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Résumeé

Les plantes médicinales, sources essentielles de métabolites bioactifs, sont utilisées
mondialement en médecine traditionnelle et moderne. Récemment, les recherches sur leurs
propriétés antioxydantes se sont intensifiées. Les plantes algériennes se sont révélees
particulierement efficaces comme agents antioxydants, offrant ainsi un potentiel prometteur

pour des applications médicinales naturelles.

Le présent se porte sur I'évaluation in vitro du pouvoir antioxydant de Fagonia bruguieri
DC, une plante médicinale saharienne récoltée dans la région de Tamanrasset appartenant a
la famille des Zygophyllaceae, ainsi que sur la quantification de ses molécules bioactives
(polyphénols). L'extraction a été réalisée par macération avec des solvants de polarité
croissante (1’éther de pétrole et méthanol) de la partie aérienne de 1’espéce Fagonia bruguieri
DC, puis une analyse quantitative de I'extrait hydro-méthanolique a été effectuée pour
mesurer la teneur en polyphenols, flavonoides et tanins. De plus, leur activité antioxydante a
été évaluée a l'aide de quatre méthodes : DPPH, réduction du fer, phosphomolybdate et ABTS
et comparé aux antioxydants synthétiqgues comme le BHA, le BHT, I'acide ascorbique et 1'a-
tocophérol. Les résultats obtenus indiquent que cette plante contient des quantités élevées de
composés phénoliques, de flavonoides et tanins. L'évaluation de I'activité antioxydante de leur
extrait a travers les quatre tests utilisés, révele que cette plante posséde une activité

antioxydante forte par rapport aux antioxydants synthétiques.

Mots clés : Plantes médicinales, Fagonia bruguieri DC, activité antioxydante, polyphénols,

flavonoides.



Abstract

Medicinal plants, essential sources of bioactive metabolites, are used worldwide in traditional
and modern medicine. Recently, research about their antioxidant properties has intensified.
Algerian plants have been shown to be particularly effective as antioxidant agents, offering

promising potential for natural medicinal applications.

This work concerns the evaluation in vitro of the antioxidant power of Fagonia Bruguieri DC,
a Saharan medicinal plant collected in Tamanrasset region belonging to the Zygophyllaceae
family, as well as the identification of its bioactive molecules. The extraction of the extract
was carried out by maceration with solvents of increasing polarity, and then their antioxidant
activity was evaluated using four methods: DPPH, iron reduction, phosphomolybdate and
ABTS and compared to synthetic antioxidants, such as BHA, BHT, ascorbic acid and a-
tocopherol. Additionally, quantitative analysis of the extract was performed to measure the
content of polyphenols, flavonoids and tannins. The obtained results indicate that this plant
contains high amounts of phenolic compounds and flavonoids and tannins. The evaluation of
the antioxidant activity of her extract through the four tests used reveals that this plant has
significant antioxidant activity compared to synthetic antioxidants.

Key words: Medicinal plants, Fagonia Bruguieri DC, antioxidant activity, polyphenols,

flavonoids.
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ABREVIATIONS UTILISEES

TCA L’acide Trichloracétique

Na,HPO, Hydrogénophosphate de sodium
NaH,PO, Dihydrogénophosphate de sodium
DPPH 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazil

ABTS 2,2- azinobis 3-ethylbenzothyazoline 6- sulphonate
K>S,04 Persulfate de potassium

AICl; Trichlorure d’aliminuim

TAC. Total Antioxydant Capacity

HCI Acide chlorhydrique

EAG/g Equivalent acide gallique par gramme
EAA/g Equivalent acide ascorbique par gramme
EC/g Equivalents de catéchine par gramme
EQ/g Equivalents de quercétine

A Absorbance

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power
Fe* lons ferriques.

Fe*? lons ferreux.

FeClj Iron Trichloride

MoO,* lon de molybdate

MoO?** Molybdéne

pH Potentiel d’hydrogéne

BHA Butylated hydroxyanisole



BHT Butylated hydroxytoluene

R (%) Rendement exprimé en %

R? Coefficient de correlation

TPC Total Phenolic Content

TFC Total Flavonoides Content

TTC Total tannin content

Aos Concentration indiquant 0,50 d’absorbance

EAQ Extrait Brut aqueux
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Introduction générale

Depuis les temps préhistoriques, les humains ont utilisé des produits naturels, tels que les
plantes, les animaux, les micro-organismes et les organismes marins, dans les médicaments
pour soulager et traiter les maladies. Selon les registres fossiles, l'usage humain des plantes
comme médicaments peut remonter a au moins 60 000 ans. Les plantes médicinales sont la
principale source de métabolites bioactifs naturels et sont utilisées dans le monde entier dans
les systemes traditionnels et modernes de médecine (Fabricant & Farnsworth, 2001).

Le stress oxydatif se caractérise par une agression cellulaire principalement provoquée par
les radicaux libres (Sebbar et al., 2023). Les radicaux libres en général et les ROS en
particulier jouent un réle dans diverses pathologies humaines, allant de I'inflammation au
cancer, en passant par les maladies cardiovasculaires, I'arthrite rhumatoide, le diabéte et le
processus d'apoptose, en plus de leur action directe en réagissant avec la plupart des
macromolécules (glucides, protéines et lipides). Il est possible d'éviter le stress oxydatif en
cherchant a apporter davantage de composés antioxydants (Cheurfa & Allem, 2015).

En plus des médicaments et des aliments, les antioxydants naturels provenant des plantes
médicinales sont actuellement privilégiés dans les produits antioxydants. Ces vegétaux ont la
capacité de produire de nombreux composés connus sous le nom de métabolites secondaires
(composés phénoliques, alcaloides et huiles essentielles...) et forment ainsi un immense
réservoir de composés d'une grande variété chimique, avec une variété d'activités biologiques
(Encyclopédie des plantes médicinales, 2001).

Les recherches sur les propriétés antioxydants des plantes medicinales ont considérablement
augmenté ces dernieres années, en raison de leur potentiel d'étre utilisées comme sources
d'antioxydants riches et naturels (Chaouche et al., 2013),(Haddouchi et al., 2016). On a
également remarqué que les plantes algériennes sont riches en des agents antioxydants
efficaces qui combattent efficacement les radicaux libres, ce qui en fait une source
intéressante d'antioxydants naturels a des fins médicinales (Allane & Benamara, 2010).

Dans ce contexte, 1’objectif principal de ce travail est d’étudier in vitro le pouvoir
antioxydant des extraits aqueux et méthanoliques des parties aériennes d’une plante
médicinale du genre Fagonia (espece : Fagonia bruguieri DC) de la région Tamanrasset.

Afin d'accomplir cette étude, nous allons le développé en deux parties principales :

e La premiére partie est consacrée a I'étude bibliographique, elle comporte sur une
recherche sur les plantes médicinales et la phytothérapie, ainsi que les métabolites
secondaires et la description de plante étudiée.

e La deuxiéme partie est expérimentale, divisée en deux chapitres : 1’'un présente les
méthodes et les techniques utilisees pour la réalisation de ce travail (extraction et
analyse quantitative et les tests de I’activité antioxydant) et 1’autre consacré a la
présentation et la discussion des résultats obtenus.

Le travail est ponctualisé avec une conclusion et quelques perspectives
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CHAPITRE 01 : Apercu bibliographique des plantes médicinales

1.1. Introduction

Les plantes medicinales sont prescrites et largement utilisées depuis des milliers d’années

pour traiter divers troubles et affections dans les systemes de phytothérapie traditionnelle du
monde entier (Chaachouay et al., 2022). Plus de 80 % de la population mondiale a du mal a

se procurer des médicaments synthétiques et compte sur des médicaments traditionnels,

principalement d’origine végétale, pour maintenir ses soins de santé (Vinodhini & V, 2018).

L’ Algérie est connu pour sa variété de plantes médicinales et aromatiques, dont la majorité se
spontanées et sont couramment utilisées dans tous les régions du pays. Il existe encore peu

d'explorations au niveau phytochimique et pharmacologique.

Les études sur la flore algérienne présentent un intérét scientifique essentiel dans le domaine
de I'ethnobotanique et de la pharmacopée traditionnelle, ainsi qu'un intérét scientifique
appliqué dans le domaine de la valorisation des substances naturelles en raison de leur

richesse et de leur originalite.

1.2. Plantes médicinales
1.2.1. Définition

A travers les ages, les humains ont compté sur la nature pour couvrir tous leurs besoins
fondamentaux en matiere de production de nourriture, d'abris, de vétements, de transport,
d'engrais, d'arbmes , de parfums et de médicaments (Beyene et al., 2022). Selon
I'Organisation mondiale de la santé, toute plante contenant une substance pouvant étre utilisée
a des fins thérapeutiques ou qui est un précurseur d'un nouveau médicament semi-synthétique
chimiopharmaceutique est appelée plante médicinale (Dassou et al., 2014). Leur effet découle
de leurs composés (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents

composés déja présents.

Il 'y a une multitude de plantes médicinales disponibles, chacune possédant ses propres
propriétés et effets sur le corps. Sur les 250 000 a 500 000 especes de plantes existantes sur
Terre (Tesseraud et al., 1999), plus de 80 000 espéces auraient au moins une certaine valeur
médicinale et environ 5 000 especes ont une valeur thérapeutique spécifique, ce qui signifie
que prés de 25 % de toutes les espéces végeétales ont une sorte de vertu médicinale utilisé

quelque part dans le monde (Sharma et al., 2015).

1.2.2. Pouvoir des plantes medicinales
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Les plantes médicinales sont des végétaux qui sont employés dans le but de traiter ou de
soulager différents troubles de santé. Depuis le XVllle siécle, I'extraction et la séparation des
produits chimiques qu'ils renfermaient, les plantes et leurs effets étaient considérés comme
leurs composants actifs. 1l est crucial de donner une description précise des principaux
composeés actifs présents dans les plantes medicinales, ainsi que d'expliquer la nature de leurs
effets. Il est crucial de trouver des composés actifs provenant de plantes, car cela encourage la
création de médicaments indispensables (Pujol et al., 2008). Elles sont employées de diverses
facons, telles que la décoction, I'infusion et la macération. On peut utiliser une ou plusieurs

parties d'entre elles, telles que les racines, les feuilles et les fleurs.

De nos jours, l'industrie pharmaceutique utilise de plus en plus les plantes. Il est difficile
d'imaginer le monde sans la quinine (dérivée du genre Cinchona), qui est employée contre la
malaria, sans la digoxine (du genre Digitalis), qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine (du
genre Ephedra), que I'on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes. Ces
trois plantes, ainsi que de nombreuses autres, sont couramment employées dans la médecine

classique (Pujol et al., 2008).

1.2.3. Cueillette des plantes médicinales et leur conservation
1.2.3.1. Cueillette

Il est essentiel de collecter les plantes médicinales au moment opportun de I'année afin de
garantir la qualité optimale des matieres premiéres et des produits finis. Pour déterminer les
caractéristiques des plantes, il est essentiel de prendre en compte la partie, la forme, la
couleur, la nature et la saveur utilisée lors de la cueillette (George et al., 1995). Il est
important de choisir le moment optimal pour récolter (saison de pointe/heure de la journée) en
se basant sur la qualité et la quantité des composants biologiquement actifs, plutdt que sur le
rendement végétatif total des parties de plantes médicinales ciblées pendant la culture. Il est
crucial de s'assurer que les plantes médicinales récoltées ne contiennent aucune substance

étrangere, mauvaise herbe ou plante vénéneuse (Das et al., 2014).
1.2.3.2. Sechage

Les matiéres premieres médicinales sont conservées de maniére simple et économique grace
au séchage, ce qui assure la sécurité de presque toutes les substances biologiquement actives.
La méthode de séchage au soleil est la plus facile et économique, principalement employée

pour les racines, les tiges, les graines et les fruits. Il est conseillé de sécher les feuilles et les
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fleurs a I'ombre, car les feuilles vertes qui sont séchées au soleil deviennent jaunes et les
pétales de fleurs perdent leur éclat, ce qui peut compromettre les propriétés médicinales de ces
produits. 1l est important de ne pas exposer les plantes aromatiques au soleil pendant une
durée excessive afin de préserver leur odeur /saveur (Djeddi et al., 2012). Pour assurer une
bonne dessiccation des plantes aromatiques ou des plantes contenant des huiles essentielles, la
température maximale autorisée est de 30 °C ; dans d'autres situations, la température de
dessiccation peut fluctuer de 15 a 70 °C (Delille et al., 2007).

1.2.3.3. Conservation et stockage

Il est essentiel de bien secher les plantes afin d'éviter les moisissures et les larves. Il est
possible de stocker les éléments de la plante dans des bouteilles en verre, des sacs en papier,
en tissu ou en kraft (Lawin et al., 2016). Il est indispensable d'utiliser cette méthode pour les
plantes qui sont soumises a une transformation chimique en raison de I'exposition a la lumiére
ultraviolette. Les plantes contenant des substances volatiles et qui s'oxydent rapidement sont

conservées dans un environnement fermé (Djeddi et al., 2012); (Delille et al., 2007).
1.2.4. La phytothérapie traditionnelle

La phytothérapie, également connue sous le nom de médecine par les plantes, englobe tous les
traitements thérapeutiques qui utilisent directement des substances végétales (Lopez-Bueno
et al., 2020). Ce mot vient du grec "phyton™ qui signifie "plante” et "therapein” qui signifie
"soins" (Gazengel & Orecchioni, 2013). La médecine traditionnelle, telle qu'elle est définie
par I'Organisation mondiale de la santé, est «la somme totale des connaissances, des
compétences et des pratiques qui sont fondées sur les théories, les croyances et les
expériences autochtones de différentes cultures, explicables ou non, utilisées dans le maintien
d'une santé, ainsi que dans la prévention, le diagnostic, I'amélioration ou le traitement des
maladies physiques et mentales» ((Nabere et al., 2019). En phytothérapie, on consomme les
plantes telles quelles (en les infusant) ou aprés avoir été transformeées (extraits, médicaments a

base de plantes...) (Gazengel & Orecchioni, 2013).

Aujourd'hui, la reconnaissance des multiples effets secondaires et indésirables des
médicaments chimiques fait renaitre une certaine réticence envers ces produits ((Moussaoui
et al., 2014). Le fait que les plantes possédent des propriétés médicinales peut étre attribué au

fait qu'elles produisent des métabolites secondaires pour leur survie et celle des organismes
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qui s'en nourrissent. Les plantes produisent d'autres métabolites secondaires a partir de ces

métabolites primaires (Gakuya et al., 2020).

1.2.5. Métabolites secondaires

Selon Albrecht Kossel en 1891, le mot « métabolite secondaire » est employé pour décrire
une large gamme de substances chimiques produites par des organismes vivants, comme les
plantes, les animaux et les micro-organismes(Maz et al., 2021). Ces dernier, n'est pas
directement influencée par les métabolites secondaires, ils jouent un réle essentiel dans les
interactions de la plante avec son milieu. Ainsi, ils la préservent des attaques de champignons,
de bactéries, d'insectes et d'animaux. Les molécules actives ont été identifiées dans ce groupe
de métabolites (Smallfield et al., 2001).

Outre leurs conséquences sur le fonctionnement des plantes, ces molécules constituent une
source essentielle de substances intéressantes pour I'étre humain. Leurs applications
concernent des domaines aussi variés tels que les principes actifs pharmaceutiques, les

produits cosmétiques et les additifs alimentaires.

De nos jours, le nombre de nouvelles molécules identifiees parmi ces composés ne cesse

d’augmenter. Selon la voie de biosynthése on peut les diviser en quatre groupes :

» Les composes phenoliques (comme les acides phénoliques, les flavonoides, les
quinones).

> Les alcaloides.

> Les terpénoides et stéroides (comme les monoterpénes, les sesquiterpenes, les
diterpénes, les saponines, les limonoides, les cucurbitacines, les cardénolides, les
caroténoides, les phytoecdystéroides) ;

> Les glucosides (incluant les glucosinolates et les glucosides cyanogéniques) (Figure 01)

Chaque groupe contient une grande variété de composés ayant une tres grande variété

d'activités en biologie (Calatayud et al., 2013).
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Figure 1: Voies principales de synthése des composés secondaires chez les
plantes (Schoonhoven et al., 2005) .

1.2.6. Classification des composes phénolique

Les composés phénoliques constituent une famille de molécules organiques présentes dans les
plantes, allant des racines jusqu’aux fruits, faisant donc une partie intégrante de notre
alimentation. En tant que métabolites secondaires, ces composés n’exercent aucune fonction

directe au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végeétal.
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La caracteristique structurelle commune de toutes ces substances est I'existence d'au moins un
noyau benzénique directement lié a au moins un groupe hydroxyle, qu'il soit libre ou
remplissant une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Fournet et al., 1993). Les noyaux
aromatiques peuvent étre synthétisés par deux voies d’élaboration, la voie shikimates ou la
voie polyacétates pour des composés possedant déja un noyau aromatique obtenu par la voie
des shikimates. Les structures de base des composés phénoliques permettent de les classer en
différentes classes, dont les plus importantes sont les tanins, les flavonoides et les acides
phenoliques (EI Gharras, 2009).

1.2.6.1. Les flavonoides

Le terme « flavonoide » est utilisé pour désigner un groupe largement diversifié de composés
naturellement présents, membres de la classe des polyphénols (Kahrarian et al., 2021). Ces
substances ont un faible poids moléculaire et ont toutes la méme structure fondamentale, qui
se compose de 15 atomes de carbone regroupés en trois cycles de Cg-C3-Cs : A, B et C, dont
chacun a un ou plusieurs groupes hydroxyle en tant que substituant (Chira et al., 2008);.

@
Figure 2:Structure de base d'un flavonoide (Ghedira, 2005).

La flavone est la source des flavonoides (Karakdse et al., 2015). Divers types de flavonoides
peuvent étre distingués en fonction du degré d'oxydation du cycle hétérocyclique central C, du
degré d'insaturation et des positions des groupes hydroxyle sur les noyaux A et B. Les
groupes les plus largement rapportés et bien caractérisés sont les suivants : flavonoides,
flavanones, isoflavones, flavonols, flavones anthocyanidines et les chalcones (Chira et al.,
2008).
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Figure 3: Différentes classes de flavonoides.

1.2.6.2. Les tanins

Les tanins sont une classe de polyphénols qui possédent un poids moléculaire élevé et peuvent
étre trouves dans presque toutes les parties d'une plante, y compris I'écorce, le bois, les
feuilles et les racines (Ross & Kasum, 2002). Ces substances sont des molécules hautement
hydroxylées qui, lorsqu'elles sont couplées avec des glucides, des protéines et des enzymes
digestives, peuvent former des complexes insolubles qui diminuent la digestibilité (Ahmed
Refat et al., 2008). Ils sont classés selon leur réactivité chimique et leur composition en deux

grands groupes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Szczurek et al., 2011).
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Figure 4: Structure de base des tanins. A : Tanins condensés. B : Tanins hydrolysables.

1.2.6.3. Acides phénoliques

Les acides-phénols sont une classe de composes organiques caractérisés par la présence a la
fois d'une fonction carboxylique et d'un groupe hydroxyle phénolique. Ils dérivent de 1’acide
benzoique et de 1’acide cinnamique (Di Vaira et al., 2004a). On les retrouve dans de
nombreuses plantes médicinales et aliments et contribue a leurs propriétés antioxydantes et

anti-inflammatoires.
v Dérivés de ’acide hydroxybenzoique (Cg-C;)

Ces acides peuvent se présenter a I'état libre ou en étant combinés en ester ou en hétérosides
((Di Vaira et al., 2004a). Les épices, les fraises, certains fruits rouges et I'oignon peuvent
contenir des quantités de milligrammes supplémentaires par kilogramme de fruits frais
(Haoui et al., 2015). L'acide hydroxybenzoique, l'acide protocatéchique, I'acide vanillique,
I'acide gallique et I'acide salicylique sont les acides hydroxybenzoiques les plus courants dans

les plantes.
v Dérivés de ’acide hydroxycinnamique (Cs-Cs)

Ces composes, qui sont rarement libres, peuvent étre estérifiés (Hasadsri et al., 2013),
amidifiés ou associés a des sucres (O-acylglucosides) ou des polyols tels que I'acide quinique
(Di Vaira et al., 2004). En réalité, l'acide caféique est le représentant principal de cette

categorie.
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Tableau 1: Principaux types des acides phénoliques et des coumarines. (Sarmi-
Manchado et Cheymer, 2006).

R2 Ri H H H H Acide benzoique
H OCHs OH H Acide vanilique
R3 COOH
H OH OH OH Acide gallique
R4
OH H H H Acide salicylique
Ae hyvdroxy-benzoigue
R oty oy COOH H H H / Acide cinnamique
T
s ]
Ry OH OH H / Acide caféique
Ae hydroxy-cinnamigue
e 0 = H OH OH / Daphnétol
B2 o O y
OHCGC; OH OH / Fraxétol
R3
Coumarines
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2.1. Introduction

Ce passage met en évidence l'intérét considérable pour des plantes médicinal du genre
Fagonia, en se concentrant particuliérement sur Fagonia bruguieri DC (afessour). Egalement
connue sous le nom de F. echinella Boiss. Cette espéce, originaire de la région saharo-arabe,
est importante pour le peuple Touareg du Sud de I'Algérie (Farah et al., 2015).

2.2. Fagonia bruguieri DC

Fagonia bruguiere DC (afessour) est une plante vivace de petite taille, d'un vert pale,
couchée, pouvant atteindre une hauteur maximale de 20 cm et avec de nombreuses branches
(Beier et al., 2004).

© Ori Fragman-Sapir

Figure 5: Fagonia bruguieri DC (Rabei et al., 2021) .

Caractéristiques les especes de Fagonia:

+ Généralement minimes ; épineuses sous haie ; sorbets ou herbes, dressées, plus et
moins granuleuses, branches malin, terete, strié et glabre.
+ Feuilles inverses, 1-3 foliées; pétioles entierement longs, de 3 a 30 mm de long,

profondément striés, extrémement mince; stipules 2 séries de chardons minces et

11
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pointus, de temps en temps supérieurs a 60-100 cm et jusqu'a environ 100 cm de large
(Khattak, 2012).

2.3. Classification systématique
Régne: Plantae

Sous-Regne: Viridiplantae

Division: Magnoliophyte

Classe: Magnoliopsida

Ordre: Zygophyllales

Famille: Zygophyllacées
Sous-famille: Zygophylloideae
Tribu: Zygophyllacées

Genre: Fagonia.

Espeéce: Fagonia bruguieri DC.

Noms vernaculaires: F. echinella Boiss

Nom commun : afessour

2.4. Distribution géographique

Fagonia bruguieri DC (afessour) est une espéce originaire du nord du Sahara qui se rencontre
dans tout le désert du Sahara. F.bruguieri DC, se trouve en Mauritanie, a I'Ouest et a I'Est de
I'Egypte et dans la zone de transition en Afrique (Ozenda, 1983).

Depuis le Sahel jusqu'au Sud. Il est répandu dans I'ensemble de I'Afghanistan et du Pakistan
(Beier et al., 2004).

12
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Figure 6:Répartition de Fagonia bruguieri DC (Beier et al., 2004).

2.5. Propriétés médicinales

Les variétés de Fagonia sont couramment utilisées dans la médecine traditionnelle en tant
que remeédes populaires pour diverses affections de la peau. Dans la région du Hoggar en
Algérie, les habitants locaux de Tamanrasset se servent d'une décoction de feuilles pour
soigner la jaunisse, les troubles digestifs, I'anémie et les maladies rénales (Meynard et al.,
2009).

13
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3.1. Introduction

Notre travail a porté sur I’étude des parties aériennes de 1’espece Fagonia bruguieri DC, ainsi
que I’évaluation des activités antioxydants. Cette étude a été réalisée au niveau de laboratoire
pédagogique de la faculté de science de la nature et de la vie, Université de Ghardaia.

L’identité et la systématique de la plante ont été confirmées par REJANI Abdelmalek,
Professeur a I’université de Tamanrasset. L'extrait étudiée a été préparé a partir de la partie

aérienne (feuilles, fleurs) de Fagonia Bruguieri DC.

La récolte de la plante a été réalisée pendant la saison de floraison en mars 2018 dans les
régions d'Oued Tifouguine, Tamanrasset — Algérie (22°47'13" N, 5°31'38" E), dans le désert
du Sahara.

Figure 7: Situation géographique des collectes, Tamanrasset (Hoggar) - Algérie.

L’ensemble du matériel et d’appareillage utilisés au cours de ce travail est résumé dans le
tableau ci-dessous :

14
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Tableau 2: Liste des produits chimiques utilisés pendant la manipulation.

L’éther de pétrole,
Méthanol, L’eau

distillée

Folin-Ciocalteu, Carbonate de sodium, Acide gallique, Trichlorure
d’aluminium, Quercétine, Vanilline, Acide chlorhydrique,
Catéchine, L’acide Trichloracétique (TCA), Ferricyanure de
potassium, hydrogénophosphate de sodium ( Na,HPO,),
dihydrogénophosphate de sodium (NaH,PO,), Chlorure de fer
(III), DPPH, acide sulfurique, molybdate d’ammonium, ABTS,

persulfate de potassium (K2S,0g).

3.2. Préparation de I'extrait

La matiére végétale hachée a été préparée pour étre trempée dans deux solvants afin

d'extraire les principes actifs. Pour ce faire, en utilisant 50g de notre 1’échantillon, ainsi que

240 ml d'éther de pétrole et 160 ml d'un mélange hydro alcoolique (méthanol/eau distillée ;

100/60 ; V/V). Cette extraction solide-liquide a été effectuée par macération a froid ; une fois

pendant 24h dans 1’éther de pétrole puis deux fois pendant 48h dans un mélange hydro

alcoolique (méthanol/eau distillée). Le macérat obtenus a été filtré a I’aide de l'appareil de

filtration sous vide puis il a été concentré en utilisant un évaporateur rotatif.

Figure 8: Extraction de la plante par macération.

15



CHAPITRE 03 : PARTIE EXPERIMENTALE

Figure 9: Filtration et concentration de I’extrait.
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3.3. Plan d'expérimentation

La figure ci-dessous présente le schéma global utilisé pour mener cette étude :

Schéma général du protocole expérimental.
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3.4. Méthodes de caractérisation quantitative

Les métabolites secondaires ont été quantifiés a l'aide de la spectrophotométrie, une méthode
qui évalue I'absorbance d'une substance chimique en solution pour évaluer la concentration de
I'espece colorée présente. L'absorbance dans cette méthode est proportionnellement a la

concentration de la substance.

3.4.1. Dosage des polyphénols

La méthode Singleton et Rossi a été utilisée pour mesurer le dosage de composes phénolique
(Chang et al., 2001). On a melangé 0,1 ml d'extrait dilué 20 fois avec 0,5 ml de reactif de
Folin-Ciocalteu dilué 10 fois, puis on a incubé a température ambiante pendant 5 minutes.
Une fois que 02 ml de solution de carbonate de sodium de 20% ont été ajoutés au melange, les
polyphénols totaux ont été mesurés aprés une incubation de 30 minutes a température
ambiante. On a mesuré I'absorbance de la couleur obtenue a une longueur maximale de 760
nm. La mesure a éte réalisée a l'aide de la courbe standard de I'acide gallique. On a utilisé un
gramme d'équivalents d'acide gallique (EAG/g d’extrait) comme étalon pour exprimer les
résultats. Le blanc est composé de 0,1 ml de H,O, et de 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu
dilué a 10 fois.

@ © ®

Construire une courbe Ajout d'échantillon Ajout de réactif folin-
Ciocalteu

d'étalonnage standard de l'acide

e
-~
e
.
L
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Ajout dseo(iiai Ltr':_l)"ﬂte de Incubation Mesure au Spectrophotométer
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Ajouter 2mlL de Incuber & l'cbseurité pour
(20%) Na:CO; 30 min

Figure 10: Etapes de dosage des polyphénols totaux.
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3.4.2. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides ont été quantifiés en utilisant la méthode du trichlorure d'aluminium (AICI5)
(Wang et al., 2008). On incorpore 0,5 ml de I'extrait dilué 20 fois a 0,5 ml de la solution
d'AlCl; (2 % dissous dans le méthanol). Apres 30 minutes, on a évalué l'absorbance par
rapport au blanc, préparé a partir de 0,5 ml de réactif et 0,5 ml d'eau, a une longueur
maximale de 415 nm. On a calculé les concentrations des flavonoides en utilisant la gamme
de la courbe d'étalonnage établie avec la quercétine. On a exprimé les résultats en utilisant un

gramme d'équivalents de quercétine (EQ/g d’extrait ) comme étalon.

@ @ ©

Construire une courbe d'étalonnage Ajout d'échantillon Ajout de chlorure
de la quercétine standard d'aluminium
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@ @ 2% AICI
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Spectrophotométer

e
Incuber & l'obscurité pour 30 min Mesure absorbance &
415 nm

Figure 11: Etapes de dosage des flavonoides totaux.

3.4.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins a été réalisé par la méthode de la vanilline en milieu acide (Mariem et al., 2014).
On a mélangé l'extrait de 0,2 ml avec 1,5 ml de solution de vanilline (2 % préparée dans
I'éthanol) et on a ajouté 0,75 ml de HCI commercial a 0,2 ml de I'extrait. Les tanins ont été

quantifiés aprés une incubation de 15 minutes a température ambiante. On a mesuré
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I'absorbance de la couleur obtenue a une longueur maximale de 500 nm. On a effectué la
quantification en se basant sur la courbe standard de catéchine. Les résultats sont exprimés a
I'aide d'un gramme d'équivalents de catéchine (EC/g d’extrait). Le blanc est composé de 0,2

ml de H,O; et de 1,5 ml de solution de vanilline (2 % préparée dans de I'éthanol).

@
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Figure 12: Etapes de dosage des tanins condensés.

3.5. Méthodes d’évaluation des activités antioxydantes in vitro

3.5.1. Test de piégeage du radical DPPH

La méthode DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est couramment employée pour évaluer I'activité

antioxydante.

Effectivement, le DPPH se distingue par son aptitude a genérer des radicaux libres stables. La
stabilité est attribuable a la migration des électrons libres a l'intérieur de la molécule. En
présence de ces radicaux DPPH’, la solution se colore d'un violet foncé. Selon, la diminution
des radicaux DPPH’ par un agent antioxydant provoque une décoloration de la solution. La

spectrophotométrie a 517 nm permet de surveiller le changement de couleur, ce qui permet de
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déterminer le potentiel antioxydant d'une substance ou d'un extrait de plante (Benmehdi et
al., 2017).

WIDLET

Figure13: Equation du radical DPPH’ transformé en DPPH.

La méthode basee sur le DPPH (2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl) a été utilisée pour étudier
I'activité anti-radicalaire de I’extrait de F. bruguieri DC. Brievement, la solution de DPPH a
été préparée par la solubilisation de 2 mg de DPPH dans 50 ml de méthanol (Sanchez-
Moreno, 2002). Une série de dilution est préparée pour 1’extrait méthanolique. On incorpore
0.5 ml de solution de DPPH a 0.5 ml de I'extrait. Le mélange a été protége a I'ombre et a une
température ambiante pendant une durée de 30 minutes. La mesure spectrophotométrie se fait
a une longueur d'onde de 517nm. La réaction est controlée négativement en utilisant 0.5 ml de
méthanol et 0.5 ml de solution de DPPH. Alpha tocophérol est utilisé en tant qu'antioxydant

standard (Hsu et al., 2006). Le test a été répéte trois fois.

Le pouvoir anti radicalaire est définie comme la concentration de I’inhibiteur nécessaire pour
diminuer 50% des radicaux libres ICsq . La relation d’inhibition a été calculée en pourcentage

(1 %) de la maniere suivante:

| % = [(A blanc — A échantillon) I A blanc] x 100.

A pianc: Absorbance moyenne du radical seul (blanc).

A gchantillon: Absorbance du radical libre en présence d’antioxydant apres 30 minutes de

contact.

1%: pourcentage d’inhibition.
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Figure 14: Protocole du test DPPH

3.5.2. Evaluation de test du piégeage du cation radical ABTS™

La détection de I'activité antioxydante par piégeage du radical ABTS est I'une des méthodes

les plus couramment utilisée. Elle est basée sur la neutralisation d’un radical cationique (Sun

et al., 2010).
OH (
O 7 N
O N
—N S S o
N o)

Figure 15: Structure chimique du radical ABTS (forme stable).
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Le 2,2'-azino-bis (acide 3-éthyl-benzothiazoline-6-sulfonique) est un cation radical qui se
forme facilement par oxydation avec du persulfate de potassium (K,S,0Os), ce qui donne une
solution de couleur bleu-vert. En ajoutant un antioxydant a la solution radicalaire d'/ABTS", ce
radical est réduit et I'absorbance diminue. Lorsqu'un antioxydant est ajouté a une solution
contenant ces cations radicaux, l'absorbance a 734 nm diminue. La réduction est souvent
influencée par le temps, la concentration et I'activité antioxydante des échantillons étudiés
(Hall & Reet, 2000).

Figure 16: Formation et piégeage du radical ABTS+ par un donneur antioxydant de H’

Selon la procédure décrite par (Re et al., 1999), I’étude de 'extrait de F. Bruguieri DC a été
réalisée afin de tester leur capacité a éliminer les radicaux libres en présence d'ABTS. On
prépare une solution aqueuse contenant 19,02 mg d'ABTS et 3,03 mg de persulfate de
potassium (K2S,0g) dans 10 ml d'eau distillée. Cette solution est incubée a 1I’obscurité pendant
16 h & température ambiante. Ce laps de temps permet la formation du radical ABTS™.
L’ABTS™ a été diluée avec I'eau distillée jusqu'a I’obtention d’une absorbance de 0,7 a 734
nm, la solution ainsi obtenue est bleue verte. Un volume de 0,5ml de la solution ’ABTS"" est
ajouté a I’extrait (a différentes concentrations). Un blanc sans échantillon est préparé dans les
mémes conditions. L’absorbance a été lue a 734 nm en utilisant un spectrophotometre
UV/visible apres 10 min d’incubation a 1’obscurité. L’hydroxyanisolbutylé (BHA) et le
butylhydroxytoluéne (BHT) ont utilisons comme un antioxydant standard et le test a été

répeéteé trois fois.

L'équation suivante a été utilisée pour calculer le pourcentage d'inhibition d'/ABTS™ :

% Inhibition = [(AbS wmoin- Abs ¢chantition)/ADS temoin] * 100

ADS wmoin : Absorbance du témoin.
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ADS ¢chantilion : Absorbance de 1’échantillon

concentrations ou BHA
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et BHT
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pendant 10 minutes
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‘ Lecture de [a Do & 734nm J
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Figure 17: Protocole récapitulatif du test de test du piégeage du cation radical ABTS™

3.5.3. Test du pouvoir réducteur de fer

On nomme pouvoir réducteur la capacité d'un antioxydant a transporter un électron ou a
libérer un atome d'hydrogene (Turksitha & al, 2018). Le test FRAP (Ferric Reducing
Antioxydant Power) permet d'évaluer cette capacité de réduction en utilisant une réaction

colorimétrique qui se manifeste par une modification de couleur.

Le principe de cette méthode repose sur la capacité des antioxydants présents dans notre
extrait & réagir avec le ferricyanure de potassium Fe** pour former le ferrucyanure de
potassium Fe*? (Khalid et al., 2011); il s'agit de la forme la plus stable du fer (Benmohamed
et al., 2023), qui réagit ensuite avec le chlorure ferrique (FeCl3) pour former un complexe
ferrique ferreux d'un bleu-vert. L'intensité de cette couleur dépend du pouvoir réducteur de
chaque extrait a différentes concentrations. La détection spectrophotométrique permet de le

déterminer comme ayant une absorbance a 700 nm. Ainsi, la constitution de ce complexe
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mettra en évidence le pouvoir réducteur qui reflet la capacité antioxydant d'un composé
(Benmehdi et al., 2017).
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Figure 18: Réduction de Fe*® par un antioxydant dans le test du pouvoir réducteur.

Le pouvoir réducteur de I'extrait de F. Bruguieri DC a été déterminé selon la méthode décrite
par (Oyaizu et al., 1986). Un volume de 1 ml de ’extrait (diluée 95%) est ajouté a 1,5 ml du
tampon phosphate (pH 6,6) et a 1,5 ml de ferricyanure de potassium [KsFe(CN)e] (1%). Apreés
agitation, le mélange est incubé dans un bain-marie pendant 30 minutes a 50°C, puis 1,5 ml
d’acide trichloracétique TCA (10%) sont additionnés a la solution. Un volume de 1,5 ml du
mélange est prélevé et additionné de 1,5 ml d'eau distillée et 0,25 ml du chlorure ferrique
FeCl; (0.1%) (Sagbo et al., 2017). Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes
conditions. L’absorbance est mesurée a 700 nm contre un courbe étalon d’acide ascorbique
comme standard et le test a été répété trois fois. La concentration des composés réducteurs
(antioxydants) dans ’extrait est exprimée en mmol Equivalent Acide Ascorbique (EAA)/g

d’extrait sec selon la formule :

cxCx100
M x Ci

C(%) =
C : Concentration en composes réducteurs en mmol EAA/ g d’extrait sec.
¢ : Concentration de 1’échantillon lue.

Ci : Concentration de la solution mére d’extrait.

M : Masse molaire de 1’acide ascorbique.
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1ml de I'extrait ou 1,5ml du tampon phosphate (ph 6,6)
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¥

1,5 mldeTCA (10%) + 1,5
ml d'eau distillée + 0,25 ml

de FeCI3 (0.1%).
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Figure 19: Protocole du test de réduction du Fer.

3.5.4. Evaluation de la capacité antioxydante totale « test de

phosphomolybdate »

La méthode de phosphomolybdéne est utilisée pour évaluer le pouvoir antioxydant total
(TAC). La méthode repose sur la transformation de I'ion de molybdate MoO,* en molybdéne
sous forme de MoO?®" en présence de I'extrait, ce qui crée un complexe vert de phosphate/
MoO,** & un pH acide.

On prépare une série de dilutions pour chaque extrait. Sur un mélange de 0,1 ml de chaque
dilution avec 1 ml d'une préparation réactionnelle composée de 0,492 g de phosphate de
sodium et 0,4369 g de molybdate d'ammonium avec 3,35 ml d'acide sulfurique, le tout dans
100 ml d'eau distillée. Incuber les solutions dans un bain-marie a une température de 95 °C
pendant une durée de 90 minutes. Apres refroidissement 1’absorbances est mesurée a 695 nm.
Les conditions expérimentales de préparation de la courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique

ont été identiques a celles de I’extrait (Falleh et al., 2012) et le test a été répété trois fois.
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Figure 20:Protocole du test de la capacité antioxydante totale (TAC).
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4.1. Résultats et discussions

4.1.1. Le rendement de P’extraction

Le tableau ci-dessus présente le rendement d'extraction de l'extrait aqueux de Fagonia

bruguieri DC, calculé en utilisant I'équation mathématique suivante :

R(%):("Iﬁ;f—a:j?)xloo

R (%) : Le rendement en %.
M (Extrait): La masse d’extrait en gramme.
M (Plante): La masse de la plante de départ en gramme.

Tableau 3: Rendement d’extraction de Fagonia bruguieri DC.

Poids de I’extrait (g) 1,1
Rendement (%) 2,2

D'aprés les résultats du tableau de rendement d'extraction de Fagonia bruguieri DC, nous

notons que le rendement de I'extrait aqueux est élevé, atteignant 2,2%. Avec un poids

significatif de 1,1g.
4.1.2. Teneur en composés phénoliques

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de notre échantillon a été effectuée
suivant la méthode colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu (Chang et al., 2001) ou
I’acide gallique a été utilisé comme standard, les tests ont été répétés 3 fois. Les résultats ont
été exprimés en milligramme, une variété de dilutions de I'acide gallique a été préparée, allant
de 0,03 mg/ml a 0,3 mg/ml. On a mesuré lI'absorbance de chaque solution & une longueur
d'onde de 760 nm pour représenter la courbe ci-dessous :
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Acide gallique
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Figure 21: Courbe d’étalonnage d’acide gallique

La courbe de calibration a été utilisée pour évaluer la concentration en polyphénols de I'extrait
aqueux de Fagonia Bruguieri DC. Cette courbe suit une équation de type (y =0.0034x) avec
R*=0,9972.

Les résultats des teneurs en polyphénols d’extrait de Fagonia bruguieri DC est représenté

dans le tableau suivant :
Tableau 4: Moyennes de dosage des phénols totaux (EAQ)

Matiére Moyennes Erreurs

Extrait brute 803,691 9,010

D’apres le tableau 4 les résultats montrent que I’extrait aqueux de Fagonia bruguieri DC

possede une teneur élevée en polyphénols, atteignant (803,691+9,010 mg EAG/Qg).
4.1.3. Teneur en flavonoides

La determination du teneur total en flavonoide de notre échantillon a été determinée par la
méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3) (Wang et al., 2008) ou la quercétine a été utilisé
comme standard, les tests ont été répétés 3 fois. Les résultats ont été exprimés en

milligramme, une variété de dilutions de quercétine a été préparée, allant de 0,03 mg/ml a 0,3
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mg/ml. On a mesuré I'absorbance de chaque solution a une longueur d'onde de 415 nm pour

représenter la courbe ci-dessous :

Quércitine

0,6
@ R?= 0,9792
205 /

o
o
’ ’ y

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Concentration

Figure 22:Courbe d’étalonnage de quercétine.

La teneur en flavonoides a été calculée a partir de I'équation de régression de la courbe

d'étalonnage établie avec la quercétine, laquelle suit I'équation (y = 0.0048x) et R? = 0,9792.

Les résultats des teneurs en flavonoides d’extrait de Fagonia bruguieri DC est représenté dans

le tableau suivant :
Tableau 5: Moyennes de dosage des flavonoides (EAQ)
Matiére Moyennes Erreurs

Extrait brute 884,215 13,165

D’apres le tableau 5 les résultats indiquent que 1’extrait aqueux de Fagonia bruguieri DC

présente une teneur élevée en flavonoides, atteignant (884,215 + 13,165 mg EAQ/Q).
4.1.4. Teneur en tannins

La détermination du teneur en tanins condensés de notre échantillon a été déterminée par
la méthode de la vanilline en milieu acide (Mariem et al., 2014) ou la catéchine a été utilisé

comme standard, les tests ont été répétés 3 fois .Les résultats ont été exprimés en
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milligramme, Une variété de dilutions de catéchine a été préparée, allant de 0,02 mg/ml a 0,2
mg/ml. On a mesureé I'absorbance de chaque solution a une longueur d'onde de 500 nm pour

représenter la courbe ci-dessous :

Catéchine
0,8

0,7 R*=0,9902

0,6 »?

805
c ]
(.U /
204

g 0,3 * /
0,2 - /
0,; (

0,05

0,1

0,15

0,2 0,25

Concentration

Figure 23: Courbe d’étalonnage de Catéchine

La teneur en tanins de l'extrait de la plante étudiée a été déterminée a partir de la courbe

d'étalonnage, qui suit I'équation de type : y = 4 ,3235x sachant que R'=0.9902.

Les résultats de la teneur en tannins d’extrait de Fagonia bruguieri DC est représenteé dans le

tableau suivant :

Tableau 6: Moyennes de dosage des tannins (EAQ)

Matiére Moyennes Erreurs

Extrait brute 155,458 6,971

D’aprés le tableau 6 les résultats indiquent que I’extrait aqueux de Fagonia bruguieri DC

présente une teneur élevée en tannins, atteignant (155,4585 + 6,971 mg EC/qg).
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4.1.5. Activité antioxydant

Quatre tests in vitro ont été effectués pour évaluer l'activité antioxydante de l'extrait de

Fagonia Bruguieri DC, a savoir : I’activité scavenger du DPPH et de I’ABTS, Le pouvoir

réducteur et la capacité antioxydante totale, Ceux-ci sont basés sur une modification de

couleur suivie de la lecture de I'absorbance a des longueurs d'onde spécifiques.

4.1.5.1. Le test de piégeage du radical DPPH

La détermination de l'activité antioxydant repose sur la réduction de I'absorbance d'une

solution méethanolique de DPPH, qui résulte de sa transformation en une forme non radicalaire

DPPH-H par les antioxydants donneurs d’hydrogenes présents dans les échantillons (Doukani

& al., 2014). Dans cette étude, I'activité antiradicalaire de I'extrait de Fagonia Bruguieri DC

a été évaluée en déterminant la concentration inhibitrice a 50% (CI150) ; par rapport le

standard (a-tocophérol), Les résultats sont présentés au (Annexe N°2).

Extraits
Concentration
Extrait brute

Extrait
brute

a_
Tocopherol*

Tableau 7: Des valeurs d’IC50 du test DPPH par I'extrait brut.

0,004211  0,005263  0,006316  0,007368  0,008421  0,009474  0,010526
mg /ml mg /ml mg /ml mg /ml mg /ml mg /ml mg/mL

13.6299 13.9411 22.1891 24.5234 32,7714 33.7051 44.2874

37,21+1,82 81,53+151 89,23+0,12 89,38+0,19 89,45+0,22 89,99+0,23 89,52+0,33

* : [Standards]=[12.5-800 pg/mL]
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Figure 24: Courbe d’inhibition du DPPH par I’extrait brut

Les valeurs de I'ICso peuvent étre utilisées pour évaluer l'activité scavenger du DPPH de

I’extrait. Plus la valeur d'ICs est faible, plus I'activité antioxydante d'un composé est élevée.

Selon le résultat de tableau 07, I'extrait de Fagonia Bruguieri DC a montré une faible
valeur d'ICsp de 0,00001 mg/ml, comparé au standard a-Tocophérol, dont I'ICsy est de
0,01302 + 5,17 mg/ml. Cela refléte une meilleure activité anti-radicalaire de notre extrait brut
a des concentrations trés faibles. En effet, notre extrait présente une activité marquant méme a

de faibles concentrations, ce qui signifie qu'il est extrémement actif.
4.1.5.2. Activité scavenger du radical ABTS *

Un autre test pour évaluer I'activité antiradicalaire de I'extrait de Fagonia Bruguieri DC est
celle des radicaux ABTS, qui fonctionnent de maniére similaire aux radicaux DPPH en

surveillant le transfert d'électrons dans le milieu.

L’activité antioxydant de l'extrait de Fagonia Bruguieri DC est déterminée par la
décoloration de la solution et s’exprime par le pourcentage de la concentration inhibitrice a
50% (ICsp) .I’absorbance a été mesuré a 734 nm, en comparaison avec les standards (BHT

BHA), Les résultats sont présentés au (Annexe N°3)
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Tableau 8: Des valeurs d’IC50 du test ABTS par I'extrait brut.

Extraits
Concentration 0,021053  0,04211  0,05263 0,06316 0,07368  0,094737  1C50 (mg /ml)
Extrait brute mg /ml mg /ml mg /ml mg /ml mg /ml mg /ml
Extrait brute 11,0345 22,7586 25,5172 27,5862 33,7931 35,1724 0,00016
BHT* 58.56+3.22  75.57+8. 92.29+1.60 93.15+0.19 94.06+0.63 91.31+0.26 0,00155+0.26
07
BHA* 34.13+131 40.28+2. 49,71+0.12 63.72+2.02 78.52+0.80 88.81+0.37 0,00754+0.67
88
* . [Standards] = [12.5-800 pg/mL].
ABTS extrait brut
45,0000
40,0000 R? = 0,914
35,0000
X 30,0000
S 25,0000
S 20,0000
e
£ 15,0000
10,0000
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0,0000
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
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Figure 25: Courbe d’inhibition de I’ABTS par I’extrait brut.

Les valeurs de I'lC50 servent a évaluer l'activité scavenger de I’ABTS de I’extrait. Une valeur
d'ICsp plus faible correspond a une activité antioxydante plus élevée. D'apreés le résultat de
tableau 08, I'extrait de Fagonia bruguieri DC a présenté une valeur d'lICso de 0,00016 mg/ml,
en comparaison avec les standards BHT (0,00155 + 0,26 mg/ml) et BHA (0,00754 + 0,67
mg/ml). Cela révéle une activité anti-radicalaire supérieure de notre extrait brut a de trés
faibles concentrations. En effet, notre extrait montre une activité marquant méme a des faibles

concentrations, prouvant ainsi son efficacité.

L'extrait de Fagonia bruguieri DC démontre une activité scavenger remarquable contre le
radical ABTS, ce qui peut étre attribué a sa richesse en composés phénoliques, en particulier

les flavonoides, qui sont des antioxydants puissants capables d'inhiber ce radical. La relation

34


https://www.larousse.fr/dictionnaires/synonymes/marquant/13560

CHAPITRE 04 : Résultats et Discussion

marquante entre les dosages DPPH, ABTS et le contenu phénolique total déterminé par la
méthode de Folin-Ciocalteu corrobore les résultats des deux tests précédents. Riche en
polyphénols, l'extrait de Fagonia bruguieri DC a prouvé son activité antiradicalaire
exceptionnelle. La présence de composés phénoliques dans cet extrait de plante influe sur son

potentiel antioxydant, comme le montrent ces résultats.

4.15.3. L’activité de réduction de fer

Le test du pouvoir réducteur de fer révele la capacité d'une molécule a réduire un oxydant,
le fer ferrique Fe**, en lui cédant un électron pour former le fer ferreux Fe®*. Cette méthode
est rapide, simple et reproductible et peut étre utilisée pour les plantes, les extraits organiques

et aqueux (Majhenic et al., 2007).

Dans notre étude, nous avons testé I'extrait brut de Fagonia Bruguieri DC en utilisant la
méthode de FRAP, et les résultats obtenus ont permis d'établir des courbes pour cet extrait.
Selon ces résultats, il est évident que la réduction du fer est liée & l'augmentation de la
concentration de I'échantillon (Muller et al., 2010). Les résultats sont présentés au (Annexe
N°4)

Tableau 9: Résultats de P’activité réductrice du fer des différents extraits

Extrait 1C50 mg/mi
Extrait brut 0,00001
Acide Ascorbique * 0,00677
a-Tocopherol* 0.03493

* : [Standard]= [3.125-200 pg/mL].

Pour comparer nos conclusions, nous avons opté pour le calcul des valeurs ICs, en
considérant que ICs est la concentration qui entraine une absorbance égale a A=0.500. Le

calcul de la valeur d'extrait et de la valeur standard.

D'aprés les résultats résumés dans le tableau 09, il est constaté que notre extrait présente une

activité antioxydante trés élevée, supérieure a celle du standard acide ascorbique.

Les résultats obtenus lors de I'extrait brut de Fagonia Bruguieri DC nous ont donné

I'opportunité de dresser des courbes pour notre extrait.
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Activité réductrice de fer - Brut
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Figure 26:courbe de ’activité réductrice de fer pour I’extrait brut.

L'approche du pouvoir réducteur repose sur la transition de Fe** & Fe?* (Alam et al., 2013).
L'extrait brut s'est révélé le plus efficace pour réduire les ions fer, avec la valeur A (5 la plus
faible (A o5 : 0,00001 + 0,17 mg/mL) (Tableau 9). Les concentrations efficaces auxquelles
I'absorbance atteignait 0,5, par ordre décroissant, étaient les suivantes : Extrait brut (0,00001
mg/mL) > Acide Ascorbique (0,00677 mg/mL) > a-Tocophérol (0,03493 mg/mL).

4.1.5.4. Activité antioxydante totale (TAC)

La méthode de phosphomolybdéne est utilisée pour évaluer la capacité antioxydante totale
(TAC) des extraits (Prieto et al., 1999). Les résultats sont présentés au (Annexe N°5)

En tracant les courbes d'absorption en fonction de la concentration pour notre extrait, pour

évaluer le pouvoir antioxydant total.
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Figure 27: Courbe de I’activité antioxydante totale pour I’extrait brut.

Molybdate - acide ascorbique
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Figure 28 : Courbe de I’activité antioxydante totale pour I'acide ascorbique.

Les valeurs 1C50 ont été calculées en considérant que ICsp est la concentration qui entraine

une absorbance égale a A=0.500. Le coefficient ICsy pour l'extrait brut et le coefficient

standard
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Tableau 10: Résultats de I’activité réductrice du TAC

Extrait brut 0,00527

Acide Ascorbique* 0,0005
* 1 [Standards]= [0 ,03-0,3 mg/mL]

D’apres les résultats du tableau 10, le test TAC a révélé une forte activité dans l'extrait brut,
avec la valeur A o5 la plus faible (A ¢5: 0,00527 £ 0,17 mg/mL). Les concentrations efficaces
auxquelles I'absorbance atteignait 0,5, par ordre décroissant, étaient les suivantes : Acide

Ascorbique (0, 0005 mg/mL) > Extrait brut (0,00527 mg/mL).
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4.2. Discussion

Les composés phénoliques possedent des propriétés thérapeutiques pour diverses maladies
telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, le diabete, et peuvent méme les prévenir
grace a leur propriété antiradicalaire vis-a-vis des ROS (Ozturk et al., 2011). lls agissent en
tant qu'agents scavengers des radicaux peroxyles et alkoxyles intermédiaires.

Dans notre travail, la quantité totale de flavonoides (TFC) et de polyphénols totaux (TPC)
s'est avérée tres différente. Les quantités les plus élevées étaient présentes dans I'extrait brut
de Fagonia bruguieri DC (884,215 + 13,165 mg EAQ/g et 803,691 + 9,010 mg EAG/q,
respectivement), en comparaison avec la quantité contenue dans les tannins (155,4585 + 6,971
mg EC/g). Nos valeurs étaient nettement plus élevées que celles rapportées pour les especes
F.bruguieri and F.Olivieri localisées au Baloutchistan-Pakistan ce qui montres des
flavonoides, phénoliques et tanins totaux respectivement comme ci-suit : TPC : 51175+7175 ;
439751475 TFC : 273.08+24.56 ; 336.68+18.73 TTC : 35900+450 ; 38325 +£1275 (Ali et al.,
2020).

L'extrait brut de Fagonia bruguieri DC a montré une activité antioxydante marquant contre
les radicaux DPPH et ABTS. La réception des électrons entraine un changement de couleur
du violet (DPPH” au jaune (DPPH-H), révélant des propriétés mesurées & 515 nm. Le
chromophore bleu-vert, connu sous le nom d'acide 2,2'-azinobis-3 éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique (ABTS"), est soumis au procédé de décoloration ABTS pour évaluer la
modification de sa couleur suite a I'ajout d'un antioxydant.

L'activité antioxydante des extraits bruts de F. bruguieri était marquant , avec des résultats
ABTS supérieurs a ceux rapportés par Satpute et al, 2012 (101.76 mM) de Fagonia arabica
cultivée en Inde ( Satpute et al, 2012). Récemment, Saleem et al. (2019) ont démontré que la
fraction méthanolique de F. bruguieri présentait une activité puissante avec une valeur ICs de
32,733 mM (Saleem et al. 2019).

Pour I’activité de réduction du fer et I'activité antioxydante totale (TAC), la meilleure activité
a été observée avec l’extrait brut. Des résultats similaires ont été trouvés pour 1’extrait
butanolique de Fagonia, mais notre espece étudiée a également montré une activité
importante par rapport a celle de 1’espéce Fagonia bruguieri (IC50= 141 pg AA
équivalents/mg d'extrait méthanolique) (Saleem et al. 2019).
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Conclusion

Actuellement, de nombreuses plantes médicinales présentent des propriétés biologiques
significatives et sont utilisées dans la médecine traditionnelle. Dans le cadre de ce travail,
nous avons fixé des objectifs spécifiques : extraction, quantification, détermination de la
teneur en composes phénoliques et évaluation des activités biologiques des extraits de

Fagonia bruguieri DC provenant du Sahara algerien.

Les composes phenoliques de la plante ont été extraits par macération dans des solvants de
polarité croissante. Notre extrait se démarquait par sa couleur et son efficacité. Une série de
tests antioxydants a été réalisée en utilisant les méthodes DPPH, ABTS, FRAP et TAC, ainsi

que des dosages de polyphénols, tannins et flavonoides.

Les résultats montrent que I'extrait de Fagonia bruguieri DC présente une activité
antioxydante élevée dans tous les méthodes testés. Cette plante est riche en flavonoides et
tanins. En outre, elle contient une quantité importante de polyphénols. Ces résultats
permettent de conclure la présence de composés aux activités biologiques prometteuses dans
Fagonia bruguieri DC justifie ses diverses utilisations médicales.

En perspectives, pour approfondir et compléter cette étude, il serait intéressant de :

v' Appliquer d'autres tests biologiques, tels que l'activité antibactérienne, antifongique,
anti-inflammatoire et anti-enzymatique, ce qui aiderait a valoriser la plante dans le

domaine de la médecine traditionnelle.

v Réaliser des analyses physico-chimiques, incluant HPLC, GC-, et LC-MS/MS.
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Annexes

Annexe N°1 : Photo de I’extrait brute de Fagonia bruguieri DC

Figure 01: Photo de I’extrait brute de Fagonia bruguieri DC

Annexe N°2 : Résultat de test DPPH de I'extrait de Fagonia Bruguieri DC

Figure 02: Résultat de test DPPH de I'extrait de Fagonia Bruguieri DC
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Annexe N°3 : Résultat de test ABTS

R )

Figure 03: Résultat de test ABTS

Annexe N°4 : Résultat de test de réduction de fer

Figure 04: Résultat de test de réduction de fer
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Annexe N°5 : Résultat de test TAC

Figure 05: Résultat de test TAC
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