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Résumeé

Ce travail est consacré a I'évaluation du pouvoir antioxydant de deux extraits butanoliques provenant
d'une plante médicinale appartenant & la famille des Astéracées, plus précisément du genre
Centaurea. Ces extraits sont obtenus a partir des feuilles et des fleurs de la plante.

Quatre methodes ont été utilisées pour évaluer l'activité antioxydante : le test du DPPH, le test de
'ABTS, le test du FRAP et le test de la phénanthroline. Parmi ces méthodes, la phénanthroline a
révelé la meilleure activité antioxydante pour les deux extraits. L'extrait n-BuOH des fleurs a presenté
un Aos de 8,90 + 2,23 ug/ml, tandis que I'extrait n-BuOH des feuilles a montré un Aos de 55,66 *

3,47 ug/ml. Ces valeurs étaient supeérieures a celles des autres méthodes évaluées.

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits n-BuOH des feuilles et des fleurs de la plante a
permis de constater que l'extrait provenant des fleurs présentait la capacité antioxydante la plus

élevée.

Mots clés :

Asteraceae, Centaurea, activité antioxydante, DPPH, ABTS, FRAP, phenanthroline.



Abstract

This work is devoted to evaluating the antioxidant power of two butanol extracts from a medicinal
plant belonging to the Asteraceae family, more specifically the Centaurea genus. These extracts are
obtained from the plant's leaves and flowers.

Four methods were used to assess antioxidant activity: the DPPH test, the ABTS test, the FRAP test
and the phenanthroline test. Of these methods, phenanthroline showed the best antioxidant activity
for both extracts. The flower n-BuOH extract showed an Ao s 0f 8.90 + 2.23 pg/ml, while the leaf n-
BuOH extract showed an Ags 0f 55.66 * 3.47 pg/ml. These values were higher than those of the other
methods evaluated.

Evaluation of the antioxidant activity of the n-BuOH extracts from the plant's leaves and flowers

revealed that the extract from the flowers had the highest antioxidant capacity.

Key words:

Asteraceae, Centaurea, antioxidant activity, DPPH, ABTS, FRAP, phenanthroline.
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Introduction generale

Pendant des siecles, I’homme a pu compter sur la nature pour répondre a leurs besoins
fondamentaux : nourriture, abri, vétements et besoins médicaux. L'usage thérapeutique des propriétés
extraordinaires des plantes pour traiter toutes les maladies humaines est trés antienne et évolue avec
I’histoire de I’humanité (Dellile ,2007).

Malgré les avancées considérables réalisées au cours du XX®™ siécle dans le domaine de la
synthese moléculaire, I'exploration des ressources naturelles par le biais du criblage a permis la
découverte d'un grand nombre de médicaments efficaces. Ces derniers jouent un réle de plus en plus

important dans le traitement de nombreuses maladies humaines (Gurib-Fakim, 2006).

Actuellement, environ 80% de la population mondiale utilise des plantes médicinales pour traiter
leurs affections, soit en raison de la difficulté d'accéder aux médicaments modernes prescrits, soit en
raison de [l'efficacité averée de ces plantes. Pour cette raison, I'ethnobotanique et
I'ethnopharmacologie font actuellement des recensements dans le monde entier pour répertorier les
plantes reconnues pour leurs propriétés médicinales. C'est a la recherche moderne de clarifier ses

propriétés et de valider les usages traditionnels de ces plantes (Pelt, 2001).

L'Algérie compte environ 3000 especes vegétales appartenant a diverses familles botaniques,
parmi lesquelles la famille des astéracées (composées) occupe une place prépondérante et a fait

I'objet de nombreuses études approfondies (Quezel et Santa, 1963).

Centaurea est l'un des genres les plus connus de la famille des Astéracées. Il se trouve dans
différentes régions allant de I'Asie au bassin méditerranéen. Actuellement, il compte des milliers de
formes, comprenant des especes, des sous-especes et des variétés, qui sont regroupées en environ

600 especes distinctes. Certaines sont tres répandues et d'autres sont tres localisées (Bremer, 1994).
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Le genre Centaurea est reconnu pour sa richesse en biomolécules appartenant a diverses classes
de métabolites secondaires, tels que les alcaloides, les sesquitérpenoides lactones, les tritérpenoides,
les terpénoides et les polyphénols, en particulier les flavonoides. Ces derniers sont considérés comme
des constituants typiques de la famille des Astéracées en général, et du genre Centaurea en
particulier. Les flavonoides agissent comme des antioxydants primaires, aidant & stabiliser les
radicaux peroxydes, et ils ont également la capacité de chélate les métaux (Sarni-Manchado, 2006).

Ce travail de recherche se focalise sur I'évaluation des activités antioxydantes de deux extraits,
I'un & base de feuilles et l'autre a base de fleurs, d'une plante médicinale appartenant a la famille des

Astéracées, plus précisément au genre Centaurea.

Ainsi, ce manuscrit est organisé en trois chapitres, le premier chapitre concerne tout d’abord la
synthese bibliographique. Ce dernier est consacré a la présentation de I’aspect botanique suivi d’une
synthese des principaux résultats phytochimiques et biologiques antérieurs relatifs aux especes du

genre Centaurea.

Le deuxieme chapitre expose les travaux personnels realisés sur les deux extraits tels que

I’évaluation et la recherche des activités antioxydantes.

Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus concernant les activités antioxydantes des

extraits butanoliques des feuilles et des fleurs, et une discussion approfondie des résultats.

Enfin, une conclusion générale sur I’ensemble des résultats obtenus dans ce manuscrit.
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1.1 La famille des Astéracées
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Chapitre |

Synthese bibliographique

1.1 La famille des Astéracées

1.1.1 Généralités

Le nom Astéeracee est dérivé du mot grec "Aster”, qui signifie étoile, en raison de la forme de
la fleur. Les astéracées sont la plus grande famille de la division des spermatophytes. Elle
comprend prés de 25 000 especes connues regroupees en 1500 genres répartis en 17 tribus
répandues a travers le monde (Crete, 1965), ce qui represente environ 8-10 % toutes les plantes
a fleurs. Les genres les plus importants selon le nombre d'especes sont : Senecio (1500 espéces),

Vernonia (1000 espéces), Cousinia (600 espéeces) et Centaurea (600 espéeces).

La famille des Astéracées (Composées) est une importante famille de plantes dicotylédones
et, avec environ 109 genres et plus de 408 especes, fait partie des plantes medicinales devenues

trés importantes en Algérie (Quezel et Santa, 1963).

1.1.2 Distribution geographique

Les Astéracées sont distribuées dans le monde entier a l'exception de I'Antarctique. Ils
s'acclimatent bien dans les régions semi-arides tropicales et subtropicales, dans la toundra alpine
et arctique et dans les régions tempérées. En revanche, ils sont rares dans les foréts tropicales. Ce
sont essentiellement des plantes herbacées, bien que des arbres, des arbustes ou des lianes
puissent exister (Bremer, 1994).

Les premiers représentants de ce groupe semblent avoir I'Afrique, I'Australie et I'Amérique
occidentale. L'Afrique offre la plus grande diversité de preuves individuelles d'espéces éteintes.
L’ Amérique andine compte plusieurs espéces qui se rapprochent de ce qui peut étre consideré

comme le type primitif de toute la famille. Une répartition géographique sauvage importante de
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cette famille se trouve également en Turquie, au Canada, en Inde, en Iran et dans les Etats baltes

(Ivancheva et Tsvetkova, 2003).

1.1.3 Description botanique

Les astéracees ont en commun que les fleurs sont fusionnées en tétes, c'est-a-dire rapprochées,
la tige florale étant a lI'extrémité d'une branche ou d'une tige, ou entourée d'une structure florale
formée de bractées. Cette structure en forme de coupe ou de collerette est appelée involution
(Barkely, 2006).

Les fleurs des composeées sont toujours regroupees dans une inflorescence (groupe de fleurs
sur la méme tige) appelée téte ou capitule qui fonctionne comme une fleur unique. Les Astéracées
sont divisées en deux types : I’'un avec des fleurs aux pétales en forme de langue (fleurs ligulées)

et l'autre avec des pétales tubulaires (fleurs tubuleuses) (Figure.l)

Chez la moitie des espeéces, les petites fleurs centrales sont tubulaires et en forme de
minuscules disques, tandis que les fleurs périphériques ont des corolles ligulées qui s'étendent
vers I'extérieur comme de multiples pétales qui attirent les insectes pollinisateurs. Les corolles

sont entourées a la base de bractées (Ozenda, 1991).

Les feuilles sont generalement alternes. Elles peuvent également étre opposées ou réunies

dans une rosette principale (Paquerette).

Le fruit est constitué¢ d’akenes, souvent couronnés d’une aigrette de soies appelée Pappus

(Figure 1.2) qui favorise la dispersion des graines par le vent.

Les tiges sont généralement droites, mais tombent quelque fois au fait de s’élever.
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Fleurs
tubuleuses

A=Y
Leucanthemum vulgare Carduus nutans platylepis
Taraxacum officina

Figure 1.1: Types des fleurs des Astéracée (Ozenda, 1991).

Figure 1.2 : Le fruit de Taraxacum campylodes (Astéracée) (Vicki, 2009).

1.1.4 Systematique

Classification selon Cronquist (1988)

Regne Plantae

Sous-regne Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement Phanerogamae (Phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (Angiospermes)
Class Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe Asteridae

5
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Ordre Asterales

Famille Asteraceae (Compositae)

1.2 Le Genre Centaurea

1.2.1 Généralités

Le genre Centaurea appartient a la famille des Astéracées. Le genre contient environ 700
especes et est répandu en Algérie, dans le sud de I'Europe, dans la région méditerranéenne, en
Asie occidentale et dans les Amériques (Mabberley, 1987). En Algerie, elle est représentée par

45 especes dont 7 se trouvent dans le "Sahara™ méridional (Harborne, 1992).

Des études phytochimiques sur cette espéce végétale ont montré que les adventices sont tres
riches en métabolites secondaires : notamment lactones sesquiterpéniques (Fortuna, 2001 ;
Medjroubi, 2003 ; Kolli, 2012 ; Medjroubi, 2005), flavonoides (Hammoud, 2012), composés

acetyleniques, alcaloides et stéroides (Picher, 1984).

1.2.2 Description botanique du genre Centaurea

Les Centaurea sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelle ou vivaces, a feuilles
alternes. Comme pour toutes les composées, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule
multiflores homomorphes ou dimorphes, entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a

bractées imbriquées sur plusieurs rangs.

Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toutes tubuées, multiflores homomorphe ou
dimorphes, celle de la périphérie (souvent stériles) s’ouvrant largement en cinq lobes. Le plus
souvent, leur couleur varie entre le rose, le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques
espéces a fleurs jaunes. Ces fleurs entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a bractées
imbriquées et inégales sur plusieurs range, a la maniére des artichauts. Ces bractées peuvent étre
ciliées (cas le plus fréquent) ou épineuses. Leur observation est essentielle pour déterminer les
especes. Le réceptacle plan ou sub plan est garni de soies abondantes. Les fruits sont des akenes
longs ou ovoides, lisses, a hile latéral, profond, barbu ou non, portant une aigrette assez courte,

simple ou double, persistante ou caduque (Quezel et santa, 1963).

1.2.3 Distribution géographies de Centaurea

Genre Centaurea répandu géographiquement. Ce genre est présent en Europe, en Asie, en

Afrique, en Amérique du Nord (Canada et Etats-Unis) et en Australie (Mishio, 2006).
6
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Dans la nouvelle flore d'Algérie Quezel et Santa. (1963) ont signalé et décrit 45 espéces du
genre Centaurea dans le sol algérien (Quezel et Santa, 1963). Quelques exemples sont résumés
dans (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Distribution géographique de quelques especes du genre Centaurea (Mishio,

2006).
Localisation Especes
Afrique du Nord C.chamaerhaponticum, C. pullata
Algérie C.pubescens, C. musimomum, C. dimorpha
Europe C.maroccana, C. ptosimopappa
Europe de I’est C.solstitialis, C. diffusa

Région méditerranéenne  C.calcitrapa, C. hololeuca

) C.amphalotricha, C. tougourensis
Saharienne _ ] _
C.ruthencia, C. hyalolepis Boiss.

1.2.4 Utilisation du genre Centaurea en médecine traditionnelle

Plusieurs especes du genre Centaurea sont citées dans la littérature pour leur large utilisation
en meédecine traditionnelle (Yesilada, 2002) et (Kamanzi, 1983). Parmi les propriétés médicinales

attribuées aux espéces de ce genre figurent :

e Traitement de certaines maladies comme le diabéte, les rhumatismes, le paludisme,
I’hypertension (Shoeb, 2005).

e Antidiabétique et antidiarrhéique (Kose, 2007 ; Shoeb, 2005).

e Antirhumatismal (Kose, 2007).

e Effets hypoglycémiants et antipyrétiques (Masso, 1979).

Dans la médecine traditionnelle turque, les souches de Centaurea sont utilisées pour soulager
la douleur et l'inflammation, les symptémes de la polyarthrite rhumatoide, la fievre et les maux
de téte (Esra, 2009).
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1.3 Etudes chimiques antérieures sur le genre Centaurea

Le genre Centaurea est riche en métabolites secondaires, les principaux composants

comprennent les flavonoides, les sesquiterpenes, les lactones sesquiterpéniques, les stéroides, les

alcaloides et dautres composants.

1.3.1 Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles, principalement dérivées de plantes,

contenant dans leur structure chimique au moins un atome d'azote avec différents degrés de

basicité. Depuis que le premier alcaloide, la morphine, a été identifié a partir de I'opium en 1806

(Harborne et Herbert, 1998), plus de dix mille alcaloides ont été isolés a partir de plantes (Hesse,

2002).

Les alcaloides du genre Centaurea sont principalement des pyrrolizidines et des indolizidines.

Le tableau 1.2 présente quelques alcaloides isolés des especes de ce genre.

Tableau 1.2 : Quelques alcaloides isolés des especes du genre Centaurea.

Composeé
Moschamide
Schischkinine
Montamine
Tryptamine
N-(4-hydroxycinnamoyl)-5-
hydroxytryptamine
Cis-N-(4-hydroxycinnamoyl)-5-
hydroxytryptamine

Cis-moschamine

Moschamindole

Moschamindolol

Centcyamine

Cis-centcyamine

C.
C.

Especes
moschata

schischkinii

. montana

. cyanus

. moschata

. montana

. cyanus

. montana

8

Réf
(Sarker, 1998)
(Shoeb, 2005)

(Shoeb, 2006)

(Sarker, 2001)

(Sarker, 1997)

(Shoeb, 2006)
(Sarker, 2001)

(Shoeb, 2006)
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Tableau 1.2 : Quelques alcaloides isolés d’espéces du genre Centaurea. (Suite)

Composé Especes Réf
C. nigra (Middleton, 2003)
C. cyanus (Sarke, 2001)
Moschamine C. moschata (Sarker, 1997)
C. montana (Shoeb, 2006)
C. arenaria (Csapi, 2010)
C. vlachorum
(Entela, 2016)
C. vlachorum
C. nigra (Middleton, 2003)
N-(p-coumaroyl) serotonine C. montana (Shoeb, 2006)
C. moschata (Sarker, 1997)

1.3.2 Composés phénoliques

Les composés phénoliques, les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes.
Les composés phénoliques partagent une structure chimique commune contenant un cycle
aromatique avec un ou plusieurs substituants hydroxyle qui peuvent étre divisés en plusieurs
classes, et les principaux groupes de composes phénoliques comprennent les flavonoides, les

acides phénoliques, les tanins, les stilbénes et les lignanes (Alu’datt, 2017 ; Cong-Cong, 2017)

1.3.2.1 Flavonoides

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, a partir de laquelle plus de 9 000 structures naturelles ont été isolées et
caractériseées (Harbone, 1973). lls sont une source d'effets physiologiques positifs en raison de
leurs propriétés antioxydantes aprés neutralisation des radicaux libres et limitation de certains
dommages oxydatifs. lls sont considérés comme des pigments végétaux presque universels,
souvent responsables de la couleur des fleurs. , des fruits et parfois des feuilles. A I'état naturel,

les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme de glycosides (Bruneton, 1999).

Le genre Centaurea contient une large gamme de flavonoides, plus de 160 flavonoides ont

été isolés a partir de 74 espéces de Centaurea.
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Tableau 1.3 : Quelques composés flavoniques isolés des especes du genre Centaurea.

Composé
Naringenine

Hesperidine

Quercetine
Jaceosidine

Montanoside

Neohesperidine

Hispiduline

Cirsimaritine

Vicenine 2

Isoorientin 7-O-

glucoside
Afzéline

Neolignane

Kaempferol 7-O-4-

D-glucoside.
Bracteoside
Chrysine
Montanoside

Algerianine

Apigenine

Especes

C.fragilis

C.napifolia
C. hierapolitana

C. montana

0O

. fragilis

. maroccana
. acaulis

. furfuracea

. melitensis

. hierapolitana
. furfuracea

. omphalodes

. omphalotricha

. pubescens

O O O 0O o0 o0 o0 o o0

. sicula

O

. sicula

C. bornmuelleri
hausskn

C. hierapolitana
C.microcarpa

. furfuracea

. omphalodes
. montana

. africana

. orphanidea

. maroccana

O O O 0O 0O O 0

. tougourensis

Type de composé

Flavanone

Flavanone

Flavonol
Flavone
Flavanone
Flavanone O-

glycosylés

Flavone

Flavone

Flavone O- glycosylés

Flavonol O- glycosylés

flavonol O- glycosylés
Flavone
Flavone

Flavonol

Flavone
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Réf
(Azzouzi, 2016a)

(Azzouzi, 2016a)

(Akkal, 2003)
(Karamenders, 2007)
(Shoeb, 2006)

(Azzouzi, 2016a)

(Bentamene, 2007)
(Hammoud, 2012)
(Akkal, 2003)
(Ayad, 2012)
(Karamenders, 2007)
(Akkal, 2003)
(Khalfallah, 2012)
(Kolli, 2012)
(Akkal, 1997)
(Bicha, 2013)

(Atmani, 1998)

(Shoeb, 2007a)
(Karamenders, 2007)
(Louaar, 2011)

(Akkal, 2007)
(Khalfalla, 2012)
(Shoeb, 2006)
(Sghiri, 2009)
(Gousiadou, 2003)
(Bentamene, 2007)
(Nacer, 2006)
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1.3.2.2 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une classe importante de composés phénoliques dans les plantes

et se présentent sous forme libre ou combinée. Les acides phénoliques peuvent étre divisés en

deux sous-groupes : l'acide hydroxybenzoique (structure C6-C1) et I'acide hydroxycinnamique

(structure C6-C3) (Cong-Cong, 2017).

Tableau 1.4 : Quelques composés phénoliques isolés des espéces du genre Centaurea

Composé Especes

Acide salicylique
C. choulettiana

Acide 4-Hydroxybenzoique
C. fragilis

C. choulettiana

O

Acide protocatechuique . melitensis

C. fragilis

Acide chlorogenique
C. choulettiana

1.3.2.3 Lignanes

Réf
(Azzouzi, 2016b)

(Azzouzi, 2016a)
(Azzouzi, 2016b)
(Ayad, 2012)

(Azzouzi, 2016a)

(Azzouzi, 2016b)

Les lignanes sont des composés végétaux naturels constitues principalement de deux unités

phénylpropane. On les trouve dans les céréales, les fruits et les légumes.

Des études phytochimiques sur des especes du genre Centaurea ont mis en évidence la

présence de ces substances chez de nombreuses espéces. Le tableau 1.5 présente quelques

lignanes isolés d'espéces du genre Centaurea.

Tableau 1.5 : Quelques lignanes isolés des especes du genre Centaurea.

Composé Espéces

(—)Arctigenine C. diluta subsp. Algeriensis

Dehydrodiconiferyl alcohol C. hierapolitana

C. bornmuelleri Hausskn

Matairesinol

C. americana
Arctigenine

11

Réf
(Zater, 2016)

(Karamenders, 2007)

(Shoeb, 2007a)

(Cooper, 2002)
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Tableau 1.5 : Quelques lignanes isolés des espéces du genre Centaurea. (Suite)

Composé Especes Réf
Lariciresinol 4’-O-$-D-
glucopyranoside C. cyanus (Shoeb, 2004)
Berchemol
Arctiine C. nigra (Moira, 2003)
Matairesinoside C. bornmuelleri Hausskn (Shoeb, 2007a)
Matairesinol

1.3.3 Triterpénes

Les triterpenes sont des composés avec 30 atomes de carbone dans le squelette qui sont formes
par la cyclisation de I'époxyqualene. La cyclisation du cation formé par I'époxyqualéne peut
conduire a la formation de differentes formes triterpéniques : acyclique, tétracyclique ou

pentacyclique.

Cette classe de produits naturels comprend les triterpenes, les stéroides, les limonoides, les
quassinoides et les saponines triterpénoides et stéroidiennes (Sandjo, 2013). Cette classe de
produits naturels comprend les triterpenes, les stéroides, les limonoides, les quassinoides, ainsi
que les triterpénoide et saponines stéroides. (Sandjo, 2013). Ces composés sont communs a de

nombreuses plantes du genre Centaurea.

Tableau 1.6 : Quelques composés triterpéniques et stéroidiens isolés des especes Centaurea

, X Type du ,
Composé Especes ) Réf
composé

C. africana (Seghiri, 2009)
[-Sitostérol

C. omphalotricha (Mouffok, 2012)

Stérols

C. africana (Seghiril, 2009)
Daucostérol

C. omphalotricha (Mouffok, 2012)
Moschatine C. moschata Stéroides (Sarker, 1998)

12
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Tableau 1.6 : Quelques composés triterpéniques et stéroidiens isolés des espéces Centaurea

(Suite)
, X Type du ,
Composé Especes ; Réf
composé
Lupéol C. omphalotricha
(Mouffok, 2012)
Taraxasterol C. omphalotricha )
Triterpene
a-Amirine . .
C. africana (Seghiri, 2009)
S-Amirine

1.4 Etude biologique sur le genre Centaurea

Les espéces du genre centaurea sont utilisées en médecine traditionnelle car ils possedent des

propriétés thérapeutiques, le tableau regroupe quelques exemples d’espéces dont les activités

biologiques susdites ont été vérifiées et confirmees suite a différents travaux

Tableau 1.7 :  Activités biologiques de certaines especes du genre centaurea

Espéces

C. pullata

C. moschata

C. helenioides Boiss

C. calcitrapa L
C. furfuracea

. montana
. americana

. achaia

O O o o0

. thessala

Activité biologique
Antibactérienne

Antioxydant

Antibactérienne

Antiinflammatoire

Cardiotonique
Neurocytotoxique
Antipyrétique

Antiplasmodial
Cytotoxigque
Antioxydant

Antifongique

13
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(Djeddi, 2008)

(Kumarasamy, 2002)

(Hellwig, 2004)

(Mishio, 2006)

(Akkal, 2007)

(Shoeb, 2006)
(Shoeb, 2006b)
(Skaltsa, 2000a)
(Skaltsa, 2000a)
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Matériels et méethodes

Les parties aériennes de cette espece ont été séchées dans un endroit sec et aéré, a ’abri des

rayons solaires.

On a separe les feuilles et les fleurs, ensuite on a broyé chaque partie. Les feuilles pésent 500

g et les fleurs 600 g.

1.1 Extraction

Le matériel végétal est mis a macérer dans un mélange hydro-alcoolique (Ethanol/Eau ; 80:
20 ; v/v) pendant 48 heures a température ambiante. Le premier extrait récupéré est concentré
sous pression réduite a une température modérée (environ 35°C). La macération est répétée 3 fois

avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas de 24 a 48 heures.

Les trois extraits récupérés sont réunis et concentrés. A la solution obtenue, on ajoute sous
agitation magnétique, de I’eau distillée (a un rapport de 400 ml d'eau distillée pour 1 kg de matiere
seche). La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour décantation.

Cette derniere permet le dépot de la chlorophylle, des cires, du sable.

Apreés filtration on obtient une solution aqueuse de coloration rouge brune. Cette phase
aqueuse subit une extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante

en commengant par, le chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Le filtrat est épuisé par le chloroforme, la phase organique est concentrée a sec a une
température n’excédant pas 35°C, et donne une masse de 2 g de I’extrait chloroforme fleurs et

1,7 g de I’extrait chloroforme feuilles.

La phase aqueuse résiduelle est reprise avec 1’acétate d’éthyle. Cette phase acétate est

concentrée a sec et donne un extrait ACOEt de fleurs de masse 2,4 g et un extrait ACOEt de feuilles

14
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de masse 3 g.

Finalement, en suivant la méme procédure avec du n-butanol, on obtient un extrait n-butanol

des fleurs de masse 12,2 g et 10,8 g de I’extrait n-butanol des feuilles.

La figure 11.1 résume la procédure d'extraction.

( Matiere végétale seche (Fleur 600 g) et (Feuille 500 g) )

Extraction hydro-alcoolique
(EtOH/H:0) (80 : 20 : V /V)
48 heures

h

( Extrait Brut )

Addition de H:0 distillée

)

( Phase aqueuse )

Extraction par chloroforme CHCl

(3fois)
'
........... \ AN A !
Extrait CHCl; ¢ Extrait CHCL; (Phaseaqueuse)
:  Feuille(1.7¢) i : fleur (2g) i
Sassssssannensnnsnmnnnt *samwsnnnnnnnnnnnmnnns® Eixtractkln paf acétnte d‘éth}1e
(3 fois)
v
3
v
'." llllllllllllllllllll ‘.. ‘.'Illllll.ll.llllll.l.t“‘ ‘r
{  ExtraitAcOEt § ! ExtraitAcOEt : ( Phase adiense )
L feuille@Gg) 1 i fleur(24g) a
*sasmmsmmemennnnnnmnnn® SpEmsEEEEEEEEEEEEEEE - Extractinn parj!-butanol
(3 fois)
v

iIllllll-lli*lllllillill,- auEEEEEREENE * --------- ., v

( Phase aqueuse )

Extrait n-butanol Extrait n-butanol
Feuille (10,8 g) Fleur (12,2¢g

Ysamammaman sssssmnnmnn® FassssssssssmsEmssEEEa®

tapmmnnn®

.
[

- -

Figure 1.1 : Protocole d'extraction
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11.2 Matériels et produits

Ce travail a été réalisé au sein de laboratoire de biochimie au niveau du centre de recherche

en biotechnologie de Constantine (CRBt).

11.2.1 Matériels

Etuve, Bain a ultrasons, Spatule métallique,
Lecteur de microplaque a 96 puits, Tubes a essais,
Micropipette 500 pl et 2000ul, Tube Eppendorf (1ml),
Balance analytique de précision, Microplaque a 96 puits.

11.2.2 Produits chimiques

Méthanol, K2S20s, ABTS,

Ethanol, KsFe(CN)s, DPPH,

Eau distillée, FeCls, Acide trichloroacétique (TCA),
Acide ascorbique, Trolox, Phosphate buffer (pH 6,6).

Phenanthroline

11.3 Activités antioxydantes

Les antioxydants sont des "substances qui contribuent a prolonger la durée de conservation
des aliments en les protégeant des altérations causées par I'oxydation, telles que le rancissement

des graisses et les changements de couleur” (défini selon le reglement européen CE/1333/2008).

L'activité antioxydante d'un composé correspond a sa résistance a I'oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le s-caroténe (provitamine A), l'acide ascorbique (vitamine C),
le tocophérol (vitamine E) et les composés phénoliques. En fait, la plupart des antioxydants, qu'ils
soient synthétiques ou naturels, ont des groupes hydroxyles phénoliques dans leur structure, et
les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la capacité de ces composés naturels a
piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH) et les superoxydes (O2°).
(Bartosz, 2003).

Diverses méthodes sont utilisées pour évaluer l'activité antioxydante en piégeant diverse

radicale libre, parmi ces méthodes :

— ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Ricardo, 1991).
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— TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter) (Ricardo, 1991).

— Les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter)
(Benzie, 1996).

— Les radicaux ABTS" (sel d’ammonium d’acide2, 2-azinobis-3-thylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (Re, 1999).

— La méthode utilisant le radical libre DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) (Sharma,
2009 ; Popovici, 2009).

Pour évaluer l'activité antioxydante de nos extraits, nous avons mené des tests d'activité

antioxydante in vitro en utilisant quatre méthodes antioxydantes : piégeage des radicaux libres

DPPH, piégeage ABTS, réduction par formation de complexes (Fe*?> — phénanthroline) et

réduction de l'activité energétique. (FRAP) (reducing power)

11.3.1 Préparation des échantillons

Des échantillons de deux extraits (de fleurs et de feuilles de n-butanol) sont préparés a

différentes concentrations et pesés au préalable sur la balance analytique.

Apres pesee, 4 mg de chaque extrait sont dissous dans 1 ml de solvant (MeOH ou eau) dans
des tubes éppendorf (un tube pour chaque extrait) et met tout en agitation ultrasonique jusqu'a
homogénéisation des solutions.

Pour chaque solution d'extrait, six dilutions sont préparées selon la relation 1 en versant 0,5

ml de MeOH ou eau dans six tubes éppendorf de 1 ml

n : le nombre de dilution

(1/2")

Tableau I1.1 : les prévenantes concentrations des dilutions des extraits par rapport a la

concentration initiale.

N° de tube

Concentrations

Yo

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64
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11.3.2 Activité de piégeage de radical libre DPPH

11.3.2.1 Principe

Le DPPH, également connu sous le nom de 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl, est un radical libre
de couleur violette qui conserve sa stabilité a température ambiante. Son dosage est basé sur le
mécanisme de transfert d'électrons, dans lequel il est réduit en présence d'une molécule
antioxydante capable de céder un atome d'hydrogene (HA). Ce processus conduit a la formation
d'une solution de coloration jaune pale appelée DPPH-H (Figure 11.2). L'absorption du DPPH est

mesurée a une longueur d'onde de 512 a 517 nm (Molyneux, 2003).

La méthode est basée sur des criteres tels que la rapidité, la sensibilité, la facilité d'utilisation
et la faible consommation de réactifs (Musa, 2016) et est donc souvent utilisée dans I'étude des

antioxydants naturels.

v (2

N + Antioxydant (AH) NH
ON NO; = N NO,  + A
NO, NO,
DPPH DPPH-H
Couleur Violette @ Couleur Jaune

Figure 11.2 : Réduction de DPPH par un antioxydant (Molyneux, 2003).
11.3.2.2 Protocole

Dans un récipient, on ajoute 6 mg de DPPH a 100 ml de méthanol, puis on réserve le mélange
a 4°C, a l'abri de la lumiere. A l'aide d'un spectrophotométre, on mesure l'absorbance 0,5-.0,7 a
517 nm.

Dans une microplaque & 96 puits de 200 pl de volume chacun, on verse 160 pl de la solution
de DPPH. Ensuite, on I’ajoute 40 ul de chaque extrait a différentes concentrations dans les puits
correspondants. Pour le contrdle negatif, on mélange 40 ul de méthanol avec 160 pl de la solution
de DPPH.

Le mélange a été incubé a l'obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes. Enfin,

on procede a la lecture des résultats a une longueur d'onde de 517 nm.
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Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont : Trolox et acide

ascorbique.

On a évalue l'activité de piégeage des radicaux DPPH en termes de pourcentage d'inhibition

(%), et les résultats ont été exprimés en 1Cso.

L'ICso représente la concentration inhibitrice de I'extrait nécessaire pour éliminer 50% des
radicaux DPPH dans la solution réactionnelle. Si I'lCsq est plus faible, cela indique une activité

plus élevée et meilleure.

1% = Ablanc - Aechant % 100
Ablanc

A: Absorbance du contrle réactif

Asch: Absorbance de (1’extrait + réactif)

11.3.3 Activité de la réduction du radical-cation ABTS

11.3.3.1 Principe

L'ABTS (acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) est un radical stable et
incolore. En présence de persulfate de potassium (K2S20s), il s'oxyde pour former le radical
ABTS™ en extrayant un électron d'un atome d'azote de I'ABTS. Le test ABTS est utilisé pour
évaluer la capacité de piégeage et l'activité antioxydante. 1l est basé sur la capacité du compose a

neutraliser le radical-cation ABTS™, ce qui donne une couleur bleu turquoise (Re, 1999).

En présence d'un antioxydant, qui agit comme donneur d'un atome d'hydrogene (H), le

radical-cation ABTS™" se transforme en ABTSH* par piégeage d'un H* (Figure 11.3).

Cette réaction entraine la disparition de la coloration de la solution (Sochor, 2010). L'intensité
de la coloration dépend de la nature, de la concentration et de la puissance de la substance

antiradicalaire.

L'absorption de la solution est mesurée a une longueur d'onde de 734 nm.
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*H+T0,S s 5 SO +H"
\EN_N%
M M
\ /
CzHs

CzH5

“ K25,05

H+ O35 5 5 S50, +H
>:N—N:<
N\\‘ ’ II,-"N
CaHs

CzHy

ABTS

ABTS+

+ Antioxvdanis (donneur de H™)
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H
— N N
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Figure 11.3 : Formation et piégeage du radical ABTS"" par un antioxydant (Re, 1999)

11.3.2.2 Protocole

Pour préparer la solution d'ABTS a une concentration de 7 mM, on a dissous 19,2 mg d'ABTS
dans 5 ml d'eau. De méme, pour préparer la solution de persulfate de potassium K,S,0g a une
concentration de 2,45 mM, on a dissous 3,3 mg de K,S,0g dans 5 ml d'eau. Les deux solutions
ont été mélangées pour proliférer la formation de ’ABTS"" Ce mélange est ensuite laissé a 1’abri
de la lumiére et a température ambiante pendant 12 a 16 heures. Aprés cette période, le mélange

est dilué avec de I’eau distillée jusqu’a obtenir une absorbance de 0,7+0,02 a 734 nm.

Dans les microplaques, on ajoute 40 pl de I'extrait a différentes concentrations, puis on ajoute
160 pl de solution fraiche d'ABTS. Pour les derniers puits, on prépare le blanc en remplagant
I'extrait par du méthanol (MeOH). Ensuite, on incube le tout pendant 10 minutes dans l'obscurité
et a température ambiante, suivi de la lecture de l'absorbance a 734 nm a laide d'un

spectrophotometre de microplaques. (Re, 1999)

Les standards suivants on utilise dans les mémes conditions réactionnelles : Trolox et acide

ascorbique.

L’activité de capture des radicaux ABTS a été évaluée en tant que pourcentage d’inhibition

(%). Les résultats sont exprimés en ICso.
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11.3.4 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

11.3.4.1 Principe

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), qui évalue la capacité des antioxydants
a réduire le fer ferrique (Fe*) présent dans le complexe de ferricyanure de potassium KsFe(CN)e
en fer ferreux (Fe?*), est largement utilisé pour déterminer I'activité antioxydante d'un extrait. Ce
test est considéré comme direct et rapide. L'apparition du Fe?* est révélée par un changement de
couleur, passant du jaune au bleu-vert (Figure 11.4), et I'intensité de cette coloration est mesurée
a l'aide d'un spectrophotomeétre de microplaques a une longueur d'onde de 700 nm (Benzie, 1996).
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Figure 11.4 : Mécanisme réactionnel du test FRAP (Benzie, 1996).

11.3.3.2 Protocol

La méthode décrite par Oyaizu en 1986 (Oyaizu, 1086) avec une légére modification est
utilisée pour déterminer le pouvoir réducteur des extraits. Les solutions de réaction on prépare

comme suit :

— Un tampon phosphate buffer a (pH=6,6),

— La solution de ferricyanure de potassium (1%) KsFe(CN) s (1 g de KsFe(CN) e dans 100
ml H20),

— La solution d’acide trichloroacétique (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 ml H20),
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— Lasolution de chlorure de ferrique FeClz (0,1%) (0,1 g de FeCls dans 100 ml H20).

Dans chaque puits d'une microplaque a 96 puits, on ajoute 10 ul de l'extrait & différentes
concentrations, puis on ajoute 40 ul de tampon phosphate buffer (pH = 6,6), en mélangeant avec
50 ul de KsFe(CN)es (1%). Le mélange est incubé dans une étuve a 50 °C pendant 20 minutes.
Apres l'incubation, on ajoute trois solutions : 50 ul d'acide trichloroacétique (TCA) a 10%, 10 ul
de FeCl3 (0,1%) et 40 ul d'eau distillée. Il est important de noter qu'un blanc est également préparé
dans le dernier puits, en suivant la méme méthode, mais en remplagant I'extrait par du méthanol

(MeOH). La lecture est effectuée a une longueur d'onde de 700 nm.

Les résultats sont exprimés en Ao s (ug/ml), correspondant a une concentration présentant une

absorbance de 0,50.

Les standards utilisés dans les mémes conditions reactionnelles sont l'acide ascorbique et

Trolox

11.3.5 Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-

phenanthroline.

11.3.4.1 Principe

I s'agit d'une opération simple basée sur la création du complexe Fe*2-phénanthroline a partir
de fer en solution aqueuse sous forme de fer réduit (Fe*?), détectable par spectrophotométrie.
Cette réaction se deroule en présence d'1,10-phénanthroline (également connue sous le nom

d'orthophénanthroline) dans une solution acide ayant un pH compris entre 3 et 4 (Figure 11.5).

Le complexe Fe*2-phénanthroline, également connu sous le nom de férroine, présente une
couleur rouge-orangé foncé. Il est largement utilisé comme indicateur d'oxydoréduction en
chimie. Ce complexe ionique octaédrique est soluble et stable en solution aqueuse, ce qui permet
de mesurer son absorbance a une longueur d'onde de 510 nm a l'aide d'un spectrophotometre de
microplaques (Adhikamsetty, 2008 ; Belcher, 1973).
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1,10-phénanthroline Complexe Fe?*-1,10-phénanthroline

Figure 11.5 : Formation du complexe Fe*2-phenanthroline.

11.3.4.2 Protocol

La méthode décrite par Szydlowska-Czerniaka en 2008 (Szydlowska-Czerniaka, 2008) est
utilisée pour déterminer l'activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-phénanthroline

des extraits. Les solutions réactionnelles on prépare comme suit :

— Le phénanthroline (0,5 %), on prépare en dissolvant 0,05 g de 1,10-phénanthroline dans 10
ml de méthanol.

— Lechlorure ferrique FeCls (0,2 %), on prépare en dissolvant 0,02 g de FeClz dans 10 ml d'eau.

Dans les puits, on ajoute 10 ul des extraits a différentes concentrations, puis on ajoute 50 pl
de FeClz (0,2 %), suivi de I'ajout de 30 pl de phenanthroline (0,5 %) a la solution.

Enfin, on compléte le mélange avec 110 ul de méthanol, en n'oubliant pas le blanc (qui on
prépare de la méme maniere que les autres échantillons, sauf que l'extrait est remplacé par du
méthanol). Le mélange est incubé pendant 20 minutes dans une étuve a une température de 30°C,

puis on mesure I'absorbance a une longueur d'onde de 510 nm.

Les résultats sont exprimés en A0.5 (ug/ml), ce qui correspond a une concentration présentant
une absorbance de 0,50. Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont le

Trolox et I’acide ascorbique.

I1.4 Analyses statistiques

Les histogrammes et les tableaux sont tracés par le Microsoft Excel 2013.

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type, n = 3.
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Les valeurs d’ICso (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de
régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].

Les valeurs d’Aos (la concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées par la

méthode de régression linéaire a partir de la courbe [Absorbance= f (concentrations)]
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Chapitre |11

Résultats et discussion

I11.1 Rendement des extraits

Le calcul du rendement de cette extraction par rapport a la matiere seche est reporté dans le
tableau I11.1

Tableau I11.1: Rendement des extraits

Rendement (%)
Ext CHCL; | Ext AcOEt | Ext n-BuOH
Les fleurs 0,33 0,40 2,03
Les feuilles 0,34 0,60 2,16

I11. 2 Activités antioxydantes

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits. La
complexité chimique des extraits, leur polarité et leur comportement chimique peuvent entrainer

des résultats positifs selon le test utilisé.

Dans cette étude, l'activité antioxydante des extraits n-butanol des feuilles et des fleurs d'une
plante appartenant au genre Centaurea a été évaluée a l'aide de quatre méthodes le piégeage du
radical libre DPPH, la réduction du radical-cation ABTS, le test du pouvoir réducteur FRAP et
le test du phénanthroline . Il est évident qu'une seule méthode ne suffit pas a caractériser le

potentiel antioxydant d'un échantillon.

Les propriétés antioxydantes des extraits de la plante ont été comparées aux standards de

l'acide ascorbique et du Trolox pour toutes les activités.
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II1.2.1 Test de ’activité scavenger du radical DPPH

L'activité antioxydante des extraits est évaluée en mesurant leur capacité a fournir un atome

d'hydrogéne, en utilisant le radical libre stable DPPH, et cette mesure est effectuée a une longueur
d'onde de 517 nm.

Le Trolox et ’acide ascorbique sont utilisés comme référence standard. Les résultats obtenus

ont permis de tracer la courbe de pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations des
extraits et du standard (Figure 111.1).

Les valeurs d'ICso fournissent une mesure de I'activité antioxydante, ou une valeur plus faible
indique une plus grande capacité a inhiber les radicaux libres. Les valeurs de Clso, exprimées en
ug/ml, sont calculées graphiquement a partir des droites de régression obtenues, qui représentent

les pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations de l'extrait testé.

Test DPPH

100 —e— Extn-

BuOH
feuilles

Exr n-
BuOH
fleurs

Inhibition (%)

Trolox

Acide
Ascorbique

0 100 200 300 400 500
Concentration (pug/ml)

Figure I11.1 : Courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH par les différents échantillons

Les valeurs de I'lCso pour chaque extrait, ainsi que celles de Trolox et de I'acide ascorbique,
sont représentées dans le tableau 111.2.
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Tableau I11.2 : Pouvoir d’inhibition ICso des extraits et du standard utilisant le test du DPPH

Extraits et standards | 1Cso (ug/ml)
Ext n-BuOH feuilles 146,93£3,99

Ext n-BuOH fleurs 18,16+0,19
Trolox 5.12+0.21
Acide ascorbique 4.39£0.01
Test DPPH
180 164,93
160
140
T 120
S 100
~— 80
L_T 60
40 18,16 ,
20 5,1 4,39
O - I —
Ext n-BuoH Ext n-BuoH Trolox Acide
feuil Fleur Ascorbique

Extraits et Standards
Figure 111.2 : Histogrammes montrent les valeurs de I’ICso de test DPPH.

La figure I11.2 révéle que les deux extraits testés ont une activité anti radicalaire dose
dépendante vis-a-vis du DPPH'. L'extrait n-BuOH de fleurs présente un ICso de 18,16 + 0,19
ug/ml, ce qui indique une activité antioxydante modérée. En comparaison, I'extrait n-BuOH de
feuilles montre un ICso plus élevé de 146,93 + 3,99 pg/ml, ce qui suggére une activité

antioxydante relativement plus faible.

En revanche, les standards Trolox et acide ascorbique présentent des ICso plus bas. Trolox
affiche un ICso de 5,12 £ 0,21 pg/ml, tandis que l'acide ascorbique montre un ICsq de 4,39 + 0,01
ug/ml. Ces deux standards présentent donc une activité antioxydante plus élevée que les extraits

testés.

En conclusion, les extraits n-BuOH de fleurs et de feuilles présentent des activités
antioxydantes moins importantes par rapport aux standards Trolox et acide ascorbique.
Cependant, I'extrait n-BuOH de fleurs montre une activité antioxydante plus élevée que l'extrait
n-BuOH de feuilles.
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111.2.2 Activité antioxydante déterminée par la méthode d'ABTS"*

L'activité scavenger des extraits est également examinée en utilisant la méthode ABTS. Cette
méthode implique la réaction du persulfate de potassium avec 'ABTS pour former le radical
ABTS™. La génération préalable du radical avant l'ajout des extraits est nécessaire pour éviter
toute interférence des composés dans la formation du radical, ce qui pourrait surestimer la
capacité antioxydante (Katalinic, 2006).

L'incorporation de I'extrait ou des standards dans la solution entraine un changement de
couleur, indiquant la présence d'une activité scavenger des échantillons. Les résultats du test de
mesure de I'ABTS™ nous ont permis de construire des graphiques montrant la variation du

pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de chaque échantillon (Figure 111.3).

Test ABTS
120
—&— Ext n-BuOH
feuilles
100
Ext n-BuOH
= fleurs
S
g Trolox
=
2
=
[=
- Ac.asc

0 50 100 150 200 250
Concentration (pg/ml)

Figure 111.3 : Courbe de pourcentage d’inhibition de I’ ABTS par les différents échantillons.

Le tableau 111.3 présente les valeurs du pouvoir antioxydant (1Cso) des deux échantillons, ainsi
que celles des standards Trolox et acide ascorbique. Ces valeurs ont été calculées graphiquement
a l'aide des régressions linéaires des graphiques tracés.

Les valeurs d'ICsp concernant les deux extraits, le Trolox et ’acide ascorbique sont résumées
dans le tableau 111.3 et la figure 111.4.
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Tableau 111.3 : Pouvoir d’inhibition ICsg des extraits et du standard utilisant le test I’ABTS™+

Extraits et standards | 1Cso (ug/ml)
Ext n-BuOH feuilles 69,50+2,85
Ext n-BuOH fleurs 17,38+0,21
Trolox 3,21+0,06
Acide ascorbique 3,04+0,05
Test ABTS
69,5
70 \
= 60
S 50
< a0
dn 30 17,38
e L
10 P 4 4
0
Ext n-BuOH Ext n-BuOH Trolox Acide
feuille fleur Ascorpique

Extraits et Standards

Figure 111.4 : Histogrammes montrent les valeurs de I’ICsp de test ABTS.

Les résultats obtenus des pourcentages d'inhibition et des valeurs des ICso indiquent que les
deux extraits présentent des activités antioxydantes moins significatives que les deux

antioxydants de référence (Figure 111.4).

L'extrait n-BuOH des fleurs présente la plus faible 1Cso (17,38 = 0,21 pg/ml), ce qui suggere
une forte activité antioxydante. L'extrait n-BuOH des feuilles a une ICso plus élevée (69,50 + 2,85

ng/ml), indiquant une activité antioxydante relativement moins puissante que l'extrait des fleurs.

En ce qui concerne les standards, le Trolox et l'acide ascorbique ont des valeurs d'ICsg tres
similaires, avec le Trolox a 3,21 £ 0,06 pg/ml et I'acide ascorbique a 3,04 + 0,05 pg/ml. Ces deux
substances sont des antioxydants couramment utilisés comme références dans les études

antioxydantes.

En résumé, I'extrait n-BuOH des fleurs présente une activité antioxydante plus élevée que
I'extrait n-BuOH des feuilles, tandis que le Trolox et l'acide ascorbique ont des activités

antioxydantes similaires.
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111.2.3 Activité du pouvoir antioxydant réducteur ferriqgue(FRAP)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir donneur d’électron. Cette
technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®*) présent
dans le complexe KsFe(CN) de couleur jaune en fer ferreux (Fe?*) de coloration bleue verte, ce
qui est indicatif de son potentiel antioxydant.(Bentabet, 2014).

Les valeurs Aos correspondant a la concentration de 0,5 d’absorbance, ont été calculées a
partir du graphique d'absorbance en fonction de la concentration de chaque échantillon, afin de

comparer les données d’activité. Plus la valeur de 1’ Ao s est petite plus la capacité de I’antioxydant

est meilleur.

Les valeurs d'Aos0 concernant les deux extraits, le Trolox et ’acide ascorbique sont résumées

dans le tableau I11.4 et la figure 111.5.

Tableau I11.4 : Pouvoir réducteur Aos des extraits et du standard utilisant le test FRAP

Extraits et standards Aos(pg /ml)
Ext n-BuOH feuilles 144,49+7,78
Ext n-BuOH fleurs 43,11+1,27
Trolox 5,25+0,20
Acide ascorbique 3,62+0,29
160
Test FRAP
140
120
_. 100
E
\g 80
<2 60
40
20
. 5,25 3,62
Ext n- BUuOH Ext n- BUuOH Trolox Acide
Feuille Fleur Ascorbique

Extrait et standards

Figure 111.5 : Histogrammes montrent les valeurs de 1’Ags de test FRAP.
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La figure 111.5 montre que I'extrait n-BuOH des fleurs présente une Aos plus basse (43,11 +
1,27 pg/ml) par rapport a I'extrait N-BuOH des feuilles (144,49 + 7,78 pg/ml). Cela suggere que
I'extrait des fleurs a une activité antioxydante plus élevée dans I'activité FRAP que l'extrait des
feuilles.

En ce qui concerne les standards, le Trolox a une Agsde 5,25 £+ 0,20 ug/ml, tandis que l'acide
ascorbique a une Aosde 3,62 + 0,29 pg/ml. Ces deux substances ont une activité antioxydante
plus élevée que les extraits, ce qui indique qu'elles sont plus efficaces pour réduire les ions
ferriques dans l'activité FRAP.

En résumé, I'extrait n-BuOH des fleurs présente une activité antioxydante plus élevée que
I'extrait n-BuOH des feuilles dans l'activité FRAP. Cependant, les standards, tels que le Trolox
et l'acide ascorbique, ont une activité antioxydante plus élevée que les extraits, ce qui suggére

qu'ils pourraient étre plus efficaces en tant qu'antioxydants dans cette activité spécifique.

111.2.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe*? -

phenanthroline

La méthode de la phénanthroline est couramment utilisée pour évaluer la capacité
antioxydante totale des substances antioxydantes. Cette méthode est basée sur la capacité d'un
agent antioxydant a réduire le fer trivalent (Fe™) en fer divalent (Fe™). L'ion Fe™* formé réagit
ensuite avec la phénanthroline pour former un complexe de couleur rouge orangé, qui peut étre
quantifié par sa capacité d'absorption a une longueur d'onde de 510 nm (Szydtowska-Czerniaka,

2008).

Le tableau II1.5 et la figure I11.6 présentent les valeurs d'A¢s pour les deux extraits n-BuOH

(fleurs et feuilles), le Trolox et I'acide ascorbique.

Tableau I111.5 : Pouvoir réducteur Aos des extraits et du standard utilisant le test phenanthroline

Extraits et standards Aos(pg /ml)
Ext n-BuOH feuilles 55,66+3,47
Ext n-BuOH fleurs 8,90+2,23
Trolox 5,21+0,27
Acide ascorbique 3,08+0,02
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Test Phenantroline
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Figure 111.6 : Histogramme représentant les valeurs de 1’ Aos de test phenantroline

D’apres la figure I11.6, on observe que I'Ag s de I'extrait n-BuOH des fleurs (8,90 £ 2,23 ng/ml)
est considérablement plus bas que celui de I'extrait n-BuOH des feuilles (55,66 + 3,47 pg/ml).
Cela indique que l'extrait n-BuOH des fleurs possede une meilleure capacité de réduction des

ions Fe** et de formation du complexe Fe*'-phénanthroline que I'extrait n-BuOH des feuilles.

En comparaison avec les standards, le Trolox présente un Ao de 5,21 + 0,27 ug/ml, ce qui se
situe entre les valeurs des extraits n-BuOH de fleurs et de feuilles. Cela suggere que le Trolox

posséde une activité de réduction similaire a celle des extraits végétaux testés.

Par ailleurs, l'acide ascorbique présente le plus bas Aos parmi toutes les substances
comparées, avec une valeur de 3,08 + 0,02 pg/ml. Cela indique que l'acide ascorbique a la plus
forte capacité de réduction des ions Fe*" et de formation du complexe Fe?'-phénanthroline parmi

les composés étudiés.

En conséquence, l'extrait de fleurs ayant des activités antioxydantes plus levées que 1'extrait

des feuilles

111.3 Conclusion

Lors de l'utilisation des quatre méthodes, il a été observé que I'extrait butanolique des fleurs
présente une activité antioxydante supérieure a celle de I’extrait butanolique des feuilles. Cette
différence peut s'expliquer par la composition phytochimique ou/et la synergie entre les

composants. Ces deux derniéres peuvent également influencer I'activité antioxydante globale.
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D’autre part, les résultats montrent que le test a la phenthroline avait un effet antioxydant
significativement plus élevé dans les deux extraits (fleur et feuille) par rapport aux autres

activités.
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Conclusion générale

L'évaluation des plantes médicinales en termes de leurs activités biologiques a connu une
augmentation significative a I'échelle mondiale. Preuve que les molécules isolées a partir de ces
plantes sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou comme

modéle pour la synthése de nouvelles substances.

Dans le cadre de notre étude, nous nous concentrons sur l'évaluation du pouvoir antioxydant de
deux extraits butanoliques issus d'une plante médicinale de la famille des Astéracées, plus
précisément du genre Centaurea. Ces extraits sont obtenus a partir des feuilles et des fleurs de la

plante.

L'étude de utilisant différents tests tels que le DPPH, I'ABTS, le FRAP et la phénanthroline. Les
résultats ont démontré que ces extraits butanoliques présentent une capacité d'inhibition des radicaux
libres, attribuée a la présence de phénols et de flavonoides de qualité dans les extraits. De plus, ces
extraits ont montré une activité antioxydante/capacité réductrice moderée par rapport aux standards
utilisés tels que I'acide I'activité antioxydante de deux extraits butanoliques issus des feuilles et des

fleurs a été réalisée en ascorbique et le trolox.

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits n-BuOH des feuilles et des fleurs de la plante

a permis de constater que I'extrait de fleurs présentait la capacité antioxydante la plus élevée.

En outre, il convient de noter que le test a la phénantroline a démontré un effet antioxydant élevé

dans les deux extraits (fleurs et feuilles), par rapport aux autres activités évaluées.

En fin, toutes ces recherches ne représentent qu'une premiére étape dans la quéte de substances

naturelles biologiquement actives. Et pour compléter cette étude, il serait souhaitable de :

v’ Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres tests
biologiques.

v Analyser les extraits obtenus par des méthodes plus performantes.

v/ Etude pour isoler et caractériser les principes actifs responsables de ces propriétés

pharmacologiques et afin d’évaluer d’autres activités biologiques.
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