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Introduction générale

En effet, les plantes médicinales représentent un réservoir immense de
composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui révelent une grande
diversite de structure chimique et ils possédent un large spectre d'activités biologiques
et des vertus thérapeutiques. Cependant, I'évaluation de ces activités demeure une
tache trés intéressante qui peut faire l'intérét de nombreuses études. Aujourd'hui les
principes actifs a base de plantes sont des composants essentiels d'une grande partie
de nos médicaments et produits de soins (Flans, 2007). Malgré les multiples progres
de la médecine moderne, il y a un net regain d'intérét vis-a-vis de la phytothérapie.
Selon I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), plus de 80% de la population
mondiale ont recours a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problemes

de la santé (Farnsworth et al., 1986).

Toutefois, nos cellules convertissent également une partie de I’oxygene
moléculaire apporté lors de la respiration en des espéces réactives, radicalaires ou
non, communeément appelées especes reactives oxygénees, les ERO. Ces dérivés
oxygenés treés instables et trés réactives sont parfois toxiques. En effet, le stress
oxydant est définit comme un déséquilibre, a I’origine de nombreux facteurs
endogenes et exogenes, entre la production de ces espéces et leur destructionpar les

systemes antioxydants (Favier, 2003).

En raison de leur capacité a altérer les macromolécules telles I’ADN, les
protéines et les lipides, les ERO semblent étre les responsables d’endommager les
cellules, les tissus et les organes, ils sont impliquées alors dans un grand nombre de

pathologies, tant aigués que chroniques (Fu et al., 1995;Cadet et al., 1999).

La recherche des principes actifs, a activité antioxydant, extraits de plantes est
donc d'intérét capital qui a permis la découverte de nouveaux remedes thérapeutiques.
C'est dans ce cadre que nous avons opté d’étudier I’'une des espéces qui appartiennent
a la famille des asclépiadacées, le Pergularia tomenlosa L. Récoltée a partir de la
région Bourj El-nnouse (wilaya de Biskra) qui est trés répondue en médecine
folklorique auteur les zone arides et semi-arides.

Ce travail a pour but de valoriser la plante P. Tomentosa et donc pour objectif

géneral d'analyser son contenu en métabolites secondaires, en appliquent différents
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tests de criblage phytochimie et de dosage. L’activité antioxydant de partie aérienne
de cette plante a été egalement évaluée dans la presente étude.
En effet notre étude est repartie en trois parties:
» Dans la premiére partie de ce manuscrit, une étude bibliographique est
effectuée sur:
- Le stress oxydatif et les systemes antioxydants
-La description de la plante, sa composition et son usage.
- les métabolites secondaires a base de plants et leurs d'activités
pharmacologiques
» Dans la deuxieme partie expérimentale, nous avons envisagé la matériel
utilisé et les différentes méthodes effectuées.
> Latroisiéme partie est consacrée a la représentation des résultats obtenus

lors cette étude et a la discussion.
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I. stress oxydant

Stress oxydant a défini comme I’incapacité de I’organisme a se défendre contre
I’agression associee aux especes reactives d’oxygene (ERO), suite a un déséquilibre
lie (Figure 1), soit a une production accrue de ces espéces, soit a une diminution de la
capacité de défenses antioxydants (Sies, 1991). Le stress oxydant active des voies de
signalisation intracellulaire, impliquant des protéines et des facteurs de transcription
et I’expression des génes, avec des consequences sur la croissance, la prolifération et

I'apoptose cellulaires (Favier, 2003 ; Benaissa, 2012).

En effet, Ces génes sont également impliqués dans les processus
inflammatoires, créant donc un lien direct entre le stress oxydant vasculaire et la
réaction inflammatoire chronique, qui caractérise nombreuses pathologies et des
affectations comme I’athérosclérose, allant jusqu’au cancer (Benaissa, 2012). Parmi
les dérivés oxygénés ERO, les radicaux libres constituent des espéeces chimiques
posseédant un électron célibataire sur leur couche périphérique, ce qui leur confere un
fort degré de réactivite. Ils ont été longtemps considérés comme nuisibles,
responsables de potentiels dommages a I’ADN, aux protéines et aux lipides (Harman,
1956).Ceux-ci sont alors considérés la cause direct qui peut induit certaines maladies
ou ils contribuent au moins aux complications de la plupart des affectations

pathologiques (Favier, 2003 ; Benaissa, 2012).

SYSTEMES DE DEFENSE ANTI-OXYDANT
Enzymatiques : Catalase, SOD, GPx
Non enzymatiques : Vitamines C et E, GSH

Caroténoides

STRESS OXYDANT

+

Dommages causés par les ROS
> Lipides
> Protéines
> ADN

ERO
H,0, O,", HO", ...

Figure 1. Représentation schématique du stress oxydant (Alexis, 2014).
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1.1. ERO et leur production

L’oxygene est un gaz indispensable a la vie mais il peut étre toxique par lui —
méme et par la formation de radicaux libres, lors de réduction le dioxygene peut
conduire a des dérives réactifs (Figure 2), les radicaux oxygénés libres, dont leurs
précurseurs sont I’anion superoxyde O, ", et son acide conjugué tels le radical
hydroxyle OH?° et le peroxyde d’hydrogéne H,O, (saulnier et al., 1995).

Lors de la respiration, le dioxygéne se réduit en eau a la fin de la chaine
respiratoire mitochondriale, par un ou deux électrons, mais aucun intermédiaire
moléculaire ou radicalaire ne devrait sortir. Or il se produit des fuites de radicaux 02"~
(tableau 1. Eq 1) qui sortent dans le cytosol, correspondant a 1 a 2 %du dioxygéne
respiré (Radi, 2004 ; (Barouki, 2006) ; De Mel et al., 2011). Cependant, cette espece
radicalaire peut jouer le réle du précurseur qui s’implique dans les différentes voies
de production d’autres espéces d’ERO. En effet, ces entités radicalaires et
moléculaires sont beaucoup plus réactives que I’oxygeéne qui leur a donné naissance
(Guichard et al., 2006)

Par ailleurs, la NADPH oxydases est exprimée par la plupart des cellules
immunitaires, ainsi que la NOSs, sont des enzymes catalysant la réduction
nanoélectronique de oxygene (eq5), en utilisent le NADPH NAD, ou FAD comme
donneur d’électron, ce qui favorise la genération des anions superoxyde (Guichard et
al., 2006).

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui utilise I’oxygene moléculaire
comme un accepteur d’électrons en produisant 1’0,°" au cours de I’oxydation de
I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique selon I’équation 6
(O’Mahony et al., 2013).

Le peroxysome est une source importante dans la production cellulaire
d’H,0,, cet organite contient de nombreuses enzymes générant d’H,O, (eq 7)
(Sandalio et al., 2013).

Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre sous leurs formes
réduites, ils transforment I’H,O, en OH®, est dite réaction de Fenton comme dans
I’équation 8 (Fontaine, 2007 ; Cotticelli et al., 2013).
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Finalement, la pollution, le tabagisme, I’alcoolisme, la prise des contraceptifs,
I’exposition prolongée au soleil ou a des radiations, la pratique du sport de haut
niveau et I’inflammation chronique sont des sources exogénes provoquant la
génération des ERO (Benaissa, 2012).

Tableaul. Equations correspondant a la production d’espéces réactives de

I’oxygeéne.

Eql O,+e —> 0,°-

Eq2 0,°-,2H e —> H,0,

Eq3 H,0,+¢ —>  OH+OH

Eq4 OH+e —> OH"

Eq5 NADPH +2 0>~ NADP++20," + H'

Eq 6 Xanthine +2 0, + 2H,0—>  Acide urique + 0,°+
2H*

Eq 7 20,°+ 2H"™ H,0, + 0,

Eq8 H,0, + Fe"—> OH+ OH+ Fe™®

I. 2. Conséquence des ERO sur les macromolécules cellulaires

Une accumulation d’ERO est extrémement délétére pour la cellule et peut
entrainer des dommages irréversibles sur les biomolécules comme I’ADN, les lipides,
les protéines et les glucides (Fu et al., 1995; Cadet et al., 1999).

Les dommages oxydatifs que subit le génome mitochondrial, par exemple,
entrainent une dysfonction des protéines impliquées dans le transfert d’électrons de la
chaine respiratoire. Ces modifications aboutissent a une diminution des capacites de
la mitochondrie a produire de I’ATP et également une augmentation de la production
d’ERO due au ralentissement de la chaine respiratoire. Les ERO sont également
impliquées dans la régulation de I’expression de génes ou I’H,O, peut induire

I’activation de NF-xB, un facteur de transcription impliqué dans de nombreux
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processus cellulaires tels I’inflammation, la prolifération cellulaire irréguliére ou

méme I’apoptose (Zhou et al., 2001).

L’oxydation des protéines sous I’effet des radicaux libres contribue a des
modifications de carbonylation au niveau d’acides aminés (Grune et al., 2001),
aboutissant & une dénaturation associée a la perte de fonction des protéines. En effet,
ces protéines oxydées ne peuvent pas étre réparées mais elles sont dégradées par le
protéome (Rossi et al., 2008). En outre, les chaines polyinsaturées des acides gras des
membranes sont la cible des ERO qui la peroxydation lipidique. Cela a pour
conséquence une diminution de la fluidité membranaire, une augmentation de la
permeabilité et enfin cela peut conduire des dommages au niveau des proteines

membranaires (Richter, 1987).

1.3. Implications pathologiques du stress oxydant
Le stress oxydant et ses produits toxiques seraient responsable de
I’apparition de nombreuses pathologies au cours du vieillissement (Brieger et al.,
2012), particulierement, les ERO sont impliqués dans des plusieurs affectations
comme les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les troubles neurologiques, la

maladie de Parkinson, les cancers ... etc . (Maggio et al., 2006).

En outre, la production de ERO est important dans le muscle lors d’un exercice
de contraction aussi bien lors d’inactivation ou immobilisation (Reid et al., 1992;
Kondo et al., 1993). En effet, certaines études meneées a la fois sur I’animal et sur
I’homme ont montré que I’immobilisation peut s’associer également aux dommages
oxydatifs dans les fibres musculaires et que cela conduit a une atrophie musculaire
(Kondo et al., 1993; Dalla Libera et al., 2009). Parfois, I’augmentation des
dommages oxydatifs conduit a une diminution de la capacité de contraction du muscle
associée a du déclin du muscle squelettique, ce qui conduit a une sarcopénie
(Pansarasa et al., 2000; Fano et al., 2001).

1.4. Antioxydants

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont
produits par I’organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent de
I’alimentation ou la médication, et sont donc exogénes (Salvayre R et al ,2003).



Stress oxydant

Tableaul : les systemes de défense antioxydants endogénes et exogenes.

Source Systéme antioxydant Action Références
Enzymatique
SOD Elles catalysent la dismutation d’anion
Superoxyde en eau 0Xygeénes. (Hattori 1 et al., 2003)
2H"+20,°— H,0, + 0,
GPx et TPx Elles impliquent dant la réduction des
Peroxydes comme I’H,0, au niveau de mitochg (Arthur, 2000)
et cytosol
2 GSH + H202 — GSSG+ 2 Hzo
. CAT Elle catalyse la réaction de détoxification (Hattori I et al., 2003)
Endogene du H202 au niveau des globules rouges et
du Foie
2 H202 — 2 Hzo + 02
non enzymatique
Glutathion réparation des protéines oxydées et
peut aussi interagir de maniére spontanée
avec les ERO. (Zhang and Forman,
Ac. Urique Est un piégeur d’O,, des radicaux 2012).
peroxyles et hydroxyles (RO, et HO®).
Protéines plasmatiques | diminuent le taux des ions métalliques
libres en les complexant dman P et Candeias,
(diminution de leur pouvoir oxydant) 1996)
Vitamines C L’anion ascorbate est capable de piéger
ou acide ascorbique des radicaux libres (majoritairement
I'0,%)
Vitamines E est un inhibiteur de la propagation (Vertuani S et al,.2004
radicalaire, céde son hydrogene situé dans
le noyau phénolique, réduisant ainsi
le radical RO,°
Exogene Polyphénols

AC. Phénoliques

ont une bonne activité antioxydante.

(Kochetova M V et al,
2007)

Flavonoides

permettent de réduire le taux de cholestérol (LDL|

Tanins

une activité antioxydante tres puissante due
au piégeage de O,°grace aux différents

(Anderson J W et al,.]|

groupes phénoliques.
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Chapitre Il : Pergularia tomentosa

11.1. Pergularia Tomontosa L

11.1.1 Description et classification botanique

Pergularia tomentosa L. (Asclepiadacée) est une plante herbacée ou semi-
ligneuse, arbrisseau vivace pouvant dépasser 1m d’hauteur. Les jeunes rameaux
volubiles s'enroulent fréquemment autour des plus anciens lui donnant un aspect
touffu (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013). La tige couverte de courts poils verdatres,
grimpante ou volubile, tomenteuse a I'état jeune alors que ses feuilles opposées
verdatre sont ovales ou arrondies, en cceur a la base, caractérisée par I’absence des
stipules et pétiole de 0,5 & 1,5cm de long (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013). En
printemps, les fleurs, qui sont bisexuées, réguliéres et parfumées, se fleurissent en
grappes abondantes au bout de longs pédoncules, alors que les graines de 7-9 mm sont
ovoides, aplaties, a poils courts denses. Cependant, les fruits, composés de deux
follicules, portent de petites pointes (Chehma, 2006).

Figure 2.Pergularia tomentosa L. (Originale).
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Systématiquement, la plante est classifiée comme suivant :
Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement: Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Rosidae
Ordre : Gentianales
Famille : Asclepiadaceae
Genre : Pergularia

Espéce : Pergulariatomentosa L.

11.1.2. Activités biologiques du Pergularia tomentosa

La plante P. tomentosa semble posseder nombreuses activités biologiques telles
I’activité anti tumorale. En effet, des glycosides cardenolides isolée des racines de P.
tomentosa ont été testés dans un essai in vitro d'inhibition de la croissance de
souches cancéreuses. Cela comprenait six différentes lignées cellulaires humaines
de cancer, et pour leur capacité a inhiber la Na'/K*-ATPase (Piacente et al., 2009).
En outre, des effets antifongiques ont été montrés chez les extraits aqueux et a
plusieurs solvants organiques des feuilles, des tiges et des racines contre une
série de champignons pathogenes comme Aspergillus Niger. Les travaux effectués par
Hussein et al, 1999 et par Bekheet et al., (2011) ont reporté que cette plante s’avere
un agent molluscicide.

11.1.3. Usages traditionnels

P. tomentosa possede un large spectre d’utilisations en médicine traditionnelle.
Le tableau 2 représente les principales enquétes ethnobotaniques réalisées sur cette
espece, en précisant I’origine géographique, la partie utilisée son usage et la mode

d’utilisation.
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Tableau 2.Enquétes ethnobotaniques réalisées sur le P. tomentosa.

Région Partie utilisée | Mode d’utilisation Usages Références

Sahara Feuilles Décoction Angine, teigne, Ould El hadj
septentrional et fleurs dermatose et al.,(2003)

Algérien Partie aérienne | decoction hypoglycémiant Kemassi et al., (2014)

Racine

Partie airienne

Usage intene

Les frissons,
Bronchite,

Contipation,

Décoction et usage

Helminthiases

Hammiche et

Tassili N’aiier interne abortive Maiza, (2006)
Décoction et usage dermatose
externe Allergie
Mauritanie Morsures
Venimeuses Hmeyada, (2009).
/ / Tuberculose
Afrique du Nord / / Avortement Schmelzer et
Sahara central / / La tuberculose Gurib-fakim,(2013)
Et les hémorroides
Cote d’ivoire Feuille Jus Collyre, les maux
De téte.
Milieu rural / / Tannerie

11.1.4. Composition chimique

Les études phytochimiques menées sur le Pergularia tomentosa montrent la

richesse de cette plante en métabolites primaires et particulierement en métabolites

secondaires (Hassan et al., 2007; Hifnawy et al., 2014). En effet, P. tomentosa est

connu par son contenu en molécules biologiqguement actives notamment les

polyphénols tels que les flavonoides, les saponines, les tanins, les glycosides

cardiaques et des glycosides cyanogénes (Hassan et al, 2007). Toutes les parties de la

plante sont, de ce fait, des sources importantes d’hétérosides cardénolides, avec

I'uzariénine, la coroglaucigénine et le glucose avec le digitoxose comme sucres
(Hifrawy et al., 2014).
L’extrait des tiges du P. tomentosa semble contenir des flavanols glycosides, y

compris les 3-O-galactoside et 3-O-glucosides de quercétine et Kaempférol, et
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malonylhexosides de quercétine, kaempférol et Isorhamnetin. (Heneidak et al, 2006).

En outre, les triterpénes ont été isolés a partir de P.tomentosa, Il s’agit de
I'acide oléique, (9Z, 12Z) - acide octadecadienoique, a-amyrine, le 3-acétyl
taraxastérol, le 3-taraxastérol, 16-a-hydroxy taraxastérol-3-acétate, I’acide 3-épi-
micromerique, et le (9Z, 12Z2) glucoside de I'acide octadecadienoique. Pergularine A,
pergularine B. (Babaamer et al., 2012). La présence du B-sitostéro glucoside a été

également reportée par les études effectuées par Gohar et al., (2000).

Il .2. Métabolites secondaires a base de plantes

Les meétabolites secondaires sont des molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantités dans les vacuoles de plantes
autotrophes, ils sont divisés principalement en trois grandes familles qui sont les
polyphénols, les terpénes et les stéroides, et les alcaloides (Lutge et al., 2002 ;
Abderrazak et Joél, 2007).

11.2.1. Polyphénols
Les polyphénols, ces espéces organiques, constituent le groupe le plus vaste de
produits phénoliques naturels, résultent du métabolisme secondaire des végétaux, et le
plus largement distribué dans le royaume des plantes (Lugasi et al., 2003). Les
principales classes de composants phénoliques sont les acides phénoliques, les
flavonoides , les tanins, et les coumarines (King et Young., 1999 ; Tapiero et
al., 2002).

11.2. 1.1. Les acides phénoliques

Ils sont des composés polyphénoliques non-flavonoides qui peuvent étre
divisés en deux classes principaux, qui sont des dérivés d’'acide benzoique (C6-
C1) comme I’acide sinapique et acide férulique, ou de l'acide cinnamique (C6-C3)
comme I’acide vanillique, acide gallique (Tsao, 2010).

11.2.1.2 flavonoides

Les flavonoides sont considéeres comme des pigments quasiment universels
des végétaux responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.
Ces molécules sont les polyphénols les plus abondants de notre alimentation
(Bruneton, 1999 ; D'archivio et al., 2007). lls présentent une structure commune en

C6-C3-C6, Deux cycles aromatiques (A et B) sont liés par une chaine de 3 carbones
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formant un hétérocycle oxygéné (C) (Macheik et al., 2006). Les flavonoides sont
subdivises en sous-classes selon la structure de I’hétérocycle C. On distingue alors les
4-oxoflavonoides (flavones, isoflavones, flavonols et flavanones, les flavanols) et les
proanthocyanidines (tanins condensés), les anthocyanes ainsi que des composés
plus minoritaires, les chalcones et dihydrochalcones (Crozier et al., 2009).

11.2.1.3 Tanins

Les tanins sont des composés phenoliques solubles ou non dans I’eau, de poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, capable de précipiter les alcaloides,
la gélatine et les protéines (Peronny, 2005).0On distingue habituellement chez les
végétaux supérieurs deux groupes basés sur des différences structurales : les tanins
hydrolysables et les tanins non hydrolysables (Fiorucci, 2006)

11. 2.2 Activités biologiques des polyphénols

11.2 .2.1 Activité antioxydant

Cette activité est, sans nul doute, celle qui caractérise le mieux les
polyphénols, particulierement les flavonoides. En effet, de nombreuses revues
leur conferent le rdle d’excellents piégeurs d’especes réactives directement
issues de I’oxygene (0,°, HO°®, NO°, H,0;) provenant de biomolécules telles
que les lipoprotéines, les protéines et les acides oligonucléiques (ADN, ARN).
Cette faculte, tant étudiée et si reconnue, est fréqguemment citée comme étant
une clé pour la prévention et/ou la réduction du stress oxydatif en lien direct
avec des maladies chroniques comme les maladies cardiovasculaires, la carcinogénese
et les maladies neurodégénératives. Les radicaux libres seraient aussi impliqués
dans le processus de vieillissement (Quideau et al., 2011)

11.2.2 .2 Activités antimicrobienne

Les phénols jouent un r6le de protection des plantes contre les invasions
microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d’action de lutte contre les
champignons, bactéries et virus. Ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent
de nombreuses applications en médecine humaine (Xia et al., 2011).

11.2.2.3 Activité anti-inflammatoire

L’action des flavonoides d’un extrait de citron sur la perméabilité membranaire
fut le premier effet pharmacologique connu de ces composés, il y a plus de 50
ans (Sartorithiel, 2003). Les études sur les flavonoides issus de plantes utilisées

traditionnellement restent encore trés répandues car, bien que I’inflammation soit un

10
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phénomeéne normal d’autodéfense de I’organisme contre des blessures, les conflits
auto-immuns, ou en cas allergiques (Benavent-Garcia et Castillo, 2008 ; Conforti et
al., 2008). Dans la famille des stilbénes, le resvératrol, a montré des propriétés
anti-inflammatoires in vivo et in vitro. Les recherches se tournent actuellement vers
la synthese de produits a base de resvératrol dans le but de diminuer I’utilisation
de médicaments synthétiques (Udenigwe et al., 2008).

En outre, la consommation des polyphénols favorise la protection contre
les altérations cardiaques et vasculaire. En effet, au niveau des arteres, ces
molécules préviennent I’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL)
évitant ainsi I’athérosclérose (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

11
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111.1 Matériel

111.1.1. Matériel végétal

La récolte de Pergularia tomentosa L. a été fait au mois de décembre 2017, du
la région de Bordj Ennouse (commune d'El-Hajeb, wilaya de Biskra), I’espéce étudiée
a été identifier par Dr. Salem-Cour N. (Centre de recherche scientifique et technique
des régions arides - Biskra). La partie aérienne, constituant des petites tiges, les
feuilles et les fleurs, est nettoyée des impuretés et séchées a I’ombre dans un endroit
sec et a température ambiante pendant quelques jours et ensuite stockée a température
ambiante dans des sacs foliacés jusqu’a son utilisation.

111.1.2. Produits chimiques

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences,
qui sont de analytique et provenant de Sigma et biocham. Parmi ces produits :Acide
sulfurigue (H,SO,), acide chlorhydrique (HCI), Folin-Ciocalteu, Acide Gallique,
Catéchine, Acide Ascorbique (vitamneC), Quercétine, ferricyanide de potassium
K3Fe(CN)g, trichloracétique (TCA), chlorure ferrique (FeCl3), 2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyle (DPPH), méthanol, Acétone, trichlorure d’aluminium (AICI3),
Phosphate sodique monobasique, Phosphate sodique bibasique, Carbonates de
sodium, Vanilline, Acide chlorhydrique, magnésium, formaldéhyde, acétate de
sodium, sodium monobasique et molybdate d’ammonium.

111.2. Méthodes

111.2.1. Préparation de I’extrait acétonique

Extraite acétonique (EAc) de Pergularia tomentosa a été préparé selon la
méthode d’extraction effectuée par Senthikumar et al (2005) sur 100g de la partie
aerienne de cette plante. Brievement, la matiere vegétale a subi une maceération dans
de I’acétone 10% (w: V) sou agitation douce a température ambiante pendant 48h.
Apreés filtration du mélange sous vide, le filtrat a soumis a I’évaporation sous pression
(rota vapeur, Heidolph, Jermeny) afin d’éliminer le solvant résiduel. Dans une
ampoule a décanter, I’extrait récupéré est ensuite subi la décantation, en ajoutant
I’éther de pétrole afin d’éliminer des résidus lipidique indésirables. La phase acétone
est ensuite subi I’évaporation afin de récupérer finalement un extrait EAc verdatre qui

est conserve a -4°C jusqu’a I"utilisation.

12



Matériels et méthodes

100g de matériel végétal dans d’acétone

Macération 48h

Température ambiante

Filtration sous vide

N~
Filtrat

Evaporation a 40°C

Décantation

c Phase lipidique

Evaporation Eliminé

U

Extrait acétonique

Figure 3.Protocole d’extraction acétonique de la partie aérienne de Pergularia

tomentosa (Senthikumar et al, 2005).

111.2.2.Screening phytochimique de I’extrait acétonique

111.2.2.1.Caractérisation des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) nous permet de caractériser la présence
de polyphénols dans un extrait. Une goutte de solution méthanolique de FeCl3 a 2% a
été ajoutée a 2ml d’extrait acétonique de Pergularia tomentosa. L’apparition d’une
coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée est le signe de la présence de
polyphénols (N’Guessan et al., 2009).

111.2.2.2Caractérisation des flavonoides (Test de Shibata ou Shinoda test)

La présence des flavonoides dans I’extrait acétoniquede P. tomentosa a été mise

en évidence par la réaction a la cyanidine (Ciulel, 1982). En effet, les flavonoides sont
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responsables d’un dégagement d’hydrogene et de I’apparition d’une coloration allant
de I’orangé au rouge pourpre, en preésence d’acide chlorhydrique concentré et de
magnésium (Hadj-Salem, 2009). Une quantité de 0.5g d’extrait a été dissoute dans
1.5ml du méthanol (50%) et chauffé dans un bain d’eau bouillante. Un volume de 5ml
d’HCI et quelques fragments de magnésium ont été ensuite ajoutés. Apres
dégagement d’hydrogéne par réduction des flavonoides aglycones en anthocyanes,
une coloration rouge est obtenue (Aliyu et al., 2011).

111.2.2.3 Caractérisation des Tanins

Une quantité de 2a3 gouttes de FeCl3 (1%) a été ajoutée a 1ml de I’extrait. La
couleur vire au bleu noir en présence de tanins gallique et au brun verdatre en
présence de tanin catéchiques (Dohou et al., 2003).

Le réactif de Stiansy a été utilisé afin de différencier convenablement entre les
tanins galliques et tanins catéchiques. Pour cela, un volume de 15ml du réactif de
Stiasny (10ml de formaldéhyde + 5ml d’HCL concentre) a été ajouté a 5ml de
I’extrait. Le mélange est incubé au bain-marie a 80°C pendant 30min. I’observation
d’un précipité engros flocons refléte la présence des tanins catéchique. Pour les tanins
galliques, la solution précédente a éte filtrée, et le filtrat recueilli est saturé d’acétate
de sodium. L’addition de 3 gouttes de FeCl3 provoque I’apparition d’une coloration
bleu-noir intense, indique la présence de tanins galliques (N’Guessan et al., 2009).

111.2.3 Quantification des métabolites secondaires du P. tomentosa

111.2.3.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de I’Extrait EAc de P. tomentosa a été
quantifiée selon la méthode décrit par Slinkaret Singleton (1977) avec le réactif Folin-
Ciocalteu. 1ml de reactif de Folin-Ciocalteau (10%) a eté ajoute a 200yl d’extrait ou
d’acide phénolique, utilisé comme standard a différentes concentrations. Apres 4 min,
800ul d’une solution de carbonate de sodium (75mg/ml) sont additionnés. Apres 2h
d’incubation a température ambiante, I’absorbance a été lue a 765 nm (JENWAY
6300 spectrophotometre). Le contenu de I’extrait en polyphénols totaux a été estimée
a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide
gallique (5-100pg/ml) et il est exprimé en microgramme équivalent d’acide
gallique/milligramme d’extrait (ug EQAG/mg d’extrait).

111.2.3.2 Dosage des flavonoides
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Le dosage des flavonoides d’extrait acétonique de la partie aérienne du
pergularia tomentosa a été effectué selon la méthode du trichlorure d’aluminium
AICI3 (Bahorun et al., 1996).Cette méthode se base sur une réaction entre le
trichlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne de groupement hydroxyle présentent
sur les carbones 4 et 5 des flavonoides, entrainant la formation d’un complexe a
coloration jaunatre (Lagnika, 2005).

Un volume de 1ml d’extrait acetonique solubilisé dans du méthanol ou de
quercétine, flavonoide standard utilisé a différentes concentrations, a été mélange
avec 1ml d’AICI3 2% (w:v). Aprés 10min d’incubation, I’absorbance est mesurée a
430nm.La teneur de I’’extrait en flavonoides est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie par la quercétine de 2a16ug/ml. Elle est
exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine /milligramme d’extrait (ug
EQ/mg d’extrait).

111.2.3.3 Dosage des tanins condensés

Sous l'effet de la vanilline, les tanins présents dans un extrait vegétal se
transforment en anthocyanidols de couleur rouge spécifique (Sun, 1998).Un aliquote
de 250ul d’extrait acétonique ou catéchine est alors additionné a 625ul vanilline
19%(w: v) et 625ul de acide sulfurique/Méthanol (50%). Aprés 15 min d'incubation a
une température ambiante, I'absorbance est mesurée a 500nm. Une gamme étalonnage
de catéchine (C), de différentes concentrations de20ug/ml a 200ug/ml, a été est
réalisée. La teneur de I’extrait EAc en tanins est alors calculé par extrapolation sur la
courbe d’étalonnage de la catéchine et I’équation de régression et elle s’exprime en
équivalent de catéchine pg EC/mg d’extrait sec.

111.2.4 Evaluation des activités antioxydantes de ’EAc du P. tomentosa

111.2.4.1 Activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH

Ce test nous permet d’évaluer la capacité d’un extrait a donner d’un atome
d’hydrogéne ou d’un électron a un radical, il fournit alors une mesure de I’activité
antioxydant de piégeage des radicaux libres. En effet, le DPPH est un radical libre de
couleur pourpre. Il devient jaune lorsqu’il est réduit.

Selon Cuendet et al (1997), avec légere modification, 50ul de différentes
dilutions d’EAc de Pergularia tomentosaou du standard a activité antioxydant, en
utilisant I’acide gallique et la quercétine, ont été mélangés avec 1250l d’une solution

méthanolique a 0.004% du DPPH. Aprés une période d’incubation de 30min a
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I’obscurité a température ambiante, I’absorbance des échantillons a été lue a 517nm.
Une absorbance plus faible du mélange réactionnel indiquait un effet piégeur plus
important du radical DPPH. L’activiteé anti-radicalaire a été calculée en appliquant la
formule suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Abs de contréle — Abs de test)/Abs de control
x100)]

111.2.4.2 Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur de I’extrait EAc est évalue par la méthode d’Oyaizu
(1986).Cet est se repose sur la réaction de réduction du fer ferrique Fe*® présent dans
le complexe ferrocyanure de potassium [K3Fe(CN)g] en fer ferreux Fe™?, ce qui
s’associe au virage de couleur jaune en vert . Différentes concentration d’extrait ou de
I’antioxydant standard (Acide gallique et quercétine) sont additionnés a 2.5ml de
tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) et 2.5ml de ferricyanide de potassiom [K3Fe(CN)g]
(1%).le meélange est incubé a 50°C pendant 20min . Quand, les 2.5ml de
trichloracétique TCA (10%) ont éte ajoutés, le mélange a subiune centrifugation de
1000rpm/10min a refroidissement (JENWAY 6300 spectrophotomeétre). 2.5ml d’eau
distillée et 0.5ml de FeCl; (0.1%) sont additionnées a 2.5ml du surnageant.
L absorbance est lue a 700 nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf le
FeCls.

111.2.4.3 Test de phosphomolybdéne

Le potentiel d’extrait EAc de P. tomentosa a réduire le phosphomolybdenum est
évalué par la méthode de Prieto (1999). Cette méthode se base sur la réduction de
I'acide phosphomolybdique pour former un complexe bleu de phosphomolybdéne par
le sulfure de sodium. Le complexe bleu de phosphomolybdéne obtenu est oxydé par
I'ajout de nitrite, ce qui entraine une réduction de I'intensité de la couleur bleu.

Préalablement, le réactif de molybdate d'ammonium (0,0499) a €été préparé en
ajoutant 0,588 ml d'acide sulfurique, et 0,036 g de phosphate de sodium. Un volume
final est égale a 10ml a été complété avec de I’eau distillé. Ensuite, 100ul d’EAc
(30ul/ml) de la partie aérienne de la plante Pergularia tomentosa a été ajouté a 1ml
de solution de réactif molybdate. Dans un bain marin a 95°C, le mélange a été incubé
pendant 90min. Aprés incubation, lI'absorbance de la solution a été lue a 695nm.
L'acide ascorbique a différentes concentrations (10pg/ml a 300ug/ml) a été utilisé

comme antioxydant standard. Le potentiel de réduction du phosphomolybdene (PRP)
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d’extrait étudié est exprimé en microgramme d’équivalent d’acide ascorbique par
millilitre d’extrait (ug EAA/mI d’extrait).
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Résultats et discution

V.1 Extraction

L’extrait préparé a partir de partie aérienne de pegularia tomentosa par choisi
une méthode d’extraction permettre d’extraire le maximum de composants bioactifs et
les prévenir contre la dénaturation ou les modifications probables. En outre, utilisation
un solvant de degré de polarité moyenne afin de séparer et sélectionner les composés
phénoliques.

Dans notre cas, avant de procéder a I’extraction, nous avons d’abord séché le
matériel végétal a I’air libre et a I’abri de la lumiére, afin d’éviter la dégradation de
certains composés phénoliques sous I’effet des hydrolases qui peuvent exister dans le
matériel végétal frais. Par la suite, la matiére seche retenue est réduite en poudre fine,
pour augmenter la surface de contact avec le solvant et améliorer le rendement de
I’extraction.

Le rendement obtenu d’EAc égale 2.98% qui caractérisé par un aspect liquide
dense et par un couleur vert foncé.

IV.2.Screening phytochimique de I’extrait acetonique du P. tomentosa

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence
de certains métabolites secondaires contenant dans la partie aérienne de Pergularia
tomentosa. En effet, la détection de ces composés est basée sur des réactions
physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques
(Hamidi, 2012).Les résultats sont représentés dans le tableau 3 ci-dessous.

Tableau3. Screening phytochimique d’extrait acétonique de P. tomentosa

polyphénols Flavonoides Tanins
Cat Gal
EAC + ++
+ +

L’étude de criblage phytochimique de I’extrait acétonique de Pergularia
tomentosa a montré que cette plante est riche en composes phénoliques en particulier
les acides phénolique, les flavonoides, les tanins galliques hydrolysable et les tanins
catéchiques condensés. Ce résultat s’accorde avec celui reporté dans nombreuses
études phytochimiques qui ont confirmé la richesse du genre Pergularia en ces
composés phénoliques (karthishwaran, Mirunalini, 2010; Hosseini Kahnouj et
al.,2017 ; Suliman, Yasser, 2017).
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S’accorde aussi avec autre étude phytochimique pour Pergulria demiea
(Bhaskar et Balakrishnan, 2009).

IV.3.Quantification des métabolites secondaires du P. tomentosa

Le dosage des phénols totaux dans I’EAc de la partie aérienne de la plante P.
tomentosa a été effectué par la méthode Slinkar et Singleton(1977) avec le réactif
de Folin-Ciocalteu, I’acide gallique est utilise comme un acide phénolique standard.
Le résultat obtenu est exprimé en pg équivalent d’acide gallique par millilitre de
I’extrait (ug EAG/mI E). La teneur est alors calculée, en utilisant I’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique (y= 0.017x-
0.058) sachant que R?=0.998 (Figure 4).

La quantification des flavonoides dans I’EAc du P. tomentosa a été faite par la
méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium décrite par Bhorun et al.,(1996).
La quercétine est utilisé comme un flavonoide standard. La teneur en flavonoides de
la plante est exprimée alors en pg équivalent de quercetine (EQ) par milligramme
d’extrait, en basant sur I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage
tracée de quercetine (y= 0.048x-0.088), R?*=0.987 (Figure 5).

L’estimation de la teneur d’EAc du P.tomentosa en tanins a été effectuée par la
méthode de dosage adaptée par Sun (1998). Une courbe d’étalonnage est réalisée en
utilisant la catéchine comme standard. Les résultats sont exprimés en microgramme
(ug) d’équivalent de la catéchine par millilitre d’extrait (ug EC/ml), a I’aide de
I’équation de régression lineaire de la courbe d’étalonnage établie par la catéchine
(y=0.005x - 0.209), R*=0.884 (Figure 6).

Le tableau 4 représente les teneurs de I’EAc de la partie aerienne de la plante
P.tomentosa en métabolites secondaires phénoliques. D’apres les résultats obtenus, le
contenu estimé d’EAc en polyphénols totaux est de I’ordre de 2166.33 + 0.16 ug
EAG/ml d’extrait. De plus, le dosage des flavonoides dans I’EAc, nous a permis
constater que la partie aérienne de la plante pergularia tomentosa, notamment ses
feuilles, présente une richesse en flavonoides avec une valeur enregistrée de teneur
égale a 428.33 + 0.03 pg/ml d’extrait. Cependant, cette plantesemble posséder une

teneur en tanins correspond a la valeur de 800.33 £ 0.08 pg/ml.
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Tableau 4. Teneurs en métabolites secondaires de I’extrait acétonique du P.

tomentosa. Les valeurs representées sont m £ SD (n=3).

Polyphénols (ug EAG/mI E) | Flavonoides (ug EQ/mI E) | Tanins (ug EC/mlI E)

EAc | 2166.33 £0.16 428.33+0.03 800.33+0.08

De point de vue comparatif, I’analyse du contenu chimique de I’EAc de la
plante P. tomentosa a révélé que la présence de tanins dans la partie aérienne est
significativement (p<0.05) plus importante que celle de flavonoides, ou la teneur en
premiers est deux fois plus élevée qu’aux deuxiémes. Toutefois, cette espece semble
étre une source prometteuse des dérivés phénoliques bioactifs.

En outre, sa teneur en composes phénoliques totaux semble étre nettement
supérieure a celle trouvée par les travaux réalisés par Tlili (2015), sur I’extrait
d’acétate d’éthyle de méme plante de région Metlili (Ghardaia-Algeérie), qui est égale
a 46,75 £ 0,07 mg EAG/g. Néanmoins, I’étude phytochimique menée par Lahmer et
al. (2012) sur I’extrait chloroformique de la méme espece a montré que la fraction de
chloroforme est plus riche en flavonoides au-dela de 33.53+ 0,66 g EQ/100gd’extrait
ou de matiére végétale utilisée lors I’extraction que notre fraction. Par ailleurs, la
quantité de tanins estimée dans la présente étude est largement inférieures a celle
enregistrée (59,27 £ 0,47 mg EC/g d’extrait) par I’extrait éthanolique de cette plante
récoltée a partir de la wilaya de Ghardaia (Tlili et al., 2018).

En effet, les polyphénols, en particulier les flavonoides, constituent une grande
famille de métabolites secondaires qui regroupent un large spectre des molécules
polaires, a polarité moyenne et a faible polarité (Belboukhari et Cheriti, 2006). La
différence constatée alors entre nos résultats et ceux-ci reporté par les autres travaux
peut se lier, d’une part, aux propriétés génotypiques de I’espéce P.tomentosa elle-
méme, la période de récolte et les conditions climatiques, et d’une autre part, a la
nature chimique et la solubilité de ces espéces chimiques extraites avec les différents
systemes d’extraction utilisés d’acétone, d’ethanol, d’ethyle acétate et de chloroforme
(Ozenda, 1958 ; ElI-Waziry, 2017).
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Figure 4.Courbe d’étalonnage de I’acide gallique m+SD (n=3).
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Figure 5.Courbe d’étalonnage de quercetine m + SD (n=3).
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Figure 6. Courbe d’étalonnage de la catéchine m + SD (n=3).
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IVV.4 Evaluation des activités antioxydantes in vitro de I’EAc du P.tomentosa

IV.4.1 Activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH

L’effet piégeur de I’extrait acétonique de P. tomentisa a différents volumes (10
a 150ul) vis-a-vis du radical DPPH a été évalué spectro-photométriquement, en
suivant la réduction ou le piégeage de ce radical qui s’accompagne d’un virage de sa
couleur violette a une couleur jaune mesurable aux alentours de 517 nm.

A partir les valeurs obtenues d’absorbance, nous avons calculé les pourcentages
d’activité anti-radicalaire, en appliquant la formule donnée auparavant, contre un
contr6le qui ne contient que le radical DPPH dissous dans du méthanol. Le profil
d’activité anti-radicalaire obtenu indique que I’EAc (Figure 8) de P. tomentosa a
exerce, et d’une maniére dose dépendante, un effet piégeur important jusqu’a une
activité maximale de 67.175% a volume relative a 150 pl. Cependant, I’acide gallique
et la quercétine, a partir d’une concentration initiale égale a1 mg/ml, sont utilisés a
différents volumes comme des agents phénolique antioxydants standards. En effet, ils
ont montré un effet maximal de 96.66% et de 94.320% a partir d’une concentration
de 0.32 mg/ml et de 0.2 mg/ml qui correspondent, respectivement, aux volumes 640
pl et 400l en vers le radical DPPH (Figure 7).

La valeur de concentration inhibitricelCspou du volume d’un composé, qui
fournit une réduction de 50% du radical DPPH, est inversement liée a la capacité anti-
radicalaire de celui-ci (Boumarfegue et al., 2012). L’ensemble des valeurs d’ICsg
déterminées pour I’extrait acétonique de P. tomentosa et pour les phénols standards
utilises, a activité antioxydant, ont été représentées dans le Tableau 6.

En comparaison aux antioxydants standards, I’EAc testé s’avere
significativement (p<0.05) trés actif sur le radical DPPH, avec une IC50 correspond a
un volume égal a 150 pl qui fait piéger d’environ 50% de cette espéce radicalaire. En
effet, I’acide gallique constitue un excellent antioxydant avec une valeur moindre de
ICsode I’ordre de 0.044+0.004 mg/ml, par rapport a celle engendrée par la quercetine
(0.065 = 0.008mg/ml) qui semble étre statistiquement (p<0.01) un antioxydant
puissant que I’EAc.

Une étude antérieure effectuée par Suliman et Yasser (2017) a démontré que
I’extrait d’acétate d’éthyle de I’espece P. tomentosa renferme une activité anti-

radicalaire important (3.34 mg/ml).

22



Résultats et discution

La determination des coefficients de corrélation entre les ICsy et le
contenu en polyphénols a montré [I’existence d’une corrélation négative
significative. Ce qui se traduit par des activités antioxydants trés élevées autrement
dit une capacité de piégeage importante les radicaux libres dans les extraits riches

en polyphénols.
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Figure 7. Activité anti-radicalaire de I’cide gallique et la quercetine vis-a-vis du
DPPH (mzSD) en triplicate.
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Figure 8.Activité anti-radicalaire de I’extrait acetonique de P.tomentosa vis-a-vis du
DPPH (mzSD) en triplicate.
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Tableau.6 IC50 enregistrées par I’acide gallique, la quercétine et le volume de I’EAc

de P. tomentosa correspond a cette concentration (m£SD) en triplicate.

EAcC de P. tomentosa Acide gallique Quercétine
(ul) (mg/ml) (mg/ml)
ICs0o 70.436+1.436 0.044 + 0.004 0.065 +0.008

1VV.4.2 Test du pouvoir reducteur

Le pouvoir réducteur de I’EAc de la plante étudiée a différents volume (10 a150
ul) a été alors évalué en appliquant la méthode adoptée par Oyaizu (1986), I’acide
gallique et la quercétine a différents volumes, préparés d’une solution a concentration
initiale de 1 mg/ml, sont employés comme des réducteurs phénoliques de référence.

En effet, Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer
ferrique Fe** en fer ferreux Fe*? oul la puissance de réduction des métaux de transition
est I’un des mécanismes antioxydants et le test du pouvoir réducteur est I’'un des
indicateurs significatifs du potentiel antioxydant d’une substance (Wang et al.,
2008).La capacité réductrice de D’extrait est exprimé en microgramme  (ug)
équivalent d’acide gallique et quercetine par microlitre d’extrait, ug d’EAG ou d’EQ
/ul d’extrait correspond a I’absorbance 0,5 & 700nmQyaizu (1986).

Les résultats obtenus ont révélé que I'extrait acétonique de P.tomentosa a réduit
le fer ferrique d’une maniére dose-dépendante (Figure.9). En effet, le pouvoir, quel
présente ’EAc, atteint son maximum a un volume moindre de 150 pl. Toutefois,
I’acide gallique et la quercetine ont montré une activité réductrice maximale a partir
d’une trés faible concentration égale a 25 et 50ug/ml, respectivement (Figure. 10 et
11).
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Figure9.Pouvoir reducteur engendré par I’EAc de P.tomentosa. Chaque valeur
représente la moyenne de trois répétitions + SD.
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Figure 10.Pouvoir reducteur engendré parl’acide gallique. Chaque valeur représente
la moyenne de trois répétitions + SD.
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Figurell.Pouvoir reducteur engendré parla quercétine. Chaque valeur représente la
moyenne de trois répétitions £ SD.
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En équivalence aux phénols standards, I’activité réductrice, quelle présente
I’EAC de la plante P. tomentosa, semble étre excellente de I’ordre de 0.007+ 0 ug
EAG/ ml d’extrait. De plus, cette activité est superieure cing fois qu’a son equivalent
de quercétine (0.035+0.002 pug EQ/mI), ce qui indique que I’extrait acétonique de
P.tomentosa possede significativement un pouvoir réducteur puissant (P< 0 ,05).Cela
peut étre dl a ses teneurs importantes en polyphénols, en tanins et particulierement en
les flavonoides qui sont des principaux donneur d’électrons, ce qui favorise la
réduction du fer ferrique Fe (I1l) en fer ferreux, et aussi bien ces principes actifs
constituent le majeur contributeur aux activités antioxydants (Ou et al., 2002). En
effet, de nombreuses études antérieures ont également démontré que les différents
extraits de I’espéce Pergularia tomentosa, de diverses régions, en gendrent des effets
antioxydants s’intéressants et semblent avoir particulierement un pouvoir réducteur
important (Babaamer et al., 2014 ; Yakubu et al., 2015).

1V.4.3 Test de molybdate phosphate

Le test du pouvoir réducteur du Phosphomolybdate est un essai direct qu’on
emploi principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques.
Il repose sur la réduction, a pH acide, des molybdates en d'un complexe vert de
phosphate Molybdéne en présence d’extrait, en donnant alors une coloration verte
détectable a 695nm. La vitamine C est utilisée comme un antioxydant de référence.
Cependant, la capacité antioxydant totale d’un volume de 30ul d’EAc du Pergularia
tomentosa est exprimée en ug d’équivalent d’acide ascorbique/ml d’extrait, en
reposant sur I’équation de régression liniere d’une courbe d’étalonnage établie par

I’acide ascorbique.

1,4
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€12 - 2_
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n
o 1 4
o
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€06 -
2
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Figurel2.Réduction de Phosphomolybdate par I’acide ascorbique (m+SD) en
triplicate.
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Le résultat obtenu, dans le présent travail, a indiqué en évidence que I’extrait
acetonique de P.tomentosa, a faible volume, présente une importante capacité de
réduire le Phospho-molybdate en complexe molybdéne. Cela refléte son aptitude
antioxydant qui est confirmé par sa valeur enregistrée d’équivalent d’acide ascorbique
égale a 501,33 + 0.02ug EAA/mI d’extrait, par ce test.
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Conclusion

Bien que une grande partie du xx eme siécle ont été consacrée a la mise au point
de composés antioxydants de synthese. La recherche de nouveaux antioxydants
naturels via le screening de sources vegétales et surtout de plantes médicinales a
résulté dans la découverte d'un grand nombre de ces composés utiles qui commencent
a jour un réle major dans le traitement de nombreuses maladies humaines et aussi un
role dans l'industrie alimentaire.

Dans ce contexte, nous sommes intéressées a I'étude de I'activité antioxydants
d'une plate médicine le poussant spontanément dans la région de Bordj Ennouse.

Aprés I'extraction de Pergularia tomentosa on peut conclure que I'extrait
acétonique de cette plante présente un rendement de l'ordre 2.92%.

Les dosages des polyphénols totaux, flavonoides et tanins ont été effectués a
partir des extraits aceétoniques, dont les teneurs ont été déterminees a l'aide des
courbes d'étalonnages de l'acide gallique, quercétine et catéchine respectivement. En
effet, l'analyse quantitative de de cette plante révéle des teneurs en phénols totaux,
flavonoides et tanins de l'ordre de 2166,33ug/ml, 428,33ug/ml et 800.33ug/mi
respectivement.

Ce qui concerne l'activité antioxydant déterminée par la méthode piégeage de
radical libre DPPH, nous avons constaté que I’extrait acétonique (71,436+1,469ul)
montre un bon potentiel antioxydant, toutefois, cet effet piégeur est modéré en
conparéson a l'acide gallique (0,044+0,004mg/ml) constitue un excellent antioxydant
et quercétine (0,065 0,008mg/ml).

Le test du pouvoir réducteur qui révélé que I’extrait acétonique de P.tomentosa
a activité antioxydante puissant (0.007+0 pug EAG/ml, 0.035£0.002ug/ml EQ).

Test de molybdate phosphate a indiqué en évidence que I’extrait acétonique de
p.tomentosa présente une importante capacité de réduit des phosphomolybdate en

complexe molybdéne (15,04+0.02ug/ul d’extrait).

La richesse de la plante p .tomentosa en polyphénols et flavonoides nous permet
de conclure que cette plante peut constituer une source prometteuse de biomolécules
naturelles qui peuvent contribuer au développement des nouveaux médicaments avec

des principes actifs a base de plantes et présentent un effet antioxydant important en
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neutralisant efficacement les radicaux libres et traitant les maladies associées au stress

oxydant.

Ces resultats ne constituent qu'une premiere étape de valorisation de cette
espece végétale .1l serait également intéressant de compléter ce travail par la
purification et [l'identification de diverses moléculesisolées en utilisant la

chromatographie liquide a haute performance.

Par conséquent, il est suggéré qu'un travail posterieur doit permettre I'isolation
et I'identification du contenu en antioxydants pour cette plante. En outre, l'activité
antioxydant in vivo avec des différents mécanismes doit néssairement étre investie
dans la perspective future de note travail. I'étude des autres activités biologiques des
extraits et plus particulierement l'activité antifongique. D'exploiter ces molécules en
biotechnologie. En particulier en industrie agro-alimentaire en remplacant les
antioxydants synthétiques qui sont néfastes pour la santé humaine.
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Résumés

Pergularia tomentosa est une plante médicinale appartenant a la famille des Asclepiadacée, cette espéce connue sous le
nom de « llka », est trés répandue dans le sud algérien. L’extrait organique a été obtenu par macération en utilisant solvant
acétone. Le rendement est 2.98%.

La teneur totale en composés phénolique a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de
2166.3ug/ml. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICI3, leur teneur est de 428.33ug/ml, Les tannins
sont estimées par une méthode de Sun(1998). Leur teneur est de 800.33ug/ml. L activité antioxydant a été évaluée en
utilisant trois méthodes différentes: la méthode de réduction de radical libre DPPH, test du pouvoir réducteur et test de
phosphomolybdéne Pour le premier test IC50 a été estimée a 71.436 + 1.436 pL. Pour le second test EC50 a été estimée par
apport deux standard : 0.035 +£0.002ug EQ/ml ; 0.007 + 0 ug EAG/mI d’extrait. Le troisieme test indique que I’extrait
acétonique de p. tomentosa poussed une activité anti oxydant total a été estimée a 501.33+0.02ug EAA/m.

Les mots clés : pergularia tomentosa, composés phénoliques, flavonoides, activité antioxydant

Apstract

Pergularia tomentosa is a medicinal herb belonging to the family Asclepiadaceae, this species known as "llka", is very
widespread in south Algeria. The organic extract was obtained by maceration using acetone solvent. The yield is 2.92%.

The total content of phenolic compounds was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it is 2166.3 pg / ml. The
flavonoids were evaluated using the AICI3 method, their content is 428.33nug / ml. The tannins are estimated by a method of
Sun (1998). Their content is 800.33pg / ml. The antioxidant activity was evaluated using three different methods: the DPPH
free radical reduction method, the reducing power test and the phosphomolybdenum test for the first IC50 test was estimated
at 71.436 + 1.436 puL. For the second test EC50 was estimated by two standard intake: 0.035 = 0.002pug EQ / ml; 0.007 = 0 pg
EAG / ml of extract. The third test indicates that the acetone extract of p. tomentosa increased total antioxidant activity was
estimated at 501.33 + 0.02ug EAA / ml.

Keywords: pergulari tomentosa, phenolic compouds, flavonoids, antioxidant activity.
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