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Résumé

Afin de valoriser les plantes sahariennes, ce travail a été menée pour faire une étude
phytochimique et I’activité biologique (antioxydante et anti-inflammatoire) des extraits bruts
de la partie aérienne de Matthiola livida DC. qu'il est développé dans la zone d'Oued-Souf.

Les résultats de la teneur en métabolites primaires montrent que les glucides sont les
constituants majeurs avec une valeur de 35.70 = 0.025 mg/g de poids sec par rapport de
protéines et lipides. L’extraction par la méthode de macération a été donnée trois extraits bruts
méthanolique, éthanolique et aqueux ou ce dernier enregistre le rendement le plus élevé (14.
61%). La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts est comprise entre (170.82 et 102.42
mg EAG/g Extrait), et le dosage des flavonoides a révélé que 1’extrait éthanolique possede la

plus haute teneur estimé en (97.03 + 4.14 mg E Qu /g Extrait).

L’activité antioxydante des extraits bruts a été évaluée par le test de DPPH" et le test
d’hémolyse. Les résultats du DPPH" montrent que I'extrait méthanolique était supérieur au
reste des extrais avec une valeur d’ICsp= 153.56 pg/ml mais en test d’hémolyse, I'extrait
éthanolique donné la meilleure protection de érythrocytes humains (16.93% d’érythrocytes
dissous chez la concentration 1 mg/ml).

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits bruts est testée par la méthode de
I'inhibition de dénaturation des protéines ou la valeur la plus éleve obtenue chez I’extrait
éthanolique (11.29+1.10 mg diclofénac E/mg Extrait). L’analyse par spectroscopie IR
permette de déterminer les fonctions chimiques on peut trouver dans nos extraits bruts comme
des groupes hydroxyles (O-H), Carbonyle (C=0), liaison (C-H), (C=C) et (C-H).

Mots clés: Matthiola livida DC.; Extraits bruts; Polyphénols totaux; Flavonoides; Activité

antioxydant; Activité anti-inflammatoire.
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Summary

In order to evaluate Saharan plants, we conducted this work, which is based on a
phytochemical study, and the biological activity (antioxidant and anti-inflammatory) of crude
extracts from the aerial part of Matthiola livida DC. which is growing in Oued-Souf region.

The results of the content of primary metabolites show that carbohydrates are the
major constituents with a value 35.70 + 0.025 mg/g dry weight relative to proteins and lipids.
The extraction by the maceration method was given three crude methanolic, ethanolic and
aqueous extracts where the latter recorded the highest yield (14.61%). The content of total
polyphenols is (between 170.82 and 102.42 mg EGA/g Extract) and in the flavonoids revealed
that the ethanol extract has the highest content (97.03 £ 4.14 mg E Qu/g Extract).

The antioxidant activity of the crude extracts was evaluated by two tests DPPHe test
and the hemolysis test. The results of the DPPHe show that the methanolic extract was
superior to the rest of the extracts with a value of (IC50 = 153.56 pg/ml) but on the hemolysis
test, the ethanolic extract gave the best protection of human erythrocytes (16.93% hemolysis

at the concentration 1 mg/ml).

The anti-inflammatory activity in vitro is tested by the method of inhibition of protein
denaturation, where the highest values obtained in the ethanol extract (11.29+1.10 mg E
diclofenac/mg Extract). Finally the analysis by IR spectroscopy allows us to determine the
chemical functions such as groups hydroxyl (O-H), Carbonyl (C = O), bond (C-H), (C = C)
and (C-H).

Keywords: Matthiola livida DC.; Crude extracts; Total Polyphenols; Flavonoids; Antioxidant

activity; Anti-inflammatory activity.
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Introduction



Introduction

Le Sahara algéerien est constitué de 500 espéces végétales, dont on dénombre 162
especes endémiques dans le Sahara seul et a laquelle s’ajoute une tradition séculaire de
pharmacopée traditionnelle. Plusieurs de ces espéces sont connues par leurs propriétés
thérapeutiques remarquables (Fellous, 2003).

L’exploitation tres vaste des plantes spontanées depuis des siecles par I’homme pour
traiter les différentes pathologies courantes ont poussé les chercheurs a étudier les activités
pharmacologiques des différents métabolites végetaux. Ces études ont pour but d’une part, de
confirmer les propriétés thérapeutiques et d’autre part 1’identification des principes actifs a

I’origine de vertus attribuées aux plantes (Tlili, 2015).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brllante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides
(Hadri, 2016).

D'autre part, 1’utilisation des molécules antioxydantes de synthese est actuellement
remise en cause en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles
sources végetales d’antioxydants naturels sont recherchées. En effet, les polyphénols sont des
composés naturels largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance
croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants
naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des

maladies inflammatoires et cardiovasculaires; ils sont également utilisés comme additifs en

Cette étude s’inscrit dans le cadre de I'é¢tude du patrimoine traditionnel, elle est
alentour I'étude phytochimique et l'activité biologique d’une plante saharienne (Matthiola
livida DC.) qui pousse dans la région d'Oued Souf. Cette plante appartient a la famille des

Brassicaceae.

Notre travail s’articule autour de 1’é¢tude phytochimique de cette plante ainsi que sur
I’évaluation in vitro de activité antioxydante et anti-inflammatoire des extraits brutes

(méthanolique, éthanolique et aqueux).



Introduction

Cette étude comporte deux parties:

La premiére partie est consacré a une synthése bibliographique, qui constitué de deux
chapitres l'un sur la présentation de la plante étudiée (Matthiola livida DC.) et la famille

Brassicaceae et l'autre sur les métabolismes secondaires.

La deuxiéme partie est expérimentale, subdivisée en deux chapitres I’un présente les
méthodes utilisées pour la réalisation de ce travail et I’autre on a traité les résultats obtenus et

la discussion. Enfin on termine par une conclusion.
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Chapitre | Généralités sur la plante Matthiola livida DC.

1.1.

Famille des Brassicaceae

La Brassicacées (latin Brassicaceae) est I’'une des familles de plantes les plus
diverses, comprenant environ 419 genres et 4130 espéces (Leurquin, 2008), elle est une
grande famille naturelle largement distribués dans le monde (El-Rabiai, 2015). C'est I'une
des familles d'angiospermes les plus importantes en raison de son importance
agronomique et scientifique. De nombreuses études phylogénétiques moléculaires a
I’échelle de la famille ont été publiées au cours de la derniére décennie (Ozuidogru et al.,
2015). Anciennement, connue sous le nom de "Cruciféres” (latin Crucifereae) (Boue et
al., 2013) pour leur corolle de 4 pétales disposés en croix c'est-a-dire les quatre pétales
donnent a la fleur une forme de croix (Turcati, 2014). Aussi, grace a leur morphologie
homogene, plus particuliérement la forme de leurs fleurs et la structure de leurs fruits,
facilement reconnaissables (Kozlowski et al., 2009).

Cette famille est tres importante autant par le nombre d'especes qu'elle regroupe que
par I'importance économique de plusieurs de ses espéces (Berreghioua, 2016). En effet,
de nombreuses especes sont utilisées comme plantes alimentaires, condiments, beaucoup
de plantes ornementales et d’autres sont employées comme sources industrielles des huiles
végétales (Smadi, 2006), tres utilisées en médecine traditionnelle marocaine. D’autres
especes sont utilisées par voie interne comme réchauffant. En médecine traditionnelle
chinoise, ils utilisent pour soulager les fiévres et pour traiter les maladies cardiaques. Au
sud Algérien, On indique pour traiter les maladies de la peau en usage externe, sous forme
de pate; au Maroc, elle est utilisée dans le traitement des maladies de Il'intestin
(Berreghioua, 2016).

Aujourd’hui, la famille des Brassicacées a une répartition cosmopolite (Kozlowski
et al., 2009) en Algérie, il y'a deux cent (200) especes (Berghioua et al., 2009), parmi les
plantes sauvages trouvées dans cette famille dans la région de I’El Oued Souf se trouve
Matthiola livida DC. (2005 «culs).

. Espece Matthiola livida DC.

Le genre Matthiola est distribué en Afrique, en Europe et en Asie. Ce genre est
représenté par environ 50 espéces dans le monde (Martin et al., 2013). Parmi eux
Matthiola longipetala (Vent.) DC. Ce derniére espece est divisée en plusieurs sous-

especes. Parmi eux on a le subsp. Livida (Delile) Maire. (Marzouk et al., 2008).
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1.3. Classification de la plante
La classification de Matthiola Livida DC. est la suivante (tableau 1).

Tableau 1 : La position systématique de Matthiola Livida DC. (Quézel et Santa, 1962;
Berghioua et al., 2009)

Régne Plantae

Division Spermaphyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Dilleniidae

Ordre Capparales

Famille Brassicaceae

Genre Matthiola

Espece Matthiola longipetala

Sous-espéce Matthiola longipetala ssp. Livida (Delile.) Maire.
Nom commun Chegara

Synonymes: Cheiranthus lividus Delile. (1814), Matthiola livida (Delile.)DC. (1821)
(figurel) (Le Floc’h et al., 2010).
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Matthiola livida

Figure 1 : Matthiola livida DC. (Ozenda, 1991; 2005 <o)
1.4. Description botanique de Matthiola livida DC.

C’est une plante couverte de poils étoilés, glandulaires et dendroides (Kadry, 2005).
Est une herbe annuelle de 15 a 50 cm de hauteur, canescentes avec poils glanduleux, étoilés et
ramifiés, glutineuses, jaune-vert. Elle posséde une tige ramifiée et dressée (Kadry, 2002). Les
feuilles sont étroites (Ozanda, 1977), recouvertes de poils étoilés et glandulaires. Les fleurs
sont petites qui mesure 1 mm de long, sépales de 7 a 9 mm (Kadry, 2002), pétales sont courts
(12-15 mm long), tres étroits (2mm large), trés ondulés, livides ou violets (Maire, 1977) .

Les fruits portant au sommet deux cornées de part et d'autre du style proéminent
(Ozanda, 1977). Le septum est membraneux chez Matthiola livida (Kadry, 2002). La graine
est de forme oblong, taille 0.8-1 x 0.4-0.6 mm, couleur de graines marron, radicule vers le bas
(Kadry, 2002).

Matthiola livida DC. se caractérise par une odeur aromatique aprées le coucher du
soleil (2005 «u«ds). 1l pousse sur sols sablonneux, oueds pierreux et plaines (Kadry, 2002),

mais plus développé dans les zones fermé protégées (2005 «aula).
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1.5. Distribution

C’est une plante se trouve dans Saudi Arabia, Palestine et North-Africa (Kadry,
2002) dans un zone géographique étroite, en particulier de ’Egypt a Morocco (Hammami et
al., 2006). Matthiola livida commun dans tout le sahara septentrional, central et sahara

oriental (Ozanda, 1977).

Figure 2 : Distribution de Matthiola Livida DC. (Kadry, 2002)

1.6. Utilisation traditionnel

Au Sahara occidental, les nomades utilisent les graines comme réchauffant (ajoutées

aux sauces du couscous au aux soupes) (Beitlakhdar, 1997). Aussi ils ont Utilisé a pastorale

(2005 «usla).
|.7. Etudes antérieurs

- L'extrait méthanolique des parties aériennes de M. Longipetala (sous-espéce livida) a
été purifié par des méthodes chromatographiques pour donner six composés flavonoides
identifiés comme kaempférol 3-O- (2 " - a-L-rhamnopyranosyl) -B-Larabinopyranoside-7-O-

a-L-rhamnopyranoside... etc (Marzouk et al., 2008).
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- Une étude phytochimique antérieure ont conduit a I’identification du glycoside de
méthylfirulate-4-O-B-D pour la premiére fois dans I’extrait méthanolique de 1’espéce
Matthiola longipetala (ssp. Livida) (Del.) Maire (Brassicaceae) poussant en Tunisie
(Hammami et al., 2009).

- L’activité cytotoxique de I'extrait alcoolique de Matthiola longipetala (subsp. Livida)
contre les lignées de cellules tumorales humaines du col de l'utérus et du c6lon. Ont montré
des valeurs ICsq de 22,1 et 53,7 g/ml, respectivement. Aucune activité n'a été trouvée contre
les cellules de carcinome de foie (Marzouk et al., 2008).

- L’administration orale d’un extrait obtenu de Matthiola livida DC. aux rats sains a
produit un effet hypoglycémique persistant. En outre, chez les rats diabétiques alloxanisés, cet
extrait a montré un effet hypoglycémique plus puissant que celui de Daonil (Bnouham et al.,
2006).
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11.1. Généralité

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base

(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) (Merghem, 2009).

Les plantes produisent en plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus
directement lors de la photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces
composés sont appelés metabolites secondaires (Hartmann, 2007). lls présentent une énorme
valeur économique (en particulier pour l'industrie pharmaceutique et la cosmétique) (Peeking
et al., 1987) car leurs propriétés comme antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires

et anticarcinogenes ou mutagenes (Epifano et al., 2007).

De nos jours, un grand nombre de ces composés sont utilisés en médecine moderne et
une majorité de ceux-ci le sont selon leur usage traditionnel. Nous citerons ci-dessous
quelques importants groupes photochimiques, source de molécules biologiquement actives
(Mohammedi, 2013).

11.2. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Boudjouref, 2011).

Les métabolites secondaires sont des molécules indirectement essentielles pour la survie
de la plante. Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en tres faible quantité, sont

d’une grande variété structurale (plus de 200,000 structures définies) (Rahmani, 2017).
11.3. Distribution et localisation

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant
une répartition limitée dans lI'organisme de la plante (Hartmann, 2007). Ce sont caractérisés
généralement par de faible concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques
pourcents du carbone total, si on exclut la lignine de cette catégorie) (Newman et Cragg,
2012).
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11.4. Biosynthése

La production des métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme
primaire, résultent généralement de trois voies de biosynthése: la voie de shikimate, la voie de
mévalonate et du pyruvate (Verpoorte et Alfermann, 2000). La plupart des précurseurs sont
issus de la glycolyse (pyruvate, ...), de la voie des pentoses phosphate (glycéraldéhyde-3-P, ...)
et du métabolisme des lipides (acétyl-CoA,. ..). Ces précurseurs sont a 1’origine de la diversité

structurale observée au niveau des métabolites secondaires (Mayer, 2004).
11.5. Role biologique

Les métabolites secondaires sont produits par les plantes afin d’accomplir des

fonctions précises comme:

- lls interviennent dans 1’adaptation de la plante a son environnement.

- Larégulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux.

- lls participent ainsi, d’une maniere trés efficace dans la tolérance des végétaux a des
stress varies: action anti-herbivore, inhibition des attaques pathogénes des bactéries et
des champignons et défense contre la sécheresse et lumiere UV.

- lls interviennent pour attirer les agents charges de la pollinisation; mais elles peuvent
étre anti-nutritives. Beaucoup de métabolites secondaires sont toxiques (Raven et al.,
2000; Hartmann, 2007).

11.6. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classes en 3 classes majeures: les polyphénols, les
terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité( Krief,
2003).

11.6.1. Polyphénols
11.6.1.1. Généralité

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires trés
largement répandues dans le regne végétal. Ces composés sont présents dans toutes les parties
des plantes mais avec une répartition quantitative qui varient entre les differents tissus. Plus de

8.000 structures ont été identifiées (Boubekri, 2014). Ainsi, ils constituent une vaste famille
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de metabolites secondaires comprenant plusieurs groupes, contenant chacun quelques dizaines
a plusieurs milliers de molécules différentes. Ces derniers sont des substances naturellement
présentes dans les fruits, les légumes, les graines, les fleurs et aussi les herbes, ou ils
contribuent a la couleur et aux propriétés sensorielles telles que I'amertume (Hadjali, 2017).
Ils sont présents aussi dans les racines, les tiges, les feuilles de tous les végétaux, en plus des
fruits et légumes on les trouve dans les boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les
céréales et les graines oléagineuses (Middleton et al., 2000).

11.6.1.2. Structure chimique

L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau benzoique au quel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre ou

engagé dans une autre fonction: éther, ester, hétéroside (figure 3) (Achat, 2013).

Groupe hydroxyle OH
Anneau
aromatique —

Figure 3 : Structure de base des polyphénols (Achat, 2013)

11.6.1.3. Biosyntheése des polyphénols
Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques:
A. Voie du schikimate

L’acide shikimique conduit a la synthése de certains acides aminés aromatiques comme
la L-phénylalanine et/ou la L-tyrosine, puis par désamination de ces derniers, aux acides
cinnamiques et & leurs dérives comme les flavonoides, les coumarines (Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh, 2011).

B. Voie de Pacétate

Ce mode de formation plus secondaire consiste en la cyclisation des chaines

polycétonique, elle obtenues par condensation de groupements acétates (figure 4) (Bruneton,
1993).
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Lipides
GLUCIDES P
Acides gras
Voie des Pentoses P
3-oxydation
l l ( Poxydation )
l Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate
ACIDE . ags s sédtrd O
GALLIQUE Acide shikimique Tu:r}i CoA
NH; — =— NH
/ \ ! Malonyl CoA
Tyrosine Phénylalanine
TANINS 3 Malonyl CoA

HYDROLYSABLES NHJ-\ ,/4 NH,

Acide cinnamique
~ Polyethylcétone

e Ve

“yelisation

CHALCONES

FLAVONOIDES

ANTHOCYANES

1

TANINS CONDENSES

Figure 4 : Représentation des voies de biosynthése des polyphénols (Akroum, 2011)

11.6.1.4. Propriétes biologiques

Les polyphénols prennent une importance croissante grace a leurs propriétés et leurs

effets bénéfiques sur la santé des étres humains ou chez les végétaux.
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- lls constituent une importante famille d’antioxydants dans les fruits et les Iégumes.

- Un réle dans le contrdle de la croissance et le développement des plantes en
interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance.

- Certains d’entre eux jouent le rdle permettant de lutter contre les infections causées par
les champignons ou par les bactéries.

- D’autres sont des inhibiteurs d’enzymes et interviennent dans la protection de
I’homme Vvis-a-vis de certaines maladies.

- Les polyphénols sont également utilisés dans I’industrie agro-alimentaire comme

additif, colorant, arébme ou agent de conservation (Macheix et al., 2005).

Aussi, ils montrent des activités anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, analgésiques,
antibactériennes, antivirales, anticancéreuses, anti-allergénes, vasodilatatrices (figure 5)
(Stoclet et al., 2004).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

T

Détoxifiant «———_ POLYPHENOLS<_—> An’ri—inﬂammutoirec

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

ﬁ
eNO5 NO

MNF-xB

iNOS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 5 : Effets biologiques des polyphénols (Benhamama, 2015)
11.6.1.5. Classification des polyphénols

Une classification de ces substances a été proposée par Harborne en 1980, on peut

distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
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d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes

sont largement répandues (tableau 2) (Tlili, 2015).

Tableau 2 : Les principales classes de composants phénoliques (Bellebcir, 2008)

Squelette Carboné Classe

Cs Phénols simples

Cs-Cy Acides hydroxybenzoiques

Cs-C3 Acides hydroxycinnamique, coumarines
Cs-C4 Naphtoquinones

Cs-C2-Cs Stilbénes

C6-C3-C Flavonoides

(C6-C3) 2 Lignanes

(C6-C3)n Lignines

(C6-C3-Co) n Tanins

11.6.1.5.1. Phénols simples

Les phénols simples sont des composes phénoliques dont la structure est faite d’un
phénol et d’un ou plusieurs groupements hydroxyles (Kone, 2018). lls sont rares dans la

nature, exemple catéchol (Krief, 2003).
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11.6.1.5.2. Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, Ils sont incolores et plut6ét rares dans la nature (Ignat et al., 2011). lls sont
représentés par deux sous-classes, les acides hydroxybenzoiques et les acides

hydroxycinnamiques (Ramla, 2017).
» Acides hydroxybenzoiques

Acides hydroxybenzoiques (C6-C1): dérivent de 1’acide benzoique, exemple: 1’acide
gallique, Vanillique (tableau 3) (Boubekri, 2014).

Tableau 3 : Exemples de dérivés d’acide hydroxybenzoique (Theriault, 2004)

Squelette Compose Ri R Ry Ry

Acide vanillique H OCH; OH H
R2 1

R3

R4 Acide gallique H OH OH OH

» Acides hydroxycinnamiques
Acides hydroxycinnamiques (C6-C3): dérivent de I1’acide cinnamique, exemple:
I’acide p-coumarique, 1’acide férulique, 1’acide caféique (tableau 4) (Khater, 2011), les acides
hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques (Pandey et Rizvi,
2009).
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Tableau 4 : Exemples de dérivés de I’acide hydroxycinnamique (Ksouri et al., 2012)

Composé Ry R> Rs
Squelette de base
Acide p-coumarique H OH H
OH
R >~ R‘O
. Acide férulique OCH; OH H
2
RS

Acide caféique OH OH H

11.6.1.5.3. Flavonoides
11.6.1.5.3.1. Généralité

Le terme flavonoide (de flavus « jaune »> en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Benmoussa et al., 2008). C’est le
groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des structures

chimiques variées et des caractéristiques propres (Benhammou, 2012).

IIs constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de
différents organes végétaux (Havsteen, 2002). Actuellement, environ de 4000 composés
flavoniques sont connus et ont tous le méme squelette de base a 15 atomes de carbones,
constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont relies entre eux par une chaine en C3

en formant ainsi I'hétérocycle(C) (figure 6) (Akroum, 2011).

Figure 6 : Squelette de base des flavonoides (Collin et Creast, 2011)
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Geénéralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6

(Emerenciano et al., 2007) en formant une structure de type diphényle propane dont des

groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les

noyaux de cette molécule (Narayana et al., 2001; Malesev et Kuntic, 2007).

11.6.1.5.3.2. Classification

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes : flavones, flavanols, flavonols,

isoflavones, flavanones et anthocyanes (tableau 5) (Tabart, 2011).

Tableau 5 : Principales classes des flavonoides avec quelques exemples (Nkhili, 2009)

Classes Structures chimiques R3' R4'| R5' Exemples
RE H OH| H Apigénine
Flavones =R ©‘~| © OH OH| H Lutéoline
J B OH |OCH3| H Diosmétine
R3
R4 H OH| H Kaempférol
Flavonols ol @‘l @ OH OH| H Quercétine
RS
J, & ‘o OH |OH |OH Myrecétine
R3’
Flavanols OH OH | H Catéchine
H |OH H Naringénine
Flavanones
OH OH | H Eriodictyol
H |OH H Pelargonidine
Anthocyanidines OH |OH H Cyanidine
OH |OH OH | Delphénidine
R5 |R7 |R&
OH |OH |OH Genisteine
Isoflavones
H O-Glu| OH Daidezine
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11.6.1.5.3.3. Propriété biologique des flavonoides

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes

et notamment a celle des fleurs (Hammoudi, 2009).

Les flavonoides présentent de nombreuses activités: antioxydants, anti-inflammatoires,
antivirales, antiallergiques, anti-hypertensives, hypocholestérolémiantes, anticancéreuse,
inhibitrices d’enzymes et préventions des maladies cardiovasculaires; en pharmacologie les
aglycones sont particuliérement efficaces (Sharma et al., 2008 ; Ferradji, 2010). Aussi ils
protégent la plante contre l'attaque des champignons et des insectes. Les flavonoides montrent
a des propriétés dans le contr6le de la croissance et du developpement des plantes en
interagissant d’une maniére complexe avec les diverses hormones végétales de croissance
(Merghem, 2009).

11.6.1.5.4. Tanins
11.6.1.5.4.1. Généralité

Les tanins (ou les tannins) sont des polyphénols polaires de haut poids moléculaire
(>3000Da) d’origine végétale existant dans presque toutes les parties de la plante: écorce,
bois, feuilles, fruits et racines. Ces composés naturellement produits par les plantes et se
caractérisent par leur facilité a se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant
(Khanbabaea et Ree, 2001). Les tanins, communs aux plantes vasculaires, existent
principalement dans les tissus ligneux, Les tissus végétaux riches en tanins ont un godt tres

amer et sont évités par la plupart des animaux (Kone, 2018).
11.6.1.5.4.2. Classification
Selon la nature des assemblages moléculaires, les tanins sont classés en 2 groupes:
» Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters de glucides (généralement le glucose) et d’acides phénols (acide

gallique ou ellagique). lls sont divisés en deux types:

- Les tanins galliques (Gallo tanins) qui sont les esters d’oses (glucose) et d’acides

galliques.
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- Les tanins ellagiques (Ellagi tanins) qui sont des esters d’oses et d’acide ellagiques
(Macheix et al., 2005).

- lls sont caractérises par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique
(alcaline ou acide) ou enzymatique telle que la tannase (figure7) (Rira, 2006 ;
Kahlouche, 2014).
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Figure 7 : Structure générale de tanins hydrolysable (Berreghioua, 2016)

» Tanins condensées

Les tannins condensés, appelés aussi pro-anthocyanidines, ils sont des polymeres
d’unités flavonoides (flavan-3-ols et/ou flavan-3,4-diols) reliées par des liaisons fortes

carbone-carbone ayant un poids moléculaire élevé (Hagerman, 2002 ; Kahlouche, 2014).

Les tanins condensés (tanins non hydrolysable) sont des substances qui ne sont pas
hydrolysées par les acides, ni par la tannase (Djahra, 2014). lls sont résistants a I'nydrolyse et
seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi par traitement acide a

chaud, ils se transforment en pigments rouges (figure 8) (Macheix et al., 2005).
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Figure 8 : Structure des tanins condensés et leur monomeére (Berreghioua, 2016)

11.6.1.5.4.3. Propriétés des tanins

11.6.1.

Les tanins rendent le cuir solide et résistant aux microorganismes (tannage).

Ils sont généralement non cristallisables, solubles dans 1’eau, 1’alcool, I’acétone et
peu ou pas dans 1’éther.

IIs précipitent en présence de protéines (albumine), d’alcaloides et de certains

colorants.
IIs sont également utilisés comme coagulants dans le caoutchouc.

Ils sont utilisés dans le traitement des aliments et la clarification des vins, des biéres

et des jus de fruits, formulations des agents de conservation du bois (Rira, 2006).

5.5. Les coumarines

Les coumarines sont des substances aromatiques naturelles tres largement distribuées

dans le regne végétal (Berhail, 2014). La coumarine est issue du métabolisme de la

phénylalanine par I’acide cinnamique, que 1’on trouve dans toutes les parties de la plante et

notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Guignard, 1998).

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3 (Benhammou, 2012), sont des

substances phénoliques, formées de I’union de noyau benzénique et o -pyrone (Benayache,
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2005), donc connue dans la nomenclature internationale comme 2H-1-benzopyran-2-one et
leur Formule brute: CoHgO, (Rezine et Fedaouche, 2017).

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés, Leur squelette de base est constitué
de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone (figure 9) (Ford et al., 2001).

Figure 9 : Structure générale de la coumarine (Cowan, 1999)
11.6.2. Terpénes
11.6.2.1. Généralité

Les terpenes ou composés terpéniques ou nommeés également isoprénoides, sont I'une
des classes les plus diverses de métabolites secondaires. (Kone, 2018). lIs font partie d’un des
plus important groupe de produits naturels, avec plus de 30 000 produits connus a ce jour
(Calancea, 2008).

Ils ont un caractere commun car ils sont formés de I'assemblage d'un nombre entier
d'unités penta carbonées ramifiées dérivées du:2-méthylbuta-1,3-diéne), appelées unités
isopréniques ou I’isopréne (CsHg) (figure 10) (Lamarti et al., 1994) et pour formule de base
des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (CsHsg) n (Nait Achour, 2012).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,
...) (Malecky, 2008). Ils sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit
linéaires (chaine ouverte) (Khenaka, 2011).
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Ou

Figure 10 : Structure de la molécule d’isopréne (Khenaka, 2011)
11.6.2.2. Répartition et localisation

On retrouve les terpénes chez les champignons, des algues marines, des insectes, mais
la plus grande partie de ces substances est retrouvee dans les plantes (Malecky, 2008). Ils sont
trouvés dans tous les organes veégétaux: fleurs, feuilles, écorces et fruits ou graines. La
synthése des terpenes est généralement associée a la présence de tissus spécialisées, localisées
en certains points des autres tissues, le plus souvent situées sur ou a proximité de la surface de
la plante (Hopikins, 2003).

11.6.2.3. Activités biologiques

De nombreux terpénoides ont la particularité de dégager de fortes odeurs et permettent
la fabrication d’huiles essentielles. lls sont utilisés comme antiseptiques et dans certains
domaines comme la cosmétique (parfum), utilisées aussi pour traiter les maladies de la
respiration (Valnet, 2003).

11.6.2.4. Classification des terpénoides

Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de I’unité de base isoprene

comme illustré par le tableau 6 (Benabdelkader, 2012).

Chacune de ces classes a son importance, soit dans le développement des plantes, soit
dans le métabolisme ou I’écologie. La plupart des terpénoides naturels ont une structure

cyclique substituée par un ou plusieurs groupements fonctionnels (Calancea, 2008).
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Tableau 6 : Classification des terpénoides (Belbache, 2003)

N Squelette carboné Type de terpénoides | Exemple de molécule

1 C5 Hemiterpene Isoprene

2 C10 Monoterpene Neérol,citronnelle,huiles essentielles
3 C15 Sesquiterpéne B-cadinene

4 C20 Diterpene Sclaréol,phytol

6 C30 Triterpene Lanostérol

8 C40 Tetraterpéne Caroténoides

>8 | >40 Polyterpene Caoutchouc

11.6.3. Alcaloides

11.6.3.1. Généralité

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules renfermant du carbone, de
I'nydrogeéne et plus spécialement de I'azote. Leur dénomination de I'arabe al kali (qui a donné

« alcali » base), fait réference a leur caractére « alcalin » ou « basique » (Berhail, 2014).

IIs sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des plantes
(Mauro, 2006) et se terminent par le suffixe "ine" comme presque tous les produits naturels.

Le premier « alcali végétal » isolé a I'état défini fut la morphine de I'opium (Berhail, 2014).
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Les alcaloides constituent un vaste groupe de metabolites secondaires (EI Tahchy,
2010), qui ont eu un impact majeur dans I'histoire médicale de I'nomme (Al-Fartosy et al.,
2013).

Les alcaloides ont la propriété de former des sels et d'avoir un go(t amer, de
propriétés physiologiques marquées prononcees méme a faible dose (Hanson, 2003 ; Zenk et
Juenger, 2007).

11.6.3.2. Biosynthése des alcaloides

L’origine biosynthétique de la plupart des alcaloides sont les acides aminés tels que la
lysine, I’ornithine, la tyrosine et le tryptophane. Quelques structures sont relativement
simples, tandis que dautres sont tout a fait complexes (Mauro, 2006). Leur synthése
s’effectuent le plus souvent au niveau de sites précis, ils sont ensuite transportés dans leurs

sites de stockage (Bruneton, 1999).
11.6.3.3. Distribution et localisation

Chez le végétaux, les alcaloides sont des composés essentiellement présents chez les
angiospermes, ils sont exceptionnels chez les bactéries, et assez rares chez les champignons.
IIs existent également chez les animaux (Bruneton, 1999). La répartition des alcaloides dans
les plantes, ce fait différemment suivant les especes, exemple: racine, feuille, fruit, écorce,
graine...etc (Ghedjati, 2014).

11.6.3.4. Classification des alcaloides

Plus de dix mille alcaloides ont été isolés des plantes (Mauro, 2006), On peut classer

les alcaloides en trois classes:

- Alcaloides vrais: ils sont des dérivés des acide aminés, basique et contiennent
I’azote dans 1’hétérocycle. Ce groupe représente la majorité des alcaloides, par

exemple la nicotine et I’atropine.

- Proto-alcaloides: sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un

hétérocycle, Ils dérivent aussi d'acides aminés, par exemple 1’éphédrine.
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- Pseudo-alcaloides: ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, ils sont basique mais ne sont pas dérivés des acides aminés, par

exemple caféine (figure 11) (Foley, 2003 ; Badiaga, 2011)

;N\/N \/o

LN

N Y CHy
.

Caféine

Ephédrine Morphine

Figure 11 : Quelques exemples des alcaloides (Badiaga, 2011)
11.6.3.5. Intéréts des alcaloides
Effet sur la plante:

- lls régulent la croissance et le métabolisme interne végétaux.

- lls désintoxiquent et transforment les substances nocives au végétal (Mauro,
2006).

- lls Protégent la plante contre les rayons ultraviolets comme ils ont des effets
contre les Herbivores (Bhat et al., 2005).

- lls sont considérés comme une réserve d'azote en cas de son manque dans le sol
(Merghem, 2009).

Effet pharmacologique:

Leurs propriétés pharmacologiques concernent des domaines variés, elles sont bénéfiques

dans le traitement de différentes maladies ou des dysfonctionnements de 1’organisme humain.
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- Dépresseurs (morphine) ou stimulants (caféine) au niveau du systéme nerveux
central.

- Sympathomimétiques (éphédrine), parasympathomimétique (pilocarpine) au
niveau de systéme nerveux autonome.

- Anesthésiques locaux (cocaine), antipyrétique (quinidine), anti-tumoraux

(ellipticine) anti-paludiques (quinine)...etc (Badiaga, 2011 ; Berhail, 2014).
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Le travail qui a fait I’objet de ce mémoire a été réalisé au laboratoire pédagogique qui
fait partie de faculté des sciences de la nature et de la vie de Iuniversité Echahid Hamma
Lakhdar d’El Oued.

Le présent travail s'oriente sur I'étude phytochimique et I'activité biologique d’une
plante saharienne de la région d'Oued Souf. L’étude porte sur I’extraction des extraits bruts
issus de Matthiola lividia DC., I'estimer des métabolites primaires et la teneur des composés
bioactifs essentiels tel que les polyphénols totaux et les flavonoides et évaluée leurs activités

biologiques in vitro (I’activité antioxydante et anti-inflammatoire).
I.1. Matériel végétal

La plante utilisée dans ce travail expérimental est Matthiola livida DC. de la famille
Brassicaceae. La récolte s'est effectuée en 25 April 2019 au niveau de la localité de Hassi
Khalifa wilaya d’El Oued (33°33'44" Nord et 6°59'25" Est). L'identification de plante étudiée
a été faite par le Dr. CHOUIKH Atef, Le séchage s'est fait a la température ambiante, a I'abri
de la lumiére et de I’humidité. Aprés séchage, la partie aérienne de la plante a été broyée pour
obtenir la poudre de plante puis stockée dans des flacons en verre dans un endroit a 1’abri de

la lumiere et de la chaleur jusqu’a son utilisation.

1.2. Méthodes d’étude

1.2.1. Dosage des métabolites primaires (glucides, protéines et lipides)
1.2.1.1. Préparation de I’extrait

L'extraction des différents métabolites a été réalisee selon le procédé de Shibko et al.
(1966) décrit par (Djeghader, 2014) selon les étapes suivantes (figure 12):

- On prendre 0.5 g de poudre de Matthiola livida DC. dans une bicher.

- Ajout 5 ml d’acide trichloracetique (TCA 20%) et on mélange par I’agitateur
magnétique pendent 5 minute puis mettre dans un tube en verre.

- Sépare le mélange par la centrifugeuse pendent 10 minute (3000 tours/min).

- Obtenons de surnageant (I) pour le dosage des glucides.

- Pour le culot (1) on ajout de volume de 2ml éther/chloroforme (1V/1V).

- Puis on sépare le mélange par la centrifugeuse 10 minute (3000 tours/min).
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- Le deuxieme surnageant (11) pour le dosage des lipides.
- Pour le dosage des protéines on ajout volume de 5ml de NaOH (0.1N) pour le

deuxiéme culot(11).

0.5 g de poudre végétal +5 ml de TCA (20 %3)

1

L’agitation par 1"agitateur magnétique 5 min

r

Centrifugation (3000 tours'min, 10 min)

Surnageant I Culot I

L

2ml d°éther/chloroforme

}

Centrifugation (3000 tours/min, 10 min)

Surnageant IT Culot I

5 ml NaOH (0.1N)

l

Dosage des
protéines

Dosage des
lipides

Figure 12 : Principales étapes d’extraction des métabolites selon Schibko et al. (1966)
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1.2.1.2. Dosage des glucides

Les glucides ont été dosés selon la méthode de Dubois et al. (1956).

A. Préparation de solution d’étalonnage

On dissoudre 5 mg de glucose dans une 5 ml d’acide sulfurique (1N) pour obtenir une

solution de 1000 pg/ml, puis on prépare une série des différentes concentrations.

B. Mode opératoire

Dans les tubes en verres, 1ml de I'étalon ou de I'échantillon (surnageant 1) avec 1ml de
solution de phénol a 5 %, puis 5 ml d’acide sulfurique concentré est ajouté et homogénéisé.
Les tubes sont laissés 15min a température ambiante a I'abri de la lumiére. L'absorbance est

lue au spectrophotomeétre a 490 nm (Brudieux, 2007).

On dessine la gamme étalonnage a partir des résultats de la lecture des solutions

standards (figure 13) pour calculer la teneur de glucides dans un échantillon mg/g de poids

SecC.
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de glucose

1.2.1.3. Dosage des protéines

La teneur en protéines est déterminée par la méthode de Lowry et al. (1951) décrit par

Krishmaszamy et Prabhu (2012).
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A. Préparation des réactifs

- Reéactif A: 50 ml de carbonate de sodium Na,COs; (2%) avec 50 ml
d’hydroxyde de sodium NaOH (0,1 N).

- Réactif B:10 ml de Sulfate de cuivre CuSO, (0.5 %) avecl0 ml
KNaC4H406.4H,0 (0. 1%).

- Réactif C: 2 réactifs de Folin-Ciocalteu dilué par I’eau distillé (1V/1V).

- Réactif D: mélange constitué de 50 ml de réactif A avec 1 ml de réactif B.

B. Préparation de solution d’étalonnage

On mélange 3 mg de sérum d’albumine bovine (BSA) avec 3 ml de solution
d’hydroxyde de sodium NaOH (0.5 N) pour obtenir une solution a concentration de 1000
pg/ml. On prépare différentes concentrations de solution d’étalonnage a partir de cette
solution pour déterminer expérimentalement 1’équation du courbe étalon et pour calculer la

teneur de protéines.

C. Mode opératoire

- Une quantité de 200 pl de I'étalon ou de I'échantillon a doser, est placée dans
un tube en verre.

- On ajouté 2 ml de réactif D et 2 ml de réactif C, le mélange est incubé
pendant 30 min a I’abri de la lumiére et & température ambiante.

- L’absorbance est lue & 750 nm par un spectrophotomeétre.

On dessine la gamme étalonnage a partir des résultats de la lecture des solutions
standards (figure 14) pour calculer la teneur de protéines dans un échantillon mg/g de poids

SecC.
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de BSA
1.2.1.4. Dosage des lipides

Nous avons suivi la méthode de Goldsworthy et al. (1972) décrit par Beldi (2007)

pour I’estimation des lipides.
A. Préparation de solution d’étalonnage

On dissoudre 2.5 mg d’huile (100% de soja) en 1 ml de solution éther/chloroforme
(1v/1Vv) pour obtenir une solution a concentration de 2500 pg/ml. On prépare différentes

concentrations de solution d’étalonnage a partir de cette solution.
B. Préparation de solution détectrice (sulfophosphovanillinique)

On mélange 76 mg de vanilline dans 11 ml d’cau distillé et on ajoute 39 ml d’acide
phosphorique H3PO (85%) pour obtenu une solution de 50 ml.

C. Mode opératoire
On met 0.1 ml d’échantillon a doser (surnageant I1) ou d’étalon dans un tube en verre.

- On ajout 0.1 ml d’acide sulfurique concentré.

- Le melange est homogénéiseé et laisse dans un bain-marie a 100 C° pendant
10 minutes.

- Aprés le tubes sont refroidir on prendre 0.15 ml et mettre dans des autres

tubes.
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- On ajoute 1.5 ml de solution de sulfophosphovanillinique.
- On laisse la réaction colorée se développe pendant 30 min a I’obscurité.

- La lecture de I’absorbance est effectuée a 530 nm par un spectrophotometre.

On trace la courbe de gamme d’étalonnage a partir des résultats de la lecture des

solutions standards (figure 15). Qui détermine la concentration de lipides dans un échantillon

mg/g de poids sec.
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage d’huile de soja
1.2.2. Méthode d’extraction
1.2.2.1. Préparation des extraits bruts
A. Principe

Dans ce travail nous avons utilisé la méthode le plus connue chez les phytochimistes
(la macération). La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle
consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation pour
extraire les especes (molécules) présentes dans une substance naturelle par sa dissolution dans
ce solvant a température ambiante et utilisée dans le cas d'extraction de molécules

thermosensibles (Leybros, et Fremeaux, 1990; Bellebcir, 2008).
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B. Mode d'opération

Pour préparer 3 extraits bruts, on utilise 3 types des solvants (méthanol, éthanol et

I’eau distillée) par les mémes étapes d’extraction.

En a placé 20g de matériel végétal de Matthiola livida DC. dans un erlenmeyer avec
200 ml de solvant pendant 24 h a I’obscurité et & température ambiante, ensuite la filtration est
réalisée sur papier filtre. Apreés filtration, la solution est évaporée par un évaporateur rotatif de
type Bichi Rotavapor R- 210 a 50°C. Puis séché a I’étuve a une température ne dépasse pas
45°C (Matkowski et Piotrowska, 2006 ; Chouikh et al., 2016) et I’extrait conservé jusqu’a
I’utilisation. Ces étapes sont illustrées dans (figure 16).
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20z de poudre végétale + 20g de poudre végétale + 20g de poudre végétale +
200 ml de méthanol 200 ml d'¢thanol 200 ml de I'eau distillée

~. .7

Macération a |’ obscurité et a

température ambiante pendant 24h

|

Filtration

Fﬂm\‘ Le résidu végétal sec est jeté

|

Evaporation a 30°C

|

Séchage a I"étuve

l

3 Extraits bruts (méthanolique / éthanolique / aquenx)

Etude in vitro

Figure 16 : Protocole d’extraction des extraits bruts

38




Chapitre | Matériel et méthodes

1.2.2.2. Détermination de rendement

Le rendement d’extraction de 1’extrait brut est défini comme étant le rapport entre le
poids de I’extrait sec obtenu et le poids de matiére vegétale utilisée, il est calculé par la
formule donnée par Chouikh et al. (2015).

R (%) = (PEB/PMV) %100
R: Rendement en %
PEB: Poids de I’extrait Brut (g)
PMV: Poids de matiére VVégétale(g)
1.2.3. Analyse quantitative des composées phénoliques
1.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

A. Principe

L’analyse quantitative des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisée
par la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1999), le réactif de Folin-Ciocalteu est
un acide de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phospho-tungstique
(H3PW12040) et phosphomolybdique (HsPMo01,040). Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils
réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleu constitué d’oxyde
de tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MogO,3) (Bonnaillie et al., 2012). La coloration
produite, dont I'absorption maximum a environ 760-765nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphénols totaux présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
B. Mode opératoire

0.2 ml de la solution d’extrait brut est additionné a 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu
dilué 10 fois dans I’eau distillée, Aprés 5 min, ont ajouté 0.8ml de carbonate de sodium
(Na2Cos) a 7.5 %. Le mélange obtenu est incubé pendant 30 min a I’abri de la lumiere,

I’absorbance est lue a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV.
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On a préparé la solution standard d'acide galliqgue pour I'estimation des composes

phénoliques des extraits bruts (méthanolique, éthanolique et aqueux).

La concentration des polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent en
acide gallique (AG) par gramme de l'extrait (mg E AG/g Ex) (Chouikh & Rebiai, 2020), en
utilisant I'équation de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée de I'acide gallique
(figure 17).
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Figurel7 : Courbe d’étalonnage d'acide gallique

1.2.3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux dans les extraits bruts aqueux, éthanolique et
méthanolique a été déterminée par une méthode colorimétrique, cette méthode est basée sur

La méthode de trichlorure d’aluminium (AIClIs3) cité par Djeridane et al. (2006).

A. Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium (AICI3). La formation d’un complexe flavonoides-métaux tel que I’aluminium,
utilisé sous sa forme de chlorure d’aluminium (AICI3), ce complexe donne a la solution une
coloration jaunatre qui absorbe la lumiére visible a une longueur d’onde de 420 nm (Chang et
al., 2002 ; Khelef et al., 2019).
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B. Mode opératoire

Dans des tubes a essai, une quantité de 1ml de la solution d’extrait brut ou standard a
été mélangé avec 1ml de solution de chlorure d’aluminium (AICl3 a 2%). Aprés incubation

pendant Lheure a température ambiante, la mesure de 1’absorbance a été effectuée a 420 nm.

La quercétine a été utilisé comme étalon (figure 18), la teneur en flavonoides est
exprimée en mg équivalent de quercétine (Qu) par gramme de I'extrait brut (mg E Qu /g Ex)
(Chang et al., 2002).
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage de quercétine
1.2.4. Activités biologiques
1.2.4.1. Activité antioxydante
1.2.4.1.1. Test de piégeage du radical libre (DPPH)
A. Principe

Pour étudier 1’activité anti radicalaire des différents extraits de Matthiola livida DC.in
vitro, nous avons utilisé la méthode basée sur le DPPH" (2,2-diphényle -1-picryl hydrazyl)
comme un radical relativement stable, selon le protocole décrit par (Brand-Williams et al.,
1995). 1l possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote, en présence d’agent
antioxydant donneur d'hydrogene (AH), le DPPH" (2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl) de
couleur violette est réduit & DPPH-H (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine) de couleur jaune et la

forme non radicalaire (Ruiz-Ciau, 2017; Molyneux, 2004).
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La réduction du radical DPPH’ par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517nm (figure 19)
(Merouane et al., 2014).

O;N NO +

i
-

N : Ao
AH O,N NO, + A
Jaune
NO,

Violet
NOa»

Figure 19 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH (Molyneux, 2004)
B. Mode opératoire

L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée par la méthode décrite par
(Brand-Williams et al., 1995).

La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 2 mg de DPPH dans 50 ml de
méthanol. 0.5ml des différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1ml de la
solution du DPPH fraichement préparée, immédiatement le mélange est completement agité.
Apres une incubation de 30 min a I’obscurité et a température ambiante, la lecture de

’absorbance est par spectrophotométrie UV visible a une longueur d’onde de 517 nm.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard (acide
ascorbique), il est préparé dans les mémes conditions que les échantillons et le contréle

négatif est préparé en mélangeant 0.5ml de méthanol avec 1ml de la solution du DPPH.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon 1’équation suivante:

| %= [(Ac - At) / Ac] x100
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Ou:

- 1 %: pourcentage d'inhibition
- Ac: absorbance du contrble.

- At: absorbance de I'échantillon (Oyedapo et al., 2015).

» Détermination de la concentration inhibitrice de 50 % (1Csp)

ICso ou concentration inhibitrice de 50 %, est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, ils sont calculés graphiquement par des
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés. Les
résultats sont exprimés en mg/ml. Plus la valeur d’ICs est petite, plus I’activité antioxydante

de I’extrait testé est grande (Selaimia et al., 2020).
1.2.4.1.2. Test d'hémolyse
A. Principe

Le but de ce test est mesure la capacité protective de nos extraits des globules rouges,
apres exposition aux substances oxydantes et aux radicaux libres, en mesurant la proportion

de érythrocytes humains dissous (Lippi et al., 2006).
B. Mode opératoire

Le sang est récupéré sur anticoagulant EDTA, ensuit le tube est centrifugé a 3000
tours/min pendant 10 min. 2ml du culot ajouter a 1ml de l'eau distillée et en utilisant le
dispositif centrifuge a la vitesse 3000 tours pendant 10 minutes. Mettre 40ul de globules rouge
et ajoute 2ml de différentes concentrations d’extraits, et laisser le mélange 5 min a 37° C, puis
ajouter 40ul de la solution peroxyde d'hydrogéne H,O, (30.10° mol/ml), 40ul de solution
FeCls (80.10° mol/ml) et 40 pl de solution d’acide ascorbique (50.10° mol/ml), le mélange
place dans I'étuve a température 37°C. Aprées incubation 60 min, le mélange est centrifugé a
700 tours/min pendant 10 min. puis la lecture par spectrophotomeétre a la longueur d'onde de
A= 540nm.
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Le taux de déecomposition des globules rouges est calculé selon la loi suivante:

% Hémolyse = [Abs contrdle / Abs échantillon] x100

L’acide ascorbique est utilisé comme un standard (contrdle positif) (Chouikh et al.,
2018).

1.2.4.2. Activité anti-inflammatoire
A. Principe

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits bruts de Matthiola livida DC. a été
effectuée selon la méthode décrite par Elias et Rao (1988); Padmanabhan et Jangle (2012),

le principe est basé sur la capacité d'extrait a empécher la dénaturation des protéines.
B. Mode opératoire

Iml des différentes concentrations de chaque extrait ou de la solution standard
(diclofénac de sodium) a différentes concentrations (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 et 0.5 mg / ml) est ajouté
a 1ml de la solution aqueuse de sérum bovine albumine (BSA) 5 %, les échantillons ont été

incubées a 27 °C pendant 15 min.

La dénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel dans un bain marie
chauffé a 70°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement a température ambiante, la lecture
de I’absorbance est par spectrophotométrie UV-visible & une longueur d’onde de 660nm en

utilisant I’eau distillée comme blanc (Nguemnang et al., 2019).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de diclofénac de sodium par

milligramme d’extrait brut (mg Ed/mg Ex) (figure 20).
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage de diclofénac de sodium

1.2.5. Analyse par Spectroscopie Infra Rouge (IR)

La spectroscopie IR est une méthode utilisée pour la détermination de la structure des
composés organiques, elle est meilleur outil pour identifier les groupes chimiques de

différents molécules organiques (Venkat et al., 2017).
A. Principe

La Spectroscopie Infra Rouge est basée sur I'absorption d'un rayonnement infrarouge
par le matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des
liaisons chimiques, d'effectuer lI'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau.
Lorsque la longueur d'onde (l'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniere va absorber le rayonnement et on
enregistre une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge entre
4000 cm™ et 400 cm™ (2.5 - 25 um) correspond au domaine d'énergie de vibration des

molécules (Cozzolino, 2009).
B. Mode opératoire

Dans le but de mesurer les spectres infrarouges des extraits étudies l'intervalle de
nombre d'onde utiliser est (650-4000 cm™).
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1.2.6. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne * écart-type. Les valeurs
d’ICsp (concentration inhibitrice a 50% de radical libre DPPH) sont calculées a partir de la
courbe [%inhibition= f (concentrations)]. En utilisant le logiciel Excel (version 2010) pour

effectuer I’analyse de la variance des moyennes avec le test ANOVA a un facteur.

Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence (P<0.05,

P<0.01 et P<0.001).
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Chapitre 11 Résultats et discussion

11.1. Dosage des métabolites primaires

Teneurs des glucides, protéines et lipides sont estimées en mg/g de poids sec, les
résultats sont présentés ci-dessous.
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Figure 21 : Teneurs en glucides, protéines et lipides de Matthiola livida DC.

Les résultats obtenus dans la figure 21 montrent que la valeur des glucides est estimée
a 35.70+0.025 mg/g PS, la valeur des protéines est estimée a 1.30+£0.006 mg/g PS et la valeur
des lipides est estimée a 5.04+0.025 mg/g PS.

Les résultats montrent que la plante Matthiola livida DC.contient une quantité
importante des glucides peut étre retour a 1’état physiologique lie au stade de développement
de plante au la période de la fructification (Mebirouk et al., 2014) sachant qu’ils sont des
métabolites primaires donc, ils sont utilisés comme des précurseurs d’autres metabolites

secondaires, comme source d’énergie (Youmbai, 2015).

Aussi, une quantité faible pour les lipides et trés faible pour les protéines, cette
diminution peut-étre & cause de différents stress environnemental qui influence sur la
physiologie de plante, le stress hydrique avec le temps induit le stress oxydatif qui produit les
radicaux libres (2012 «Co ATy u¢d), le stress oxydatif continu et accru se produit un
désequilibre entre anti-oxydants et oxydants. Ces derniers provoquent I'oxydation des lipides
notamment membranaires, ce qui entraine la perte de leur quantité, endommagent les
protéines et inhibition de I’activité enzymatique (Sbartai, 2008), le stress hydrique entraine

une diminution de I'efficacité de la photosynthése de plante (Hamla, 2016).
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11.2. Rendements des extraits bruts

Le rendement est calculé par rapport au poids de matiere séche ayant servi a I'extraction, les

valeurs obtenues du rendement des différents extraits sont représentées dans la figure 22.
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Figure 22 : Rendement d’extraction des différents extraits en %

Les résultats obtenus montrent que parmi les trois extraits, I’extrait aqueux représente
le rendement le plus élevé 14.61%, suivi par I’extrait 1’éthanolique, 9.04%, alors que 1’extrait

méthanolique possede le rendement le plus bas 6.51%.

Les variations des rendements d’extraction peuvent étre liées a la diffusion des
solvants dans la poudre de plante dans 1’étape de macération et probablement a la nature et la
polarité des solvants utilisés pour 1’extraction (Lee et al., 2003; Barroso et al., 2014). Aussi,
la taille des particules et la composition chimique des composés dans la plante (Naczk et
Shahidi, 2004). La diversité structurale est responsable de la grande variabilité des propriétés
physico-chimiques influencant I'extraction (Mahmoudi et al., 2013). En général, d’autres
facteurs peuvent influencer I’efficacité de 1’extraction a coté de la méthode d’extraction, on

cite: le pH, la température, le temps d'extraction (Do et al., 2014).
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De nombreuses études ont prouvé que l'ajout d'un pourcentage d'eau aux solvants
organiques surtout méthanol et éthanol peut augmenter le rendement, car cette méthode
représente le systeme le meilleur et le plus utilisé pour extraire les composés métaboliques
dans la plante car le mélange fonctionne pour augmenter la polarité de la solution et
I’attraction des composés polarisés (2015 «Jua).

11.3. Analyse quantitative des composés phénoliques

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Les resultats des polyphénols totaux des extraits bruts sont présentés ci-dessous.
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Figure 23 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits bruts de Matthiola livida DC.

D'aprés I'histogramme illustré dans la figure 23, on observe une variabilité des teneurs
en polyphénols totaux des différents extraits bruts, I'extrait éthanolique donne la teneur la plus
élevée (170.82 £ 38.89 mg E AG/g Ex), suivie par I'extrait méthanolique (169.55 + 31.47mg
E AG/g Ex) et I'extrait aqueux (102.42 + 38.91mg E AG/g Ex), ces résultats montrent que
tous les extraits de la plante étudié, sont riches en polyphénols totaux. L’analyse statistique
test ANOVA (AV1) montre que la différence entre les extraits bruts n’est pas significative
(NS) (P > 0,05).
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11.3.2. Dosage des flavonoides

Les résultats des flavonoides des extraits bruts sont présentés ci-dessous.
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Figure 24 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits bruts de Matthiola livida DC.

L’histogramme illustré par la figure 24 montre que les teneurs en flavonoides varient
considérablement entre les différents extraits bruts. Ces resultats montrent que I’extrait
éthanolique posséde la plus haute teneur en flavonoides (97.03 + 4.14 mg E Qu /g EX), suivie
par I'extrait méthanolique (70.89 £ 5.33mg E Qu /g EXx) et I'extrait aqueux (12.5 + 2.26mg E
Qu /g Ex). L’analyse statistique test ANOVA (AV1) pour les teneurs en flavonoides montre
qu’il y a différence trés hautement significative en fonction des extraits bruts (***) (p<0.001).

D'apres Hafedh et al. (2019) la teneur des polyphénols totaux d’extrait éthanolique de
feuilles d’Oudneya Africana (espece de la méme famille) est égale a 661.66 + 0.08 mg E
AG/g EXS, ce résultat est une valeur supérieure que celle trouvé dans notre étude, en la méme
étude concernant le dosage des flavonoides de I'extrait éthanolique est égale a 296.28 + 1.49

mg E Q /g EXS. Aussi, ce résultat est tres élevé par rapport a nos résultats.

A partir de Nabti et Belhatta (2016) la teneur en polyphénols totaux de Matthiola
livida DC. est supérieur a celle de I'extrait méthanolique d’Oudneya africana de taux egal a
137.16 + 3.55ug E AG /mg EXS, la teneur en polyphénols totaux est inférieur a celle de
I'extrait aqueux d’Oudneya africana de taux égal a 108. 6 £ 7.01ug E AG /mg EXS. En plus,
la teneur en flavonoides a été enregistré par I'extrait méthanolique d’Oudneya africana est

égale a 21.96+ 1.02 pg E Q /mg EXS. Ce résultat est plus faible par rapport a nos résultats,
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I'extrait aqueux d’Oudneya africana est égale a 15.62+ 0.78 pug E Q /mg EXS, ce résultat est
élevé par rapport a nos résultats. Cette variation des teneurs peut étre due a plusieurs facteurs
tel que I’espéce, les conditions climatiques et environnementales (Fahmi et al., 2013). La
période, la région de la récolte (Miliauskas et al., 2004), les parties analysées, la technique

d'extraction et leurs conditions (Tirichine, 2010; Yeo Sounta et al., 2014).

A partir des résultats présentés, il existe différences quantitatives des polyphénols

totaux et flavonoides entre les extraits, Cette variation des teneurs peut étre liée aux:

Les composés phénoliques different dans leurs contenus selon leur structures
chimiques d'un extrait & l'autre et changent leurs comportements dans le milieu dans lequel ils
sont contenus (Hayouni et al., 2007). Plusieurs facteurs qui peuvent influencer sur la teneur
en composés phenoliques comme les facteurs extrinseques (géographiques et climatiques) et
intrinséques (génétiques), mais le degré de maturation de la plante et la durée de stockage a
une forte influence sur le contenu en composés phénoliques (Cheurfa et Allem, 2015).

De nombreuses études ont discuté I'effet du solvant sur I'extraction des composés
phénoliques, tels que le méthanol, I'éthanol, I'acétone et I'acétate d'éthyle, ont été utilisé pour
I'extraction (Dai et al., 2010), c’est-a-dire le choix de solvant est trés important dans la

détermination des teneurs en polyphénols totaux et flavonoides.

Les résultats obtenus montrent que les différents solvants d’extraction utilisés
présentent des différences dans leur capacité a extraire les composés phénoliques de Matthiola
livida DC. ou la solubilité des polyphénols totaux est gouvernée par le type de solvant utilisé
(la polarité), leur degré de polymérisation en raison de l'augmentation du nombre de
groupements hydroxyles, ainsi que de leur interaction avec d’autres constituants et la
formation de complexes insolubles (Naczk et Shahidi, 2006; Falleh et al., 2008).

En outre selon Zeghad et al. (2019) des études récentes ont montré que la teneur en
polyphénols totaux extraire des plantes était affectée par la polarité du solvant, I'eau et
I'éthanol ou le méthanol sont souvent recommandés pour la préparation d'extraits en raison de
leur polarité, par conséquent, ils ont été sélectionnés comme solvants dans cette I'étude. Ou
Sydney et al. (2016) a indiqué que I'éthanol est le meilleur solvant I'extraction. Aussi,
Abarca-Vargas et al. (2016) a indiqué que le méthanol est le meilleur solvant pour

I'extraction des polyphénols, ces résultats sont identiques a nos résultats obtenus.
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Par ailleurs, la méthode d’extraction utilisée (Lee et al., 2003), la macération a froid.
Selon Ben Amor (2008) a indiqué qu'il s'agissait de composés chimiques fragiles, la méthode
de la macération peut étre adoptée pour extraire la plus grande quantité de composes
phénoliques et cela a été similaire a nos résultats.

D’autre part la pureté de I'extrait, si le solvant est susceptible d'extraire des composes
non phénoliques tels que les sucres, les protéines et les pigments, en raison de ces composes
sont géneralement combines avec d’autres substances qui peuvent influence pendant
I’évaluation de polyphénols totaux et flavonoides (Djeridane et al., 2007). En général, les
formes aglycones fortement hydroxylées des composes phénoliques sont solubles dans les
alcools comme 1I’éthanol et le méthanol (Riberau-Gayon, 1968).

En plus, la méthode de quantification peut également influencer a I’estimation de la
teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003). Le dosage par le test Folin-Ciocalteu, implique
que toutes les molécules réductrices, le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous
les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également de
certains sucres et de protéines, ce qui par conséquent rend ce dosage non sélectif vis-a-vis des

polyphénols (Vuorela, 2005; Gomez-Caravaca et al., 2006; Fukushima et al., 2009).
11.4. Activités biologiques

11.4.1. Activité antioxydante

11.4.1.1. Test de piégeage du radical libre (DPPH)

L’activité antioxydante de les extraits bruts de la plante étudiée vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotometre UV-visible en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH") a la couleur jaune

(DPPH-H) mesurable & 517nm. Dans ce test, on utilise 1’acide ascorbique comme standard.

L'activité antioxydante de chaque extrait est exprimée en ICsq. Ces 1Cso sont calculées
par les équations linéaires des pourcentages d’inhibition (1%) en fonction de différentes
concentrations des extraits bruts et de standard figures 1, 2 ,3 et 4 (annexe2), une valeur faible
d’ICsp indique une activité antioxydant forte. Les résultats obtenus sont représentés dans la

figure 25.
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Figure 25 : Les valeurs d'ICs, des extraits bruts de Matthiola livida DC.et d'acide ascorbique

A.A: acide ascorbique, E.E: extrait éthanolique, E.M: extrait méthanolique, E.A: extrait aqueux

D’apres les résultats présentés dans la figure 25, montrent que 1’acide ascorbique
posséde une activité antioxydante tres puissante par rapport a les extraits bruts avec une 1Csg
de l'ordre de 14.65 pg/ml. Concernant les extraits, il est observé une variabilité dans les
valeurs d'ICsp ou I'extrait méthanolique a une activité antioxydante plus élevé que les autres
extraits bruts avec une ICs de I’ordre de 153.56 pug/ml, suivie par I'extrait aqueux qui possede
une ICsq égale 351.84 pg/ml et I'extrait éthanolique présente ’activité antioxydante plus faible
avec une ICsy de l'ordre de 658.20 pg/ml. L’analyse statistique test ANOVA (AV1) pour

I’ICso montre que la différence entre les extraits bruts n’est pas significative (NS) (p> 0,05).

Il est noté que les extraits bruts possedent activités anti-radicalaire moins que celle de

I'acide ascorbique.

En compare les résultats obtenus aux études antérieurs, I'étude de Nabti et Belhattab
(2016) trouve que la partie aérienne d’Oudneya africana a montré une importante activité
antioxydante avec une valeur d'ICs,=12,05 pug/ml pour I’extrait méthanolique. Ce résultat est
supérieur au pouvoir antioxydante par rapport a notre résultat. Aussi d'apres Zebidi et al.
(2018) trouvent que I'ICs d’extrait aqueux d’Oudneya africana égale 45.41ug/ml, cette valeur
plus faible indiquant une activité antioxydante plus élevé comparée a notre résultat.

Ces résultats indiquent que Matthiola livida DC.contient des agents piégeurs de
radicaux libres, Le contenu de polyphénols dans les extraits sont probablement responsables

de I’activité antioxydante de ces extraits (Bougandoura et Bendimerad, 2013), plusieurs
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études ont montré que I'effet antioxydant est principalement attribuable aux composés

phénoliques (Nagavani et Rao, 2010).

En effet, les composeés phenoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydants ayant la capacité de piéger les
especes radicalaires et les formes réactives de 1’oxygeéne (Djahra, 2014), cette capacité anti
radicalaire est due a leur pouvoir de donner d’atome d’hydrogéne a partir des groupements
hydroxyle (Adedapo et al., 2008; Koksal et Gulgin, 2008), le DPPH est un radical stable qui
peut accepter I'nydrogene d'un antioxydant pour former une DPPH Réduite (Zakaria et
Belhattab, 2016).

La variatbilite d’activité antioxydante entre les extraits pourrait étre due a la structure
et le type de composés phénoliques dans les extraits et leurs concentrations, plusieurs études
antérieures montre présence une relation entre la structure chimique des composés
phénoliques et leur pouvoir piégeur des radicaux libres (Popovici et al., 2009), ou Rached
(2009) signale que le potentiel antioxydant des extraits dépend non seulement de la
concentration des polyphénols mais aussi de leur structure; c’est le concept de la« relation
structure-activité » et de leur qualité de ces composés polyphénoliques, c’est-a-dire pas
seulement dose-dépendant mais également structure-dépendant (Manallah, 2012). L activité
anti-radicalaire est dépendante du nombre et/ ou la position des groupes hydroxyle autour des
structures principales des composés phénoliques et des flavonoides (2015 «Jaa), les
substitutions sur les cycles B et A avec la présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison
avec la fonction 4-oxo sur le cycle C et le degré de polymérisation renforcent 1’activité

antioxydante des flavonoides (Cai et al., 2006; Popovici et al., 2009).

D’autre part, Anggraini et al. (2019) ont montré que la capacité de piéger du radical
DPPH différe considérablement selon le solvant, qui influence sur la qualité des composés

extraits et elle est lié aux les effets antioxydants (2015 «Ja).
11.4.1.2. Test d'hémolyse

Pour estimation de l'activité antioxydant des extraits de plante étudié in vivo, le teste
d’hémolyse a été adoptée comme le test le plus facile et rapide, realisé sur des érythrocytes

humains.
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Le pourcentage d'hémolyse a été détermine dans chaque extrait, 1’efficacité est

estimeée en fonction de I’activité de 1’acide ascorbique (figure 26) comme référence standard.
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Figure 26 : Courbe standard de 1’acide ascorbique dans le test d'hémolyse

E.Méthanolique
< 60
> . yv=-21,409x+ 56,967
% 50 “\ R?>=0,9828
©
£ 40
&
= 30 <+
an \
g 20 *
§ 10
=3
g D T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentration (mg/ml)

Figure 27 : Courbe de pourcentage d’hémolyse % en fonction des concentrationsde I'extrait

méthanolique de Matthiola livida DC.
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Figure 28 : Courbe de pourcentage d’hémolyse % en fonction des concentrations de I'extrait
éthanolique de Matthiola livida DC.
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Figure 29 : Courbe de pourcentage d’hémolyse % en fonction des concentrations de I'extrait

aqueux de Matthiola livida DC.
A partir des figures 26, 27, 28 et 29 qui montrées les pourcentages d’hémolyse, on

remarque une relation inverse entre les concentrations des extraits et pourcentages de

I'némolyse; ou la concentration augmente, le pourcentage de I'hémolyse diminue.
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Figure 30 : Pourcentages d'hémolyse des extraits bruts de Matthiola livida DC. et I’acide

ascorbique a la concentration de 1mg/ml

A partir les résultats de figure 30, on observe I'effet protecteur d'hémolyse des extraits
bruts et I’acide ascorbique a la concentration 1mg/ml sont différent. L’acide ascorbique
présente le pourcentage d'hémolyse le plus faible (16,32%), tandis que les extraits bruts:
I'extrait éthanolique est le plus bas (16.93%), suivie par I'extrait méthanolique (35.55%) et le
plus élevé est remarqué par I'extrait aqueux (44.09%). L’analyse statistique test
ANOVA(AV1) pour les pourcentages d'hémolyse montre qu’il y a une différence significative

en fonction des extraits bruts (*) (P< 0,05).

Nous remarquons que l'extrait éthanolique posséde capacité la plus élevée de

protection contre I'oxydation des érythrocytes.

Les érythrocytes constituent un modéle cellulaire tres adéquat pour 1’étude des
interactions entre les oxydants et les antioxydants a cause de leurs disponibilités, leurs
simplicités, la présence d'une concentration trés élevée d'acides gras polyinsaturés sur la
membrane et le réle de transport d'oxygene joué par les molécules d'hémoglobine, rend les
érythrocytes une cible privilégiée des radicaux libres (Situ et al., 2000; Abirami et al., 2014;
Baccarin et al., 2015).

Les radicaux libres provoquent I'oxydation des membranes des érythrocytes, donc leur

causant une altération influencant a leurs fonctions des membranes, ces déséquilibres sont a
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l'origine de I'némolyse et la libération de contenu les eérythrocytes dans le milieu

extracellulaire (Lippi et al., 2006; Portier et al., 2007).

Le peroxyde d'’hydrogene (H,O,) provoque la dégradation de I'héme lorsqu'il est en
contact avec I'hémoglobine avec la libération d'ions Fe** (Tebekeme et Diepreye, 2012), le
H,0, stimule la production du radical hydroxyle (OH") en présence de Fe?* grace & la réaction
de Fenton (Devjani et Barkha, 2011). Le OH’ est extrémement réactif et va oxyder tres
rapidement les molécules voisines, formant parfois d’autres radicaux libres (Barouki, 2006),
il est l'origine d'énorme dégat biologique par peroxydation lipidique (Chouikh et al., 2018).
L'oxydation radicalaire des acides gras polyinsaturés des membranes plasmiques va altérer
leur fonctionnalité (modification de leur perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité
d’enzymes, de recepteurs) (Cillard et Cillard, 2006). Tous ces facteurs causent la
déstabilisation de la membrane des érythrocytes, conduisent a I'hémolyse et la libération
d’hémoglobine (Devjani et Barkha, 2011).

Les résultats obtenus ont montré qu'il existe une variation d'activité anti-hémolytique
entre eux, aussi une variation par rapport au l'acide ascorbique, qui est utilisée comme
référence standard. Ces résultats sont proportionnellement similaires avec ceux obtenues dans
le test DPPH que la plante a une faible activité antioxydante par rapport a celle de I'acide

ascorbique.

Cette différence d'activité pourra étre due a I'effet de la solubilité des composés dans
les milieux réactionnels (Maamri, 2008), I’activité anti-hémolytique des extraits de plante
peut étre due aux les composés bioactifs tel que les composés phénoliques. En effet, plusieurs
études ont démontré la capacité des composés phenoliques pour protege les érythrocytes
contre les stress oxydatif (Valente et al., 2011), les composés polyphénoliques donnent des
électrons au peroxyde d'hydrogéne, le neutralisant ainsi en molécule d’eau (Afsar et al.,
2016). Il peut étre aussi due a I’interaction des flavonoides avec les membranes cellulaires qui
sont les sites de peroxydations lipidiques (Chaudhuri et al., 2007), les flavonoides inactivent
et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif
(Cherrak, 2017).

Selon Chouikh et al. (2018) les composés phénoliques exercent leur effets protecteurs
gréce a leur réle comme capteurs des radicaux libres, ou suppresseurs des agents oxydants ou

indicateurs d'activation les enzymes responsables de la détoxification. De plus, les
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polyphénols sont connus comme chélateurs de métaux de transition tels que le Fe®* réduisant
ainsi la vitesse de réaction de Fenton. Ils peuvent aussi empécher les oxydations causées par le

radical hydroxyle hautement réactif (Tsao, 2010).
11.4.2. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des extraits bruts de Matthiola livida DC. est estimé par
un test in vitro pour voir la capacité des extraits a empécher la dénaturation thermique de

Bovine sérum albumine (BSA). Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 31.

de BSA en mg Ed/mg Ex

=N

E.Méthanolique E.Ethanolique E.Aqueux

Quantité d’inhibition de la dénaturation

Les extraits

Figure 31 : Quantité d’inhibition de la dénaturation de sérum bovine albumine (BSA)

L’histogramme illustré par la figure 31 montre que la quantité d’inhibition de la
dénaturation de protéine (BSA) varie considérablement entre les différents extraits bruts de
Matthiola livida DC. Ces résultats montrent que I’extrait éthanolique possede la quantité
d’inhibition plus haute estime (11.29+1.10 mg Ed/mg EX), suivie I’extrait méthanolique
(4.25£0.18 mg Ed/mg EX) et I’extrait aqueux (1.60£0.11 mg Ed/mg Ex). L’analyse statistique
test ANOVA (AV1) pour la quantité d’inhibition de la dénaturation de BSA montre qu’il y a
une différence tres hautement significative en fonction des extraits bruts (***) (P< 0,001).

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leurs
structures tridimensionnelles par l'application d'agents physiques ou chimiques (un stress
externe d'un composé tel que I'acide ou base fort, un sel inorganique concentré, pH, solvants

organiques et la chaleur) dont la plupart des protéines perdent leur fonction biologique
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lorsqu'elles sont dénaturées (Nair, 2009). Les protéines dénaturées sont parmi les causes de la
réaction inflammatoire (Mizushima et al., 1968). Le mécanisme possible de la dénaturation
consiste a I’altération des liaisons électrostatique, hydrogéne, hydrophobe et disulfure qui
maintien la structure tridimensionnelle des protéines (Nathalie et al., 2006), la BSA est
sensible a I’élévation de la température qui conduit a une diminution de sa solubilité (Borzova
et al., 2016; Jaenicke , 1967).

L’activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut-étre attribuée a la présence de
différents composés bioactifs tels que les polyphénols dans les extraits (Owoyele et al., 2010),
des études antérieures suggerent que ’effet inhibiteur des extraits peut étre due a l'interaction
de certains composants avec deux sites (présents au niveau de certaines protéines comme
I'albumine) de liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine. lls ont également signalé que
des molécules thérapeutiques peut réactiver le récepteur riche en motifs de Tyrosine, avec de
la Thréonine, qui régulent les voies biologiques de la transduction du signal pour leur action

biologique globale (Duganath et al., 2010; Heendeniya et al., 2018).
11.5. Etude statistique

On a utilisé test d'analyse de corrélation (Test Pearson Linear Correlation Coefficient)
pour déterminer le coefficient de corrélation (R?) et le sens de la relation de corrélation entre

les variables étudiées, les résultats représentes dans le tableau 7.

Tableau 7: Le coefficient de corrélation (R?) entre les différentes variables étudiées

Polyphénols
Rendements| totaux |Flavonoides | DPPH | Hémolyse | Anti-inflammatoire
Rendements 1 / / / / /
Polyphénols totaux / /
Flavonoides / /
DPPH / /
Hémolyse 1 /
Anti-inflammatoire 1
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D’apres les résultats obtenus, on observe la présence d'une forte corrélation inverse
entre les rendements et les teneurs en polyphénols totaux (R°=-0,947) aussi, une moyenne
corrélation entre les rendements et les teneurs en flavonoides (R?=-0,815), le DPPH (R*=-
0,544), I’hémolyse (R?=0,501) et I’activité anti-inflammatoire (R*=-0,462).

Les résultats ont montré une forte corrélation positive entre les teneurs en polyphénols
totaux et les teneurs en flavonoides des extraits bruts (R?=0,958), ceci est expliqué par les
flavonoides représentent un groupe de polyphénols totaux (Belyagoubi, 2012) donc, cette
corrélation positive est causée par la relation de I'ensemble avec la partie ou plus la quantité

de I'ensemble est élevée, plus la quantité de la partie est augmenté.

Du méme tableau, il existe une faible corrélation entre la capacité du piégeage du
DPPH et les teneurs en polyphénols totaux (R?=0,246) et il n’y a pas de corrélation avec les
teneurs en flavonoides (R? = -0,041), ceci est expliquée par la relation n'est pas quantitative
seulement mais la relation est qualitative, D’activit¢é antioxydante de polyphénols
spécifiqguement de flavonoides dépend généralement de leur structure chimique et de leur
qualité (Adida et al., 2015).

Nous remarquons aussi la présence d'une corrélation inverse entre I’hémolyse et les
teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides (R2=-0,752; R2=-0.909 respectivement), cela
est d0 au le réle actif des polyphénols totaux surtout des flavonoides (forte corrélation) qui
possedent I'effet anti-hémolytique et protége les hématites contre I'oxydation (Valente et al.,
2011; Cherrak, 2017) par conséquent, toute augmentation de la teneur en polyphénols et en
flavonoides est compensée par une diminution de I’hémolyse des globules rouges et le

contraire est vrai.

Il existe une moyenne corrélation positive entre le DPPH et I’hémolyse (R?=0,452)
aussi, une corrélation inverse entre-il et I’activité anti-inflammatoire (R°=-0,492). D'autre part,
il existe d'une forte corrélation inverse entre I’hémolyse et ’activité anti-inflammatoire (R*=-
0,998).

En revanche, on remarque une corrélation positive entre I’activité anti-inflammatoire
et les teneurs en polyphénols totaux et les teneurs en flavonoides (R* = 0,722; R*=0.890
respectivement), cela est expliqué que I’activité anti-inflammatoire des extraits bruts est due a
leurs quantités de polyphénols totaux et flavonoides qui possédent cette activité inhibitrice de

la dénaturation des protéines (Owoyele et al., 2010).
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11.6. Analyse par Spectroscopie Infra Rouge (IR)

L'analyse par spectroscopies IR servent a identifier des liaisons chimiques dans les
molécules organiques. Ils permettent de déterminer ces fonctions chimiques. Les spectres d’IR

suivant présentent les liaisons on peut trouver dans nos extraits bruts.
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Figure 32 : Spectre d'IR d'extrait méthanolique de Matthiola livida DC.
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Figure 33 : Spectre d'IR d'extrait éthanolique de Matthiola livida DC.
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Figure 34 : Spectre d'IR d'extrait aqueux de Matthiola livida DC.

A partir de figures 32, 33 et 34, les spectres obtenus ont montré la présence de
différents groupes fonctionnels caractéristiques de trois extraits bruts. On peut résumer les
résultats dans le tableau 8.

Tableau 8 : Interprétation des spectres d'IR des extraits bruts de Matthiola livida DC.

Liaison Fonction ou famille | Nombre d'onde | L'intensité Plus abondant dans
cm’! I'extrait
O-H Alcool 3350 Forte, large trois extraits
C-H Groupement 2850-3000 Forte éthanolique
C=0 Carbonyle 1650-1730 Forte méthanolique
éthanolique
C=C Groupement 1400-1600 Moyenne aqueux
C-O Alcool 1050 Forte éthanolique, aqueux
C-H Aromatique 690-710 Forte méthanolique
agueux
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Sur la base des données précédentes, il est possible que l'activité antioxydante
remarquable d'extraits bruts, soit due a la présence de substances ayant des groupes
hydroxyles (O-H). Dans ce contexte, les flavonoides possédent une structure idéale pour le
balayage des radicaux libres, car ils présentent un nombre de groupes hydroxyles agissant
comme donateurs d'hydrogéne (Usmani et al., 2013). Généralement, 1’activité antioxydante
est correlée positivement avec la structure des polyphénols avec leur nombre élevé de
groupements hydroxyles présentent pour stabiliser les radicaux libres (Adedapo et al., 2008;
Popovici et al., 2009).

Selon Mburu et al. (2016), le groupe C=C est principalement présenté par les
flavonoides, peut le C-O indique la présence de glycosides qui est sous forme C-O-C

glycosidique.

C=0 est une fonction carbonyle caractérise en générale les aldéhydes, les cétones
(Belboukhari et al., 2013), C-H de nombre d'onde 2850-3000 cm* est appartient au le cycle
benzoique qui former I’é1ément structural fondamental des flavonoides (2013 «<abwa 5 2aa) et la
liaison C-H aromatique de nombre d'onde 659-710 cm™ peut retour & les substituants de cycle
aromatique (Easmin et al., 2017).

Comparaison entre les extraits, on trouve la liaison O-H est disponible dans les trois
extraits méthanolique, éthanolique et aqueux. Le groupement C-H est plus abondant dans
I'extrait éthanolique et le groupement C=C dans I'extrait aqueux. Aussi, la fonction carbonyle
C=0 est plus abondant dans I'extrait méthanolique et éthanolique qui caractérise en générale
les aldéhydes, les cétones et le C-O est dans I'extrait éthanolique et aqueux. La liaison C-H

aromatique est plus abondant dans I'extrait méthanolique et aqueux.
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Conclusion

Ces derniéres années, il y a eu un intérét pour la valorisation des plantes spontanées,
notamment locales, et leur exploitation dans plusieurs domaines en fonction de leurs composés.
Notre travail a été pour I'objective d'étude phytochimique et I’activité biologique (antioxydante
et anti-inflammatoire) des extraits bruts de la partie aérienne de Matthiola livida DC. qui vise a

valoriser une des plantes sahariennes qu'est pousse dans région d'Oued Souf.

Les résultats de la teneur en métabolites primaires aprés une préparation des extraits de
poudre végétale est constituée de 35.70 = 0.025 mg/g PS de glucides, 1.30 £ 0.006 mg/g PS de
protéines et 5.04 + 0.025 mg/g PS de lipides.

L'extraction par la méthode de macération en utilisant des trois solvants a donné des
extraits méthanolique, éthanolique et aqueux avec rendement 6.51%, 9.04% et 14.61%
respectivement. La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu, les résultats obtenus montrent que 1’extrait éthanolique donne la teneur la plus
élevée (170.82 + 38.89 mg E AG/g EX), suivie par I’extrait méthanolique (169.55 + 31.47mg E
AG/g Ex) et I'extrait aqueux (102.42 + 38.91mg E AG/g EX).

En parallele, le dosage de flavonoides par la méthode d’AlCl; a révélé que I’extrait
éthanolique possede la plus haute teneur en flavonoides (97.03 + 4.14 mg E Qu/g EX), suivie par
I'extrait méthanolique et aqueux (70.89 + 5.33mg E Qu /g Ex), (12.5 + 2.26mg E Qu /g EX)

respectivement.

L’activité antioxydante de nos extraits a été évaluée en utilisant le test de DPPH" et le
test d’hémolyse. Les résultats du DPPH"™ montrent que I'extrait méthanolique qui a une activité
antioxydante plus élevé a les autres extraits d'une valeur (ICsp= 153.56 pg/ml), suivie par
I'extrait aqueux et éthanolique (ICso= 351.84 pg/ml ; 1Cs0= 658.20 pg/ml) respectivement, mais
restent relativement faible par rapport a celui de ’acide ascorbique utilisé comme controle
positif, le test d’hémolyse montré que I'extrait éthanolique donné la meilleure protection de
érythrocytes humains (16.93% d’érythrocytes dissous chez la concentration 1 mg/ml) alors que
I'extrait methanolique et aqueux ont été enregistres les valeurs 35.55% et 44.09%

respectivement.
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L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits bruts est testée par la méthode de
I'inhibition de dénaturation des protéines. La valeur plus éléve obtenue chez 1’extrait éthanolique
(11.29+1.10 mg Ed/mg EX) et (4.25+0.18 mg Ed/mg Ex et 1.60+0.11 mg Ed/mg EXx) pour les

extraits méthanolique et aqueux respectivement.

L’étude statistique par test Pearson Linear Correlation Coefficient montre que présence
des corrélations positive entre les teneurs en polyphénols totaux et les teneurs en flavonoides,
entre P’activité¢ anti-inflammatoire et les teneurs en polyphénols totaux et les teneurs en
flavonoides aussi, entre les tests I’hémolyse et le DPPH. D'autre part, présence des corrélations
inverse entre I’hémolyse et les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides et entre I’activité

anti-inflammatoire et les tests d’hémolyse et DPPH.

L’analyse par spectroscopie IR permette de déterminer les fonctions chimiques on peut

trouver dans nos extraits bruts.

A partir de ces résultats, on peut conclure que 1’étude phytochimique de Matthiola livida
DC. montre cette plante est riche en polyphénols totaux ainsi qu'en flavonoides. Aussi, on peut
dire que les différents extraits possédent une activité antioxydante et activité anti-inflammatoire,
cette activité se différe de I'extrait & une autre selon le solvant d'extraction qui influence sur la

nature des composeés présents dans les extraits et leurs efficacités sur 1’activité biologique.

Au terme de ce travail, il est souhaitable d’évaluer I’activité anti-oxydante et anti-
inflammatoire par d’autres méthodes, que ce soit in vitro ou in vivo, ainsi que d'effectuer
d'autres tests pour évaluer d'autres activités biologiques telles que l'activité anticancéreuse,
antidiabétique et antimicrobienne. Aussi, des autres techniques plus précises comme HPLC,
Spectroscopie de masse...etc. seraient souhaitable pour identifier les composants responsables

des activités biologiques.
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Figure 1: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait méthanolique de Matthiola livida DC.
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Figure 2: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait éthanolique de Matthiola livida DC.
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Figure 3: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d'extrait aqueux de Matthiola livida DC.
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Figure 4 : Courbe d'acide ascorbique de test DPPH




