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Résumé

L’objectif du présent travail était I'évaluation teeteneur en polyphénols, flavonoides, carotérsoide
et chlorophylles de différentes parties de la @afster squamatusinsi que leur propriété
antioxydante. Le contenu en polyphénols totautéa@ealué selon la procédure de Folin-Ciocalteu.
La teneur la plus élevée a été obtenue par I'éxéthianolique des fleurs avec une valeur de
157,97+3,11 ug EAG/mg E. Alors que, la teneur les@levée en flavonoides, estimée par la méthode
AICl3, a été trouvée par I'extrait éthanolique de ldipaeérienne avec une valeur de 15,46+0,37 pg
EQ/mg E. Ainsi, les résultats ont montré que latera plus élevée en caroténoides et chlorophylles
a été obtenus par I'extrait éthanolique de la paérienne. L'évaluation de I'activité antioxydante
des quatre extraits contre le radical DPPH a maquecles extraits éthanoliques des feuilles et des
fleurs possédent le pouvoir le plus puissant avel€Csh de 32,17+0,39 pg/mL et 32,70+3,26 pg/mL,

respectivement.

Les mots clés Aster squamatypolyphénols, flavonoides, caroténoides, chlorbbesyantioxydant.



Abstract

The aim of the present work was the evaluation ayghenols, flavonoids, carotenoids and
chlorophylls content of different parts of the plakster squamatuas well as their antioxidant
property. The total polyphenol content was evaldi@ecording to Follin-Ciocalteu procedure. The
highest content was obtained by flowers ethancficaet with a value of 157.97+3.11 ug EAG/mg
E. However, the highest flavonoid content, estimdtg the AICt method, was found in aerial part
ethanolic extract with a value of 15.46+0.37 ug BQ/E. The results showed also that the highest
carotenoid and chlorophyll content was obtainedéryal part ethanolic extract. The evaluation of
the antioxidant activity of the four extracts agaiDPPH radical showed that ethanolic extracts of
leaves and flowers possess the most potent effiécti@so of 32.17+0.39 pg/mL and 32.70+3.26,
respectively.

Keywords: Aster squamatygpolyphenols, flavonoids, carotenoids, chlorophydintioxidant.



. aal

oo Sl S al i (e Adlina ol (3 s 5101 5 i o S 53 O (s s 5 sime pant e Uilee o
sle Jsasll &5 cFollin-Ciocalteus) s> Y G s S J sl sl (5 gina anli o3 520800 Baliad) lguailad I Ailayl
Latyy aliiall (o dle/ SLIRY (aea ( 8Sa o) 2 5 Sae 3114157, 974ty 5sa 3l I iy (aliivsdl 8 5 sinse e
Aoy Sl sel) e oall A paldiual 3 AICHs 48k ddand s 58l cu 5 @) (e s sine Slel e ) siall o
sy SIS 5 i S (0 5 st o) ) il e lal LS palituaall pe e feptinn SV A8 ) 2 5800 0,37+15,46
i A dag )Y Clialitid] 5auSM slaall Ll auii jedal | Sl sedl ¢ all 5 (aliiudl b adde Jseasll
sl ol 258 0,39 32,1755 ICs0 w858 (58 lliai Jla 3¥) 5 3,550 A sl clalainll o) DPPH

Sl e Jle/ ol e 5 S 3,26E32,70

omsm 3alizaall cd:\éj‘)}lﬂ\) &_1\_\:\3}‘)1.51\ ¢ 53 g80hall cd).\:\s:\j}\ ¢ silal oSuw yial aﬂawﬁ LAPN(RY]



Introduction

Depuis des milliaires d’années, 'homme a utilisg plantes trouvées dans la nature, pour traiter et

soigner des maladi¢Sango, 2006).

La phytothérapie est I'une des vieilles médecinesndnde. Elle représente une alternative
intéressante pour traiter et soigner sans créenodwelles maladies. Malgré le développement
phénomeénal de I'industrie pharmaceutique et chimidjintérét populaire pour la phytothérapie n’a
jamais cessé d’évoluer. De nos jours ces deuxstgeemeédication se retrouvent intimement liés
puisque le modele moléculaire de la plupart desicaétents mis sur le marché, ont pour origine la
plante(Shu, 1998) .

Le continent africain est doté d’'une biodiversigémi les plantes riches dans le monde, avec
un nombre trés élevé de plantes utilisées commel&@ges médicinales, aliments pour des buts
thérapeutique@Millogo et al., 2005).

Les plantes médicinales renferment de nombreuxipes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent/@éfade nos médicaments, déja environ 170000
molécules bioactives ont été identifiées a paripldntegChaabi, 2008).

C’est pourquoi ce travail vise a étudier la plakster squamatusine plantédlgériennede la
région d’'Oum el Bouaghugui est dotée de plusieurs activités biologiques.

L’objectif du présent travail est de démontrer iehesse de cette plante en substances

bioactives et évaluen — vitro ses propriétés biologiques.
Notre travail sera donc réparti en deux parties :

» Une partie est consacrée a I'étude biologique, Imms®ipalement sur I'extraction et la
guantification des composées phénoliques, flavasichlorophylles et caroténoides.

» Une autre partie est consacrée a I'évaluationatgiVité antioxydante.
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Synthése bibliographique Chapitre I- Les radicaux libresle$s antioxydants

I. Les radicaux libres et les antioxydants
[.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome gsspde un ou plusieurs électrons non appariésiice q
le rend extrémement réac{NMerouane etal., 2014).En fait, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron powedé plus stable, il diminue donc en oxydant utr&wu
composgGoudable & Favier, 1996)

[.1.1. Le stress oxydatif
C’est un état de déséquilibre entre la productiespkces réactives et les défenses de I'organisme.

Le stress oxydant existe lorsqu’au moins une ags ¢tonditions suivantes est présente :

Figure 01 : Les trois conditions de stress oxydéviercan, 2010).

[.1.2. Les maladies lie au stress

Le stress oxydatif affecte négativement la santi&a gmpulation en générale et de certains groupes d

patients atteints de maladies chroniques et aiCiéestelle, 2006).
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Tableau 01 : Exemples des pathologies liées aux stress oXy@atnsakhria, 2018).

-Auto-immunité -Asthmes -Diabéte
-Cataracte -Athéromes -Maladie de Parkinson
-Cancers -Maladie d’Alzheimer -Insuffisance rénale

-Stérilité masculin

[.2. Les antioxydants
[.2.1. Définition :

Un antioxydant est toute substance qui, lorsquésteprésente a de faibles concentrations par ragpo
celles d'un substrat oxydable, retarde ou empéohsidérablement l'oxydation de ce sous-traite
(Halliwell & Barry, 1991).

Le terme "substrat oxydable" comprend presquede qui se trouve dans les cellules vivantes,
y compris protéines, lipides, glucides et ADNa({liwell & Barry, 1991).

Un antioxydant est aussi une substance produitéquganisme ou apportée par l'alimentation

qui s'oppose a l'effet dévastateur des radicaved{Claire, 2002)

[.2.2. Les catégories des antioxydants
lls sont fabriqués par notre corps et appartienad'nine de ces trois catégories :

* Les agents de préventigour le role d'annihiler les molécules d'originél@gene ou exogéene
responsables de la production de radicaux libres.

» Les agents de détoxication actesant trois enzymes spécifiques : Le superoxyde ut@se, qui
inhibe les réactions en chaine, la catalase, gluathion peroxydase, qui prend en charge la
détoxication des agents cancérigénes.

» Les agents de détoxication passive, d'origine ex®gé’éliminent une partie des radicaux libres

ayant résisté aux deux premieres défenses (ageptgdention et agents de détoxication active).
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Les plus connus sont le béta-carotene et les vitesC et E. On peut les trouver dans la plupart

des fruits et des légumes, ou dans les huiles alegéClaire, 2002).

Antioxydants
Antioxydants alimentaires Antioxydants endogenes (glutathion,
(vitamines C & E, sélénium, ubiquinol, urate, bilirubine, SOD,
etc.) \ hydroperoxidases, etc.
Absorption La synthése

k)

Transport & Distribution ﬁ

Protectiol

¢

Cibles cellulaires et extracellulaires
(lipides, protéines, ADN, ARN)

| o

Vieillissemen f Maladie
Attaque

|
Radicaux libres et especes réactive de I'oxygene

Figure 02: Mécanismes d'action des antioxyda@slter et al., 1995)

[.2.3. Le systéme antioxydant endogene

[.2.3.1. Les antioxydants enzymatiques

Sont trois enzymes spécifiques forment la clé detesale ce systeme antioxydant : le superoxyde

dismutase, la catalase, et le glutathion peroxy(lasare, 2002).
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A. Le superoxyde dismutase
Une premiére ligne de défense contre les ROS caordfdee superoxyde dismutase (SOD) qui est un
métallo- enzyme qui catalyse la dismutation des guperoxydes en oxygenes moléculaires et peroxydes

d’hydrogenes selon la réaction suivante :
Oz + Oy + 2H" 0 5°P0 - Oz+ H20-

La SOD existe sous trois formes qui different peurllocalisation cellulaire et par leur cofacteur

métallique :

« Une forme cytosolique et nucléique associée aug @uivre et zinc (Cu/Zn-SOD) représente
90% de l'activité totale de la SOD.

* Une forme mitochondriale associée au manganeseS@I) considérée comme le principal
moyen de protection contre le superoxyde mitochiahdr

e Une forme extracellulaire (EC-SOIori et al., 2001).

B. La catalase:
La plupart des cellules aérobies contiennent utieitéccatalase, bien que quelques-unes n'en past
L'activité catalases des tissus animaux et végétargement localisée dans organes subcellulaires
délimités par une seule membrane et appelés penmegMartyn & John, 1998). Elle catalyse la
dismutation de peroxyde d’hydrogene en oxygena ee(Marian et al., 2006).
2 H02 - 2 H0 +0O2

Il a été démontré que la plupart des catalasefgas sont constituées de quatre sous- unitégigrats,
chacune contenant un groupe heme (Fe- protopor)ylié a son site actif. Chaque sous- unité contie
également une molécule de NADPH qui lui est liéequai aide a stabiliser 'enzyme. La dissociatien d
la catalase en ses sous-unités, qui se produlerfiaent lors du stockage, de la lyophilisation ou de
I'exposition de I'enzyme a un acide ou a un alealiraine une perte d'activité de la cata(dsartyn &
John, 1998)

Le mécanisme de dismutation du peroxyde d’hydrogshée suivant :
H.0,+ Fe (ll)-E - H20 +0O=Fe (IV)-E

H20, +O=Fe (IV)-E - O2+Fe (lll)-E + H20
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C. La glutathion peroxydase :

L'enzyme glutathion peroxydase a été decouvems tes tissus animaux en 1957 par G.C. Mills aux
Etats-Unis. La plupart du glutathion libire vivo est présent sous forme de GSH plutdt que de GSSG.
Mais jusqu'a un tiers du glutathion cellulaire tqiaut étre sous forme de « disulfures mixtes >cave
d'autres composés contenant du __ SH groupes coantystBine, la coenzyme A et les résidus cystéine
__SH de plusieurs protéines. Si I'on utilise R-SHirpreprésenter ces autres molécules, les disalfure

mixtes ont la formule générale :
Glu__cys_ Glu
|
S S R

La glutathion peroxydase catalyse I'oxydation duHGS GSSG au détriment du peroxyde
d'hydrogene.

H»0,+2CGH - GSSG + HO

Il est présent & un niveau d'activité élevé darsiée a un niveau d'activité modéré dans le cceur,

les poumons et le cerveau, et a un niveau d'aefiaible dans les muscl@dalliwell & John, 1985).

L'enzyme est spécifique du GSH comme donneur digguire mais accepte d'autres peroxydes
comme ainsi le peroxyde d'hydrogéne. Elle est doést de quatre sous-unités protéines, chacune

contenant un atome de I'élément sélénium dansitgoacsif (Halliwell & John, 1985).

Cependant, les rapports GSH /GSSG dans les cefiatesales sont maintenus a un niveau élevé
pour cela il doit y avoir un mécanisme de réductiea GSSG en GSH. Ce mécanisme est réalisé par les

enzymes glutathion réductase, qui catalysent leticke(Halliwell & John, 1985).
GSSG + NADPH + H - 2GSH + NADP
1.2.3.2. Les antioxidants non-enzymatiques

A. Le glutathion ¢Glutamyl-cystéinyl-glycine ou GSH)
Le réle majeur de glutathion est de protéger lpildis, les protéines et les acides nucléiques eontr

I'oxydation(Stamler & Slivka, 1996).En cas de stress oxydant, son réle de coenzyriseG8HPX le
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rend indispensable pour protéger et détoxifientéragit €galement de maniére synergique avetrdsau
composants du systeme de protection anti-oxydaeige que la vitamine C, la vitaming, et les

superoxyde dismutasé&érard & Chaudiere, 1996).

B. Le R-caroténe
L'alimentation apporte le 3-carotene qui possedersies capacités : il est un précurseur de la inam
A, il est capable de capturer I'oxygene singuldhialle pression d'oxygéne et associé a d'autres
caroténoides, il peut arréter les réactions ennehépoperoxydation. Le [3-caroténe joue un role
important dans la protection des structures cetkgacontre les agressions oxydantes en s'oppadant

cyto- et a la génotoxicité de nombreux agéAtkard et al., 1994).

C. Acide urique

L'acide urique est également un puissant piégemode et d'acide hypochloreux, un agent oxydant
produit par la myéloperoxydase. La réaction d’Oahlacide urique produit une série de radicawesb
qui réagissent principalement avec O pour généesrrddicaux peroxyurates. Ces radicaux derivés
d'urates, bien que beaucoup moins actifs que OBpniepas complétement libres et nocif, par exemple
ils peuvent inactiver l'alcool déshydrogénase @delure) et l'alpha-antiprotéinase humaine. Par
conséquent, l'acide urique, comme le GSH ou l'aeg®rbique, n'est pas toujours un antioxydant
"parfait” (Halliwell & John, 1985).

[.2.4. Le systéme antioxydant exogéne
[.2.4.1. Les vitamines

A. Vitamine C
Du corps. Le tocophérol est un composant essesgiéh membrane cellulaire et protege les cellules
contre les dommages oxydatifs. Cependant, lorsgstiexposé a un stress oxydatif, il se convetit e
tocophéroxyle, qui est un radical libre. C'estu& ¢p vitamine C intervient. Cependant, une foid qu
neutralisé les radicaux libres, le tocophérol I@me devient un radical tocophéroxyle instable.t@ees
que la vitamine C intervient en régénérant le tbéopl a partir de ce radical tocophéroxyle, peramett

ainsi a ce dernier de continuer a protéger les mamais cellulaireéBendich etal., 1986).

La vitamine C présente également d'autres avanfageda sante, tels que le renforcement du systeme

immunitaire, la synthese du collagene, la cicaiogsades plaies et I'absorption du fer. Cependbast

important de noter que la vitamine C est une vitenfiydrosoluble, ce qui signifie qu'elle est faniat

excrétée par I'organisme. Il est donc importang'dssurer de consommer suffisamment de vitamine C
7
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par le biais de l'alimentation ou de complémentaaitaires pour soutenir une bonne sg@abin et
al., 2015).

B. Vitamin E
La vitamine E est une vitamine liposoluble quiestfait composée de deux familles des composés : le
tocophérols (alpha, béta, gamma, et delta) evlestriénols (alpha, béta, gamma et del&tephanie ,
2001).

Alpha-tocophérol est I'une des huit types de vitaark synthétise par les plantes, et la seule gonde

aux besoins de 'homme. IL est piége les radicaumyyle au cours de la propagation de la peroxgdati
lipidique. On I'appelle un antioxydant briseur deame car il empéche la réaction en chaine de la
peroxydation lipidique. Mais n’empéche pas la faiora des radicaux libres lipidiques peroxyles
initiaux (Katie & Maret, 2013).

[.2.4.2. Les Polyphénols

Les polyphénols sont le groupe le plus importaamtitxydants naturels, ils sont largement présgants
le régne végétal et donc dans notre alimentatitsn.cdntribuent aux qualités organoleptiques et

nutritionnelles des fruits et Iégumes.

Tableau 02: Classification des composeés phénoliques en foncionombre d'atomes de carbone et

des exemples de leurs sour¢@siardado etal., 2012).

Les Types Les nombres d'atomes de Sources
carbone
Les phenols simple C6 Gayuba
Les acides hydroxybenzoiques C6-C1 Vin blanc
Les acides hydroxycinnamique C6-C3 Pomme, vin rouge
Flavonoides et isoflavonoides C6-C3-C6 Olive

Les polyphénols et les composés phénoliques migrgeun intérét particulier car ils protegent
I'organisme du stress oxydatif, qui contribue &adebreuses maladies, dont le cancer, le vieilligsgm

et les maladies cardiovasculai{&hahidul etal., 2002).
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Le radical libre est réduit par le transfert d’awdihydrogene d’antioxydant (ArO-H) vers le radical
(R).
ArO-H+R°* —ArO° + RH

1.2.4.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont un groupe de composés natayals des structures phénoliques variables et que
I'on trouve dans les plant¢Shashank & Abhay, 2013) Le rble principal des flavonoides dans les
plantes est de donner aux fleurs une couleur attagour les pollinisateurs. Dans les cellules des
feuilles, ils jouent un réle protecteur contre tagons UV et les agents pathogéfiearcheta etal.,
2021) Chimiquement, les flavonoides reposent sur urlstfe a quinze atomes de carbone, composé
de deux anneaux benzeéniques (A et B,) reliés panaeau hétérocyclique de pyrane (Ehashank &
Abhay, 2013)

Figure 03 : Structure de flavonoid&ite web N°1).

Il existe plusieurs classes de flavonoides selandegine biosynthétique, telles que les flavones,
les flavonols, les flavanones, et d'autres enatwet leurs structures générales sont présentéaslean
(tableau 03)(Shashank & Abhay, 2013).



Synthése bibliographique Chapitre I- Les radicaux libresle$s antioxydants

Figure 03: Structures et classification des flavonoides

Groupe de Structures Exemples Références
flavonoides
Flavanones L’hespérétine Parcheta etal.,2021
E”\TL/O\TE‘/' La naringénine
T Catéchine
Flavonoles Quercétine, Parcheta etal.,2021

O Kaempférol,

CC
OH Myricetine

Fisétine
Flavones e Chrysine Parcheta etal.,2021
= O I L’apigénine
- I La lutéoline
Isoflavones ©;° i Genistein Parcheta etal.,2021
();l\@ Daidzein

[.2.5. Mécanismes d’action
Les mécanismes les plus fréquents sont mentiorarésld tableau suivant :

Tableau 04 :Mécanismes d’action des antioxydants

Substance Mode d’action Références
Vitamine C -Inhibe la peroxydation des lipides Gabin etal.,2015 ; Cillard et
-Elimine I'oxygéne moléculaire al., 2006

-Donneur d’hydrogene aux radicaux lipidique et
aux radicaux tocophéroxyles pour régénérer le

tocophérol.

Vitamine E -Protege les parties grasses des celtleorps Katie et al., 2013

contre les attaques des radicaux libres en exces.

10
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-Empéche le cholestérol de prendre sa forme «
oxydée » ou d'obstruction des arteres.
-Empéche la réaction en chaine de | la

peroxydation lipidique

Les -Interagissent avec les métaux de transition, Moran et al.,1997
Polyphénols | particulier le fer et le cuivre. La réduction ¢'Q
conduit & la formation de radicaux superoxydes,
peroxyde d’hydrogéne et oxygéne (réaction de
Fenton).
-Forment de complexes de chélation stables et
inertes.
-Piegent des radicaux libres par le transfert

d’atomes d’hydrogene.

Les -Chélateurs des métaux. Cillard et al., 2006
flavonoides | -Piegent d’anion superoxyde et donneurs

d’hydrogéne.

-Piégent directement des radicaux libres.
-Inhibent la peroxydation lipidique.

-Inhibent les enzymes responsables de la

production des E.O.R.
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ll. La plante médicinale sélectionnée
Il.1. Généralités

Le mot grec Astel' signifie étoile, il est lié a la forme de la flefiHarkati, 2011 ; Mezache, 201D
C’est un terme inventé par le botanidiean Ivanovic Martinov en 1820. Les Astéracées
(Asteraceak anciennement appel@mpositagsont une grande famille des plantes dicotylédones
(De Brogli et al., 2016) qui comprend plus de 1 500 genres et 25 000 espdoat 750 sont
endémiques. En Algérie cette famille est la plusantante avec 109 genres et 408 esp@Qaszel

& Santa., 1969).

Bien que tous les types biologiques présengz s composées : arbres, lianes, arbustes,
plantes succulentes, épiphytes, plantes aquatigtes,. la plupart des especes sont principalement

des herbacées vivaces ou annudBremer etal., 1994).

L'une des propriétés typiques des plantes ceégmoest leur richesse en divers composés
naturels(Harborne & Swain., 1969.

II.2. La plante Aster squamatus (Spreng.) Hieron
[1.2.1. Le genre Aster

Les Asterappartiennent a la famille désteraceagtribu AstereagCorea etal., 2004).Ce grand
genre est originaire des régions tempérees deibpégare nord et principalement d’Amérique du
Nord (Burnie et al., 2006) dont environ 500 especes indigénes américaites,de 100 espéces
réparties en Chine sont originaires d'Europe, @'&sid'Afriqgue du SufOren etal., 2000 ; Liu et
al., 2010).

Les especes de ce genre sont des plantes herba@Ees et caduques ou de sous-arbrisseaux
persistants, variant en taille de la miniature paegille a la géante, de 2 m de hauteur. Agters
ont des feuilles simples, généralement avec detslisses assez petit, parfois pubescent. Letgslan
se revétent, généralement en fin d’été ou en awpdecapitules voyants dans une vaste gamme de
coloris dans le bleu, violet, pourpre, rose, roegblanc, présentant toujours un disque centralgau

ou violet(Burnie et al., 2006).
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I1.2.2. L'espéce Aster squamatus (Spreng.) Hieron

11.2.2.1. Classification

Regne : Plantae
Embranchement : Angiospermae
Classe : Dicotylédonae

Sous classe : Astéridae

Ordre : Astérale Figure 04 : Aster squamatuESpreng.) Hieron
(Site Web N°2).

Famille : Asteraceae

Tribu : Astereae

Sous-tribu : Asterinae

Genre Aster

Espece Aster squamatuéSpreng.) Hieron.

11.2.2.2. Aire géographique

Aster squamatusst une plante d'automne annuelle halophile aiggrd’Amérique du Sud et trouvée

dans des oasis aussi éloignées que le désert draB@bezel & Santa, 1963).
[1.3. Description botanique
Aster squamatusst caractérisé par les aspects morphologiquesaneés dans leableau 05

Tableau 05 :Description des différents parties de la plakdeer squamatus

Les tiges Sont tres fins, rougeatre de 40 a 80 cm Quezel & Santa, 1963

Les feuilles Posséde des feuilles premieres ovaesQuezel & Santa, 1963
entieres, les inférieures glabres, alternes,

charnues et trés étroites entieres

Les capitules| Sont petits (6-7 mm de diam) Quezel & Santa, 1963

Les akenes Sont fusiformes et trés petits (2 mm env | Quezel & Santa, 1963

13
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Figure 05: Les différentes parties de la pladtster squamatuSite Web N°3).

I1.4. La composition chimique

La littérature sur la composition chimique de larpeAster squamatumdique la présence d'acides
caféique, cinnamique et sinapinique dans des fnagtsolubles d'extraits aqueux des feuilles, des
tiges et des racines de cette plante. Par conseaqurenvariété des flavonoides a été isolés dassfle
de la plante telles que : squamatine, ternatineynesime, kaempférol, baicaleine, lutéoline-7-
méthyetherleter et quercéti(iel-Sayed & Ross, 1987 ; Sperotto etl., 2002).

I1.5. Propriétés biologiques
La planteAstersquamatugst douée de plusieurs propriétés biologiqiiableau 06)

Tableau 06 :Les propriétés biologiques de la pl&ster squamatus

Effet antioxydant Ghedani etal., 2002 ; Boulechfar etal., 2014

Anti ulcérogéne Ghedani etal., 2002

Inhibition de la sécrétion de I'acide gastrique | Ghedani & Almeida, 2007
Effet anti-diarrhéique Ghedani & Almeida, 2007

Réduction de la propulsion gastro-intestinale | Ghedani etal., 2002

Effet anti néoplasique Ghedani & Almeida, 2007
Effet cicatrisant Ghedani & Almeida, 2007
Activité anti bactérienne Boulechfar etal., 2014

14



Deuxieme Partie

Etude Expérimentale



Chapitre |

Matériel et Méthodes



Etude expérimentale Chapitre |- Matériel et médsod

I. Etude phytochimique
I.1. Récolte du matériel végétal

La planteAster squamatua été récoltée de la région d’Oum el Bouaghifénldu mois de septembre
2019 (stade de floraison). Aprés séchage dans diiersec a I'abri des rayons solaires, afin de
préserver au maximum l'intégrité des moléculegqldamte a été divisée en 4 parties (feuilles, fleurs
tiges et partie aérienne) puis les différentesgmant été coupées en petits morceaux et broydes d

un moulin électrique puis pesées.
[.2. Extraction

L’extraction a été effectué par macération a frozieg de poudre végétale est laissé macérer pendan
3 jours dans un mélange hydroalcoolique (Ethane)/€20/30 : v/v). La macération a été répétée 4
fois jusqu'a I'épuisement du matériel végétal. &esaits ont ensuite été filtrés par papier fikte

soumis a une évaporation dans un étuve a 37° C.

Figure 06 : Méthode de la macération

|.3. Détermination des teneurs en substances bioasst
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de nos extraiteé affectué selon la méthode du réactif Folin-

Ciocalteu décrite pakyong etal., 2006).
s Principe

Le réactif est constitué par un mélange d’acidesphotungstique @#PWi2040) et d’acide
phosphomolybdique (#PMo120a40). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénoknd un milieu
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basique, en un mélange d’oxydes bleus de tung§fs@.3) et de molybdene (M®:23) (Robbins,
2003) La coloration bleue ainsi produite est propontielle aux taux de composés phénoliques et

possede une absorption maximum aux environs d&/850ym.

<» Mode opératoire :
Il consiste a mélanger 2QQ. de chaque extrait (0.5 mg d’extrait dilué dansll méthanol) avec
1mL de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluénd I'eau distillé). Les solutions ont été mélaisgée
et incubées pendant 4 minutes. Aprés I'incubatff uL de la solution de carbonate de sodium
NaCOs (75 g/L) a été ajoutée. Le développement d’'undetmibleue est obtenu apres incubation a
I'obscurité et a température ambiante pendant phef\incubation, I'absorbance est mesurée par un
spectrophotometre a 765 nm. Le blanc de la réaagotontenant pas des polyphénols est réalisé et
considéré comme le point 0 en mg/mL.

<» Expression des résultats
La concentration en polyphénols totaux est calcalpartir de I'équation de régression linéaireale |
gamme d’étalonnage, établie avec le standard élkaltide gallique (10-20Qg/mL) et exprimée en

microgrammes d’équivalents d’acide gallique patigrhmme d’extrait g EAG/mg E).

1.3.2. Dosage des flavonoides totaux
La méthode de trichlorure d’aluminium (Allcité par(Djeridane et al., 2006)estutilisée pour

guantifier les flavonoides dans nos extraits.
% Principe

Cette technigue est basée sur la formation d’'unptexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium
et les atomes d’oxygéne présent sur les carboees des flavonoidgtagnika, 2005.

<» Mode opératoire

1 ml de chaque extrait et du standard (dissous léamgthanol) avec les dilutions convenables a été
ajouté a un volume égal d'une solution d’AQR% dans le méthanol). Le mélange a été

vigoureusement agité et 'absorbance a 430 nm luét#pres 10 minutes d’incubation.
<» Expression des résultats

La concentration en flavonoides totaux est calcalpartir de I'équation de régression linéaireale |
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalguercétine et exprimée en microgrammes

d’équivalents quercétine par milligrammes d’ext(g2i6-30 ug EQ/mg d’E).
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1.3.3. Dosage des chlorophylles totaux et carotdesi

Ce test est réalisé comme suit : 1mg d’extraigadéisous dans 1ml d’eau distillée. L’absorbance a
été mesurée par un spectrophotométre a différéomgsieurs d’ondes (450 nm, 645 nm, 663 nm).
Les résultats sont exprimés en pg/mg d’extdtrimut & Alan, 1983).

La teneur en chlorophylles totaux et caroténoides&imée selon les formules suivantes :
Chlorophylle a = 12,7 * A663 - 2,69 * A645
Chlorophylle b =22,9*A645 — 4,68*A663
Chlorophylle totaux = 20,2 * A645 + 8,02 * A663
Caroténoides totaux =4,07 * A450 — [(0,0435*Chldrge a) + (0,367*chlorophylle b)]

A : Absorbance

l.4. Activité antioxydante
.4 .1. Test au DPPH

L'activité anti-radicalaire de différents extraita été déterminée par une méthode
spectrophotométrique en utilisant le radical lib2e2-diphénl-1-picry-hydrayle (DPPH) selon le
protocole dalois (1958) L'acide ascorbique (vitamine C) a été utilisé aoerstandard antioxydant.

Amax= 517 nm

Yellow ? 7 7

Oxidant

~
DPPH Antioxidant

Figure 07 : Réduction du radical DPPH par un antioxyd@ite web N°4).
<+ Le Principe

L’activité antiradicalaire est mesurée par la ddgtmn du DPPH : 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl,

qui est un radical synthétique présentant une set@oloration violette. La couche électronique de

ce radical est saturée en contact d’antioxydanss edgraits ou le standard, ce qui explique la
17
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disparition de sa coloration. Cette décoloratiopligge le pouvoir de I'extrait de la plante a piége

ce radical, qu’'on peut détecter par un spectrophéte-UV.
+» Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par solubilisatiedPPH dans le méthanol. Puis 1600de
meélange DPPH ont été ajouté a 400de chaque extrait. Aprés agitation vigoureusengdlange, il
est conservé au repos pendant 30 min a I'obscutdbsorbance est mesurée a 517 nm a l'aide d’un

spectrophotometre-UV visible.

Le pouvoir d’inhibition du radical DPPH est estisglon la formule suivante :
% D’activité anti radicalaire $Ao-A1] /A0*100

Ao : Absorbance du Blanc.

A1 : Absorbance de I'extrait.

Ou en calculant I'le qui est la concentration en extrait nécessaire paéduire 50% du radical
DPPH.

Il. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triplésse€sultats sont exprimés en moyenne + écartype.
Les résultats sont analysés par une analyse danearunidirectionnelle (ANOVA) suivie d'un test
de Tukey a l'aide de GraphPad Prism (version 6.0.&¥ résultats sont considérés comme

significativement différentes a p<0.05.
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. Etude phytochimique
[I.1. Rendement d’extraction
Le rendement d’extraction est le rapport entrediépdes fractions obtenu et le poids de la plante.

Tableau 07 :Le rendement d'extraction.

L’extrait Le rendement
EEFE 24,43%
EEFL 12,99%%

EET 3,618%
EEPA 17,01%

Abréviation : EEFE : Extrait éthanoliques de fasll EEFL : Extrait éthanoliques de fleurs, EET tr&ik éthanolique de

tige, EEPA : Extrait éthanolique de partie aérienne

Les résultats obtenus montrent que les rendeméntisattion varient entre aux, dont EEFL représente
le rendement le plus élevé (24,483et le plus faible 'EET par un rendement de (8%2).

[I.2. Teneur en composées phénoliques

La teneur en composés phénoliques de chaque extésdt calculée a partir de la courbe d’étalonnage
et exprimée en microgrammes équivalent acide g&lgar milligramme d’extraitug EAG/mg E), en

utilisant la courbe d’étalonnage de 'acide gakiqu

=
I

y =0,0052x + 0,1196
R2=0,9485

=
N

Absorbance a 765 nm
© o o o
N A O
(
€
€

o
o ¢

50 100 150 200 250
Concentration (ug/mL)

Figure 08: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique
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Les résultats du dosage des polyphénols totawemies dans ldigure 08 indiquent qu’il
existe une différence significative (p<0,05) edtEEFL et les autres parties, par contre il n'a pas

une différence significative (p>0,05) entres 'EEB®¥es autres parties.

200+

150+ ___b TITITIT] a,b,c

100

Polyphénoles totaux
(ug EAG/ mg d'E)
[4)]
e

o T
EEFE EEFL EET EEPA

Figure 09: Teneur en composés phénoliques des extraits plamteAster squamatus
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestdifférences statistiquement significatives

(p<0,05). Les barres verticales représentent tégpe.

Ainsi, 'EEFL d’A. Squamatuseprésente la teneur la plus élevée en polyphénas une
teneur de 157,97+3,11 pg EAG/mg E, tandis que IEEEF 2™ position avec une teneur de
142,33+2,89 ug EAG/mg E, ed™8 position I'EEPA avec une teneur 114,64+19,10 pd>fAg E, en
derniére position I'EET avec une teneur 100,97+0Gés résultats confirment la richesse des fleurs

d’A. squamatusn substances polyphénoliques.

L’étude menée par Boulebracheneatt (2021) sur I'extrait éthanolique des feuille®dd
squamatusontindiqué que I'extrait éthanolique des feuilles & teneur de 402,10 +0,89 ug EAG/mg
E qui est supérieure en comparaisant avec nodaésules travaux meneés par Dibaét(2022) sur la
fraction n-BuOH d’extrait éthanolique des feuillesAd squamatesont indiqué une teneur en
polyphénols totaux de 118+1,54 ug EAG/ mg E, qui @eche a nos résultats. Les résultats de
Boulechfar egl. (2014) sur les fractions-BuOH et AcOEt de I'extrait méthanolique des fewiltbA.
squamatusont montré des teneurs de 19,82+1,61 pg EAG/mget’'B,86+1,31 ug EAG/ mg d’E,

respectivement, sont inférieures par rapport aésgtats.
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En généralla teneur en polyphénols des extraits dépend deéthode d’extraction utilisée, de
la nature du solvant, le matériel végétal utilisiayouni et al., 2007) ainsi que les conditions de
stockaggFalleh etal., 2008 ; Podsedek, 2007).

I1.3. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée par khadé au trichlorure d’Aluminium (AlG) et
exprimé enug équivalent de quercétine/mg d’extrait, en utiliséa courbe d’étalonnage de la

quercétine.

12 y = 0,0313x + 0,0904
1 R? = 0,9681 ?

0.8 g

0.4

Absorbance a 430 nm
o
(o))
€
€

0.2 »-

0e
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentration (pg/mL

Figure 10 : Courbe d'étalonnage de la quercétine

Les résultats obtenus du dosage des flavonoidasxtprésentés dansflgure 10 montrent que
la teneur en flavonoides totaux varie entre le$éddihts extraits de 7,20+0,24 ug EQ/mg E a
15,46+0,37 ug EQ/mg E.

Cependant, il n’existe pas une différence signifiea(p>0,05) entre 'EEFE et 'EEFL, alors

gu'il existe une différence significative (p<0,35)tre 'EEPA, 'EET et les autres extraits.

La teneur la plus élevée est obtenue par 'EEPAdisaque la plus faible teneur est présentée par
'EET.

Il est important de noter que le geygterest riche en flavonoides. Ces derniers sont laegeém
distribués chez les especes de ce gétirSayed etal., 1987 ; Allen, 1988)
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En comparant les teneurs en flavonoides a cellepdiyphénols dans tous les extrait, nous
observons qu’elles sont toutes plus faibles, ce mantre que les extraits contiennent d’autres

composés phénoliques possédant d’autres struatiregjues que celles des flavonoides.
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Figurell : Teneur en flavonoides totaux des extraits dedatpAster squamatus.
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestifférences statistiquement significatives

(p<0,05). Les barres verticales représentent tégpe.

Nos travaux sont supérieurs a ceux trouvés pardboathene etl. (2021) qui ont montré des
teneurs en flavonoides totaux de l'ordre de 10,48*(et 9,35+0,97 pg EQ/mg E pour l'extrait
éthanolique et I'extrait acétonique des feuilleA.dquamatusL’étude de Dib efl. (2022) sur les
fractions butanolique, acétate d’éthyle et chlonmigue ont montré des teneurs en flavonoides totaux
de l'ordre de 24,23+2,36 pg EQ/mg E, 19,87+2,25 E@/mg E et 12,03+063 pg EQ/mg E,
respectivement qui sont proches de nos résultafger@ant, nos résultats ne sont pas en agrément ave
ceux de Boulechfar &fl. (2014), qui ont montré des contenus en flavorsotdéaux des fractions-

BuOH et AcOEt de 58,53+5,10 ug EQ/mg E et 47,1122.8 EQ/mg E.

Il est a noter que la concentration des flavonoiibess les extraits des plantes dépend de la

polarité des solvants utilisés dans la préparatemextraitg§Marco, 1968)
[1.4. Teneur en chlorophylles totaux et caroténo&letaux

Les résultats de lI'analyse quantitative des chloybes et caroténoides totaux de différents extrait
sont présentés dans kggures 12et13.
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Figure 12 : Chlorophylles totaux
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestdifférences statistiquement significatives

(p<0,05). Les barres verticales représentent itégpe

D’aprés lafigure 12, la teneur en chlorophylle totaux variée entrel#,P,15 ug/mg E et
11,50+0,24 ug/mg E. Cependant, il n’existe pasdifférence statistique significative (p>0,05) entre
EEFL et EET. La teneur la plus élevée est obterareHEPA, tandis que la plus faible teneur est

présentée par EET.

2.0

CAROTENOIDES TOTAUX
(hgimg d'E)
2
0

EEFE EEFL EET EEPA
Figure 13: Caroténoides totaux
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestdifférences statistiquement significatives

(p<0,05). Les barres verticales représentent ltdgpe
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Les résultats du dosage de caroténoides totauemnéssdans ldigure 13 ont montré des
teneurs variables de 0,92+0,02 ug/mg E a 1,7640¢dthg E dont la teneur la plus élevée est obtenue
par EEPA, alors que la teneur la plus faible estwée dans EEFL.

Il existe une différence significative (p<0,05) mnEEPA et les autres extraits. Par contre, il

n'existe pas une différence significative (p>0,8B)re EET et les deux extraits EEFL et EEFE.

Nos résultats sont en accord avec ceuxCHebab (2012)qui a indiqué la richesse d’extrait
d’'Artemisia herba albgplante de la famille Asteraceae) en substancksaghylliennes. Par contre,
nos résultats de dosage des caroténoides totatisigoérieurs a ceux trouves danArtemisia herba
alba (3,46+0,27 ug/gjChebab, 2012)

Il est a noter que l'augmentation des teneurs doraphylle totale est la conséquence de la
réduction de la taille des cellules foliaires sd¢'effet d’'un stress hydrique qui engendre une plus
grande concentratiofSiakhéne, 1984).Par contre, la chute des teneurs en chlorophytela
conséquence de la réduction de l'ouverture des agmmvisant a limiter les pertes en eau par
évapotranspiration et par augmentation de la gggista I'entrée du G@tmosphérique nécessaire a la
photosynthéséousba etal., 2009)

Ainsi, la teneur en chlorophylle peut étre influéagar beaucoup de facteurs tels que I'age des
feuilles, la position des feuilles, et les facteemsironnementaux tel que la lumiére, la tempéeattila
disponibilité en eauHikosaka etal., 2006)

[1.5. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des quatre extraits a étaléée par le test au DPPH. Ce test nous a pemnis d
déterminer la capacité de nos extraits a neutralesaadical liore DPPH présent dans le milieu
réactionnel. L'activité antioxydante des extraitst@ évaluée par le calcul de la valeuwpol@ui indique

la concentration nécessaire de I'extrait qui infiB&6 du radical libre DPPH. Il est a noter quetiait

qui présente la valeur d’'lgla plus faible, est I'extrait le plus puissgiMghezzi Habellah etal.,
2016).

En général, on observe qu’il a une augmentatiofadtvité antioxydante avec I'augmentation
de la concentration des extraita igure 14) et que tous les extraits étaient capables deepileg
radical DPPH libre.
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Figure 14 : L’activité antioxydante des extraits a différentesicentrations
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestdifférences statistiquement significatives

(p<0,05). Les barres verticales représentent tégpe.

A une concentration finale de 200 pg/mL, tous ledra@s ont montré une activité
antiradicalaire tres puissante contre le DPPH ades valeurs de 89,55+0,57% par EEFL,
89,00+3,05% par EET, 88,12+0,39% par EEPA et 86l8@% par EEFE. Cependant, aucun extrait

n’a montré une activité comparable a celle du steshgditamine C (93,00+0,07%).

D’apres letableau 08,le 1Cso obtenue variée entre 3,51+0,41 pg/mL E et 109, ba-ig/mL
E. Cependant, il n’existe pas une différence sicgtifve (p>0,05) entre EEFL et les deux extraits
EEFE et EEPA. Par contre il existe une différenicmicative (p<0,05) entre EET et les autres

extraits.

La valeur d’IGo la plus élevée est obtenue par I'EET, tandis quealeur la plus faible est

présentée par le standard vitamine C.
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Tableau 08: Valeurs d'1Go des extraits

EEFE EEFL EET EEPA Vitamine C
32,17+0,4%| 32,70+3,26 ¢ | 109,17+1,56 |55,09+1,84 3,51+0,4%

Note : Les résultats sont exprimés en moyenne €&Dtrois mesures. Les valeurs avec des lettréreliff (a, b, c ou d)

dans la méme ligne sont significativement difféesr(pp < 0,05).
Abréviation : EEFE : Extrait éthanoliques de feasll EEFL : Extrait éthanoliques de fleurs, EET tr&k éthanolique de

tige, EEPA : Extrait éthanolique de partie aérienne

En effet, I'efficacité des extraits a piéger &lical DPPH peut étre classé selon leup ans
I'ordre suivant : Vitamine C > EEFE > EEFL > EEPAEET (tableau 08) On remarque aussi que
EEFL et EEFE sont les extraits les plus puissaatmples extraits de la planfe squamatu®t ceci

peut étre expliqué par leur forte teneur en polypkset flavonoides.

Nos résultats sont supérieurs a ceux de D#d.€R022) qui ont montré des 4&de I'ordre de
3,125ug/mL, et inférieurs a ceux de Boulechfaragt (2014) qui ont montré des 4€de I'ordre de
351,06 ug/mL et 571,44ug/mL des fractions:-BuOH et AcOEt, respectivement. Nos résultats sont
aussi supérieurs a ceux obtenus par Boulebracheaie(2021) (IGode 'ordre de 42,71+0,88g/mL

et 40,81+7,81g/mL pour I'extrait éthanolique et I'extrait acéique, respectivement).
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Conclusion

La croissance de l'industrie et le développemasessant de nouveaux produits médicaux
synthétiques et biologiques plus efficaces n’a duil'importance des plantes médicinales dans
beaucoup de société@MS, 1998).

Aujourd’hui, a l'aide des plantes les usagedinigaux des herbes présentent un grand intérét
pour la recherche biomédicale et deviennent plymrtant que la chimiothérapie. Une partie de ce
nouvel intérét vient des plantes médicinales qui sme source inépuisable de substances et des
composés naturels biologiquement actif, et d’apas, il est nécessaire de rechercher un meilleur

traitement médical avec des traitements plus dang sffets indésirables.

Notre étude a été menée pour évaluer la tenewubstances bioactives et le potentiel
antioxydant de différents extraits de la plaAster squamatude la région d’Oum el Bouaghi. Tous
les résultats obtenus nous aménent a conclure ete plante est une source potentielle des
polyphénols, flavonoides, chlorophylles et carotdes aux propriétés antioxydantes. C’est une
source naturelle qui a prouvé son utilisation tradnelle dans de nombreux soins des maladies

associées aux stress oxydatif.
Partant de ces résultats, il est nécessaire de :

- Approfondir I'étude phytochimique en utilisant dieshniques plus performantes (comme
'HPLC, LC/MS...) pour une meilleure identificatiored molécules bioactifs,

- Etablir d’autres testi® vitro pour confirmer le pouvoir antioxydant,

- Etablir des testi vivo pour confirmer I'efficacité de cette derniérenafie I'utiliser pour

I'intérét de la santé humaine.
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