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Réponse adaptative de Pergularia tomentosa L de différents écotypes dans la

région de Ghardaia

Résumé

Les plantes spontanées sahariennes sont trés caractéristiques par leur mode d’adaptation
particulier a I’environnement désertique tres contraignant a leur survie. Pour cela, la présente étude
vise a mettre en évidence la réponse adaptative de Pergularia tomentosa sous les conditions des
différents écotypes dans la région de Ghardaia. Les différentes parties de Pergularia tomentosa
(Asclepiadaceae) est récoltée dans deux sites : Metlili et Noumérat. La conservation de cette plante
est effectuée par deux méthodes : congélation et séchage a I’abri de la lumiére et a la température
ambiante. L’extraction des principes actifs de cette espéce (fraiche et seéche) est réalisée par
macération en utilisant un systeme de solvants éthanol/eau : 80/20 (v/v) avec un rapport solide/liquide
de 1/10 (p/v). L évaluation de la réponse adaptative est effectuée par le dosage des différentes classes
des composes phénoliques (polyphénols, flavonoides, acides-phénols et tanins condensés) et la
détermination du potentiel anti-oxydant (ABTS et FRAP). Les résultats obtenus ont montré que les
rendements les plus importants sont enregistrés pour le matériel végétal sec de la région de Noumérat,
en particulier I’extrait des feuilles (12,34+0.92%). Les résultats de dosage des polyphénols totaux,
flavonoides, acides phénols et des tanins condensés ont prouvé que les fruits et les feuilles secs et
frais de Pergularia tomentosa de la région de Noumérat sont les plus riches en ces composés
phénoliques. L'évaluation du pouvoir anti-oxydant a été réalisée en utilisant deux méthodes
chimiques (ABTS et FRAP). La méthode d'ABTS a indiqué que I’extrait des tiges séchées et I’extrait
des fruits frais de Pergularia tomentosa récoltée dans la région de Noumérat ont le meilleur pouvoir
inhibiteur ’ABTS™ avec des 1Cs0=1,10 mg/ml et ICs0= 0,64 mg/ml respectivement. La méthode de
FRAP arévélé que les extraits des fruits secs et frais pour la région de Metlili présentent les meilleurs
pouvoirs réducteurs de fer qui sont respectivement ICso= 7,45 mg/ml et 6,31 mg/ml. En comparaison
avec la référence Trolox (ICso=1.65 mg/ml) le pouvoir anti-oxydant de Pergularia tomentosa reste
faible. Ces résultats ont montré qu’il y a des différences entre ces deux écotypes qui peuvent étre diies

aux propriétés physicochimiques de sol, surtout son pouvoir de rétention d’eau.

Mots-clés : Pergularia tomentosa, extraits hydroéethanoliques, composés phénoliques, pouvoir anti-

oxydant, ecotype.
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Adaptive response of Pergularia tomentosa of different ecotypes in the region of
Ghardaia

Abstract

The spontaneous plants of the Sahara are very characteristic by their mode of adaptation
peculiar to the desert environment very constraining to their survival. The aim of this study is to show
the adaptive response of Pergularia tomentosa under the conditions of different ecotopes in the region
of Ghardara (Metlili and Noumerat). The different parts of Pergularia tomentosa (Asclepiadaceae)
are harvested at two sites: Metlili and Noumerat. The conservation of this plant is carried out by two
methods: freezing and drying in the absence of light and at ambient temperature. The extraction of
the active ingredients of this species (fresh and dry) is carried out by maceration using an ethanol /
water solvent system: 80/20 (v / v) with a solid / liquid ratio of 1/10 (w / v). The evaluation of the
adaptive response is carried out by determining the different classes of phenolic compounds
(polyphenols, flavonoids, acid phenols and condensed tannins) and determining the antioxidant
potential (ABTS and FRAP). The results obtained show that the most important yields are recorded
for the dry plant material of the Noumerat region, particularly leaf extract (12.34 + 0.92%). The results
of total polyphenols, flavonoids, phenol acids and condensed tannins have shown that the dry and
fresh fruits and leaves of Pergularia tomentosa of the Noumerat region are the richest in these
phenolic compounds. Evaluation of the antioxidant power was carried out using two chemical
methods (ABTS and FRAP). The ABTS method indicated that the extract of the dried stems and the
fresh fruit extract of Pergularia tomentosa harvested in the Noumerat region had the best ABTS™
inhibitory potency with I1Cso = 1.10 mg/ml and 1Cso = 0.64 mg/ml respectively. The FRAP method
showed that extracts of dry and fresh fruits for the Metlili region exhibited the best iron reducing
powers, respectively ICso = 7.45 mg/ml and 6.31 mg/ml. Compared with Trolox reference (ICso =
1.65 mg/ml) the antioxidant power of Pergularia tomentosa remains low. These results showed that
there are differences between these two ecotypes which may be due to the physicochemical properties

of soil, especially its water retention power.

Keywords: Pergularia tomentosa, Hydroethanolic extracts, Phenolic compounds, antioxidant

activity, ecotype.
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Introduction

Introduction

Le Sahara est le plus grand des déserts, mais également le plus expressif et typique par son
extréme aridité, c’est a dire celui dans lequel les conditions désertiques atteignent leur plus grande
apreté (Toutain, 1979 ; Ozenda, 1991).

Le Sahara septentrional, avec 1 million de Km?, est soumis & 1’extréme rigueur du climat
méditerranéen, ou les pluies surviennent presque toujours en hiver (Quezel, 1965). Il se présente
comme une zone de transition entre les steppes méditerranéennes nord africaines et le Sahara central
(Chehma, 2006).

Le tapis végétal est discontinu et trés irrégulier, puisque la vie se localise surtout autour des
points d'eau et dans les lits des torrents la ou une humidité résiduelle persiste dans le sol, sinon les
autres végétaux désertiques ont développé un ensemble d'adaptations (Ozenda, 1983 ; Faye et al.,
1999). La position de chaque espéce dépend d'un ensemble de facteurs écologiques tels que la
sécheresse, la nature du sol, I'numidité et la géomorphologie, influant directement sur la distribution
des especes vegétales (Medjber-Teguig, 2014).

La flore saharienne apparait comme trés pauvre si I’on compare le petit nombre d’espéces qui

habitent ce désert a I’énormité de la surface qu’il couvre (Ozenda, 1977).

La végétation des zones arides, en particulier celle du Sahara est trés clairsemée, a aspect en
général nu et isolé, les arbres sont aussi rares que dispersés et les herbes n'y apparaissent que pendant
une période tres breve de I'année, quand les conditions deviennent favorables. La végétation doit
s'adapter au milieu pour survivre et la pénurie d'eau étant le facteur limitant le plus important, les
plantes désertiques présentent des modifications morphologiques qui leur permettent de supporter

I'insuffisance d'humidité et les longues périodes de sécheresse (UNESCO, 1960).

Les plantes spontanées des régions arides en générale, sont le garant principal d’une activité
biologique permanente et d’un écosystéme bien équilibré. Les régions arides sont caractérisées par
des écosystemes fragiles et vulnérables a faible production et soumis a une dégradation importante
liée essentiellement a une surexploitation anthropique, la sécheresse n’est qu’une circonstance

aggravante (Ozenda, 1977).

Les plantes spontanées développées sur des milliers d’années s’adaptent et s’harmonisent
parfaitement avec toutes les conditions, notamment en milieux arides (Amirouche et Misset, 2009).

L’adaptation des plantes aux duretés des changements climatiques dans ces régions et la capacité de
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Introduction

subsistance des plantes pendant une longue période seche est obtenue par des moyens extrémement

variés. Son importance est en fonction avec la quantité d’eau disponible (Ozenda, 1983).

L’adaptation se définie comme la capacité d’une plante a croitre et a donner des rendements
satisfaisants dans des zones sujettes a des stress de périodicités connues. La notion d’adaptation est
liée a celles de résistance et de tolérance aux stress. L’adaptation prend trois formes distinctes.
L’esquive, qui est la situation ou la plante grace a un rythme de développement spécifique, réussit a
s’harmoniser a 1’environnement de production, en échappant partiellement ou complétement au
stress. L’évitement prend forme grace au maintien, par divers mécanismes, d’un état interne
satisfaisant. Cet état permet a la plante de continuer ses activités métaboliques sans étre fortement
perturbée par le milieu extérieur qui peut étre tres stressant. La tolérance du stress qui s’installe dans
les tissus de la plante est la capacité de maintenir une activité métabolique. Cette activité assure
I'intégrité fonctionnelle aux structures cellulaires et autorise la reprise des activités de la plante dés

que les conditions de croissance redeviennent plus normales (Levitt, 1980).

Selon le mode d'adaptation a la sécheresse, la flore saharienne peut étre divisée en deux
catégories (Ozenda, 1991). Les Plantes éphémeres, appelées encore "achebs", n‘apparaissant qu'apres
la période des pluies et effectuant tout leur cycle végétatif avant que le sol ne soit desséché, ces plantes
raccourcissent leurs cycles de développement, de maniere a supprimer leurs parties aériennes pendant
la période de sécheresse, qu’elles traversent soit sous forme de graines (les thérophytes) qui ont une
dormance durable et un pouvoir germinatif qui peut étre conservé pendant longtemps (Faye et al.,
1999), soit sous forme d’organes souterrains (bulbes et rhizomes). La longueur de ce cycle est tres
variable d’une espéce a une autre et dure généralement de un a quatre mois (Ozenda, 1991 ; Chehma,
2005). Les plantes permanentes ou vivaces, ou 1’adaptation met ici en jeu, a c6té de phénomenes
physiologiques encore mal connus, un ensemble d’adaptations morphologiques et anatomiques qui
consistent surtout en un accroissement du systéme absorbant et une réduction de la surface
évaporante. Elles ont aussi la capacité de survivre en vie ralentie durant longues périodes et sont
dotées de mécanismes d’adsorption racinaire et de rétention d’eau performants (Ozenda, 1991 ; Faye,
1997). Ce type de végetation est moins sujet aux variations saisonnieres (Gauthier-Pilters, 1969). En
plus de leur importance écologique et fourragére, ces plantes spontanées ont de multiples usages,
pratiqués traditionnellement par la population locale, tant sur le plan pharmaceutique, alimentaire que
domestique (Hammiche et al., 1988 ; Ould El Hadj et al., 2003).
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Introduction

A travers I'importance écologique et environnementale que possédent les plantes sahariennes,
dans l'alimentation des bétails, la médecine traditionnelle, protection et fixation du sol qu’elle offtre,
et refuge pour plusieurs étres vivants, elles n‘ont cependant pas bénéficié de l'attention qu'elles
méritent (Ramade, 2003).

Parmi les plantes spontanées qui s’adaptent au milieu aride et qui est trés utilisées en médecine
traditionnelle, on trouve Pergularia tomentosa. Elle appartient a la famille des Asclepiadaceae
(Maman, 2003). C’est un arbrisseau vivace, spontané, xérophyte et chamaephyte trés répandu en
Afrigue du Nord, plus commune dans le Sahara algérien (Al-Said et al., 1989). Elle est observée en
pieds isolés ou en petits groupes dans les Oueds sablo-argileux et les regs, montrant une amplitude
assez large pour les sols sableux, argileux graveleux ou pierreux ainsi que sur les plateaux caillouteux
(Quezel et Santa, 1962 ; Quezel et Santa, 1963).

L’espéce Pergularia tomentosa, bien qu’elle soit toxique, elle est largement utilisée en
médecine traditionnelle. Selon Ould El Hadj et al. (2003), en Algérie et spécifiquement dans la région
de Ouargla, cette espece est connue pour des usages thérapeutiques externes de la poudre des feuilles
et de fleurs pour traiter les angines, les dermatoses et la teigne, les spasmes et les diarrhées (Al-
Qura’n, 2005) ainsi que le diabéte (Kemassi et al., 2014).

Pergularia tomentosa possede un large spectre d’utilisation en médicine traditionnelle. Les
parties les plus utilisables sont : le latex, les feuilles et les racines. Ces parties sont généralement
recueillies en printemps, différents modes de préparation sont utilisés tels que 1’infusion, la décoction,
la poudre et mélangés avec d'autres plantes, cette plante est prise soit par voie orale soit par utilisation
extérieure (Maman, 2003). Cette plante est également utilisée pour le tannage, écrasée et étalée sur la

peau. Elle fait tomber les poils rapidement (Maman, 2003).

Les feuilles de Pergularia tomentosa sont appliquées en cataplasme contre les pigQres des
serpents et des scorpions. Une décoction de feuilles et de tiges est utilisée pour le traitement de la
bronchite et de la tuberculose. Ce traitement doit étre pris avec beaucoup de soin, aussi, il est interdit
aux femmes enceintes (Babaamer et al., 2012). Les tiges et les racines sont utilisées dans le traitement

de I’hypertension artérielle dde a leur richesse en potassium (Hassan et Umar, 2007).

A I'état sec elle est utilisee pour traiter les douleurs dentaires et la fatigue générale (Maman,
2003).
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Plusieurs études ont montré les activités biologiques et thérapeutiques de Pergularia
tomentosa. L’étude réalisée par Acheuk et Doumandji-Mitiche (2013) a montré que les alcaloides
(extraits de la partie aérienne) ont un effet larvicide considérable avec un taux de mortalité dépendant
de la dose. Talwar et al., (1989) ont prouvé que Pergularia tomentosa est riche en magnésium qui est

un micronutriment antioxydant intervenant dans la stimulation du systéme immunitaire.

Huit glycosides cardenolides ont été isolés a partir des racines de Pergularia tomentosa pour
étudier I'activité potentielle contre les cancers, ces composes testés in vitro ont montreé I'inhibition de
croissance de cellule de six différentes lignées cellulaires cancéreuses humaines, et pour leur capacité
a inhiber D’activité de la pompe Na * / K "-ATPase. Les résultats obtenus suggérent que les
caractéristiques structurales des cardénolides étudiés ont des propriétés spécifiques cytotoxiques.
(Piacente et al., 2009).

La richesse de Pergularia tomentosa en certains métabolites secondaires tels que les tanins,
les flavonoides, les alcaloides, et les stéroides peut étre responsable de I'activité antidermatophytique
de cette espéce (Shinkafi, 2013).

L’étude réalisée par Hassan et Umar (2007), a montré que les extraits de Pergularia tomentosa
inhibe les champignons comme : Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Aspergillus Niger et
Aspergillus fiavus. Les flavonoides ont une forte activité antimicrobienne (Ozcelik et al., 2008). Ils

peuvent inhiber des Streptococcus mutans et d'autres bactéries (Koo et al., 2002).

L'activité molluscicide de deux cardénolides extraite de Pergularia tomentosa a été évaluée

sur l'escargot terrestre Monacha obstructa (Hussein et al., 1999).

La Pergularia tomentosa est considérée comme une plante toxique réputée nocive pour la
grossesse (Hammiche et al., 2013). En effet, les hétérosides sont tres cardio-toxiques lorsqu’ils sont
administrés par voie intraveineuse. La toxicité de cette espéce est due a un hétéroside « pergularine »

qui fait augmenter la contraction musculaire en particulier les muscles cardiaques (Neuwinger, 1996).

Notre travail qui s’inscrit dans le cadre de la réponse adaptative chimique des plantes
spontanées utilisées en médecine traditionnelle, nous allons étudier la plante Pergularia tomentosa
issue de deux différentes régions du Sahara septentrional (Ghardaia). L’objectif de cette étude est la
mise en évidence de la réponse adaptative de Pergularia tomentosa sous les conditions des differents
écotypes dans la région de Ghardara, et la caractérisation biochimique des extraits préparés de
Pergularia tomentosa en évaluant leurs pouvoir antioxydant ainsi que la quantification des différentes

classes des composés phénoliques.
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La présente étude portera sur I’extraction et 1’analyse quantitative de certains metabolites
secondaires : les polyphenols, les acides phénols, les flavonoides et les tanins, et une contribution a

la mise en évidence de leur activité anti-oxydante sur le matériel végétal a 1’état frais et apres le
séchage.
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Chapitre | : Matériel et méthodes

I. Choix de matériel vegétal
Le choix de I'espéce végétale Pergularia tomentosa se justifie par plusieurs criteres :
» Ladisponibilité ;
» Les plantes spontanées sont dotées d’une gamme de métabolites secondaires importants par
rapport aux plantes cultivées (Barmo et Amani, 2010) ;
> Leur effet thérapeutique (Chehma, 2006 ; Barmo et Amani, 2010).

I.1. Récolte et préparation des échantillons
Les différentes parties de Pergularia tomentosa (fruits, feuilles, tiges et racines) sont récoltées

au mois de Novembre 2016 dans deux stations de Metlili et de Noumérat (wilaya de Ghardaia).

Le matériel végétal récolté est divisé en deux. La premiére partie est nettoyée, rincée a I’eau,
ensuite séchée a ’air libre et a ’abri de la lumicre pendant trois semaines. Apres le séchage, le
matériel séché est broyé a I’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine. La deuxieme
partie est conservé a I’état frais dans le congélateur. Les mémes étapes sont réalisées pour les deux

régions.
1.2. Description des stations de la récolte

Les parametres géographiques des stations de récolte sont présentés dans le Tableau | et la

figure 1.

Tableau I : Coordonnés géographiques des stations de récolte (www.tutiempo.net).

Sites Commune Altitude Latitude Longitude Précipitations Température
(wilaya) (m) (mm) °C)
A Metlili 507 32°16'23,24"  3°38'6,08" 2014 35,29 23,3
(Ghardaia) Nord Est
2015 47,49 22,5
B Noumerat 447 32°21'22,16”  3°45'17,7"
(Ghardaia) Nord Est 2016 17,51 232
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Figure 1 : Localisation géographique des sites de la récolte (conservation des Foréts Ghardaia, 2017).

Les photos 1 et 2 présentent les deux stations ( Noumérat et Metlili) de récolte de la plante
étudiée Pergularia tomentosa.

et

Bellaghouati A, Mrini F, 2017

Bellaghouati A, Mrini F, 2017

Photo 1 : Paysage de la station de Noumérat. Photo 2 : Paysage de la station de Metlili.
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I1. Présentation de la plante étudiée

11.1. Description botanique de Pergularia tomentosa
Pergularia tomentosa est une plante herbacée ou semi-ligneuse, arbrisseau vivace pouvant
dépasser 1 m de hauteur. Les jeunes rameaux volubiles s'enroulent fréquemment autour des plus

anciens lui donnant un aspect touffu, contenant :

e La tige : couverte de courts poils verdatres,
grimpante ou volubile, tomenteuse a I'état jeune.
e Les feuilles : Opposeées, verts amandes, ovales ou

arrondies, en cceur a la base, caractériséeS par

I’absence des stipules et pétiole de 0,5 a 1,5cm de

Bellaghouati A, Mrini F, 2016

long.

Photo 3: Pergularia tomentosa.
e L’inflorescence : En grappes abondantes au bout de longs pédoncules.

e Les fruits : Composeés de deux follicules, portent de petites pointes.

e Les fleurs : bisexuées, régulieres, parfumées, 5-meres. Sépales et pétales plus ou moins
soudeés a la base. Corolle rotacée ou campanulacée, doublée d'une paracorolle a 5 pieces, en
général d'origine staminale. Etamines 5 a anthéres sessiles en général adhérentes stigmate,
souvent dehiscentes en pollinies.

e Lesgraines: ovoides, aplaties, de 729 mm environ 6 mm, bords pales, & poils courts denses,
munies d'une touffe de poils a une extrémité, d'environ 3 cm de long

e Les racines : tubérisées, a poils raides et courtes ou parfois glabre, contenant de latex
(Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013).

e Période de végétation : Floraison en printemps (Chehma, 2006).

Bellaghouati A, M

Photo 4 : Feuilles et fruits de Pergularia tomentosa.
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L’espéce Pergularia tomentosa posséde de nombreux noms vulgaires :

e Arabe : En Algeérie (Maiza et al., 1993), en Egypte et en Arabie Saoudite (Al-Said et al.,
1988), elle est connue sous le nom Ghelga, et Ghoulga, demya et leben el hamir (IUCN, 2005).

e Targui : tashkat, dellakal, tellakh, sellaha (IUCN, 2005).

e Francais : Pergulaire (IUCN, 2005).

e Anglais : Pergularia (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013).

11.2. Position systéematique de Pergularia tomentosa

Selon (Barmo et Amani, 2010), la classification de Pergularia tomentosa est représentée dans
le Tableau II.

Tableau Il : Classification de Pergularia tomentosa.

Taxonomie Description
Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Rosidae
Ordre Gentianales
Famille Asclepiadaceae
Genre Pergularia
Espéce Pergularia tomentosa., 2010

I1.3 Ecologie de I’espece

Pergularia tomentosa est une plante vivace des pays secs. Elle pousse bien dans les déserts
ou les précipitations ne dépassent souvent les 100 mm par an, dans le lit des Oueds et sur les plateaux,
sur des sols argileux a sablonneux, graveleux et pierreux. Elle est présente depuis le niveau de la mer
jusqu'a 1000 m d'altitude. Le long de la mer Rouge, on le trouve au sein des communautés de plantes

qui dominent les plaines sablonneuses (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013).
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I11. Réactifs chimiques

Tous les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont achetés de Sigma Aldrich, Fluka
analyticals et VWR Prolabo Chemicals.

1VV. Méthodes

IV.1. Extraction des composés phénoliques

IV.1.1 Principe et la méthode d’extraction

Dans cette étude la méthode d’extraction des principes actifs que nous avons adoptée est la
macération. C’est une extraction qui se fait a une température ambiante. Elle consiste a laisser le
matériel végétal en contact prolongé avec le solvant (Spigno et De faveri, 2007 ; Budic-Leto et al.,
2005).

Une quantité du matériel végeétal est extraite par macération avec un systeme de solvants
éthanol-eau (80:20 v/v) avec un rapport solide/liquide de 1/10 : p/v pendant 3 heures a la température
ambiante. Puis le mélange est filtré en utilisant un papier Wattman N° 1. Les extraits obtenus sont
concentrés par le rotavapor (Heidolph) a 40 °C jusqu’a I’évaporation de 1’éthanol. Les extraits
concentrés sont conservés a +4°C jusqu’a leur utilisation.

Les différentes étapes de notre expérimentation sont représentées dans la figure 2.
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5g de Matériel végétal

Addition de solvant (éthanol/eau) (80/20)
(V/v)

Macération pendant 3h répéter 3 fois a température ambiante et a
I’abri de la lumiére

Filtration par un papier Filtre Wattman N° 1

Filtrat

Evaporation au
Rotavapor
(40°C)

Extrait
hydroéthanolique

Figure 2 : Protocole d’extraction.
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IV.1.2 Calcul des rendements en extraits secs
Le rendement de I’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait sec

obtenu et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé via I’équation :

R (%) = (Me /Mv) x 100

R (%) : Rendement en % ;
Me : Masse de I’extrait sec (Q) ;

Mv : Masse du mateériel végétal de départ (g).

V.2. Analyses quantitatives
Des déterminations quantitatives des principaux groupes de composés phénoliques ont été

effectuées sur les différents extraits de Pergularia tomentosa.

V.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été fait par la méthode de Folin-Ciocalteau décrite par
Singleton et Rossi (1965). Un volume de 40 pl de I’extrait est mélangé avec 1,8 ml de réactif Folin-
Ciocalteau (dilué 10 fois avec de I’eau distillée). Apres un repos de 5 min, 1,2 ml de la solution de
Na.COs (7,5 %) est ajouté au mélange. Ensuite, les différents mélanges sont reposés pendant 60 min
a I’obscurité, a température ambiante. L’absorbance est mesurée & 765 nm par un spectrophotometre
UV-Visible (BIOTECH ENGINEERIG MANAGEMENT CO. LTD. (UK)). L’acide gallique est utilisé
comme référence pour la préparation de la gamme d’étalonnage (0-800 pg/ml) (Annexe 2). Les
résultats sont exprimés en mg en équivalent d’acide gallique EAG/g de poids sec (PS) de matériel
végétal (Shui et Leong, 2006).

Bellaghouati A, Mrini F, 2017

Photo 5: Spectrophotomeétre UV-Visible (BIOTECH ENGINEERIG MANAGEMENT CO. LTD. (UK)).

Université de Ghardaia.
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V.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides est effectuée selon la méthode de Kim et al. (2003). Apres
la dilution quatre fois de 1 ml de ’extrait, 0,3 ml de solution de nitrite de sodium NaNO; (5%) est
ajouté. Aprés 5 min, 0,3 ml de solution de chlorure d’aluminium AICI3 (10%) est ajouté. Le mélange
est laissé au repos pendant 5 min, puis 2 ml de solution d’hydroxyde de sodium NaOH (1 M) sont
additionnés. Le volume de ce mélange est complété a 10 ml avec de 1’eau distillée. Aprés agitation,
I’absorbance est mesurée immédiatement a 510 nm par un spectrophotometre UV-Visible. La gamme
étalon est préparée avec la rutine (0,05-0,5 mg/ml) (Annexe 2) et les résultats sont exprimés en mg
équivalent de rutine ER/g de poids sec de matériel végétal.

V.2.3. Dosage des acides-phénols

La méthode d’ Arnov est utilisée pour la détermination de taux des acides-phénols (Szaufer-
Hadjrych, 2004). Le réactif d’ Arnov (solution aqueuse de molybdate de sodium et nitrite de sodium
10% (p/v)) va se réagir avec les groupements hydroxyles en ortho des acides phénols en milieu acide,
ce qui conduit a la formation d’un chromogeéne de couleur orange. La lecture de I’absorbance de cette
couleur est faite a 490 nm par un spectrophotométre UV-Visible. La préparation de la gamme étalon
est faite par I’acide caféique (0 a 200 pg/ml) (Annexe 2). Les résultats sont exprimes en pg équivalent

d’acide caféique EAC/g de poids sec de matériel végétal.

V.2.4. Dosage des tanins condensés ou proanthocyandines

La vanilline-HCI est utilisée pour le dosage des tanins condensés selon la méthode décrite
par Sun et al. (1998). Un volume de 1 ml de la solution fraichement préparée de vanilline 1% (p/v)
en acide acétique glacial et HCI (98:2, v/v) est ajouté a 0,2 ml de I’extrait ou d’une solution de
catéchine (0 a 1 mg/ml). Apreés incubation a 30 °C pendant 20 min, 1’absorbance est mesurée a 510
nm par un spectrophotometre UV-Visible. Le taux des tanins condensés est calculé en mg en

équivalent de catéchine EC/g de poids sec de matériel végétal.

V.3. Evaluation de I’activité anti-oxydante

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de l'activité anti-oxydante des
composés phénoliques des différents extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration
ou la décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude nous avons utilisés deux
tests chimiques a savoir : le test ’ABTS qui mesure le pouvoir d’inhibition des radicaux cations
d’ABTS " et le test FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) qui mesure le pouvoir de réduction

des ions de fer.
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V.3.1. Testa PABTS

Dans la méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), 1’activité anti-oxydante
totale d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTS™", obtenu a partir de I’ABTS
(sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline- 6-sulfonique)) comparativement
a un antioxydant de référence : le Trolox (acide carboxyliqgue 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetraméthylchroman). L’obtention du radical cation résulte en contact de I’ABTS avec une enzyme
de peroxydation ou par réaction chimique avec le persulfate de potassium. Le radical ABTS™, en
contact avec un donneur de H* conduit a ’ABTS" et a la décoloration a 734 nm de la solution
(Francoise et al., 2004).

La génération du radical cation d’ABTS™ est effectuée par réaction chimique entre une
solution d’ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de potassium K>S20sg (2,45 mM) selon la
méthode décrite par Cai et al. (2004). Le mélange est incubé a 23 °C pendant 12 a 16 heures, a
I'obscurité. La solution d’ABTS"" est diluée avec 1'éthanol (80%) jusqu’a I’obtention une absorbance
égale a 0,700+0,020 a 734 nm par un spectrophotometre UV-Visible (BIOTECH ENGINEERIG
MANAGEMENT CO. LTD. (UK)).

L’inhibition du radical cation d’ABTS™" par différents extraits hydroéthanoliques de
Pergularia tomentosa est réalisée en mélangeant 3,9 ml de la solution d’ABTS™ avec 0,1 ml de
I’échantillon testé préparé a différentes concentrations (1/10, 1/25, 1/50, 1/75, 1/100 pg/ml). Le
mélange est agité vigoureusement. Aprés un repos de 6 min a 23 °C, I’absorbance est mesurée a 734
nm. La courbe d’étalonnage est obtenue en utilisant une solution éthanolique de Trolox (acide
carboxylique 6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchroman) a différentes concentrations (0 a 500 uM)
(voir Annexe 2). Les résultats sont exprimés en uM en équivalent de Trolox ET/g de poids sec de

matériel végetal.

V.3.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP, ferric reducing ability of plasma)

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain (1996) correspond a la réduction d’un
complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe**-TPTZ),] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe?*-
TPTZ).] par un anti-oxydant (AH), a un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité du fer. Lors de la
réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue intense apparait, ce qui
permet de la quantifier par spectrophotométrie UV-Vis. Ainsi, la formation de ce complexe indiquera
un pouvoir réducteur qui détermine la capacité d’un composé a se comporter comme un anti-oxydant.

La détermination du pouvoir réducteur du fer (Fe3*) est effectuée pour les différents extraits en
utilisant la méthode décrite par Benzie et Strain (1996) avec de légeres modifications (Jaitak et al.,
2010).
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Le réactif FRAP est préparé a partir de tampon acétate (0,3 M, pH 3,6), de TPTZ 10 mM en
solution dans de I’HC1 40 mM et d’une solution de FeCls (20 mM) en proportion de 10:1:1 (v/v)
respectivement.

Un volume de 50 pl des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa de différentes
concentrations (1/5, 1/10, 1/15 pg/ml) sont ajoutés a 1,5 ml de réactif FRAP. L’absorbance du
mélange réactionnel est ensuite mesurée a 593 nm apres 4 min par rapport a l'eau distillée (Jaitak et
al., 2010). Le Trolox a été utilise comme standard (0 a 800 uM) et les résultats sont exprimés en uM

équivalent de Trolox.

V.3. Analyses statistiques

Les comparaisons des résultats entre eux nécessitent 1’utilisation d’outils statistiques. Le
programme XLSTAT 2017 a donc été utilisé pour faire les analyses de variance (ANOVA) qui permet
de détecter les différences entre les extraits, les états du matériel végétal et les deux régions par
comparaison des moyennes via le test Fisher (LSD) avec un seuil de significativité de 5%. Les
différentes ICso pour le test a I’ABTS et FRAP ont été déterminés par la régression linéaire. Le test

de corrélation entre les variables étudiés est calculé.

Page 15



Chapitre 11 : Résultats et

discussion



Chapitre I : Résultats et discussion

Chapitre 11 : Résultats et discussion

I. Rendement d’extraction

Aprés I’extraction, le rendement d’extraction des différentes parties de Pergularia tomentosa
récoltée dans les régions de Metlili et Noumérat est calculé. Les résultats obtenus sont présentés dans
les figures 3 pour la plante séchée et 4 pour la plante fraiche.
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Figure 3 : Rendements d’extraction des différentes parties de Pergularia tomentosa a 1’état sec.

Il ressort de ces résultats qu'il y a des différences entre les extraits des différentes parties de la
plante Pergularia tomentosa et aussi entre les deux écotypes, Metlili et Noumérat. Les rendements
les plus élevés sont ceux obtenus avec les extraits de Pergularia tomentosa récoltée dans la région de
Noumérat. Pour cette région, I’extrait des feuilles a le rendement le plus important suivi par celui de

I’extrait des fruits qui sont de 1’ordre de 12.34+0.92% et 8.80+0.36% respectivement.

Pour la région de Metlili, les rendements les plus élevés sont ceux des extraits des feuilles
(6.62+0.27%) et des fruits (5.54+0.36%).

Les rendements les plus faibles sont enregistrés pour 1’extrait des tiges et des racines de

Pergularia tomentosa pour la région de Metlili, qui sont 3.76+0.27% et 4.32+0.68% respectivement.
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Figure 4 : Rendements d’extraction des différentes parties de Pergularia tomentosa a 1’état frais.

Pour le matériel végétal frais, nous constatons que les extraits des différentes parties de la
plante récoltée dans la région de Metlili présentent les rendements les plus élevés en comparaison
avec ceux de la région de Noumérat. Le rendement le plus élevé est enregistré pour 1’extrait des
racines (5.67+0.28%) pour la région de Metlili suivi par ceux des feuilles de 4.96+0.25 % pour la

région de Noumérat et de 4.86+0.56 % pour la région de Metlili.

Les rendements les plus faibles sont obtenus avec les extraits des tiges pour les deux régions
qui sont 3.16+0.63% pour la région de Noumérat et 2.83+0.20% pour la région de Metlili.

Les analyses de variance réalisées ont montré qu'il y a des différences significatives entre les
extraits (P<0.05) des différentes parties et entre les régions (P<0.05). Aussi, des différences

significatives sont observées pour 1’état (sec ou frais) du matériel végétal.

Il. Teneur en polyphénols totaux
Les figures 5 et 6 présentent les teneurs des polyphénols des différentes parties séches et

fraiches de Pergularia tomentosa récoltée dans les régions de Metlili et Noumérat.
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Figure 5 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état
sec.

Les résultats obtenus, présentés dans la figure 5, montrent que les teneurs en polyphénols
totaux des extraits hydroéthanoliques des fruits (143.06+15.44 mg EAG/g), des feuilles
(138.26+12.30 mg EAG/Q) et des racines (66.64+9.80 mg EAG/g) de Pergularia tomentosa de la
région de Noumeérat sont les plus élevées en comparaison avec celles des extraits de cette plante
récoltée dans la région de Metlili. Pour cette derniére, la teneur en polyphénols la plus importante est
observeée pour I’extrait des feuilles qui est 50.56£1.81 mg EAG/g, suivi par celle de I’extrait des fruits

avec un taux de 41.82+15.65 mg EAG/qg.

Les teneurs en polyphénols les plus basses sont enregistrées pour les extraits des tiges des
deux régions et qui sont 16.76+1.57 mg EAG/g et 14.63+7.63mg EAG/g pour la région de Metlili et

Noumérat respectivement.
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Figure 6 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état
frais.

Les résultats obtenus ont montré que les quantités des polyphénols totaux observées dans les
extraits hydroéthanoliques des fruits (171.32+3.97 mg EAG/q), des feuilles (73.99+4.65 mg EAG/Q)
et des tiges (28.68+1.57 mg EAG/g) de Pergularia tomentosa récoltée de la région de Noumérat sont
plus importantes par rapport a celles trouvées dans les extraits de la plante Pergularia tomentosa
récoltée dans la région de Metlili.

Pour la région de Metlili, Les fruits ont la teneur la plus élevée suivi par celle des feuilles qui
sont 65.84+7.92 mg EAG/g, 41.03+3.26 mg EAG/g successivement.

Les teneurs en polyphénols les plus faibles sont enregistrées pour 1’extrait des racines qui est
15.29+1.98 mg EAG/g pour la région de Noumérat et 1’extrait des tiges avec 22.63+£2.07 mg EAG/g
pour la région de Metlili.

Statistiquement, il y a des différences significatives entre les teneurs en polyphénols des
différents extraits (P<0.05). Aussi, la différence est significative entre les extraits des deux régions

(P<0.05). L’état du matériel végétal a aussi n’a aucun effet significatif sur le taux des polyphénols.
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I11. Teneur en Flavonoides
La quantification des flavonoides est realisee par une réaction colorimétrique selon la

méthode de Kim et al. (2003). Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 7 et 8.

30
@ 25
9
o
S 20 I
8 ~
= '|'
S 15
Se L I Région Metlili
T=10 — m Région Noumérat
<
8
5 51—
) ‘i

0 T T T
Fruits Feuilles Tiges Racines
Différentes parties de Pergularia tomentosa

Figure 7 : Teneurs en flavonoides des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état sec.

Les résultats illustrés dans la figure 7 montrent que les teneurs en flavonoides varient
considérablement entre les différents extraits hydroéthanoliques des différentes parties de la plante

Pergularia tomentosa et entre les deux régions.

Les extraits hydroéthanoliques les plus riches en flavonoides sont ceux des fruits avec un taux
de 25.15+3.15 mg ER/g pour la région de Noumeérat et des racines avec un taux de 19.75+2.29 mg

ER/g, pour la région de Metlili.

En ce qui concerne les teneurs en flavonoides des extraits hydroéthanolique des feuilles, nous
constatons que celle obtenue pour la région de Noumeérat est plus élevée que celle de la région de
Metlili et qui sont 14.06+£2.89 mg ER/g et 11.14+2.09 mg ER/g successivement.

Les taux les plus bas des flavonoides sont enregistrés pour les extraits hydroéthanoliques des
tiges avec 4.02+0.15 mg ER/g et 3.26£0.22 mg ER/g pour la région de Noumérat et Metlili

respectivement.
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Figure 8 : Teneurs en flavonoides des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état frais.

Pour le matériel végétal frais, les résultats obtenus font apparaitre qu’il y a des différences
significatives entre les différentes parties de la plante Pergularia tomentosa et aussi entre les deux

écotypes (Metlili et Noumérat).

D’apres la figure 8, nous remarquons que la teneur en flavonoides dépend de la partie utilisée
et du lieu de la récolte de la plante. L’extrait hydroéthanolique des fruits de Pergularia tomentosa de
la région de Metlili ont le taux le plus important des flavonoides (25.26+7.10 mg ER/g) suivi par les
extraits des feuilles de la région de Noumeérat (15.00+4.21 mg ER/g) et des racines de la région de
Metlili (10.07+£0.63 mg ER/Qg).

Les extraits des tiges de la région de Metlili et des racines de la région Noumerat ont des taux

faibles en flavonoides avec des valeurs respectives de 2.79+0.5 mg ER/g et 4.98+0.54 mg ER/g.

L’analyse statistique des teneurs en flavonoides, montre qu’il y a des différences significatives
entre les différentes parties (P<0.05), et entre les deux régions (P<0.05). Tandis qu'elle n'est pas

significative entre 1’état frais et I'état sec du matériel vegetal.
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IV. Teneur en acides-phénols
La détermination de la teneur des acides phénols des extraits des différentes parties de
Pergularia tomentosa récoltée dans les régions de Metlili et Noumérat a été effectuée selon la

méthode d’Arnov (Sun et al., 1998). Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 9 et 10.
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Figure 9 : Teneurs en acides-phénols des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état sec.

Les résultats obtenus montrent bien que les teneurs en acides phénols varient en fonction de

la partie de la plante, de 1’état du matériel végétal et aussi de la région de la récolte.

En fonction de la région, les meilleures teneurs en acides phénols de la plante séchée sont
obtenues avec les extraits de la région de Noumérat. En effet, la teneur la plus élevée en acides phénols
est enregistrée pour 1’extrait des fruits (2850.49+£325.69 g EAC/Q) suivi par celle de I’extrait des
feuilles (2128.27+42.88 ug EAC/Q).

Pour la région de Metlili, I’extrait des feuilles présente la teneur en acides-phénols la plus
importante qui est 1146.33+50.75 pug EAC/g suivi par celle de I’extrait des fruits avec un taux de
941.16+18.95 pg EAC/g.

Les teneurs basses en acides-phénols sont obtenues avec I'extrait des racines pour la région de
Metlili (551.57+44.17 ug EAC/g) suivi par ’extrait des tiges (433.15+27.61 ug EAC/g).
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Figure 10 : Teneurs en acides-phénols des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état frais.

A la lumiere de ces résultats, on s’apercoit clairement que la teneur en acides-phénols varie

significativement entre les différentes parties de la plante Pergularia tomentosa.

Pour I’écotype de Noumérat, la teneur en polyphénols la plus importante est obtenue avec
I’extrait des fruits qui est de 5189.23+1198 ug EAC/g suivi par celle de I’extrait des feuilles avec
4061.69+976.12 ug EAC/g.

Pour I’écotype de Metlili, I’extrait des fruits a la teneur la plus importante suivi par celle de
I’extrait des feuilles qui sont de I’ordre de 4311.32+576.98 ug EAC/g et 1127.5+113.32 ug EAC/g

respectivement.

L’extrait des tiges et des racines de Pergularia tomentosa récoltée de la région de Noumérat
enregistrent les plus faibles teneurs en acides-phénols qui sont 344.31+33.15 pug EAC/g et
276.71+10.42 pug EAC/g successivement.

Notons par ailleurs, que 1’analyse de variance de ces résultats montre que la différence est
significative entre les extraits des différentes parties (P<0.05) et elle n'est pas significative entre les

deux régions et les deux états.
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V. Teneur en tanins condensés ou proantocyandines
L'estimation quantitative des tanins condensés a été réalisée par la méthode de la vanilline-

HCI. Les résultats obtenus sont représentés dans les figures 11 et 12.
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Figure 11 : Teneurs en tanins condensés des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état sec.

Les résultats, présentés dans la figure 11, montrent que les teneurs en tanins condensés varient
considérablement entre les extraits hydroéthanoliques des différentes parties de Pergularia tomentosa

récoltée dans les régions de Metlili et Noumérat.

Au vu de ces résultats, il ressort que les teneurs en tanins condensés des extraits
hydroéthanoliques des fruits (11.16+0.66 mg EC/g) et des feuilles (8.49+0.70 mg EC/g) de
Pergularia tomentosa de I'écotype de Noumérat sont les plus élevées en comparaison avec celles des

extraits de cette plante récoltée dans I'écotype Metlili.

Pour la région de Metlili, les teneurs maximales en tanins condensés sont enregistrées pour
I’extrait hydroéthanolique des fruits de 5.52+0.82 mg EC/g suivi par celle de [D’extrait

hydroéthanolique des feuilles avec une teneur de 3.64+0.23 mg EC/g.

La faible teneur en tanins condenseés est enregistrée pour I'extrait hydroéthanolique des tiges
qui est 0.73£0.05 mg EC/g et des racines avec 1.54+0.06 mg EC/g pour la région de Metlili et

Noumérat respectivement.
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Figure 12 : Teneurs en tanins condensés des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état
frais.

Pour le matériel végétal frais, nous constatons que la quantité des tanins condenseés est faible

ou négligeable en comparaison avec le matériel vegetal sec.

Le dosage par la vanilline-HCI des tanins condensés n’a révélé la présence de ces molécules
que dans I’extrait hydroéthanolique des fruits et des racines pour la région de Metlili et I’extrait des

feuilles et des fruits pour la région de Noumérat.

Les résultats indiquent que 1’extrait hydroéthanolique des feuilles, des tiges pour la région de
Metlili et I’extrait hydroéthanolique des tiges, des racines pour la région de Noumérat sont pauvres
en tanins condenseés avec 1.55+0.07 mg EC/g, 0.66+0.05 mg EC/g, 1.64+0.23 mg EC/g et 1.13+0.20
mg EC/g respectivement.

Les teneurs en tanins condensés les plus élevées sont enregistrées pour les extraits des fruits
de Pergularia tomentosa pour les deux régions, qui sont 44.27+1.45 mg EC/g pour la région de
Noumerat et 39.36+4.11 mg EC/g pour la région de Metlili.

La comparaison entre les resultats obtenus par l'utilisation des outils statistiques montre que

la différence n’est significative qu’entre les extraits des différentes parties.
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VI. Evaluation de I’activité anti-oxydante

La mise en évidence du pouvoir anti-oxydant des extraits hydroéthanoliques des différentes
parties de Pergularia tomentosa récoltée dans les régions de Metlili et Noumérat est effectuée par
deux méthodes différentes : le test de Pouvoir réducteur du fer (FRAP, ferric reducing ability of
plasma) et la méthode de réduction de radical cation ABTS™.

VI.1. Test aPABTS
Le pouvoir anti-oxydant des extraits hydroéthanoliques est testé a différentes concentrations
en extraits. Cette activité est évaluée par la détermination des concentrations ICso correspondant a la
concentration de I'extrait capable d'inhiber 50% de radical cation ABTS'™. Les résultats sont indiqués

sur les tableaux Il et V.
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Figure 13 : Activité anti-oxydante des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état sec.

Les résultats de I'activité anti-oxydante par le piégeage du radical cation ABTS'* montrent que
les différentes parties de Pergularia tomentosa récoltée dans les deux écotypes possédent une
remarquable activité anti-oxydante. Les extraits de la plante récoltée dans la région de Noumérat
présentent les meilleurs pouvoirs anti-oxydants, en particulier I’extrait des feuilles avec 444519.79
MM ET, suivi par I’extrait des feuilles pour la plante de la région de Metlili égale & 299665.56 pM
ET.

Les faibles activités anti-oxydantes sont enregistrées pour 1’extrait des racines et des tiges
avec 116803.07 uM ET et 174686.77 uM ET.
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La détermination de la concentration inhibitrice de 50% du radical est effectuée et les résultats

sont illustrés dans le tableau IlI.

Tableau I11 : Valeurs des ICso des différents extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état sec.

Région Metlili Région Noumérat
_ Equation de la ICso ) Equation de la ICso
Extraits ) o Extraits ) o
régression linéaire (mg/ml) régression linéaire (mg/ml)
%inhibition= ) %inhibition=
Fruits 2,05 Fruits 1.82
16.20+16.48*C 15.86+18.68*C
) %inhibition= ) %inhibition=
Feuilles 1,63 Feuilles 1.82
15.98+20.78*C 17.22+17.95*C
) %inhibition= ) %inhibition=
Tiges 1,98 Tiges 1.10
14.43+17.92*C 14.16+32.40*C
%inhibition= ) %inhibition=
Racines 1,76 Racines 1.58
14.44+20.19*C 14.96+22.09*C
Trolox %inhibition=7.40+1.11*C I1Cs0= 0.038 mg/ml

C= concentration ; ICsg=concentration inhibitrice de 50% de I’ABTS"*.

Les meilleurs pouvoirs anti-oxydants sont ceux des fruits, des tiges et des racines de
Pergularia tomentosa récoltée de la région de Noumérat avec des ICso respectives de 1.58 mg/ml,
1.10 mg/ml et 1.82 mg/ml. En comparaison avec le standard Trolox (0.038 mg/ml) ce pouvoir anti-

oxydant reste nettement inférieur.

Pour larégion de Metlili le meilleur pouvoir anti-oxydant est observé pour I'extrait des feuilles

avec une ICso de I'ordre de 1.63 mg/ml, qui est supérieur a celle de Trolox (0.038 mg/ml).

Nous pouvons classer les extraits selon leurs activité anti-oxydante par ordre de réactivité
décroissante : Trolox > Extraits des tiges (Noumerat) > Extraits des racines (Noumerat) > Extraits des
feuilles (Metlili) > Extraits des racines (Metlili) > Extraits des fruits (Noumerat) = Extraits des feuilles
(Noumerat) > Extraits des tiges (Metlili) > Extraits des fruits (Metlili).

La figure 14 présente I’activité anti-oxydante des différentes parties fraiches de Pergularia

tomentosa récoltée dans les régions de Metlili et Noumérat.
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Figure 14 : Activité anti-oxydante des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état frais.

Les résultats obtenus montrent que les différentes parties de Pergularia tomentosa récoltée de
la région de Metlili sont dotées d’un pouvoir anti-oxydant plus important que celui de la région de

Noumeérat.

Les meilleur pouvoir anti-oxydant sont enregistrés pour I’extrait des feuilles et des racines de
la région de Metlili avec 288540.9 uM ET et 239276.5 uM ET respectivement.

Les extraits des tiges des deux régions présentent une faible activité anti-oxydante qui est
136777.6 uM ET pour la région de Metlili et 121046,7 uM ET pour la région de Noumérat.

Le tableau IV présente 1’activité anti-oxydante des différents extraits exprimés en ICsq.
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Tableau IV : Valeurs des ICsp des différents extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’ état

frais.
Région Metlili Région Noumérat
_ Equation de la ICso ) Equation de la
Extraits . . Extraits ) o I1Cso(mg/ml)
régression linéaire (mg/ml) régression linéaire
%inhibition= ) %inhibition=
Fruits 0.8 Fruits 0.64
15.95+24.33*C 15.52+53.22*C
) %inhibition= ) %inhibition=
Feuilles 1.22 Feuilles 1.41
17.29+26.77*C 20.53+20.88*C
) %inhibition= ) %inhibition=
Tiges 1.26 Tiges 1.58
14.98+27.69*C 13.37+23.16*C
%inhibition= ) %inhibition=
Racines 5.41 Racines 1.98
15.55+6.36*C 12.17+19.02*C
Trolox %inhibition=7.40+1.11*C 1C50=0.038 mg/ml

C= concentration ; ICsp=concentration inhibitrice de 50% de I’ ABTS"".

D'aprés les résultats obtenus, il apparait clairement que les extraits hydroéthanoliques de la
région de Noumérat enregistrent les meilleurs Concentrations inhibtrices par rapport a celles de la

région de Metlili.

les faibles concentrations ICso sont enregistrées pour les extraits des fruits de Pergularia
tomentosa pour les deux régions, qui sont 0.8 mg/ml pour la région de Metlili et 0.64 mg/ml pour la
région de Noumérat, ce qui témoigne d'un pouvoir de piégeage des radicaux libres plus important

mais reste inférieur a celui de Trolox (ICso =0.038 mg/ml).

L’activité anti-oxydante la plus basse est enregistrée pour 1’extrait des racines de la région de

Metlili avec une 1Cs, (5.41 mg/ml) hautement supérieur par rapport a la référence Trolox.

Une analyse de variance a été faite dans le but de comparer entre les deux sites de récoltes de
la plante et les différents extraits. Cette analyse montre qu’il n’y a aucune différence significative

dans tous les cas.

V1.2. Test FRAP
La capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son
activité anti-oxydante potentielle. Le Trolox, connu par son puissant pouvoir anti-oxydant, est donc
utilisé comme référence afin d’évaluer 1’activité anti-oxydante des extraits étudiés. Les résultats

obtenus sont les suivants (Fig. 15 et 16).
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Figure 15 : Pouvoir réducteur du fer des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a 1’état sec.

Il apparait a travers ces résultats que tous les extraits hydroéthanoliques des différentes parties
de Pergularia tomentosa, récoltée dans les deux écotypes ont la capacité de réduire le fer. Les
pouvoirs réducteurs les plus élevés sont ceux obtenus avec les extraits de Pergularia tomentosa
récoltée dans la région de Noumérat. Pour cette région, I’extrait des feuilles a la capacité réductrice
la plus importante suivi par celle de I’extrait des racines qui sont de 1’ordre de 38651.43+2732.80 uM
ET et 24037.22+2504.66 UM ET respectivement.

Pour I’écotype de Metlili, les pouvoirs reducteurs les plus élevés sont ceux des extraits des
feuilles (17716.52+1361.74 uM ET) et des fruits (11767.59+764.62 uM ET).

La capacité réductrice la plus basse est enregistrée pour I'extrait hydroéthanolique des racines
et des tiges de la région de Metlili avec 4689.07+367.226 uM ET et 6442.9+848.78 uM ET
successivement.

D’aprés ces résultats nous pouvons déduire que les différents extraits de Pergularia
tomentosa ont une activité anti-oxydante qui est exprimée en ICso, ce parameétre a été défini comme
une concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du fer.

Les valeurs des ICso trouvees pour tous les extraits testés sont présentées dans le tableau ci-
dessous :
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Tableau V : Valeurs des I1Csp des différents extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a I’ état sec.

Région Metlili Région Noumérat
_ Equation de la ICso _ Equation de la
Extraits . . Extraits . o I1Cso(mg/ml)
régression linéaire (mg/ml) régression linéaire
) % de réduction= . % de réduction =
Fruits 7.45 Fruits 8.76
-2.46+6.38*C -5.31+5.10*C
% de réduction = ) % de réduction =
Feuilles 7.65 Feuilles 15.26
-0.55+6.46*C 0.41+3.95*C
) % de réduction = ) % de réduction =
Tiges 10.09 Tiges 7.69
2.15+4.74*C 0.62+6.42*C
) % de réduction = ) % de réduction =
Racines 9.26 Racines 14.16
1.18+5.27*C 3.45+3.28*C
Trolox % de réduction = 0.31+0.03*C 1Cs0=1.65 mg/ml

C= concentration ; ICsp=concentration réductrice de 50% du fer.

D’aprés les résultats représentés dans le tableau V, nous observons que les activités anti-
oxydantes des extraits hydroéthanoliques des fruits (ICso= 7.45 mg/ml), des feuilles (ICso= 7.65
mg/ml) et des racines (ICso= 9.26 mg/ml) de Pergularia tomentosa récoltée dans la région de Metlili
sont les plus élevées en comparaison avec celles de la région de Noumérat. Pour cette derniére,

I’activité anti-oxydante la plus importante est celle des tiges (ICso= 7.69 mg/ml).

En comparant les concentrations 1Cso des différents extraits hydroéthanoliques de Pergularia
tomentosa avec celle de Trolox (ICso= 1.65 mg/ml), nous déduisons que l'activité anti-oxydante de

tous nos extraits est inférieure a celle de la référence Trolox.

Si nous classons nos extraits selon 1’activité antioxydante par rapport au Trolox, nous
obtiendrons 1’ordre décroissant suivant : Trolox > Extraits des fruits (Metlili) > Extraits des feuilles
(Metlili) > Extraits des tiges (Noumerat) > Extraits des fruits (Noumerat) > Extraits des racines
(Metlili) > Extraits des tiges (Metlili)> Extraits des racines (Noumerat) > Extraits des feuilles

(Noumerat).

Le classement des extraits selon la méthode d’ABTS est totalement différent du classement
obtenu par la méthode de réduction du fer (FRAP). En général tous les extraits hydroéthanoliques de
Pergularia tomentosa récoltée dans les regions de Noumérat et Metlili possédant une activité anti-

oxydante.

Page 31



Chapitre I :

Résultats et discussion

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000

Concentration en pmol ET

2000

m Région Metlili
m Région Noumérat

-

Fruits Feuilles Tiges Racines

Différentes parties de Pergularia tomentosa

Figure 16 : Pouvoir réducteur du fer des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a I’état frais.

D'apres les résultats illustrés dans la figure 16, il s’avére que la capacité de réduire le fer

diminue de I’ordre de : extrait des fruits > extrait des feuilles > extrait des tiges > extrait des racines,

pour les deux écotypes Metlili et Noumerat.

Les pouvoirs réducteurs les plus importants sont enregistrés pour les extraits des fruits de
Pergularia tomentosa pour les deux régions, qui sont 14568.49+ 511,29 uM ET pour la région de
Noumerat et 12504.96+ 1583,03 uM ET pour la région de Metlili.

Ces résultats mis en évidence que les extraits ont une activité antioxydante exprimée en 1Csyo,

et qui est présentée dans le tableau suivant :
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Tableau VI : Valeurs des ICsp des différents extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa a I’ état

frais.
Région Metlili Région Noumérat
_ Equation de la ICso ) Equation de la
Extraits . o Extraits . . I1Cso(mg/ml)
régression linéaire (mg/ml) régression linéaire
) % de réduction= ) % de réduction =
Fruits 6.31 Fruits 6.99
-0.50+7.54*C 5+6.43*C
% de réduction = ) % de réduction =
Feuilles 7.58 Feuilles 11.42
-3.36+6.15*C -2.62+4.53*C
) % de réduction = ) % de réduction =
Tiges 16.36 Tiges 26.03
-1.56+2.96*C 2.36+1.83*C
) % de réduction = ) % de réduction =
Racines 69.86 Racines 11.86
1.79+0.69*C -1.35+4.10*C
Trolox % de réduction = 0.31+0.03*C ICs0 =1.65 mg/ml

C= concentration ; ICsp=concentration réductrice de 50% du fer.

Les résultats obtenus montrent que les meilleures activités anti-oxydantes sont ceux de
Pergularia tomentosa récoltée de la région de Metlili. Pour cet écotype, I'extrait des fruits, des feuilles
et des tiges ont le meilleur pouvoir anti-oxydant avec des ICsp égales a 6.31mg/ml, 7.58 mg/ml et
16.36 mg/ml successivement.

Pour la région de Noumérat, I’activité anti-oxydante la plus importante est celle des fruits
(ICs0= 6,99 mg/ml).

En comparant I’activité anti-oxydante des différents extraits hydroéthanoliques de Pergularia
tomentosa avec celle de Trolox (ICso= 1.65 mg/ml), nous constatons que cette activité est faible par

rapport a I’anti-oxydant Trolox.

La plus faible activité a été enregistrée chez I'extrait des racines pour la région de Metlili vaut
69.86 mg/ml qui est hautement inférieur en comparaison avec la référence Trolox.

Le classement des extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa selon leur potentiel
anti-oxydant obtenu par la méthode d'ABTS est completement différent a celui obtenu par la méthode
de FRAP.

Statistiquement, on n’observe pas une différence significative entre les différents extraits et
méme entre les deux régions.
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Discussion générale

Les végétaux, en particulier les plantes sahariennes ont développés de nombreuses adaptations
morphologique, physiologique et biochimique pour faire face aux conditions extrémes de leur
environnement. La compréhension des mécanismes d’adaptation surtout biochimique de ces plantes
peut nous aider a conserver et préserver les écosystemes sahariens caractérises par leur fragilité par
des programmes de rétablissement de la couverture végeétale et aussi a exploiter ces informations dans
le développement de 1’agriculture saharienne. Plusieurs études ont été réalisées sur les adaptations
morphologique et physiologique des plantes dans les régions arides mais la réponse chimique de ces
plantes est rarement étudiée (Chehma, 2005 ; Macheix et al., 2005 ; Hadj Allal, 2014).

L’étude phytochimique de la plante (Pergularia tomentosa.) montre sa richesse en différentes
classes des composes phénoliques. Nous avons comparé les quantités des composés phénoliques des
différentes parties de Pergularia tomentosa. les résultats rapportés indiquent qu’il y a des différences
significatives entre elles. La richesse de la partie aérienne, en particulier les feuilles en composes
phénoliques est probablement dle au fait que cette partie est le siége de plusieurs fonctions telles que
la photosynthése et aussi elle est plus exposée aux différents agents stressants biotiques et abiotiques

surtout les rayonnements ultra-violet.

Pour cela, la présence de certaines classes des composés phénoliques en grande quantité dans
les feuilles surtout les tanins semble étre formé un écran empéchant ainsi ’altération de cet organe
par ces rayonnements. Aussi, les flavonoides participent a la protection des tissus jouant un réle
d'écran vis-a-vis des rayonnements solaires nocifs par accumulation dans les cellules épidermiques
de la plante (Crozier et al., 1997 ; Grotewold, 2006 ; Stobieck et al., 2006).

En plus, on peut également noter que les flavonoides contribuent a la coloration des plantes
(Fleurs, fruits, feuilles) par leur rble des pigments qui peuvent participer dans les processus
photosynthétiques (Mukohata et al., 1978 ; Grace et al., 1996 ; Bruneton, 1999) et ils interviennent
dans la maturité des fruits (Park et Cha, 2003 ; Subsamanian et al., 2007 ; Yang et al., 2008), ainsi

que dans I’attraction des animaux pour la pollinisation et la dispersion des graines.

La présence des flavonoides avec une quantité importante dans les racines peut étre expliquée
par leur role dans la longueur et la croissance des poils absorbants (Taylor et Grotewold, 2005).
Comme ils interagissent d’une maniére complexe avec les diverses hormones végétales de croissance
(Ghedadba et al., 2015).
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Les flavonoides jouent un réle de phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites synthétisés par la plante
en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries
(Ghedadba et al., 2015). En plus, certaines molécules de cette classe participent dans le phénomene
de mycorhization. L’étude réalisée par Males et al. (2010) a montré qu’il y a des différences dans
les teneurs des composés phénoliques et que les feuilles et les graines sont les plus riches en
flavonoides et tanins en comparaison avec les autres parties d’Inula candida L. Appel (1993) a signalé
que cette différence est en relation étroite avec le stade de développement de la plante, la reproduction,

la résistance aux maladies, aux prédations et parasitisme ainsi que les interactions compétitives.

La quantité des composés phenoliques dépend essentiellement aux conditions climatiques et
environnementales, la localisation géographique de la récolte (Park et Cha, 2003), et la durée de sa
conservation (Ozgiiven et Tansi, 1998). En outre, le séchage a une influence trés importante sur la
quantité des composés phénoliques. Il apparait aussi que la température de séchage a un effet
remarquable sur les métabolites secondaires qui sont trés sensibles selon I’étude réalisée par Fathi et
Sefidkon (2012) qui a montré que la température de séchage a un effet significatif sur le rendement

d’extraction des métabolites secondaires en point de vue quantitative et qualitative.

Les différences enregistrées entre les deux écotypes sont probablement dues aux différences
des propriétés physicochimiques de sol. En effet, Medinski (2007) a prouvé que les propriétés
physicochimiques de sol ont une influence sur le métabolisme de la plante. L’interaction plante-sol
semble avoir un grand effet sur la composition phénolique de la plante. La carence de sol en certains
¢léments essentiels (N, K, P) ou bien la présence de certains d’autres en quantité énorme met la plante
dans un état de stress conduit a la formation excessive des radicaux libres conduisant a 1’altération
des différents tissus. Pour sortir de cet état de stress les plantes produisent les molécules aromatiques

en particulier les polyphénols en quantité importante.

Ces composés constituent la principale substance d’interaction du régne végétal avec son
environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes (Allelopathie),
entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis
des organismes pathogenes. lls participent aussi de maniére tres efficace a la tolérance des végétaux
a des stress variés, donc ces composés jouent un role essentiel dans 1'équilibre et 1’adaptation de la

plante au sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2005).

L’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits hydroéthanoliques des différentes parties

de Pergularia tomentosa récoltee dans les régions de Metlili et Noumeérat par la méthode de réduction
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de radical cation ABTS™ et la méthode de réduction de fer (FRAP) ont révélé que les deux écotopes
présentent un pouvoir anti-oxydant remarquable. En comparaison avec la référence trolox, le pouvoir

anti-oxydant de Pergularia tomentosa reste faible.

Les résultats obtenus montrent que les extraits hydroéthanoliques des différentes parties de
Pergularia tomentosa ont une activité anti-oxydante importante en particulier les fruits. Cette activité
anti-oxydante constatée, est dlie a une production des métabolites secondaires (Gagandeep, 2006).
L’analyse chimique des différentes parties de Pergularia tomentosa récoltée dans les régions de
Metlili et Noumérat confirme 1’existence de propriétés anti-oxydantes revélées par les tests ABTS et
FRAP, dont les résultats obtenus montrent que la richesse des fruits en polyphénols surtout en
flavonoides. Ces derniers sont des composés phénoliques connus par leurs puissantes activités anti-
oxydantes (Barreca et al., 2011). L’action de ces antioxydants est supposée d'étre dle a leur capacité
de donner un atome d’hydrogéne ou d’¢lectrons dérivée principalement de ’hydroxyle du cycle A
des flavonoides (Le et al., 2007).
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Conclusion générale

Les plantes spontanées développées sur des milliers d’années s’adaptent et s’harmonisent
parfaitement avec toutes les conditions, notamment en milieux arides. le présent travail s’est intéressé
a la réponse adaptative de Pergularia tomentosa sous les conditions des différents écotypes dans les
régions de Metlili et Noumérat ainsi que la caractérisation biochimique des extraits hydroéthanoliques
des différentes parties de cette plante par la quantification de certaines classes des composes
phénoliques (les phénols totaux, les flavonoides, les acides-phénols et les tanins condensés) et
I’évaluation de leurs pouvoir anti-oxydant en utilisant deux méthodes (ABTS et FRAP).

L’extraction des composés phénoliques est effectuée par un systeéme de solvant éthanol/eau :
80/20 (v/v) et avec un rapport solide/liquide de 1/10 (p/v). La détermination de rendement
d’extraction a montré que les extraits des différentes parties de Pergularia tomentosa récoltée dans
la région de Noumérat ont les meilleurs rendements, en particulier 1’extrait des feuilles avec 12,34%.
Par ailleurs les meilleurs rendements d'extraction de la plante fraiche sont ceux obtenus de Pergularia

tomentosa de la région de Metlili, surtout les racines avec 5.67%.

Le dosage de certains groupes des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides,
acides phénols et les tanins condensés) de Pergularia tomentosa fait apparaitre qu’il y a des
différences significatives entre les extraits obtenus pour la méme région et aussi entre les extraits de
Pergularia tomentosa issue des deux régions. Les extraits les plus riches en composés phénoliques
sont ceux des fruits et des feuilles de Pergularia tomentosa récoltée dans la région de Noumérat avec
des taux respectifs de 171.32 mg EAG/g et 73.99 mg EAG/g pour les polyphénols totaux, 6.12 mg
ER/g et 15.00 mg ER/g pour les flavonoides, 5189.23 ug EAC/g et 4061.69 ug EAC/g pour les acides-
phénols et 44.27 mg EC/g et 10.52 mg EC/g pour les tanins condensés. Cette variation de la teneur
des composés phénoliques entre les deux sites est probablement dle a I’influence des facteurs

climatiques et environnementaux (la zone géographique, sécheresse, sol...etc.).

L’évaluation de I’activité anti-oxydante en utilisant deux méthodes chimiques : le piégeage
du radical cation ABTS™ et la réduction du fer, a révélé une réponse anti-oxydante importante pour
tous les extraits hydroéthanoliques de Pergularia tomentosa. Les résultats obtenus ont montré qu’il
n’y a pas des différences significatives entre les extraits de Pergularia tomentosa récoltée dans les
deux sites. En effet, ’extrait des tiges séchées de Pergularia tomentosa récoltée dans la région de

Noumeérat présente le meilleur pouvoir inhibiteur d’ABTS *avec une 1Cso=1,10 mg/ml.
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Pour la région de Noumérat, I’extrait des fruits frais présente une activité inhibitrice de radical
cation d’ABTS™ la plus importante avec une ICso= 0,64 mg/ml. Les ICso des différents extraits restent

faibles en comparaison avec 1’anti-oxydant standard le Trolox qui a une ICsq égale a 0,038 mg/ml.

En ce qui concerne I’activité anti-oxydante déterminée par la méthode de FRAP, il est a noter
que les extraits des fruits sec et frais pour la région de Metlili présentent les meilleurs pouvoirs
réducteurs de fer qui sont respectivement ICso= 7,45 mg/ml et 6,31 mg/ml. Cette remarquable activité
réductrice de ces extraits est probablement diie a la présence des molécules ayant la capacité de donner

un électron telles que les flavonoides riches en groupements hydroxyles libres.

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré qu’il y a des différences entre les différentes
parties de Pergularia tomentosa et aussi entre les deux régions (Metlili et Noumérat) en ce qui
concerne la quantité des composés phénoliques ainsi que le pouvoir antioxydant. Ces résultats
montrent que la répartition des composés phénoliques n’est pas homogeéne en point de vue
quantitative et qualitative dans la plante, ce qui nous permet de suggérer I’importance de certaines
classes des composés phénoliques pour les différentes parties de la plante. Les différences
enregistrées entre les extraits de Pergularia tomentosa des deux régions peuvent étre dles aux
différences entre ces deux écotypes. L’écotype de Noumérat est un lit d’Oued tandis que Metlili est

une zone anthropique.

Les plantes sont entourées d’un grand nombre d’ennemies considéré comme un stress biotique
incluant les agents pathogenes (bactéries, virus, insectes) les herbivores et le stress abiotique incluant
le stress salin et le stress thermique ...etc. Sachant que les plantes synthétisent les composés
chimiques qu’on appelle la phytochimie pour se protéger contre les agressions de leur environnement.
Elles synthétisent les flavonoides pour sa défense contre la lumiere Ultra-violet, et contre les agents
pathogénes et les tanins contre les herbivores, nous pouvons conclure que cette notion de phytochimie

est une forme de réponse et d’adaptation de ces plantes a leurs biotopes.

Les résultats de ce travail ne constituent qu'une premiére étape dans la recherche des
substances biologiquement actives qui aident la plante a s’adapter aux différents types de stress. Ce
travail peut étre approfondi par :

» L’étude phytochimique : isolation, caractérisation, et identification de métabolites secondaires
de Pergularia tomentosa, en utilisant des techniques d’identification plus performantes
(chromatographies couplees a des techniques spectroscopiques telles que la masse et la
RMN) ;
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Détermination des différentes propriétés physico-chimiques de sol dans ces différentes
régions ;
Etude de la réponse morphologique et physiologique des différentes parties de cette plante au

stress.
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Annexe 1

Composition biochimique du Pergularia tomentosa

+ Métabolites primaires

Tableau VII : Composition en métabolites primaires des différentes parties de Pergularia tomentosa

(Hassan et al., 2007)

Organe végétal Lipides (%) Protéines (%) Glucides (%)
Feuilles 6,83+0,76 6,39+ 0,17 53,27 £1,75
Tiges 2,17+0,76 4,74 + 0,14 56,92 + 1,27
Racines 2,67 0,29 3,35+0,48 61,31+ 2,84

+ La composition minérale

Tableau V111 : Composition minérale de Pergularia tomentosa (Hassan et al., 2007).

Organe Phosphore Potassium Sodium Magnésium  Calcium

végétal (Ppm) (Ppm) (Ppm) (%) (%)

Feuilles 1,85+ 0,05 2,97 £ 0,210 4,13+0,31 0,32+£0,06 0,250,010
Tiges 7,07 £ 0,06 215,0+10,00 2,03+0,15 0,15+0,030 0,16+0,01

Racines 8,13 + 0,06 167,30 +5,03 2,33+0,15 0,25+0,008 0,08 +0,003
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Tableau IX : composition en métabolites secondaires des différents organes de Pergularia tomentosa

(Hassan et al., 2007).

Organe végétale

Métabolites secondaires

Feuilles

Alcaloides,

Glycosides cardiaques,
Glycosides cyanogenes,
Saponines,
Flavonoides,

Tanins.

Tiges

Alcaloides,

Glycosides cardiaques,
Glycosides cyanogénes,
Saponines,
Flavonoides,

Tanins.

Racines

Glycosides cyanogénes,
Glycosides cardiaques,
Saponines,

Tanins.
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Usages traditionnels de Pergularia tomentosa

Tableau X : Utilisations traditionnelles du Pergularia tomentosa

Régions

mode

d’utilisation

Usages

Références

Sahara

Feuilles et

Décoction

Angine, teigne,
dermatose

Ould El Hadj
et al. (2003).

septentrional
algérien

Décoction

Hypoglycémiant

Kemassi et al.
(2014).

Tassili N’ajjer

Usage interne

Les Frissons,
bronchite,
constipation,

Décoction et
usage interne

Helminthiases
Abortive

Décoction et
usage externe

Maladies de la
peau : dermatose,
allergie et
dépilatoire

Hammiche et
Maiza (2006).

Mauritanie

Morsures
venimeuses,
tuberculose,

maux
de dents

Hmeyada (2009).

Afrique du
Nord

Avortement

Sahara central

La tuberculose et
les hémorroides

Cote d'lvoire

Jus

Collyre, les
maux
de téte.

Milieu rural

Tannerie

Schmelzer et Gurib-
Fakim (2013).
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Courbes d’étalonnages

Annexe 2

Absorbance a 765 nm
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Absorbance a 510 nm
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage de rutine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage d'acide caféique pour le dosage des acides-phénols.
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test a I’ABTS.
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test FRAP.
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Absorbance a 593 nm
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage de FeSO4 pour le test FRAP.
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Analyses statistiques

Polyphénols totaux

Annexe 3

Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
organe 3 18510.642 6170.214 5.969 0.013
état 1 163.939 163.939 0.159 0.699
région 1 8355.161 8355.161 8.083 0.017
Flavonoides
Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
organe 3 18510.642 6170.214 5.969 0.013
état 1 163.939 163.939 0.159 0.699
région 1 8355.161 8355.161 8.083 0.017
Acides phénols
Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
organe 3 21835539.827 7278513.276 6.838 0.009
état 1 2784541.773 2784541.773 2.616 0.137
région 1 2996932.033 2996932.033 2.816 0.124
Les tanins condensés
Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
organe 3 1500.722 500.241 5.715 0.015
état 1 305.096 305.096 3.485 0.091
région 1 28.266 28.266 0.323 0.582
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ABTS
Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
organe 3 4.695 1.565 1.415 0.295
état 1 0.020 0.020 0.018 0.897
région 1 1.092 1.092 0.987 0.344

FRAP
Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
organe 3 822.966 274.322 1.162 0.372
état 1 361.856 361.856 1.533 0.244
région 1 65.570 65.570 0.278 0.610

Matrice de corrélation

acides
Variables  polyphénols flavonoides tanins ABTS FRAP
phénols
polyphénols 1 0.402 0.775 0.645 -0.270 -0.223
flavonoides 0.402 1 0.492 0.396 -0.010 -0.120
acides
0.775 0.492 1 0.887 -0.395 -0.283
phénols
tanins 0.645 0.396 0.887 1 -0.339 -0.193
ABTS -0.270 -0.010 -0.395 -0.339 1 0.898

FRAP -0.223 -0.120 -0.283 -0.193 0.898 1




