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Résumé

Ce travail a pour objectif de faire une étude ethnobotanique dans la ville de Ghardaia aupres
de la population locale, dans le but d’acquérir le maximum d'informations sur les plantes
médicinales les plus utilisées pour guérir les maladies les plus fréquentes dans cette région.
L'analyse des résultats obtenus montre la présence de 50 especes appartenant a 27 familles,
dont deux familles les plus représentées sont les Lamiaceae et les Apiaceae. La population
locale utilise I’infusion est le mode le plus employé pour traiter un certain nombre de
pathologies, particulicrement les maladies digestives. Cette étude constitue une source
d’information qui contribue a la connaissance de la flore médicinale et a la transmission du

savoir-faire populaire locale.

Cistanche violacea (Desf.) Beck est une plante médicinale parmi les 50 especes, appartenant a
la famille Orobanchaceae connue localement sous le nom de «Danoun» et utilisée a des fins
thérapeutiques au Sud de 1’Algérie. La présente étude vise a déterminer les teneurs en phénols
(TP), en flavonoides totaux (TF), et en tannins condensés (TC), et évaluer I’activité
antioxydante, et l'extraction des composés phénoliques de la plante entiere de Cistanche
violacea (Dest.) Beck effectuée par trois différents types d’extractions : macération, ultrason,
soxhlet, avec 1’éthanol comme solvant. La teneur en TP, TF, et TC a été quantifiée par des
méthodes colorimétriques. Les résultats ont montré que la plus grande quantité de phénols
totaux et de flavonoides a été trouvée dans 1’extrait de (eau) avec un taux de 149,18+5,7 pg
(EAG)/mg d’extrait et 2,10+0,9 ug (EQ)/mg d’extrait, respectivement. La meilleure teneur en
TC a été trouvée dans l’extrait de macération avec un taux de 2,360,008 pg (EQ)/mg
d’extrait. Le test de piégeage de DPPH a montré que l'effet antiradicalaire le plus élevé est
celui de I’extrait obtenu par macération. L’extrait de 1’eau présente un pouvoir réducteur
puissant 61,70+15,3 pg acide ascorbique/mg d’extrait. Cistanche violacea (Desf.) BecK a des
propriétés antioxydantes fortes, d’origine naturelle qui justifient son utilisation traditionnelle

dans le traitement de nombreuses affections lié au stress oxydatif.

Mots clés : Ghardaia, ethnobotanie, Cistanche violacea (Desf.) Beck, composés phénoliques,

DPPH, FRAP.



Abstract

This work aims to carry out an ethnobotanical study in the city of Ghardaia with local
population, with the aim of obtaining the maximum information on the medicinal plants most
used to cure the most common diseases established in this region. The analysis of the results
obtained shows the presence of 50 species belonging to 27 families, of which two of the most
represented families are Lamiaceae and Apiaceae. The local population uses the infusion the
most used mode of the different parts of medicinal plants to treat a number of pathologies,
especially digestive diseases. This study is a source of information which contributes to the

knowledge of the medicinal flora and the transmission of local popular know-how.

Cistanche violacea (Desf.) Beck is a medicinal plant among the 50 species belongs to
Orobanchaceae family known locally as « Danoun » and used for purposes therapies in
southern Algeria. The present study aims to evaluate the antioxidant activity, and determine
the contents of phenols (TP), total flavonoids (TF), and condensed tannins (TC). Extraction of
phenolic compounds from the whole plant of Cistanche violacea (Desf.) Beck carried out by
three different types of extractions: maceration, ultrasound, soxhlet, with ethanol as solvent.
The content of TP, TF, and TC was quantified by colorimetric methods. The results showed
that extract of (EAU) recorded the greatest amount of total phenols and flavonoids with
149.18+5.7 ng (GAE)/mg of extract and 2.10+0.9 pug (EQ)/mg extract, respectively. The
major condensed tannins present in the extract of maceration with 2.36+0.008 ug (EQ)/mg of
extract. DPPH test has shown that the highest scavenging effect was that of maceration
extract. The EAU extract has a powerful reducing power 61.70 + 15.3pg ascorbic acid/mg
extract. Cistanche violacea (Desf.) BecK has strong antioxidants properties, of natural origin

which justify its traditional use in the treatment of many conditions related to oxidative stress.

Keywords: Ghardaia, ethnobotany, Cistanche violacea (Desf.) Beck, Phenolic compounds, DPPH,
FRAP.
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Introduction

La phytothérapie ou bien la médecine par les plantes connait un engouement
extraordinaire a travers le monde. Malgré les progrées de la pharmacologie, 1’usage
thérapeutique des plantes médicinales est tres présent dans certains pays du monde et surtout
les pays en voie de développement (Tabuti et al., 2003). Selon 'OMS, pres de 80% des
populations des pays en voie de développement de la région d’Afrique ont recours a la
médecine traditionnelle (C.R.D.I, 2001). Les pratiques de la phytothérapie varient grandement
d’un pays a I’autre et d’une région a ’autre. Elles sont influencées par des facteurs connus (la

culture et I’histoire ...etc.) (Hamel et al., 2018).

L’Algérie, grace a sa situation géographique a une richesse et une diversité de flore,
constitue un véritable réservoir phylogénétique. Cependant, la flore médicinale algérienne
reste méconnue jusqu’a nos jours, car sur les quelques milliers d’espéces végétales, seules 146

sont dénombrées comme médicinale (Duraffourd et al., 1997).

Les plantes médicinales constituent une source importante et inépuisable de substances
ayant des activités biologiques et pharmacologiques tres variées. Parmi ces substances, les
composés phénoliques représentent 1’'un des groupes de métabolites secondaires les plus
répandus dans la nature et les plus importants par leurs nombreuses propriétés biologiques,
notamment thérapeutiques, pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires. Ces composés
phénoliques d'origine naturelle sont connus pour leurs propriétés antioxydantes. Par ailleurs,
la recherche sur les antioxydants dans les plantes s’est beaucoup développée ces dernieres
années, afin de permettre de trouver les meilleurs antioxydants possibles dans 1’espoir de
protéger notre organisme contre les radicaux libres, ainsi permettre la prévention de

nombreuses maladies (Sharifi-Rad et al., 2020).

Les propriétés thérapeutiques des plantes médicinales sont fortement corrélées a la
présence de centaines de ces composés (Abderrahim et al., 2020). Dans notre cas, nous nous
sommes intéressés a une espece endémique algérienne de la famille de Orobanchaceae,
Cistanche violacea (Desf.) Beck. récoltée dans les régions de Ghardaia. Peu d’études
concernant cette plante qui présente plusieurs applications en médecine traditionnelle sont

publiées.

Ce travail a pour deux objectifs, le premier est de réaliser une étude ethnobotanique
afin de collecter le maximum des informations sur les pratiques thérapeutiques, et les plantes

utilisées par la population de Ghardaia. Le deuxiéme est d’analyser les composés phénoliques
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et d’évaluer I’activité¢ antioxydante des extraits éthanoliques de Cistanche violacea obtenus

par trois différentes méthodes d’extraction.
Le présent travail s’articule autour des chapitres suivant;

» Un premier chapitre consacré a une syntheése bibliographique sur la plante Cistanche
violacea (Desf.) Beck. et sur des composés phénoliques, et particulierement les phénols, les
flavonoides, et les tannins.

» Le deuxieme chapitre illustre la partie expérimentale décrivant le matériel végétal,
ainsi que les différentes méthodes employées dans les études ethnobotaniques et
phytochimique et la recherche des activités biologiques.

» La troisieme partie, nous présenterons les résultats obtenus pour 1’étude
phytochimique et I’activité¢ antioxydante. Les résultats seront discutés par rapport a

ceux obtenus dans la littérature.

Ce manuscrit est terminé par une conclusion générale.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

Chapitre I: Synthese bibliographique
1. Introduction

Le recours aux plantes a des fins thérapeutiques est connu depuis longtemps,
I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son environnement, afin de traiter et
soigner toutes sortes de maladies. A ce jour, les plantes jouent a travers le monde un rdle

capital dans I’ceuvre de guérir (Boumediou et Addoun, 2017).

Les plantes médicinales renferment plusieurs principes actifs qui présentent un intérét
curatif pour ’homme ou I’animal (Chabrier, 2010). Ces principes actifs ont un rdle critique
dans les interactions plante-environnement, [’attraction des insectes pollinisateurs,
communication intercellulaire, défense et régulation des cycles catalytiques (Greathead,

2003).
1.1. Généralité sur Cistanche violacea (Desf.)
1.1.1. Famille Orobanchaceae

La famille de Orobanchacées comprend environ 2060 especes dont 90 genres qui sont
distribués sur tous les continents et les principales fles a 1’exception d’Antarctique. Les
orobanchacées sont une famille d’angiospermes allant de totalement autotrophes et vivant
librement a completement hétérotrophes et dépendants de leurs hotes. La plupart des especes
sont des hémiparasites photo-synthétisants durant tout ou partie de leur cycle de vie. Certains
membres de la famille sont écologiquement importants en raison des impacts directs sur la
biomasse et la diversité de la communauté, les interactions plantes-herbivores et le cycle des
nutriments. D’autres membres sont parmi les mauvaises herbes les plus nuisibles

économiquement au monde (Joel et Mcnal, 2013).
1.1.2. Genre Cistanche

Le genre Cistanche est considéré comme le genre le plus précieux de la famille des
Orobanchaceae. Ce genre contient 25 especes qui forment un groupe attrayant de parasites
des racines phanérogames. Les études sur les especes du genre Cistanche ont commencé en
1980. De nombreux composés ont été isolés a partir de ce genre comprenant les huiles
essentielles, les phenylethanoides glycosides, les lignanes et autres. Ces composés démontrent
plusieurs activités biologiques et larges applications médicinales tels que : antioxydante,
neuroprotection, amélioration de 1’immunité, hépato-protection et antiradiation

(Bougandoura, 2018).
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1.1.2.1. Répartition géographique

Ce genre est distribué principalement dans les zones arides ou zones semi-arides de la
péninsule ibérique européenne, de 1’ Afrique du Nord, de 1’ Arabie, de I’Iran, de I’ Afghanistan,
Pakistan, Inde du Nord, Mongolie et Chine du Nord-Ouest. Donc, les especes du genre
Cistanche montrent une forte résistance aux conditions environnementales difficiles (Atta-ur-

Rahman, 2006; Piwowarczyk et al., 2020).

Le genre Cistanche est représenté dans le Sahara algérien par trois especes (Bougandoura,

2018);

e C(Cistanche tubulosa qui est commun au Sahara central (Tassili N’Ajjer).
e Cistanche tinctoria (Desf.) Beck, qui est une espece Saharo-Méditerranéenne.

e C(Cistanche violacea qui est un arbuste endémique du Nord de 1’ Afrique.
1.1.3. Espece Cistanche violacea (Desf.)
1.1.3.1. Description botanique

Cistanche violacea (Desf.) Beck est I’espece la plus rare dans ce genre. C’est une
plante parasitaire sur les Chénopodiacées. Elle n’a pas de racines mais des tiges terminées a la
base par un bulbe qui se fixe sur la racine de la plante hdte par un sucoir (Quezel et Santa,
1962; Ozenda et Capdepon, 1977). Sa tige est de 15-35 cm et les fleurs sont bleues-violettes.

Elle a une corole a tube s’évasant progressivement (Ozenda, 1991) (Figure 01).

Figure 01: Description botanique de Cistanche violacea (Desf.) (photo personnelle prise le

13/03/2022 Ghardaia).
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1.1.3.2. Position systématique Nomenclature

Nous avons adopté la systématique phylogénétique APG III (Angiosperm Phylogeny
Group, 2009).

Regne Plantae
Sous-regne Eucaryotes
Embranchement Trachéophyta
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédone
Ordre Lamiales

Famille Orbonchaceae
Genre Cistanche

Espece Cistanche violacea

Cette plante est connue sous le nom vernaculaire arabe : o5, Cette espece est
connue sous différents synonymes; Phelypaea violacea Dest., Orobanche violacea (Dest.),

Orobanche phelipaea Willd. (Ataei, Najibeh, 2017).

1.1.3.3. Repartition géographique
Cistanche violacea se localise dans les parties chaudes de la région méditerranéenne et
dans les pays arides voisins, plus particuliecrement dans les sols sableux ou limoneux un peu

salés du littoral ou de I’intérieur (Ozenda et Capdepon, 1977).

Ils sont disséminés sur une large zone dans le Sud-Est de 1’Algérie (Alia, 2021) :
Laghouat, Ghardaia, El Golea, Ouargla (Hassi Messaoud vers Touggourt), Biskra, et Illizi
(Hassi Bel-Guebbour) (Ataei et Najibeh, 2017).

1.1.3.4. Travaux antérieurs

La recherche bibliographique a montré qu’il y a peu des travaux menés et effectués sur
I’espece Cistanche violacea (Dsef.). Une étude sur cette plante a abouti a 1’identification des

iridoides, des phenylethanoides et des flavonoides (Bougandoura et al., 2016 ; 2018).
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2. Composés phénoliques

L’une des plus grandes caractéristiques des végétaux c’est leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées, en plus des métabolites primaires classiques : glucides,
protides, lipides et les acides nucléiques. Les plantes accumulent des métabolites dits
"secondaires" qui représentent la source de nombreuses molécules utilisables par I’homme
dans divers domaines pharmacologie ou alimentation (Watson, 2018). On peut classer les
métabolites secondaires a divers groupes chimiques, parmi ceux-ci, les alcaloides, les
terpenes, les composés phénoliques. Chacune de ces classes contient une tres grande variété
de composés qui possedent plusieurs activités biologiques, comme antibactériennes,
anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-inflammatoires, diurétiques, gastro-

intestinales et antioxydantes (Palici, 2016).

Les composés phénoliques sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du
métabolisme secondaire. Ils représentent le groupe le plus important d’antioxydants naturels.
Ils se caractérisent par la présence de groupements phénoliques; un ou plusieurs cycles
aromatiques (benzenes) qui portent un ou plusieurs groupes hydroxyles OH (Legrand, 2015)

(Figure 02).

OH

Figure 02 : Structure générale d’un polyphénol (Sarni-Manchado et al., 2006).

2.1. Classification

Les composés phénoliques sont classés essentiellement selon la structure, le nombre
de noyaux aromatiques, la complexité du squelette de base (d’un simple C6 a des formes
polymérisées), le degré de modification (oxydation, hydroxylation, méthylation ...etc.) et les
liaisons possibles du squelette de base avec d’autres molécules (Macheix et al., 1990)

(Tableau 01).
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Tableau 01 : Principales classes de composés phénoliques (Harborne, 1980; Macheix et al.,

1990)
Squelette Classe Exemple Origine
carboné
C6 Phénols simples Thymol Thym
C6-Cl1 Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides Acides caféique, Citrus
hydroxycinnamiques férulique Citrus
Coumarines Scopolétine,
Esculétine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6—C2-C6 Stilbenes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides
= Flavonols Kaempférol, Fruits, [égumes,
quercétine fleurs
= Anthocyanes Cyanidine, Fleurs, fruits rouges
pélargonidine
= Flavanols Catéchine, Pomme, raisin
épicatéchine
= Flavanones Naringénine Citrus
= Isoflavonoides Déidzéine Soja, pois
(C6-C3)2 Lingnanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des
fruits
(C15)n Tannins Raisin rouge, Kaki

Donc on peut distinguer deux catégories des composées: les composés phénoliques

simples (phénol en C6 aux flavonoides en C15) et les composés phénoliques complexes.




Chapitre 1 Synthese bibliographique

2.1.1. Composés phénoliques simples

2.1.1.1. Acides phénoliques

L’acide phénolique est un composé organique possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les acides phénols sont divisés en: les dérivés de

I’acide benzoique, et les dérivés de I’acide cinnamique (Singla et al., 2019).

= Les acides hydroxy-benzoiques (C6-C1) dérivent par hydroxylation de 1’acide benzoique
et ont une formule de base C6-C1 (Figure 03). La concentration de 1’acide hydroxy-

benzoique est généralement tres faible chez les végétaux comestibles (Bijalwan et al., 2016).

Rl R2 R3 Acide phénolique
H H H Acide cinnamique
R1 OOH H OH H Acide p-coumarigue
OH OH H Acide caféique
R4 OCH; OH H Acide férulique
R3 OCH; H OCH; Acide sinapique

Figure 03: Principaux acides hydroxy-benzoiques (Calinoiu et al., 2018).

= Les acides hydroxy-cinnamiques (C6-C3) dérivent par des substitutions au niveau du
cycle aromatique de 1’acide cinnamique (Figure 04), représentent une classe trés importante

dont la structure de base (C6 — C3) (Legrand, 2015).

Rl R2 R3 R4 Acide phénolique
H H H H Acide benzoique
R2 R1 H H OH H Acide p-hydroxy
coon benzoique
H OH OH H Acide protocatechique
o H OCH; OH H Acide vanillique
H OCH; OH OCH; Acide syringique
OH H H H Acide salicyhique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 04: Principaux acides hydroxy-cinnamiques (Calinoiu et al., 2018).
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2.1.1.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus et tres diversifiés dans le regne végétal avec plus de 9000 composés (Wang et al.,
2018). Ce sont des pigments poly-phénoliques responsables de la plupart des colorations des
fleurs et des fruits, et ont de nombreuses vertus thérapeutiques. Leur squelette carboné
comprend quinze atomes de carbones C15 répartis selon la séquence; C6-C3-C6 et deux
cycles benzéniques A et B liés par une chaine de 3 carbones formant un hétérocycle oxygéné

central de type pyrane (Balde, 2018) (Figure 05).

Figure 05 : Squelette de base des flavonoides (Wang et al., 2018).

> Classification des flavonoides

Les flavonoides se différenciant par la nature des substituants sur leur squelette de
base, le degré d’oxydation de I’hétérocycle central (cycle C), la présence ou 1’absence d’une
double liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C, et la nature de ses connexions avec les
cycles A et B (Balde, 2018). Les composés de chaque sous-classe se distinguent entre eux par
le nombre, la position et la nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et

autres) sur les deux cycles aromatiques A et B (Heim et al., 2002).

Les principaux sous-classes des flavonoides sont: flavones, flavanones, flavonols,
flavanols (flavan-3-ols ou catéchines), anthocyanidines et isoflavones (Tableau 02) (Ziberna

etal.,2014).
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Tableau 02 :
structurelles (Izzo et al., 2020).

Principaux sous-classes des flavonoides en raison de leurs différences

méthoxy en position
Rl,Rz et R3

Sous-classes Structures chimique Liaisons Composés
e O A J Double liaison entre iﬁ léz?il:ll:
Flavones I \”' i C2-C3 et une cétone en .
L ) Morine
T C4 de cycle C. ..
ﬂ/ Tricine
0
= |
oy, O /E\x_f Groupe hydroxylique, Quercétine
Flavonols L fI ]\ un double liaison entre Myricétine
= Hg" on C2-C3 et une cétone Fisétine
dans le cycle C. Kaempférol
= Manque de double
O ﬂ liaison entre C2-
S
I /T C3dans le cycle C Silibinine
Flavanones T Ny uniquement des Naringenine
Q IRt
groupes hydroxyle et Hespéridine
méthoxy comme
substituants.
gy Grande diversité de
| L \ﬂ\ Y structure dans le cycle Genistéine
Isoflavones T v| = C. Le cycle B est Daidzeine
°  NF attaché en C3 plutot Glyciteine
qu’en C2 de cycle C.
. _OH
= "‘r’
HO_ s O, Pas de double liaison Epicatéchine
Flavanols ou C2-C3 dans le groupe . .
Catechins S ~ hydroxyle en position Epicatechin-3-
m oA 3 Gallate
Ry Groupes hydroxyle se
Z ““ll’ e liant au cation
HO_ O~ g, flavylium Delphinidine
Anthocyanidines | A i et / ou groupe (s) Cyanidine
X, T oM Péonidine
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2.1.2. Composés phénoliques complexes
2.1.2.1. Tanins

Les tanins sont des substances naturelles polyphénoliques, hydrosolubles a haut poids
moléculaire, compris entre 500 et 3000 Da, se localisent dans divers organes. Les plus fortes
concentrations se rencontrent souvent dans les fruits, les fleurs et les feuilles (Moufida Rira,
2019). Ils sont des molécules fortement hydroxylés, les groupements hydroxyles leurs
permettent de la formation des combinaisons stables avec les protéines, les polysaccharides,
les acides nucléiques, les stéroides et a d’autres polymeres tels que les alcaloides et les
gélatines (Okuda et Ito, 2011). Du point de vue de la composition chimique, on distingue
aujourd’hui plusieurs catégories de tanins, les tanins hydrolysables et les tanins condensés

étant les principales catégories (Moufida Rira, 2019).

a. Tanins hydrolysables: Ils sont des polyesters d’un sucre habituellement le D-glucose ou
de I’acide quinique, et d’'un nombre variable d’acide phénol soit I’acide gallique « gallo-
tannins » ou bien 1’acide hexahydroxydiphénique (HHDP) « ellagi-tannins » (Figures 06 et
07). Ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique

(tannase) (Tuominen et Salminen, 2017). Selon la nature de 1’acide phénol on distingue :

» Tanins galliques ou gallo-tanins

oH
OH oM
HO OH oL
0 <f’ P
HOL, oy B e -0)
JORACEE SN
MO L] o=t a
” }
COOH ‘l F % on
Acide gallique H T, Wﬂn}—l{m penta-O-galloylglucose

Figure 06: Structure de base tanin gallique ou gallo-tanin (Grasel, 2016).

» Tanins ellagiques ou ellagi-tanins

Acide ellagique

Figure 07: Structure de base de tanin ellagique ou ellagi-tanin (Grasel, 2016).
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b. Tannins condensés

Ce sont des dérivés non hétérosidiques, résultant de la polymérisation d’un nombre
variable d’unités flavonoides (Figure 08), Ils sont formés de 2 a plusieurs unités de flavan-3-
ols et/ou les flavan-3,4-diols, liés entre eux par des liaisons C-C tres résistantes a I’hydrolyse,
le plus souvent C4-C8 ou rarement C4-C6. Au contraire aux tanins hydrolysable les tanins

condensés sont non hydrolysables (Gourlay et Constabel, 2019).

OH

OH

HO

Figure 08: Structure de base d’un tanin condensé (Naumann et al., 2013)

2.2. Biosynthese des composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un treés vaste ensemble des substances qu’il est
difficile de définir simplement. La formation de ces composés peut étre issue de deux voies

biogénétiques : la voie shikimique, et la voie acétate ou leur combinaison (Saidi, 2019).

La biosynthese des composés phénoliques faite sur la surface du réticulum
endoplasmique chez les cellules des plantes. La phénylalanine et la tyrosine sont des
précurseurs de la biosyntheése de différentes classes de composés phénoliques (Figure 09).
Une variété d’enzymes impliquées dans la biosyntheése des composés phénoliques: la
phénylalanine ammoniaque lyase (PAL), la cinnamate-4-hydrolxylase, la p-coumarate-3-

hydroxylase et I’o-méthyl transféras (Shahidi et Yeo, 2018).
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GLUCIDES
Acides gras

Voie des PentosesP  ( Glycolyse

Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate

|
l (_ poxydation )
|

ACIDE PRI - —
GALLIQUE Acide shikimique Acétvl Co/
NH,; — =— NH,
Malonyl CoA
Tyrosine Phénylalanine
TANINS 3 Malonyl CoA
HYDROLYSABLES NH,.\ _——<nm,

yclisation

Acide cinnamique

1

CHALCONES

l

FLAVONOIDES

I

ANTHOCYANES

!

TANINS CONDENSES

Polyéthylcétone

Figure 09: Représentation des voies de biosynthese des composés phénoliques (Chaouche,

2014).
2.2.1. Voie du shikimate

Appelée aussi la voie de phénylpropanoide parce qu’il conduit a la formation des
dérivés du phénylpropane (Phénylalanine) (Lambert, 2011). Cette voie résulte ; les phénols,
les acides phénols, les flavonoides, les coumarines, la lignine, les acides aminés aromatiques
(tryptophane, phénylalanine et tyrosine), et la synthése du noyau aromatique (Hoffmann,

2003 ; Sabrina et al., 2020).
2.2.2. Voie acétate malonate

Cette voie consiste en la polymérisation de 1’acétyl-CoA, produit issu des processus
cataboliques de la glycolyse et de la f-oxydation, en malonate. A la fin de voie donne la
chalcone qui s’isomérie spontanément en flavanone, la cyclisation de la chalcone est catalysée
par la chalcone synthétase. L obtention de flavine permet de créer la diversité structurale des
molécules flavoniques et de tannins condensés (Chaouche, 2014). Donc, les deux voies
shikimate et acétate malonate se condensent pour donner naissance aux différents types des

flavonoides et les tannins condensés (Saidi, 2019).
2.3. Role et intérét thérapeutique des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont les groupes bioactifs nutritifs les plus importants dans
I’alimentation (Cory et al., 2018). L’intérét des composés phénoliques alimentaires a

augmenté en raison de leurs propriétés antioxydantes et antiradicalaires (Ahmed et al., 2015).
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Ils possedent également des propriétés anti-inflammatoires, anticancéreuses, antidiabétiques,
antibactériennes, antifongiques et antivirales, ainsi des effets contre les 1ésions gastriques et

hépatiques, le vieillissement, et la maladie d’ Alzheimer (Moufida, 2016).
3. Activité antioxydante

Les composés phénoliques sont des puissants antioxydants naturels qui participent a la
protection contre les dommages oxydatifs au niveau cellulaire et ont la capacité d’éliminer les
radicaux libres, réduisant ainsi le risque de diverses maladies (Losada-Barreiro et Bravo-Diaz,
2017). Les structures chimiques aromatiques des composés phénoliques permettant une
délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires.
Donc les propriétés antioxydantes des composés phénoliques sont associées a leur potentiel

antiradicalaire (Wang et al., 2018).
3.1. Stress oxydatif

Défini comme un déséquilibre entre la production d’oxydants et les mécanismes de
défense anti-oxydants dans un méme organisme, entrainant des dommages aux biomolécules
« dommages oxydatifs ». Ces dommages sont impliqués dans le développement de

nombreuses pathologies chroniques (Niki, 2018; Tu et al., 2019).
3.2. Radicaux libres

Des especes chimiques (atomes, molécules ou des fragments moléculaires) qui portent
un électron non apparié (célibataire) sur leur orbite externe d’oxygene ou d’azote, présentent
une grande instabilité et tres réactifs. Donc, ils a attirer les électrons célibataires d’autres
atomes et molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Bendif,

2017).
3.3. Piégeage des radicaux libres

Les flavonoides peuvent directement piéger les radicaux libres. Parmi ces composés, la
quercétine, la myricétine et le kaempférol, sont les flavonoides avec la plus grande activité de

piégeage des radicaux libres (Quifiones et al., 2013).
3.4. Chélation des métaux de transition

Les ions du fer (Fe*?) et du cuivre (Cu*?) jouent un rdle important dans la production
des radicaux libres. Les flavonoides peuvent agir comme des chélateurs des métaux de
transition (Kasprzak et al., 2015), L’épigallocatéchine gallate est un chélateur trés puissant

(Mandel et al., 2011).

14



Matériel et Méthodes




Chapitre I1 Matériel et méthodes

Chapitre II : Matériel et méthodes

1. Présentation de la zone d’étude
1.1. Situation géographique

La wilaya de Ghardaia est située au centre de la partie Nord du désert algérien a 600
km au sud de la capitale Alger, composée de 7 districts qui sont divisés en 9 communes, elle a

une superficie totale de 24711 km? (Province de Ghardaia).

La wilaya de Ghardaia été créée a partir de Laghouat en découpage administratif du
territoire de 1984. En février 2021 El-Menia (El-Goléa) qui était la plus grande daira a été
séparée comme une nouvelle wilaya (d’apres le journal officiel) (Figure 10).

La wilaya de Ghardaia est limitée : (Province de Ghardaia).
= Au Nord par la wilaya de Laghouat (200 Km), Djelfa (300 Km) au Nord Est.
= A DI’Est par la wilaya d’Ouargla (200 Km).
= Au Sud par la wilaya de El-Menia (270 km).
= A D’Quest par la wilaya de El-Bayadh (350 Km).

\'{ < ESPAGRE
; e Alger

ot ¥ ~
Ora{; ST Constantine
f CONSTANTNE

TUNISIE

LIBYE

MAURITANIE

Figure 10: Situation géographique de Ghardaia (Google image).
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1.2. Climat

Le climat est un ensemble de facteurs abiotiques qui agissent en méme temps pour
former un milieu climatique (les précipitations, la température, le vent, etc.) (Bichi et al.,
2006). Les facteurs climatiques jouent un rdle indispensable dans la distribution et la vie sur

terre (Faurie et al., 1980).

Ghardaia est caractérisée par un climat désertique aride, et comme dans toutes les
autres régions du désert ont des étés aux chaleurs torrides et la faiblesse et I’irrégularité des

précipitations et la sécheresse de 1’air (Bichi et al., 2006).
1.2.1. Températures

La température est considérée comme étant le facteur le plus important. Les
températures mensuelles enregistrées durant 1’année de 2021 dans la région de Ghardaia sont

notées dans la Figure 11.

Températures en 2021 a Ghardaia
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Figure 11: Température en 2021 a Ghardaia (Info climat, 2022)
Le mois le plus chaud est Juillet avec une température moyenne de 36.1°C. Le mois le
plus froid est Décembre avec une moyenne égale a 12.5°C.

1.2.2. Pluviométrie (les précipitations)

Dans le Sahara septentrional la pluie tombe souvent pendant 1’hiver, laissant une
longue période estivale completement seche (Vial et Vial, 1974). Les valeurs des

précipitations mensuelles de la région de Ghardaia en 2021 sont mentionnées dans le Tableau

03.
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Tableau 03: Précipitations mensuelles enregistrées dans de la région Ghardaia en 2021 (Info

climat, 2022).

Précipitation mensuelle (mm)

Mois | Jan | Fév | Mars | Avr | May | Juin | Juill | Aot | Sept | Oct | Nov | Déc | Cumul

P (0270 00 |16] 74 |30 02| 00 | 1,0 | 1,4 |13,1]| 04 | 353

P : Précipitation mensuelle exprimée en millimetre.

Le mois le plus pluvieux est le mois de Novembre avec 13,1 mm, et le mois avec de

faibles précipitation est Juillet et Janvier avec 0,2 mm, la moyenne annuelle est de 35,3 mm.
2. Enquéte ethnobotanique

Afin de collecter des informations précises sur les pratiques thérapeutiques
traditionnelles, une enquéte a été effectuée aupres de population locale de la ville de Ghardaia
a ’aide des fiches questionnaires (Annexe 1). Celle-ci a été menée durant le mois de Mars
2022. En procédant a un échantillonnage aléatoire simple, 100 personnes ont été interrogées et

Toutes ces personnes ont été informées sur I’objectif de cette étude.

Pour la réalisation de cette enquéte, un questionnaire simple et structuré a été élaboré
pour recenser les plantes médicinales utilisées pour traiter les différents types de maladies
dans la ville de Ghardaia. 11 se subdivise en deux parties permettant de récolter des
informations portant sur les personnes (age, sexe, niveau d’étude, situation familiale), et sur
les plantes médicinales (type de maladies traitées, partie utilisée, son mode de préparation, ses

voies d’administration et son état d’utilisation...etc.).

Les données enregistrées sur les fiches d’enquétes ont été ensuite traitées et saisies sur

le logiciel Excel.
3. Matériel

Le travail expérimental a été réalisé au niveau de Centre de Recherche Scientifique et
Technique des Régions Arides (CRSTRA), Biskra, pour déterminer le contenu en phénols
totaux, en flavonoide totaux, et tanins condensés ainsi pour évaluer in vitro 1’activité
antioxydante 1’extrait éthanolique de «Cistanche violacea (Dest.) BecK» obtenus par

différentes types d’extractions.
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3.1. Matériel végétal

La plante Cistanche violacea (Desf.) BecK a été récoltée au niveau du département

des sciences de la nature et de la vie Ghardaia (32°23°30.7"N 3°46°03.3"E) durant la période
de Mars 2022 (Figure 12).

Figure 12: Carte de localisation du site d’échantillonnage (Google earth).

N N

La plante fraichement collectée est lavée a I’eau courante puis mis a sécher au
laboratoire dans 1’étuve a 40 °C pendant 05 jours. Elle est ensuite broyée finement et

conservée a I’abri de la lumiere et de I’humidité (Figure 13).
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La récolte de Cistanche violacea (Desf.)
Beck

£ - O P
Cistanche violacea
(Desf.) Beck

Les différentes parties de plante
(lavage)

Plante broyée (poudre)

Plante seche

Figure 13: Différentes étapes de préparation de Cistanche violacea (Desf.) BecK (collecte, lavage, séchage et broyage du matériel
végétal) pour les analyses au niveau du laboratoire (prise personnelle, Mars 2022)
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4. Méthodes

4.1. Extraction

Trois techniques d’extraction ont été appliquées pour I’extraction de composés
bioactifs de C. violacea afin de comparer leur efficacité. Ces techniques se divisent en
conventionnelles (macération et soxhlet) et non conventionnelles (extraction assistée par

ultrasons).
4.1.1. Extraction par Macération

Macération est une extraction solide-liquide consiste a laisser la poudre de plante en
contact prolongé avec un solvant a froid, pour extraire les constituants solubles (Chemat,
2014). L’utilisation d’éthanol possede I’avantage d’étre plus facilement éliminé dans le cas ol

I’on veut concentrer 1’extrait (Lagnika, 2005).

Dix gramme (10 g) de poudre de matiere végétal a ét€ mise a macérer dans 100 ml
d’éthanol (70%) sous agitation magnétique pendant 24h. L’extrait ensuite a été filtré et le

solvant évaporé a 1’aide d’un rotavapeur (Figure 14).
4.1.2. Extraction assistée par soxhlet

Soxhlet est un dispositif en verre permettant le lavage d’un composé solide par un
solvant dans lequel il est totalement insoluble. Les impuretés insolubles restent dans la
cartouche tandis que le composé cristallise dans le ballon récepteur par refroidissement

lorsque la solution est assez concentrée (Suchat, 2012).

Cette méthode d’extraction a été effectuée comme suivant; 10 g de la plante a été
déposée dans un cartouche de soxhlet. L’extraction a été réalisée en utilisant un montage de
soxhlet (Figure 14) avec un ballon de 500 ml qui contient 100 ml d’éthanol dans un chauffe
ballon réglé a 60°C pendant 4 h. Ensuite, la solution obtenue a été évaporée a 1’aide d’un

rotavapeur.
4.1.3. Extraction assistée par ultrason (sonication)

Les ultrasons sont des ondes de méme nature que le son mais dans une gamme trop
élevée pour que I’oreille humaine puisse la percevoir, qui peut détruire les cellules (Assami,

2004).
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L’extraction assistée par ultrasons a été réalisée dans un modele Bandelin Sonorex Digetec
(Type : DT 514, Allemagne) en utilisant une puissance de 250 W et une fréquence de 35 kHz.
10 g de matiere végétale broyée ont été placées séparément dans un bécher et soumises a une
extraction d’une heure avec 100 ml d’éthanol. L’extrait obtenus été évaporé a 1’aide d’un

rotavapeur (Figure 14).
4.2. Détermination de rendement

Le rendement est le rapport entre la masse d’extrait sec récupéré et la masse de la

matiere végétale initial. Le rendement est calculé selon la relation suivante :

m extrait
" minitial

R: rendement en %.
m extrait: la masse d’extrait sec récupéré en gramme.

m initial: la masse de la matiere végétale initial en gramme.

4.3. Caractérisation phytochimique

Un milligramme (1 mg) d’extrait est dissout dans 1 ml d’éthanol dans un Eppendrof

pour I’utiliser comme solution mere pour dosage.
4.3.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
décrite par Julkunen-Tiito (1985) modifié par (Singleton et al.,1999). Une quantité de 20 pl de
chaque extrait sont ajoutés a 100 pl du réactif Folin-Ciocalteu (dilué¢ 10 fois a I’eau distillée).
Le mélange est agité puis additionné de 75 pl de Carbonate de sodium (NaxCOs a 7,5%) et
laisser incuber a I’obscurité et a température ambiante pendant 2h. Le blanc est réalisé par le
remplacement de I’extrait par de le méthanol et 1’absorbance est mesurée a 765 nm par un

lecteur microplaque a 96 puits.

Les résultats sont exprimés en pg équivalent acide gallique/ mg (ug EAG/mg MS) en

se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (obtenue a différentes concentrations).
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10 g de matiere
végétal/100 ml
éthanol (70%)

Evaporation a 1’aide d’un rotavapeur

Extraction par Ultrason

Récupération de 1’ extrait

Figure 14: Les étapes expérimentales pour obtenu les extraits bruts d’extractions (Ultrason, soxhlet ET macération)

(Prise personnel, Mars 2022).



Chapitre I1 Matériel et méthodes

4.3.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides des extraits végétaux est estimée par la méthode décrite
par Zhishen et al. (1999). Le chlorure d’aluminium hexa-hydraté (AlCl3;, 6H,0) forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose. 50 pl de
chaque extrait sont ajoutés a 50 ul de trichlorure d’aluminium (AICl3, 6H20) a 2%. Le
mélange est agité puis on additionne 150ul d’acétate de sodium a 5% (m/v) et laisser incuber
a Dobscurité et a température ambiante pendant 2 h et 30 min. Le blanc est réalisé¢ par
remplacement de I’extrait par de le méthanol et 1’absorbance est mesurée a 440 nm par un
lecteur microplaque. Les résultats sont exprimés en pg équivalent de quercétine/mg de
maticre végétale seche en se référant a la courbe d’étalonnage de la catéchine (obtenue a

différentes concentrations).
4.3.3. Dosage des tannins condensés

Le dosage des tannins condensés a été effectué selon la méthode a la vanilline avec
I’HCI. Un volume de 10 ul de chaque extrait a été ajouté a 155 pl de la solution
vanilline/méthanol a 4%, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 80 pl de
I’acide chlorhydrique concentré (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a
température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm par un lecteur
microplaque (Schofield et al., 2001). Les résultats sont exprimés en ug équivalent de
catéchine/mg de matiere végétale seche en se référant a la courbe d’étalonnage de la catéchine

(obtenue a différentes concentrations).
4.4. Evaluation d’activité antioxydante
4.4.1. Test de DPPH

La détermination de 1’activité antiradicalaire par le test de DPPH (2,2-diphényl 1-
picrylhydrazyle) a été effectuée en utilisant la méthode décrite par (Bouchoukh ez al., 2019).
Une solution méthanolique de DPPH" a été préparée en dissolvant 4 mg de DPPH dans 100
ml de méthanol. Ensuite, a 40 pl d’extrait a une concentration donnée sont ajoutés 160 ul de

la solution DPPH.

N

Les extraits ainsi que la référence BHT (Butylated hydroxytoluene) sont testés a
différentes concentrations (800, 400, 200, 100, 50, 25 et 12.5 pg/ml), les absorbances ont été
mesurées a 517 nm apres 30 minutes d’incubation a 1’obscurité a 1’aide d’un lecteur

microplaque.
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Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé. L’activité
antioxydante liée a D’effet de piégeage du radical DPPH’ est exprimée en pourcentage

d’inhibition a I’aide de la formule suivante:
% inhibition = ((A blanc - A extrait)/ A blanc)*lOO
Dont; A planc: absorbance du blanc, A exumait: absorbance d’extrait.

Cette activité a été exprimée également en IC50 (ug/mL) qui correspond a la
concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est inversement

lié a la capacité antioxydante.
4.4.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est déterminé par la méthode de Oyaizu (1986). 10 ul d’extrait a
différentes concentrations est mélangé avec 40 pl d’une solution tampon phosphate (pH=6,6)
et 50 ul de ferrocyanure de potassium [K3Fe(CN)s] a 1%. L’ensemble est incubé a 50°C
pendant 20 min, ensuite, 50 pl d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés, puis 40 ul d’eau
distillée et 10 ul d’une solution aqueuse de FeCls a 0,1% sont additionnés. L’éthanol et
I’acide ascorbique ont été utilisés comme témoins négatifs et positifs, respectivement.
L’absorbance a été mesurée a 700 nm a l’aide d’un lecteur de microplaques. Une

augmentation de l’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.
4.5. Analyse statistique des données

Les résultats obtenus ont été exprimés sous forme de moyenne + déviation standard
(D.S). L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 6),
analysés par ANOVA, analyse de variance a un facteur et suivi du test de Tukey pour les
comparaisons multiples et la détermination des taux de significations. Les différences ont été

considérées significatives si P<0,05.
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Chapitre III : Résultat et Discussion

1. Enquéte ethnobotanique

L’enquéte menée aupres de la population comportant 100 personnes interrogées
(herboristes, les tradithérapeutes, les hommes du désert et des personnes normales) de la

Wilaya de Ghardaia par rapport a plusieurs données a savoir:
1.1. Profil des personnes enquétées
1.1.1. Age

L’utilisation des plantes médicinales au niveau de la région étudiée (ville de Ghardaia)
est répandue chez toutes les classes d’age. Dans lequel les classes d’age de 41-50 ans est le
plus prédominance avec 31%, suivi par les classes d’age de 21-30 ans avec 25%, les classes
d’age de 31-40 ans avec 19%, les classes d’age de 51-60 ans avec 15% et 8% pour les
personnes plus que 60 ans. Finalement, les classes 1’dge moins de 20 ans représentent un

pourcentage de 2% (Figure 15).

2%

< 20 ans
m [21-30]ans
M [31-40] ans
H [41-50] ans
H [51-60] ans
= >60 ans

Figure 15: Répartition de population enquétée selon 1’age.

Généralement, les personnes les plus dgées connaissent la phytothérapie traditionnelle mieux
que les autres, les plus jeunes. Au contraire, nos résultats confirment que les jeunes
connaissent et utilisent aussi la phytothérapie traditionnelle et ¢a indique I’intérét de la

population de la ville de Ghardaia a la phytothérapie.
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1.1.2. Sexe

Le sexe féminin prédomine avec un pourcentage de 53% de la population étudiée.
Tandis que les hommes représentent 47%. Ce qui explique le fait que les femmes sont plus

concernées par les préparations des traitements végétaux (Figure 16).

B Femmes

B Hommes

Figure 16: Répartition de population enquétée selon le sexe

1.1.3. Niveau d'étude

D'apres l'enquéte réalisée, 59% de la population enquétées sont des étudiants
universitaires, et ¢a di au fait que les classes d’age de 21-30 ans sont le plus élevé. Les 41%
restant se répartissaient entre une scolarisation secondaire avec 22%, une scolarisation

primaire avec 4%, et 15% des enquétées n’était pas scolarisée (Figure 17).

B Primaire
B Secondaire
B universitaire

H Néant

Figure 17: Répartition de la population enquétée selon le niveau d’étude.

26



Chapitre I11 Résultats et discussion

1.1.4. Situation familiale

L’utilisation des plantes médicinales chez la population mariée représente 56%, tandis
que les célibataires représentent 39%, 4% pour les divorcés et les veufs représentent
seulement 1%. Les personnes mariées sont des meres et des peres qui préparent les soins
thérapeutiques pour leurs enfants et la totalit¢ de la famille, ce qui explique leurs

connaissances de phytothérapie (Figure 18).

H célibataire
B Marie
u Veuf

H Divorcé

Figure 18: Répartition de la population enquétée selon la situation familiale.
1.1.5. Source des informations

La transmission des connaissances sur la phytothérapie est actuellement en danger
parce qu’elle n'est pas toujours assurée (Anyinam, 1995). En effet, 87% de la population se
référant aux expériences des autres, 9% se référant aux herboristes et 10,33% se référant les
hommes du désert (Figure 19). Malgré que la plupart des personnes enquétées sont des

universitaires, mais ils s’appuient sur les connaissances transmettre.

B par étude
® herriditaire

©homme du desert

Figure 19: Répartition de la population enquétée selon la source des informations.
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1.2. Informations sur les plantes médicinales

Les résultats obtenus a travers 1’étude effectuée, ont permis de recenser 50 especes
médicinales, répartis sur 27 familles. Les familles les plus dominantes sont Lamiaceae et
Apiaceae avec 08 especes, suivit par Asteraceae (04 especes), Fabaceae (03 especes) et le

reste des familles comprennent un ou deux especes. Les résultats de 1’enquéte ethnobotanique

sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 04: Listes des especes a usage ethnobotanique dans la région de Ghardaia.

N° Famille Nom scientifique Nom vernaculaire
Artemisia herba-alba Asso Chih
Stevia rebaudiana Stevia

01 Asteraceae
Urospermum Laadhide
Chamaemelum nobile (L.) All. Babounj
Salvia rosmarinus Iklil-djabel
Ocimum basilicum hbak
Mentha Na-naa
Origanum majorana Mardagouch

02 Lamiaceae o
Salvia officinalis Miramia
Ocimum basilicum Raihan
Lavandula Khozama
Thymus vulgaris Zaater
Tetraena alba (L.F.) Beler&Thulin Agga

03 Nitrariaceae
Peganum harmala Harmel
Cynodon dactylon (L.)Pers. Njem

04 Poaceae
Eleusine Bechna
Foeniculum vulgare Mill. Besbasse
Atriplex halimus L. Gtaf
Pimpinella Anisum Yansun
Coriandrum Kousber

05 Apiaceae
Carum carvi Karwia
Petroselinum crispum Maadnous
Ammodaucus leucotrichus Moudriga
Bunium mauritanicum Targouda
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06 Brassicaceae Lepidium sativum L. Hab rechad
Oudenya africana R. Hinat I’ibel

07  Chenopodiacées  Arthrophytum scoparium (Pomel) Iljin. Remeth

08  Asphodelaceae  Asphodelus tenuifolius Cavan Tazia

09  Polygonaceae Rumex Hemidhe

10 Linaceae Linum usitatissimum Zariet lketan

11 Urticaceae Urtica Herig

12 Geraniaceae Pelargonium graveolens Atarchaa

13 Cypéracées Cyperus Rotundus Tamoussaza/ oum saad

14 Moringaceae Moringa Moringa

15 Thymelaeaceae Aquilaria malaccensis Ereg gheris
Retama raetam Retam

16 Fabaceae Trigonella foenum-graecum Halba
Vicia faba Foul

17  Amaryllidaceae  Allium schoenoprasum Lazoul

18 Tiliaceae Tinnas grewia Gedhime

19 Zingiberaceae Zingiber officinale Zengabil
Curcuma longa Corkem

20  Ranunculaceae  Nigella Sativa Haba saodaa

21  Globulariaceae  Globularia Alypum Taselaa

22 Cupressaceae Juniperus Ar-are

23 Rutaceae Ruta Fidjel

24 Lauraceae Cinnamomum zeilanicum Nees Gerfa

25 Myrtaceae Syzygium aromaticum Grenfol

26 Caryophyllaceae  Silene vulgaris Tichert

27  Orobanchaceae  Cistanche violacea Danoune
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1.2.2. Spectre des familles botaniques

L’existence de 27 familles montre que la population étudiée a une grande
connaissance aux plantes médicinales. Les familles des Lamiaceae et Apiaceae sont les plus

représentées dans la phytothérapie dans cette région avec un pourcentage de 16% (Figure 20).
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Figure 20: Représentation des pourcentages des familles recensées dans la région de
Ghardaia.

1.2.3. Partie utilisée

D’apres les résultats obtenus, la plupart des personnes utilisant la plante entiere avec
pourcentage de 41%, suivi par les feuilles avec 18%, les graines avec 13%, les tiges avec
11%, les fleurs avec 10% et les fruits avec 5%, tandis que ’utilisation des racines et des
rhizomes a un pourcentage tres faible (1%) (Figure 21). Ces résultats indiquent que les
organes d'une méme plante médicinale n’étaient pas forcements actifs. Selon Limonier
(2018), tous les principes actifs d'une méme plante n'ont pas les mémes propriétés

médicinales.
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m Plante entiére
H Feuille
® Grain
B Racine
® Rhizome
® Fruit
= Tige
m Ecorce
Fleur

1%

Figure 21: Pourcentage de différentes parties utilisées des plantes médicinales.
1.2.4. Modes de préparations

Il existe différentes modes de préparation des remedes a partir des plantes médicinales.
Nos résultats montrent que I’infusion est le mode le plus utilisé avec 44%, suivie par la
poudre avec 28% et la décoction avec 23%. La préparation des traitements sous forme de
pommade (2%), huile, gel ou cataplasme (1% pour chacun) représente un pourcentage tres
faible (Figure 22). L’infusion est la méthode la plus simple pour préparer les phyto-
médicaments, il permet de préserver toutes les propriétés des plantes avec l’extraction et

I’assimilation des principes actifs et sans risque (Moatir et al., 1983).

Cataplasme
Huile

Gel
Poumade
Décoction
poudre

Infusion 449%

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Figure 22: Pourcentage des différents modes de préparations des traitements.
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1.2.5. Mode d’administration

Nos résultats montrent que la plupart des phyto-médicaments préparées a partir les
plantes recensées dans la région de Ghardaia sont prescrites par voie orale avec un tres grand
pourcentage de 76%, suivi par inhalation avec 13%, massage et lotion avec pourcentage de
5%, et finalement le lavement anorectal avec 1% seulement (Figure 23). La voie orale est

considérée comme la voie d'administration la plus simple, et rapide.

Lavements anorectal
Lotion
Massage
Inhalation

Orale 76%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figure 23: Pourcentage des différentes modes d’administration.

1.2.6. Les maladies traitées

Les résultats obtenus montrent que les maladies les plus traitées sont les affections
digestives avec un grand pourcentage 60%, suivi par les affections respiratoires (20%) et le
diabete (10%) (Figure 24). Il existe différentes affections citer par les enquétées relevent que
des effets sur le systeme digestif par exemple ; I’affection sur 1’appétit, diarrhée, le
coOlon...etc. La plupart des especes sont utilisées dans les soins de 1’appareil digestif a cause
de la mauvaise nutrition, les plats traditionnels, le manque de connaissances sur 1’alimentation

utile et saine.

Des autres maladies sont signalées comme chronique surtout par les personnes agées
tels que diabete, I’anémie, cholestérol, rhumatisme, régulation de la tension, des traitements

pour renforcement la mémoire ...etc.

Les femmes sont mentionnées des recettes pour traiter les douleurs des regles, les

infections, les anti-chutes, les affections dermatologiques et la fievre.

Les hommes du désert donnent des traitements contre les venins des scorpions et

serpents. De plus, les jeunes signalent les traitements pour I’insomnie et des antidépresseurs.
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Figure 24: Répartition des affections traitées par les plantes.

2. Caractérisation phytochimique de Cistanche violacea

L’objectif est d’aborder une étude comparative de 1’effet des différentes techniques
d’extraction (extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par soxhlet et macération)

sur le rendement et le profil phénolique ainsi sur ’activité antioxydante.
2.1. Extraction des composés phénoliques

L’extrait éthanolique de Cistanche violacea (Desf.) Beck a été préparé a partir de la
poudre de la plante entiere dissoute dans 1’éthanol en utilisant trois différentes méthodes
d’extraction. Les extraits bruts issus de 1’extraction par ultrason et macération ont une couleur
jaune foncé. Tandis que I’extrait brut issu de 1’extraction par soxhlet a une couleur marron

foncé (Figure 25).

A

Figure 25: Les extraits éthanolique de Cistanche violacea issus de 1’extraction par soxhlet

(A), macération (B) et ultrason (C) (photo personnel, Mars 2022).
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2.1.1. Calcule du rendement des composés phénoliques

La Figure 26 montre que l’extrait brut issu de 1’extraction par soxhlet donne le
meilleur rendement avec 33,65%. Tandis que les autres extraits bruts issus par ultrason et

macération affichent des rendements plus faibles qui sont de 9,79% et 8,83% respectivement.

Rendement (%)
33,65%

8,83% 9,79%

Ultrason Soxhlet Macération

Figure 26: Rendements des extraits éthanoliques issus de trois types d’extraction (ultrason,

macération et soxhlet).

2.2. Détermination les teneurs en phénols totaux, en flavonoides totaux et en tanins

condensés

Les phénols totaux des extraits éthanoliques sont dosés selon la méthode de Folin-
Ciocalteau. Ces teneurs sont déterminées a partir 1’équation de la régression lin€aire
(y=0,006x+0,02) de la courbe d’¢talonnage réalisée avec 1’acide gallique a différentes
concentrations (Annexe 2). Les résultats obtenus exprimés en ug équivalent acide gallique/

mg d’extrait.

D’autre part, les teneurs totaux en flavonoides des extraits éthanoliques sont estimés
par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3). Le contenu en flavonoides est déterminé a
partir I’équation de la régression linéaire (y= 0,01x+0,12) de la courbe d’étalonnage réalisée
avec la quercétine a différentes concentrations (Annexe 3). Les résultats des teneurs en

flavonoides totaux sont exprimés en ug équivalent quercétine/mg d’extrait.

D’apres les résultats présentés dans le Tableau 05, les teneurs en flavonoides totaux

sont négligeables par rapport aux teneurs en phénols totaux.
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L’extrait éthanolique obtenu par ultrason renferme des teneurs en phénols et
flavonoides totaux (149,18+5,7 pg EAG/mg et 2,10+0,9 pg EQ/mg respectivement)
supérieurs a ceux préparés par soxhlet ou par macération. Ces résultats permettent d’établir

cet ordre pour phénols et flavonoides totaux comme suivant: ultrason > soxhlet > macération.

Tableau 05: Teneurs en phénols totaux, en flavonoides totaux et en tannins condensés de
I’extrait éthanolique de Cistanche violacea (Desf.) Beck obtenus par différentes méthodes

d’extraction.

- Type Phénols totaux Flavonoides totaux Tanins condensés
xtrait
d’extraction  (ug EAG/mg) (ug EQ/mg) (ug EC/mg)
Macération 113,4+0,1° 0,46+0,4* 2,36+0,08*
Extrait
soxhlet 132,8+0,7° 2,09+0,4° 2,23+0,1%
éthanolique
Ultrason 149,18+0,5¢ 2,1£0,9 2,31+0,02°

Les valeurs sont présentées : moyenne + ecartype, n=3, la moyenne entre les colonnes suivie par une lettre
différente est significativement différente (p<0,05), ug EAG/mg: ug d’équivalent acide gallique/mg, ug EQ/mg:
ug d’équivalent quercétine/mg, (ug EC/mg): ug d’équivalent catéchine/mg.

Le dosage des tannins condensés a été effectué selon la méthode a la vanilline avec
I’HCL. Ces teneurs sont déterminées a partir ’équation de la régression linéaire
(y=0,02x+0,04) de la courbe d’étalonnage réalisée avec catéchine a différentes concentrations
(Annexe 4). D’aprés le Tableau 05, les résultats révelent qu’il n’y a pas une différence
significative (p>0,05) entre les extraits éthanoliques obtenus par trois différents types

d’extraction par rapport aux teneurs des tanins condensés. Donc, on peut suggérer que la

méthode d’extraction n’a pas d’influence sur les contenus en tanins condensés.
2.3. Evaluation de I’activité antioxydante

2.3.1. Test de DPPH

L’évaluation de I’activité anti-radicalaire a été réalisée par le test a DPPH. Le DPPH
est un radical synthétique présente une coloration violette qui disparait au contact d’une
substance capable de saturer sa couche électronique (Figure 27), donc le degré du changement

de couleur indique le potentiel de piégeage des extraits (Nabavi et al., 2012).
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Figure 27: Test de DPPH en utilisant la microplaque (photo personnel, Mars 2022).

Les résultats de ’activité anti-radicalaire sont exprimés en pourcentage d’inhibition du
radical libre DPPH en fonction des concentrations des extraits (Tableau 06). Les résultats ont
montré que le pourcentage d'inhibition augmente avec I'augmentation de la concentration des
fractions. En effet, I’extrait éthanolique obtenu par macération présente le pourcentage
d’inhibition le plus élevé (90,79+0,3%) a la concentration maximale (800 ug/ml). Le BHT
utilis€ comme antioxydant de référence a inhibé de 94,6+0,1% le radical DPPH a 800ug/ml.
Pour mieux comparer les activités des différents extraits de la plante testée, les concentrations
de I’extrait nécessaire pour piéger 50% de radical DPPH (ICso) ont été déterminées. L’extrait

avec de faible valeur ICsg est considéré comme ayant une puissante activité antioxydante.

D’aprés nos résultats, I’extrait éthanolique obtenu par macération a montré une valeur
ICs0 1a plus faible (ICso = <12,5 pg/ml) qui se référant a une forte activité antioxydante. Le

BHT a présenté une ICsp inférieur a <12,5 ug/ml.
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Tableau 06: Activité anti-radicalaire de I’extrait éthanolique de Cistanche violacea obtenus

par différentes méthodes d’extraction

Concentration
Activité antiradiclaire de I’extrait éthanolique (%)
(ng/ml)
BHT (standard) Méthodes d'extraction
Macération Ultrason Soxhlet

12.5 69,13+0,6 61,65+0,9 90,93+0,2 90,55+0,2

25 78,31+0,7 63,87+1,3 90,89+0,1 90,59+0,01

50 82,05+0,2 84,18+0,7 90,04+0,9 87,33+1,6

100 83,41+0,07 88,72+1,03 89,4+0,3 81,53+0,00
200 88,724+0,2 88,570,007 73,56+0,4 81,53+0,07
400 91,19+0,2 90,89+0,1 55,008+2,6  81,53+£3,08
800 94,6+0,1 90,79+0,3 47,69+0,4 81,53+0,9
ICs0 (ug/ml <12,5° <12,5% 16,61+1,06°  15,40+1,7°

Les valeurs sont présentées : moyenne * écart-type, n=3, la moyenne entre les colonnes suivie par une lettre

différente est significativement différente (p<0,05), BHT: Butylhydroxytoluéne.

2.3.2. Pouvoir réducteur

L’évaluation du pouvoir réducteur a été réalisée par le test de FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power). Selon Hamadou Habibou et al. (2019), le pouvoir réducteur d’un extrait

est associé a son pouvoir antioxydant.

Le Tableau 07 montre que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a la
concentration de différents extraits éthanoliques de Cistanche violacea obtenus par ultrason,

macération, soxhlet).
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Tableau 07: Pouvoir réducteur des extraits éthanoliques de Cistanche violacea (Desf.) et

d’acide ascorbique par la méthode de FRAP.

Concentration Absorbance
(ug/ml) Acide Méthodes d'extraction
ascorbique Macération Ultrason Soxhlet
3.125 0,24+0,005 0,13+0,01 0,06+0,003 0,084+0,002
6.25 0,48+0,001 0,12+0,001 0,1+£0,006 0,107+0,001
12.5 0,94+0,01 0,27+0,06 0,110,001 0,1440,003
25 0,97+0,008 0,34+0,02 0,33+0,02 0,24+0,01
50 1,05+0,01 0,44+0,2 0,46+0,1 0,37+0,004
100 1,24+0,005 0,6+0,05 0,707£0,05 0,41+0,008
200 1,29+0,001 0,65+0,01 0,72+0,02  0,68+0,0009
AO0.5 (ug/ml) 6,76+0,3" 109,67+0,5° 61,70+15,3¢  150+0,00¢

Les valeurs sont présentées : moyenne + écart-type, n=3, la moyenne entre les colonnes suivie par une lettre

différente est significativement différente (p<0,05)

D’apres ce tableau, le pouvoir réducteur de 1’extrait éthanolique obtenu par ultrason est le
meilleur (61,70+15,3 pg/ml) comparé aux autres préparés par macération et soxhlet. Les
résultats ont révélé que l'acide ascorbique en tant que contrdle positif était plus efficace que

tous les extraits testés.
3. Discussion

Pour le but de tester 1’effet de la méthode extraction sur le rendement, contenu en composés
phénoliques et sur 1’activité antioxydante le présent travail a été effectué. Pour cela, trois
méthodes extraction ont été réalisées ; macération (24h), extraction assistée par ultrason (1h),

et extraction par soxhlet (4h).

Le but de I’extraction est d’extraire la plus grande quantité possible des substances
phénoliques a 1’aide d’un volume de solvant extractif (100ml d’éthanol), c’est qui appelé le

rendement d’extraction, qui est le rapport de la masse d’extrait sec récupéré et la masse de la

38



Chapitre I11 Résultats et discussion

matiere végétale initial. L’extraction par Soxhlet est une technique trés efficace permet la
répétition infiniment de cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a épuisement complet
du soluté dans la matiere premiere (Penchev, 2010). Ca peut expliquer notre résultat ou

I’extrait éthanolique a donné le meilleur rendement avec un pourcentage de (33,65%).

L’extraction par macération est considérée comme étant des méthodes conventionnelles
d’extraction des composés phénoliques approuvées par divers auteurs pour leur efficacité (Liu
et al., 2013). L’extrait éthanolique préparé par macération pendant 24h donne les meilleures
teneurs en tannins condensés par rapport a celui obtenu par ultrason et soxhlet. La durée
d’extraction par macération influence sur l'augmentation des teneurs des tannins condensés

(Bourzeix et al., 2014).

L’extraction assistée par ultrasons est une technique d'extraction moderne. Elle augmente les
teneurs en phénols et en flavonoides totaux, et diminuer les temps d’extraction (1 h) par
apport aux autres méthodes d’extraction ; macération et soxhlet et en plus en gardant une
température basse dans le milieu (Chemat, 2011). Les ondes ultrasoniques des ultrasons
génerent le phénomene de cavitation est la création de bulles de gaz et/ou de vapeur au sein
du solvant. Les bulles de cavitation peuvent faciliter la libération de composés phénoliques

par la perturbation des parois cellulaires de la matrice des cellules végétales.

Ces tests confirment la richesse de la plante Cistanche violacea (Desf.) Beck en substances
bioactifs «phénols, flavonoides, tannins» principalement les phénols. La meilleure méthode
pour extraire les composés phénoliques simples c’est 1’extraction assistée par ultrason et la

meilleure méthode pour extraire les tanins c’est la macération.

Une comparaison des activités antioxydantes des extraits obtenus par les trois méthodes
d’extraction été réalisée. Une amélioration d’activité antiradicalaire de 1’extrait obtenu par
macération avec ICso = <12,5 pg/ml comme celle du BHT utilis¢ comme standard. L’extrait
obtenu par ultrason a le meilleur pouvoir réducteur. L’extraction assistée par ultrason et la
macération sont les méthodes adéquates pour extraire les antioxydants de Cistanche violacea
(Desf.) a partir de la plante entieére. Donc ’activité antioxydante s’accompagne avec
I’enrichissement en composés phénoliques. Comme conclusion, Cistanche violacea (Desf.)

Beck a une activité antioxydante élevée mise en évidence via différents systemes.
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La phytothérapie représente 1'un des domaines les plus importants et les plus utilisés
de la médecine traditionnelle au monde. Tous les végétaux contiennent des composés
phénoliques, mais leur répartition qualitative et quantitative est inégale selon les especes, les
organes et les stades physiologiques, Il existe une tendance croissante a corréler les

composées phénoliques des plantes avec ses activités antioxydantes.

Notre étude est basée sur deux aspects, une enquéte ethnobotanique et une évaluation
de D’activité antioxydante avec la détermination des composés phénoliques de la plante

Cistanche violacea (Desf.) Beck en fonction de différents types d’extractions.

Les résultats d’enquéte ethnobotanique montrent une grande diversité de plantes 50
especes identifiées appartenant a 27 familles différentes, dont les plus utilisées sont les

Apiaceae et Lamiaceae.

En effet, les principaux résultats obtenus révelent que la présence des activités
antioxydantes des extraits éthnoliques de Cistanche violacea (Desf.) Beck reliées a la

présence des composés phénoliques (phénols, flavonoides et tannins).

L’étude comparative entre les différents types d’extractions montre que 1’extraction
assistée par ultrasons UAE augmente les teneurs en phénols, et en flavonoides, et la meilleur
pouvoir réducteur. Tandis que D’extraction assistée par macération améliorée 1’activité

antiradicalaire, et les teneurs en tannins condensés.

Enfin, considérant I’intérét de la flore de la région de Ghardaia, le screening d’autres

especes est nécessaire en vue de leur meilleure valorisation au profit de ’humanité.
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Annexe 1 : Fiche d'enquéte ethnobotanique

Université de Ghardaia Date :.......

Faculté des sciences de la nature et la vie et des sciences de la terre Ne:........

Département de biologie

Fiche d'enquéte ethnobotanique

Les plantes médicinales dans la région de Ghardaia (population locale)

Questionnaire :

Mettre une croix dans la case que vous estimez convenable.

Répondre de fagcon précise et honnéte et merci pour votre collaboration.

Profil de l'informateur :

LI035 0 W< ) )1 70 o 1 S

= Sexe: L] Masculinl]  Féminin

= Age: L[] <20 (20301 O [31-401 O [41-500 O [51-601 L1 >60
» Niveaud'étude: L[] Néant [J Primaire [J Secondaireld Universitaire

» Situation familiale[ ] Célibataird_] Marié ] Veuf [] Divorcé

Plante:

Nom locale de la plante /nom vernaculaire @ .............ooouiiiuiiiiiiiiiii i ieennn
NOM SCIENTITIQUE & ..ottt e e e ettt et e e e

= Nature de la plante: [ Spontanée U cultivée U Introduite

AULTES ..o
= Meilleure saison de sa cueillette : [] Automne [ Eté [1 Hiver [ Printemps
[] Toute I’année
= Meilleure periode de la journée pour sa cueillette:L] Matin [ Soir [ Apres midi
= Utilisée a 1'état : [ Frais L1 Sec L1 Les deux
» Partie utilisée : [1Racine [ Tige [1 Feuille [ Ecorce [ Rhizome [ Fleur
[] Fruit [] Résine  [] Plante entiére
AULIES & e
= Meéthode de séchage et CONSEIVALION & .......i.etiii it et e e e et e e aeeens
= Plante seule : L1 Oui
(] Non ( association poSSIiple ) & .....iuiniririiit e
» Préparation : [JCataplasme[] infusion [ Décoction [JFumigation ] Macération [ 1Poudre
AULTES & oot
* Dose utilisée : [1Pincée [ Poignée [JCuillerée [ Dose précise

» Mode d'administration : [1Orale [ Inhalation [1Massage [ lavement anorectal
AULIES & v,
» Posologie/nombre de prise par jour :

Pour les enfants : (] 1fois/jour] 2fois/jour [ 3fois/jour — Autres: ...................
Pour les adultes : [ lfois/jourlj 2fois/jour [ 3fois/jour Autres @ ......oooeiiiinnn
Pour les femmes enceintes 1 1f0is/j0ur|:I 2fois/jour [l 3fois/jour Autres : ........ooeenn..

= Durée d'utilisation : L1 Un jour [ Une semaind— Un moi [ jusqu'a la guérison




Utilisations :
=  Types des maladies traitées :

[ Affections dermatologiques [ Affections rénales

[] Affections respiratoires [] Affections digestives
[] Affections cardio-vasculaires [ Affections hépatiques
[ Affections génito-urinaires [0 Diabete

AULIES & e

LI & (<Tor: 1015 () sl e l©) 001 0) (o) SN

= Résultats: [ 1 Guérison [ Améliorer[_] Inefficace
» Effet secondaire! : [1 Oui ] Non

Autres informations :




Annexe 2

Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

1.2

e
o

e
o)

Absorbance a 765 nm

0.4

0.2

0 50 100 150 200 250

Concentration de I'acide gallique pug/ml

Courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique a différentes concentrations.



Annexe 3

Courbe d'étalonnage du Quercétine
25

=
]

Absorbence a 440 nm
[

0.5

0 50 100 150 200 250
Concentration du Quercétine pg/ml

Courbe d’étalonnage réalisée avec la quercétine a différentes concentrations.



Annexe 4

0.18 Courbe d'étalonnage du Quercétine

0.16 -
0.14 -
0.12

rbance a 550 nm
o

2 0.06 -
e

Concentratio du Quercétine

Courbe d’étalonnage réalisée avec catéchine a différentes concentrations.




