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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son

environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Ma et al., 1997).

Znviron 65-80% de la population mondiale a recours a la medicine

traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la

pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne (Ma et al., 1997).

Les plantes représentent un réservoir immense de composes potentiels

attribués aux métabolites secondaires qui ont I'avantage d'étre d'une grande diversité
de structure chimique et ils possédent un trés large éventail d'activités biologiques.
Cependant I'évaluation de ces activités demeure une tache tres intéressante qui peut

faire I'intérét de nombreuses études (Sanago, 2006).

Cest pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier la plante Aster

squamatus, une plante de la région d’Oum el Bouaghi. Cette plante a plusieurs

activités biologiques notamment 1’activité anti-inflammatoire, antimicrobienne,
Antidiarrhéique, antinéoplasique, cicatrisante et antioxydante qui sont attribuées a ses
différentes composantes actives : les flavonoides, les tanins les polyphénols ...etc.

(Ghedini & Almeida, 2007).

L’ objectif du présent travail est de démontrer la richesse de cette plante en

substances bioactives et évaluer in-vitro leurs pouvoir antiradicalaire. Pour cela, notre

étude englobe deux aspects :

v le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur
I’extraction et la quantification des composés phénoliques et
flavonoidiques.

v Le second aspect est consacré a une évaluation de [Dactivité

antiradicalaire.
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I. Stress oxydatif

1.1. Généralités

L’oxygeéne molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation des radicaux libres et d’especes
oxygenées activées (EOA) (Pincemail et al.,, 2002). En 1969, les Ameéricains
McCord et Fridovich isolent a partir des globules rouges humains, un systéeme
enzymatique antioxydant, la superoxyde dismutase (SOD), capable d’¢liminer I’anion
superoxyde, démontrant ainsi pour la premiére fois, que notre organisme produit des
EOA. Cette découverte était le point de départ, dans le monde entier, de nombreuses

recherches sur le stress oxydant et les antioxydants (Haleng et al., 2007).

Le stress oxydant représente 1’incapacité de 1’organisme a se défendre contre
I’agression d’espéces réactives oxygénées (ERO) (Cheeseman et Salter ., 1993), il
est défini comme un déséquilibre entre les espéces réactives de I'oxygene (ERO) et les
systemes de défenses antioxydants, que se soit par déficit en antioxydants, par suite
d’une surproduction des radicaux libres ou une combinaison de ces deux facteurs (Ece
et al., 2007).

1.2. Les radicaux libres (RL)

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif. En effet, ce radical libre aura toujours
tendance a remplir son orbital en captant un électron pour devenir plus stable, il va
donc se réduire en oxydant un autre composé (Joélle et Allain, 1997; Merouane et
al., 2014).

1.3. Définitions des antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi

retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).

L’action des antioxydants est régie par une balance équilibrée par la
production et la destruction des E.O.R (fig.1). elles sont produites de facon

permanente et controlée par un systéme d’antioxydants enzymatique (Dimitrios,

2006 ; Hui-Yin et al., 2007) .
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Oxydants:

E.O.R. (HzOz, OH?, Oz, '02)

Figure 01 : Equilibre entre les oxydants et les antioxydants (état physiologique).
(Dimistrios, 2006 ; Hui-Yin et al., 2007)

1.4. Classification des antioxydants
Notre organisme est équipé de tout un systéeme complexe de défenses antioxydantes

enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et

extracellulaire (Berger, 2006).
1.4.1.Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants endogenes sont principalement les enzymes comme le superoxyde
dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase, toutes trois présentes dans le

cytoplasme (Berger, 2006).
1.4.1.1. Superoxyde Dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD) constitue la premiére ligne de protection contre les
dérivés radicalaires de I'oxygene (Vergely et al., 2003). Chez I'nomme, les plus hauts
niveaux de SOD se trouvent dans le foie, la glande surrénale, les reins et la rate
(Scheibmeir et al., 2005). Elle catalyse la dismutation de I’anion superoxyde (O2*)
en O, et peroxyde d’hydrogéne (Droillard et Paulin, 1990; Valko et al., 2006).

SOD
0,4+ 0,7+ 2H" e— H,0,+ O,
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Cette réaction a pour conséquences la réduction de la disponibilité O,°", limitation de
la cascade radicalaire (OH°, ONOO"). Le H,0, est pris en charge par des enzymes de
relai (Bensakhria, 2018)

1.4.1.2. Catalase

Enzyme héminique ubiquitaire située a I’intérieur des globules rouges, elle ¢limine
H,0, par dismutation qui se fait en deux étapes (Bensakhria, 2018):

1) Catalase (Fe I11) + H,O, — Catalase (Fe V) H,O,

2) Catalase (Fe V) H,0O; + H,0O, — Catalase (Fe III) + H,O + O,

1.4.1.3.Glutathion peroxydase

Elle est 'un des principaux systémes de protection capables de réduire le peroxyde
d’hydrogene et les peroxydes organiques (ROOH) toxiques formés par I’oxydation
des acides gras ou du cholestérol ,elle utilise le glutathion réduit comme cofacteur
(Favier, 2003). Cette réduction se fait selon la réaction suivante (Bensakhria, 2018):

2GSH+ROOH — G-S-S-G + ROH + H;0O

1.4.2.Les antioxydants non enzymatiques
1.4.2.1.Vitamine E

Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé par
la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Proyor., 2000). L’a-tocophérol est
le principal antioxydant contenu dans les LDLs (Lopez et al., 2005).

Leur caractere hydrophobe permet de s’insérer au sein des membranes riches
en acides gras polyinsaturés, ou ils jouent un rdle protecteur en réagissant avec les
radicaux peroxyles (ROO¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la
propagation de la peroxydation lipidique. Si 1’a-tocophérol est le plus abondant, il
semble que le y-tocophérol soit le plus efficace a ce niveau. Les apports journaliers

d’a-tocophérol sont de ’ordre de 10 mg : il se retrouve en quantité variable dans les
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huiles (soja, mais, olive) et dans les noix et noisettes. Le y-tocophérol est présent

essentiellement dans I’huile de sésame (Haleng et al., 2007).

Figure 02 : Structure de la vitamine E (Marc et al., 2004).

1.4.2.2Vitamine C (Acide ascorbique)

Elle est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de piéger a des concentrations
tres faibles les espéces réactives de I'oxygene (Carr et Frei, 1999). Elle est un
réducteur susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la

régénération des autres antioxydants tels que les a-tocophérol (Greff, 2011).

H

,.n\O

HO

HO OH

Figure 03 : Structure de la vitamine C (Marc et al., 2004).

1.4.2.3.Les polyphénols

IIs constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les vegétaux
(Haleng et al., 2007). lls sont reconnus pour leurs multiples propriétes biologiques :
anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antifongiques, anticancéreuses incluant
I’activité antioxydante. Ce Sont des antioxydants naturels puissants impliqués dans la
défense contre les dommages oxydatifs au niveau de la cellule car ils possédent des
structures chimiques idéales. L’activité antioxydante des polyphénols est plus

puissante que celle des tocophérols et de 1’acide ascorbique (Ozsoy et al., 2008).
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Les polyphénols regroupent les principales sous-classes suivantes : les acides
phénoliques, les flavonoides, les tannins condensés, les stilbénes et les coumarines.
Plusieurs études ont montré qu’il existe une relation entre la structure et ’activité

antioxydante (Pokorny et al., 2001, Magalhaes et al., 2008) .

HO OH

Figure 04 : Structure du simple phénol (Marc et al., 2004)

1.4.2.4 Flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels qui constituent un groupe majeur de
polyphénols. Ils sont caractérisés par leur structure aromatique C6-C3-C6 (Fig05), et
qui contiennent les flavones, les flavonols, les isoflavones ; les flavonones et les

chalcones.

Ils peuvent agir de différents facons dans les processus de régulation de
régulation du stress oxydant par capture directe des espéeces réactives de 1’oxygéne,
par chélation de métaux de transition comme le fer, le cuivre ou par inhibition de
I’activité de certains enzymes responsables de la production des espéces réactives de

I’oxygéne comme la xanthine oxydase ( Lahouel et al., 2006).
OH
HO O @
O > OH
C
3
OH
OH

Figure 05 : Structure de base des flavonoides (Pokorny et al., 2001).
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1.4.2.5. 3- carotene

Le chef de file des caroténoides également appelé provitamine A car, apres hydrolyse
hépatique, il donne naissance a deux molécules de vitamine A. il capte I'oxygéne
singulet sous faible pression d'oxygeéne et, avec les autres caroténoides, il a le pouvoir
de terminer les réactions en chaine de lipoperoxydation. Il protege les structures
cellulaires contre I'agression oxydante : il s'oppose a la cyto- et a la génotoxicite de

nombreux agents (Goudable et Favier, 1997).

H;‘: CHL CH! CH_:' 3 N
N/ _

- o, A s .I " - . .
o e i e, T e, e e T
| ¥ = =2 = o _I_ S i g

. g i
e CH, h-caroténe CH, cH; HC CH,

Figure 06 : Structure de B-caroténe (Smirnoff, 2005).

1.4.2.6.Glutathion

Est un cofacteur de I’enzyme GPx. C’est un tripeptide naturel, la L-y-glutamyl-
Lcysteinylglycine hydrosoluble (cytoplasme, noyau, mitochondries) dont le GSH
constitue 90% de sa teneur totale. Le glutathion est le cofacteur de nombreuses
enzymes antioxydantes (GPx) il permet la réduction protéines oxydées par

conjugaison aux espéeces électrophiles selon les réactions suivantes :
1) GSH + R°— GS° + RH
2) GS° + GS°— GSSG

Le glutathion permet 1’élimination des espéces OH°, O, par interaction directe.
L’interaction GSH - 4-HNE conduit a la formation d’adduits non toxiques
(Bensakhria, 2018).

1.5. Mécanismes d’actions

Les mécanismes les plus fréquents sont D’interruption de la spirale oxydative

(vitamines C et E, NADPH, glutathion), la prévention des dégats par la mise a
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disposition d’électrons (céruloplasmine, vitamine C, superoxyde dismutase, GSHPX),

et la réparation des molécules de DNA (Zn, acide folique, niacine) (Berger, 2006).

Tableau 01: Mécanisme d’action des antioxydants d’origine enzymatique

Enzyme

Mécanisme d’action

Références

Superoxyde dismutase

Elimination du radical
superoxyde O en le
transformant en  peroxyde
d’hydrogene (H20,).

Glutathion peroxydase

Elimination du  peroxyde
d’hydrogéne (H20,) et le
hydroperoxyde lipidique
(ROOH), en association avec
le glutathion pour donner
respectivement une molécule
d’eau et (ROH).

Catalase

Transformation du peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) en simple

molécule d’eau.

Simonoff et Simonoff,

1991 ;

Pokorny et al. , 2001 ;

Iriti et Faoro- Water,

2008
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Tableau 02:

enzymatique

Mécanisme d’action des antioxydants d’origine non

Substances | Mécanismes d’actions Références
Vitamines : | -Protege efficacement les protéines sans protéger
-VitC les lipides
-Piege le superoxyde au niveau du cytoplasme
-VitE -Elle intervient dans la protection des acides gras Kraus et al.,
insaturés, tres sensibles a I'oxydation du fait de 1997 ;
leur structure. Aurousseau,
-Elle empéche ainsi la formation des radicaux 2002 ; Kraus et
peroxyles. al., 1997;
-Elle participe également a la protection des Pokorny et al.,
structures lipidiques, notamment celles des 2001
membranes des cellules et celles des
lipoprotéines
-Elle inhibe la peroxidation lipidique par
piégeage d’oxygene singulet.
- caroténe : | -Piégeage de I'oxygene singulet O, et bloquage
o ) Pokorny et al.,
des réactions en chaines.
o o _ 2001 ;
-Inhibition spécifique de la surproduction de
Aurousseau,
peroxyde d’hydrogéne. En présence de basses
. . r " | 2002 ; Palozza et
eneurs en oxygéne, elle protege plus
: . . al., 1995)
efficacement les lipides que la vitamine E.
Les -Inhibition des E.O.R (102)
polyphénols | -Piégeage des radicaux libres Pokorny et al.,

-Chélation des ions métalliques responsables de
la production des E.O.R

-Inhibition des enzymes responsables de la
des xanthine

production E.O.R (exemple

oxydase et cyclooxygenase).

2001, Magalhaes
et al., 2008
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-Piégeage direct des radicaux libres.
Les -Inhibition de la peroxydation lipidique.

flavonoides | -Inhibition des enzymes responsables de la
production des E.O.R.
-Chélation des ions métalliques responsables de
la production des E.O.R.

Halliwell, 1994

1.6. Pathologies liées au stress oxydatif

Le stress oxydant a été largement étudié durant les 20 dernieres années. Il joue un réle

important dans les dommages cellulaires et il est impliqué de maniére significative

dans plusieurs physiopathologies des maladies fortement répandues (Rodrigo, 2009).

Tableau 03 : Exemples des pathologies liées au stress oxydatif (Bensakhria, 2018)

Maladies ou le stress
oxydatif est la

primordiale

cause

Maladies ou le stress
oxydatif est le facteur
déclencheur

Maladies entrainant un

stress oxydatif secondaire

- Cancers
- Auto-immunité

- Cataracte

- Maladie d’Alzheimer
- Sterilité masculine

- Rhumatismes

- Athéromes

- Asthmes

- Diabéte
- Insuffisance rénale

- Maladie de Parkinson.
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Il. La plante médicinale sélectionnée

I1.1. Généralités

Les Asteraceae du latin "aster = étoile™ se réfere a la forme de l'inflorescence, un mot
créé par le botaniste Ivan Ivanovi¢ Martinov en 1820, anciennement appelée
Compositae, constitue la plus grande famille des plantes a fleurs. Elle est constituée
de plus de 1500 genres et 25000 espéces dont 750 endémiques En Algérie, cette
famille est la plus importante, elle renferme 109 genres et 408 especes (Quezel et
Santa, 1963).

Cette famille présente des caractéres morphologiques divers : herbes annuelles
ou vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois,
plantes charnues (Bonnier, 1934). Bien que généralement ce soit des plantes

herbacées a feuilles isolées (Crete, 1965).

Une des propriétés typique de la famille des Asteraceae est sa richesse en
composés naturels divers. On y trouve des flavonoides et des alcaloides. C’est une
famille trés riche en lactones sesquiterpéniques qui représente des principes amers

typiques de cette famille (Harborne et Swain, 1969).

11.2. La plante Aster squamatus (Spreng.) Hieron.
11.2.1. Le genre Aster

Le genre Aster appartient a la famille Asteraceae, tribu Astereae (Corea et al.,
2004). Ce vaste genre, originaire des régions tempérées de 1’hémisphere Nord et
principalement d’Amérique du Nord (Burnie et al., 2006), comprend environ 500
espéces originaires d’ Amérique, 100 espéces distribuées dans la chine et d'autres sont
originaires d'Europe, d'Asie, et Afrique du Sud (Oren-Shamir et al., 2000 ; Liu et
al., 2010).

Les espéces de ce genre sont des plantes herbacées vivaces et caduques ou de
sous-arbrisseaux persistants, variant en taille de la miniature pour rocaille a la géante,
de 2m de hauteur. Les asters portent des feuilles simples, le plus souvent a marge lisse

assez petite, parfois pubescente. Les plantes se revétent, généralement en fin d’été ou
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en automne, de capitules voyants dans une vaste gamme de coloris dans les bleu,
violet, pourpre, rose, rouge et blanc, présentant toujours un disque central jaune ou
violet( Burnie et al., 2006).

Il est indiqué dans la littérature que les espéces du genre Aster ont été
également utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement des morsures de
serpent, fievre, rhume, angine et piqdre d'abeille (Corea et al., 2004). Ainsi, ils sont
utilisees pour soulager la toux, réduire des expectorations (Liu et al., 2010), et

comme antidiarrhéique, antinéoplasique et cicatrisante (Ghedini et Almeida, 2007).

11.2.2. L’espece Aster squamatus (Spreng.) Hieron.

11.2.2.1. Classification
Regne : Plantae

Embranchement : Angiospermae
Classe : Dicotylédonae

Sous classe : Asteridae

Ordre : Astérale

Famille : Asteraceae

Tribu : Astereae

Sous-tribu : Asterinae

Genre : Aster

Espéce: Aster squamatus (Spreng.) Hieron

Figure 07 : Aster squamatus (Spreng.) Hieron

11.3. Description botanique et aire géographique

Aster squamatus est une plante halophile et annuelle d’automne, est originaire
d'’Amérique du Sud, naturalisée un peu partout jusque dans les oasis du Sahara

(Quezel et Santa, 1963), caractérisé par :
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Les tiges : sont tres fins, est rougeatre de 40 a 80 cm (Quezel et Santa, 1963).

Les feuilles : possédé des feuilles premieres ovales et entieres, les inférieures glabres,

alternes, charnues et trés étroites entiéres (site 1).

Les Capitules : sont petits (6-7 mm de diam) (Quezel et Santa, 1963).

Les akénes : sont fusiformes et tres petits (2 mm env.) (Quezel et Santa, 1963).
I1.4. La composition chimique

La littérature indique la présence d’acides caféique, cinnamique et sinapique dans
ces fractions solubles des extraits aqueux de feuilles, des tiges et des racines de la
plante Aster squamatus. Ainsi, plusieurs flavonoides ont été isolé a partir des fleurs de
la plante tels que : squamatine, ternatine, ramnetime, kaempférol, baicaleine, luteolin-
7-méthyetherleter, et quercétine (El Sayed et Ross, 1987; Sperotto et al., 2002).

I1.5. Les propriétés biologiques

Aster squamatus est doué de plusieurs propriétés biologiques prouvées
par des études in vitro et in vivo (Tableau 04).

Tableau 04: Les différentes activités biologiques de la plante Aster

squamatus

Activite biologique | Partie de la Type d’extrait Référence

plante étudiée

Effet antioxydant Feuilles Extrait Ghedini et al., (2002),
éthanolique
Feuilles Fractions acétate | Boulechfar et al.,
d’éthyle et n-| (2014)
butanol
Feuilles Extraits Boulebrachene et al.,

éthanolique et | 2021)

acétonique

Activité Feuilles Fractions acétate | Boulechfar et al.,
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antibactérienne d’éthyle et n- | (2014)
butanol
Activité Feuilles Extraits Boulebrachene et al.,
photoprotectrice éthanolique et | 2021)
acétonique
Anti ulcérogéne Feuilles Fraction éthanol, | Ghedini et al., (2002).

chloroforme et

éther de pétrole

Inhibition de la
sécrétion de 1’acide

gastrique

Effet anti diarrhéique

Effet antinéoplasique

Effet cicatrisant

Partie aérienne

Fraction
butanolique
Extrait  aqueux
brut

Fraction
butanolique
Fraction
butanolique

Ghedini etAlmeida.,
(2007)

Réduction de la
propulsion gastro-

intestinale

Feuilles, tige,

racines

Extrait aqueux et

Ethanolique

Sperotto et al., (2002)
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I. Etude phytochimique
I.1. Récolte du matériel végétal

La plante Aster squamatus a été récoltée de la région d’Oum el Bouaghi a la fin du
mois de septembre 2019 (stade de floraison). Apres séchage dans un endroit sec a
I’abri des rayons solaires, afin de préserver au maximum 1’intégrité des molécules, les
feuilles ont été coupées en petits morceaux, et broyées dans un moulin électrique, puis

pesées. Ce matériel végétal a été réservé pour I’extraction des polyphénols.
1.2. L’extraction liquide-liquide

L’extrait éthanolique brut, préparé par Boulebrachene et al. en 2021, est traité
avec une quantité¢ d’eau bouillante. La solution obtenue est laissée au repos pendant
une nuit pour décantation. Celle-ci permet le dépdt de la chlorophylle, des cires, du

sable, des résines, etc..... aprés filtration, on obtient une solution aqueuse.

A D’aide d’une ampoule a décanter de 1L, nous avons procédé a des extractions
Successives de type liquide-liquide, par affrontement & des solvants organiques de
polarité croissante :

e [’éther de pétrole qui permet d’éliminer les maticres grasses, les
chlorophylles, et les impuretés.

e Le chloroforme qui permet I’extraction des aglycones méthoxylés et peu
hydroxylés

e [’acétate d’éthyle qui permet 1’extraction des aglycones polyhydroxylés et
monoglycosylés et partiellement les diglycosylés.

e le n-butanol qui accéde aux hétérosides polyglycosylés et aussi les hétérosides
de type C-glycosyle.

La phase aqueuse et le solvant sont agités énergiquement puis laissés au repos
pendant 30 minutes, la phase aqueuse (qui est au fond de 1’ampoule) et la phase
chargée de molécules spécifiques sont récupérées séparément. Les 4 phases
organiques récupérés sont évaporées sous pression reduite,. Les extraits obtenus sont

ensuite stockes a une température ambiante jusqu'a leur utilisation.
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Les différentes étapes de 1’extraction des feuilles d’Aster squamatus sont

représentées dans le schéma ci-dessous :

Macération de matériel
végétal sec dans un mélange
méthanol /eau (70 / 30 :v /v)

Solution aqueuse

l L’éther de pétrole

Fraction éther de pétrole N—] Phase aqueuse

l Chloroforme

Q:raction Chloroformique ) <— Phase aqueuse

l L’acétate d’éthyle

(F raction Acétate d’éthyle > P Phase aqueuse
l n-Butanol

Fraction n-Butanolique P — Phase aqueuse

Figure 08 : Schéma de I’extraction des feuilles de 1’espéce Aster squamatus

(Spreng.) Hieron.
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1.3. Analyse quantitative des extraits des feuilles d’Aster squamatus (Spreng.)

Hieron.
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux des extraits

Le dosage des polyphénols totaux de nos extraits chloroformique, acétate d’éthyle et
butanolique a été effectué selon la méthode du réactif colorimétrique Folin-Ciocalteu
décrite par Wong et al., (2006).

» Principe :

11 consiste a mélanger 200 puL de chaque extrait (0.5 mg d’extrait dilué dans 1 mL
Méthanol) avec 1mL de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans I’eau distillé).
Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 4 minutes. Apres 1’incubation,
800 puL de la solution de carbonate de sodium Na,COjs (75 g/L) a été ajoutée. Le
développement d’une couleur bleue est obtenu aprés incubation a 1’obscurité et a
température ambiante pendant 2h. Aprées incubation, 1’absorbance est mesuré par un
spectrophotométre a 765 nm. Le blanc de la réaction ne contenant pas des

polyphénols est réalisé et considéré comme le point 0 en mg/mL.
> Expression des résultats

La concentration en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression linéaire de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide
gallique (10-200 pg/mL) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique

par milligramme d’extrait (ug EAG/mg E)

1.3.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par (Djeridane et al., 2006) est

utilisee pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.
» Principe:

1 ml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions

convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlICl;3 (2% dans le
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méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été lue

apres 10 minutes d’incubation.
> Expression des résultats

La concentration en flavonoides totaux est calculée a partir de I’équation de
régression linéaire de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon la
quercétine et exprimée en microgrammes d’équivalents quercétine par milligramme

d’extrait (2.5-30 ug EAG/mg E)
I1. Etude de ’activité antioxydante
11.1. Test au DPPH

L'activité antiradicalaire de nos extraits a été déterminée spectrophotométriqguement
par le test du DPPH selon le protocole de Blois (1958). L’acide ascorbique (vitamine

C) a été utilisé comme standard antioxydant.

Du point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH est recommandé

pour des composes contenant les groupes SH, NH et OH (Salah et al., 1995).
» Principe

4 mg de DPPH sont dissout dans un volume de 100 mL de méthanol. Puis 1600 puL de
DPPH ont été ajouté a 400 uL de chaque extrait. Le mélange a été vigoureusement

agité et 1'absorbance a 517 nm a été lue apres 30 minutes d’incubation.
» L’expression des résultats:

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que I’activité anti-radicalaire ou qui est

estimée selon la formule suivante:
% d’activité antiradicalaire = [(Ao-A1) /Ap] x 100

Ao : Absorbance du Blanc

A7 : Absorbance de 1’extrait

Ou en calculant 1’ICsp qui est la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50%
du radical DPPH.
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I11. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triples et les résultats sont exprimés en

moyenne + écart- type. L analyse statistique des résultats a été réalisée par le T-test en
utilisant Microsoft® Office Excel 2010.
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I. Etude phytochimique
I.1. Teneur en composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir
de la courbe d’étalonnage et exprimée en microgrammes équivalent acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg E), en utilisant la courbe d’étalonnage de 1’acide

gallique (Figure 09).

=
>

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

o =
™ =N
€

o
~

Absorbance a 765 nm
o
D
€

o
N

o
o

50 100 150 200 250
Concentration (pg/mL)

Figure 09: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats du dosage des polyphénols totaux présentés dans la figure 10 indiquent
qu’il existe une différence significative (p<0.05) entre I’extrait acétate d’éthyle et n-
butanol et I’extrait Chloroformique et n-butanol, par contre il n’y a pas une différence

significative (p>0.05) entre les extraits chloroformique et acétate éthyle.

Ainsi, la fraction n-BuOH d’extrait éthanolique de feuilles d’A. squamatus
représente la teneur la plus élevée en polyphénols avec une teneur de 118+1,54 pg

2eme

EAG/ mg, tandis que la fraction AcOEt vient en position avec une teneur de 98,1
+1,11ug EAG/ mg, en 3°™ position la fraction chloroformique avec une teneur 93,9
+3,99 ng EAG/mg. Ces résultats confirment la richesse des feuilles d’A. squamatus en

substances polyphénoliques.
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Figure 10 : Teneur en composes phénoliques des extraits de la plante Aster
Squamatus

L’étude menée par Boulechfar et al. (2014), sur les fractions n-BuOH et
AcOEt de D’extrait méthanolique des feuilles d’A. squamatus, indiquent que les
teneurs obtenues par des fractions n-BuOH et AcOEt se référent respectivement
19,8211 ,61 ug EAG/mg E et 8.86 £1.31 ug EAG/ mg E sont inférieures par rapport a
nos résultats. Les travaux de Ravipati et al. (2012), sur I’extrait éthanolique des
feuilles d’A. tataricus L, ont indiqué une teneur en polyphénols totaux (6,95+0,00
mg/g) aussi inférieure en comparaison avec nos résultats. Les travaux de
Boulebrachene et al. (2021) sur I’extrait éthanolique et acétonique des feuilles d’
d’A. squamatus, indiquent que les teneurs obtenues des deux extraits éthanolique et
acétonique sont de I’ordre (402,10+0,89 et 464.92 +9,33 pg EAG/mg d’extrait),

respectivement, sont supérieures en comparaissant avec nos résultats.

La teneur en polyphénols d’un extrait dépend de la méthode d’extraction
utilisée, de la nature du solvant ainsi que du matériel végétal utilisé (Hayouni et al.,
2007), et les facteurs intrinseques (génétique) et extrinséques (conditions climatiques,
les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh
et al., 2008 ; Podsedek, 2007).
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1.2. Teneurs en flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode au trichlorure d’alumiunm
(AICI3) et rapportée en pg équivalent de quercétine/mg d’extrait, en utilisant la courbe

d’étalonnage de la quercétine (figurell).

1,2
' y =0,0313x + 0,0904

2= b d
1 R2=0,9681

0,8
0,6

04

Absorbance a 430 nm

0,2

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentration (ug/mL)

Figure 11 : Courbe d'étalonnage de la quercétine

Les résultats du dosage des flavonoides totaux présentés dans (la figure
12) indiquent qu’il n’existe pas une différence significative (p>0.05) entre I’extrait
acétate d’éthyle et n-butanol contrairement il existe une différence significative

(p<0.05) entre les extrait chloroforme et n-butanol, chloroforme et acétate éthyle.

Ainsi, les résultants trouvés dans cet étude montrent que les teneurs en flavonoide
totaux varient considérablement entre les different extraits. L’extrait butanolique
enregistre un maximum de flavonoides 24,23 +2,36 ng EQ/mg, suivi par 1’extrait
d’acétate d’éthyle de teneur 19,87 + 2,25 pg EQ/mg , tandis que la plus basse teneur
mesurée dans 1’extrait chloroformique 12,03 +0,63 pg EQ/mg
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Figure 12: Teneur en flavonoides totaux des extraits de la plante Aster squamatus

Nos résultats sont inférieurs a ceux de Boulechfar et al., (2014), qui ont
montré des contenus en flavonoides totaux des fractions n-BuOH et AcOEt avec des
teneurs de 58 ,53+5,10 mg EAG/QE et 47,11+2,82 mg EAGI/QE, respectivement.
L’étude de Ravipati et al. (2012), sur I’extrait éthanolique de 1’espéce A. tataricus L
montre une teneur en flavonoides totaux de 22,79+0,98 mg E/gE qui est proche a nos
résultats. Cependant, nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par Boulebrachene
et al.,(2021) qui ont montré des teneurs en flavonoides totaux de 1’ordre de 10,45
10,29 et 9,35+ 0,97 mg EAG/gE pour I’extrait éthanolique et I’extrait acétonique,

respectivement.

La concentration des flavonoides dans les extraits des plantes dépend de

la polarité des solvants utilisés dans la préparation des extraits (Marco.1968)

Selon I’é¢tude précédente, le genre Aster est riche en flavonoide. Ces
derniers sont largement distribuées chez les especes de ce genre (El-Sayed et al.,
1987; Allen, 1988).

I1. Etude de activité antioxydante

En raison de la gravité des maladies qu’induite par le stress oxydant, dans
ce contexte nous avons évalué in vitro 1’activité antioxydante des différents extraits
d’A. squamatus Vis-a-vis le radical DPPH en suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune a 517 nm.
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Figure 13: Réduction du radical DPPH par un antioxydant

L’ Activité antioxydante des extraits a été évaluée par le test DPPH, ce test
a permis de déterminer la capacité de nos extraits a neutraliser le radical libre DPPH
présent dans le milieu réactionnel. L’activité antioxydante des extraits a été évaluée
par le calcul de la valeur ICsy qui indique la concentration nécessaire de 1’extrait qui
inhibe 50% du radical libre DPPH. Il est a noter que plus la concentration de 1’extrait

est petite plus I’extrait est un bon antioxydant (Mghezzi Habellah et al., 2016).

Tableau 05 : Résultats du pouvoir antioxydant des extraits d’A. squamatus et de la

vitamine C.

Extraits % d’activité a 100 pg/mL I1Cs0 (ng/mL)
Acétate d’éthyle 89,53 + 0,28 23,60 + 1,63
n-butanol 89,21 +1,87° < 3,125
Chloroforme 39,37 +4,92° > 100

Vitamine C 74,86 + 2,04 7,67 +1,33°

D’apres le tableau, on remarque que les trois extraits étaient capables de piéger le

radical DPPH, dont I’extrait n-butanol a montré un pouvoir antioxydant le plus

puissant avec un ICso < 3,125 pg/mL, suivi par la vitamine C et I’extrait Acétate
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d’¢éthyle. Cependant, 1’extrait chloroformique a montré une activit¢ antioxydante la

plus faible.

Nos résultats sont inférieurs a ceux de Boulechfar et al. (2014), qui ont
montré des ICso de 1’ordre de 351,06 ug/mL et 571,44 pg/mL des fractions n-BuOH et
AcOEt, respectivement. L’étude de Ravipati et al. (2012), sur I’extrait éthanolique de
I’espéce A. tataricus L a montré une 1C50=49,93+2,02 pug/mL. Nos résultats sont aussi
inférieurs a ceux trouvés par Boulebrachene et al. (2021) qui ont étudié les extraits
bruts d’A. squamatus et ont indiqué des ICsy de I’ordre de 42,71+0,88 pg/mL et
40,81+7,87 pug/mL pour I’extrait éthanolique et I’extrait acétonique, respectivement.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques. Cette étude préliminaire a montré des
résultats intéressants et elle a indiqué 1’étude phytochimique et le potentiel
antioxydant des fractions phénoliques de I’extrait éthanolique des feuilles de la plante

Aster squamatus de la région d’Oum el Bouaghi.

L’ensemble des résultats obtenus nous ont permis de conclure que la plante est
une source potentielle de polyphénols et flavonoides possédants des propriétés
antioxydantes d’origine naturelle qui justifient son utilisation traditionnelle dans le

traitement de nombreuses affections lié au stress oxydatif.
En fin, comme perspectives on propose de :

v Evaluer I’activité antioxydante des extraits de la plante par plusieurs tests pour
confirmer leurs capacités a piéger les différents radicaux et leur pouvoir
réducteur.

v' Etudier d’autre activités biologiques (antibactérienne, antidiabétique,
anticancéreuse, anti-inflammatoire....... ).

v" Faire d’autres tests in vivo.
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Résumé

L’objectif de cette étude est la détermination de la teneur en polyphénols
et en flavonoides des fractions n-BuOH, AcOEt et chloroformique des feuilles d'Aster
squamatus, ainsi que leur propriété antioxydante. Le contenu en phénols totaux a été
évalué selon la procédure de Folin-Ciocalteu. Le contenu phénolique le plus élevé a
été obtenu par la fraction n-BuOH avec une teneur de 118+1,54 ng EAG/mg d'extrait.
Cependant, la teneur la plus élevée en flavonoides, estimée par la méthode AICI3, a
été enregistrée par la fraction n-BuOH avec une teneur de 24,23 +2,36 pg EQ/mg
d'extrait. Le test au DPPH a réveélé la capacité antioxydante des extraits n-BuOH,
AcOEt et chloroformique dont I’extrait n-butanol a montré le potentiel antioxydant le

plus puissant avec une 1Csp < 3,125 pg/mL.

Les mots clés: Aster squamatus, contenu phénolique, flavonoides, antioxydant

Abstract

The objective of this Study was the determination of phenolic and
flavonoid content of n-BuOH, AcOEt and Chloroformic extracts of Aster squamatus
leaves as well as their antioxidant properties. Total phenolic content was evaluated
according to Folin-Ciocalteu procedure. The highest phenolic content was obtained by
n-BuOH extract with amount of 118 + 1,54 ug GAE/mg of extract. However, the
highest amount of flavonoid content estimated by AICI; method, was recorded by n-
BuOH extract (24,23 + 2, 36 ug QE/mg of extract). DPPH test revealed the
antioxidant ability of n-BuOH, AcOEt and Chloroformic extracts, where n-BuOH
showed the potent antioxidant with 1Csp < 3,125 pg/mL.

Keywords: Aster squamatus, phenolic content, flavonoids, antioxydant
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Theme: Etude du potentiel antioxydant des fractions phénoliques de la plante

Aster squamatus (Spreng.) Hieron

Résumé

L’objectif de cette étude est la détermination de la teneur en polyphénols et en
flavonoides des fractions n-BuOH, AcOEt et chloroformique des feuilles d'Aster
squamatus, ainsi que leur propriété antioxydante. Le contenu en phénols totaux a été
évalué selon la procédure de Folin-Ciocalteu. Le contenu phénolique le plus élevé a
été obtenu par la fraction n-BuOH avec une teneur de 118+1,54 png EAG/mg
d'extrait. Cependant, la teneur la plus élevée en flavonoides, estimée par la méthode
AICI3, a été enregistrée par la fraction n-BuOH avec une teneur de 24,23 +2,36 pg
EQ/mg d'extrait. Le test au DPPH a révélé la capacité antioxydante des extraits n-
BuOH, AcOEt et chloroformique dont 1’extrait n-butanol a montré le potentiel
antioxydant le plus puissant avec une IC50 < 3,125 pug/mL.
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