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Introduction

Introduction

La phytothérapie a été utilisée depuis des siécles dont les plantes sont depuis toujours une
source habituelle de remédes sous forme de préparations traditionnelles ou de principes actifs
purs. Une plante qui présente un intérét potentiel dans un pays peut fort bien avoir fait ailleurs
I'objet d'une étude scientifique (Farnsworth et al., 1986) ou les produits naturels sont 1’origine
de la recherche de nouveaux composés actifs contre de nombreuses maladies (Sebaihi, 2010).

Les avancées de la médecine ont permis de mieux comprendre la physiologie du corps
humain et les réactions chimiques permettant son bon fonctionnement. Dés lors, bon nombre
de pathologies ont vu leurs mécanismes de survenue identifiés. L’oxydation, si elle est
nécessaire a la vie, peut aussi avoir un effet delétére : le stress oxydant peut causer de séveres
dommages cellulaires. Pour se protéger de ce type d’agression, notre organisme produit ou fait

appel a une source exogene d’antioxydants (Desmier, 2016).

Dans ce cadre, ce travail s’intéresse a 1’étude de ’activité antioxydant de trois extraits des
feuilles de cassia angustifolia Vahl. Une plante du genre Cassia, est traditionnellement utilisé
comme laxatif. 11 est recommandé pour le court terme traitement (1-2 semaines) de constipation

aigué et de nettoyage de l'intestin avant I'endoscopie diagnostique (Vitalone et al., 2011).

Cette recherche est devisee en deux grandes parties, commencant par la partie théorique,
ou on a cité des généralités sur la plante, sa composition phytochimque et les activités

antioxydants

Dans la deuxieme partie (partie expérimentale) la préparation des extraits a été réalisé par
deux méthodes : maceération par le méthanol ensuite une délipidation par 1’hexane et une
décoction par ’eau distillée. Par la suite I’estimation des teneurs des polyphénols et flavonoides
totaux de deux extraits méthanolique et aqueux. En fin I’évaluation de I’activité antioxydant

via deux tests.
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Chapitre 1 Cassia angustifolia et les polyphénols

1.1. Famille

La grande famille des Fabacée (de faba, la feve) doit son unité a son fruit, appelé gousse
ou légume. lls constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de 730
genres et 19 400 espéces, elle est répartie aussi bien en milieu tempéré que tropical (Sylvie et
al., 2011).Cette famille a des formes arborescentes prédominent dans les pays chauds et les
formes herbacées dans les régions tempérées (Dupont et al., 2007). Cette famille est composée
de variétés horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées dans un but de I’alimentation
humaine (haricot, pois, feve, soja) et leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a
balais, réglisse) ou en chimie (Sylvie et al., 2011).

1.2. Cassia angustifolia

Le genre Cassia comprend environ 580 espéces d'herbes, d'arbustes et d'arbres. Beaucoup
d’entre elles sont médicinales, d’autres sont considérées comme ornementales. Cassia
angustifolia VVahl., Communément appelée séng, est un petit arbuste vivace, dresse, (Trease et
Evans, 1983).

Une plante indigene du Yémen, de la Somalie et de I'Arabie et maintenant cultivée dans
d'autres parties du monde, a une variété d'utilisations medicinales a Unani ainsi que d'autres
systéemes de médecine traditionnels. La plante est principalement appréciée pour ses propriétés
cathartiques et est particulierement utile dans la constipation habituelle. Les principes laxatifs
sennoside A et sennoside B, isolés a partir de feuilles et de gousses de séné, constituent des
ingrédients importants dans les médicaments purgatifs. Il peut étre cultivé méme dans des
conditions salines et pluviales. La culture du séné n'exige pas beaucoup de dépenses en

irrigation, fumure, pesticides, protection et autres soins avant et apres récolte (Tripathi, 1999).

1.2.1 Description botanique

Plante vivace atteignant 100 a 120 cm de hauteur (Tripathi, 1999) a des stipules latérales,
de 1,6 mm de long, feuille paripennée, 5,5-10,5 cm de long, folioles 5-9 paire. Fleurs Jeunes
avec des bractées en forme de coupe de 8 a 9 mm de long, 5 Sépales, sous-égaux, 10-13 mm de
long, 6-9 mm de large, en forme de cuillere ou en coupe, de couleur jaune clair. 5 pétales, sous-
égaux, 14-17 mm de long, 7-10 mm de large, 10 étamines, Fruit 5-6 cm de long, 17-23 mm de

large. Généralement 5 a 10 graines, floraison d'avril a juin (figure 1) (Sultana et al., 2012).
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Figure 1. Cassia angustifolia Vahl. (Sultana et al., 2012)

1.2.2. Nom vernaculaire et synonymes de Cassia angustifolia
La plante Cassia angustifolia Vahl a un synonyme Senna, Sanna Makki (S~ L) et

appeler aussi en anglais : Tinne velly Senna, Indian Senna (Sultana et al., 2012).

1.2.3. Classification
La classification botanique de I’espéce Cassia angustifolia selon Sylvie et al. (2011) est

cité dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1. Classification de Cassia angustifolia Vahl. Sylvie et al. (2011)

Regne Plante
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédones

Sous classe Rosidées

Ordre Fabales

Famille Fabacées

Sous-famille Caesalpiniees

Genre Cassia

Espéce Cassia Angustifolia Vahl

1.2.4. Habitat et répartition géographique de Cassia angustifolia

Cassia angustifolia est une plante sauvage commune dans les provinces du Yémen et de
Hadramaout en Arabie du Sud. Ou il est appelé comme Senna arabe (Abulafatih, 1987 ;
Ghazanfar et Al-Sabahi, 1993).
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On le trouve également sur la cote opposée de la Somalie et s'étend vers I'est jusqu'aux
Etats du Sind et du Punjab au Pakistan. Le nom de séné alexandrin fait en réalité référence a

une autre plante (Gupta, 1974).

Cassia angustifolia a été introduit dans le sud de I'Inde par des médecins et des
commercants arabes au début du ler siecle, et il a généralement été cultivé sur des terres arides
de I'Etat du Tamil Nadu (Pandse et al., 1974). Il pourrait facilement étre cultivé dans les régions
arides et semi-arides du Gujarat et des Etats du Rajasthan (Bentley et Trimen, 1992). La plante
est maintenant également cultivée avec succes en Europe occidentale, en Afrique du Nord et
dans les pays de I'Asie du Sud-Est (Husain, 1992).

1.2.5. Usage traditionnel

Les propriétés meédicinales du sene ont eté explorées pour la premiére fois par des Arabes
qui utilisent cette plante depuis 900 apres JC (Abulafatih, 1987). Les feuilles de séné sont
utilisées pour le traitement de la constipation, de la perte d’appétit, de I’hépatomégalie, de la
splénomégalie, du paludisme, de la jaunisse, de ’anémie, et sont utilisées comme purgatif str

et augmentant les mouvements peéristaltiques du colon (Anon, 1966).

A des fins thérapeutiques, les systémes Unani et Ayurveda prescrivent 1’administration
d’infusion de feuilles ou de fruits de sené. Les principes laxatifs sennoside A et sennoside B,
qui sont isolés a partir des feuilles et des gousses de séné constituent les ingrédients essentiels
des médicaments purgatifs. Dans le systeme allopathique, les sennosides sont distribués sous
forme de comprimés a la dose de 30mg/comprime (Anon, 1966). En raison de sa teneur élevée
en sennosides. Le médicament convient aux enfants, aux personnes agées et aux meres
allaitantes (Asolkar et al., 1992).

Outre ses utilisations laxatives, une pate a base de poudre de feuilles de vinaigre est
appliquée sur les affections cutanées et sur 1’élimination des boutons. La résine obtenue a partir
de séné utilisé pour purger la matiére visqueuse du cerveau et de I'estomac (Asolkar et al.,
1992).

1.2.6. Composition phytochimique

La plupart des Cassia contiennent des dérivés d'anthracéne, les feuilles et les gousses de
séné contiennent des glycosides d'anthraquinone, dérivés de la dianthrone de la rhéine, avec
deux unités glycosides. Les principes cathartiques du séné sont solubles dans 1’eau et dans
I’alcool dilués, mais insolubles dans 1’alcool absolu. Stoll et ses collaborateurs (1949) ont isolé

les deux glycosides, le sennoside A et le sennoside B, qui seraient les principaux principes

4
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laxatifs du séné, ayant la méme formule moléculaire C42H33020, mais différant principalement
par le type de liaison du glucose a I'aglycone fraction. L'aglycone du sennoside A est dextro-
rotatoire, tandis que celle du sennoside B est la forme méso (Waterman et Faulkner, 1979). La
teneur en sennoside dans le séné indien varie entre 1,5 et 3%, alors que le séné alexandrin en
contient 2,5 a 4,5% (Anon, 1985 ; Husain, 1992).

De petites quantités d'autres glycosides anthraquinoniques, a savoir les sennosides C et D
(Tyler, 1982). Un autre nouveau glycoside, le sennoside G, a également été isolé des feuilles
de séné et s'est révélé étre l'antipode optique du sennoside A (Tanaka et al., 1982).

1.2.7. Propriétés biologiques

L'action du sennoside laxatif (figure. 2A) concerne principalement l'intestin inférieur, a
I'instar d'autres cathartiques de la série des anthraquinones, qui sont probablement les produits
de dégradation des composés glycosidiques primaires présents dans le médicament brut. Une
fois absorbées dans le tractus intestinal, les anthraquinones actives libérées sont excrétées dans
le cOlon et stimulent les mouvements péristaltiques du c6lon par son action locale sur la paroi
intestinale (Kobashi et al., 1980). Cela entraine également une diminution de I'absorption d'eau

et par conséquent une masse fécale plus volumineuse et plus molle (Fairbairn et Moss, 1970).

Une évacuation compléte simple est généralement produite dans les 6 a 10 heures apres
I'administration orale de séné. L'adhérence est présumee étre causee par la résine ou I'émodine
présente dans les feuilles (Mukerji, 1963). Un autre constituant de la feuille, la rhéine
(figure. 2B), s'est révélé étre un antibiotique contre Staphylococcus aureus (Perry, 1980). Le
jus des feuilles est considéré comme utile pour le cancer et les tumeurs (figure. 2C) (Hartwell,
1967).

OH o OH
I

COOH

I B 0 C
la rhéine p-Sitostérol
(antibiotique) (Anticancéreux)

Figure 2. Composés pharmacologiquement actifs de Cassia angustifolia (Tripathi, 1999)
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1.3. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant une
répartition limitée dans l'organisme de la plante. (Hartmann, 2007) et sont d’une variété
structurale extraordinaire mais sont produits en faible quantité. Les métabolites secondaires
sont classés ont trois grands groupes : les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides.
Chacune de ces classes possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine (Krief,
2003)

1.3.1. Polyphénols

Les composés phénoliques sont des produits du métabolisme secondaire des plantes,
depuis les racines jusqu’aux fruits. 1lIs sont des produits de la condensation de molécules
d’acétylcoenzyme A et de phénylalanine., d’un organe ou d’un tissu particulaire (Nkhili, 2009).
Ces corps jouent un réle fondamental car sont des éléments importants de qualités sensorielles
(couleur et caractéres organoleptiques) et nutritionnelles des végetaux, tels que les légumes, les
fruits, les céréales, le cacao ou le thé. Une alimentation équilibrée fournit a I’Homme environ
un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus

que de caroténoides ou vitamine E (figure. 3) (Scalbert et al., 2005).

Groupe hydroxyle — * OH

Anneau
aromatique |

Groupe phénol

Figure 3. Structure de base des composés phénolique

Les polyphénols sont caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. 1ls
sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les

composent et des substitutions qui les relient (Manallah, 2012).

1.3.2. Flavonoides
Les flavonoides sont de composés phénoliques dont beaucoup sont des pigments
responsables de la coloration de nombreuses fleurs et de certains fruits. (Levisalles et al., 1974).

Ils sont largement distribués dans le regne végétal ou il existe le plus souvent sous forme soluble
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d’hétérosides. Les principales activités attribuées aux flavonoides sont une propriété

vitaminique P.

Les flavonoides, de structure générale en C15(C6-C3-C6), qui fait de deux cycles
phényles C6, les cycles A et B, La Distinction des sous-classes se fait sur la conformation de la
structure centrale (cycle C).comprend a lui seul plusieurs milliers de molécule regroupées en
plus de dix classes Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position
et la nature des substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les

deux cycles aromatiques A et B et le cycle central C (Bellebcir, 2008).
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Chapitre 2 Stress oxydatif et les antioxydants d’origine végétale

2.1. Le stress oxydatif
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des espéces

réactives de ’oxygene et la capacit¢ du corps a neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al., 2003).

2.2. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique (Camille et Mireille, 2011). La molécule d’oxygéne présente la particularité
d’avoir la structure d’un biradical libre. Dans les phénoménes de stress oxydant prenant place
dans les milieux biologiques, les radicaux libres qui interviennent, partagent pour
caractéristique celle d’avoir un électron célibataire sur un atome d’oxygeéne ou d’azote. Ceci
leur confere la dénomination d’espéces réactives de I’oxygene (ERO ou ROS : reactive oxygene

species) ou de I’azote (EAR ou RNS : reactive nitrogene species), (Wolff, 1993).

2.3. Especes réactives de ’oxygéne

Les especes réactives oxygénées (ERO) incluant les radicaux libres comme le radical
hydroxyle (OH.), le radical superoxyde (Oz2.) et sa forme protonée (HO2.), le radical pyroxyle
(ROOQ.) (figure. 4), et les espéces non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) et
I’oxygene singulet (102) sont des molécules hautement réactives (Chu et al., 2010). Dans tous
les systémes vivants aérobies, ces especes sont produites habituellement par voie

endogene durant le métabolisme cellulaire (Kumari et Kakkar, 2008).

oxydases Irradiation UV 1
H;0; | « 0O, » | 02

Oxygene singulet

Peroxyde
d’hydrogéne

superoxyde

dismutase Arginine

Cycles redox/

cr mitochondrie
HOCL o* NO'
Acide hypochloreux Radical superoxyde Monoxyde d’azote
OH ONOO’
Radical hydroxyle Peroxynitrite

Figure 4. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de lI'oxygene

impligué en biologie (Favier, 2003)
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2.4. Les antioxydantes d’origine végétal

Pour contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel a des systémes
de défense appelés antioxydants. Un antioxydant est défini comme toute substance
ayant la capacité de retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’'une molécule cible
(Halliwell et Gutteridge, 2007). Ainsi, les antioxydants servent a contrbler le niveau des

especes réactives pour minimiser le dommage oxydatif (Tang et Halliwell, 2010).
Il existe deux types d’antioxydants :

— Les antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais, qui permettent I’interruption de la
chaine autocatalytique : AH + Re — A« + RH. La molécule AH est antioxydante si le radical
formé A- est plus stable. La stabilit¢ du radical Ae peut s’expliquer par sa conversion en

composés non radicalaires : A* + A — A-A ou A* + R* — A-R.

— Les antioxydants secondaires ou préventifs qui assurent I’inhibition de la production
des radicaux libres. Ce sont des substances decomposant les hydroperoxydes en alcool, des
thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des UV,
comme les caroténes, des chélatants des métaux promoteurs d’oxydation type fer et cuivre,
comme D’acide citrique et les 1écithines) ou enfin de séquestrants d’oxygeéne comme 1’acide

ascorbique (Rolland, 2004).

2.5. Mécanismes d’action des antioxydants

Les flavonoides expriment les propriétés antioxydants par : Le piégeage direct des
especes réactives de I’oxygene (ERO), La suppression de la formation des ERO impliqués dans
leur production, La protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme (Boudiaf,
2006). L’action antioxydant de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par 1’inhibition
et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes
oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la production de
ROS (Cotelle, 2001). Grace a leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FL-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants, comme le superoxyde,
le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogene et le radical flavonoxy (FL-O)
qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure quinone stable (Figure.
5) (Jovanovic et al., 1998).



Chapitre 2 Stress oxydatif et les antioxydants d’origine végétale

Flv-OH Flav-0 (uinone

Figure 5. Piégeage des ROS par les flavonoides (Jovanovic et al., 1998).
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Chapitre 3 Matériel et méthodes

3.1. Matériel

3.1.1. Réactif et appareillage

Les différents réactifs et appareillages utilisées dans cette étude sont cités dans I’annexel

3.1.2. Matériel végétal

Les feuilles de Cassia angustifolia (C. angustifolia) utilisées dans cette étude ont été
achetées chez un herboriste de la ville de Ouled-Djellal Biskra, elles ont subi un lavage a 1’eau
pour éliminer la poussiére, séchées a 40C° pendant une semaine, puis broyées a 1’aide d’un

broyeur électrique et tamisées afin de pouvoir récupérer une poudre fine et homogene.

L’identification botanique de ’espéce a été effectuée par Mr. LAIADI Zaine.( proffeseur
au nivaux de université Mohamed khider de Biskra

3.2. Méthodes
3.2.1. Préparation des extraits

3.2.1.1. Extrait méthanolique

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Bekheet et al.,

(2011) avec une legére modification :

Dans une premiére étape I’extraction se fait avec le méthanol a 75% (V/V), 40g de la
plante broyée a été soumise a une macération avec 400 ml de méthanol a température ambiante

et sous agitation pendant 72 heures, I’extrait récupéré est filtré (2 fois).

Le filtrat récupéré subi une extraction liquide-liquide un volume d’hexane (V/V) a été
ajouter au filtrat, I’opération a été répéter trois fois jusqu'a épuisement total. Les deux phases
(organique : extrait hexane, et aqueuse : extrait méthanolique) récupérés sont évaporé dans une

rota vapeur (évaporateur rotatif) a 40°C, I’extrait est placé dans 1’étuve a 37°C jusqu’a séchage.

3.2.1.2. Extrait agqueux
Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Konkon et al.,

(2006) avec de légeres modifications :

10g de la poudre des feuilles de C. angustifolia sont met dans 200 ml eau distillée puis
agiter manuellement et doucement ; Chauffer le mélange dans un bain-marie bouillant pendant
30 minutes ; Laisser le mélange refroidir a la température ambiante. La solution obtenue a été
filtrée a I’aide d’une papier Wattman n°1. Répéter la procedure trois fois (fraction retenue par
le filtre dans 200 ml eau distillée bouillante). Les trois filtrats obtenus sont placés dans un seul
récipient. L’extrait est placé dans 1’étuve a 37°C jusqu’a séchage.
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e Expression des résultats

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant,

il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.

Les rendements des extractions (méthanolique, hexane, aquex) sont calculés suivants

la formule ci-dessous (Boubekri, 2014).
R % Me 100
=— X
° T Mé

R% : rendement en pourcentage.
Me : masse de I’extrait sec en gramme.
Mé : masse de I’échantillon en gramme.

3.2.2. Teste Screening phytochimique

La partie aérienne de C. angustifolia réduites en poudre a subi différents tests chimiques
afin de mettre en evidence la présence ou l'absence des principales familles de métabolites
secondaires (Kebili, 2016).

a) Caractérisation des alcaloides

Dans un tube a essai, 3 ml d'extrait (éthanolique et hexane), auquel a été ajoute 1 goutte

d'HCI concentré, et puis 2 gouttes de reactif de Dragendorff.

La présence des alcaloides est révélée par I'apparition de précipité orangé avec le réactif
de Dragendorff (Koffi et al., 2009) (Hammoudi, 2009).

b) Caractérisation des flavonoides

La présence de flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par un test simple
et rapide appelé « réaction de Shinoda » (Lock et al., 2006). Le test consiste a ajouter a 2ml de
I’extrait, quelques gouttes d’HCI concentré (2N) et environ 0,5g de magnésium métallique.

Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur (Malec et Pamelio, 2003).
c) Caractérisation des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCI3) permet de caractériser les polyphénols. A 2 ml
de I'extrait (éthanolique et hexane), une goutte de solution aqueuse de chlorure ferrique a 5%
est ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée, indique

la présence de polyphénols. (Koffi et al, 2009).
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d) Caractérisation des stéroides

A 2 ml des différents extraits, 2ml d’anhydre acétique et 0,5ml d’acide sulfurique sont ajoutées.

L’apparition d’une couleur violette, bleu puis verte indique leurs présences (Bruneton, 1999).

e) Caractérisation des Tanins

La présence de tanins est démontrée en ajoutant a 1 ml de chaque extrait 1 ml d'eau et 1
a 2 gouttes de solution de FeCI3 diluée a 1%. L'apparition d'une couleur vert foncé ou bleu-vert
indique la présence de tanins. L'apparition d'une couleur vert foncé indique la présence de
tannins catéchiques. L’apparition d’une couleur bleu-vert indique la présence de tanins
galliques (Boufellous et al., 2017).

3.2.3. Dosage des métabolites secondaires

3.2.3.1. Dosage des polyphénols

» 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 spectrophotomeétre selon la méthode de folin
ciocalteu 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¢é d’oxyde de tungsténe et de
molybdene. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénolique

oxydés.
*  Mode d’opératoire

Dans un tube a essai mélanger 100 pl d’extrais plus 500 ul du réactif de folin ciocalteu a
10 % (v/v) le mélange est incubé pendant 4 min. on ajout ensuite 400 pl de NaCO3 (carbonate
de sodium) a 7.5 % (v/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 pl d’éthanol 500 pl de folin et 400 pl de NaCO3.
« Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se

référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le
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méthanol. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en acide gallique par 1

milligramme d’extraits sec (ug EAG/mg d’extrait).

3.2.3.2. Dosage des flavonoides
* Principe

La teneur en flavonoides dans les extraits a été déterminée par spectrophotométrie selon
Lamaison et Carnat (Quettier-Deleu et al., 2000), en utilisant une méthode basée sur la
formation d'un complexe flavonoide-aluminium, aprés décomposition du chlorure
d’aluminium, ayant le maximum d'absorption a 430 nm. La quercétine a été utilisée pour établir

la courbe d'étalonnage.
* Mode d’opératoire

1 ml d'échantillon dilué a été melangé séparément avec 1 ml de solution méthanolique
de chlorure daluminium a 2%. Apres une incubation a la température ambiante pendant 15
minutes, l'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 430 nm avec un
spectrophotometre et la teneur en flavonoides a été exprimée en pg par g d'équivalent en

quercétine.
« Expression des résultats

Les concentrations en flavonoides totaux des extraits sont déterminées en se référant a la
courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations de quercétine. Les résultats sont

exprimés en ug EAG/mg d’extrait.

3.2.4. L’activité antiradicalaire par DPPH.

« Principe

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur
d’hydrogéne de couleur violet intense (Cavar et al., 2009). Ce radical perd sa coloration native
quand il se lie avec des substances anti oxydantes (AH), qui lui transferent des électrons ou des
protons. La forme réduite du DPPH confére a la solution une couleur jaune (Gadow et al.,
1997). Le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration découle, de la nature, de
la concentration et de la puissance des principes actifs présents (kroyer, 2003 ; Es Safi et al.,
2007).
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*  Mode d’opératoire

Pour chaque extrait et pour chaque concentration, 200 pl d'extrait préparé dans 1’éthanol
est additionné a 800 pl de solution DPPH préparée a 6 mg dans 100 ml d’éthanol. L’absorbance
est mesurée au spectrophotométre aprés 30min a la longueur d’onde de 517 nm. Pour chaque

extrait, le test est réalisé en triplicata.
Pour le blanc, I’extrait est remplacé par 1’éthanol.
» Expression des résultats

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour (BHA),

et pris comme antioxydant standard.
Le pourcentage d'inhibition du DPPH est déterminé par la formule suivante :

o AC— At
Pourcentage d'inhibition % = i x 100

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant des extraits, introduit le parametre IC50

L’indice IC50 montre les concentrations de I’antioxydant qui sont nécessaires pour faire
décroitre la concentration initiale du DPPHe avec 50%. La capacité antioxydante d'un composé
est d'autant plus élevée que son IC50 est petite (Popovici et al., 2009). Les résultats sont

exprimes en pg/ml et les écart-types ont été calculés a partir de trois séries d’expériences.

3.2.5. Test de pouvoir réducteur FRAP

« Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir anti-radicalaire. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe3+) présent dans le complexe K3Fe (CN)6 en fer ferreux (Fe2+). En effet le Fe3+ participe

a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. (Bijoy et al., 2008)
*  Mode d’opératoire

225 ul d’extrais de différentes concentrations sont mélanger a 225 pul de tampon
phosphate (pH = 6,6), par la suite I’ajout de 225 pl de K3Fe avec agitation, le tout incuber au
bain marie a 50°C pendant 20 min. 225 ul de TCA (10%) a été immédiatement ajouter et
directement centrifuger pendant 10 min a 3000 TPM. Un volume (375 ul) a été prélevé du
surnagent au quel est ajouter 375 pl d’eau distillé et 75 ul de FeCL3. La lecture des Absorbances
est réalisée & 700 nm. Contre un blanc ou I’extrait est remplacé par le méthanol (Oyaizu, 1986 ;
Hubert, 2006)
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« Expression des résultats

L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés (Singelton et Rossi, 1995). Pour chaque concentration, une absorbance est

mesurée et les résultats sont représentés sous forme de graphique.

Les résultats sont obtenus en ug/ml d’extrait par comparaison avec I’acide ascorbique et
a-Tocophérol comme standards. Les écart-types ont été calculés a partir de trois series

d’expériences.
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4.1. Rendement d’extraction

Les résultats ont été exprimés en pourcentage, ils sont présentés dans le (tableau. 2).

Tableau 2. Quelque critere des extraits

Extrait Aspect Couleur Rendement %
Meéthanolique Cristallisé Vert foncé 24.5
Aqueux Cristallisé Maron 20
Hexane Pateux Vert noiratre 0.75

Les extraits obtenus ont des aspects déférents. La forme poudre cristallisé chez I’extrait

méthanolique aqueux et par contre I’extrait de 1’hexan était d’un aspect pateux.

L’extrait méthanolique et de I’hexan ont un couleur vert foncé, vert noiratre

respectivement. Le couleur marron pour I’extrait aqueux.

Les feuilles de cette plante présentent des rendements d’extraction importantes. L’extrait
méthanolique est le plus élevé avec un pourcentage de 24.25 % par la suit ’extrait aqueux de
20% et finalement I’extrait de I’hexane le plus faible de 0.75%.

D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient selon plusieurs parametres,
d’une plante a une autre de la méme famille ou différent et en fonction des parameétres de
I’extraction solide-liquide : la température, le solvant d’extraction, la taille des particules et

le coefficient de diffusion de solvant.

4.2. Test de screening phytochimique

Les résultats de screening phytochimique sont expriment dans le tableau 3.

Tableau 3. Test de screening phytochimique

Extrait méthanolique Extrait aqueux
Alcaloides + -
Flavonoides + +
Polyphénols + +
Stéroides - +
Tannin - +

+présent - absent
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Le dépistage phytochimique qualitatif d’extrait méthanolique de C. angustifolia a révelé
la présence de alcaloides, flavonoides, polyphénols, et ’absence des stéroides et les tannins.

En méme temps I’extrait aqueux est dépourvu en alcaloides et a mis en évidences la
présence des flavonoides, polyphénols, stéroides, tanins, qui contribuent aux diverses activités
biologiques de la plante.

Selon Ahmed et al., (2016) I’extrait méthanolique contient tous les métabolites cités dans
ce teste par contre nos résultats marque 1’absence des tannins et des stéroides, qui sont expliqués
par les méthodes de caractérisation ou par les réactifs utilisés. Par ailleurs, pour I’extrait aqueux
on constats des résultats identiques

4.3. Dosage des métabolites secondaire

4.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le contenu phénolique total dans les extraits aqueux et organiques de C. angustifolia a
été évalué en tracant une courbe standard en utilisant différentes concentrations d'acide gallique
L'équation de regression linéaire est: y =0.0034 x +0.1044 Sachant que le coefficient de

corréelation : R2=0.9972(voir annexe 2)

La quantité totale de contenu phénolique présente dans chaque extrait, exprimée en mg

d’équivalant d’acide gallique par un gramme d’extrait sec (figure. 6).
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Figure 6. La teneur des extraits de C. angustifolia en polyphénols totaux

L'analyse a montré qu'une quantité considérable de contenu phénolique était présente

dans les extraits organiques et aqueux de C. angustifolia.
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L’extrait aqueux est riche en polyphénols totaux et contient une teneur de 85.112 mg
EAG/g d’extrait. Aprés I’extrait méthanolique de 48.406 mg EAG /g d’extrait.

Une étude faite par Ahmed et al., (2016) montre que la teneur en polyphénols totaux
dans I’extrait méthanolique et aqueux des graines de C. angustifolia est de 2.328 mg EAG/g,
0.535 mg EAG/g respectivement. Ces taux sont inférieurs a nous résultats. Alors en peut
conclu que les feuille sont plus riches en polyphénols que les graines.

4.3.2. Dosage des flavonoides totaux
La courbe d'étalonnage de la quercétine a été utilisée pour évaluer la quantité totale de
contenu de flavonoides en utilisant différentes concentrations. L'équation de régression linéaire

est : y =0.0048 x, sachant que le coefficient de corrélation : R?= 0.997(annexe 3).

Dans chaque extrait, La teneur des flavonoides sont exprimeés en mg équivalent de
quercétine par g d’extrait (figure 7)
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Figure 7. La teneur des extraits de C. angustifolia en flavonoides totaux

L’extraits aqueux de C. angustifolia présentaient une teneur en flavonoides plus élevée
que I’extrait méthanolique avec une concentration de 69.22 mg EQ/g d’extrait. Par comparaison
avec les résultats précédant en peut conclu que les flavonoides expriment 81% des polyphénols

totaux. Par ailleurs I’extrait aqueux contient 58.52 mg EQ/g.

D’autre part une etude faite par Ahmed et al., (2016) montre que la teneur en flavonoide

dans les graines de C. angustifolia est de 5.00 mg EQ/g, dans I’extrait méthanolique et
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1.29mgQE/g d’extrait aqueux ce qui montre que les feuille sont plus riches en flavonoides par

rapport les graines.

Selon Laghari et al., (2011) le taux des flavonoides dans les deux parties ariennes de
C. angustifolia (I’extraction par micro-ondes) est 28.15mg EQ/g et 26.30 mg EQ/g trouvait

dans les fleurs et les feuilles respectivement.

4.4, L’évaluation de I’activité antioxydant

4.4.1. L’activité anti radicalaire DPPH

Les activités antioxydants des extraits organiques (méthanolique et de 1’hexane) de
C. angustifolia et de standards BHA (figure 8).
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Figure 8. La cinétique d’inhibition de radicale DPPH

D’apres la courbe on observe que I’extrait méthanolique suit la cinétique logarithmique

comme le standard BHA. Par contre I’extrait de I’hexane suit une cinétique linéaire

Les deux extraits ont des activités antioxydantes dépendantes de la dose, c'est-a-dire que
les activités d'élimination des extraits ont augmenté avec l'augmentation respective des
concentrations (figure 8). Selon les résultats, L’extrait méthanolique présentent une activité
maximale de piégeage des radicaux libres du DPPH (67.02%) alors que I'extrait de I’hexane

présentait une faible activité d'élimination du DPPH (48.93%) a 400 ug/ml.
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Le BHA a montrés une activité antiradicalaire minimale et maximale intéressante

76.55%, 90.14%, a des concentrations allant de 12.5ug/ml a 800 pg/ml respectivement.

Pour une meilleure comparaison entre les extraits et le standard utilisé, en calcule les IC50
a partir de graphe (figure 9).
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Figure 9. Les valeurs de I’'IC50 des extraits de C. angustifolia et le BHA

Les valeurs IC50 sont les concentrations requises pour I’inhibition de 50% des radicaux
libres DPPH. Plus les valeurs 1C50 sont faibles, plus le potentiel antioxydant des composants

de la plante est éleve.

Les résultats montrent que I’extrait méthanolique posséde la meilleure activité anti
radicalaire avec la plus faible 1C50=121.9 pug/ml d’autre part I’extrait de ’hexane a une tré

faible activité anti-radicalaire de IC > 400 pg/ml.

Selon les résultats de 1’étude de Laghari et al., (2016) sur les feuilles et les fleurs de
C. angustifolia par des différant méthode d’extraction (extraction par micro-ondes) Le
pourcentage d’inhibition de 50% des radicaux libre est 3.6 pg/ml, 3.1 mg/L respectivement, ce

qui permette de dire que les fleurs ont un meilleure activité anti DPPH par rapport les feuilles.

L’évaluation de ’activité anti radicalaire de DPPH varient selon plusieurs parametres,

parmi les quelle la région de récolte el la méthode d’extraction

Cependant, la méthode d’extraction par micro-ondes c’est une méthode trés simple,
robuste et qui prend moins de temps ; elle s’avére étre la méthode la plus efficace pour extraire
un plus grand nombre de flavonoides en plus grande quantité et les extraits obtenus selon cette

méthode montrent une activité antioxydante plus élevée. (Laghari et al., 2016)
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D’aprés Ahmed et al., (2016) Il a été rapporté que des flavonoides isolés, a partir de
C. angustifolia la quercimeritrine, la scutellareine et la rutine, ont une activité antioxydante
significative contre le stress oxydatif. Notez que tous les trois ont des groupes 1,2
dihydroxybenzeéne qui sont facilement oxydés en orthoquinones, ce qui en fait des antioxydants

puissants.

4.4.2. Teste de pouvoir réducteur FRAP

Les deux extraits méthanolique et aqueux ont été évaluées par le test de FRAP sur la base
des valeurs d’absorbance 0.5 par comparaison avec des courbes des différent standards : ’acide
ascorbique et a-Tocophérol (figure 10).
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Figure 10. Pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique de C.angustifolia

L’extrait méthanolique a donné le pouvoir réducteur le plus important avec
une absorbance de 1.24+0,07 enregistrée a la concentration 200 pg/ml, a la méme

concentration, 1’extrait aqueuse avec une absorbance 0,84+0,01

La figure 14 valide que les deux extraits méthanolique et aqueux suivent la cinétique

linéaire comme le standard a-Tocophérol.
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On remarque que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a I’augmentation de
la concentration des échantillons.

L’a-Tocophérol possede une activité réductrice de fer ferrique (Fes+) plus élevé par
rapport les autres standards avec une valeur maximale d’absorbance 1,81+0,09 correspond a
200 pg/ml.

Pour une meilleure comparaison entre les extraits et le standard utilisé, en site les
absorbances 0.5 a partir de graphe de la figure 11.
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Figure 11. Les pouvoirs réducteurs en absorbances 0.5.

La concentration de I’extraits méthanolique de la plante a I’absorbance 0.5 (69.5ug/ml)
est inférieur par rapport a ’extrait aqueux (110.29 pg/ml), mais nettement superieur a celui des
standards (figure. 11). Ces résultats montrent que I’extrait méthanolique & une povoire

réducteur plus élve que I’extrait aqueux

Le pouvoir réducteur de ’espéce C. angustifolia est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants (Siddhurajue et Becker, 2007).

Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle
(Bougandoura et al., 2012).
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Conclusion

De nos jours I'utilisation des plantes médicinales devient une alternative de la médecine
moderne a cause de ces principes actifs qui sont les métabolites secondaires ou elles fournissent

des activités biologiques pour soigner la santé.

Dans cette étude, C. angustifolia a été fait I’objet de notre recherche, ou les extrait
méthanolique et aqueux représentent le taux le plus élevée 24.5%, 20 % du rendement

respectivement par rapport I’extrait d’hexane (0.7 %).

Les résultats de I’estimation des polyphénols et des flavonoides totaux des deux extraits
obtenus nous ont révélé que I’extrait aqueux est le plus riche en polyphénols qui égale a
85.11mg AGE/ g et en flavonoides 69.22 mg QE/g.

L’évaluation de I’activité anti oxydante des trois extraits du C. angustifolia via les deux

test, piégeage du radical libre (DPPH) et le pouvoir reducteur (FRAP)

Les résultats enregistrant une valeur maximale des pouvoirs antioxydants remarquables
pour I’extraits méthanolique (IC50= 121.98+6.76, A0.5=69.5+6.65) respectivement.

Nos résultats permettent de conclure que les feuille de C. angustifolia représente une
source naturelle d’agents antioxydants et peut servir comme traitement préventif contre le stress

oxydatif. Dans le méme sens, il est souhaité de réaliser :

e Procéder a une séparation de ces composes, afin de les tester séparément et identifier

ceux, parmi eux, actifs.
e Reéaliser des tests in vivo pour évaluer certaines activités thérapeutiques (activités
antidiabétique, antitumorale, anti cancéreuse etc.).

e Réaliser des tests de cytotoxicité pour, éviter les doses toxiques en thérapeutique.
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Annexe 1 : matériel et produits utilises

Appareillage Réactifs utilisés
Agitateurs magnétique (FALC). Acide chloridrique (HCI).
Autoclave. Bain-marie MEMMERT. Acide gallique (200 pg/ml) : préparé
Balance analytique (KERN, ABT 220- | dans l'eau distillee.
5DM). Acide sulfurique. AICI3 (2%) : préparé

dans le méthanol.
Carbonate de sodium Na2 CO (7,5 %)

FeCl3(0,1%) : préparé dans 1’cau
distillée.

Balance normale (KERN EMB 220-1).
Broyeur. Etuve HRDH-71.

pH metre (WTW Ph 3110).

Plaque agitatrice VELP.

Quercétine (100 pg/ml).

Spectrophotometre UV-visible Réactif de Folin : dilué au 1/10 avec de

ENWAY 6310). otillé
( _ 6310) I'eau distillée.
Tamiseur. Solution de DPPH (0,1mM) : préparée
Vortex (VELP Scientifica). dans 1’éthanol.

Annexe 2. Courbe d'étalonnage d'acide gallique
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Annexe 3. Courbe d'étalonnage de la quercétine
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ﬂsumé \

L’objectif de cette étude est évalué 1’activité antioxydant de déférents extrais de la partie arienne (les feuilles)

de Cassia angustifolia VVahl, est une plante médicinale qui appartient a la famille de fabacée. Trois extraits ont été préparé:
aqueux, hexane, méthanolique. Le rendement la plus élevé est : 24.5% pour I’extrait méthanolique et 20% pour I’extrait
aqueux. La teneur de polyphénols totaux a été déterminée par le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de (85.11mgEAG/Q)
pour ’extrait aqueux. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICI3, la teneur le plus élevé est 69.26 mg
EQ/g pour le méme extrait. L’activité antioxydant a été étudiée par deux testes DPPH et FRAP. Les résultats de cette
étude montrent que I’extrait méthanolique a un effet remarquable a un valeur d’IC50 égale a 121.9 pg/ml concernent le

teste de DPPH et absorbance 0.5 égale a 69.5 pg/ml pour le pouvoir antioxydant de réduction de fer.

Qts clés : Cassia angustifolia, polyphénols, flavonoides, activité antioxydants. j

Abstract

The objective of this study is to evaluate the antioxidant activity of deferent extracts of the aerial part (leaves) of
Cassia angustifolia Vahl, is a medicinal plant that belongs to the fabaceae family. Three extracts were prepared: aqueous,
hexane, methanol. The highest yield is for the methanolic extract: 24.5% how evere 20% for the aqueous extract. The
content of total polyphenols was determined by the Folin-Ciocalteu reagent, it is 85.11 mg EAG / g for the aqueous

extract. The flavonoids were evaluated using the AICI3 method, the highest content is 69.26 mg EQ / g.

Antioxidant activity was studied by two tests DPPH and FRAP. The results of this study show that the methanolic
extract has a remarkable effect at 1C50 value equal to 121.9 ug / ml concern the DPPH test and absorbance 0.5 equal to

69.5 ug / ml for the antioxidant iron reduction power.

Key Word : Cassia angustifolia, polyphenol, flavonoids, antioxydant activity.




