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Introduction générale

Introduction général

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
néfaste dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces réactives
oxygénées (ERO) (Haleng et al., 2007). Dans certaines situations, la production des
ERO augmente fortement, entrainant un stress oxydatif. En raison de leur capacité a
endommager presque tous les types de molécules dans I’organisme, les ERO ont été
impliqués dans un tres grand nombre de pathologies aigués tel que le cancer, le diabéte,
Alzheimer (Fantaine, 2007)

Les substances naturelles issues des vegétaux ont des intéréts multiples mis a
profit dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi
ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se
sont surtout illustrés en thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion
de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules

actives nouvelles, ou des matieres premiéres pour la semi-synthese (Bahorun, 1997).

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasculoprotecteurs, antiinflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et

antiradicalaires (Bahorun, 1997).

Nos études comprennent deux parties principales ; la premiére est une
synthese bibliographique comportant une description de la plante Ranunculus sardous,

et les antioxydants

La deuxieme partie de ce travail est une étude expérimentale ou sont
présentés :Les extractions des antioxydants a partir des parties souterraines de la plante
en utilisant 2 solvants, Le dosage de quelques substances antioxydantes dont les
polyphénols, les flavonoides, les tannins et les triterpénes .La détermination de
I’activité antioxydante des différents fractions, en utilisant trois méthodes (pouvoir
réducteur et activité anti-radicalaire et la capacité anioxydante totale). Déterminé I’effet
des solvants sur le rendement et le teneur en métabolites secondaires, ainsi que pour

’activité antioxydante.
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Chapitre 01 Présentation de la plante

1. La plante Ranunculus sardous
1.1 La famille Ranunculacées

Les Ranunculacées ont une distribution mondiale, bien que de nombreux genres
et especes soient centrés dans les zones tempérées de I'Asie de I'Est. La famille des
Ranunculaceae est composée d’environ 1500 a 2000 espéces regroupées en une

soixantaine de genres (Spichiger, 2002).

Elles sont pour la plupart des plantes herbacées, plus rarement grimpantes et
ligneuses. Presque toutes sont des herbes terrestres, vivaces ou annuelles, les feuilles
sont généralement alternes, simples, entiéres ou decoupées, ou méme composées,
habituellement dentées, ou crénelées, a nervation pennée palmeée, sans stipules et les

fleurs sont spiralées ou spiralo-cycliques (Baladehia et al., 2013).
1.2 Le genre Ranunculus

Le genre Ranunculus (renoncules) représente le plus grand genre au sein des
Ranunculaceae, prés de 600 espéces appartiennent au genre Ranunculus. Il est répartit
dans I'hémisphére nord. On le trouve aussi dans les régions tempérées du sud dans les
tropiques ou elles sont habituellement confinées a des altitudes plus élevées, et réparties
sur tous les continents. Les membres de ce genre présentent des sépales simples, lobées,
fendues ou divisées 3,5, non voyantes, les pétales sont habituellement 5 jaunes,
principalement aboveés, étamines et carpelles, de nombreux agrégats d'akénes dans des
tétes globuleuses a oblongues, des akénes arrondis ou un peu aplaties ( Radford et
al.,1968) .Cosmopolite, dans les zones de montagne, I'endémisme contribue a la
diversité considerable de l'espece, mais dans les altitudes inférieures les espéces

répandues sont également assez communes (Elvira et al., 2005).

Le genre Ranunculus de la famille des Ranunculacées est représente dans la flore
d'Algérie par 50 especes (Hachelafl et al., 2013).

2.3. L’espéce Ranunculus sardous

Ranunculus sardous a un tige ramifiée, couchée, portant plusieurs fleur (Jean ,
1806) Les fleurs ont cing petales jaunes(Figure 01), cing sepales dressés et beaucoup
d’étamines a folioles pétiolées, (Kebiéche et al., 2011) divisées en trois lobes,
I’intermédiaire plus longe (Jean, 1806) et périanthes étalés pédoncules stress fleurs

jaunes feuilles ternées (Chevallier A, 1860) et trés ouverts (Jean, 1806) la production
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de stolons continue jusqu’a la fin de I’été. Une a deux stolons par plante sont communes
mais il y a des plantes qui peuvent avoir jusqu’a cinq ainsi que des branches
secondaires. (Kebiéche et al., 2011) Une a deux stolons par plante sont communes mais
il y a des plantes qui peuvent avoir jusqu’a cinq ainsi que des branches secondaires
(Holm et al., 1997)

Figure 2 : Les parties souterraines de Ranunculus sardous
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2.4. Classification

Tableau 1 classification de Ranunculus sardous Selon (Kebieche ,2009)

Régne Végétal
Phylum Dicotyledones
Famille Ranunculaceae
Ordre Ranale
Genre Ranunculus
Espece Ranunculus Sardous

2.5. Usage traditionnelle et activité biochimique

L'utilisation la plus courante des especes Ranunculus concerne le traitement des
rhumatismes, comme rubéfiant et contre la fievre intermittente. Pour cette utilisation,
la plante est généralement préparée comme décoction. Elles sont également indiquées
comme un remede antihémorragique. En Algérie les feuilles séchées de cette plante
sont utilisées sous forme d'infusion comme traitement du diabete sucré, des hépatites et
de la jaunisse (Kebieche et al., 2011).

2.6. Composition chimique de genre Ranunculus

Les études phytochimiques sur diverses espéces du genre Ranunculus ont
rapporté qu'ils contiennent de I'anémone, du carotene ,des flavone-glycosides et des
ranuncosides .Les extraits salins de certaines espéces Ont été signalés posséder des
activités antibactériennes, antifongiques et antipaludiques (khan et al.,2008) et
produisent des composeés appartenant a différents groupes de métabolites secondaires,
y compris les saponines de triterpéne , les alcaloides, les flavonoides , les acides gras et

les acides organiques (Akkol et al., 2012)

Elle est riche aussi en composés polyphénoliques et contient une teneur
importante en flavonoides (Kebieche et al., 2011), prancipalment R (+)-Dalbergi
phénol,R(+)- 4methoxydalbergione, méthyle3,4,5,-trinydrobenzoate, acide 4-hydroxy-
2- méthoxybenzoique , acide p-hydroxycinnamique , b-sitosterol, Ranupenin (Aslam et
al., 2012)
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1. Les métabolites secondaires

Les metabolites secondaires sont des molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont
divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpenes, les
alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007)

2. Les polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires
largement répandues dans le regne végétal étant trouve dans tous les fruits et les
légumes (Waksmundza et al., 2011)

Plus de 8000 structures ont été identifiées, allant de simples molécules comme les
acides phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les tanins (Dai et
Mumper, 2010). IIs sont synthétisés par 1’ensemble des végétaux et ils participent aux
réactions de defense face a différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures,
symbiose) ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV, faible température, carences). Les
polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux
(couleur, astringence, ardbme, amertume) (Visioli et al., 2000)

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé

dans une autre fonction : ether, ester, hétéroside (Bruneton, 1999)

OH

Figure 3 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

2.1 Classification des polyphénols

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non

flavonoides dont les principaux composés sont : les acides phénoliques, les stilbénes,
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les lignanes, les lignines et les coumarines (Hoffman, 2003), et les flavonoides,
dont on caracteérise principalement : les flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones,

anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols (Pinacemail et al., 2007)
2.1.1 Les non flavonoides
2.1.1.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides
hydroxy benzoiques et les acides hydroxy cinnamiques (Chanforan, 2010).

2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux
(Ghedira, 2005). Tous les flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-
C6), ils contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles
aromatiques A et B a six atomes de carbones liés avec une unité de trois atomes de

carbone qui peut ou non étre une partie d'un troisieme cycle C (Topas et al., 2008).

Structure tricyclique commune
aux flavonoides

Figure 4 : Structures des flavonoides : enchainement C6-C3-C6 (Isorez, 2007)

2.1.3 Les tannins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de rendre imputrescible. Ces
substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur
pouvoir tannant. On distingue : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Roux
et Catier, 2007)
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2.2. Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques, ils
interviennent dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des
blessures Mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister les attaques des
insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés
phénoliques (Bahorun,1997). Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes,
anti-inflammatoires, antiathérogenes, antithrombotiques, analgésiques, antibactériens,
antiviraux, anticancéreux (Babar et al, 2007), anti-allergenes, vasodilatateurs (Falleh et
al., 2008) et antioxydants (Gomez et al., 2006).

2.3 Activités antioxydante des flavonoides

Ces derniéres années , une importances particuliere a été accordés aux
flavonoides grace a leurs propriétés antioxydants qui sont attribués a : leur capacité de
piéger directement les radicaux libres , de chélater les ions métallique impliques dans
la production des EOR via les réactions Fenton et Haber-Weiss , d’inhiber quelques
enzymes en particulier les oxydases , d’activer les enzymes antioxydants et de réduire
les radicaux a-tocopheryl (Coetelle 2001 ;Lin et Weng .,2006 ;Heim et al., 2002).

3. Les terpénes

Les terpenes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une unité
simple a cing atomes de carbone nommee isopréne. Leur grande diversité trouve son
origine dans le nombre d’unités de base qui composent la chaine, ainsi que dans les
divers modes d’assemblage. La formation de structures cycliques, 1’addition de
fonction comprenant de 1’oxygéne et la conjugaison avec des sucres ou d’autres

molécules peuvent rendre leurs structures complexes (Hopkins ,2003).
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1. Stress Oxydatif

Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique (Durand et al.,2013) ce qui le rend extrémement réactif (Manallah., 2012).
Lorsque cet €lectron célibataire est situé sur un atome d’oxygene, on parle alors « d’especes

réactives de 1’oxygéne » (ERO) ou « reactive oxygen species » (Durand et al., 2013).

En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un
électron pour devenir plus stable, il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Boubekri,
2014), une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus
proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez, 1995).

Les radicaux libres proviennent a la fois de sources endogénes (mitochondries,
réticulum endoplasmique, cellules phagocytaires.) et de sources exogenes (pollution, alcool,

fumée de tabac, solvants industriels, pesticides, et rayonnement) (Phaniendra et al.,2015)
1.2. Notions de stress oxydatif

En quantité modérée, les RLs sont des €léments indispensables a la vie, car ils remplissent
de nombreuses fonctions physiologiques au cours de la croissance ou de la défense de
I’organisme (Belaich et Boujraf, 2016). Dans ces circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/pro-oxydants (Figure 05) est équilibrés, si tel n’est pas le cas, que ce soit par
déficit en antioxydants ou par suite d’une superproduction énorme de radicaux, 1’exces de ces

radicaux est appelé « stress oxydant » (Favier, 2003)

ique
Déséqu'\\'\bre patho\og q

Enzymes antioxydantes

: o : Cofacteurs : Zn, Se
Especes_react{ves ded Q? Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu
Facteurs environnementaux

Oxydant

Antioxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 5 : Déséquilibre entre antioxydants et pro-oxydants (Andersen, J. K. (2004))
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1.3 Les maladies lies aux stress oxydant

Le stress oxydatif causeé par les radicaux libres augmente avec I'dge et peut donc
submerger les systémes de réparation naturels chez les personnes &agées et contribue

grandement aux maladies associées au vieillissement (Favier, 2006).

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains
génes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales, rhumatisme,
I’athérosclérose, le diabéte (Atawodi, 2005 ; Georgetti et al., 2003).

2. Les antioxydants

Le terme d’antioxydant désigne « toutes substances qui, présentes a faible concentration
par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement 1’oxydation
de ce substrat (Durand et al., 2013). Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand
nombre de substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais
aussi de petites molécules hydro- ou liposolubles (Fontaine, 2007). Les antioxydants réduisent
les especes oxydantes en un composé moins oxydant et en pratique plus stable (Descamps et
al., 2006). lls sont classés Selon leur mode d’action : les antioxydants sont classes en deux
catégories : (Pastre., 2005)

» systeme de defense primaire, ou chain breaking.
> systeme de défense secondaire

%+ Selon leur localisation cellulaire : Les antioxydants peuvent étre classés en :

A\

molécules liposolubles

A\

molécule hydrosolubles.

K/
*

Selon leur origine : Les antioxydants peuvent étre classés en deux catégories avec :
» les enzymes antioxydantes directement synthétisées par I’organisme.

> les nutriments antioxydants dont les apports sont nécessaires par 1’alimentation.
2.1. Systemes de défense antioxydants

Autour de cette ambiguité entre danger et nécessité de 1’oxygene et des radicaux libres,
I’organisme a développé de puissants systemes de défenses antioxydantes permettant de

controler et de maitriser le plus précisément possible ce métabolisme (Leverve., 2009).
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L’organisme se protége en permanence contre la formation et I’agression de cesoxydants
grace a divers mecanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques (Cristol et al.,
2002)

2.1.1 Systéme enzymatique

Le systetme endogéne est constitué d’enzymes ou d’agents réducteurs (superoxyde
dismutase, catalase, glutathion peroxydase) dont I’action est de neutraliser les ERO par leur

transformation en molécules stables et non réactives (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

» Superoxyde dismutas (SOD) qui transforment I’ion superoxyde (O2--), radical
libre potentiellement trés dangereux, en peroxyde d’hydrogéne, ou eau oxygénée

(H202), beaucoup moins dangereux (Leverve, 2009).

» Catalase : a pour unique substrat le peroxyde d’hydrogéne qu’elle réduit en eau
(Cillard, 2006).

» Glutathion peroxydase : élimination du peroxyde d’hydrogéne et des

peroxydes lipidiques (Haleng et al., 2007).
2.1.2L es antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines E et

C et les polyphénols. (Evans, 2002 ; Packer et al., 1997).
2.1.3 Les antioxydants d’origine végétale

De nombreuses plantes ont été identifiées comme ayant des activités antioxydantes
potentielles et leur consommation recommandée. L'accent est mis sur les antioxydants naturels,
en particulier les polyphénols végétaux. Il est intéressant d'étudier les propriétés antioxydantes

des infusions a base de plantes (Katalinic et al., 2006).

De nombreuses études ont suggéré que les flavonoides présentent plusieurs propriétés
biologiques, Cependant, la plupart d'intérét a été consacré a leur activité antioxydante (Pietta,
2000).



Partie |l : Partie

experimentale



Chapitre 04 : Matéeriel et

méthode



Chapitre 04 Matériel et méthodes

1. Matériels
1.1Materiel biologique
1.1.2. Ranunculus sardous

La plante Ranunculus sardous a été recoltée en Avril 2017 dans la région de Ras el
oued (Bourdj Bouarreridj); la partie récoltée est constituée les racines, la plante est sechée dans

I’ombre pendant 30 jours.
2. Méthodes
2.1. Extraction et Fractionnement des extraits
2.1.1Mode opératoire
2.1.1.2.1 Extraction hydro-éthanolique
L’extraction est effectuée selon le protocole (Lu Z.M et al.,2011)

Les extraits des racines de R.sardous sont préparés par extraction dans 500ml de 1’éthanol
70%. On répéte cette opération pendant 3 jours. On obtient I’extrait brut qui est fractionnée par
la suite par I’utilisation des solvants (éther de pétrole et acétate d’éthyle). Toutes les fractions

sont passées par la suite dans un évaporateur rotatif a température douces.

Matériel végétal sec 100 g +
500 ml Ethanol 70%

_ Fractionne
Macération ment
24hX 3 (3x100 ml)
foisa4dc : : d*éther de
Extrait brut Ethanolique pétrole
*
. )
. Fractionne
FraCtIOI’,l d’éther de Résidu (Phase aqueuse) ment
petrole (3x100 ml)
d’acétate
* d'éthyle
e J

\.
[ Fraction d’acétate ] [ Fraction aqueuse ]

d’éthvle finale

Figure 6: Protocole d'extraction Hydro-éthanolique.

10



Chapitre 04 Matériel et méthodes

2.1.1.2.2 Extraction hydro-acétonique

L’extraction est effectuée selon le protocole selon Hagerman A E et Butler L G (1991)
Les extraits des racines de R.sardous sont préparés par extraction dans 500ml d’acétone 70% .
On répéte cette opération pendant 3 jours. On obtient 1’extrait brut Hydro-acétonique qui est

fractionnée par la suite par ’utilisation des solvants (éther de pétrole, acétate d’éthyle).

Matériel végétal sec 100 g +
500 ml Acétone 70%

Macération
24h X3
foisa4dc
Fractionne
[ Extrait brut Acétonique ] ment
(3x100 ml)
d’éther de
pétrole
Fractionne
Fraction d’éther de Résidu (Phase ment
pétrole aqueuse) (3x100 ml)
d’acétate
d'éthyle
Fraction d’acétate Fraction aqueuse
d’éthyle finale

Figure 7: Protocole d'extraction Hydro-acétonique.
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2.1.2. Rendement de I’extraction
2.1.2.1 Rendement de I’extrait brut
Les rendements des extractions sont calculés suivants la formule ci-dessous :
Rdt % = M extrait /M échantillon*100
Avec :M extrait =masse de ’extrait en gramme.
M échantillon = masse de I’échantillon en gramme (Boubekri, 2014).
2.1.2.2 Rendement des fractions
Rdt % = M échantillon / M d’extrait brut *100
Avec : M extrait =masse de 1’extrait brut en gramme.
M échantillon = masse de I’échantillon (fraction) en gramme (Boubekri, 2014).
2.2. Dosage des métabolites secondaires
2.2.1. Dosage des Polyphénols totaux
2.2.1.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin
Ciocalteu selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965).

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon le méthode de Folin
Ciocalteu (Singleton et al., 1999), ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif Folin Ciocalteu en un complexe ayant la couleur bleue constitué
d’oxyde de tungstene et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux

des composés phénoliques oxydés.
2.2.1.2. Mode opératoire

Dans des Eppendorf mélanger : 100 pl de solution d’extrait, 500ul du réactif de Folin
Ciocalteu & 10 % (v /v), puis le mélange est incubé pendant 4 min, on ajout ensuite 400ul de
Na2COs a 7.5% (p/v), puis le mélange est soumis a une autre incubation pendant 2h a

I’obscurité. La lecture se fait dans la longueur d’onde 765 nm.

Le blanc de test contient : 100 ul de méthanol, 500 ul de folin et 400 ul de Na.COs. Pour

chaque extrait, le test est réalisé en triplicata.
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2.1.1.3 Expression des résultats

Les concentrations en composes phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le
méthanol. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en acide gallique par 1

milligramme de poids sec (ug EAG/mg d’extrait).
2.2.2. Dosage des Flavonoides totaux
2.2.2.1. Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par
(Djeridane et al., 2006) avec le trichlorure d'aluminium. Le trichlorure daluminium forme un

complexe jaune avec les flavonoides qui absorbe dans le visible a 430 nm.
2.2.2.2. Mode opératoire

Dans un Eppendorf : on mélange 300 pl de solution d’extrait avec 300 pul AlCls, puis on

incube pendant 15 min, la lecture se fait a la longueur d’onde 430 nm.
Le blanc : 1ml d'extrait et 1ml de méthanol.
Blanc de test : extrait dilué.

2.2.2.3 Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pg d'équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg

d’extrait).
2.2.3. Dosage des Triterpénes
2.2.3.1. Principe

Le principe de base de cette méthode est la réaction des triterpénes oxydés avec la
vanilline, ou I'acide sulfurique est utilisé comme oxydant. Les sapogénines stéroidiennes avec
ou sans double liaison en C-5, les sapogénines triterpénoides et les acides stéroliques et biliaires
qui ont un groupe OH en position C-3 réagissent avec la vanilline en milieu acide pour donner

des chromogeénes avec des maximas d'absorbance a 548 nm, selon la nature des saponines
2.2.3.2. Mode opératoire

20 ul d’extrait sont mélanges avec 30 pl vanilline, on ajout 100 ul acide perchlorique,

puis on incube le mélange a I’obscurité pendant 45 min dans un bain marie dont la température
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est 60 °C, apres le melange est refroidit dans un bain glacé pour et on ajoute 450 ul acide

acétique, la lecture des Abs est réalisée a 548 nm .
Blanc : I’extrait est remplacé par le méthanol.
2.2.3.3. Expression des résultats

Les résultats sont obtenus en pg EAU/mg d’extrait sec par extrapolation sur la courbe

d’étalonnage de I’acide ursolique.
2.2.4. Dosage des tannins condenses
2.2.4.1. Principe

Les tannins condenses forment un complexe de couleur rose avec la vanilline en milieu

acide.
2.2.4.2. Mode opératoire

Dans un tube on mélange 250 ul extrait, avec 625 ul vanilline. Et 625 pl d’acide
sulfurique, une incubation de 15 min a température ambiante a 1’obscurité est effectuée puis la

lecture a 500 nm. Blanc : la vanilline est remplacée par le méthanol.
2.2.4.3. Expression des résultats

Les résultats sont obtenus en pg EC/mg d’extrait sec par extrapolation sur la courbe

d’étalonnage de la catéchine.
2.3. Evaluation de I’activité antioxydante

De nombreuses méthodes utilisées pour I’évaluation de I’activité antioxydante des
extraits. La plupart des méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif dans
le milieu réactionnel. Dans notre étude nous avons utilisé 3 tests chimiques : le test Ferric
Reducing Antioxydant Power assay (FRAP) qui mesure le pouvoir de réduction des ions de fer,
le test a 1’acide 2,2’-azinobis-3 ethylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS), et le test de

Capacité antioxydante totale.
2.3.1. Test de pouvoir réducteur FRAP
2.3.1.1. Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antiradicalaire. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique

(Fes+) présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fez+). En effet le Fes+ participe a la
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formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel
est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986). Une augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006)
2.3.1.2. Mode opératoire

Selon le protocole d’Oyaizu (1986). Dans des Eppendorf mélanger : 225 ul d’extrait avec
225 pl de tampon phosphate on ajoute 225 pul de KsFe(CN)s puis on 1’agit et I’incuber pendant
20 min dans un bain-marie & 50°C, on ajoute 225 pl de TCA immédiatement, puis il va passer
par une centrifugation de 10 min a 700 TPM, puis on enléve 375 ul du surnageant et on le dilue
avec 375 ul d’H:20 distillé, aprés on additionne 75 pl de m’appp et la lecture de Abs se fait &

700 nm. Blanc : I’extrait est remplacé par du méthanol.
2.3.1.3. Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la majorité
des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions des différentes

concentrations utilisées pour les différentes fractions des extraits etudies.

L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
fractions testées. Pour chaque concentration, une absorbance est mesurée et les résultats sont

représentés sous forme de graphique.

Les résultats sont obtenus par extrapolation sur la courbe d’étalonnage de I’acide

ascorbique, et avec la quercétine et I’acide gallique comme standards
2.3.2. Test de I’acide 2,2’-azinobis-3 éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS)
2.3.2.1. Principe

L’ABTS est un radical cation caractérisé par sa couleur bleu vert foncé qui va disparaitre
apres la réduction par un antioxydant donneur des protons (hydrogéne). Ce radical est
facilement formé a partir de I’acide correspondant par oxydation en présence de persulfate de
potassium. Plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d’hydrogéne considéré comme
un antioxydant fort. La perte de couleur peut étre suivie par la mesure de 1’absorbance au

spectrophotometre a 734nm. (LI et al., 2015).
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2.3.2.2. Mode opératoire
2.3.2.2.1. Préparation de réactif

Suivant le protocole décrit par Aazza et al., (2011), le radical ABTS.+ est produit par
réaction entre une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de potassium
(K2S208, 2.45mM), utilisé comme oxydant. Ce mélange est laissé pendant au moins 16h a
I’obscurité puis dilue avec I’eau distillé jusqu'a 1’obtention d’une absorbance de 0.700 a la

longueur d’onde de 734 nm.
2.3.2.2.2. Réaction

Dans un tube on mélange : 50 pl d’extrait avec 950 ul d’ABTS, on les incube pendant 7

min, et la lecture se faite & 700 nm, contre un blanc contient le réactif et le méthanol.
2.3.2.3. Expression des résultats

Pourcentage inhibition d’ABTS = (Absorbance de controle — Absorbance de

1I’échantillon/Absorbance de contréle) x100
2.3.3. Le test de Capacité antioxydante totale
2.3.3.1. Principe

Ce test est basé sur la réduction du molybdéne (V1) en molybdéne (V) par I'extrait de
plante. Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo (V) de

couleur verte (Prieto et al. 1999).
2.3.3.2Mode Opératoire

Un aliquote de 0,1 ml d’extrait est combinée a 1 ml de solution composée d’acide
sulfurique (0.6 N), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate d’ammonium (4 mM).
Les tubes sont incubés a 95°C pendant 90 mn. Aprés un repos de 6 minutes a température
ambiante, I'absorbance est mesurée & 695 nm contre un blanc contenant du méthanol a la place
de I’extrait. Comme pour les polyphénols totaux, I’activité antioxydante totale est exprimeée en

milligramme d’extrait. Blanc : I’extrait est remplacé par le méthanol.
2.3.3.3 Expression des résultats

Les résultats sont obtenus en pg EvitC/ mg d’extrait sec par extrapolation sur la courbe

d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Absorbances en fonction de la concentration)
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2.4. Analyse statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analysé. Et les résultats ont été
exprimés sous la forme de moyenne + écart type. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le test de STUDENT, les différences ont été considérées significatives a

(IP< 0.05) en utilisant le logiciel de (Microsoft Excel 2013).
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1. Rendement des extraits
1.1. Le rendement d’extraction

1.1.1. Extraction Hydro-Ethanolique :

Le rendement a été effectué par extraction des parties souterraines du R sardous le

rendement de 1’extrait hydro-éthanolique est 17.4%, le résultat est présenté dans la figure 8.
1.1.2. Extraction Hydro-Acétonique :

Le rendement a été effectué par extraction des parties souterraines du R sardous le

rendement de 1’extrait hydro-acétonique est 16.36 %, il est présenté dans la figure 8.

17,6

17,4%

17,4
17,2

17
16,8

16,6

16,36%

16,4
16,2

16

15,8

| |'extrait éthanolique tri M |'extrait acetonique tn

Figure 8: Rendement des extraits brut hydro-acétonique et hydro-éthanolique.

L’extrait hydro-acétonique a donné un meilleur rendement par rapport a I’extraction avec

I’ethanol .

Dans I’¢étude kaya et al., (2010) Il a comparé le rendement entre deux plantes du genre
ranunculuse, I’espéce de ranunculus sprunerianus et Ranunculus marginatus , le rendement est
calculé pour tous les organes des plantes . Le rendement de 1’extrait méthanolique de 1’espéce
Ranunculus marginatus du méme genre de notre espéce est de 11.80% et pour le résultat de
Ranunculus sprunerianus est de 14.60%, alors que notre résultat de 17.4% pour I’extrait hydro-
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acétonique et 16.36% pour 1’extrait hydro-éthanolique est supérieur par rapport aux

résultats des deux espéces précédentes.

En terme général, I'extraction dépend de la région et la période de la récolte (Keskes et
al., 2014), du type de solvant utilisé, de la méthode d'extraction et du temps de macération sont
aussi des facteurs déterminants du rendement. La solubilité de la matiére végétale dépend du
type de solvant utilisé (polarité) et de leur degré de polymeérisation solvants (Teugwa et al.,
2013).

D’une maniere générale, Le rendement d’extraction varie en fonction de 1’espece
végétale, I’organe utilisé dans 1’extraction, les conditions de séchage, la richesse de chaque

espéce en métabolites.
1.2. Le rendement des fractions

Le rendement des fractions a été déterminé apres le fractionnement de 1’extrait hydro-
éthanolique et I’extrait hydro-acétonique par des solvants a différentes polarités (éther de petrol,

acétate d’ethyl.), présenté dans la figure 9

100
88,85% 90,26%

90

80

70

60

50

40

30

20

10 2,28% 3,08% 2,48% 2,13%

0 s N I ——

ether de petrol acetate d'ethyle aqueux

Figure 9: Rendement de différentes fractions des deux extractions

La fraction aqueuse représente la fraction la plus important de 1’extrait hydro-éthanolique
avec un rendement égal 88%, ainsi que pour ’extrait hydro-acétonique qui présente 90.26%,
suivie par la fraction d’éther de pétrol de I’extrait hydro-acétonique avec 3.08%, et 2.28% pour
I’extrait hydro-éthanolique, puis la fraction de 1’acétate d’ethyl de I’extrait hydro-éthanolique

avec 2.48% ainsi 2.13% pour I’extrait hydro-acétonique.
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Pour Ranunculus marginatus le rendement de la fraction aqueuse est 19.97%, dans notre
résulta le rendement est plus fort avec 88% dans 1’extraction hydro-éthanolique et 90% dans la
deuxieme, et le rendement de la fraction d’acétate d’éthyle 1.96% de ce résultat est proche de

notre étude qui est 2.48% dans la premiére extraction et 2.13% dans la deuxiéme,

Cette différence est expliquée par la différence de polarité des solvants utilisée durant

I’extraction (acétone, éthanol)
1.3 Dosage des métabolites secondaires

1.3.1. Dosage des polyphénols

L’estimation de la teneur en polyphénols se fait selon la méthode de Singleton et Rossi
(1965) in Wong et al., (2006) par l'utilisation de Reactif de Folin-Ciocalteu. La droite

d'étalonnage a été tracée en utilisant l'acide gallique comme standard (10 a 200 pg/ml).

Les essais ont été réalisés en triple et la concentration des composées phéniques totales

était déterminée a partir de la droite d'étalonnage de la figure 10

2,5
2 y =0,0101x - 0,0248 ¢
R*=0,9789
1,5
( 4

Absorbance

g
\

0,5
/
0 n T T T T 1

0 50 100 150 200 250
concentration ph/ml

Figure 10 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols.

La quantité des polyphénols totaux dans les extraits est exprimée en microgramme
équivalant d'acide Gallique par mg d’extrait. Les résultats obtenus sont présentes dans la figure

11
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Figure 11 Dosage des polyphénols totaux pour les fractions des deux extractions

Les résultats de la figure 11 montrent que la fraction le plus riche en polyphénols totaux
est celle de I’acétate d’ethyl de I’extrait hydro-acétonique et contient un teneur forte par rapport
aux autres extraits avec 337.98+0,020 pug EAG/mg ES, alors que la fraction d’acétate d’ethyl
de I’extrait hydro-éthanolique a un teneur de 131.51+0.031 pg EAG/mg ES, puis la fraction
d’éther de pétrol de I’extrait hydro-acétonique par 19.23+£0.02ug EAG/mg, ainsi que la fraction
d’éther de petrol de la deuxiéme extraction avec 13.49 +0.01 pg EAG/mg, et enfin la fraction
aqueuse de deuxieme extraction avec 8.21 +0.009 pg EAG/mg, et 8.07 £ 0.007 pg EAG/mg

pour la premiére extraction.

D’apres nos résultats on peut dire, pour une meilleure extraction des polyphénols totaux

on utilise un solvant hydeo-acétonique.

La différence entre la teneur en polyphénols des différentes fractions s'explique par la
différence en solubilité de ces composés dans les solvants extracteurs choisis, sachant que les
composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques polaires et les

solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires (Macheix et al.2005).

Selon Bhatti et al., (2015) , le résultat d’espéce Ranunculus arvensis du méme genre
réalisé par extraction dans le méthanol de I’extrait aqueux est 1.43 £ 0.01 ug EAG/mg, et dans
notre résultat est supérieur 8.21 +0.009 mg EAG/g ES et 8.07+0.007 mg EAG/g ES .
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Selon Kebeiche et al., (2011) les résultats d’espece Ranunculus repens du méme genre
I’extrait d’acétate d’ethyl est 270 mg EAG/g et dans notre résultats est supérieur 337.98+0.020
pMg EAG/mg ES et 131.51+0.031 pg EAG/mg ES .

Ces résultats ont été confirmés par les travaux de Bourgou et al., (2016) qui ont étudies 1’effet
des solvants sur le rendement des polyphénols totaux et flavonoides totaux, ils ont trouvé que
I’extraction avec 1’acétone 70% donne un teneur de 2.50% alors que 1’éthanol 70% donne que
1.25%.

Ces résultats s’expliquent par la difference de polarité des solvants utilisée pendant
I’extraction, les polyphénols sont des molécules solubles dans les solvants polaires, et dans ce

cas 1’acétone présente le meilleur solvant pour I’extraction.

D’aprés I’étude statistique (P<0.05), ces résultats montrent qu’il y a une différence
significatif entre les teneurs de fractions d’acétate d’ethyl des deux extractions, et I’acétate
d’ethyl de I’extrait hydro-acétonique est significativement supérieur a celle de I’extrait hydro-
éthanolique, aussi pour les teneurs de fraction d’éther de petrol pour les deux extraction, alors

que dans les fractions aqueuses des deux extractions il y a une différences non significatif .
1.3.2. Dosage des Flavonoides totaux

L’estimation des teneurs en Flavonoides se fait selon la méthode de chélation de

I'’Aluminium (Djeridane et al. 2006).

La droite d'étalonnage a été tracée en utilisant la quercétine comme standard (5 a 50ug/ml).
Des essais ont été réalisés en triplicata el la concentration des flavonoides totaux était

déterminée a partir de la droite d'étalonnage de la Figurel2
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Figure 12 : Droite d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

La quantité des Flavonoides totaux dans ’extrait hydro-éthanolique et hydro-acétonique

et ces différentes fractions est exprimée en microgramme équivalant quercétine par | mg

d’extrait.

Les Résultats obtenus sont présentés dans la figurel3
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Figure 13 : Dosage des flavonoides totaux pour les fractions des deux extractions

Les résultats de la figure 13 montrent que la fraction AEtr est la plus riche en flavonoides
totaux et contient un teneur 22.21 +0.01 ug EQ/mg ES, alors que I’AEtn est de 3.58 £0.03 pg

23



Chapitre 05 Résultats et discussions

EQ/mg ES. Suivie par la fraction Etr avec 1.91 £0.034 ug EQ/mg ES, alors que la fraction
Etn contient un teneur de 0.036 £0.012 pg EQ/mg ES et puis la fraction Atr avec 0.80+0.001
pmg EQ/mg ES et 0.03 £0.006 umg EQ/mg ES pour le Atn.

D’apres les résultats statistiques (P<0.05), ces résultats montrent que il y a une différence
significatif entre tous les fractions des deux extractions.et que les fractions d’extraits acétonique

est plus significative que I’extrait éthanolique.

La fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait acétonique est significativement supérieur a
celle de I’extrait hydro-éthanolique, ainsi pour la fraction d’éther de pétrole de 1’extrait hydro-
éthanolique est significativement supérieur a celle de 1’extrait hydro-éthanolique, aussi pour la
fraction aqueuse de I’extrait hydro-éthanolique qu’est plus significatif que celle de I’extrait

hydro-acétonique

Selon Kebeiche et al., (2011) le résultats d’espéce Ranunculus repens du méme genre
fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait méthanolique est 160+ pg EQ/mg ES, alors que nous
avons 22.21 +0.01 pg EQ/mg ES pour I’extrait éthanolique et 3.58 +0.03 pg EQ/mg ES pour
I’extrait acétonique, et la fraction aqueuse de 1’extrait méthanolique avec 25 + mg EQ/g ES
alors que nous avons trouvés 0.80+0.001 pg EQ/mg ES et 0.03 £0.006 pug EQ/mg ES pour les

deux extractions respectivement.
1.3.3. Dosage des tannins condensés

La quantification des tanins a été effectuée par une méthode adaptée par Zhang et al .,
(2008). Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant de la catéchine comme contréle positif
dont la concentration (10 a 200 pg/ml). Les résultats sont exprimés en microgramme (lg)

équivalent de la catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/mg E).
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Figure 14 : Courbe d'étalonnage de la catéchine

La quantité des tannins condenses dans 1’extrait hydro-ethanolique et hydro-acétonique
et ces différentes fractions est exprimée en microgramme équivalant catéchine par | mg d’extrait

SEC.

Les Résultats obtenus sont présentés dans la figurel5
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Figure 15 : dosages des tanins condensés des fractions des deux extractions
Les résultats de la figure 15 montrent que la fraction la plus riche en tannins condensés
est celle de AEtn avec une teneur de 48.39+0.04 ug EQ/mg ES, alors que AEtravec 35.81+0.16
Mg EQ/mg ES, suivie par la fraction Etn avec 32.35+0.04 pg EQ/mg ES, alors que la fraction
Etr contient un teneur de 11.89+0.01 pg EQ/mg ES, la fraction Atn avec 26.19+0.05 pg EQ/mg
ES, et par le plus faible teneur est celle de la fraction Atr avec 2.96+0.005 pg EQ/mg ES.
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D’apres les résultats de 1’étude statistique (P<0.05), ils montrent qu’il y a une différence
significatif entre tous les fractions des deux extractions. Et que les fractions de I’extrait

acétonique est plus significative que 1’extrait ethanolique.

La fraction d’acetate d’éthyle de I’extrait hydro-acétonique est significativement
supérieur a celle de I’extrait hydro-éthanolique, aussi pour la fraction d’éther de petrol de
I’extrait hydro-acétonique elle est significativement supérieur & celle de ’autre extraction,
méme chose pour la fraction aqueuse d’extrait hydro-acétonique qu’est significativement

supérieur que la deuxiéme extraction.
1.3.4 Dosage des triterpénes

La détermination de la teneur en triterpéne des différents extraits est estimée par la
méthode de (Fan et He, 2006).

La teneur en tri terpene a été estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec une
substance de référence, 1’acide ursolique a différentes concentrations. Les résultats sont
exprimés en ug équivalent acide ursolique par mg d’extrait (ug EAU/mg d’extrait). La courbe

d’étalonnage suit une équation de type :

y =0,0015x - 0,0769. Sachant que le coefficient de corrélation est : R2=0,979

0,7

06 y = 0,0013x + 0,2453 %
, R2=0,987 V/
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Figure 16 : Droite d'étalonnage de I'acide ursolique pour le dosage des Triterpénes

La quantité des Tri-terpénes a été rapportée en microgramme d’équivalent acide ursolique
par milligramme de ’extrait (ug EAU/mg d’extrait) Les résultats obtenus sont présentés dans

la figurel?.
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Figure 17 Teneur des extraits en Triterpénes en pg EAU/mg Extrait sec

Les résultats du figure 17 montre que la fraction la plus riche en triterperes est celle de
Etn avec un teneur de 391.04+0.09 pg EAU/mg d’extrait sec, la méme fraction pour la
deuxiéme extraction Etr donne 224.37 £0.01 pg EAU/mg d’extrait sec, ensuite la fraction AEtn
avec un teneur de 282.45 +0.075 ng EAU/mg d’extrait sec, alors que la meme fraction de 1’autre
extrait donne 221.1+0.009 pg EAU/mg d’extrait sec, enfin la fraction aqueuse des deux
extraction qui donne respectivement 50.01+0.75 ug EAU/mg d’extrait sec et 9.75+0.02 ng
EAU/mg d’extrait sec.

Les résultats précédents montrent que 1’extraction avec 1’acétone 70% donne un teneur

plus que I’extraction avec 1’ethanol 70%. Ces résultats ont ét€¢ confirmés par les études de

Makris et al., (2007)

D’aprés 1’étude statistique (P<0.05), toutes les fractions de la premiere extraction sont

significativement supérieures a celle de la deuxiéme extraction.
2. Evaluation de I’activité antioxydante
2.1. Test de pouvoir réducteur

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur de différentes fractions augmente

en fonction de la concentration. Ces résultats sont représentés dans la figure 18
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Figure 18 : Pouvoir reducteur de différentes fractions des deux extractions et ces standards

La figure montre que les fractions de 1’acétate d’éthyle des deux extractions donnent un
pouvoir réducteur important, 1’acétate d’éthyle de 1’extrait hydro-acétonique avec 593.3310.1
Mg EvitC/mg ES, alors que la fraction d’acétate d’ethyl de I’extrait hydro-éthanolique avec
246.2+0.06 ug EvitC/mg ES, enregistrée a la concentration 150 pg/ml.

La fraction suivante est celle de 1’éther de petrol de I’extrait hydro-acétonique avec
250£0.03 pg EvitC, alors que pour I’autre extraction 246+0.06 pg EvitC/mg ES, la fraction
aqueuse montre un faible pouvoir réducteur avec 114.1+0.01 pg EvitC /mg ES pour I’extrait

hydro-acétonique et 236.7+0.06 pg EvitC/mg ES pour I’extrait hydro-ethanolique .

D’aprés 1’étude statistique (P<0.05), ces résultats montrent que il y a une différence
significatif entre les fractions des deux extractions.la fraction d’acétate d’ethyl de 1’extrait
acétonique est plus significative que l’acétate d’ethyl de 1’éthanol, aussi pour les autres

fractions.

Les résultats de la figure 18 montrent que 1’activité des fractions hydro-acétoniques est

nettement supérieure a celle des extraits hydro-ethanolique.

Pour une meilleure comparaison on utilise la gamme d’étalonnage de 1’acide ascorbigue
p g

figure 19
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Figure 19 : Gamme d'étalonnage d'acide ascorbique

Le pouvoir réducteur de différentes fractions reste faible par rapport aux standards utilisés
(acide gallique et la quercetine), qui ont donnés respectivement 1905.13+0.002 pg EvitC/mg
ES et 2100+0.08 pgEvitC/mg

Pour mieux comparer on entre nos fractions et les standards, on prend 1’absorbance de
chaque extrait et les standards a la concentration 100 pg E Vit C /mg ES, les résultats sont

représentés sous forme d’histogrammes dans la figure 20.
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Figure 20 : Pouvoir réducteur des différentes fractions
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Selon (Bourgou et al., 2016), la nature du solvant utilisé affecte de fagon significative I’activité

antioxydante totale de I’extrait, avec la meilleure activité enregistrée au niveau de I’extrait a

I’acétone 70% avec 27.51% et 17.31% pour 1’ethanol 70%.

Trabelsi et al., (2010) qui ont montré que 1’acétone mixte avait une forte capacité
antioxydante , 1’acétone est plus polaire que I’éthanol, et avec 1’ajout de 1’eau sa polarité

augmente .

Les mélanges acétone-eau sont les meilleurs solvants pour I’extraction des
antioxydants polaires ; ils sont trés utilisés pour I’extraction des matrices protéiques,
car ils permettent la dissolution des complexes polyphénols-protéines (Al-Farasi et
Lee, 2008).

30



Chapitre 05 Résultats et discussions

2.2. Inhibition de radical cation ABTS+

L’estimation de cette activité anti-radicalaire est mesurée moyennement de Re et al.,
(1999) , les résultats obtenu dans la figure montre que 1’inhibition de radical cation ABTS+

augmente en fonction de concentration.
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Figure 21 : Inhibition de radical libre ABTS+ en fonction de la concentration

Pour la comparaison on utilise 3 standards BHA, Quercitine, et BHT. Les résultats

représente sous forme es courbe dans la figure 22.
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Figure 22 : Inhibition de radical libre ABTS+ en fonction des concentrations des standards

Pour une meilleure comparaison entre nos fractions d’extrait hydro-méthanolique ainsi
que les standards utilisés, on a calculé les IC50 a partir des graphes précédents, Les 1C50
obtenues sont présentées dans la figure 23.

IC50 du test ABTS

1200
974,94
1000
42,75
300 755,47
602,1
600
400 343,35
200 122,1
40,42 39,75 18,79
0 - = [ ] _:_L
EP AE AE BHA BHT Quercetine
-200
Htn Etr

Figure 23 : IC 50 de différentes fractions et les standards effectués par le test ABTs+

Les résultats d’évaluation de I’activité antioxydant par le test d’inhibition de radical
cation ABTS+ montre que la fraction de 1’acétate d’éthyle de I’extrait hydro-acétonique est de
122.124+0,004ug Evit C/mgES, alors que la fraction d’acétate d’éthyle de 1’extraits hydro-
ethanolique est de 343.35+£0.008 pg Evit C/mg ES, puis la fraction d’ether de petrol d’extrait
hydro-acétonique par 602.16+0.004pug EvitC/mg ES, alors que la fraction d’ether de petrol de
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I’extrait hydro-ethanolique est de 755.75+£0.01 pgEvitC/mgES, en fin la fraction aqueuse de
I’extrait hydro-ethanoligqe avec 842.75+0.007 pgEvitC/mg ES, alors que celle de 1’extrait
hydro-acetonique est de 974.94+0.002 pgEvitC/mg ES .

D’apres 1’étude statistique (P<0.05), ces résultats montrent que il y a une différence

significatif entre les fractions des deux extractions.

La fraction Etn est plus significative a celle de Etr, tandis pour AEtn est plus significative

a celle de AEtr, aussi pour Atn qui est plus significative que Atr

Les résultats de la figure 22 montrent que 1’activité des fractions acétoniques est
nettement supérieure a celle des extraits hydro-ethanolique, car I’acetone est plus polaire que

I’ethanol (acétoneavec un polarité de 5.4 et I’ethanol avec 5.2 ).
L’activité antioxydante des fractions reste faible par rapport aux standards utilisée.
2.3. Test de Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (TAC) des fractions est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prioto et al. (1999). Les résultas sont obtenus en équivalent d’acide

ascorbique, les concentrations ont été variées entre 10ug/ml jusqu’au 300 pg/ml .

0,9
0,8 y-=0,0025%+0,0202
R?=0,9909
0,7 .
0,6 /
0,5
0,4
0,3 L 2
/
0,2
L)
0,1 /
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Figure 24 :Droite d'étalonnage de I'acide ascorbique pour le test de la capacité antioxydante
total.
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Figure 25: La capacité antioxydant de différentes fractions et de ces standards.

Les résultats de la figure précédente montre que les fractions de 1’extrait hydro-acetonique

présente une activité antioxydante supérieur a celle des fractions d’extrait hydro-ethanolique.

La fraction de AEtn présente une activité antioxydante importante avec 931.33+0.01ug
EAA/ES, alors que celle de AEtr présente 598.3+0.003 ug EAAJES, la fraction Atn présente
une capacité antioxydante égal a 474.5+0.15 pug EAAJ/ES, tandis que 420+0.01 pour la
deuxiéme extraction, la fraction Atn avec 492.5+0.11 pg EAA/ES alors qu’elle présente
317.67+£0.02 pg EAAJES pour Atr.

Les études menées par Gulcin et al., (2003) et Tepe et al,. (2005) indiquent que le solvant
d’extraction a une influence sur I’activité antioxydante des extraits. car I’acetone est plus polaire

que I’ethanol (acétoneavec un polarité de 5.4 et I’ethanol avec 5.2 ).

Les mélanges acétone-eau sont les meilleurs solvants pour I’extraction des
antioxydants polaires ; ils sont trés utilisés pour D’extraction des matrices protéiques,
car ils permettent la dissolution des complexes polyphénols-protéines (Al-Farasi et
Lee, 2008).

La capacité antioxydante des fractions reste faible par rapport aux standards utilisés, a par
la fraction d’acetate d’ethyl de I’extrait hydro-acetonique qu’est proche a celle de la quercetine

mais reste faible par rapport aux autres standards.
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Conclusion

Conclusion

Notre étude a été consacrée aux dosages de quelques antioxydants (polyphénols
totaux, tannins condensés, flavonoides et les triterpenes) des parties souterraines de
Ranunculus sardous, aprés leur extraction on les fractionne en utilisant plusieurs

solvants.

Ainsi qu’a la détermination de I’activité antioxydante des extraits obtenus.
Les teneurs en composés phénoliques totaux de R.sardous différent selon
le solvant d’extraction. Les extraits acétoniques (acétone 70%) montrent une activité

élevée par rapport aux celles de I’extrait éthanolique(70%).

Les extraits acétoniques présentent un pouvoir réducteur supérieur a celui des

extraits ethanolique .

L’extraction avec 1’acétone 70% a donné un meilleur teneur par rapport a

[’utilisation de I’éthanol 70%.

Pour ouvrir les perspectives a notre travail on suggere d’étudier I’effet de temps
d’extraction ainsi la méthode d’extraction et la température sur le rendement

d’extraction mais aussi sur 1’activité antioxydante.
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Le but de notre de notre étude est de déterminer I’effet des solvants sur le rendement ainsi que sur 1’activité

antioxydante de Ranunculus sardous en utilisant trois tests (ABTS, FRAP, TAC)

La fraction la plus active est celle de I’acétate d’éthyle de I’extrait hydro-acétonique, elle est riche en métabolites
secondaires, 337.98+0.02 ug EAG/mg ES pour les polyphénols ,48.39+0.04 pour les tannins condensés, 391.04+0.09 pour
les triterpénes, alors qu’elle présente une faible teneur en flavonoides par 3.58+0.03 par rapport au extrait hydro-éthanolique,
pour les tests antioxydants la fraction la plus active est celle de I’acétate d’éthyle de I’extrait hydro-acétonique, 593+0.004
pour le FRAP, le test ABTS a confirmé le résultats de FRAP avec 59.33+0.1, et enfin le TAC par 931.33+0.01.

Ces résultats nous permettons de conclure que 1’extraction avec 1’acétone 70%donne un meilleur rendement que

I’éthanol 70%

Mots clés : Ranunculus sardous, activité antioxydante, hydro-acétonique, hydro-éthanolique, polyphenols,
flavonoides, tannins cndensés, triterpenes, ABTS, FRAP, TAC

f The aim of our study is to study the effect of solvents on the yield as well as on the antioxidant activity of Ranunab

sardous using three tests (ABTS, FRAP, TAC)

The most active fraction is that of ethyl acetate of hydroacetone extract, it is rich in secondary metabolites, 337.98+0.02
g EAG/mg ES for polyphenols ,48.39+0.04 for condensed tannins, 391.04+0.09 for triterpenes, while it has a low flavonoid
content by 3.58+0.03 with respect to hydroethanolic extract, for antioxidant tests the most active fraction is that of ethyl
acetate of hydroacetonic extract, 59.33+0.1 for FRAP, the ABTS test confirmed the results of FRAP with an IC50
50.47+0.004, and finally the TAC with 931.33+0.01.

These results allow us to conclude that extraction with acetone 70% gives better yield than ehanol 70%.

Key words : Ranunculus sardous, antioxydant activity, hydroacetonic, hydroethanolic, polyphenols, flavonoid,
triterpenes, condensed tannins, ABTS, FRAP, TAC




