Un volume de 0.3 ml de chaque extrait est mélangé & ml de solution du réactif (0.6 M
acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mdlybdate d’ammonium). Les tubes
sontincubés a 95°C pendant 90 min. Apres refroidissén@bsorbance des solutions est
mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient lenla solution du réactif et 0.3 ml du

méthanol et il est incubé dans les mémes conditigne I'échantillon. La capacité
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antioxydante totale est exprimée en milligrammeiédents acide ascorbique par gramme de
la matiére seche (mg EAA/ g MS). Les expériences ipétées 3 fois.

3.2. Réduction du fer (FRAP)

Cette méthode est déterminée en utilisant la tgcienidOyaizu (1986) Les différentes
concentrations des extraits dans I'eau distillémljlsont mélangées avec 2.5 ml de la solution
tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml dedgamure de potassium §Re(CN}] (1%).
Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 miresAR.5 ml de I'acide trichloracétique
(10%) est additionné. Le tout est centrifugé a 3@0s pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du
surnageant de chaque concentration est mélangé2avenl de I'eau distillée et 0.5 ml de
FeCk, 6 H:0 (0.1%). L’'absorbance est mesurée a 700 nm.

L’augmentation de l'absorbance dans le milieu iéacel indique I'augmentation de la

réduction de fer. L’acide ascorbique est utilisenowe contrble positif.

La concentration E& qui est définie comme la concentration des antiarysl nécessaire pour
réduire 50% de la concentration initiale du thiowte ferrique est un indice utilisé pour

comparer et exprimer la puissance des capacitéstrambs des substances bioactive.
3.3. Piégeage du radical libre DPPH

Cette méthode est basée sur la mesure de la @apasitantioxydants a piéger le radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH. Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazinen(nadical)
en acceptant un atome d’hydrogéne. L'effet de chamirait sur le DPPH est mesuré par la

procédure décrite p&anchez-Morencet al. (1998)

Un volume de 50 pl de différentes concentrationamggiml de chaque extrait est ajouté a
1.950 ml de la solution méthanoligue du DPPH.025 g/l) fraichement préparée.
L’absorbance est mesurée a 515 nm aprés 30 mioutbation a la température ambiante. Les

pourcentages d’inhibition (%) du radical DPPH staitulés a partir de la formule suivante :
% d’lnhlbltlon = [(DO témoin _DOéchanti”on) / DOtémoir;l * 100

Ou : DO moin: représente I'absorbance du contrble sans exsfpadts 30 min.
DOschantillon: représente I'absorbance en présence d’extreasagd min.



Partie expérimentale Chapitre 2 : Quantification des teneurs des composés phénoliques et
évaluation du pouvoir antioxydant des extraits

Les concentrations nécessaires pour réduire 50 %adical DPPH (ECso) sont calculées
graphiquement par les régressions exponentieties. fourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations des extraits testés)
3.4. Test du blanchiment d¢s-caroténe couplé a I'auto-oxydation de I'acide lingique

Le B-caroténe est physiologiquement un composé imporesonnu par sa forte activité
biologique. Dans l'industrie agro-alimentaire, st eitilisé dans les boissons comme un agent
de coloration et sa décoloration indique la réductie qualité de ces produ{Bougatef et

al., 2009) Cependant, dans le test du blanchimerjt etarotene, la présence des 11 paires de
doubles liaisons rend I@-carotene extrémement sensible aux radicaux lilm@svés
d’hydroperoxydes. Ces radicaux sont formés a pdeifoxydation d’acide linoléique dans
un systeme émulsion aqueuse en résultant le blaeahidup-carotéengUnten et al.,1997)

La présence des antioxydants comme les polyphéadissent I'ampleur de la destruction du
B-carotene en neutralisant les hydroperoxydes aitrds espéces radicalaires formées a

I'intérieur de ce systeme.

Le test du blanchiment dicaroténe utilisé pour évaluer l'activité antioxytiades extraits
de nos plantes est celui diioure et al. (2000) Une quantité de 2 mg d&carotene est
dissous dans 10 ml de chloroforme. On préleve demette solution dans une fiole contenant
préalablement 200 mg Tween 40 et 20 pl d’acidediqae. Cette solution est évaporée au
rotavapeur jusqu’a disparition de I'odeur du chforme. Puis, un volume de 100 ml de I'eau
distillée est ajouté dans la fiole et le mélangaultnt est agité vigoureusement. Dans des
tubes a vis, I'émulsior-carotene/acide linoléique de 4 ml est additionaé200 ul des
solutions méthanoliques de I'extrait ou de I'antidant de synthése (BHT, acide gallique) de
différentes concentrations. Aprés une agitationppment dite, 'absorbance est mesurée
immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t =rOawmintre le blanc contenant 'émulsion
sansp-caroténe. Les tubes bien fermés sont placés darmin a 50°C pendant 120 min.
Ensuite, 'absorbance de chaque extrait est mesudd® nm a t = 120 min. Pour le contrdle
positif, 'échantillon est remplacé par le BHT. tentrole négatif est constitué par 200 ul du
méthanol au lieu de I'extrait ou de l'antioxydarg dynthese. Tous les échantillons sont

répétés en deux essais.
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L'activité antioxydante (%) des extraits est évalag termes de blanchimentearotene en

employant la formule suivante :
Pourcentage d inhibitions(%)= [(Ax20rAc(20)/ (Ac(o)- Ac(20)]* 100

Ou: Aoy représente I'absorbance en présence de I'exanatioxydants) a 120 min ;
Ac(120): represente I'absorbance du controle a 120 min ;

Ac(0): représente I'absorbance du controle a 0 min.

La valeur EGp est définie comme la concentration des antioxylaotrespondant a 50 %
d’inhibition. Elle est calculée en tracant la caudies pourcentages d’'inhibition en fonction
des concentrations de I'extrait.

3.5. Analyse statistique

Les données expérimentales du dosage et de [@ctamtioxydante obtenues ont été
exprimées par une moyenne et plus ou moins I'épgre en utilisant les programmes
Microcal Origine 6 et I'Excel 2003.
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Chapitre3 : Séparations chromatographiques et aysds des composés actifs

des extraits bruts

Introduction

Le dernier chapitre de la partie expérimentalecessacré a laéparation chromatographique
par la chrommatographie sur colonne, la chromafdgea sur couche mince, la
chromatographie sur couche mince préparative (Gt @t CCM préparative) et I'analyse
des fractions actives des racineé.darticulata et de la partie fleurie d8. villosumpar la
chromatographie liquide a haute performance (CLkP3pectrophotométrie UV-Visible et la
chromatographie en phase liquide a ultra-hauteopeegnce couplée a la spectrométrie de
masse (CLUHP/SM

1. Séparations chromatographiques
1.1. Préparation de I'extrait brut méthanolique

Une quantité de 50 g (la partie fleurie 8e villosumet les racines @&. articulatg a éte
maceérée dans 270 ml du méthanol pendant 24 heampérature ambiante. Apres filtration
sur papier Whatman, le mélange est évaporé a $aw@ d’'un évaporateur rotatif de type
Buchi R-200 Benhammouet al, 2009.

1.2. Fractionnement et isolement des composeés

Pour I'ensemble des extraits, nous avons débutalement par une chromatographie
analytique sur couche mince pour mettre au po#éiudnt ou le systtme chromatographie
d’élution qui donnerait les meilleurs résultatss@ssais ont été effectués avec des plaques de
gel de silice 60 F25¢rétes a I'emploi sur un support en aluminiumes divers systemes

d’élution testés sont :

v' Systeme N°1 :Chloroforme/ Méthanol/ Eau/ Acide Acétique : (1A®/ 0.5/ 0.5)
(Jeffery et Christic Nea, 1983n Heimeur, 2004.

v' Systéme N°2 Toluéne / Acétate d’Ethyle/ Acide Acétique : (3&/ 5) (Medie-Sarie
et al, 2004)

v' Systéme N°3 :Hexane/ Acétate d’Ethyle/ Acide Acétique : (7.333/ 1.25) Medie-
Sarieet al, 2004).
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v' Systéme N°4 Butanol/ Acide Acétique / Eau : (4/ 1/ Bfidrkham, 1982).

v' Systéme N°5 Acétate d'éthyle/Acide Acétique / Eau : (65/ 18) PNaksmundzka-
Hajnos et al, 2008.

v' Systéme N°6 Dichlorométhané Méthanol : (50/ 50).

Parmi ces systemes, nous avons sélectionné ledbachéthand Méthanol qui a donné une

bonne séparation des composés des extraits brutdgzodeux especes.
Nos extraits ont été fractionnés par chromatogeapti colonne en verr€ifjure 17 et18).

Cette derniere d’'une longueur de 44 cm et diantitr2.5 cm a été équipée d’'un entonnoir et
d’un robinet, ensuite elle a été remplie avec ledgesilice 60 F254, sa granulométrie est de
I'ordre de 0.063 a 0.2 mm. Les extraits méthan@#qdeS. villosumet d’A. articulatadissout
dans le méthanol sont mélangés a une petite géatgice gel, 'ensemble est séché a I'air
libre. La poudre homogene a été déposée sur.l&'ghition a été réalisée par un gradient de
solvants organiques composé du dichlorométhan& ebéthanol, et les fractions éluées ont
été récupérées sous la lampe UV. L'analyse par @QMontenu de chaque tube permet
finalement de réunir rationnellement les fractioagant d’éliminer les solvants sous
I’évaporateur rotatif. Nous avons obtenu 24 fradipourS. villosumet 17 fractions pouA.

articulata (Figure 17 et18).
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Figure 17 : Protocole d’extraction, séparation et analyseadeattie fleurie d&. villosum.
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Figure 1€ : Protocole d’extraction, séparation et analyserdeimes dA. articulata.
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2. Analyse des composés de I'extrait brut méthanoliqt

Les fractions obtenues des extraits brulA. articulata et de S. villosum séparées sur
colonne de gel de silice éluée par un gradient de solvardechlorométhane/ méthanol ¢
subi un test du pouvoir antioxydant, en utilisaattéchnique du piégeage du radical li
DPPH', selon la technique (Sanchez-Morenoet al. (1998) Les molécules purifiées ont ¢
analysées par le spectrophotometre-Vis, la chromatographie liquide a haute performe
et la chromatographie en phase liquide a - haute performance couplée a la spectrom
de masse (CLUHP/SM

2.1. Spectrophotométrie UWVisible

Cest I'une des méthodes la plus simple, la plusdea@ mettre en ceuvre et les pl
intéressantes du point de vue nombre de renseignsmbtenus a partir d’'une tres fai
quantité de produit a analyser pour la mise eneivd des composés phénoliques. Elle
basée essentiellement sur I'enregistremeni spectre dans un milieu alcoolique (méthe
ou éthanol) caractérisé par I'apparition de deurdea d’'absorptionJurd et Horowitz,
1962)(Figure 19).

L’action des flavonoides dans les plantes résdteatbsorption dans le domaine UV. Dan:
méthanolneutre, les composés flavonoidiques absorbent dams régions différentes (
spectre ultradolet entre 300 et 38'Bande I), et entre 250 et 28@Bé&nde I1).

; S
' | B
e =
2
‘gl ¢ |
a
o
I
Benzovle Cintamoyle
Bande IT Bandel
Absorption de la partie benzovle Absorption de la partie cinnamoyle

Figure 1¢: Les bandes caractéristiques d'un squelette denitdistes (Markham, 1982).
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Bande | : présentant un maximum d’absorption entre 300 et @00 elle est attribuée a
I'absorption du systeme cinnamoyle qui résulte alednjugaison du groupement carbonyle
avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, €itlmne donc, des renseignements sur les

variations structurales du cycle B et I'hétérocyCle

Bande Il : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 elle est attribuée a
I'absorption du systéme benzoyle qui dérive deolgugaison du groupement carbonyle avec
le noyau A et donne des informations sur les vianatstructurales du cycle Markham,
1982)

Le balayage spectral des molécules a été faitepspéctrophotométre de type SpeddaDO
Plus, piloté par le logiciel WinASPECT Plus. Lessipes obtenus ont été enregistrés et
comparés avec ceux des témoins des composés pmphé&wliCatéchine, quercétine,
pyrocatéchol, phloroglucinohydroquinone, acide férulique, acide vanilliqudadadannique,

acide gallique et acide-coumarique).

Suivant le nombre de doubles liaisons conjuguéetasairucture des flavonoides, ces bandes
seront plus ou moins intenses. Il est ainsi faddefaire la différence entre des molécules
aglycones a cycle C ouvert (chalcone, aurone) guuoe bande Il trés réduite et les autres
flavonoides a cycle C fermé qui possedent une bHArm®ucoup plus intense. Par contre, les
isoflavones et les flavanones possédent une bangi@é kst généralement réduite a un

épaulement.
2.2. Chromatographie liquide a haute performance (CHP)

La chromatographie liquide a haute performancéaetsichnique d’analyse, de caractérisation
d’extraits en composés phénoliques la plus util($&@mez-Caravacaet al., 2006,car elle
présente une haute résolution, une reproductildlggée et une durée d'analyse relativement

courte.

L'appareillage utilisé au laboratoire est constilitthe chaine chromatographique de type Y
L9100 qui est composée d’'une pontpeternaire, d’'un détecteur UV-Vis DUAL, pilotéer pa
le logiciel YL Clarity. Cette analyse a été réalisée en phase inverseuaeecolonne CLHP
de type C18, d’'une longueur de 15 cm et d'un diaeni@terne de 4.6 mm, avec un débit de

0.8 ml/ min.
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Vingt microlitre ont été introduit dans cette cabenet la phase mobile est composée de :
Méthanol/ Eau (ultra pure)/ Acide acétique (45/351%s composés phénoliques sont élués
en utilisant un mode isocratique et la détecticgttéafaite a une longueur d’'onde de 260 nm
pendant un temps de 30 min sous une pression da 160 bars et a 25°C (Température du

laboratoire).
2.3. Analyse de la sous-fraction F16.8 par CLUHP/SNAgilent 1290)

La sous fraction F16.8 a été analysée par la chiogrephie en phase liquide ultra-haute
performance (CLUHP) couplée a la spectrométrie dese (SM) sous la direction du docteur
Serge Michalet, Maitre de Conférences, UMR 5557vélsité Lyon 1/CNRS, Ecologie
Microbienne, Institut des Sciences Pharmaceuti@ieBiologiques (ISPB), Centre d'Etude
des Substances Naturelles (CESN).

Ce systeme CLUHP (Agilent 1290 infinity series) Bgini d’'une pompe de distribution de
solvant (G4226A), d'un passeur d’échantillons (&Gl et d'un four a colonne (G4212A)
relié a un détecteur a barrette de diodes (DAD, 18A2 et un spectrometre de masse a
quadrupole couplé a un analyseur en temps de vAIOE) Agilent 6530) en mode

électrospray (ESI) d’ions positifagilent Technologies).

Cing microlitres d’extrait ont été séparés sur ook Poroshell 120 C18 (3.0*150 mm, 2.7
pum), avec un débit de 1.2 ml/min. Les phases melslent composées de 0.4% d’acide
formique dans I'eau (A) et de I'acétonitrile (B)ed composés phénoliques sont éluées en
utilisant un gradient d’élution, le programme estene suit 1% de B ; 0-2 min,1-7 % de

B; 2-15 min,7-20 % de B; 15-25 min20-40 % de B 25-35 min40-100 %de B; 35-46 min
et100% deB ; 46 a 47 min.

La détection est réalisée par un détecteur a badetdiodes (190-600 nm). Les aires de pics
des extraits sont mesurées a la longueur d’'ond288enm. L'analyse par spectrométrie de
masse est effectuée en un seul mode d’ionisatimsit{), électrospray positif (E9), dans les

conditions suivantes :

Le mode ESI: tension du fragmenteur & 70V et du capilaire @040; sources de gaz fixée
(N2) a 40 psi avec un débit de 11 L/min a une tempegate 320°C.
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Les paramétres ioniques ont été optimisés et éalilen mode ESpar un réglage
automatique par I'utilisation de solutions standaitd masses de références.

L’analyse compléte des spectres de masse (MS) a&isée a haute résolution (R= 12000)
avec un balayagde 100 a 3000 m/z (rapport masse/charge) pour iolites masses exactes
et des scans en M®nt été automatiquement réalisés (acquisitionuta BISMS) pour une

étude structurelle.

Les données sont traitées a l'aide du logiciel Masger (Agilent Technologies)Les
masses expérimentales ainsi que les spectres UVétintcomparées a la littérature

disponible afin d’identifier la nature des métabesi
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Chapitrel : Screening phytochimique et rendementsextraitssec
1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur i#férehts extraits des deux plant&s
villosum et A. articulata en utilisant des solvants de polarité différentedet réactifs
spécifiqgues de révélation.Les résultats expérimenties tests phytochimiques sont illustrés
dans lgableau 3

Tableau 3: Résultats des tests phytochimiques.

Composés chimiques Anabasis articulata Sedum villosum
recherchées Rameaux Racine Partie fleurie
Amidon - - +
Saponosides + + ++
Tanins cathéchiques +++ - ++
Tanins galliques - +++ -
Flavonoides + + ++
Composé réducteurs - - -
Alcaloides ++ - -
Coumarine - - -
Tanins +++ +++ +++
Stérols et triterpenes +++ ++ -

(+) : Présence en faible quantitér:+{ : Présence en quantité moyenne++) : Présence en forte quantité); i

Absence.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiqaéalisés sur le matériel végétal de
différentes parties de nos plantes mentionnés tatableau 3 montrent la présence des
flavonoides, tanins, saponosides dans les deuxeglavec des intensités variables, ainsi que
la présence des stérols et triterpénes que dailarieeA. articulata Nous enregistrons aussi
la présence d’alcaloides que dans la partie ramdalwette derniére.La présence d’amidon
gue dans la partie fleurie de la plaBtevillosum.

2. Rendements en extraits secs

Les extractions des différents métabolites secoesldes plus abondants dans nos plantes

nous ont permis de calculer le rendement de chagtraits notamment les extraits bruts
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méthanoliques, les flavonoides (fractions acétaéthyle et butanolique), les tanins, les
saponosides a partir des deux plantes citée awgarat les alcaloides a partir des rameaux
d’A. articulata. Les rendements obtenus exprimés en pourcentagereyanéisentés dans le

tableau 4

Tableau 4 :Rendements en extraits obtenus a part.dallosumet d’A.articulata

Rendement (%) Anabasis articulata Sedum villosum
Rameaux Racines Partie fleurie
Extrait brut 5.470+ 0.537 | 4.00@& 0.042 5.170 £ 0.050
Fracotlfgph;‘feétate 1.860+0.643 | 1.31@ 0.233 3.280 £ 0.353
Fraction butanolique | 0.800+ 0.141 | 3.000+ 1.860 0.230 £0.035
Tanins 0.964+ 0.039 | 1.43& 0.339 5.050 + 0.854
Saponosides 0.611+ 0.007 | 0.3910.126 2.450 = 0.090

Alcaloides 5.950% 0.256

Nous constatons que les rendements des extrattshaithanoliques de la partie fleurieSle
villosumet des rameaux A articulatasont plus au moins proches avec des pourcentages d
'ordre de 5.17 et 5.47 %, respectivement, suiviljgtrait brut des racines A. articulataa
raison de 4 %. Cependant, le rendement des aleslaiels rameaux Al articulata(5.95 %)

est le plus élevé par rapport aux autres métabgier les deux plantes. Pour la partie fleurie
de S. villosumJe rendement des tanins (5.05 %) est plus imppriareprésente presque la
totalité des composés polyphénoliques. Cette familé forme que 1.43 et 0.964 %,
respectivement dans les racines et les rameauxadticulata. Concernant les flavonoides, la
fraction acétate d’éthyle de la partie fleurieQlevillosuma donné un meilleur rendement de
'ordre de 3.28 % par rapport aux rameaux (1.86€e¥jacines (1.31 %) A. articulata
Contrairement a la fraction butanolique de la pditgurie deS. villosumqgui révéle un faible
rendement (0.23 %), les racines et les rameauxa gdahteA. articulata enregistrent des
rendements de 3 et 0.8%, respectivement. De m@&nrentlement des saponosides (2.45%)
trouvé dans la partie fleurie d& villosumest élevé par rapport aux rameaux (0.611%) et
racines (0.391%) &. articulata.
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Chapitre : Teneurs en composeés phénoliques et en caroténcétles

activité antioxydante des métabolites secondaires

1. Teneurs en phénols totaux, en flavonoides, era¥bnols, en tanins condensés et en

caroténoides totaux

L’analyse quantitatives des phénols totaux, degofiaides, des flavonols et des tanins
condensés sont déterminées a partir des équatiolasrdgression linéaire de chaque courbe
d’étalonnage exprimées successivement en mg éqoigahcide gallique, mg équivalents
catéchines, et mg équivalent quercétine. Pourdesténoides, une équation de la régression
exponentielle a été établie et exprimée en mg édprits p-carotene par g de la matiere seche
(Figures 20, 21, 22, 28t 24).
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Figure 2C : Courbe d’étalonnage de 'acide gallique pour Isad des phénols totaux.
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de ¢atéchine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dodagéanins condenseés.
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la quercétmoeir le dosage des flavonols.
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Figure 24 : Courbe d’étalonnage giecarotene pour le dosage des caroténoides.
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Le tableau 5résume les résultats obtenus des teneurs en gh@talx, en flavonoides, en

flavonols, en tanins condensés et en caroténoitisxt des extraits bruts méthanoliquessde

villosumet d’A. articulata

Tableau 5: Teneurs en phénols totaux, en flavonoides, arofiols, en tanins condensés et

en caroténoides totaux.

Phénols Flavonoides Tanins Flavonols Caroténoides
Extraits des plantes totaux (mg EC/g condensés (mg EQ/g (mg EBC/g
(mg EAG/g MS) (mg EC/g MS) MS)
MS) MS)
Partie
S.villosum | fleurie | 35 53511 128 0.531+0.371| 7.424 +0.882] 6.198+0.127 0.237 0.0
A. articulata | Rameaux 25.480+3.829 | 3.081+ 0.205 | 4.031+ 0.341| 1.00&: 0.036| 0.267 0.000
Racines | 19.855+7.518 | 3.800+ 0.062 | 2.678+ 0.127| 0.57( 0.059 | 0.218+ 0.000

mg EAG/g MS: milligramme équivalents acide galégpar gramme de matiére séche ; mg EC/g MS:
milligramme équivalents catéchine par gramme deiématséche ; mg EQ/g MS : milligramme équivalents
quercétine par gramme de matiere séche ; ACQ/EMS : milligramme équivalents caroténe par gramme de

matiére seche.

Nous constatons d’apres se tableau, que la teaepius importanteen phénols totaux est

constatée dans la partie fleurie 8e villosumsuivi par les rameaux et les racinedq\.d’
articulata, elles sont de l'ordre de 32.235 + 1.128, 25.488.829 et 19.85% 7.518 mg

EAG/g MS, respectivement. Tandis que, les racirids drticulata étaient particulierement

riche en flavonoides (3.800.062 mg EC/ g MS) par rapport aux autres padeplantes.

La partie fleurie deS. villosumapparait richeen tanins condensés (7.424 + 0.882 mg EC/ g

MS) et en flavonols totaux (6.198 + 0.127 mg EQ/§.NPour les caroténoides, les teneurs

enregistrées sont rapprochées dans les différpatées de nos plantes.

2. Pouvoir antioxydant des extraits

L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits mgs plantes a été réalisée par quatre

techniques chimiques : la capacité antioxydantalgptia réduction de fer, le piégeage du

radical libre DPPH et le blanchiment flircaroténe.
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2.1. Capacité antioxydante totale

Le résultat dda capacité antioxydante totale (CAT) des extrdé@plantes exprimée en n
équivalents acide ascorbique par gramme de matémiee (mg EAA/g MS), a partir d’'ui

courbe d’étalonnage esprésenté dans figure 24 (Annexe 2.

g 2
® R 9
PP
10 g
~
2 9
3
< N
o] 7 ©o,
o .~
]
Q 6
S
o 5
? n
o 4 0 LN
= o €
% q‘\ NV
. 3 < ~ N o L ~ r
8 — ] £ (o] «Q < ()]
= ~ ~ o ~ (o]
o < S - ~ 5 - — = D
a 2 o) -, 4 o - 5 s 0 -, @
Q. o, L~ — N L~ 4 LQ L~ LD\
[3°] L~ d O, ov
(@) 1 BEEN NN BN BN B BTN BN B _i_ _i_

Figure 2E: Comparaison de la capacité antioxydztotale des extraits des plantes étuc.

EBS : extrait brut deS. villosun; FnBS : fraction butanolique d&. villosum EBARa : extrait brut rameaux
d’A. articulata; FnBARa: fraction butanolique de rameau’A. articulata; EBAR : extrait brut racines &.
articulata;FnBAR : fraction butanolique de racinefA. articulata; FAdS : fraction acétate d'éthyle dS.
villosum; ETS: extrait tanins d S.villosumi FAdARa: fraction acétate d’'éthyle rameaux A.
articulata;ETARa : extrait tanins de rameauw’A. articulata;FAdAR : fraction acétate d'éthyle racineA.
articulata ; ETAR : extrait tanins de racines’A.articulata ;ESaS:extrait saponosides S. villosun
ESaAR: extrait saponosides de racin€’A. articulata ESaARa:extrait saponosides rameaux d A
articulata ; EAIARa : extrait alcaloides de rameal’A. articulata.

Nous remarquons que tous les extraits présentent diffiérents degrés d’activit
antioxydantes. Les extraits bruts méthanoliquesdast meilleures capaciténtioxydantes
totales de l'ordre de 9.8460.133, 9.760t 0.128 et 9.996& 0.037mg EAA/g MS pour e
partie fleurie deS. villosum(EBS), les rameaux et les racinesAd’articulate (EBARa,

EBAR) respectivement.
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Les extraits des tanins révélent aussi des capamitioxydantes moins intéressantes a raison
de 6.254+ 0.035 pour SedunE([S) ,2.498+ 0.000 ETAR) et 1.451+ 0.042ETARa) mg
EAA/g MS pour les racines et les rameaux d’Anabdses valeurs enregistrées des deux
fractions acétates et butanoliques pour les deanxtgd sont comparables et égalent a 01941
0.007 FAdS), 1.284+ 0.033 et 1.18% 0.039 mg/g pour la fraction acétate et 0.532012
(FnBS), 1.262 + 0.054 FnBARa) et 1.389+ 0.097 EnBAR) mg/g pour la fraction
butanolique de la partie fleurie de Sedum, les eameet les racines d’Anabasis
respectivement. Pour le reste, la gamme de cepiacitéd est limitée entre 0.5& 0.009 et

2.855% 0.007 mg/g pour les extraits des sapononidessealdaloidesKigure 25).

2.2. Réduction de fer

Le résultat de l'activité réductrice des différentaraits de chaque partie de plantes étudiées
est mentionné dans Idigures 25, 26et 27. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des

courbes des absorbances en fonction des concengati
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Figure 2¢: Pouvoir réducteur des extraits de plaBteillosum.

EBS : extrait brut deS .villosum FAdS : fraction acétate d'éthyle d®. villosunt FnBS : fraction
butanolique de Siillosum; ETS : extrait de tanins d8&. villosun ESaS: extrait de saponosidesS.
villosum
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Figure 27 : Pouvoir réducteur des extraits des ramedAxatticulata

EBARa : extrait brut de rameaux Al articulata; FnBARa: fraction butanolique de rameauXAd
articulata; FAdARa : fraction acétate d’éthyle rameauxAd’articulata; ETARa : extrait tanins
de rameaux'd articulata; ESaARa: extrait saponosides de rameai.drticulata; EAIARa :

extrait alcaloides de rameaudarticulata .
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Figure 2& Pouvoir réducteur des extraits des raculids articulata

EBAR : extrait brut racines & .articulata; FnBAR: fraction butanolique de racine$\d articulata ;
FAdJAR : fraction acétate d’éthyle de racineAd’articulata; ETAR : extrait tanins de racinesAd
articulata ; ESaAR : extrait saponosides de racineA.darticulata.
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Nous constatons que lactivité réductrice est priponelle a l'augmentation de la
concentration. Le pouvoir réducteur de la fractiomtanolique de la partie fleurie de
S. villosum (FnBS) et l'extrait brut méthanolique des racinesAd articulata (EBAR)
s’élevent de 0.117 et 0.213 a la concentrationn@gdm| a 0.839 et 0.707 a la concentration
0.5 mg/ml, respectivemenfigures 26et 28). Ces deux extraits ont présenté I'activité lasplu
élevée pour réduire le fer par rapport aux autxésigs. Ainsi que, les alcaloides des rameaux
(EAIARa), la fraction butanolique et les tanins des rexif@BAR, ETAR) et aussi I'extrait
brut méthanoligue des rameauxAd articulata (EBARa) ont enregistrédes pouvoirs
réducteurs considérables avec des densités optigarsnales de 0.451, 0.4495, 0.4195 et
0.403 a la concentration 0.5 mg/ml, respectivem@figures 27 et 28)A la méme
concentration, les pouvoir réducteurs de I'exttaiit méthanolique (0.3395) de la partie
fleurie deS. villosum(EBS) et la fraction butanolique (0.3255) des rameaux drticulata
(FNBA Ra) sont plus ou moins similairegigures 26et 27). Pour I'extrait des saponosides
de S. villosum(ESa§ sa capacité reste plus faible par rapport auxréiffis extraitsKigure
26).

Afin de comparer I'efficacité de nos extraits, n@wons déterminé la concentration g€t
les résultats obtenus sont résumés datableau 6.

La concentration E& la plus faible est signalée dans I'acide ascoiguaison de 0.063 *
0.002 mg/ ml. Pour les extraits de nos plantesydésurs EGy sont de 0.364 0.001 mg/ml
pour I'extrait brut méthanolique des racines e68.6 0.006 mg/ml pour les rameauxAd’
articulata et 0.733 + 0.001 mg/ml pour la partie fleurieSlevillosumEn plus, les fractions
acétates des deux plantes sont similaires contraimeaux fractions butanoliques, la plaSte
villosumprésente un meilleur pouvoir réducteur a raisof.d882 + 0.000 mg/ml. En effet, la
concentration E la plus élevée est enregistrée pour I'extrait sigsonosides de Sedum

avec une concentration égale a 3.983 + 0.062 mg/ml.

L’efficacité de la réduction de fer est inversemgmportionnelle a la valeur Eg; elle est de
I'ordre croissant selon le classement suivaitide ascorbique>FNnBS>EBAR >EAIA Ra>
FNBAR >ETAR > EBAR&>EBS > FnBRa>EsaAR>ETARa > FadAR> EsaARa> ETS >
FadARa> FadS> EsaS.
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Tableau 6: Concentration E§gdes extraits dh. articulataet deS. villosunpar FRAP.

Plantes étudiées Extraits de plantes Abréviations ECso (mg/ml)
c Extrait brut méthanolique EBS 0.733 £0.001
§ Partie Fraction acétate d’éthyle FadS 1.597 £ 0.005
E fleurie Fraction butanolique FnBS 0.332 £ 0.000
=) Tanins ETS 1.321 + 0.009
& Saponosides EsaS 3.983 + 0.062
Extrait brut méthanolique EBARa 0.663+ 0.006
Fraction acétate d’éthyle FAdARa 1.377+ 0.004
Fraction butanolique FnBARa 0.765+ 0.003
g |Rameaux Tanins ETARa 1.196x 0.016
E Saponosides ESaARa 1.267+ 0.035
f Alcaloides EAIARa 0.517+ 0.008
E Extrait brut méthanolique EBAR 0.364+ 0.001
g Fraction acétate d’éthyle FAJAR 1.256+ 0.034
Racines Fraction butanolique FnBAR 0.577+ 0.005
Tanins ETAR 0.621+ 0.007
Saponosides ESaAR 0.889+ 0.006
Acide ascorbique 0.063 £ 0.002

2.3. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits étudiésl@speceS. villosumet les deux parties de la

plante A. articulata vis-a-vis du radical DPPH exprimée en pourcentagjgghibition est

illustrée dans lefigures 29, 30et 31

63



Partie résultats Chapitre 2 : Teneurs en composés phénoliques et en caroténoides
et activité antioxydante des métabolites secondaires

100 o & ——EbS
< 90 ~B-FAdS
< 80 ETS
% 70 —=FnBS
'_E 60 —¥=ESaS
T 50
0
S 40
s
§ 30
5 20
o
a 10

0

0 1 2 3 4 5 6
Concentrations (mg/ml)

Figure 2¢ : Pourcentages d’inhibition (%) du DPPH en foncties doncentrations
des extraits de plant villosum

EBS : extrait brut deS.villosum; FnBS : fraction butanolique d&. villosunt FAdS : fraction acétate
d’'éthyle deS.villosum ETS : extrait tanins d&. villosum ESaS: extrait saponosides & villosum.
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Figure 3C: Pourcentages d’inhibition (%) du DPPH en foncti@s doncentrations des
extraits de rameauxAl articulata

EBARa :extrait brut rameaux #. articulata;FnBARa: fraction butanoliqgue de rameaux’Ad
articulata ;FAd ARa : fraction acétate d'éthyle de rameauwAdarticulata; ETARa : extrait tanins de
rameaux BA. articulata ; ESaARa: extrait saponosides de rameaux Al articulata; EAIARa : extrait
alcaloides de rameau’A. articulata .
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Figure 31 : Pourcentages d’inhibition (%) du DPPH en fonctie@s doncentrations des
extraits de racinesA. articulata

EBAR : extrait brut racines @&. articulata; FnBAR : fraction butanolique de racinesAd articulata;
AdAR: fraction acétate d'éthyle de racineddirticulata; ETAR : extrait tanins de racine$Ad articulata ;
ESaAR : extrait saponosides de racin¢A. articulata.

Nous remarquons que les pourcentages d’inhibitiogmeentent avec I'augmentation des
concentrations, ce qui explique que ces extraitssgaent une activité antiradicalaire a
différentes degré. A une concentration de 1/mhgles tanins de racines Al’ articulata
(ETAR) enregistrent un pourcentage d’inhibition le piogortant de I'ordre de 77.887 %
comparativement aux tanins des rameaux (76.287t%)»etanins de la partie fleurie de la
planteS. villosum(48.68 %) ETARa, ETS) (Figures 29, 3@t 31). Pour I'extrait brut et la
fraction acétate d’éthyle des rameauR.darticulata(EBARa, FAdJARa) , les pourcentages
d’inhibition sont égales a 21.097 et 17.248 % qantstrop faibles par rapport aux
pourcentages présentés pour I'extrait brut (76242t la fraction d’acétate d’éthyle (71.024
%) des racines de la méme plafBBAR , AJAR), ainsi que I'extrait brut (68.319%) et la
fraction acétate d'éthyle (35.455%) de la plagevillosum(EBS, FAdS a la méme
concentration (1 mg/ml}Hgures 29, 30Cet 31).

Concernant la fraction butanolique 8evillosum(FnBS), juste a 0.766 mg/ml arrive a piéger
presque la moitié de la quantité du DPPH ajout& damilieu, elle révele un pourcentage de

56.716 % Figure 29). Les fractions butanoliques de la pladtearticulata ont donné des
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activités plus faibles. A l'inverse, les saponosides racines 4. articulataont un meilleur
pouvoir a piéger le radical DPPHS$aAR) un pourcentage de 88.496 % a une concentration

de 1.51 (mg/ mlpar rapport auautressaponosidegHigure 31).

A propos des alcaloides des rameauk dirticulata(EAIARa), la capacité a céder un proton
afin de neutraliser le DPPH dépasse 50 % a paxtia doncentration 2 mg/niFigure 30).

Pour comparer la capacité antioxydante de nos iextranous avons déterminé
expérimentalement, le paramétresE(Tableau 7). Ce paramétre a été présenté récemment
pour linterprétation des résultats de la méthode RPPH. Ceci est défini comme la

concentration nécessaire pour réduire 50% du raldieRH (Pokorny et al, 2001).

Tableau 7 :Concentrations E£ des extraits . articulataet deS. villosunpar DPPH

B (mg/ml)

Extraits de plantes A. articulata S. villosum

Rameaux Racines Partie fleurie
Extrait brut méthanolique| 1.988+ 0.153 | 0.576& 0.033 0.537 £ 0.007
Fraction d'acétate d'éthyle / 0.442+ 0.011 2.026+ 0.006
Fraction butanolique 1.696+ 0.019 | 1.75&0.014 0.618 + 0.001
Tanins 0.530+ 0.006 | 0.605 0.004 0.916 + 0.009
Saponosides 3.500+ 0.044 | 0.622 0.003 19.884 £ 0.097
Alcaloides 1.303+ 0.216
Acide ascorbique 0.124+ 0.000

Les résultats illustrés dans léableau7, nous montrent que tous ces extraits participent a
céder le proton Havec différents degrés a I'excepte de la fractiogtate d'éthyle des
rameaux. En comparant les &@es différents extraits testés des deux plantesapgort a
celle de 'acide ascorbique, nous avons remagyela fraction acétate d’éthyle des racines
d’A. articulata possede une activité antiradicalaire moyenne.eClediction enregistre une
concentration E§ égale a 0.442 0.011 mg/ml. Pour les autres extraits des raciiedrait

brut, les tanins, les saponosides et la fractionarilique présentent des capacités
antioxydantes faibles de l'ordre de 0.57®.033, 0.60% 0.004, 0.622 0.003 et 1.75%

0.014 mg/ml, respectivement. Tandis que, les caraons EGy des tanins, des alcaloides,
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de la fraction butanolique, et d’extrait brut dasmeaux sont égales a 0.580.006, 1.30%
0.216, 1.696: 0.019 et 1.98& 0.153 mg/ml, respectivement. Alors que, les sapioies des

rameaux dA. articulatasont plus faibles de 3.5@00.044 mg/ml.

Pour I'espéces. villosum/'extrait brut méthanoliquéle la partie fleurie présente I'activité la
plus importante avec une valeur gg@gale a 0.537 + 0.007 mg/ml par rapport aux autres
extraits de la méme plante suivi par la fractiotaholique (EGy=0.618 + 0.001 mg/ml).

Nous pouvons classer les extraits par ordre ddivééodécroissante Acide ascorbique >
FAJAR >ETARa > EBS >EBAR > ETAR> FnBS >ESaAR >ETEAIARa > FnBARa >
FNBAR >EBARa > FAdS >ESaARa >ESaS.

2.4. Méthode de blanchiment d-caroténe

D’aprés lesfigures 32 et 33, le pourcentage d’inhibition de I'activité antiadgnte par le
systemeB-carotene/ acide linoléique est proportionnel édacentration. Tous les extraits des
plantes inhibent le blanchiment ditcaroténe a différentes valeurs par le piégeage des

radicaux libres.

100 ——ETS —@—ESaS
- 90 =i—=FnBS =FAdS
X =¥#=EBS =—@—=BHT
£ 80
c
g 70
Z 60
=
© 50
O 40
g
£ 30
S 20
3 =
a 10

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentrations (mg/ml)

Figure 32 : Pourcentages d’inhibition de blanchiment du f&&me en fonction des
concentrations des extraits de pla8tevillosum.

EBS : extrait brut deS. villosum FnBS : fraction butanolique d&. villosumFAdS : fraction acétate
d’éthyle deS. villosumETS : extrait tanins dé&. villosumESaS: extrait saponosides & villosum.
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Figure 3% : Pourcentages d’inhibition de blanchiment du fb&me en fonction des
concentrations d’extraits des rameaux et des radide articulata.

EBARa: extrait brut rameaux @. articulata; FnBARa: fraction butanoliqgue de rameauxAd
articulata; EBAR : extrait brut racines &. articulata;FnBAR : fraction butanolique de racinesAd
articulata; FAdARa : fraction acétate d’'éthyle de rameauddarticulata ETARa : extrait tanins de
rameaux tA articulata ;FAJAR : fraction acétate d’éthyle de racineAdarticulata; ETR : extrait tanins
de racines 'd. articulata;ESaAR : extrait saponosides de racine$A drticulata ; EAIARa : extrait
alcaloides de rameauxAdarticulata : ESaARa: extrait saponosides de ramealk articulata

A 0.5 mg/ml, les tanins de la partie fleurie Sevillosumet I'extrait brut méthanolique des
racines GA. articulata (ETS, EBAR) présentent une meilleure activité antioxydante de
'ordre de 72.052 et 71.875 %, respectivement. mgcentages sont méme supérieurs a
celui du BHT (69.736 %) a la méme concentrationiviquar les tanins de la partie racines
d’A. articulata(65.005 %) ETA R), les saponosides de la plafevillosum(54.861%) et la
fraction acétate d’'éthyle des rameaux (50.093 A) diticulata(ESaS, FAJAR9. En effet,

la fraction butanolique d8. villosum(FnBS) montre une tres bonne activité de 84.105% a

une concentration de 0.933 mg/Rlgures 32et 33).

A l'inverse, les fractions acétate d'éthyle desimas dA. articulata (FAJAR) et de S.
villosum (FAdS), l'extrait brut et les tanins des rameaukBARa, ETARa) et les
saponosides des racinesAd articulata (ESaAR) présentent des activités inhibitrices
inférieures a 50 % de l'ordre de 48.249, 48.214368, 45.929 et 44.594 %, respectivement
(Figure 33). Pour les autres extraitsAd’articulataetde S. villosumJes pourcentages varient
entre 12.755 et 29.189 % a une concentration deng/nl.
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Les valeurs E€y calculées dans l¢éableau 8 nous ont permis d'évaluer et comparer
I'efficacité des extraits. Plus la valeur est metiplus l'activité antioxydante a piéger les

radicaux libres formés a partir de I'oxydation dégclinoléique est élevée.

Tableau 8 : Concentrations Efgdes extraits dh. articulataet deS. villosunparle systeme
B-caroténe/ acide linoléique.

ECso (mg/ml)

Extraits de plantes A. articulata S. villosum

Rameaux Racines Partie fleurie
Extrait brut méthanolique | 0.533+£0.009 | 0.226 + 0.001 2.240 *=0.076
Fraction d'acétate d'éthyle 0.492+ 0.009 0514009 0.460 +0.035
Fraction butanolique 1.259 +0.047 1.880.068 0.340 +0.011
Tanins 0.506 +0.004 | 0.286 +0.011 0.242 +£0.000
Saponosides 2.001 £0.194 0.817231 0.390 £ 0.020
Alcaloides 1.673+0.224
BHT 0.010 £ 0.001
Acide gallique 3.216 £+ 0.021

L’extrait brut méthanolique et les tanins des rasidA. articulataet les taningle la partie
fleurie deS. villosumconstituent des bons piégeurs des radicaux ldwesles concentrations
ECso sont égales a 0.226 + 0.001, 0.286 £ 0.011 e0t23.000 mg/ml respectivement, suivi
par la fraction butanolique (0.34 + 0.011 mg/mdfs baponosides (0.390 + 0.020 mg/ml) et la
fraction acétate d’éthyle (0.46 + 0.035)S$levillosum

Concernant la fraction acétate d’éthyle, les tgriegtrait brut méthanoliqgue des rameaux et
la fraction acétate d’éthyle des racinéA.darticulata, les EGp obtenues sont de I'ordre de

0.492 £ 0.009, 0.506 + 0.004, 0.533 £ 0.009 et ©.570.009 mg/ml respectivement. Les
autres extraits restants, leurs valeurs variemedn817 + 0.231 et 2.24 + 0.0 76 mg/ml. Tous
ces extraits testés, leurs &Gont supérieures a la valeur du BHT (0.010 £ 0,061ais

inférieures a la concentration de I'acide gallig@216 + 0.021 mg/ml).
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Chapitre3 : Analyse des composés actifs des exdraitits méthanoliques des
racines d’A. articulata et de la partie fleurie d&. villosum

1. Séparations chromatographiques
1.1Sedum villosum

Apres la séparation sur colonne de I'extrait métigne de la partie fleurie, les 24 fractions
obtenues ont été testées pour leur capacité arpiégedical DPPH. Les pourcentages
d’inhibition les plus élevés de I'ordre de 94.2D4t849 %, respectivement ont été enregistrés
dans les fraction$13(42.633 mg/ml) etF16 (42.433 mg/ml). Ces deux fractions ont éte
analysées par la chromatographie sur couche mmggamtives sur gel de silice (plaques en
verre 20 x 20 cm) en utilisant le systeme suivafitétate d’éthyle/Acide formique/ Eau
(65/15/20). Huit et dix sous-fractions ont été willies des deux fractionf13 et F16,
respectivement.Les composés obtenus ont été e@eal@ds pour leur pouvoir antiradicalaire
contre le DPPHTableau 9 et Figure 34). Les sous-fraction§13.7 (16 mg/ml ;12.74%),
F13.8 (17.6 mg/ml ;68.461%)et F16.8 (14mg/ml; 77.029%)pnt été purifiées sur micro

colonne Sephadex LH 20 pour I'analyse.

Tableau 9 :La mise en ividence depmposés par CCM préparative de la frackd3 de S.
villosumet leurspourcentages d’inhibition.

Couleur Mise en ividence
Sous- Concentrations | Pourcentages sous UV Rf des composés
fractions | (mg/ml) d’inhibition (%) 365 phénoliques

(365 nm) (Markham, 1982)
F13.1 18.6 8.533 Jaune 0.15-lavonol
F13.2 |40 20.411 Mauve 0.25|/

foncé
F13.3 437 8.236 Bleu 0.33| Acide phénol
F13.4 516 9.46 Marron clair 0.40| /
F135 |/ / Marron 046/

foncé
F13.6 / / Bleu 0.66 | Acide phénol

Jaune
F13.7 16 12.74 marron 0.82| Flavonol
F13.8 17.6 68.461 bleu Violet | 0.94| Flavone

(/) : Composés non identifiés.
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Figure 34: Photo de Iaéparation par CCM sur gel de silice des fractil®et F1€ de S. villosum

1.2 Anabasis articulata

Le fractionnement de I'extrait méthanolique desnes dA. articulata a donné 17 fractions.
Parmi ces dernieres, la fractiéii2 (30.8 mg/ml) a ét&électionnéeselon sa forte activité
antiradicalaire a neutraliser le radical DPPH (9%2. Cette fraction a été analysée par CCM
préparative de gel de silice en utilisant le systénChloroforme/ Méthanol/ Eau/ Acide
aceétique (100/15/0.5/0.5). Douze sous fractions2tdtrécupérées dans le méthanol et testées
pour leur pouvoir antiradicalaire par le test duPBP La sous fraction choisie1l2.2 (8
mg/ml, 74.93%)a subi une autre chromatographie préparativegel de silice éluée avec le
systéme d’Acétate d’'éthyle/ Acide acétique/ Eaulb&0). Trois composés ont été séparés
et purifiésF12.2a ¢ mg/m), F12.2b 6 mg/m), F12.2c 4 mg/m) (Tableaux 10et 11;
Figure 35).
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Tableau 10 :La mise en ividence desomposés par CCM préparative de la frackaa d’A.
articulata et leurspourcentages d’inhibition.

Composés| Concentrations | Pourcentages| Couleur Rf | Mise en ividences des
(mg/ml) d’inhibition sous UV composés phénoliques
(%) (365 nm) (Markham, 1982)
F12.1 12.4 82.880 Marron clair] 0.05 /
F12.2 8 74.93 Mauve 0.10 Flavone
F12.3 1.8 51.72 Bleu clair 0.20 Acide phénol
F12.4 6 58.99 Marron fonce 0.25 /
F12.5 6.6 79.882 Jaune 0.38 Flavonol
F12.6 3 73.591 Jaune 0.47 Flavonol
F12.7 2.8 32.204 Jaune verte 0.56 Aurone
F12.8 1.4 56.444 Mauve fonce 0.62 Flavanol
F12.9 3.2 67.393 Marron clair| 0.6b /
F12.10 2.1 20.813 Bleu 0.69 Acide phénol
F12.11 6.6 27.667 Jaune marran 0.80 Flavonol
F12.12 3.2 24.267 Jaune verte 0.86 Aurone

(/) : Composés non identifiés.

Tableau 11 : Molécules obtenues par CCM préparative de la doastion F12.2d’A.
articulata

Sous- Fraction Couleur sous UV (365 nm) Rf
F12.2a Mauve 0.30
F12.2 F12.2b Bleu 0.48
F12.2c Mauve 0.60




Partie résultats Chapitre 3 : Analyse des composés actifs des extraits bruts méthanoliques
des racines d’A. articulata et de la partie fleurie de S. villosum

F12.12
F12.11
F12..10
F12.9
F12.8
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F12.3

F12.2

F12.1

Figure 3t :Photo de laséparation par CCM sur gel de silice des composés filactionF12

d’A. articulata

2. Analyse des composeés par CLHP, spectrophotomirUV-Visible et CLUHP/SM

des racines dA. articulata et de la partie fleurie deS. villosum
2.1.Analyse par CLHP et spectrophotométrie UV-Visible

Les échantillons suivantsF13.7, F13.8, F12.2aF12.2b et F12.2c sont analysés par

chromatographie liquide a haute performance (CL&tFPa spectrophotométrie UV-Visible.

Un essai d’identification a été établi en se basamtles temps de rétention et les spectres
UV-visible des témoins de composés phénoliques: catéchinacégme, pyrocatéchol,
phloroglucinol, hydroquinone, acide férulique, a&cignillique, acide tannique, acide gallique

et acidep-coumarique Annexes 32et33 ; Tableau 13.
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Partie résultats

Tableau 12: Essai d'identification des composés phénoliques.

Echantillons et témoins Temps de Longueur Classes phénoliques
rétention d’onde (nm) (Markham, 1982 ;
(min) Bande | | Bande Il | Harborne, 1992 ; Xuet
al., 2009
F12.2a(A. articulatg 4.617 224 204
F12.2k (A. articulatg 3.250 225 202 Acides phénols
F12.2¢ (A. articulata) 3.317 225 201
F13.7 (S. villosum) 6.556 344 266 Favonol
F13.8(S. villosum) 7.451 312 266 Flavone
Catéchine 4.937 / 280 Tanin condensé
Quercétine 30.437 373 256 Flavonol
Pyrocatéchol 3.400 288 278
Phloroglucinol 3.583 273 268 Phénol simple
Hydroquinone 3.267 / 294
Acide férulique 3.150 320 296
Acide hydroxycinnamique
Acide p-coumarique 3.117 310 293
Acide vanillique 3.183 290 257
Acide hydroxybenzoique
Acide gallique 2.700 / 272
Acide tannique 3.017 / 278 Tanin hydrolysable

Ces composés phénoliques utilisés comme témoimd pas été identifiés dans les molécules
F12.2a F12.2betF12.2c de racines &. articulataet les sous-fractions13.7et F13.8de la

partie fleurie deS. villosumMais les résultats de I'analyse des spectres UVblisévelent

qgue les moléculeB12.2g F12.2bet F12.2csont probablement de type acide phénol d’aprés
Harborne (1992) et Xu et al (2008. La sous fractiorF13.7 est de type flavonol, la sous
fraction F13.8est de type flavone d’aprétarkham (1982) (Figures 36et37 ; Tableau 12.
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Figure 36 : Spectres et chromatogrammes des sous-fradtibBg, F13.8de la partie

fleurie deS. villosum.
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2.2.Analyse de la sous-fraction F16-8 par CLUHP/SM d8&. villosum

La sous-fractior-16.8 (77.0291%)obtenue de la partie fleurie & villosuma été analysée
par CLUHP/DAD/SMHR en mode d’ionisation positivel@iirs chromatogrammes UV et MS
sont présentés sur lagure 34. Deux molécules majoritaires de cette derniérenfmsé 1 et
2) ont été identifiées.

Les composés et 2 sont élués a 7.275 et 7.544 min et présentent deses &n/z757,2196
et 595,1649 respectivement en mode positif [MfH[Figures 38)La masse calculée
correspond a la formule de4Ei40020 pour le composé F{gure 39) et de G;H300,5 pour le
composeé 2Kigure40).

Le composé 1 est identifié comme le 7,3'-dihydréexybne-50-dihexosyl-4'O-
désoxyhexose et le composé 2 est le 7, 3'-dihydlmxyne-50-hexose 4'O-désoxyhexose.

Les positions des sucres étant attribuées surskadies spectres UV et de la littérature.
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Discussion

A notre propre connaisence, trés peu de travauX¥tentéalisés sur I'étude phytochimique et
I'évaluation des propriétés antioxydantes des pkhoisies. Pour cela, il est nécessaire de
comparer nos résultats avec des especes du ménee lges résultats expérimentaux des tests
phytochimiques réalisés sur la partie fleurieSlevillosum les rameaux et les racinefd
articulata montrent la présence des tanins, des flavonoitlede® saponosides dans les
différentes parties de nos plantes, avec des itésnsriables.

Les tanins cathéchiques, les stérols et les tdaterp sont les familles dominantes dans les
rameaux dA. articulata Contrairement aux autres métabolites, les sapdems les
flavonoides et les alcaloides sont mis aussi esteéee a des quantités faibles. En comparant
avec la littérature, les travaux antérieurs troupasEman et al (2011)sur les rameaux
d’A. articulatad’Egypte ont montré la richesse de la plante en saponoaid&slia présence
des tanins et des flavonoides en quantités comkiddr Tandis que les coumarines se
trouvent en faible quantité. Concernant d’autreggeess, ces auteurs ont prouvé que les
rameaux dA. setiferaesont riches en taninsg qui escomparable a nos résultats. D’autres
travaux realisés sur la partie aérienne d’espetrandd’A. aphylla ont dévoilé que cette
derniére contient descaloides, des flavonoides, des saponines, dent@ides, des stéroides
et des stéroléShakeri et al, 2013.

Pour les racines, elles sont tres riches en tagatiggues, elles contiennent des quantités
considérables en stérols et les triterpénes, eonsafles et en flavonoides et I'absence des
tanins cathéchiques et des alcaloides. Alors caridion, les composés réducteurs et les

coumarines sont totalement absents dans les ragfihes rameaux 4. articulata.

Concernant la partie fleurie d8. villosum les tanins sont présents avec une intensité
importante,alors que les flavonoides et les saponosides dppand avec des quantités
moyennement importantes ainsi la présence en faiidamtité d’amidon et I'absence totale
des tanins galliques, des composés réducteursalcasides, des coumarine, des stérols et
des triterpénes. Nos résultats sont différentsuk teuvés paiWwolbis (1989)sur la partie
aérienne de l'especB. album Ces auteurs ont démontré la présence des ales]oilds

coumarines, des sucres, des acides phénoliquelydexjuinones et des proanthocyanines.

Les extractions des différents métabolites secoesldes plus abondants dans nos plantes
nous ont permis de calculer les rendements desaiesxtyruts méthanoliques, des fractions

flavoniques (acétate d’éthyle et butanolique), tasns, des saponosides et des alcaloides.



Discussion

Les rendements sont élevés dans les extraits imtfsanoliques des deux plantes, ceci a été
prouvé par plusieurs études qui ont suggéré quethanol est le solvant le plus utilisé pour
extraire les composés phénoliques d’'une plabium €t al.,2007; Falleh et al.,2008.

Notant que les rendements des métabolites secendaint d’autant plus élevés dans la partie
fleurie de I'espéce. villosumpar rapport aux deux autres parties de la plantarticulata.

Ces variations dans la répartition des métabadiéesndaires peuvent étre partiellement dues
aux facteurs génotypes qui commandent I'accumulaliioces composés dans la plante, ce qui

indique la propriété de I'espéce et par conséqaienfenrg EI-Waziry , 2007).

L’étude quantitative des composés phénoliques st adgoténoides totaux a révélé que
I'extrait méthanolique dé. villosumpossede une teneur plus élevée en phénols towux d
'ordre de 32.235 + 1.128 mg EAG/g MS&ela est en accord avec les travaux meneés par
Stankovi¢ et al. (2012) sur la partie aérienne d& acredont les teneurs en phénols totaux
varient entre 18.25 a 181.75 mg EAG/ g MS. Parregnine étude faite p&ai et al. (2004)

a montré que la teneur en phénols totaux de la padrenne deS. sarmentosumest
nettement supérieure par rapport a notre planie,est de I'ordre d87 mg EAG/g MSA
I'inverse, Szewczyket al (2012)ont reporté des teneurs inférieures a nos résuliats
différentes parties d8. acre(50.57ug EAG/g MS) etS. maximalg96.68ug EAG/g MS).
Cette variation des teneurs peut étre expliquédagppolarité du solvant d'extraction et les

parties utilisés des plantes.

La concentration des flavonoidés531 + 0.371 mg EC/ g MS)e S. villosumtrouvée dans
notre étude est faible, en comparant avec certitesurs $tankovié et al, 2012) qui ont

prouvé une quantité de 8.42 mg ERU/g MS dans Béxnéthanolique de I'espé& acre

PourA. articulata,la teneur en phénols totaux observée dans I'&Xirat méthanolique des
rameaux de l'ordre de 25.480 3.829 mg EAG/g MS est importante par rapport decel
trouvée dans les racines (19.8857.518 mg EAG/g MS). Ces valeurs restent nettement
supérieures a celles reportées Pridane et al. (2013 surla partie aérienne 4. articulata
(1.60 mg EAG/g MS) et inferieures par rapport &ukke dEL-haci et al. (2013)sur la partie
aérienne de I'espeok. aretioides(101.85 EAG/g MS). En ce qui concerne les flavdaeej

les teneurs obtenues dans les rameaux (308205 mg EC/g MS) et les racines (3.800
0.062 mg EC/g MS) sont nettement inférieures papad a celle de I'extrait méthanolique de
la partie aérienne 4. aretioideg46.68 mg EC /g MS), reportée dar-haci et al. (2013)
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A propos des flavonols totaux, la teneur enregestténs les rameauxAl’ articulata (1 +
0.036 mg EQ/g MS) est presque le double que ceberacines a raison de 0.570.059 mg
EQ/g MS. Ces valeurs sont supérieures a 1 mg EQ/M® dans la partie aérienne Ae
oropediorum,reportée paBouaziz et al. (2009) La partie fleurie deS. villosumapparait
richeen tanins condensés (7.424 + 0.882 mg EC/ g M8&j) éiavonols totaux (6.198 + 0.127
mg EQ/g MS par rapport aux deux autres parties ad@lante A. articulata. Pour les
caroténoides, les teneurs enregistrées sont rdg@eadans les différentes parties de nos

plantes.

Cette variation des teneurs en composes phénolppgsétre expliquée par l'origine de la
plante etla méthode d’extractionDjeridane et al, 2013, par la polarité¢ des solvants
d’extractions Gao et Liu, 2005. Elle dépend aussi d'un certain nombre de fasteur
intrinseques (génétique) et extrinseques (le clitaapériode de récolte et les conditions du
stockage)Podsedek, 2007 Falleh et al,, 2009.

D’aprés nos connaissances, il n'y a pas eu deauxarapportant I'activité antioxydante de la
planteS. villosum, mais y a eu peu d’études su la plaitearticulata(Benhammouet al,
2013 ; Hamdoonet al, 2013.

Les propriétés antioxydantes des extraits de gdathbivent étre évaluées dans une variété de
systemes pour assurer l'efficacité de moléculemxgmtants car ces propriétéependent
largement de la composition des extraits et deslitons du systeme de te@zsoyet al,
2008. Elles sont influencées par de nombreux facteurs, qui eevgnt étre entierement
décrits avec une seule méthode. Par conséquest, riécessaire d'effectuer plus d'un type de
modele et de prendre en compte les différents neroas d'action des antioxydants
(Szewczyk et al, 2013.Pour cette raison, nous avons combiné quatre nigobs
complémentaires sur la base de deux mécanismesarnisfert d'atomes d'hydrogene et le

transfert d'électrons unique.

En effet, les extraits bruts méthanoliques de ligdeurie deS. villosum(CAT= 9.846+
0.133 mg EAA/g MS) et des racinesAd’articulata (CAT= 9.996% 0.037 mg EAA/g MS)
révelent des capacités antioxydantes totales éepé@e rapport aux autres extraits. Ces
capacités pourraient étre attribuées a la présdasecomposés phénoliqudzalleh et al,
2008. Les tanins et les flavonoides présentent aussibwnne activité réductrice pour les
deux espéeces. Ce résultat affirme que beaucoulaetnbides et de polyphénols contribuent
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de maniére significative a l'activité antioxydatdéale de nombreux fruits comme le raisin
rouge (egro et al, 2003, les légumesLuo et al, 2003 et les plantes médicinales
(Bourgou et al, 2008. En outre, la capacité antioxydante dépend natesent de la teneur
en composés phénoliques, aussi bien la compositionique, le nombre total de groupes
hydroxyles et leur position sur le noyau aromatifaenkel et al, 1995.Les résultats de
I'activité réductrice des différents extraits deaghe partie des plantes étudiées nous ont
permis de conclure que les extraits bruts méthgnes de la partie fleurie d& villosumet

d’A. articulata présentent les meilleures activités antioxydantgsgpport a tous lesxtraits
étudiés. En plus, tous les métabolites seconddiesgacines ont une capacité antioxydante
totale supérieure a celle des rameaux, a l'exaepliola fraction d'acétate d'éthyle dans les

deux parties de la plante, qui présentait le méffe¢ reducteur.

Les résultats d’activité réductrice montrent quérdation butanolique de la partie fleurie de
S. villosum(EGCsp = 0.332 + 0.000 mg/mlgt I'extrait brut méthanolique des racineAd
articulata (EGsp = 0.364+ 0.001 mg/ml) présentent le pouvoir réducteur du léeplus
intéressant. Les variations de l'activité réduetsont en général, directement liées aux taux
des composés phénoliques présents dans la plaakéee Yesilyurt et al, 200§. Cette
activité est di probablement a la présence de groapt hydroxyle dans les composés
phénoliques qui peuvent servir comme donneur di&ec Par conséquent, les antioxydants
sont considérés comme des réducteurs et inactigaties oxydantsS{ddhuraju et Becker,
2007).

L’activité antiradicalaire des différents extrait®£té évaluée par le test du DPPH, celui-ci est
souvent utilisé pour la rapidité des résultats cemimest employé pour le criblage des
molécules douées d'activités antioxydantes préselaies les extraits des végétaMk €t al.,
2008. En comparant les Egdes différents extraits testés des deux plantesapaort a celle

de I'acide ascorbique, nous avons remarqué quenosigxtraits ont la capacité de piéger le
radical DPPH, sauf pour la fraction acétate d'étluds rameaux 4. articulata Des études
faites sur la partie aérienneAd’aphyllapar Shakeri et al. (2012 ont montré aucune activité

antioxydante, ceci ne corrélent pas avec nositrav

Au contraire,Bouaziz et al (2009 ont rapporté que les extraits de la partie adgedA.
oropediorum trouvée dans le sud de la Tunisie, ont montré urelleure efficacité
antiradicalire contre le DPPH dans I'extrait brugthanolique (3.72 = 0.63 pg/ml). En plus,
les extraits des feuilles A aretioidesprésentent aussi des activités plus élevées pporaa
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nos extraits testés avec des concentrationg §@ varient entre 47.71 et 86.73 pg/mL(
haci et al.,2013.

ConcernantS. villosum, I'extrait brut meéthanoligue posséde une activiticxydante
intéressante avec une valeur égale a 0.537 + W@fiihl, cette derniére reste supérieure a
celle trouvée pabtankovic et al.,2012dans I'extrait méthanolique d& acre(0.987 mg/ml)

et parSzewczyk etal. (2011)dans les extraits méthanoliques des différentesepadesS.
acre et S. maximale Ce résultat peut étre expligué par la présence rdekcules
antioxydantes telles que les flavonoides et leim$arapables de réduire et décolore le DPPH
en raison de leur capacité a céder I'hydrog&eRooter et Schamp, 1986

Pour le test du blanchiment @tcaroténetous les extraits des plantes inhibent le blanehim
du B-caroténe a différentes valeurs. Leurs activitéserd toujours inferieures aux BHT a
raison de 0.01 mg/ ml et supérieures a I'acidaggadl (3.216 £ 0.021 mg/ ml). L'extrait brut
méthanolique et les tanins des racines. drticulataet les taningle la partie fleurie d&.
villosum constituent des bons piégeurs des radicaux lidoes les concentrations kgsont
égales a 0.226 + 0.001, 0.286 £ 0.011 et 0.24208Mmg/ml respectivement. Les autres
extraits restants, leurs valeurs varient entre 8.84011 et 2.24 + 0.0 76 mg/ml. Ces résultats
sont en accord avec la littérature qui suggerel’qagvité antioxydante des extraits végétaux

dépend de type du solvant d’extraction et de sarpél(Kang et al, 2003.

Vu l'efficacité antioxydante des racinesAd’articulataet la partie fleurie d&. villosum la
séparation et I'analyse des composeés actifs demitsxbruts méthanoliques de ces deux
parties ont été envisagées. Aprés fractionnememasdeextraits par chromatographie sur
colonne de gel de silice selon un gradient de stdévarganiques, les fractiod3(42.633
mg/ml ; 94.29%) eF16 (42.433 mg/ml ; 94.849 %) d& villosumont été retenus. Huit et dix
sous-fractions ont été recueillies des deux frastiespectivement. Parmi les sous-fractions
obtenuesF13.7 (16 mg/ml ;12.74%),F13.8 (17.6 mg/ml ;68.461%)et F16.8 (14mg/ml ;
77.029%)ont été choisies pour I'analyse.

PourA. articulata,la fractionF12 (30.8 mg/ml ; 95.29%) a été séparée et analységlague
CCM préparatives sur gel de silice. Douze soudifmas ont été récupérées, et la sous fraction
F12.2 (8 mg/ml; 74.93 %)a subi une deuxieme CCM préparatmgr gel de silice pour
donner par la suite trois molécules bien sépafé@2g F12.2betF12.2c.
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Les sous fractionE13.7 et F13.8de la partie fleurie d8. villosumet les moléculef12.2g
F12.2betF12.2cdes racined’A. articulataont été purifiées sur micro colonne de séphadex
LH-20 et elles sont par la suitmalysées sur chromatographie liquide a haute npesfoce
(CLHP) et la spectrophotométrie UV-Visible. Un assldentification a été établi en
comparant les temps de rétention du chromatograetries spectres UV-Visibldes témoins

de composés phénoliques: la catéchine, la queecéinpyrocatéchol, le phloroglucinol,
I’hydroquinone, l'acide férulique, lI'acide vanillig, I'acide tannique, l'acide gallique et

I'acide p-coumarique.

La comparaison des spectres UV-Visitdgele que les moléculdésl2.2a F12.2betF12.2c
d’'A. articulatasont probablement de type acides phénsisdt al, 2008, F13.7 estde type
flavonol et F13.8 est de type flavone po8. villosum(Markham, 1982). L’analyse par
CLUHP/SM nous a permis d’identifier deux composeésjamtaires de type glycosyl de
flavones dans la sous-fractiéi6.8 de la partie fleurieS.villosumdont le composé lest
identifié comme le 7,3’-dihydroxyflavone-B-dihexosyl-4'O-désoxyhexose é& composé 2

est le 7, 3'-dihydroxyflavone-B-hexose 4'©-déoxyhexose.

Aucun travail n'a été réalisé sur l'identificatioes composés phénoliques de la partie fleurie
de S. villosumet les racines &. articulata. Certains auteurs ont identifié une saporfine
sitoglucoside a activité antihyperglycémiante desssrameaux @. articulata (Kambouche

et al, 2011) un dérivé de saponine triterpénique oléananeh(adml| 3-Oe-L-(1) C4-

glucopyranoside) a effet anti-inflammatoire chespeceA. setifera(Abdou et al., 2013 et
six composés phénoliques en tant qu'agents antimens [1 -(2 -hydroxy-4,6-diméthoxy-
phényl)-éthanone, I'ester d'acide cinnamique tésye 3,4-dihydroxy, I'acide 4-hydroxy-3-
méthoxy, l'acide 2-hydroxy benzoique, ester méglagdide I'acide 3,4-dihydroxy cinnamique
et l'ester de l'acide benzoique pentadécane 4-kyldohez I'espéceéA. aphylla(Du et al.,
2009).

Pour le genre Sedum, 14 composés phénoliqgues énisélés a partir de lI'espece.
takesimenséNakai dont trois composés ont été identifies comri€4-hydroxy-phényl)-2-
(3,5-dihydroxyphényl)-2-hydroxyethanone, gossyp&inOBD-xylopyranoside et le 2,6-di-
O-galloylarbutin Thuong et al, 2007. Les deux derniéres molécules possedent une forte
activité antioxydante contre les radicaux superesyét DPPH et un puissant inhibiteur
significatif sur la peroxydation lipidique. D’aur@uteurs ont pu isoler des flavonoides type
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glycosides de kaempférol & dendroideuntel que kaempferol 8-3-glucopyranoside-B-

a-rhamnopyranoside,kaempferol (neohesperidoside-@-o-rhamnopyranoside et

kaempferitrin De Melo et al, 2009 et trois nouveaux glycosides de flavonols a paiis
parties aériennes dé&. album(isorhamnétine 3- rhamnoside-7'-glucoside, isorgtme 3-

rhamnoside-7-sophorosides et isorhamnétine 7-sopiuas)Wolbis (1989)
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Conclusion générale

es plantes médicinales sont la source de la méajdels antioxydants naturels et elles

restent encore sous exploitées dans le domaine calédi Dans [I'industrie

pharmaceutique, sachant que les antioxydants iatergnt de maniere significative
a la prévention des maladies, le développement dagveaux medicaments a base

d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a toe de jour.

Dans ce contexte, nous sommes intéresses a I'gtudechimique, I'évaluation du pouvoir
antioxydant de différents extraits de plan@sdum villosum(partie fleurie) etAnabasis
articulata (parties rameaux et racines), et la séparatioeuts kxtraits bruts méthanoliques et
I'analyse des composés actifs.

Les résultats obtenus nous ont montré que le sage@hytochimique a permis de mettre en
évidence la présence de certains métabolites saiteadtel que les flavonoides, les tanins et
les saponosides dans les deux plantes avec desiiage variables ainsi que la présence
d’amidon que dans la partie fleurie 8e villosum les stérols et triterpénes dans les deux

parties dA. articulataet la présence d’alcaloides que dans la partieaaxée cette derniere.

L’extraction de ces métabolites a permis d’'obtates rendements considérables dans les
extraits bruts méthanoliques des deux plantesaldré de 5.47 % dans les rameaux et 4 %
dans les racines A articulataet 5.17 % dans la partie fleurie 8e villosum Le rendement
des alcaloides des rameauxAdarticulata (5.95 %) est le plus élevé par rapport aux
composeés phénoliques pour les deux plantes. Nosatons que les rendements de la plus
part des métabolites secondaires sont d’autantgbbves dans la partie fleurie de 'espé&te

villosumpar rapport aux deux autres parties de la planteticulata.

La quantification des teneurs des composés phéresligt des pigments liposolubles par des
méthodes spectrophotométriques, nous ont révéléequmit brut deS. villosumenregistre la
teneur en phénols totaux la plus élevée de I'onér82.235 + 1.128 mg EAG/g MS suivie par
I'extrait brut méthanolique des rameaux (25.488.829 mg EAG/g MS) et celui des racines
(19.855+ 7.518 mg EAG/g MS) &. articulata. Notant aussi que la partie fleurie &e
villosum montre sa richesse en tanins condensés et en disvdont les teneurs sont de
'ordre de 7.424 £ 0.882 mg EC/ g MS et 6.198 £20.Ing EQ/g MS, respectivement. Pour
les flavonoides, les teneurs enregistrées dansafesaux et les racines sont comparables et

égales a 3.08% 0.205 et 3.80& 0.062 mg EC/g de MS, respectivement, elles sa# tr
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élevées par rapport a la partie fleurie Slevillosum.La teneur en caroténoides totaux est

presque comparable pour les deux espéces.

L’évaluation du pouvoir antioxydamm vitro des métabolites secondaires de ces plantes par

les quatre techniques complémentaires, nous amavenaer les conclusions suivantes :

» La capacité antioxydante totale (CAT) est plus ingde dans les extraits bruts
méthanoliques de la partie fleue villosumdes rameaux et des racines.darticulata
de l'ordre de 9.846+ 0.133, 9.760+ 0.128 et 9.996+ 0.037 mg EAA/g MS,
respectivement. Les tanins révelent aussi des itapamntioxydantes moins excellentes a
raison de 6.254 0.035 pour Sedum, 2.4980.000 et 1.45% 0.042 mg EAA/g MS pour
les racines et les rameaux d’Anabasis. Pour lessaktraits, la gamme de cette capacité
est limitée entre 0.580.009 et 2.85% 0.007 mg EAA/g MS.

» Tous les extraits ont révélé des réponses intabgria différents niveaux a piéger le
radical DPPH (sauf pour la fraction acétate d'ahgkes rameaux 4. articulatg, a
réduire le fer et & protéger I'oxydation phecarotene.

» La fraction butanolique des flavonoides de la pdtéurie deS. villosumECso= 0.332 +
0.000 mg/ml)et I'extrait brut méthanolique des racineg\darticulata (EGsp = 0.364+

0.001 mg/ml) présentent les pouvoirs réducteutdateFe* les plus intéressants.

» L'extrait brut méthanolique de la plang villosum(ECso= 0.537 + 0.007 mg/ml) et les
flavonoides des racinesAl’ articulata (EGso = 0.442+ 0.011 mg/ml)ont montré une
forte activité antiradicalaire contre le radical BHPpar rapport aux autres extraits de
plantes.

» Dans le test du blanchiment @ecaroténe, I'extrait brut méthanolique, les tanites
racines dA. articulata,et les taningle la partie fleurie d8. villosumconstituent des bons
piégeurs des radicaux libres en empéchant |'oxgdatdu p-carotene avec des
concentrations E£ égales a 0.226 + 0.001, 0.286 = 0.011 et 0.242080 mg/ml,
respectivement. Cette propriété de tous les extiddls plantes reste la meilleure par

rapport a I'acide gallique qui est utilisé commatcdle.
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» Les extraits des racinesAd articulata sont actifs par rapport aux extraits des rameaux
dans la méthode de la réduction de fer, la teclendyupiégeage du radical libre DPPH et

dans le test du blanchiment giearotene.

Les résultats obtenus de la séparation des compbe#mliques des fractions actives des
extraits bruts méthanoliques de racineA. dirticulataet de la partie fleurie d8. villosum
par chromatographie sur colonne ouverte (CC), moligévélé 24 fractions po@. villosum

et 17 fractions pou. articulata.

L’analyse par chromatographie liquide a haute parémce (CLHP) et la spectrophotométrie
UV-Visible des fractions actives révelent que meglécules F12.2a, F12.2b et F12.2c des
racines dA. articulata sont de type acides phénols, ainsi que les sagtigns F13.7 et F13.8
de la partie fleurie d&. villosumsont de type flavonol, flavone respectivemérdnalyse de

la sous-fraction F16.8 de la partie fleurie 8e villosumpar CLUHP/SM ,nous a permis
d’identifier deux glycosyl de flavones dont le camsp 1 est identifie comme le 7,3-
dihydroxyflavone-50-dihexosyl-4’O-désoxyhexose et le composé 2 est le 7, 3-

dihydroxyflavone-50-hexose 4'©-désoxyhexose.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitwmepremiere étape dans la recherche de

substances de source naturelle biologiqguementesctiv
De nombreuses perspectives peuvent étre envisagées

» Elargir le panel des activités antioxydaniesvitro et in vivo et pourquoi pas d’autres
tests biologiques : antitumoral, anticancéreuxhétiaflammatoire.

» L’identification des molécules actives F12.2a, Rb2.F12.2c, F13.7 et F13.8 par la
CLHP/SM et RMN Gs.
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Annexe 1 :Réactifs de caractérisation

< Amidon
L’amidon est caractérisé par un réactif spécifigoenu sous le nom de réactif d’amidon. Ce dernier a

été préparé comme suit :

» Dissoudre 1.2 g d'iode dans 50 ml d’eau distilléatenant 2.5 g d’iodure de potassium ;
» Chauffer pendant 5 min ;
» diluer jusqu’a 500 ml.

& Alcaloides
Deux réactifs sont utilisés :

» Réactif de Mayer: la préparation de ce réactif s’effectue commg:su
v Dissoudre 5 g de Kl dans 10 ml d'eau ;
v Dissoudre 1.358 g de HgQolubilisés dans 60ml d’eau ;
v' Mélanger les deux solutions puis ajouster le voltma a 100 ml d’eau
distillée.

» Reéactif de Wagner :

v' Dissoudre 2g de Kl et 1.27g d’I2 solubilisées dahsnl d’eau distillée ;
v"Ajouter le volume total a 100 ml d’eau.

Annexe 2 :Courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique pouratacité antioxydante totale.
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Annexe 3 :Reésultats de I'analyse FRAP trouvés pour I'extlaiit de la partie fleurie de
Sedum villosun.

Extrait étudié Concentrations (mg/ml) Densité optique
0.1 0.033+0.0014

0.2 0.1105+0.0007

Extrait brut 0.3 0.164+0.0000
0.4 0.2645+0.0007

0.5 0.3255+0.0007

Annexe 4 :Résultats de I'analyse FRAP trouvés pour les #sthauts de différentes parties
d’ Anabasis articulatgForsk.).

Extrait étudié Densité optique

Concentrations (mg/ml)

Rameaux Racines
0.1 0.1125+0.0007 0.213+0.0042
Extrait brut 0.2 0.168+0.0014 0.2865+0.0021
0.3 0.2235+0.0077 0.423+0.0042
0.4 0.2985+0.0035 0.488+0.0014
0.5 0.403+0.0056 0.707+0.0042

Annexe 5 : Résultats de l'analyse FRAP trouvés pour les foastiacétate d'éthyle et
butanolique de la partie fleurie &&dum villosunh.

Extrait étudié Concentrations (mg/ml) Densité optique
Extrait acétate 0.1 0.003+0.0000
d’éthyle
0.2 0.0195+0.0007
0.3 0.054+0.0014
0.4 0.0855+0.0007
0.5 0.1395+0.0007
Extrait 0.1 0.117+0.0014
butanolique
0.2 0.2695+0.0007
0.3 0.4895+0.0007
0.4 0.509+0.0014
0.5 0.839+0.0014




Annexe 6 : Résultats de l'analyse FRAP trouvés pour les foastiacétate d'éthyle et

butanolique de différentes partiefdabasis articulatgForsk.).

Extrait étudié

Concentrations (mg/ml)

Densité optique

Extrait acétate Rameaux Racines
d’éthyle
0.1 0.0425+0.0007 0.0735+0.0021
0.2 0.0745+0.0021 0.1065+0.0106
0.3 0.105+0.0084 0.1385+0,0021
0.4 0.151+0.0042 0.1805+0.0021
Extrait 0.5 0.1845+0.0021 0.2225+0.0049
butanolique
0.1 0.0795+0.0007 0.156+0.0014
0.2 0.1425+0.0007 0.2115+0.0077
0.3 0.202+0.0042 0.2905+0.0134
0.4 0.258+0,0000 0.3645+0.0021
0.5 0.3395+0.0007 0.4495+0.0007

Annexe 7 :Résultats de I'analyse FRAP trouveés pour la fractde tanins de la partie fleurie

deSedum villosun.

Extrait étudié Concentrations (mg/ml) Densité optigie
0.1 0.0035+0.0007
0.2 0.0135+0.0007

Extrait tanins 0.3 0.064+0.0000
0.4 0.113+0.0014
0.5 0.1635+0.0007

Annexe 8 :Résultats de I'analyse FRAP trouvés pour les ifsastdes tanins des différents
parties d’Anabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Densité optique
Concentrations (mg/ml)
Rameaux Racines

0.1 0.0335+0.0007 0.106+0.0113

Extrait tanins 0.2 0.078+0.0028 0.2045+0.0077
0.3 0.124+0.0000 0.27+0.0056
0.4 0.1645+0.0007 0.3145+0.0007
0.5 0.202+0.0042 0.4195+0.0007




Annexe 9 :Résultats de I'analyse FRAP trouvés pour la fractisaponosides de la partie
fleurie deSedum villosunh.

Extrait étudié Concentrations (mg/ml) Densité optigie
Extrait 0.1 0.0095+0.0007
saponosides
0.2 0.0455+0.0007
0.3 0.0485+0.0007
0.4 0.056+0.0000
0.5 0.066+0.0000

Annexe 10 :Résultats de l'analyse FRAP trouvés pour les ifsastdes saponosides des
différents parties dAnabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Densité optique
Concentrations (mg/ml)
Rameaux Racines
0.2 0.0955+0.0007 0.035+0.0000
0.3 0.106+0.0056 0.1055+0.0091
0.4 0.161+0.0014 0.1315+0.0021
0.5 0.213+0.0042 0.254+0.0028

Annexe 11 :Résultats de l'analyse FRAP trouvés pour la fractialcaloides de la partie
rameaux dAnabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations (mg/ml) Densité optigie
0.1 0.1925+0.0091

0.2 0.278+0.0000

Extrait alcaloides 0.3 0.3335+0.0049
0.4 0.3995+0.0077

0.5 0.451+0.0098

Annexe 12 :Reésultats du piégeage du radical libore DPPH troypas I'extrait brut de la
partie fleurie d&ssedum villosunh.

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
4 0.0105
3 0.0195
Extrait brut 2 0.0215
1 0.2065
0.5 0.3685
0.25 0.4765
0.125 0.5445
0.0625 0.569




Annexe 13 :Résultats du piégeage du radical libre DPPH tropegs les extraits bruts de
différentes parties’Anabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
4 0.1125
3 0.1915
Extrait brut 2 0.3415
Rameaux 1 0.5105
0.5 0.5405
0.25 0.5555
0.125 0.5795
0.0625 0.6195
4 0.0405
3 0.0595
Extrait brut 2 0.065
Racines 1 0.1865
0.5 0.448
0.25 0.597
0.125 0.6895
0.0625 0.714

Annexe 14 :Résultats du piégeage du radical libre DPPH troypats les fractions acétate
d’éthyle et butanolique de la partie fleurieSiedum villosunh.

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
4 0.3605
3 0.591
Fraction acétate 2 0.7575
d’éthyle
1 0.8745
0.5 1.0095
0.25 1.024
0.125 1.043
0.0625 1.1385
0.766 0.4065
0.383 0.569
Fraction 0.1915 0.731
butanolique
0.09575 0.8295
0.047875 0.8805
0.0239375 0.8845
0.01196875 0.8885
0.00598438 0.91




Annexe 15 :Résultats du piégeage du radical libre DPPH troypats les fractions acétate
d’éthyle de différentes partiesAshabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique

(mg/ml)

4 0.5605

3 0.5625

Fraction acétate 2 0.572

d’éthyle

Rameaux 1 0.6005

0.5 0.613

0.25 0.624

0.125 0.643

0.0625 0.6835

4 0.3335

3 0.395

Fraction acétate 2 0.4865

d’éthyle

Racines 1 0.5445

0.5 0.585

0.25 0.595

0.125 0.614

0.0625 0.6285

Annexe 16 : Résultats du piégeage du radical libre DPPH troupésr les fractions
butanolique de différentes partieéddabasis articulataForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
2.766 0.1595
1.383 0.382
Fraction 0.6915 0.5165
butanolique
Rameaux 0.34575 0.5805
0.172875 0.6385
0.0864375 0.66
0.04321875 0.662
0.021609375 0.668
10 0.0145
5 0.0655
Fraction 2.5 0.131
butanolique
Racines 1.25 0.496
0.625 0.5415
0.3125 0.585
0.15625 0.625
0.078125 0.689




Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
4 0.009
3 0.1825
Extrait tanins 2 0.225
1 0.35
0.5 0.4505
0.25 0.462
0.125 0.479
0.0625 0.487

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
4 0.034
2 0.04
Extrait tanins 1 0.048
Rameaux 0.5 0.175
0.25 0.421
0.125 0.5355
0.0625 0.6305
0.03125 0.6485
4 0.033
2 0.061
1 0.095
Extrait tanins 0.5 0.164
Racines 0.25 0.4625
0.125 0.599
0.0625 0.6695
0.03125 0.7255

Annexe 19 : Résultats du piégeage du radical libre DPPH troupéar
saponosides de la partie fleurie®iEdum villosunh.

Extrait étudié

Concentrations

Densité optique

(mg/ml)
20 0.44
15 0.621
Extrait 10 0.694
saponosides
5 0.7915
2.5 0.855
1.25 0.8805
0.625 0.9035
0.3125 0.919

Annexe 17 :Résultats du piégeage du radical libre DPPH tropegs la fraction de tanins
de la partie fleurie d8edum villosunh.

Annexe 18 :Résultats du piégeage du radical libre DPPH tropeés les fractions de tanins
de différentes partiesAinabasis articulatgForsk).

la fraction



Annexe 20 : Résultats du piégeage du radical libre DPPH trouyvésr les fractions
saponosides de différentes partigsnébasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
4.883 0.225
2.4415 0.4835
Extrait 1.22075 0.577
saponoside
Rameaux 0.610375 0.62
0.3051875 0.675
0.15259375 0.694
0.076296875 0.6995
0.038148437 0.708
3.03 0.0485
1.51 0.0765
Extrait 0.75 0.3175
saponoside
Racines 0.37 0.475
0.18 0.4975
0.09 0.608
0.04 0.6235
0.02 0.6535

Annexe 21 :Résultats du piégeage du radical libre DPPH tropeés la fraction alcaloides
de la partie rameaux Ahabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)

4 0.104
2 0.184

Extrait 1 0.2765

alcaloides

0.5 0.367

0.25 0.4455
0.125 0.483
0.0625 0.508

0.03125 0.5245




Annexe 22 :Résultats du blanchiment ddcarotene trouvés pour I'extrait brut de la partie
fleurie deSedum villosun.

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
4 0.143
2 0.1095
Extrait brut 1 0.0825
0.5 0.0755
0.25 0.068

Annexe 23 :Résultats du blanchiment dicarotene trouvés pour les extraits bruts des
différentes parties’Anabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
0.5 0.1325
0.25 0.102
Extrait brut 0.125 0.084
Rameaux 0.0625 0.078
0.03125 0.077
0.5 0.1635
0.25 0.1495
Extrait brut 0.125 0.134
Racines 0.0625 0.1165
0.03125 0.1095

Annexe 24 :Résultats du blanchiment ditcaroténe trouvés pour les fractions acétate
d’éthyle et butanolique de la partie fleurieSiedum villosunh.

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
Fraction acétate 3 0.1405
d’éthyle
1 0.1115
0.5 0.0985
0.25 0.094
0.125 0.0855
0.933 0.099
fraction 0.4665 0.085
butanolique
0.23325 0.065
0.116625 0.056
0.0583125 0.045




Annexe 25 :Résultats du blanchiment diicarotene trouvés pour les fractions acétates
d’éthyles des différentes partief\dabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
Fraction acétate 1 0.2235
d’éthyle
Rameaux
0.5 0.1515
0.25 0.0805
0.125 0.033
0.0625 0.023
Fraction acétate 1 0.177
d’éthyle
Racines
0.5 0.151
0.25 0.095
0.125 0.078
0.0625 0.047

Annexe 26 :Résultats du blanchiment diacaroténe trouvés pour les fractions butanolique
des différentes partiesAhabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
Fraction 1 0.111
butanolique
Rameaux
0.5 0.08
0.25 0.051
0.125 0.0365
0.0625 0.03
Fraction 1 0.128
butanolique
Racines
0.5 0.1125
0.25 0.095
0.125 0.089
0.0625 0.066




Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
1 0.107
0.5 0.0985
Extrait tanins 0.25 0.077
0.125 0.055
0.0625 0.0205

Annexe 27 :Résultats du blanchiment diicarotene trouvés pour la fraction tanins de la
partie fleurie dé&sedum villosunh.

tanins des

Annexe 28 :Résultats du blanchiment ditcarotene trouvés pour la fraction
différentes parties’dnabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
0.5 0.182
0.25 0.164
Extrait tanins 0.125 0.144
Rameaux 0.0625 0.1075
0.03125 0.0765
0.5 0.3515
0.25 0.263
Extrait tanins 0.125 0.1975
Racines 0.0625 0.147
0.03125 0.1095

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
1 0.0965
0.5 0.082
Extrait sapnosides 0.25 0.0695
0.125 0.0605
0.0625 0.052

Annexe 29 :Résultats du blanchiment @dcaroténe trouvés pour la fraction saponosides de
la partie fleurie d&edum villosunh.



Annexe 30 :Résultats du blanchiment ¢iicarotene trouvés pour les fractions saponosides
des différentes partiesAhabasis articulatgForsk).

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)

1 0.0905

0.5 0.077
Extrait tanins 0.25 0.0725
Rameaux 0.125 0.0625
0.0625 0.0525

1 0.109
0.5 0.1015

Extrait tanins 0.25 0.092
Racines 0.125 0.0735
0.0625 0.0585

Extrait étudié Concentrations Densité optique
(mg/ml)
1 0.0995
0.5 0.0915
Extrait alcaloides 0.25 0.0855
0.125 0.0765
0.0625 0.071

Annexe 31 :Reésultats du blanchiment @carotene trouvés pour la fraction alcaloides de
différentes parties’dnabasis articulatgForsk).



Annexe 32 : Fractions séparées par la colonne chromatographidg I'extrait brut
méthanolique des racinesAdarticulata.

Nom de la| Volume des fractions
Eluant fraction récupérées dans le
MeOH (ml)

F1 1mi
Dichlorométhane (100 %) = Imi

F3 Iml

F4 1mi
Dichlorométhane / Méthanol (90 / 10 : VIVF5 2ml

F6 2ml
Dichlorométhane / Méthanol (80 / 20 : VIVF7 2mi
Dichlorométhane / Méthanol (70 / 30 : VIVF8 2mi
Dichlorométhane / Méthanol (60 / 40 : V/VF9 2mi
Dichlorométhane / Méthanol (50 / 50 : V/VF10 2mi

F11 2mi
Dichlorométhane / Méthanol (40 / 60 : V/")F12 3ami

F13 2ml
Dichlorométhane / Méthanol (30 /70 : VIV) F14 3ml
Dichlorométhane / Méthanol (20 / 80 : V/VF15 3ml
Dichlorométhane / Méthanol (10/90 : VIV) F16 3ml
Méthanol (100 %) F17 5ml




Annexe 33: Fractions séparées par la colonne chromatographidg I'extrait brut
méthanolique de la partie fleurie 8edum villosurh.

Nom de la| Volume des fractions
Eluant fraction récupérées dans le
MeOH (ml)

F1 5ml
Dichlorométhane (100 %) = ami

F3 3ml

F4 2ml
Dichlorométhane / Méthanol (90 / 10 : V/ fS 1ml

F6 4ml

F7 3ml

F8 3ml
Dichlorométhane / Méthanol (80 / 20 : V/V)

F9 3ml

F10 2ml

F11 2ml
Dichlorométhane / Méthanol (70 / 30 : VIVF12 3ml

F13 3mi

F14 3mi

F15 3ml
Dichlorométhane / Méthanol (50 / 50 : V/V)

F16 2ml

F17 3ml
Dichlorométhane / Méthanol (40 / 60 : V/")F18 3ami

F19 2ml
Dichlorométhane / Méthanol (30 /70 : VIV) F20 3ml

F21 2ml
Dichlorométhane / Méthanol (20 / 80 : VIV)}22 2mi
Dichlorométhane / Méthanol (10/90 : VIVY) F23 2ml
Méthanol (100 %) F24 2mi




Annexe 34 :Spectres UV-Visibleles différents témoins de composés phénoliques.
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Annexe 35 :chromatogrammes des différents témoins de comppisgoliques.
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RESUME

Dans le cadre de la découverte de nouveaurxadgnts a partir des resources naturelles, nous sommes intéressées par I'étude
phytochimique et I'activité antioxydante d’'une plarsahariennénabasis articulataMoq (Forsk), et une plante de la région de Tlemcen
Sedum villosurh (Orpin) .

Les résultats obtenus montrent la richesseodelantes en tanins, moyennement en flavonoides saponosides. Nous avons enregistré
des meilleurs rendements dans les extraits brutisaméliques des deux plantes de I'ordre de 5.4&86 tes rameaux, 4 % dans les racines
d’A. articulataet 5.17 % dans la partie fleurie 8e villosum Les autres métabolites secondaires tel que fesstales saponosides et les
flavonoides (fraction acétate d'éthyle) présentis rendements élevés dans la partie fleurie dpd@eS. villosumpar rapport aux deux
autres parties de la plante articulata.

L’extrait brut méthanolique d8. villosumrévele la teneur la plus élevée en phénols totubordre de 32.235 + 1.128 mg EAG/g MS
Cette partie montre sa richesse aussi en tanirdeosgs et en flavonols dont les teneurs sont déréale 7.424 + 0.882 mg EC/ g MS et
6.198 + 0.127 mg EQ/g MS, respectivement. Poufld@®noides, les teneurs enregistrées dans lesatat{8.081+ 0.205 mg EC/g MS) et
les racines dA. articulata(3.800+ 0.062 mg EC/g MS) sont tres élevées par rapplarpartie fleurie d&. villosum(0.531 + 0.371 mg EC/g
MS), mais la teneur en caroténoides totaux des plemtes est presque similaire.

L’évaluation du pouvoir antioxydairt vitro par quatre méthodes a révélé des capacités adéintgs chez tous les extraits et les fractions.
L’extrait brut de la partie fleurie d®. villosuma montré une meilleure capacité antioxydanteeatel 'ordre de 9.846 0.133, mg EAA/g
MS, un bon piégeur des radicaux libres DPFECs, = 0.537 + 0.007 mg/ml), mais il posséde une faialpacité réductrice (€= 0.733 +
0.001 mg/ml) et un pouvoir inhibiteur moyen du lghiment dus-caroténe (E€=2.24 + 0.076 mg/ml).

La chromatographie liquide a haute performa@eHP) et la spectrophotométrie UV-Visible nous paetmis de mettre en évidence des
molécules de type acides phénols pour les racinesAtfticulata flavone et flavonol pour la partie fleurie &e villosuni’analyse par
CLUHP/SM de cette derniére, nous a permis d'idientdeux glycosyls de flavones dont le composstlles 7,3'-dihydroxyflavone-%3-
dihexosyl-4"O-désoxyhexose et le composé 2 est le 7, 3'-dihydiexone-50-hexose 4'©-désoxyhexose.

Mots clés: Anabasis articulataSedum villosumActivité antioxydante ; CLHP/UV-Visible ; CLUHBM.

ABSTRACT

Within the framework of discovered new anti@tts from the natural resources, we have investigit this work, phytochemical study
and the antioxidant activity of a Saharan plantbasis articulataMoq (Forsk), and a plant in the region of Tlemc&edum villosuni
(Orpin).

The results obtained showed the richness optants in tannins, medium flavonoids and saporis.recorded the better yields in the
two methanolic crude extracts of plants of the pfld7 % in the Stems ,4 % in the rootAofarticulataand 5.17 % in the aerial parts®f
villosum.Other secondary metabolitesch as tannins, saponins and flavonoids (ethyhteéaction) have high yields in the flower oéth
speciesS. villosuncompared to the other two parts of the planarticulata.

The crude methanol extract of the flower part ®f villosumreveals the highest content of total phenols @ual32.235 + 1.128 mg
GAE/g DM . This section also shows his wealth corsge tannins and flavonol contents of which artheforder of 7.424 + 0.882 (mg
CE/g DM) and 6.198 + 0.127mg QE/ g DM), respectiv€or flavonoids, the levels recorded in the tw{@®981+ 0.205 mg CE/g DM) and
roots ofA. articulata (3.800+ 0.062 mg CE/g DM) are very high compared to tloevélry part ofS. villosum(0.531 + 0.371(mg CE/g
DM),but the total carotenoids content of the twanps is almost similar.

The evaluation of the antioxidant power of faurvitro methods showed antioxidant capacity iheatracts and fractions. The crude
extract of the flower part db. villosumhas a better total antioxidant capacity of theepif 9.846+ 0.133, 9.760 (mg AAE/g DM), good
scavenger of free radicals DPP#ECs, = 0.537 + 0.007 mg/ml), but it has a low reducoapacity (EG = 0.733 + 0.001 mg/ml) and a
means of inhibiting power bleachifiecarotene (E€=2.24 + 0.076 mg/ml).

The high-performance liquid chromatography (l8fpland UV-visible spectrophotometry allowed usdenitify molecules type phenolic
acids for the roots oA. Articulatg flavone and flavonol for the flower &. villosumAnalysis by UHPLC / MS it has allowed us to idénti
two glycosyls flavones whose composél is the difdydroxyflavone-50-dihexosyl-4O-desoxyhexose and compose 2 is the 7,3"-
dihydroxyflavone-50-hexose 4'©-desoxyhexose.
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