7
ok
> 3 \/

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou
Faculté des Sciences Biologiques et Agronomiques

Département de Biochimie et Microbiologie

Mémoire de fin d’études

En vue de I’obtention du diplome de Master II en sciences biologiques
Filiére : Biotechnologie

Spécialité : Biotechnologie et Valorisation des Plantes

Potentiels antioxydant et anti-inflammatoire de deux
plantes médicinales réecoltées dans le Sud algérien

Présenté par :
LAMOURI Louiza HARBANE Sonia

Dirigé par : D' Bouazza B.

Co-encadreé par: D" Oussaid S.

Jury:

Ait-Said S. MCA (UMMTO) President
Taleb-Toudert K. MCB (UMMTO) Examinatrice
Mansour-Benamar M. MCB (UMMTO) Examinatrice

Année universitaire 2018/2019




Remerciements

Au terme de ce travail, nous tenons a exprimer notre gratitude et nos

remerciements pour toutes les personnes qui ont contribué a sa réalisation.

Nous tenons tout d’abord a remercier Dr BOUAZZA B. et Dr OUSSAID
S. pour avoir accepté de diriger ce travail, pour leurs aides, leurs conseils, leurs

encouragements et leur grande disponibilité.

Nous adressons nos remerciements a Dr AIT-SAID S. d’avoir accepté de

présider le jury de la soutenance.

Nous adressons également nos remerciements a Dr Taleb-Toudert K. et Dr

Mansour-Benamar M. d’avoir accepté d’examiner ce travail.

Nos vifs remerciements pour BOUJEMA A, LIDI B., BEKAKRA A. et

HAMAIDI M. de nos avoir aidé a recolter les plantes au Sahara.

Nous remercions monsieur Bensidhoum M. de nos avoir aidé a identifier les

plantes.

Nous tenons a remercier Dr MAMOU M. ainsi que son équipe de nos avoir aidé
a réaliser 1I’analyse chromatographique au sein du laboratoire de chimie
analytique a la faculté de médecine UMMTO.

Nous remercions également tous les enseignants qui ont contribué a notre
formation, qu’ils retrouvent a travers ce mémoire le fruit de leurs longues

années de travail.




Dédicaces

A nos chers parents, I’assise de notre vie.
A nos chers (e) fréres et sceurs.

A nos chers amis (e).




Liste des figures

Figure 1 : Photo originale d’Ephedra alata prise a Hassi Messaoud le 07/09/2018............... 04
Figure 2 : Photo originale d’Anabasis articulata prise a Oued-Souf le 07/09/2018............... 06
Figure 3 : Structure de base des acides benzoique et CINNAMIQUE ........ccceevververeerieieeieerienne 08

Figure 4 : Fréquence des plantes utilisées pour le traitement du cancer par les populations de
Tizi-Ouzou, de Hassi Messaoud et d’Oued-SOUT.........c..cociiiiiiiiiii e 19
Figure 5 : Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en composés phénoliques des extraits
A’Ephedra alata SECNEE............eccuiiieiiee ettt reenre e 20
Figure 6 : Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en comp0sés phénoliques des extraits
d’Ephedra alata fralChe ............cov it 21
Figure 7 : Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en composés phénoliques des extraits
d’Anabasis artiCulata SECNEE ............cceiiiiiiiiiie e 22

Figure 8 : Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en composés phénoliques des extraits

d’Anabasis articulata fraiChe ..., 22
Figure 9 : Chromatogramme de I’extrait optimisés d’Anabasis articulata séchée................. 30
Figure 10 : Chromatogramme de 1’extrait optimisés d’Anabasis articulata fraiche .............. 30
Figure 11 : Chromatogramme de 1’extrait optimisés d’Ephedra alata fraiche....................... 30
Figure 12 : Chromatogramme de 1’extrait optimisés d’Ephedra alata séchée ....................... 31

Figurel3 : Effet des extraits optimisés d’Ephedra alata et d’Anabasis articulata sur I’inhibition

de la dénaturation thermique de Ia BSA..........coo i 37



Liste des tableaux

Tableau 1 : Constituants chimiques d’Anabasis articulata .............c.ccoeceveeiiieienieiencceen, 07
Tableau 2 : Les classes de FlavOnOTUES ..........coiveiiiieieiie e 09
Tableau 3 : Programme de gradient ............ccooeiieieieieie e 17

Tableau 4 : Teneurs totales en polyphénols (TTP) et teneurs totales en flavonoides (TTF)
d’Ephedra alata SEChée et fraiChe .........coi it 24
Tableau 5 : Teneurs totales en polyphénols (TTP) et teneurs totales en flavonoides (TTF)
d’Anabasis articulata séchée et fraiChe ..........ccccvvviiiicic e, 26

Tableau 6. Teneurs totales en polyphénols (TTP) et teneurs totales en flavonoides (TTF) des

extraits optimisés d’Ephedra alata et d’Anabasis articulata....................................... 28

Tableau 7 : Les molécules de composés phénoliques et leurs concentrations dans les extrait S1,

S2, S3 et S4 des Plantes BLUTIEES. ......cvcveiierieie et 30
Tableau 8 : Valeurs des IC50 de différents extraits d’Ephedra alata séchée...........cc.c.......... 31
Tableau 9 : Valeurs des IC50 de différents extraits 4 'Ephedra alata fraiche......................... 32
Tableau 10 : Valeurs des IC50 de différents extraits d’Anabasis articulata séchee............... 32

Tableau 11 : Valeurs des IC50 de différents extraits d’Anabasis articulata fraiche............... 33



Listes des abréviations

Ac : Acétone
ADN : Acide désoxyribonucléique

AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens

AIS : Anti-inflammatoires stéroidiens

BHA : Butylhydroxyanisole

BHT : Butylhydroxytoluene

BSA : Bovine serum albumin

CPLH : Chromatographie en phase liquide a haute performance
DO : Densité optique

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

EAG : Equivalant acide gallique

EC : Ecart-type

ED : Eau distillée

EQ : Equivalant quercitine

ERO : Especes réactives oxygénées

Eth : Ethanol

FC : Folin-Ciocalteu

ICso : Inhibitory Concentration 50%

MS : Matiere séche

PBS : Phosphate-buffered saline

Pl : Pourcentage d’inhibition

PIDT : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique
S1: Extrait optimisé d ’Anabasis articulata sechée
S2 : Extrait optimisé d’Anabasis articulata fraiche
S3: Extrait optimiseé d ’Ephedra alata séchée

S4 : Extrait optimisé d’Ephedra alata fraiche
TTF : Teneur totale en flavonoide

TTP : Teneur totale en polyphénol

UV : Ultra-violets






Table des matieres

I OTUCTION .ottt et e et e e e e e e 01

Premiére partie : Synthese Bibliographique

I.1. Présentation des plantes EtUAIEES ..........ccveiuieiiiiie ittt 03
LLL EPRedra @lata ........ccccooeiiiiiiiiiec ettt 03
O O T T 4 o U1 o SRS 03
1.1.1.2. Aspects écologique et DOtANIQUE ........cvoiiiiiiiiiiie s 03
1.1.1.3. Effets thérapeutiques et utilisations traditionnelles .............ccccoevveviveviiieiie v, 04
1.1.1.4. Travaux SCIeNtifiqUES aNTEIIBUIS .........cceeiveiiiiiece e 04
1.1.1.4.1. Activites biologiques de l1a plante..........c.cceoviieiiiie s 04
1.1.1.4.2. COMPOSItION CRIMIGUE ....oooviiiiieitiitiseeeee e 05
1.1.2. ANALaSIS @rtICUIALA ......c.oiieiiiiieiie et 05
1.1.2.1. CIaSSITICALION ..ottt 05
1.1.2.2. Aspects écologique et DotaniqQUe...........cccoviiriieie i 06
1.1.2.3. Effets thérapeutiques et utilisations traditionnelles ..............ccocovvvvriiieiiiiinnicenne 06
1.1.2.4. Travaux SCIentifiqUes antEriQUIS ........ccooiiirriiiiiieiree e s 06
1.1.2.4.1. Activités biologiques de 1a Plante............cccoveiiiiiiieiiece e 06
1.1.2.4.2. COMPOSITION CRIMIQUE ....vevieiiciiccieeie ettt nne e 07
1.2. Les cOMPOSES PRENOIIGUES .......eouieiieieieeiecee e 08
7 B T ] T €T o OSSP 08
I O 0% 11 o o PSPPSR 08
1.2.2.1. Les acides PhENOIIQUES .......ccveiiiieiiee ettt 08
1.2.2.2. LeS FlAVONOTAES ......oouviniiieieiicese et 08
1.2.2.3. LES TANNINS ..ottt e st et e s e s teeteeneesneenseeneesbeenaeaneeas 09
1.2.2.4. LS COUMAITNES ...ttt ettt sttt ettt sttt ettt e bt be e be et eeneesbe et e eneenbeeteaneens 10
1.2.2.5. LES SHIDBNES. ...t bbb 10
1.2.2.6. LES HIGNANES ....oiceeieiie ettt ettt te et esbe et e e e nra e aeaneens 10
1.3, ACLIVItE @NTIOXYAANTE ......oeiieiiiiieee et 10
1.3.1. LeS radiCauX lDIES ......ooiiiiieciee e e 10
1.3.2. L& StreSS OXYUANT ...ocveiiiiiiecie ettt et e et e sra e re e 11
1.3.3. Mécanisme d’action des antioXydants .........cueuiuiriiiieiniie e 11

1.4. Activité antiinflammatoire ......ooooveeeeeee 12



Deuxiéme partie : partie expérimentale

1. Matériels et MEtNOAES .......ccoiviiiiiieciee e 13
I1.1. Enquéte ethNODOtANIQUE .......ccveieie e 13
1.2, MALEFIET VEGELAL......c.eoeieeieee ettt 13
11.2.1. Préparation des échantillons de plantes...........ccoeieririniinireee e 13
11.3. Optimisation des conditions d’@XIIACtIONS .......c.eerveerierriuiereiiiie e see e e 13
11.3.1. Extraction des cOmpoSES PhENOIIQUES ........ccveiveeiieiiiiieie e 13
11.3.1.1. Choix de la durée d’eXtraction .........cccccciuveeiiieeiiiiesiiee e aee e snee e 14
11.3.1.2. ChoiX dU SOIVANT EXIFACTEUN ......eeveeceieiieie et enee s 14
11.3.2. Détermination des teneurs totales des polyphénols (TTP) ..o, 14
11.3.3. Détermination des teneurs totales en flavonoides (TTF) .....cccoeveveiieiiece i, 15
11.4. Préparation des eXtraitS OPtIMISES.........cueiverieiieiiere e e ste e e e sre e sae e sreenae e 15

11.5. Caractérisation des extraits optimisés par chromatographie en phase liquide a haute

performance (HPLC). ... ..o i e 16
11.6. Evaluation de 1’activité antioXydante ...........cccoovueiiiiiiiiiieiiceee e 17
11.7. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire ..........ccccoveieriieninense e 18
1.8, ANaAlYSE STALISTIQUE ....veeeeeeieecee et bbb 18

Troisieme partie : Résultats et Discussion

1.1, Enquéte ethnODOtANIGUE ......c.veiuiiiecec ettt 19
I11.2. Optimisation de I’extraction des composés phénoliques .........ccccveveervirieriiiienieenineennen. 20
111.2.1. Choix de la durée d’eXtraction ..........cccveeciueeiiieeiiiie e sce s e e e eaee e 20
111.2.1.1. Ephedra alata SEChEE .........c.ciiiiiieie e 20
111.2.1.2. Ephedra alata fraiChe ..........coooiiiiieice e e 21
111.2.1.3. Anabasis articulata SECEE ............covieiiiiii e 21
111.2.1.4. Anabasis articulata fralChe............cccooiiiiiiii e 22
111.2.2. ChoiX dU SOIVANT XTFACTEUN ....c.veevieiieeiecce et enne e 23

111.2.2.1. Effet du type de solvant sur les teneurs en composés phénoliques totales (TTP) et

sur les teneurs en flavonoides totales (TTF) ..o 23
111.2.2.1.1. Ephedra alata SECNEE............ccoueiiiiiie et 23
111.2.2.1.2. Ephedra alata fraiChe ..o 25
111.2.2.1.3. Anabasis articulata SECNEE ...........ccceveveiiiieeeeeee e 26

111.2.2.1.4. Anabasis articulata fralChe. ..ot 27



I11.3. Estimation quantitative des composés phénoliques et des flavonoides totaux des
0] 0110 01U 0 31U USPOSR 29

I11.4. Identification des composés phénoliques par chromatographie liquide a haute

PEITOrMANCE (HPLC). .. oottt sre e ae et nre e 29
TS, ACHIVItE aNtIOXYUANTE .......ccviiie ettt sre et e sre e anne s 32
H11.5.1. Ephedra alata SEChEE .......c..oouieiece e 32
111.5.2. Ephedra alata fralChe ..........cccooiiiii i 33
111.5.3. Anabasis articulata SECNEE ...........ccviiiiiieieeee e 33
111.5.4. Anabasis articulata fraiChe ...........ccooiiii i 34
1.6, Activité anti-inflammatoire ..........cccooeiiiiiiii e 35
(@0 o Tod [1] [o] o H PR PRSSTR 36

Références bibliographique

Annexes






Résumé

Introduction. Le stress oxydatif et I’inflammation peuvent favoriser I’apparition de plusieurs
maladies notamment le diabete, les maladies cardiovasculaires ou le cancer. Ce dernier
constitue un probléeme majeur de santé publique. En plus de leur inefficacité, les traitements
anti-cancer possedent des effets secondaires graves. Les plantes médicinales, souvent utilisées
ces derniéres années, peuvent constituer une alternative thérapeutique naturelle.

Objectifs. Ce travail a pour objectifs i) de rechercher et de sélectionner les plantes utilisées
pour le traitement des maladies inflammatoires notamment le cancer, ii) d’optimiser les
conditions d’extraction des composés phénoliques des plantes sélectionnées : Ephedra alata et
Anabasis articulata, et enfin iii) d’examiner in vitro leurs propriétés antioxydante et anti-
inflammatoire.

Matériel & Méthodes. La recherche et la sélection des plantes ont été effectuées par 1’étude
ethnobotanique a 1’aide de questionnaires et d’interviews. L’optimisation des parametres
d’extraction des composés phénoliques des feuilles des plantes sélectionnées est faite pour
déterminer le meilleur temps (1h, 3h et 3X 1h) et le meilleur solvant (acétone, éthanol, eau
distillée ainsi que leurs combinaisons) d’extraction. Les teneurs totales en polyphénols (TTP)
et en flavonoides (TTF) ont été évaluées par des tests colorimétriques. Les composés
phénoliques des extraits optimisés ont été identifiés par une chromatographie en phase liquide
a haute performance (HPLC). Enfin, Le potentiel antioxydant a été déterminé par le test au
DPPH alors que I’activité anti-inflammatoire a été évaluée par le test d’inhibition de la
dénaturation thermique des protéines.

Résultats. L ’optimisation des parameétres d’extraction des TTP et TTF a permis de déterminer
3h comme meilleur temps. Cependant, les meilleures combinaisons de solvants sont
dépendantes de la plante et de son état (frais ou séché) : E. alata séchée (100% éthanol), E.
alata fraiche (43% eau distillée + 33% éthanol + 24% acétone), A. articulata séchée (36% eau
distillée + 26% éthanol + 38% acétone) et enfin A. articulata fraiche (48% eau distillée + 52 %
éthanol). L’analyse du contenu phénolique des extraits optimises par HPLC a révélé la présence
des molécules bioactives importantes (I’acide cinnamique, 1’acide caféiques et 1’acide
coumarique). Les extraits optimisés d’E. alata séchée, d’E. alata fraiche, d’A. articulata séchée
et A. articulata fraiche ont montré des pouvoirs antioxydants élevés ou les 1Cso sont 0.55 +
0.005, 0.30 = 0.002 et 0.23 + 0.04 et 0.16 = 0.04 mg/mL respectivement. De plus, tous les
extraits sont caractérisés par une importante activité anti-inflammatoire (% d’inhibition de la
dénaturation thermique de la BSA compris entre 80% et 97.82%).

Conclusion. Dans I'ensemble, nos résultats ont permis de mettre en évidence les potentiels
antioxydant et anti-inflammatoire des feuilles d’Ephedra alata et d’Anabasis articulata, deux
plantes utilisées traditionnellement dans le traitement du cancer et de ce fait pourraient se
présenter comme une alternative thérapeutique.

Mots clés: Ephedra alata, Anabasis articulata, optimisation, activité antioxydante, activité anti-
inflammatoire.



Abstract

Introduction. Oxidative stress and inflammation may lead to the development of several
chronic diseases including diabetes, cardiovascular disease and cancer. The latter is a major
public health problem. However, anti-cancer treatments are ineffective and have serious side
effects. Medicinal plants were used as traditional medicines for many for the treatment of
different health conditions including cancer.

Objective. The aims of our study are i) to identify and select the medicinal plants used by the
local population for the treatment of inflammatory diseases, specifically cancer, ii) to optimize
the extraction conditions of the phenolic compounds of the selected plants: Ephedra alata and
Anabasis articulata, and iii) to examine in vitro their antioxidant and anti-inflammatory
activities.

Materiel & Methods. Plant selection was achieved by ethnobotanical study using a
questionnaire and interviews. In order to determine the best time (1h, 3h and 3X 1h) and the
best solvent (acetone, ethanol, distilled water and their combinations) of plant extraction,
different extraction parameters of the phenolic compounds from the leaves were optimized.
Total phenolic contents (TPC) and total flavonoid contents (TFC) were evaluated by
colorimetric tests. Phenolic compound of the optimized extracts was identified by high-
performance liquid chromatography (HPLC). The antioxidant potential was determined by
DPPH test while the anti-inflammatory activity was evaluated by the albumin denaturation
inhibition assay.

Results. 3h was determined as the best time of TPC and TFC extractions. However, the best
extraction solvent was depended on the plant and its stat (fresh or dried): dried E. alata [100%
ethanol (Eth)], fresh E. alata [43% distilled water (DW) + 33% Eth + 24% acetone (Ac)], dried
A. articulate (36% DW + 26% Eth + 38% Ac) and fresh A. articulata (48% DW + 52 % Eth).
The HPLC analysis of the phenolic compounds of the optimized extracts revealed the presence
of important bioactive molecules (cinnamic acid, caffeic acid and coumaric acid). Interestingly,
the optimized extracts from E. alata (dried and fresh plant materials), A. articulata (dried and
fresh plant materials) showed a high antioxidant potential. Indeed, the different extract
exhibited significant inhibition of DPPH free radicals with low ICso values (0.55 + 0.005, 0.30
+ 0.002 et 0.23 + 0.04 et 0.16 £ 0.04 mg/mL respectively). Moreover, all the extracts showed
an important anti-inflammatory activity (% of the BSA denaturation inhibition was between
80% and 97.82%).

Conclusion. our results demonstrated the antioxidant and anti-inflammatory potentials of
Ephedra alata and Anabasis articulata leaves extracts, and may be used as therapeutic
alternatives in the treatment of cancer.

Keywords: Ephedra alata, Anabasis articulata, optimization, antioxidant activity, inti-
inflammatory activity.
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Introduction

Les espéces réactives de 1’oxygéne (dont les radicaux libres), le stress oxydatif et les
antioxydants sont devenus des termes familiers dans le monde médical, jouant un réle important
dans la physiopathologie de plusieurs maladies (Defraigne et Pincemail, 2008).

Le changement climatique et environnemental, la pollution, les mauvaises habitudes
alimentaires sont des facteurs qui favorisent la production excessive de radicaux libres dans
I’organisme. Les radicaux libres provoquent le stress oxydatif qui est a ’origine de la
dégradation des composants cellulaires (ADN, protéines, lipides et glucides) et d’une
inflammation accru (Zuo et al., 2019). Des études récentes ont montré que 1’inflammation est
un facteur majeur de la progression de diverses maladies notamment le diabete, le cancer et les
maladies inflammatoires de I’intestin (Arulselvan et al., 2016).

Le traitement de I’inflammation est souvent basé sur 1’utilisation des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) et stéroidiens (AIS), ces médicaments et malgré leur
efficacite, présentent souvent des risques de toxicité et des effets secondaires graves (Bourkhiss
etal., 2010, Villagdbmez-Rodriguez et al., 2019). D’un autre c6té, I’utilisation des antioxydants
synthétiques de fagon routiniére tels que le butylhydroxyanisole (BHA) et le
butylhydroxytoluene (BHT) dans les industries agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique
est suspectée a long terme d’effets tératogénes, mutagenes et cancérigenes (Bourkhiss et al.,
2010).

Afin de remédier a ce probléme, beaucoup de chercheurs s’intéressent a identifier de
nouvelles substances au potentiel thérapeutique. En effet, des études ont montré que les plantes
médicinales possedent de nombreuses molécules bioactives, telles que les polyphénols, qui sont
dotés de plusieurs activités biologiques et pharmacologiques notamment des activités
antioxydante, anti-inflammatoire, antidiabétique, anticancéreuse, etc. (Mata et al., 2019 ; Li et
al., 2019).

C’est dans cette optique que nous avons mené ce travail afin de contribuer a la recherche
de substances naturelles (dérivées de plantes médicinales) pourvues de pouvoirs antioxydant
et/ou anti-inflammatoire.

La présente étude est scindée en trois parties, la premiere présente une revue de la
littérature sur les plantes médicinales sélectionnées a partir d’'une enquéte ethnobotanique sur
les remedes traditionnels a base de plantes médicinales utilisées dans le traitement du cancer,
meneée aupres des populations des régions de Tizi-Ouzou, de Hassi Messaoud et d’Oued-Souf
en Algérie, leurs propriétés chimiques et biologiques et les principales classes des composés

phénoliques. La seconde ayant pour objectifs d’optimiser les conditions d’extraction des

1
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composés phénoliques des feuilles d’Ephedra alata et d’Anabasis articulata et d’examiner in
vitro leurs activités antioxydante et anti-inflammatoire. La derniere représente les principaux
résultats de 1’optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques des feuilles

des deux plantes étudiées et leurs activités antioxydante et anti-inflammatoire.



PREMIERE PARTIE
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Premiere partie Syntheése bibliographique
I. 1. Présentation des plantes etudiées

Ephedra alata et Anabasis articulata sont deux especes qui poussent principalement
dans le désert, notamment le désert d’ Algérie, dans des sols pierreux et arides (Ozenda, 2004).
Ces plantes sont largement utilisées en Algérie, en Tunisic et en Egypte, d’une maniére
traditionnelle dans le traitement de diverses maladies notamment le cancer. Dans la présente

étude ces deux plantes ont été sélectionnées et récoltées a Hassi Messaoud et Oued-Souf.
I.1.1. Ephedra alata

1.1.1.1. Classification

Selon la classification phylogénétique de 2009 Ephedra alata est classée comme suit :

- Regne : plantae

- Sous Reégne : Tracheobionta
- Division : Gnetophyta

- Classe : Gnetopsida

- Ordre : Ephedrales

- Famille : Ephedraceae

- Genre : Ephedra

- Espéce : Ephedra alata alenda
1.1.1.2. Aspects écologique et botanique

Il existe environ 40 especes du genre Ephedra qui colonisent les milieux arides, en
particulier ceux de I’hémisphére nord et la partie sud de I’Amérique (Danciu et al., 2018). Le
genre Ephedra contient plus de 60 espéces réparties en Asie, en Amérique, en Europe et en
Afrique du Nord (Zhang et al., 2018).

Ephedra alata pousse principalement dans le désert, c’est un petit arbuste a rameaux
articulés qui peut atteindre 1 & 3 metres de hauteur. 1l est d’une couleur vert-jaunatre, portant
des petites feuilles opposées, alternant d’un nceud a ’autre, des fleurs en petits cones, les males
et les femelles sont généralement sur deux pieds différents (Ozenda, 2004). La figure 1 montre

la photographie d’E. alata prise a Hassi Messaoud le 07.09.2018.
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Figure 1. Photo originale d’Ephedra alata prise a Hassi Messaoud le 07/09/2018.

1.1.1.3. Effets thérapeutiques et utilisations traditionnelles

Connue pour ses vertus médicinales, E. alata est largement exploitée en médecine
traditionnelle. En effet, la plante est utilisée pour traiter les allergies, I'asthme bronchique, les
frissons, le rhume, la toux, l'cedéme, la fievre, la grippe et les maux de téte, cette plante présente

également des activités antimicrobiennes et anticancereuses (Al-Rimawi et al., 2017).

A Ouargla en Algérie, les feuilles et les rameaux d’E. alata sont utilisés en macération
comme en inhalation pour soigner la grippe, le rhume et les troubles respiratoires (Ould El Had]
et al., 2003). En Palestine, une enquéte ethnopharmacologique menée aupres de la population
des zones rurales a montré que E. alata était la plante la plus utilisée pour le traitement de

diverses maladies notamment le cancer (Jaradat et al., 2016).

1.1.1.4. Activités biologiques de la plante

Les études portant sur les extraits d’E. alata ont révélé qu’elle possede diverses activités
biologiques. Les résultats obtenus par Al-Qarawi et al. (2011), suggérent 1’utilisation d’E. alata
pour contréler la contamination des fourrages par les aflatoxines. L’extrait aqueux d'E. alata
récoltée au sud de la Tunisie agit comme un agent bactériostatique contre Klebsiella
pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella enterica, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis. Cependant, il est bactéricide vis-a-
vis des cocci a Gram positif (Danciu et al., 2018). L’extrait aqueux d’E. alata collectée en
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Egypte avait montré une activité antifongique contre les souches Penicillium italicum,
Syncephalastrum racemosum et Candida albicans (Ghanem et EI-Magly, 2008). Les extraits
d’E. alata cultivée a 1I’état sauvage en Palestine, révelent une importante activité antioxydante
(Al-Rimawi et al., 2017). Danciu et al. (2018), ont démontré que I’extrait hydroalcoolique de
la partie aérienne d’E. alata du sud de la Tunisie possede une activité antiproliférative, pro-

apoptotique et cytotoxique contre la lignée cellulaire cancéreuse MCF-7.

1.1.1.5. Composition chimique

La caractérisation des constituants chimiques d’E. alata récoltée en Palestine réalisée
par Kittana et al. (2017) a montré la présence de tannins, de flavonoides, de phénols, de

glycosides cardiaques, de stéroides et de alcaloides.

Les composés phénoliques de I’extrait éthanolique d’E. alata récoltée en Tunisie, ont
été identifiés par chromatographie sur colonne et sont constitués d’acide rosmarinique, du
resveratrol, de la quercitine, du kampherol, de 1’acide caféique, de 1’acide p-coumarique et de
I’épicatéchine. Dans I'extrait méthanolique, les composés suivants ont été détectés : l'acide
rosmarinique, le resvératrol, la quercitine, le kampherol, I'acide caféique et lI'acide coumarique
(Danciu et al., 2018).

1.1.2. Anabasis articulata
1.1.2.1. Classification
Selon la classification phylogénétique de 2009 Anabasis articulata est classée comme suit :

- Regne : plantae

- Sous Regne : Tracheobionta
- Division : Mognolophyta

- Classe : Mognolopsida

- Sous classe : Caryophyllidae
- Ordre : Caryophyllales

- Famille : Amaranthaceae

- Genre : Anabasis

- Espece : Anabasis articulata (Forssk) Moq.
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1.1.2.2. Aspects ecologique et botanique

Anabasis articulata est une plante endémique saharienne a buisson bas, a souche épaisse
et tortueuse, a rameaux articulés vert-pale presque blanchatre surtout sur le sec, a articles épais
a peine dilatés vers le haut en deux feuilles tres courtes. Les fleurs blanches sont isolées a
l'aisselle de chaque feuille. Le fruit est entouré par trois ailes dues a la dilatation de trois des
cing sépales. Elle est commune dans les sols pierreux de tout le Sahara, jusqu’au Sahara
méridional (Ozenda, 2004). La figure 2 montre la photographie d’Anabasis articulata prise a
Hassi Messaoud (le 07.09.2018).
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Figure 2. Photo originale d’Anabasis articulata prise a Oued-Souf le 07/09/2018

1.1.2.3. Effets thérapeutiques et utilisations traditionnelles

Anabasis articulata est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle
algérienne pour traiter le diabéte (Kambouche et al., 2011). Les parties aériennes sont utilisées
en décoction pour traiter la fievre, les maux de téte et en utilisation externe pour traiter les
maladies de la peau tel que 1’eczéma (Hammiche et Maiza, 2006) et les infection rénales (Azza
etal., 2014).

1.1.2.4. Activités biologiques de la plante

Des études ont montré que la tige (Benhamou et al., 2013) et les racines (Ghembaza et
al., 2016) d’A. articulata récolté en Algérie exercent une considérable activité antioxydante.
De plus, I’extrait aqueux des feuilles d’A. articulata a montré un effet antidiabétique

(Kambouche et al., 2011). Plusieurs autres propriétés ont été attribuées aux saponines telles que
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I’effet immunostimulateur, la cytotoxicité ainsi que des propriétés antitumorales (Kambouche

et al., 2009).

Par ailleurs, une activité anti-inflammatoire élevée de I’extrait méthanolique d’A.
articulata d’Arabie Saoudite a été observée sur un modéle d'cedéme de la patte induit par la

carragénine chez le rat (Abdallah et al., 2014).

1.1.2.5. Composition chimique

L’analyse phytochimique de I’extrait aqueux des feuilles d’A. articulata récoltées en
Algérie, menée par Kambouche et al. (2009) révele la présence d’alcaloide (1,25%) et de
saponine (1,30%). Le tableau ci-dessous préesente les constituants chimiques de la plante d’A.

articulata récoltées en Libye, au fonction du solvant d’extraction :

Tableau 1. Constituants chimiques d’A. articulata (Hamdoon et al., 2013) : (+) : présence ;
(-) : absence.

Constituants de la Extrait Extrait Extrait de Extrait de
plantes éthanoique acétonique chloroforme petroleum d’éther
Polyphénols +++ ++ + -
Flavonoides +++ ++ + -
Tanins +++ ++ - -

Anthraquinones - - - -

Alcaloides +4++ ++ - -
Saponines + + - -
Carbohydrates ++ - - -

Stérols - - + +

I.2. Les composés phénoliques
1.2.1. Définition

Les polyphénols constituent un groupe de métabolites secondaires caractérisés par la

présence d’au moins un noyau aromatique, possédant un ou plusieurs groupes hydroxyles
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(Abderrezak et Joél, 2007). Ces derniers sont soit libre ou engagés dans une autre fonction tels
que 1’éther, I’ester ou I’hétéroside (Bruneton, 2009). Plus de 8000 composés phénoliques ont
été identifiés chez diverses espéces de plantes (Kanti et Syed, 2009) et sont présents dans les
fruits, les légumes, les céréales et les boissons. Les polyphénols sont impliqués dans la défense
contre les rayons ultra-violets (UV), contre les attagues des pathogenes et également sont des

excellents antioxydants (Kanti et Syed, 2009).

1.2.2. Classification
1.2.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des metabolites secondaires largement répandus dans le
regne végétal. Les composés et les fonctions des acides phénoliques ont fait I’objet des études
agricole, biologique, chimique et médicale (Ghasemzadeh, A. & Ghasemzadeh, N., 2011). Les
acides phénoliques sont abondants dans les aliments et se divisent en deux classes : les dérivés
de l'acide benzoique et les dérives de lI'acide cinnamique. La teneur en acide hydroxybenzoique
des plantes comestibles est généralement faible. Les acides hydroxycinnamiques sont plus
communs que les acides hydroxybenzoiques et constituent principalement les acides p-

coumariques, cafféiques, féruliques et sinapiques (Kanti et Syed, 2009).

o O
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Figure 3. Structure de base des acides benzoique (A) et cinnamique (B).

1.2.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques comprenant plus de 4000 structures
variées. Ce sont des pigments chez les plantes (Abderrezak et Joél, 2007). Tous les flavonoides
possedent une structure de base C6-C3-C6 constituée de deux cycles aromatiques (A et B) avec
un Ce et un hétérocycle (C) contenant un atome d’oxygene. Les flavonoides sont dotés de

différentes propriétés a savoir les propriétés antiradicalaires (Amic et al., 2003), chélatrices des
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ions métalliques (MaleSev et Kunti¢, 2007), propriétés antibactériennes (Khalfallah et al., 2017)

et antitumorales (Magne Nde et al, 2015). On distingue six groupes de flavonoides (Tableau 2).

Tableau 2. Les classes des flavonoides (Ghasemzadeh, A et Ghasemzadeh, N., 2011).

Flavones @
(lutéoline, apigénine, tangéritine) (AT < 1
Flavonols -
(quércetine, kaemferol, myricétine, @) ]
isorhamnetin, pachypodol) e
Flavanones ©
(héspérétine, naringenine, ériodictyol) @ °
Flavan-3-ols
(catéchine et épicatéchine) ° ©

Isoflavones ©

(génistéine, daidzéine, glycitéine) © o
Anthocyanidines o
(cyanidine, delphinidine, malvidine, LT
pélargonidine, péonidine, pétunidine) ° ©

1.2.2.3. Les tannins

Les tanins sont des dérivés phénoliques hétérogenes, ils sont largement distribués chez
les plantes supérieures avec un poids moléculaire qui varie de 500 a 3000. Ils sont utilisés pour
la teinture ou la préparation d’encres. Ils ont la propriété de rendre la peau imputrescible en se

fixant sur des protéines, ainsi utilisés pour le tannage des peaux (Abderrezak et Joél, 2007).

On distingue deux grands groupes de tannins chez les végétaux supérieurs qui différent
par leur structure et leur origine biogénétique. Les tanins hydrolysables sont des esters de

I’acide gallique et du glucose, alors que les tanins condensés ou proanthocyanidol sont des

polymeéres flavaniques (Bruneton, 2009).

1.2.2.4. Les coumarines
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Les coumarines sont constituées de neuf atomes de carbone et caractérisées par le
noyau 2H-1-benzopyrane-2-one. Les coumarines sont des dérivés des acides
hydroxycinnamiques et également le point de départ d’une famille de composés qui se forme
par une substitution en 6,7 et 8 sur le cycle aromatique (Abderrezak et Joél, 2007). Les
coumarines simples ont été utilisées pour la conception des parfums et ardmes de synthése pour

leur propriété de dégager une agréable odeur, rappelant la vanilline (Mpondo et al., 2015).

1.2.2.5. Les stilbenes

Comme les flavonoides, les membres de la famille des stilbénes possédent une
structure de type C6-C2-C6. Ce sont des composés phénoliques, phytoalexine synthétisés par
les plantes en reponse aux attaques fongiques, bactériales et virales. Les sources principales des

stilbénes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al, 2006).

1.2.2.6. Les lignanes

Les lignanes représentent une classe importante de métabolites, ce sont des dimeres
d’unités phényl-propane (C6-C3) associées par le carbone central de leur chaine aliphatique
latérale. Les lignane sont présents dans les bois chez les Gymnospermes, tandis qu’ils sont

rencontrés dans tous les tissus chez les Angiospermes (Bruneton, 2009).

1.3. Activité antioxydante

1.3.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont par définition des espéces chimiques possédant un électron
célibataire sur leur couche périphérique, ce qui leur confere un fort degré de réactivité (Migdal
et Serres, 2011). Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble
restreint de radicaux libres, les radicaux primaires et les radicaux secondaires (Favier, 2003).
Les ERO lorsqu’elles sont a faible concentration ont des effets bénéfiques pour la cellule (la
phosphorisation des protéines, 1’apoptose, etc.). Quand leur production augmente elles
deviennent nocives pour les structures cellulaires comme les protéines et les lipides, et généerent

ainsi le stress oxydant (Togliatto et al., 2017).

1.3.2. Le stress oxydant
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L’oxygene joue un rble important dans la survie et le développement de 1’étre Humain,
mais également est un élément a I’originaire de la toxicité, d’acidité, d’altération, de
dégénérescence et de stress oxydatif lorsque son métabolisme est déréglé (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la formation des radicaux libres et
la capacité de la cellule a les éliminer (Togliatto et al., 2017). Par ailleurs, quand il est en exces
provoque des dommages pour les structures cellulaires (lipides, protéines ou ADN) et inhibe
leurs fonctions normales, ainsi qu’il est a 1’origine de nombreuses maladies dégenératives telles

que I’athérosclérose, les maladies coronariennes, le vieillissement et le cancer (Feng-Lin et al.,

2010).
1.3.3. Mécanisme d’action des antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants : 1’une est
apportée par l’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E,
caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion et 1’autre est endogéne et se compose
d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase) et de protéines (Haleng et

al., 2007).

Les groupes hydroxyles des polyphénols sont des donneurs d'atomes d’hydrogénes ; ils
peuvent réagir avec les especes réactives de I’oxygeéne (ERO) et les espeéces réactives de 1’azote.
Suite a l'interaction avec les especes réactives initiales, la forme radicalaire de I'antioxydant est
produite, ayant une plus grande stabilité chimique que le radical initial. L'interaction des
groupes hydroxyles des composés phénoliques avec les électrons du noyau benzénique donne
aux molécules des propriétés particulieres, notamment la capacité a générer des radicaux libres,
ou le radical est stabilisé par la délocalisation. Le pouvoir antioxydant des composés
phénoliques est également attribué a leur capacité a chélater les ions métalliques et inhibent

certaines enzymes impliquées dans la génération de radicaux (Pereira et al., 2009).
I.4. Activité antiinflammatoire

L'inflammation est une réponse naturelle complexe a des stimuli nocifs physiques,
biologiques ou chimiques. C’est une réaction de défense provoquée par une agression. Elle est
considérée comme une réponse a de nombreuses maladies telles que le cancer, la polyarthrite

rhumatoide et le diabéte (Villagbmez-Rodriguez et al., 2019). L’inflammation manifeste des
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signes de rougeur, de gonflement et des douleurs, et qui implique une augmentation de la

dénaturation des protéines (Gunathilake et al., 2018).

Les composés phénoliques et les flavonoides jouent un réle efficace en tant que facteurs
anti-inflammatoires naturels qui bloquent les voies de signalisation majeures, responsables de
la production de divers médiateurs pro- inflammatoires (Arulselvan et al., 2016). De
nombreuses études ont prouvé que les composés phénoliques et les flavonoides possedent de
nombreuses activités biologiques dont I’activité anti-inflammatoire (Lafuente et al.,2009 ; Pan
MH et al., 2009).
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Deuxieme partie Partie Expérimentale
Il. Matériels et méthodes
I1.1. Enquéte ethnobotanique

Une enquéte ethnobotanique a été effectuée de Juin & Septembre 2018, dans trois
populations : Tizi-Ouzou, Hassi Messaoud et Oued-Souf. Les données sont récoltées a 1’aide
d’un questionnaire (Annexe 1) et d’une interview aupres des herboristes et des personnes ayant
des connaissances sur les plantes médicinales et la médecine traditionnelle. Le questionnaire
est subdivisé en deux parties : une partie sur I’informateur et I’autre sur les plantes médicinales

ayant un potentiel anti-inflammatoire utilisées pour le traitement du cancer.

11.2. Matériel végétal
11.2.1. Préparation des échantillons de plantes

La présente etude a été réalisée sur les feuilles des plantes E. alata et A. articulata
provenant de Hassi Messaoud et d’Oued-Souf et ont été identifiées par Monsieur Bensidhoum
M. enseignant chercheur a la faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques
de T'universit¢é Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Les plantes ont été récoltées sur deux
périodes, la premiere a été réalisée en mois de Septembre de I’année 2018 au stade végétatif et
les échantillons cueillis ont subi un séchage de 5 mois a ’air libre et a 1’abri de la lumiere. La
deuxieme a été effectuée en mois d’Avril de I’année 2019 au stade de floraison pour une étude
a I’état frais. Les différents échantillons ont été broyés et la poudre obtenue ayant un diameétre

inférieur @ 250 nm est utilisée pour réaliser les différents tests.

I1.3. Optimisation des conditions d’extractions
11.3.1. Extraction des composés phénoliques

L’extraction est une étape majeure dans [’utilisation ultérieure des composés
phénoliques. Cette partie consiste en 1’optimisation des parametres d’extraction des COmposés
phenoliques a partir des poudres des plantes sélectionnées (E. alata et A. articulata). La plupart
des extractions réalisées sur différentes plantes dans les études antérieures ont été effectuées

sur des échantillons séchés. Cependant, trés peu d’études ont rapporté des données sur les
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échantillons frais. De ce fait, nous avons d’abord travaillé sur des échantillons séchés, ensuite

nous avons testé les différentes conditions d’extraction sur les échantillons frais.

La préparation des extraits phénoliques a partir des feuilles des plantes étudiées a été
effectuée selon la méthode décrite par Oussaid et al. (2017) avec quelques modifications. Le
principe de I’extraction est basé sur I’extraction solide-liquide des composés phénoliques en
utilisant trois solvants de différentes polarités : éthanol, acétone et eau distillée, par macération

a température ambiante, pendant 1 heure, 3 heure et 3 heures par épuisement (3 X 1h).
11.3.1.1. Choix de la durée d’extraction

Des séries d'extractions ont été réalisées pour déterminer la meilleure durée d’extraction
de chacun des échantillons frais ou séchés des plantes étudiées. 1 g de poudre a été macéré dans
20 mL de deux solvants organiques (éthanol ou acétone) et de 1’eau distillée. Les échantillons
ont été placés sous agitation a des temps différents : 1h, 3h et 3 X 1h sous température ambiante.
Apreés filtration et centrifugation pendant 20 minutes a 4000 tours/min, le surnageant a été
récupéré et conserveé pour les analyses ultérieurs. Toutes les extractions ont été faites en trois
répétitions. Le meilleur temps d'extraction a été choisi en fonction de la teneur la plus élevée

en composés phénoliques.

11.3.1.2. Choix du solvant d’extraction

Apres I’optimisation de la durée d’extraction pour chacun des échantillons, des séries
d'extractions ont été réalisées afin de déterminer le meilleur solvant d’extraction. Une quantité
de 1 g de poudre a été macérée dans 20 mL de chacun des solvants (éthanol, acétone et eau
distillée) ou de leur mélange a différents rapports (Annexe 2) pendant 3h a température
ambiante. Les préparations ont été filtrées puis centrifugées pendant 20 min a 4000 tours/min.
Toutes les extractions ont été faites en trois répétitions et le meilleur solvant a été choisi en

fonction de la valeur la plus élevée en composés phenoliques.

11.3.2. Détermination des teneurs totales des polyphénols (TTP)

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon une méthode colorimétrique
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (FC). Son principe consiste a déterminer la concentration
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totale de groupement hydroxyle présent dans 1’extrait (Ali Rachedi, 2018). Le test FC repose
sur le transfert d'électrons en milieu alcalin a partir des composés phénoliques vers des
complexes dacide phosphomolybdique et de phosphotungstique, déterminés par
spectrophotométrie (Ainsworth et Gillespie., 2007).

Le protocole appliqué est celui décrit par Georgea et al. (2005) avec quelques
modifications. ImL du FC (dilué dix fois avec de I’cau distillée) est mélangé avec 100uL
d’extrait. Aprés 5min, 1mL de bicarbonate de sodium (NaHCO3) a 7.5% sont ajoutées au
mélange et les préparations ont été incubées au bain marie a 50° C pendant 15 min, ’absorbance
est mesurée a 760 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV. Une courbe d’étalonnage a été
réalisée avec I’acide gallique comme standard et les valeurs exprimées en mg équivalant d’acide

gallique/ g de matiere seche (mg EAG/g MS), (Annexe 3).

11.3.3. Détermination des teneurs totales en flavonoides (TTF)

La teneur en flavonoides des extraits issus des différentes combinaisons de solvants a
été déterminée par la méthode de Bahorun et al. (1996) avec quelques modifications. Cette
méthode est basée sur la formation de complexe jaunatre entre le trichlorure d'aluminium

(AICIs3) et les composés phénoliques par chélation de 1’ion APP*,

Un volume de ImL d’extrait dilué a été mélangé avec 1mL de Chlorure d’Aluminium a
2%. Apres homogénéisation, les préparations ont été incubées a température ambiante et a 1’abri
de la lumiere pendant 10 minutes. L’absorbance des échantillons a été mesurée a 415nm a I’aide
d’un spectrophotometre UV. Les concentrations en flavonoides ont été calculées en utilisant
une courbe d’étalonnage préparée avec de la quercétine comme standard et les résultats ont été
exprimés en mg équivalant de quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS), (Annexe
4).

11.4. Préparation des extraits optimisés

Apres la sélection de la meilleure durée de maceration et du meilleur solvant extracteur
par le logiciel JMP qui nous a permis d’avoir les pourcentages des mélanges de solvants
optimisés a partir des différentes combinaisons, une extraction finale a été réalisée pour

I’obtention des extraits les plus riches en composés phénoliques dans les mémes conditions
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précédant décrite. L’extrait brut obtenu soumis au dosage des polyphénols et des flavonoides

ainsi que des activités biologiques (antioxydante et anti-inflammatoire).

I1.5. Caractérisation des extraits optimisés par chromatographie en phase liquide a haute

performance (HPLC)

La chromatographie est une technique biophysique importante qui permet la séparation,
I'identification et la purification des composants d'un mélange pour des analyses qualitatives et
quantitatives. La chromatographie en phase liquide a haute performance ou HPLC est une
technique de chromatographie qui permet la purification et 1’analyse structurelle de nombreuses

molécules en peu de temps (Ozlem, 2016).

Le contenu en composes phénoliques des extraits optimisés S1 (A. articulata séchée),
S2(A. articulata fraiche), S3 (E. alata séchée) et S4 (E. alata fraiche) a été identifié par HPLC
au laboratoire de chimie analytique a la faculté de médecine par Dr M. Mamou. Une élution en
gradient a été utilisée avec 5 standards a savoir 1’acide gallique, 1’acide caféique, 1’acide

coumarique, la quercitine et I’acide cinnamique.
e Conditions chromatographiques

L’analyse a été effectuée sur une colonne purospher C18 de longueur de 250 mm avec
un diameétre interne de 4.6 mm. La phase stationnaire est constituée d’un gel de silice et la phase
mobile est un mélange de solution aqueuse d’acide formique (A) et d’acétonitrile (B) en mode
gradient. Le débit de solvant était de 1mL/min. Le volume d’injection était de 10 pL a
30°C. L’absorbance a été lu a 280 nm. Le programme de gradient est présenté dans le tableau
3.
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Tableau 3. Programme de gradient.

Temps Phase A Phase B

0 -4 min 96 % 4 %
4 — 40 min 9 -0% 4 —-100 %
40 — 45 min 0% 100 %
45 - 55 min 0-96 % 100 -4 %

11.6. Evaluation de I’activité antioxydante

La mesure de I’activité antiradicalaire des extraits aqueux, acétonique, éthanolique et
des optimums des plantes d’E. alata et d’A. articulata a été effectuée par le test DPPH qui est
un radical libre de couleur violet capable d’étre réduit par les antioxydants en un composé jaune,
dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu & donner des protons Talbi et al. (2015).

L’Activité antiradicalaire des extraits phénoliques d’E. alata (fraiche et séchée) a été
déterminer avec le protocole décrit par Talbi et al. (2015). Des dilutions sérielles des différents
extraits ont été préparées. Un volume de 100uL d’extrait de chacune des concentrations a été
ajouté a 1500 pL de la solution DPPH. Un contr6le négatif a été préparé en mélangeant 100 pL
de méthanol avec 1500 pL de la solution méthanolique du DPPH. Aprés 30 minutes
d’incubation a I’obscurité, I’absorbance a été mesurée a 517nm a 1’aide d’un spectrophotométre

UVv.

Le pouvoir antiradicalaire des extraits phénoliques d’A. articulata (fraiche et séchée) a
été déterminé selon le protocole décrit par Shirwaikar et al. (2006). Des dilutions sérielles des
differents extraits ont eté préparees. 1ImL d’extrait de chacune des concentrations a éte ajouté a
1mL de la solution DPPH (préparée dans du méthanol). Un contrble négatif a été préparé en
mélangeant 1mL de méthanol avec 1mL de la solution méthanolique du DPPH. Aprés 20
minutes d’incubation au bain marie a 37° C, I’absorbance a été mesurée a 517nm a 1’aide d’un

spectrophotomeétre UV. L’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant standard.
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Le pourcentage d’inhibition (PI) du radical DPPH est détermine par la formule suivante :
Pl du radical DPPH = [(Al - A2) / A2] x 100
Avec : Al : Absorbance du controle ; A2 : Absorbance Echantillon.

L’ICs0 « Inhibitory Concentration 50% » permet de déterminer la concentration
nécessaire de I’échantillon testé a réduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée
graphiquement par une courbe de régression linéaire de pourcentage de réduction en fonction

de la concentration des extraits.

11.7. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des extraits optimisés a été évaluée par la méthode
d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines selon le protocole de Gunathilake et al.

(2018) avec quelques modifications.

Un mélange réactionnel de 5 mL a été préparé avec 20 uL de chacune des concentrations
des extraits (50, 200, 400 et 500 pg/mL), 0.2 mL de la solution aqueuse de la BSA 1% (Bovine
Serum Albumine) et 4.78 mL PBS 1X (phosphate-buffered saline). Aprés incubation au bain
marie a 37° C pendant 15 minutes suivie du chauffage a 70° C pendant 5 minutes, I’absorbance
a été mesurée a 660 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV. Une solution standard a été

préparée avec de 1’acide acétylsalicylique dans les mémes conditions.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique (PIDT) de la BSA a été
exprimé par la formule suivante : PIDT = 100 x (1- A2/ Al).

Avec : Al : Absorbance de I’échantillon contrble ; A2 : Absorbance I’échantillon a tester.

11.8. Analyse statistique

La concentration moyenne des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux a été
exprimée sur la base de trois mesures + EC. L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du
logiciel Statistica 1984-2005. Les comparaisons multiples et la détermination des taux de
signification sont faites par 1’analyse des variances (ANOVA) et le test de Student. Les

différences sont considérées statistiguement significatives au seuil de 0.05 (p < 0,05).
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111.1. Enquéte ethnobotanique

Le choix des plantes est dicté par les données obtenues suite a 1’analyse des

questionnaires sur les plantes médicinales utilisées pour le traitement du cancer.

Les résultats de cette enquéte menée sur un panel de 100 individus, ont montré que 8
plantes sont utilisees pour le traitement du cancer par les populations de Tizi-Ouzou, de Hassi
Messaoud et d’Oued-Souf (Figure 4). La partie aérienne tiges et feuilles, est la partie la plus

fréquemment utilisée et la décoction est le mode de préparation principal.

=
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Plante
B Taraxacum officinale B Ephedra alata O Aristolochia longa B Curcuma longa
O Nigella sativa B Anabasis articulata B Origanum majorana @ Calligonum comosum

Figure 4. Frequence des plantes utilisées pour le traitement du cancer par les populations de

Tizi-Ouzou, de Hassi Messaoud et de Oued-Souf.

Les plantes les plus utilisées sont Ephedra alata et Anabasis articulata. E. alata est citée
54 fois dont 13 fois par les habitants de Tizi-Ouzou avec 10 herboristes agés de 28 a 65 ans et
3 patients agés de 40 a 50 ans. Alors qu’elle est citée 41 fois a Oued-Souf et a Hassi Messaoud
dont 2 herboristes agés de 40 a 60 ans, 10 autres personnes agées de 28 a 66 ans et 29 patients
agés de 40 a 60 ans. A. articulata est citée 19 fois a Oued-Souf et a Hassi Messaoud avec 2

herboristes agés de 40 a 60 ans et 17 autres personnes agées de 30 a 50 ans.

I1 a été rapporté qu’E. alata est utilisée pour traiter le cancer du sein (Jaradat et al.,
2016). D’aprés Ghembaza et al. (2016) ; Kambouche et al. (2009), A. articulata est utilisée
pour le traitement de cancer, mais aucune preuve expérimentale n’a été démontrée sur leurs

activité antiproliférative.
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II1.2. Optimisation de I’extraction des composés phénoliques

Dans le but d’optimiser les conditions d’extraction des composes phénoliques des
feuilles des plantes étudiées, deux parametres ont été étudiés : le temps et la nature du solvant

d’extraction.
111.2.1. Choix de la durée d’extraction

Afin de déterminer la meilleure durée d’extraction des composés phénoliques des
plantes étudiées, une macération par solvants organiques (acétone, éthanol) et par 1’cau distillée
a été effectuée pendant 1h, 3h ou 3h par épuisement (renouvellement de solvant chaque une

heure).
111.2.1.1. Ephedra alata séchée

Les résultats de I’influence de la durée de 1’extraction sur les teneurs en composés

phénoliques des extraits d’E. alata séchée sont représentés dans la figure 5.

o

- @

Teneurs en composés phénoliques
(mg EAG/g MS)

Acétone Ethanol Eau distillée

Solvant
BN ]h BN 3h BN 3x1h

Figure 5. Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en composés phénolique des extraits

d’Ephedra alata séchée.

Comme est indiqué dans la figure 5, la durée d’extraction affecte d’une maniére
significative (p < 0,05) les TTP des extraits obtenus. La comparaison des résultats obtenus pour
les extraits phénoliques d’E. alata séchée nous a permis de déduire que la meilleure durée
d’extraction était celle de 3h. L’extrait aqueux est le plus riche (p < 0,05) avec une
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concentration de 7,89 + 0.05 mg EAG/g MS, suivi de ’extrait éthanolique de 7,62 £ 0 mg
EAG/g MS puis de I’extrait acétonique de 3,94 + 0.18 mg EAG/g MS.

Les résultats de 1’étude menée par Al-Rimawi et al. (2017) montrent que les teneurs en
composés phénoliques des extraits aqueux (30,9 mg EAG/g MS) et éthanolique (40,9 mg
EAG/g MS) sont plus élevées que ceux obtenus dans la présente étude. Cette différence pourrait
étre due aux conditions d’extraction, notamment le ratio poudre/ solvant. En effet, ils ont
maceéré une grande quantité de poudre (310 g) alors que dans notre étude nous avons maceéré

seulement 1g.
111.2.1.2. Ephedra alata fraiche

L’influence de la durée de I’extraction sur les teneurs totales en composés phénoliques

des extraits d’E. alata fraiche sont démontrés dans la figure 6.

2 b1 az

Acétone Ethanol Eau distillée

Teneurs en composeés phénoliques
(mg EAG/g MS)
[

Solvant

EN1lh EN3h B 3xlh

Figure 6. Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en composés phénolique des extraits

d’Ephedra alata fraiche.

La durée d’extraction a un effet significatif (p < 0,05) sur les TTP des extraits bruts
obtenus. Cependant, quel que soit le solvant utilisé, la meilleure teneur en polyphénols extraite
est obtenue aprés 3h de macération, qui est de 1,76 £ 0; 1,92 + 0,008 et 4,4 + 0,09 mg EAG/g

MS avec ’acétone, 1’éthanol et 1’eau distillée respectivement.
111.2.1.3. Anabasis articulata séchée

L’effet de la durée d'extraction sur le contenu phénolique total des extraits bruts d’A.

articulata séchée est montré dans la figure 7.
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Figure 7. Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en composés phénolique des extraits

d’Anabasis articulata séchée.

Il ressort de la figure 7 que la durée d’extraction affecte significativement (p < 0,05) les
TTP des extraits bruts obtenus et le meilleur taux en polyphénols a été enregistré aprés 3h de
macération. L'extrait aqueux a le taux le plus élevé de TTP (3,79 £ 0,25 mg EAG/g MS), suivi
de I’extrait éthanolique (1,78 + 0,04 mg EAG/g MS) puis de ’extrait acétonique (0,75 = 0,12
mg EAG/g MS).

111.2.1.4. Anabasis articulata fraiche

Les résultats de dosage des polyphénols totaux des extraits d’A. articulata fraiche

obtenus & différentes durée d'extraction sont présentés dans la figure 8.

Eau distillée

Teneurs en composes phénoliques
(mg EAG/g MS)

Solvant
mmlh BN 3h mm 3x1h

Figure 8. Effet de la durée d’extraction sur les teneurs en composés phénolique des extraits

d’Anabasis articulata fraiche.
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Il apparait dans la figure 8 que les TTP présentent des différences significatives (p
<0,05) dans les différentes durées de macération. Dans les extraits acétonique, éthanolique et
aqueux, les concentrations les plus élevées de 1,14 + 0,02, 6,35 + 0,16 et 3,34 + 0,26 mg EAG/g
MS respectivement, ont été obtenues aprés 3h de macération.

A T'issu de ces résultats, nous constatons que la durée d’extraction affecte d’une maniére
significative (p < 0,05) les teneurs totales en polyphénols extraites pour toutes les plantes
étudiées. En effet, plusieurs auteurs ont rapporté que la prolongation du temps d’extraction des

composés phénoliques augmente leur rendement (Druzynska et al., 2007 ; Durling et al., 2007).

111.2.2 Choix du solvant d’extraction

111.2.2.1. Effet du type de solvant sur les teneurs en composés phénoliques totales (TTP)

et sur les teneurs en flavonoides totales (TTF)

Dans le but de déterminer le meilleur solvant d’extraction, une extraction de 3h a été
effectué avec différents solvants : acétone, éthanol et eau distillée, chaque solvant est utilisé
seul ou en combinaison. Nous observons dans les tableau 4 et 5 que le solvant d’extraction a un
effet statistiqguement significatif (p < 0,05) sur les TTP et les TTF des extraits de différentes
combinaisons de solvants d’extraction d’Ephedra alata et d’Anabasis articulata (plantes
fraiche et séchée). Ces différences significatives sont indiquées par lettres minuscules (a, b, c,
d, e f g, h).

111.2.2.1.1. Ephedra alata

Les résultats de I'effet de la nature de solvant d’extraction sur les TTP et TTF des
différentes combinaisons d’E. alata séchée et fraiche sont rapportés dans le tableau 4.
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Tableau 4. Teneurs totales en polyphénols et en flavonoides d’Ephedra alata séchée et fraiche.

E. alata séchée E. alata fraiche

Combinaisons TTP TTF TTP TTF

mg EAG/g MS mg EQ/g MS mg EAG/g MS mg EQ/g MS
1:AC 178+0282 564 +002 2 881+011°2 474+0,05°%
2: Eth 1029+0° 6,13+0,02 " 24+031° 297 +004 "
3:ED 1479+0,36° 115+010°¢ 852+021°2 1,46 +0,04 ©
4:12Ac, 12 | 1794+ 0,000 2 4.47 0,08 ° 8,5+0,03 2 377+0¢
ED
5:12Ac, 112 | 17154003 9© 567+0,14 % 56+0,07° 242+007°
Eth
6: 1/2 Eth, 16,46+016 " 3.71+0,03° 10,55+ 0,26 236+0,07°
1/2 ED
Ti1BAC 1B | 1749400424 4.6+0,029 10,51+ 0,10 ¢ 3,001 + 0,001 °
Eth. 1/3 ED
8:4/6 Ac,1/6 | 1756+ 00092 478 +0,004 " 10,63+ 027 ¢ 462+004"
Eth1/6 ED
9:1/6 Ac,1/6 | 1758+00324 3,13+0,05 Y 18,006 + 0,02 © 5,007 + 0,002 ¢
Eth. 4/6 ED
10 : 1/6Ac, 17,0340 ° 494+0,01" 1613+012" 582 +0,05
4/6Eth. 1/6
ED

Les résultats de I’optimisation du meilleur solvant d’extraction d’E. alata séchée

indiquent que les teneurs totales les plus élevées en polyphénols (19,29 + 0 mg EAG/g MS) et

en flavonoides (6,13 £ 0,02 mg EQ/g MS) sont obtenues par 1’é¢thanol pur (Eth), celles-ci

représentent une différence significative (p < 0,05) par rapport aux autres combinaisons. Alors
que les plus faibles TTP (14,79 + 0,36 mg EAG/g MS) et TTF (1,15 £ 0,10 mg EQ/g MS) sont
obtenues avec I’eau distillée (ED). En effet, Ces différences de teneurs pourraient étre attribuées

aux caractéristiques chimiques et au degreé de solubilisation des composeés phénoliques. De plus,
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la polarité du solvant d’extraction pourrait, également, jouer un role prépondérant (Al-Rimawi

etal., 2017).

La teneur totale en polyphénols d’Ephedra alata séchée de la présente étude, obtenue
par ’extraction a 1’éthanol, est beaucoup plus intéressante que celle d’Ephedra altissima,
Ephedra fragilis et Ephedra foeminea, obtenue par un mélange de solvants (méthanol, eau
distillée et acide acétique), dont les TTP sont respectivement 16,4 +0,1;7,7+0,1et6,8 0,4
mg EAG/g MS (Ibragic et Sofi¢, 2015). La comparaison des TTF d’Ephedra alata de la
présente étude avec celle des autres pays a révélé que I’Ephedra d’Algérie est plus riche en
terme de teneurs en flavonoides. En effet, les résultats rapportés par Harisaranraj et al. (2009),
montrent que les teneurs totales en flavonoides d’Ephedra vulgaris de I’Inde, posséde des
teneurs inférieurs (1,48 + 0,20 mg/100 g).

Les teneurs totales les plus élevées en polyphénols et en flavonoides d’E. alata fraiche,
sont obtenues par la combinaison 9 (1/6 AC, 1/6 Eth, 4/6 ED) avec une concentration de 18,006
+ 0,02 mg EAG/g MS et la combinaison 10 (1/6 Ac, 4/6 Eth, 1/6 ED) avec 5,82 + 0,05 mg EQ/g
MS respectivement, et sont significativement supérieure par rapport aux autres combinaisons
(p < 0,05). Tandis que les plus faibles teneurs en polyphénols (2,4 £ 0,11 mg EAG/g MS) et en
flavonoides (1,46 £ 0,04 mg EQ/g MS) sont observées avec 1’éthanol (Eth) et I’cau distillée
(ED) respectivement. En effet, nous constatons qu’il serait intéressant d’utiliser un mélange de
solvants pour aboutir a de meilleures teneurs en composés phénoliques (Mohammedi et Atik,
2011), et cela pourrait étre expliqué par I’augmentation de la solubilit¢ des composés

phénoliques dans les solvants mixtes par rapport aux solvants purs (Trabelsi et al., 2010).
111.2.2.1.2. Anabasis articulata

Les résultats de 1’influence de la nature du solvant extracteur sur les TTP et TTF des

extraits bruts d’Anabasis articulata séchée et fraiche sont montrés dans le tableau 5.
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Tableau 5. Teneurs totales en polyphénols et en flavonoides d’A. articulata sechée et fraiche.

A. articulata séchée

A. articulata fraiche

Combinaisons TTP TTF TTP TTF

mg EAG/g MS mg EQ/g MS mg EAG/g MS mg EQ/g MS
1:AC 1,28 +0,004 & 0,58 + 0,004 1,36+0°2 0
2t Eth 1,97 +0,004 ° 0,18+0,01 214%0" 0,09 +0,02 %
3:ED 3,53+0,05° 1,03+0,03° 1,58 +0,03 ° 0,55 + 0,06
4:12Ac 12 | 37540080 0.74+0,01 ¢ 3,09+ 0,04 ¢ 0,20 +0,01 ¢
ED
5:12Ac, 172 | 1414001 P 0,75+ 0,008 3,39+ 0,05° 0,36 0,03 ¢
Eth
6 : 1/2 Eth, 0.82 40,05 ° 0,38 +0,01° 5124002 0,10+0,004 ©
12 ED
7:1BAc 1B | sg5+0100 0,59 + 0,004 2 211+0,02° 065+002"
Eth, 1/3 ED
8:4/6 Ac, 1/6 45+0,099Y 0,79 + 0,008 f 278+0,07° 0,69 = 0,006 f
Eth1/6 ED
9:1/6 Ac, 1/6 3,71 +0,02 cd 0,39 + 0,01 € 1,9+0,05 h 0
Eth, 4/6 ED
10 - 1/6Ac, 352 40,05 ° 0,91+ 0,029 222+0,12" 1,50 £0,01 ¢
4/6Eth, 1/6
ED

Les résultats de I’optimisation du meilleur solvant d’extraction d’A. articulata séchee

indiquent que la combinaison 7 (1/3AC, 1/3 Eth, 1/3 ED) produit la concentration la plus élevée

en composes phenoliques (4,85 + 0,10 mg EAG/g MS) avec une différence significative (p <

0,05) par rapport aux autres combinaisons. Tandis que la concentration la plus faible (0.82 £+
0.05 mg EAG/g MS) est obtenue dans la combinaison 6 (1/2 Eth, 1/2ED). Ces résultats

suggerent que 1’utilisation des mélanges de solvants aboutit & un fort enrichissement des extraits

en composes phénoliques (Mouhammedi et Atilk, 2011). La teneur la plus elevée en

flavonoides (1.03 + 0.03 mg EQ/g MS) est observée avec 1’eau distillée (ED), avec une
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difference significative (p < 0,05) par rapport aux autres combinaisons. Par ailleurs, la plus
faible teneur (0,18 £ 0,01 mg EQ/g MS) est observée avec 1’éthanol (Eth), ce qui suggeére que
I’eau distillée (solvant fortement polaire) solubilisent mieux les flavonoides d’A. articulata du

fait de leur caractere hydrophile (Bonnaillie et al., 2012).

Dans Anabasis articulata fraiche, la combinaison 6 (1/2 Eth, 1/2 ED) permet d’extraire
la concentration la plus élevée en composés phénoliques (5,12 £ 0,02 mg EAG/g MS) avec une
difference significative (p < 0,05) par rapport aux autres combinaisons. Tandis que la plus faible
concentration (1,19 + 0.05 mg EAG/g MS) est observée dans la combinaison 9 (1/6 AC, 1/6
Eth, 4/6 ED). Ces résultats indiquent que 1’éthanol en combinaison avec 1’eau permet une
meilleure extraction des polyphénols totaux d’A. articulata a I’état frais. En effet, I’addition de
I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols, par modulation de la
polarité du solvant organique (Mahmoudi et al., 2013). Par ailleurs, la combinaison 10 (1/6 Ac,
4/6 Eth, 1/6 ED) permet d’obtenir la teneur la plus élevée en flavonoides (1,505 + 0,002 mg
EQ/g MS) avec une différence significative (p < 0,05) par rapport aux autres combinaisons.
Cependant, I’acétone pur et la combinaison 9 (1/6 Ac, 1/6 Eth, 4/6 ED) donnent des valeurs trés
faibles en terme de teneur en flavonoides mais peuvent refléter des teneurs réelles. En effet,

I’acétone est un solvant qui a I’avantage de précipiter les protéines et les glucides.

I11.3. Estimation quantitative des composés phénoliques et des flavonoides totaux des

optimums

Les résultats des TTP et des TTF des meilleurs extraits des feuilles d’E. alata et d’A.
articulata (plantes fraiches et séchées) sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6. Teneurs totales en polyphénols (TTP) et teneurs totales en flavonoides (TTF) des

extraits optimisés d’Ephedra alata et d’Anabasis articulata.

Plantes Optimums TTP TTF
mg EAG/g MS mg EQ/g MS
A. articulata séchée  S1(36% ED + 26% 5,87 +0,20 1,62 + 0,05

Eth + 38% Ac)

A. articulata fraiche = S2 (48% ED +52% 4,84 + 0,67 0,26 £ 0,09
Eth)

E. alata séchée S3 (100% Eth) 19,07 + 0,38 5,79 £0,05

E. alata fraiche S4 (43% ED + 33% 20,01 +£0,18 2,66 + 0,09

Eth + 24% Ac)

L’optimisation des conditions d’extraction (temps et solvant d’extraction), nous a

permis d’aboutir a des teneurs les plus élevées en composés phénoliques et en flavonoides.

I11.4. Identification des composés phénoliques par chromatographie liquide a haute

performance (HPLC)

L’identification et la quantification des composés phénoliques présents dans les extraits
optimisés (S1 d’A. articulata séchée, S2 d’A. articulata fraiche, S3 d’E. alata séchée et S4 d’E.
alata fraiche), ont été effectués en utilisant ’HPLC. Les profils chromatographiques des
extraits S1, S2, S3 et S4 sont illustrés dans les figures 9, 10, 11 et 12 respectivement. Le

tableau 7 présente les composeés phénoliques identifiés et leurs concentrations dans ces extraits.
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Figure 9. Chromatogramme de I’extrait optimisé S1 d’Anabasis articulata séchee.
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Figure 10. Chromatogramme de I’extrait optimisé S2 d’Anabasis articulata fraiche.
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Figure 11. Chromatogramme de I’extrait optimisé S3 d’Ephedra alata séchee.
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Figure 12. Chromatogramme de 1’extrait optimisé S4 d’Ephedra alata fraiche.
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Tableau 7. Les molécules de composés phénoliques et leurs concentrations dans les extraits
S1, S2, S3 et S4.

Plantes A. articulata Plantes d’E. alata
Composés phénolique Extrait de Extrait de Extrait de Extrait de
(standard) I’optimum S1 1D’optimum S2 1’optimum S3 [’optimum S4
Acide gallique - - - -
Acide caféique - 0,07 mg/mL 0,06 mg/mL -
Acide coumarique - - 0,07 mg/mL 0,04 mg/mL
Quercitine - - - -
Acide cinnamique - - 0,013mg/mL -

La figure 9, représente le profil chromatographique de I’optimum d’A. articulata séchée,
un pic important a été détecté aprés 5 min d’injection, ceci ne correspond a aucun des standards
utilisés. Dans 1’extrait de la plante d’A. articulata fraiche (figure 10), un seul pic a été déetecté
apres 15min d’injection et qui correspond a I’acide caféique avec une concentration de 0,07
mg/mL (tableau 7). Les molécules détectées dans le profil chromatographique de I’optimum
d’E. alata séchée (figure 11) sont I’acide coumarique, 1’acide cinnamique et 1’acide caféique,
qui ont été détecté aprés 17,073 ; 15,307 et 22,24 min d’injection, avec des concentrations de
0,07 ; 0,06 et 0,013 mg/mL (tableau 7) respectivement. Le profil chromatographique de
I’optimum d’E. alata fraiche est représenté dans la figure 12, et comme est indiqué dans cette
figure, I’acide coumarique a été détecté aprés 17,068 min d’injection avec une concentration de
0,04 mg/mL (tableau 7).

D’une maniére intéressante, les molécules identifiées (acide cinnamique, caféique, et
coumarique) possedent des propriétés antioxydante, anti-inflammatoire et antiproliférative

remarquables (Marzena et al., 2017 Fazleen et al., 2018 ; Kheiry et al., 2019).
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I11.5. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques des extraits acétonique, éthanolique,
aqueux et des optimums des plantes étudiées a été déterminé avec le test au DPPH. L’ICso des

extraits testés sont inversement proportionnelles au pouvoir antiradicalaire.
111.5.1. Ephedra alata séchée

Les résultats de I’activité antiradicalaire des extraits d’E. alata séchée sont rapportes

dans le tableau 8.
Tableau 8. Valeurs des ICso des différents extraits d’Ephedra alata séchée

E. alata séchée

Extrait Acétonique Ethanolique = Optimum Agueux Acide ascorbique
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
1Cs0 1,093+0,352 0,55 + 0,005 ° 357+0,2° 0,06 +0,0005 &
(mg/mL)

Les résultats rapportés dans le tableau 6 révélent que I’extrait éthanolique (optimum)
d’E. alata séchée donne la valeur ICsg la plus faible (0,55 + 0,005 mg/mL) et donc une activité
antioxydante la plus importante. L’étude statistique montre une absence de différence
significative (p > 0,05) entre les ICso des extraits acétonique et éthanolique, alors qu’une
différence significative (p < 0.05) est enregistrée entre ces extraits et ’extrait aqueux, Ces
différences sont indiquées par les lettres minuscules (a, b, ¢). Ceci pourrait étre d0 a sa richesse
en composes phénoliques (19,07 £ 0,38 mg EAG/g MS) notamment I’acide caféique, de 1’acide
coumarique et de 1’acide cinnamique, qui possédent un pouvoir antioxydant important.

(Marzena et al., 2017., Fazleen et al., 2018., Kheiry et al., 2019).

De plus, I’extrait éthanolique d’E. alata récoltée en Palestine étudié par Al-Rimawi et
al, (2017), a donné un pourcentage d’inhibition inférieur a celui enregistré dans 1’extrait

éthanolique obtenu dans la présente étude.
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111.5.2. Ephedra alata fraiche
Les résultats de 1’activité antiradicalaire des différents extraits sont montrés dans le tableau 9.
Tableau 9. Valeurs des I1Cso des différents extraits d’Ephedra alata fraiche.

E. alata fraiche

Extrait Acétonigue Ethanolique Agueux Optimum Acide ascorbique
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

1IC50  202+0972%  096+0072°  627+029°  030+0002°° 0,06+ 0,0005°

(mg/mL)

D’apres le tableau 9, I’optimum présente la valeur la plus faible en ICso de 0,30 + 0,002
mg/mL et par conséquent une forte activité antiradicalaire, ce qui pourrait étre expliqué par sa
richesse en composés phénoliques (20,01 + 0,18 mg EAG/g MS) notamment en acide
coumarique. Néanmoins, le pouvoir antioxydant des extraits acétonique, éthanolique et de
I’optimum sont identiques (p > 0,05) alors qu’ils présentent une différence significative avec

I’extrait aqueux (p < 0,05), ces différences sont indiquées par les lettres minuscules (a, b, c).

111.5.3. Anabasis articulata séchée

Les résultats de 1’activité antiradicalaire des différents extraits d’A. articulata séchée

sont rapportés dans le tableau 10.
Tableau 10. Valeurs des ICso des différents extraits d’Anabasis articulata séchée.

A. articulata séchée

Extrait Acétonique Ethanolique Agueux Optimum Acide ascorbique
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
IC50 022 +007% 046+0006 °  048+003° 023+004 2 0007 +0.00007
(mg/mL)

D’apres les résultats du tableau 10, I’activité antiradicalaire la plus importante est
observée dans I’extrait acétonique avec la plus faible valeur d’ICso de 0,22 = 0,07 mg/mL,

aucune différence significative n’est observée entre les extraits acétonique et de 1’optimum
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(p > 0,05) méme observation entre les extraits éthanolique et aqueux, ces différences sont

indiquées par les lettres minuscules (a, b).

L’extrait aqueux de la tige d’A. articulata sechée récolté a Baghdad (Abdulsahib et al.,
2016) possede un pourcentage d’inhibition inférieur a celui enregistré dans la présente étude,
cette différence pourrait étre expliquée par ’utilisation de deux organes différents. De méme,
Hamdoon et al. (2013), ont montré que I’extrait éthanolique de la partiec aérienne d’A. articulata
séchée récoltée en Lybie inhibe le radical DPPH avec un pourcentage inférieur a celui trouveé
dans la présente étude, cette différence est peut-étre due aux conditions d’extraction et a la
richesse en composés phénoliques de nos extraits. De ce fait, A. articulata d’ Algérie est pourvu

d’un important pouvoir antioxydant.

111.5.4. Anabasis articulata fraiche

Les résultats de ’activité antiradicalaire des différents extraits d’A. articulata fraiche

sont représentés dans le tableau 11.
Tableau 11. Valeurs des ICso des différents extraits d’Anabasis articulata fraiche.

A. articulata fraiche

Extrait Acétonique Ethanolique Agueux Optimum Acide ascorbique
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

b d

ICs0  028+0003% 0.33+0.007 016+004° 023+001° 0.007 +0.00007 ¢

(mg/mL)

A la lumiére des résultats rapportés dans le tableau 11, I’extrait aqueux posséde une
forte activité antiradicalaire avec un ICsg le plus faible (0,16 mg/mL £ 0,004). L’analyse
statistique montre une différence significative (p < 0,05), ces différences sont indiquées par les
lettres minuscules (a, b, ¢, d, ). Ce qui pourrait étre di a la richesse de cet extrait en flavonoides

par rapport aux autres extraits.
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111.6 Activité anti-inflammatoire

Les résultats du test de I’activité anti-inflammatoire des extraits optimisés sont présentés

dans la figure 13.
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Figure 13. Effet des extraits optimisés d’Ephedra alata (a) et d’Anabasis articulata (b) sur I’inhibition
de la dénaturation de la BSA.

Comme indique la figure 13a, le maximum d’inhibition de la dénaturation thermique de
la BSA dans les extraits optimisés d’E. alata fraiche a atteint 85% a une concentration de 50
pg/mL. Cependant, dans E. alata séchée le maximum d’inhibition a été atteint a 97.82% a une
concentration de 50 pg/mL. D’une maniére intéressante, nous avons trouvé que le meilleur
extrait A. articulata séchée a atteint son maximum d’inhibition a 97.5% a une concentration de
50 pg/mL, tandis que la plante fraiche présente un maximum d’inhibition de 80% a

concentrations de 400 pug/mL (Figure 13b).
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D’autre part, et d’une maniére trés intéressante, le pouvoir anti-inflammatoire d’E. alata
et d’A. articulata est plus important que celui de I’acide acétylsalicylique (controle positif) qui

posséde un pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA de 87.5%.

La richesse de ces plantes en flavonoides dotés de propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires serait & ’origine de ce potentiel anti-inflammatoire (Karthik et al., 2013 ;
Lafuente A et al., 2009 ; Pan MH et al., 2009).
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Conclusion et perspectives

Les plantes meédicinales sont une source majeure de substances naturelles bioactives
qui sont exploitées dans le domaine médical et pharmaceutique par rapport a leurs propriétés

antioxydante, anti-inflammatoire, antiproliférative, etc.

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressé a 1’étude phytochimique, a
I’évaluation du potentiel antioxydant et anti-inflammatoire des feuilles des plantes
sahariennes Ephedra alata et Anabasis articulata sélectionnées suite a 1’étude ethnobotanique
basée sur un questionnaire distribué auprés des populations de Tizi-Ouzou, de Hassi
Messaoud et d’Oued-Souf.

L’optimisation des conditions de I’extraction des composés phénoliques des deux
plantes a permis de déduire le meilleur temps d’extraction qui est de 3h. Cependant, le
meilleur solvant d’extraction dépend aussi de 1’état de la plante (frais ou séché) : un mélange
de 43 % ED, 33% Eth et 24 % Ac pour E. alata fraiche, 100% Eth pour E. alata séche, un
mélange de 48 % ED et 52% Eth pour A. articulata fraiche et enfin un mélange de 36 % ED,
de 26% Eth et de 38% Ac pour A. articulata séchée. Nous concluons que le protocole

optimisé peut étre appliqué sur un échantillon séché ou frais.

Par ailleurs, 1’analyse chromatographique des extraits optimisés a révélé la présence de
molécules bioactives (I’acide coumarique, 1’acide cinnamique et I’acide caféique) connues

pour leur importants potentiels antiradicalaire et anti-inflammatoire.

Les résultats obtenus renforcent notre hypothese selon laquelle E. alata et A. articulata
consommées par les populations de Tizi-Ouzou, de Hassi Messaoud et d’Oued-Souf
pourraient avoir des pouvoirs antioxydant et anti-inflammatoire et s’avérer bénéfiques pour la

santé notamment dans le traitement des maladies inflammatoires et en particulier le cancer.

En perspectives, il serait intéressant de compléter cette étude avec une analyse
phytochimique plus approfondie, d’évaluer I’activité anti-inflammatoire avec d’autres tests et

enfin d’examiner in vitro ’activité antiproliférative sur un modele de cellules cancéreuses.
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Annexe 1. Fiche questionnaire.

Enquéte ethnobotanique sur les plantes médicinales

Guérisseur traditionnel : Plante médicinale

» Objectif de ’enquéte :

Connaitre quelles sont les plantes médicinales qui guérissent ou ont été utilisées pour
traiter le cancer.

I-Informateurs :

Homme I:I X
* Sexe : Femme * Age : D

]

* Profession : ..oooveii e,

* Connaissez-vous des plantes qui guérissent ou ont été utilisées pour traiter le cancer ?
oui [} Non [_}

* Si oui, quelle sont ces plantes ?

* La plante est-elle utilisée : Séche D FraTcheD

* Quel est le mode de préparation de cette plante ?

Infusion [} Décoction ] Broyat [__| Macération[__} Sud__J)



* Quelle quantité faut-elle utiliser ?

* Mode d’administration :
- Voie digestive D - Voie cutanée D - voie respiratoireD
* La plante est-elle toxique ? Oui|:. Non D

* En cas de toxicité, quels sont les additifs associes pour réduire la toxicité ?

* L’efficacité du traitement est obtenue a base de la plante seule ou avec le traitement

conventionnel ?

I1-Caractéristique de la plante utilisée :

* Nom commun : -Enanglais: .......................
-Enfrancais: .........................
-Enkabyle: ...
-Enarabe: ...

*Nom scientifique @ ...
* Type biologique de I’espéce : D Vivace D Annuelle

* Origine de la plante : [__J spontanée [} Cultivée [} 1mportée

* Milieu écologique : ...........cooeviiiiiininnt.



Annexe 2. Plan du mélange des solvants

Combinaisons Acétone Ethanol Eau distillee
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 1/2 0 1/2
5 1/2 1/2 0
6 0 1/2 1/2
7 1/3 1/3 1/3
8 4/6 1/6 1/6
9 1/6 1/6 4/6
10 1/6 4/6 1/6

Annexe 3. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique .
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Annexe 4. Courbe d’étalonnage de la quercitine.
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