gl A Jagal) &y i o) &y sgrand
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTRE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOHAMED KHIDER BISKRA
FACULTE DES SCIENCES EXACTES, SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT DES SCIENCES AGRONOMIQUES
These
Présentée en vue de ’obtention du diplome
de Doctorat en Sciences Agronomiques

Présentée par:

M'"e Selwa LAHMADI

Théme

Composition phenolique, activité antioxydante et
biologique des extraits d’Euphorbia granulata
Forssk. et Euphorbia retusa Forssk.

Membres de jury:

Directeur de Thése: Mr. Mohammed BELHAMRA  Professeur CRST.RA
Président: Mr. Djamel BARKAT Professeur Université de Biskra
Examinateur : Mr. Abdelkrim Si BACHIR Professeur Université de Batna
Examinateur : Mr. Tarek BENMEDDOUR MCA Université de Biskra
Examinateur: Mr. Atef CHOUIKH MCA Université d’El Oued

ANNEE UNIVERSITAIRE : 2020/2021.




DEDICACE

A mes chers parents

A madame Lakhdari Fattoum

A Monsieur le professeur Abdelguerfi Aissa

A ma famille

Je dédie ce travail



REMERCIEMENTS

Ce travail a été conduit dans le Laboratoire de Phytochimie du Centre de Recherche
Scientifique et Technique sur les Régions Arides Omar EIl- Barnaoui, Biskra, Algérie
(CRSTRA), le Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du Centre de Recherche en
Biotechnologies de Constantine, Algérie (CRBT) et le Laboratoire des Plantes Extrémophiles
(LPE) du Centre de Biotechnologie de Borj-cédriae, Tunisie (CBBC).

Ce travail est encadré par le défunt Professeur Mohamed BELHAMRA, mon
enseignant a I’université et mon directeur au CRSTRA que nous I'avons perdue le 6 juillet
2020 avec une profonde tristesse, que Dieu I’accueille dans son vaste paradis. Le professeur
m’a prodigué tout au long de ce travail et qu'Allah récompense sa patience et ses précieux
conseils, ses encouragements et ses orientations.

Mes remerciements vont a:

Mr Djamel BARKAT Professeur au département de la chimie industrielle a 1université de
Biskra, pour m’avoir infiniment honorée en acceptant de consacrer un peu de son temps pour
juger ce mémoire et d’assurer la présidence du jury en dépit de ses charges multiples.

Mes vifs remerciements aux membres de jury qui ont accepté de juger ce travail: a Mr
Abdelkrim Si BACHIR Professeur a la Faculté des Sciences de la vie et de la nature de
Batna, a Mr Tarek BENMEDDOUR Maitre de Conférences (A) a I’'université de Biskra et a
Mr Atef CHOUIKH Maitre de Conférences (A) a I'université¢ d’El Oued d’avoir accepté
d’examiner le travail.

Mes sinceres remerciements a Madame LAKHDARI F et a Madame Tabouche N.

Je tiens aussi a remercier Mr Kechbar M et M® Karoune S pour ses encouragements, leur
coopération durant tout le travail.

J’adresse mes plus sincéres remerciements a Monsieur Bensouici C chef de Laboratoire de
Pharmacologie et Toxicologie pour son aide opulente et également les membres du laboratoire
notamment Imad, Lynda, Latifa, Hasna et Amina.

Ce travail a bénéficié du soutien de plusieurs personnes, qu’elles trouvent ici mes sinceres
remerciements en particulier : Mesnoua M, Mawahib, Abdelhamide F, Wahiba M, Khalila B,
Halima M, Samir B, Massaoud R, Zine eddine Bet Fateh B.

Merci pour tous ceux qui ont participé a la réussite de ce mémoire.



Sommaire

Liste des abréviations
Liste des tableaux

Liste des figures

INtrOUCEION GENEIAIE ..ot sttt besaeneenes 1
Chapitre . Etude DibliographiQUE ............ooeveevreiieieeeeeeieeseeeeeeee st enes 4
1. Présentation de la famille des EUPhOrbIacEes........ccovvivceiiiccince e 4
1.1, POSItION SYSEEMALIQUE.......cueuiieieiiieieiiieiete sttt sttt srenens 4
1.2. Utilisation d’Euphorbilaceae ...........ccccvveiriiiiiiiiiiiiiiieieeeeee s 5
1.2.1. Des plantes d’intérét ECONOMIQUE .........evvvrrirrirririrriiesre s 5
1.2.2. Des plantes d’intérét alimentaire............coveveriiiieninins s 5
1.2.3. Des plantes d’intérét ornementale...........ccocvvvviiiiiiii 5
1.2.4. Des plantes d’intérét mEdicinal ............coocvriiiiiiini 6
1.3. Chimie des EUPNOIDIACEAE .........ocueiiiiiiiriees e 6
1.4. TOXiCité des EUPNOIDIACEAS .........cvciiiciiirice e 6
1.5. Le genre BUPNOIDIA ......ocoooiic e 6
1.5.1. Propriétés pharmacologiques du genre Euphorbia..........cocooooviiinniiiccincce, 7
1.5.2. Chimie du genre EUPNOTDIA ... 8
1.5.3. Etudes phytochimiques antérieurs sur le genre Euphorbia.........cccccoceevveieievcincnen, 8
2. LS ESPECES BIUAIEES. ...ttt 10

2.1. Euphorbia retusa Forssk, Synonyme : E. cornuta Persoon (Le Floc’h et al., 2010) 10

2.2. Euphrbia granulata Forssk.Variété genuina. .........c.ccooveieveivienieiesesieieseseeesee e, 10
3. LS radiCaUX TTDIES ..o 12
3.1. Le stress oxydant et les radicauXx lDres ... 12
3.2. PrincipauX radiCauX HOIES .......ccoiiiiiiiiieieisieee e 12
3.3. Les moyens de défense contre les radicauX libres .........cccccovveveiiienciccicieccesee, 12
4. L.es cOMPOSES PRENOIIGUES ....cvoveveieiceiccees et 13
4.1. Biosynthése des compoSEs PhENOIIQUES .........cccvcvevieiiiiiei e 14
4.2. Principales classes des composés pPhenoliQUES..........ccovevevveevieiceviciesecee e 14
4.2.1. Les formes 1€S PlUS SIMPIES .....c.oiiiiiiiicicicice e 15

4.2.2. LES TOIMES CONUBNSEES ...ttt ettt e et e e et e et e e et eeeee e e e e e eeeeeeeneeees 19


https://www.google.com/search?q=des+Euphorbiac%C3%A9es&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjS-tTfvOvuAhVPi1wKHTzXBIsQkeECKAB6BAgIEDM

4.3. Principales potentialités biologiques des composés phénoliques .........cccvvevvevriennane. 21

4.3.1. ACLIVItE ANtIOXYAANTE ....c.eiveicieicccieee e 21
4.3.2. ACLIVITE @NTIVIFAIE ... s 24
4.3.3. Activité anti-inflammatoire ...........ccooooreiiniieic 24
4.3.4. ACLIVITE QNTICANCEIBUSE ......eeveeieeiiiieie sttt ettt 24
4.3.5. ACtIVItE PROtOPIOECLIVE ....ovecviieiceeccce e 25
4.3.6. Autres activités DIOIOGIGUES .......c.coviviiiciiiece e 26
4.4. L’extraction des poyphénols par Ies SOIVants..........coceviiviiiiiiiiiciicces 26
A4 EXETACTION....ctiietiieiee ettt ettt bt sttt b bbb e 26
4.4.2. Les solvants d’EXIraCtiON ......ccccuveeiiiieeiieeecie e s st e steeestte e stae e ete e e sabe e e sate e seaeeesnreessneeeenns 27
4.5. Quantification, séparation et identification des poyphénols..........c..cccceevveiviiereiirnnas 28
4.5.1. Technique SpectrophOtOMELIIQUE ......cviveveririeecierieeeecee e 28
4.5.2. Technique chromatographiqUe ........cccoceiiiiiiniiieie e 29
Chapitre 1. Matériel et MELNOAES ........ccoceieiiceceee e 30
Y Y T = IR =T v | PSR 33
2. Caractérisation du Site de COIECLE........cuiiiriieirseeee e 33
3. Collecte et préparation des EchantilloNns ... 35
4. Préparation deS EXEIAITS. ... ...oiciiirieeieiee ettt sttt nenae e 35
5. Analyse PRYLOCRIMIQUES ....oviiiiiieiesee s sb e nre 36
5.1. Dosage des cOmMPOSES PRENOIIGUES ..........covcuiiieiiiiciceee e e 36
5.1.1. POIYPNENOIS TOTAUX ..oveviiiiciicieetec ettt s 36
5.1.2. FIAVONOTULS TOTAUX . ...cveretieeiiieieiesieiesie sttt se st sb ettt sbe e sne e 37
5.2. Les aCtiVites antiOXYUANTES. ......cvivrieiiieieisieei ettt nns 38
5.2.1. Piégeage du radiCal DPPH ..........cccoiiiiiieiirsiese et 38
5.2.3. Piégeage du radical-cation ABTS™ .......cccciiiieiiriieieiseie et 38
5.2.4. Test de I’activité de métal ch@lation ..........c.ccceeiiiiiie e 39
5.2.3. Test de blanchissement du B-CarOtENE........cccucvreieirieiiiiiee e 40
5.2.4. Le pouvoir réducteur de I’ion ferriqUe .....ccvvverierieiice e 41
5.2.5. La réduction cuprigue (Cupric reducing antioxidant capacity: CUPRAC) ..........ccc....... 41
5.3. Facteur de protection solaire : Sun protection factor (SPF) ........ccccoevviiiiiiiiiiieiiiieieines 42
5.4. La chromatographie a haute performance en phase liquide (CLHP) .......ccccccceeveivevrnenene. 42
6. Traitement des dONNEES StAtIStIGUES.......coceiveriiieiceieec e 43

Chapitre T, RESUIALS .......c.ocveiiiiiceceee et sttt n b r e ne e e 45



1. Variations des teneurs en composés phénoliques et des activités antioxydantes

A’E. GEanUIALA ....ocvviiiiieie et b e r e reenenre s 46
1.1. Détermination des cOmpOoSES PRENOIIGUES .......coveveiveviiriciicese e 46
1.1.1. Teneur en POIYPNENOIS tOLAUX .......cviviieiiiiiicieciee e 46
1.1.2. Teneur en flavonoTdes tOTAUX ........cuieriririeirierieesie e 46
1.2. Evaluation du potentiel antioxydant des composés phénoliques............ccccevvvevevicrecnennene. 47
1.2.1. ACtiVité antiradiCalAIIE .......ccovvveieieieieiiee e 47
1.2.2. Piégeage du radical-cation ABTS™ ... s 47
1.2.3. Activité de métal CREIALION............cciiieieiee s 48
1.2.4. POUVOIr FEAUCTEUN AU TEI .. .cviuiieieieieesee et 51
1.2.5. L’activité antioxydante par la réduction du cuivre (CUPRAC) .....ccevvviiiiiiiiiiiein, 51
1.3. Caractérisation phytochimique par Chromatographie liquide a haute performance (CLHP
........................................................................................................................................................ 53
2. Variations des teneurs en composés phénoliques, des activités antioxydantes et
photoprotectives des organes d’Euphorbia retusa. .......cooeevieeeiirieiisenieiesesesie e seenes 55
2.1. Détermination des cOmMpPOSES PRENOHIGUES .........cveiiieiiiiiriiee e 55
2.1.1. Teneur en POlYPNENOIS TOLAUX .......cevieiiiieiiisieieiei e 55
2.1.2. Teneur en flavonoTdes tOTAUX ........cceiriiriiriirieere e 56
2.2. Evaluation du potentiel antioxydant des composés phénoliques...........cccoevvvereeevieeerenen, 57
2.2.1. ACIVItE antiradiCAIAITE .........ceiiiiiiieiecc e 57
2.2.2. Piégeage du radical-cation ABTS™ ... 60
2.2.3. Activité inhibitrice du blanchiment de la B-Carotene ...........cccceorrrriscieiennnnssees 63
2.2.4. POUVOIT FEAUCTEUN AU TEF ...t 65
2.2.5. L activité antioxydante par la réduction du cuivre (CUPRAQC) .....ccoceiiriiiiiiiiniienns 68
2.3. Evaluation de I’activité photoprotective par le facteur de protection solaire (FPS).......... 70
2.4. Caractérisation phytochimique par Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
........................................................................................................................................................ 70
ChaPItre V. DISCUSSTON ......cutuiiieiiiiteiiiesieiesseies ettt b bbbt se bbb bt an bt ab e nn b 64
1. Variations des teneurs en composés phénoliques et des activités antioxydantes d’E.
GEANUIATA. ...ttt bbbt bkt b et b et b et b ettt e 74
1.1. LeS COMPOSES PRENOIIQUES ......c.cviveuiiieiirieieirie et 74
1.2. Le potentiel antioxydant des compoSes PhENOIIQUES...........cevrieirieiineree s 75

1.3. Caractérisation phytochimique par Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)



2. Variations des teneurs en composés phénoliques, des activités antioxydantes et

photoprotectives d’EUPhOrDIa retUSa. .......ccviiiiiiiicccce e 77
2.1.Teneurs en COmMPOSES PENOIIGUES.......cvcviiieiiicesesee e 77
2.2.Le potentiel antioxydant des composés PheNOIIQUES...........ccvceveiierice i 79
2.3.Evaluation de I’activité photoprotective par le facteur de protection solaire (FPS) .......... 81
2.4..Caractérisation phytochimique par Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
........................................................................................................................................................ 83
Conclusion générale et PErSPECLIVES ........c.cviiiieicieietece ettt be e 85
Références bibliographiqUES ...........coociiiiiciiece e 88

Annexe
Valorisation des résultats de la these

Résumé



Liste des abréviations

[C] : Concentrations

Aoso (ng / ml): Correspondant a la concentration indiquant I’absorbance 0.50

ABTS: Sel d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis- (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
ABTS™ : Sel d’amonium de I’acide 2,2- azinobis (3 — éthylbenzoline)n — 6bsulfonique.
APG: Angiosperm Phylogeny Group

BHA: Butylated hydroxyanisole

BHT: Butylated hydroxytoluene

CAM: Crassulacean Acid Metabolism

CCM: Chromatographie sur Couche Mince

Clso (g / ml): La concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour diminue 50 % du
taux des radicaux libres.

CLHP-DAD: High-performance liquid chromatography- Détecteur a barrette diodes
CRBT: Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine.

CRSTRA : Centre de Recherche Scientifique et Technique sur les Régions Arides de Biskra
CUPRAC: Cuivrique Réduire Antioxidant Capacity

DAD: Diode Array Detector

DO extrait: Absorbance de la solution d’extrait.

DO témoin: Absorbance du témoin.

DPPH: 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl

DS : Déviation standars

EAG: Equivalent d’acide gallique

EC: L’¢lectrophorese capillaire

EDTA: Ethyléne diaminetétra acétique

EQ: Equivalent de la quercétine

ERO: Especes réactives de I'oxygene



ES : Extrait sec

FPS: Facteur de protection solaire

GPxs: Les glutathion peroxydases

HORAC: Assay Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity
HPLC: Chromatographie Liquide & Haute Performance
HRMS: La spectrométrie de masse a haute résolution

ICso: La concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour diminue 50 % du taux des
radicaux libres

INRF: Institut National de la Recherche forestiére d'Algérie
MS/MS ou MS": La spectrométrie de masse en tandem.
MS: La spectrométrie de masse

P1%: Pourcentage d’inhibition

RMN: La résonance magneétique nucléaire

RMN: Spectrometre de résonance magnétique nucléaire
ROS : Reactive oxygen species

SD : Standard deviation

SOD: Les superoxydes dismutases

TCA: Acide trichloracétique

TRAP: Total radical-trapping antioxidant parameter

UV: Ultraviolet

UVA: Les UVA correspondent a une longueur d'ondes de 400 a 315 nm.
UVB: Les UVB a une longueur d'ondes de 315 a 280 nm.

Variance: ANOVA one-way



Liste des tableaux

Tableau 01: Usages et propriétés de quelques espéces du genre Euphorbia........................7
Tableau 02: Composition phytochimique de quelques espéces d’Euphorbia.......................9
Tableau 03: Les différentes catégories de protection solaire (Schalka et Reis, 2011)......... 25
Tableau 04: Relation entre le FPS et la protection contre les UVB (Brunet, 2014)..................... 26

Tableau 05: Teneurs en polyphénols totaux (exprimées en ug EAG/ mg ES) eten
flavonoides (exprimées en pg EQ/ mg ES) dans les extraits secs de la partie aérienne

A’E. granUIata. ..o 46
Tableau 06: Activité antioxydante contre le radical DPPH", le radical ABTS", et les ions
chélates exprimée en Clso (ug /ml) des extraits secs de la partie aérienne d’’E. granulata (Les

concentrations testés entre 3.125 g et 200 pug /ml)......oooiiiiii i 48

Tableau 07: Activité antioxidante contre le radical DPPH" et le radical ABTS™ exprimé en
Clso ( pg /ml) de’ extrait méthanolique sec de la partie aérienne d’E. granulata. (Les
concentrations entre 1.5625 et 100 g /MI).....oiri i 49

Tableau 08: L’activité antioxydante par le pouvoir réducteur du fer et la réduction du cuivre
(CUPRAC) exprimée en A o0 (pg/ml) des extraits secs de la partie aérienne

A’E. granuUIata ..........oo oot e e e et e e e et e e e e et e e et e e e e eea DL

Tableau 09: Teneurs en polyphénols totaux (exprimées en ug EAG/ mg ES) dans les extraits
SECS deS Organes A’ E. FEIUSA... ... ... coiuutiee ce et e e ce et eee eee et e eet et e e eetee e eeneasvee 2eneane. DO

Tableau 10: Teneur en flavonoides totaux (exprimées en ug EQ/mg ES) dans les extraits

SECS AES Organes A’ E. FELUSA. . ... .iut it ittt e e e e 57

Tableau 11: Activité contre le radical DPPH exprimée en Clso pg /ml des extraits secs des
organes d’ E. retusa....58

Tableau 11Activité antiradicalaire (test ABTS™) exprimée en Clso (ug/ml), des extraits secs
des organes d” E. FBLUSA. ........oouiit i 58

Tableau 13: Activité inhibitrice du blanchiment de la B-caroténe exprimee en Clsg (ug/ml),
des extraits secs des organes d’ E. retuSa..........ocoviuiiiriiiiitiii e, 63

Tableau 14: Pouvoir réducteur du fer, exprime en Aoso g/ml des extraits secs des organes
4 =] 1T OO o | o



Tableau 15: Activité antioxidante de la reduction du CUPRAC exprimée en Ao.so (pg/ml),
des extraits secs des organes d’ E. retuSa... ... ..o cee e ee ces vt ies e et e et e e e s ... 08

Tableau 16: Les valeurs moyennes de I’FPS des extraits secs d’E. retusa..................... 70



Liste des figures

Figure 1 : Euphorbia retusa. a: Plante entiere, b : ramification, c: capsules, d: graines.
(PROO OFIGINAIR) . ... e e e e 11

Figure 2 : Euphrbia granulata. a : Plante entiere, b : ramification, c : capsules, d : cyathe
(PROO OFIGINAIR) . ... .. e e e 11

Figure 3 : Apercu des différentes especes réactives de I'oxygene ERO et des antioxydants
régulateurs de leur production (Haleng et al., 2007)...........cooiiiiiiiiiiiieee 13

Figure 4 : La voie du shikimate est au centre de synthése de divers métabolites primaires et
secondaires. PAL=phénylalanine ammonialyase. CS=chalcone synthase (Hopkins, 2003)...14

Figure 5 : Acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2005).............ccovvviiiiiiiiinnnn. 15
Figure 6 : Acides hydroxycinnamiques (phénylpropanoides) (Macheix et al., 2005)......... 16
Figure 7 : Les principales coumarines (Macheix et al., 2005)..............ccoiiiiiiiiiinenn.n. 16
Figure 8 : Structures de ’enchainement benzo-y-pyrone (Ghedira, 2005)....................... 18
Figure 9 : Le penta-galloylglucose (Macheix et al., 2005).............cccoviiiiiiiiiiiiin, 20
Figure 10 : Le penta-galloylglucose (Macheix et al., 2005).............ccooviiiiiiiiiiiinn... 20

Figure 11 : Les trois monolignols dérivés des acides hydroxycinnamique (Hopkins, 2005)..21

Figure 12 : Diagramme de préparation des échantillons et d’extraction des composés

phénoliques par 1eS SOIVANTS. ... ... 21
Figure 13 : Diagramme des analyses phytochimiques effectuées ................................ 31
Figure 14 : Situation géographique de la plaine d’El-Outaya...............cccovevvviiinnnnnn... 34
Figure 15 : Photo d’un appareil de Soxhlet...........ooovviiiiiiiiiiii e, 35

Figure 16 : Profils des pourcentages d’inhibitions des activités antioxidantes; a et b : Activité
antiradicalaire (test DPPH), ¢ et d: activité antiradicalaire (test ABTS™), e : Activité du métal chélate
des extraits secs de la partie aérienne d’E. granulata et des standards utilisés. BHA: butylatedhydroxyl
anisole BHT: butylated hydroxytoluene. EDTA: Ethylénediaminetétraacétique.......................... 50

Figure 17 : Profils d’absorbance du pouvoir réducteur du fer (g) et de la réductiondu cuivre
(CUPRAC) (h) des extraits secs de la partie d’E. granulata et des standards utilisés........... 52

Figure 18: Chromatographique obtenu a 280 nm d’extrait méthanolique de la partie aérienne
d’E. granulata(E), mélange de standards (F). Les numéros des pics correspondent & :1- Acide gallique,
2- Resorcinol., 3- Acide Caféique, 4- acide p-coumarique, 5- Rutine, 6-Acide rosmarinique, 7-
isorhamnetin-3-0-glucoside, kaempférol3-orutinoside. ... .........cooiiiiiiiiii e, 54



Figure 19: Profils de I’activité antiradicalaire (test DPPH") des extraits secs des organes d’E.
retusa et des standards utilisés. a : les graines ; b : les capsules ; c : les feuilles ; d : les tiges ;
e : les racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole ; BHT : butylated hydroxytoluene....59

Figure 20 : Profils de D’activité antiradicalaire (test ABTS™) des extraits secs des organes
d’E. retusa et des standards utilisés. a: les graines; b : les capsules; c : les feuilles; d : les

tiges; e : les racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole ; BHT : butylated hydroxytoluene.....62

Figure 21 : Profils de I’activité inhibitrice du blanchiment de la -caroténe des extraits secs
des organes d’E. retusa et des standards utilisés. a : les graine ; b : les capsules ; ¢ : les

feuilles ; d : les tiges ; e : les racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole ; BHT : butylated
NYArOXYIOIUBNE. . .ot 64

Figure 22 : Profils des absorbances du pouvoir réducteur du fer des extraits secs des organes
d’E. retusa et des standards utilisés. a : les graine; b : les capsules; c : les feuilles; d : les
tiges ; e : les racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole BHT : butylated
hydroxytoluene............. 67

Figure 23 : Profils de I’absorbance du CUPRAC des extraits secs des organes d’E. retusa et
des standards utilisés. a : les graine ; b : les capsules ; ¢ : les feuilles ; d : les tiges ; e : les
racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole BHT : butylated hydroxytoluene..................... 69

Figure 24 : Profil chromatographique enregistré a 280 nm des principaux composes
phénoliques d’extrait méthanolique des fruits d’E. retusa (C), mélange de standards (D). Les
numéros des pics correspondent a:1- le catéchine hydraté, 2- Epigallocatechin 3-o0- Gallate, 2-
Acide syringique, 4- acid sinapique, R-QUErcetine..............oooiiiiiiiiiiiiiiiieeea 71

Figure 25 : Profil chromatographique enregistré a 280 nm des principaux composes
phénoliques d’extrait méthanolique des graines d’E. retusa (A), mélange de standards (B).
Les numéros des pics correspondent a:1- Epigallocatechin 3-O- Gallate, 2- Epicatechin3-
Ogallate, 3-acide syringique, 4- acid sinapicque , 4-Quercetine...............cooeveeiiiiianin.n 72



Introduction générale

Introduction générale

En régions arides et sahariennes, la flore constitue une diversité importante. Cette
végetation développe une stratégie de résistance aux conditions environnementales extrémes
de son habitat, telles que les températures élevées, la salinité, la sécheresse et les intensités
lumineuses élevées. Par ailleurs, chez les étre vivant, les conditions environnementales
hostiles conduisent a la surproduction d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) ou bien (ROS)
« reactive oxygen species » l'origine du stress oxydatif qui provoque des dommages
physiologiques et biochimiques (Ksouri et al., 2009). En effet, les plantes réagissent au stress
environnemental pour reésister et éliminer les ROS toxiques en développant des mécanismes
biochimiques de détoxification des ROS a l’aide des substances naturelles de nature
enzymatique et non enzymatique. Ces derniéres substances comme les composés
phénoliques, le glutathion, les caroténoides et les vitamines (Parvaiz et al., 2009) joue un réle

antioxydant primordiale.

Aujourd’hui, la recherche sur les nouvelles sources de substances naturelles d’intérét
biologique y compris antioxydantes constitue un enjeu de taille dans le domaine de la course
des industries pharmaceutiques, cosmetologiques et agroalimentaire nécessaires (ksouri et al.,
2009).

Par ailleurs, les polyphénols sont trés connus par leur pouvoir antioxydant. Ces
composes présentent aussi un large éventail de propriétés biologiques notamment, anti-
inflammatoire, antiulcéreux, anticancéreux, antibactériens (ksouri et al., 2008). Ainsi, la
teneur des polyphénols et leur pouvoir antioxydant chez les végétaux est corrélé positivement
avec le stress environnemental. Cette corrélation a montré par de nombreuses études
notamment chez I’espéce Mesembryanthemum edule sous stress salin (Falleh et al., 2012 a) et
I’espéce Solanum lycopersicum sous stress hydrique (Rivero et al., 2001). En effet, ces
substances naturelles peuvent se retrouver couramment chez les plantes sahariennes qui se
caractérisent par des propriétés biologiques importantes (Trabelsi et al., 2010; Gasmi et al.,
2019). D'autre part, les connaissances ethnobotaniques reconnues depuis un fort long temps
peuvent étre utilisées comme un outil efficace pour faciliter la recherche sur les substances

naturelles.
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Parmi les especes utilisées en médicine traditionnelle au Sahara: Euphorbia granulata
Forssk et Euphorbia retusa Forssk.

Euphorbia granulata est une plante fourragére, utilisée traditionnellement au Sahara
algérien pour guérir les morsures des serpents venimeux et des scorpions (Sahki et Sahki
Boutammine, 2004). Les études réalisées sur Euphorbia granulata ont montré leurs propriétés
diurétiques, antifongiques et antibactériennes (Saleem et al., 2015; Ahmad et al., 2012 ;
Awaad et al.,2017). En outre, le seul travail effectué sur E.granulata qui pousse en Algérie est
celui de Bousselessela et al. (2012). Son travail contribue a évaluer les activités antioxydantes
et antibactériennes des extraits des alcaloides et des terpenes de cette plante.

D’autre part, Euphorbia retusa Forssk (synonym: E. cornuta Persoon.) est utilisé
comme un reméde efficace contre I'eczéma infantile et le trichiasis dans le Sahara algérien et
tunisien (Hammiche et et Maiza, 2006; Sdayria et al., 2019). En Arabie Saoudite, E. retusa
est utilise comme un anti-asthmatique et un antitussif (Abdallah, 2014).

Récemment, les études réalisées sur 1’espéce E. retusa évaluent la teneur en
polyphénols et en flavonoide totaux avec I’identification et 1’isolation des composés
phénoliques de la partie aérienne de cette plante qui pousse en Egypte (Ghareeb et al., 2018),
une autre étude a été réalisée par Sdayria et al. (2019) et qui détermine [D’activité
antioxydante, analgésique, et anti-inflammatoire avec 1’identification des composés
phénoliques des feuilles d’E.retusa qui pousse en Tunisie. Par contre, la composition
phytochimique d’E.retusa du Sahara algérien a été éetudiée uniquement sur les terpénoides
(Haba et al., 2009).

Les difficultés liées au matériel biologique sont a I’origine du manque de données
scientifiques, c’est la raison pour laquelle nous nous sommes penchés sur I’étude de la

composition phénolique et les activités antioxydantes d’E. granulata et d’E. retusa.

Donc, I’objectif général est d’apporté un fondement scientifique a 1’origine des utilisations
traditionnelles et des connaissances associées. Alors que, les objectifs spécifiques sont de
faire des études expérimentales in vitro sur ces deux espéces trouvées dans la plaine d’El
Outaya. (Région des Ziban) a fin d’évaluer la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et
les potentialités antioxydantes des extraits phénoliques de la partie aérienne d’E. granulata et

de 5 organes d’E .retusa (racines, tiges, feuilles, capsules et graines). En plus, la
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détermination de I’activité photoprotective des organes d’E. retusa par le facteur de protection
solaire (FPS) a été aussi évaluée.

D’autre part, ’extraction est effectuée par le soxhlet en utilisant séparément quatre
solvants de polarité croissante (hexane, acétate d’éthyle, méthanol et eau distillée), dont les
extraits d’hexane ne sont pas pris en considération dans cette étude. Pour cela I’évaluation de
Iimpact de la nature des extraits sur les activités testées est déterminée également.
Finalement, une identification de certaines molécules phénoliques de quelques extraits se fait
par HPLC-DAD.

Notre these est structurée en un quatre chapitres, un chapitre portant sur une synthese
bibliographique descriptive de notre thématique. La seconde partie décrit les démarches
méthodologiques en abordant la préparation des échantillons, les protocoles expérimentaux
des analyses phytochimiques effectuees. La partie résultats, présente les valeurs moyennes des
analyses phytochimiques réalisés et méme la présentation des profils chromatographiques des
composantes phénoliques identifiées. La discussion a été faite par la comparaison des résultats
obtenus avec des travaux similaires et la comparaison des résultats d’E. granulata avec ceux

d’E .retusa.

En fin une conclusion présentant une synthese des principaux résultats obtenu et a la

lumiéere de ces résultats, nous essaierons de proposer quelques perspectives de recherche.
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Chapitre 1. Etude bibliographique

Ce chapitre décrit les thématiques de notre travail notamment, la présentation de la famille
des Euphorbiaceae y compris le genre Euphorbia, les espéces étudiées, les radicaux libres, les
polyphénols (structures, propriétés, capacité biologique, extraction des polyphénols et les
solvants d’extraction), ainsi les techniques spectrophotométriques de quantification,

séparation et d’identification des polyphénols.

1. Présentation de la famille des Euphorbiacées

La famille des Euphorbiaceae comprend plus de 300 genres, environ 8000 especes
(Bruneton, 2005; Frohne et al., 2009). Cette famille est connue par une hétérogénéité
morphologique importante qui rassemble a la fois de petites herbes jusqu’a de grands arbres,
des lianes, des arbustes aphylles et parfois méme des espéces cactiformes adaptées a la vie
désertique (Frohne et al., 2009). De plus, les Euphorbiacées sont des végétaux CAM qui
vivent principalement en regions arides et semi- arides ou sont épiphytes en région tropicale

et subtropicale (Meyer et al., 2004).

1.1. Position systéematique

La classification botanique est une discipline en perpétuelle évolution. La systématique
classique établit par les auteurs ; Takhtajan russe, Cronquist et Thorne, botanistes américains,
et Dahlgren, botaniste danois ne sont pas exactement les méme. La classification basée sur le
traitement informatique des caracteres morphologiques pour réaliser des arbres phénétiques
ou phénogrammes est un outil faible aussi puisque elle établit des groupes basés sur des
ressemblances. Ainsi, la méthode dit cladistique proposé par Willi Hennig vers 1950 ne
bouleverse pas complétement la systématique classique. Actuellement, la systématique
botanique s’appuis sur les travaux de I’APG (I’Angiosperm Phylogeny Group) sur les plantes

a fleurs et sur les plantes sans fleurs (Reynaud, 2011).

Les modifications apportées aux différents systémes de classifications ne I’étaient

véritablement qu’en amont de ’ordre des Euphorbiaceae (Spichiger, 2004). Selon Dupont et
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Guignard (2012), la classification APG3 montre que la famille des Euphorbiaceae appartenait

a:

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement: Angiosperme
Classe: Fabidees

Ordre: Rosidées

Sous ordere: Malpighiales

Famile: Euphorbiaceae

1.2. Utilisation d’Euphorbiaceae

La famille des Euphorbiaceae offre des plantes de différents usages, notamment:

1.2.1. Des plantes d’intérét économique

Notamment, Hevea brasiliensis (I’arbre a caoutchouc) est la source principale de
caoutchous naturel. Aleurites moluccana (le noyer des Moluques) et A. fordii (I’aleurite)
fournissent 1’huile de tung et d’autres huiles utilisées dans I’industrie des peintures et vernis.
L’espéce Sapium sebiferum (I’arbre a suif) fournit un suif et une cire végétale. L’espéce
Euphorbia spp. (des euphorbes) fournissent des hydrocarbures semblables a ceux du pétrole
(Judd et al., 2002). L’espéce Ricinus communis L. dont les graines fournissent une huile,

matiére premiére pour la synthése de polymeres et de surfactant.

1.2.2. Des plantes d’intérét alimentaire

Les racines tubéreuses de Manihot esculenta (manioc, cassava et yucca) sont une source
importante d’amidon dans les régions tropicales. Les feuilles de Cnidoscolus chayamansa
sont consommables et les fruits d’Antidesma bunius sont comestibles aussi (Judd et al.,
2002).

1.2.3. Des plantes d’intérét ornementale

Certaines espéces sont ornementales comme Euphorbia Jatropha, Euphorbia codiaeum et
Euphorbia acalypha (Judd et al., 2002).
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1.2.4. Des plantes d’intérét médicinal

D’autres especes souvent utilisée dans les systemes traditionnels de médecine comme
Phyllanthus fusco- luridus Mill s’emploie contre la dysenterie et la diarrhée. L’espéce

Phyllanthus madacascariensis mull est un remede contre la syphilis (Decary, 1966).

1.3. Chimie des Euphorbiaceae

Les composés chimiques des especes d’Euphorbiaceae sont variables on cite les

alcaloides, di ou tri-terpénes, tannins et glucosides cyanogénétiques (Judd et al., 2002).

1.4. Toxicité des Euphorbiaceas

Un grand nombre d’especes de cette famille sont dangereuses. Certaines sont urticantes
(Caperonia, Dalechampia, Platygyna, Tragia, etc.), d’autres trés toxiques: Ce SONt,
majoritairement des Crotonoideae (Aleurites, Croton) (Bruneton, 2005). Maprouneu afiicana,
Maprouriea nzeinbranacea et Spondianthus preussii possédent des triterpenes tétracycliques
trés oxygénés de la série des Cucurbitacines. Ces substances sont tres toxiques (Tessie et al.,
1975). Les cardénolides chez les Euphorbiaceae sont des glycosides trés toxiques d’un type de
stéroide a 23 carbones (Judd et al., 2002). En outre, Cette famille élaborent souvent du latex

laiteux ou coloré; généralement toxiques.

1.5. Le genre Euphorbia

Le genre Euphorbia est le plus diversifié de la famille des Euphorbiaceas (Ozenda, 2004;
Spichiger, 2004) et comprend de 2000 especes (Judd et al.,2002; Tanveer et al. 2013). Ce
vaste genre compte des espéces diversifiées morphologiquement ; annuelles, vivaces,
herbacées, d’arbustes et de nombreuses plantes succulentes ressemblant, a premiére vue, a des

cactees (Frohne et al., 2009).

D’aprés Quezel et Santa (1963) et Ozenda (2004) 17 espéces de ce genre sont trouvées en
Algérie : E. granulata Forssk, E. chamaesyce L., E. echinus Hook fil. et Coss., E, guyoniana
Boiss. et Reut., E. calyptrata Cosson et DR., E. retusa Forssk., E. dracunculoides Lam. ssp.
flamandi (Batt), E. dracunculoides Lam. ssp. inconspicua (Ball.), E. dracunculoides Lam.

ssp. glebulosa (Cosson et DR.), E. pubescens Vahl., E. peplus L., E. terracina L., E.
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helioscopia L., E. sanguinea Hochst. et steud., E. atlantica Coss., E. akenocarpa Guss., E.
nicaensis All., E. pithyusa L., E. paniculata Desf.

1.5.1. Propriétés pharmacologiques du genre Euphorbia

Le genre Euphorbia est riche en propriétés pharmacologiques, le tableau 1 présente

certaines usages et propriétés pharmacologiques de quelques espéces de ce genre.

Tableau 1. Usages et propriétés de quelques especes du genre Euphorbia

Espece Usages et propriétés Références

Euphorbia granulata Forssk.  Effet antibactérien (Awaad et al., 2017)
Euphorbia helioscobia L. Effet antibactérien (Awaad et al., 2017)
Euphorbia hirta Linn. Effet antibactérien (Awaad et al., 2017)
Euphorbia hirta Linn. Effet antiplasmodique (Ajayi et al., 2017)
Euphorbia neriifolia L. Le latex d’E. neriifolia est (Prashant et Shital, 2017a)

utilisé comme laxatif, purgatif,
rubefiant, carminatif et
expectorant. anti-arthrite, anti-
cancérogene et antidiabétique.
Euphorbia tirucalli L. Le latex de E. tirucalli est
vésicant et rubéfiant qui est ( Prashant et Shital, 2017Db)
utilise ~ pour  rhumatismes,
verrues, toux, asthme, mal aux

oreilles, mal aux dents et

névralgies.
Euphorbia retusa Forssk. Antibactérienne (Abdallah, 2015)
(Hammiche et Maiza,
2006)

Euphorbia ebracteolata Effet insecticide, elle est (Wang et al., 2013)
Hayata. principalement utilisée pour

traiter la scrofule.
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1.5.2. Chimie du genre Euphorbia

Toutes les especes d’Euphorbia possédent un latex blanchatre qui se caractérise par la
présence de graines d’amidon de forme particuliére, en batonnet, ce latex riche en tri-terpenes
tétracycliques ou pentacycliques ; euphol, tirucallol, butyrospermol, euphorbol, corollatadiol,
lanostérol, lanosténol, cycloarténol, CH2-24 cycloartanol ( Frohne et al., 2009).

1.5.3. Etudes phytochimiques antérieurs sur le genre Euphorbia

De nombreuses ¢études phytochimiques et pharmacologiques font I’objet du genre
Euphorbia. Particuliérement sur 1’isolement et la caractérisation d’un grand nombre de

meétabolites secondaires (tableau 2).
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Tableau 2. Composition phytochimique de quelques espéces d’Euphorbia

Classe Espece
phytochimique

Constituants identifiés

Références

Flavonoides Euphorbia guyoniana Quercetine-30-B-D-

Boissier & Reuter

Euphorbia neriifolia L.

Triterpenoids Euphorbia retusa Forssk.
Acides Euphorbia hirta L.
Phénoliques

Diterpénes Euphorbia lathyris

glucuronide,
kaempferol-30-B-D-

glucuronide

Neriifoliol,  Quercetin,
Rutin et cycloartenol 2-
(3,4-dihydroxy-5-
meéthoxyphenyl)

3,5-dihydroxy-6,7-
diméthoxychroméne-4-

one

palmitate  de  multi
fluorényle et 24
méthylene cycloartenol.
Acide syringique, acide
chlorogenique et acide
caféique

Euphorbia factors Li-Ls,
L7a et Ls.

(Smara et al.,
2014)

(Prashant et
Shital, 2017a)

Sharma et
Janmeda, 2017

Haba et al., 2009

Piéro-Jabrucka et
al., 2011

Hou et al., 2011
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2. Les espéces étudiees

2.1. Euphorbia retusa Forssk, Synonyme : E. cornuta Persoon (Le Floc’h et al., 2010)

L’aire de répartition et habitat

Espece endémique du Sahara et Sahara sindienne, répondue dans les péaturages
désertiques, commune au Sahara septentrionale et rare dans le Sahara centrale (Quezel et
Santa, 1963).

Les critéres morphologiques

Plante herbacées (Quezel et Santa, 1963) (figure 1 a). Feuilles longuement atténuées en
pointe, denticulées dans toute leur moitié supérieure, et élargies en cceur a la base (Ozenda,
2004). Capsule large de 4 a 5 mm, présentant une construction annulaire vers son milieu
(Quezel et Santa, 1963) (figure 1 c). Caroncule de 4 a 5 cOtes épaisses (Quezel et Santa, 1963;
Ozenda, 2004). Graines lisses (figure 1d).

2.2. Euphrbia granulata Forssk.Variété genuina.

L’aire de répartition et habitat

Plante Saharo-arabique, Saharo-sindienne, commune aux Sahara septentrional et
central répandue dans les sols sableux (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2004; Benchelah et
al., 2000; Sahki et Sahki Boutammine, 2004).

Les critéeres morphologiques

Plante annuelle étalée en cercle sur le sol (Sahki et Sahki Boutammine, 2004) (figure 2
a). Racine pivotante. Tiges trés rameux (Benchelah et al., 2000) (figure 2 b). Feuilles
opposées, a bords entiers, ovoides (Sahki et Sahki Boutammine, 2004). Fleurs petites a
’aisselle des feuilles a cyathe d’un rouge carminé, bordées d’une aile membraneuse blanche
(Quezel et Santa, 1963; Ozenda, 2004; Benchelah et al., 2000 ; Sahki et Sahki Boutammine,
2004) (figure 2 d). Graines quadrangulaires portant de petits tubercules et dépourvues de
caroncule (Sahki et Sahki Boutammine, 2004).
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Figure 1. Euphorbia retusa. a: Plante entiére,b : ramification, c: capsules,

d: graines. (Photo originale).

Figure 2. Euphrbia granulata. a : Plante entiére, b : ramification, c : capsules,

d : cyathe (Lahmadi S. 2016).
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3. Les radicaux libres

3.1. Le stress oxydant et les radicaux libres

Le stress oxydant se définit comme etant un déséquilibre dans la balance
antioxydants/prooxydants et par conséquent une perturbation des métabolismes ou la cellule
ne contréle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques (Favier, 2003; Syed,
2015, Borg et Reeber, 2008). Cette production excessive des radicaux libres provoque des
Iésions directes de molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides
membranaires, des glucides), mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique
et mutagene des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003 ;
Haleng et al., 2007). Par ailleurs, un radical libre est défini comme une molécule possedant un
ou plusieurs électrons libres. Cet électron libre rend trés reactive. La membrane
mitochondriale et le réticulum endoplasmique (les microsomes) sont les principaux sites de
production des radicaux libres. Ainsi, les oxydases au sin de I’organisme peuvent étre

¢galement a ’origine de radicaux libre (Borg et Reeber, 2008).

3.2. Principaux radicaux libres

On peut distinguer deux groupes de radicaux libres ; les radicaux primaires et les
radicaux secondaires ou ces derniers se forment par la réaction des radicaux primaires sur les
composeés biochimiques de la cellule. Les radicaux primaires dérivent de I'oxygene par des
réductions a un électron tels I'anion superoxyde O™, le radical hydroxyle OH", de l'azote tel le
monoxyde d'azote NOe. D'autres especes dérivées de l'oxygéne dites especes actives de
l'oxygéne, comme l'oxygéne singulet 'O, le peroxyde dhydrogéne (H202) ou le
nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi des réactives et
peuvent étre des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygene ERO ou ROS (reactive oxygen
species) (figure 3) (Favier, 2003).

3.3. Les moyens de défense contre les radicaux libres
Dans le cas d’une production physiologique de radicaux libres, I’organisme

dispos d’un systéeme efficace de protection qui lui permette de lutter contre les ERO. Ces

systemes de défenses caractérisés par des mécanismes d'antioxydation a savoir des
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mécanismes endogénes de nature enzymatique notamment les superoxydes dismutases (SOD)
et les glutathion peroxydases (GPxs). Les mécanismes exogénes non enzymatique tel que le
glutathion et les protéines-thiols, la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, le coenzyme

Q10, I’acide urique, la bilirubine et les polyphénols (Haleng et al., 2007) (figure 3).

le' O (oxygeéne fondamental)

MPO
-SOD, VitC

peroxyde'd "hydrogéne

anion superoxyde acide hypbchloreux

(eau de Javel)

Vzt C, flavonoldes,

catal
GSH
ferritine, transferrine)
igents chélateurs

rndlcal hydroxyle

1
oxygene singulet acide urique, Vit C, GSH K
* Vit E, Se-GPx, ubiquinone

lipoperoxydes

P —caroténe

Figure 3. Apercu des différentes espéces réactives de I'oxygene ERO et des antioxydants

régulateurs de leur production (Haleng et al., 2007).

4. Les composés phénoliques

Le métabolisme chez les plantes peut étre subdivisé en métabolites primaires (glucides,
acides aminés, lipides et acides nucléiques) et en métabolites secondaires. Les métabolites
primaires sont a la base de la machinerie moléculaire de toutes cellules et les métabolites
secondaires sont des molécules synthétiques ne peuvent se rencontre dans des tissus
spécifiques, ou a des stades du développement particuliers (Hopkins, 2003). Par ailleurs, les
métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés dont les trois
principales classes sont les composes phénoliques, les alcaloides et les terpénes (Macheix et
al. 2005).

De méme, les composes phénoliques sont tres diversifiés. 1ls sont caractérisés par

la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant plusieurs fonctions hydroxyles
OH (Macheix et al., 2005).
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4.1. Biosynthese des composes phénoliques

Les acides aminés aromatiques, phénylalanine et tyrosine sont a I’origine de la
formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux. Ils sont formés par la
voie de I’acide shikimique a partir de sucres simples, suivi par la désamination de la
phénylalanine a T’acide cinnamique qui est directement a I’origine de la séquence
biosynthétique des composés phénolique par la voie des phénylpropanoides (Macheix et al.
2005) (Figure 4).

Voie des Glycolyse
pentoses l
Erythose-4- @ @ -énol pyruvate
\ J
I’ _——7 Acide protocatéchique

’ Voie de I’acide shikimique ‘ 9 :
— Acide gallique |—> Tanins

l B hydrolysable
Acide 4 — OH- cinnamique Coas

CS )
(Acide B- coumarique) ‘ . . N
Phénylalanine \

l —> Alcaloides
Trypotophane ~ Acide 3-indole-

Coumatine Acide cinnamique acétique (IAA)

Acide B- coumarique

!

Acide férulique

!

Lignine

Figure 4. La voie du shikimate est au centre de synthése de divers métabolites primaires et

secondaires. PAL=phénylalanine ammonialyase. CS=chalcone synthase (Hopkins, 2003).

4.2. Principales classes des composés phénoliques

La complexité des différents composés phénoliques présentent chez les végétaux
(complexité du squelette de base, degré de modifications de squelette et les liaisons possibles
de ces molécules de base avec d’autres molécules tel que les glucides, lipides, protéines et
autres métabolites secondaires) implique de regrouper ces composés en de nombreuses

classes. Selon la forme de la structure chimique, les composés phénoliques peuvent étre
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classés en deux groupes (La forme phénolique simple et la forme phénolique condensée)
(Macheix et al., 2005).

4.2.1. Les formes les plus simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques
allant du simple phénol en C6 aux flavonoides en C15 et & des molécules proches (Macheix et
al., 2005).

a. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques possédent une forme
chimique simple allant du simple phénol en C6. Parmi les acides phénoliques les plus connus:

les acides hydroxybenzoigues, les acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005).
Les acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de I’acide benzoique et ont une
formule de base de type C6-C1. Les principaux hydroxybenzoiques (p-hydroxybenzoique,
protocatéchine, vanillique, gallique, syringique, salicylique, gentisique) (Macheix et al., 2005)
(Figure 5).

RZ Rl Ri=R,=R;=R;=H  Acide benzoique (non phénolique)

Ri=R,=R;=H,R;=0H Acide p-hydroxybenzoique
R,=R,=H=,R,=R;=OH Acide protocatéchique
R,=R,=H=,R,= OCH;, R;=OH Acide vanillique
R,=H,R,=R;=R;=0H Acide gallique

R, COOH R,=H, R,=R, = OCH;, R;= OH Acide syrinegique
R, = OH, R, = R;= R;= H Acide salicylique
R, = R;= OH, R, = R;= H Acide gentisique

Figure 5. Acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2005).

Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont dérivés de I’acide cinnamique et
représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6-C3). Les principaux
hydroxycinnamiques (p- coumarique, caféique, férulique et sinapique) (Macheix et al., 2005)
(Figure 6).
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Ri=R,=R;=H  Acide cinnamique (non phénolique)

R L COOH R,=R,=H,R,=0O H Acide p-coumarique
1 R=R,=0H=,R;=H Acide caféique
R;=0CH;,R,=0H,R;=H  Acide furélique
R,=R;=0CH; , R=0H Acide gallique
RZ
R,

Figure 6. Acides hydroxycinnamiques (phénylpropanoides) (Macheix et al., 2005).

b. Les coumarines

Les coumarines sont dérivées de 1’acide hydroxycinnamique par cyclisation
interne de la chaine latérale. Les principaux coumarines ( Umbelliféerone, esculétine et
scopolétine) (Figure 7) (Hopkins 2003; Macheix et al., 2005).

)
: : : O on : : : $

(6] (6]

Coumarine Umbeliférone

H,CO
0
OH

0]

Scopolétine
Figure 7. Les principales coumarines (Macheix et al., 2005).

c. Les flavonoides

a- Biosynthese

Les flavonoides sont composés de trois cycles, nommés A, B et C. Le cycle B et
le cycle C sont issus de la voie de I’acide shikimique via la phénylanine et I’acide p-
coumarique. Les six atomes de carbone du cycle A dérivent de 1’acide malonique, sous la
forme d’un complexe malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA). L’enzyme clé est la chalone
synthase (CHS) qui provoque la condensation séquentielle de trois molécules de malonyl-
CoA et d’une molécule de p-coumarique, formant de la naringénine-chalcone (Hopkins,

2005).

.
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b- Structure chimique et classification

Les flavonoides sont des dérivés de I’enchainement benzo-y-pyrone (Ghedira,
2005) (Figure 8). Selon la nature de différentes substitutions présentes sur les cycles de cette
molécule et leur degré de saturation, il existe plusieurs classes de flavonoides notamment: les
flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanes, les isoflavones, les chalcones et les
anthocyandines (Figure 9) (Macheix et al., 2005).

Figure 8. Structures de I’enchainement benzo-y-pyrone (Ghedira, 2005)
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Figure 9. Les principales classes de flavonoides (Macheix et al., 2005).
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c- Intérét biologique des flavonoides

Les flavonoides jouent un role primordial dans la croissance des plantes comme
le kaempferol et la quercitrine. De plus, ils sont également importants dans la pigmentation
des organes végétaux, dont les flavonoides les plus colorés sont les anthocyanidines et les
anthocyanes. Pratiquement tous les flavonoides, spécialement les flavones et les flavanols,
absorbent fortement les rayons ultraviolets UVB. lls attirent les insectes pollinisateurs. En
outre, les flavonoides présentent des activités antioxydantes, antimicrobiennes,
antiallergiques, anti-ulcérogenes, antihépatotoxiques et antifongiques (Ghedira, 2005). Les
flavonoides sont trés utilisés en systématique des plantes (Judd et al., 2002).

4.2.2. Les formes condensées

Ces composés résultent généralement de la condensation de certaines des formes
simples précédemment évoquées. Cependant, les formes condensées exigent une dégradation
chimique ou enzymatique pour les étudier. Les deux grands groupes de formes phénoliques

condensees : les tannins et les lignines (Macheix et al., 2005).
Les tannins

Le terme tannin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux d’animaux. Ces composantes contiennent des dérivés
phénoliques qui se lient aux protéines. On distingue deux catégories de tanins: les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Hopkins, 2005).

Les tannins hydrolysables: ils sont des sources industrielles abondantes chez les
dicotylédones et certains arbres (Macheix et al., 2005). La structure de ces composantes est
constituée d’un glucide, habituellement le glucose, dont un radical hydroxyle forme une
liaison ester avec 1’acide gallique. Les résidus d’acide gallique se lient entre eux pour former
un grand polymere réticulé (Hopkins, 2005). La forme simple de tannins hydrolysables est le

penta-galloylglucose (figure 10).

0
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Figure 10. Le penta-galloylglucose (Macheix et al., 2005)

Les tannins condensés: ils sont des oligoméres ou des polyméres de flavane-3-ols
(éventuellement de flavane-3,4-diols) dérives de la (+) catéchine ou de ses nombreux
isomeres (Macheix et al., 2005). Les liaisons entre les flavonoides ne sont hydrolysables mais

peuvent étre oxydees par les acides forts libérant des anthocyanidines (Hopkins, 2005).
La lignine

La lignine est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois
secondaires des tissus conducteurs (bois), ¢’est un polymeére fortement ramifié, formé par trois
alcools phénoliques simples: I’alcool p-coumarylique, 1’alcool coniférylique et I’alcool

sinapyligues sous I’action des peroxydases et/ou des laccases (figure 11) (Hopkins, 2005).
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Alcool p-coumarylique Alcool coniférylique Alcool sinapylique

Figure 11. Les trois monolignols déerives des acides hydroxycinnamique (Hopkins, 2005).
4.3. Principales potentialités biologiques des composés phénoliques

4.3.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composes chimiques présents dans I'organisme adaptés
a la modulation de l'oxydation des biomolécules (Syed, 2015). Les antioxydants peuvent étre
classés selon leurs modes d’actions tels que : I’interruption de la chaine de propagation des
réactions radicalaires par chélation des métaux de transition, désactivation des especes
oxygénées réactives, inhibition de I’activité des enzymes de peroxydation et abaissement de la
pression partielle de I’oxygene (Fidelis, 2001). En outre, la classification des antioxydants est
divisés selon leurs origines en deux types d’antioxydants; endogenescomme les
enzymatiques notamment : la catalase, la glutathion peroxydase et le superoxyde dismutase.
Par contre les antioxydants exogenes (nutritionnels) sont présentés par les vitamines
(vitamine A, E, et C), les oligo-éléments (le sélénium, le cuivre, le zinc) et les polyphénols
(Desmier, 2016). Particulierement, la nature de la chaine substituée de cycle benzénique des
polyphénols confére a la fonction phénol un caractére plus acide que les groupements alcool :
elle donne donc facilement un proton H* pour former 1’ion phénoxy. Cette propriété chimique
donne aux composés phénoliques leur caractere antioxydant. En perdant un hydrogéne au
profit des lipides LOO®, ils les stabilisent sous forme d’hydroperoxydes LOOH et inhibent les

réactions de propagation de la chaine d’oxydation. (Fidelis, 2001).
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LOO° +A-H =LOOH +A°

Les polyhénols sont d’excellents piégeurs des ERO et de trés bons chélateurs des
métaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng et al., 2007). Les polyhénols grace a
leur propriété antioxidante jouent un réle dans la santé humaine soit en tant que composants
de la ration alimentaire, soit en entrant dans la composition de médicaments ou bien dans
’utilisation en agroalimentaire. Cependant, ils interviennent dans le végétal lui-méme pour
neutraliser les radicaux libres formés a la suite de stress. Ainsi, les flavonoides participent a la
régulation de 1’état d’oxydation a I’intérieur de la mitochondrie, ils interviennent aussi dans
I’expression de génes codant certaines superoxyde-dismutantases mitochondriales, enzymes

protectrices de dégrader ’anion superoxyds (Macheix et al., 2005).
a- Méthode d’évaluation de ’activité antioxydante

Selon Tel et al. (2012), la composition chimique complexe des extraits végétaux
implique d’utiliser différentes méthodes in vitro pour évaluer les activités antioxydantes,

parmi ces méthodes:
» Meéthode de piégeage du radical DPPH

Le DPPH’ ou (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable de couleur
bleue présente une intense coloration violette a température ambiante, qui disparait au contact

d’une substance donneuse de protons selon la formule suivante (1):
DPPH" + AH — DPPH-H + A’

C’est une méthode rapide (Kalidindi et al., 2015) qui mesure I’intensité de la
coloration par spectrophotométrie. Cette intensité est proportionnelle avec la capacité a piéger

le radical libre et par conséquent le potentiel antioxydant (Oztiirk et al., 2007; Ullah, 2017).
» Méthode du pouvoir réducteur des ions ferriques et chélation des ions ferreux.

L’activité réductrice du fer est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre
Iextrait et les ions métalliques de transition du fer. La coloration de la solution change d’un
jaune au vert tout dupant du pouvoir de la réduction de I’extrait testé (Saeed et al., 2012). En
effet, le KsFe(CN)s fournit des ions Fe** qui seront réduits par la capacité de ’extrait de

plantes a céder des électrons :

Extrait (antioxydants) + Fe>* —————»  Extrait (antioxydants) + Fe?*

-
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En outre, la capacité chélatrice est basée sur I’inhibition de la formation du
complexe Fe(ll)-Ferrosine aprés le traitement des échantillons avec les ions Fe? (Labed,
2015).

» Meéthode de blanchiment de la B-caroténe

La méthode du blanchiment de la B-carotene est utilisée pour évaluer le potentiel
d’un extrait a neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique qui attaquent
simultanément le PB-caroténe et ayant comme résultat le blanchiment du B-caroténe et la

disparition de sa couleur orange (Djeghim, 2016).
» Méthode de PABTS

L’activité antioxydante d’un produit est déduite de sa capacité a neutraliser le
radical ABTS™, obtenu a partir de ’ABTS: sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis- (3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).

L’obtention du radical cation résulte du contact de I’ABTS généralement avec la
présence de persulfate de potassium qui donne une solution d'une couleur bleu intense (Re et
al., 1999).

» Méthode du CUPRAC

Le test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre CUPRAC (cuivrique
Réduire Antioxidant Capacity) est une méthode de mesure du potentiel antioxydant utilisée
généralement pour les polyphénols et les vitamines C et E Apak et al. (2004). Le principe de
ce test est basé sur la réduction de Cu®* en Cu* en présence des antioxydants et de
Néocuproine (2,9-diméthyl-1 ,10-phénanthroline) (Tel et al., 2012).

a- Autres méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Il existe d’autres méthodes d’évaluation de I’activité antioxidante notamment,
’activité totale, I’activité d’absorption des radicaux d’oxygene (test ORAC : Oxygen Radical
Absorbance Capacity), le test TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter) et
HORAC (Assay Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity).

<
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Activité antimicrobienne

Les polyphénols presentent une activité antimicrobienne et antifongique importante
(Hopkins, 2005). En effet, certains composés comme le catéchine, la quercetine et l'acide
gallique sont dotés d’un effet important sur les souches E. coli, P. aeruginosa et S. aureus
(Ksouri et al., 2009). Par ailleurs, les composés phénoliques et les quinones qui en dérivent
par oxydation peuvent se lier aux protéines et bloquent ainsi les activités enzymatiques des
micro-organismes (Macheix et al., 2005).

4.3.2. Activité antivirale

Les polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés antivirales, en particulier, I’acide
salicylique joue simultanément un réle important comme messager intracellulaire déclenchant
I’induction de ’ensemble des mécanismes qui permettent a la plante de se défendre vis-a-vis
des virus comme la mosaique du tabac (Macheix et al., 2005). Par ailleurs, les polyphénols
de Centaurea aegyptiaca L. présentent une activité antivirale contre le virus de 1’hépatite A
(HAV) (Omar Bakr et al., 2016). Certains flavonoides tels que le catéchine, la strictinine

inhibent 1” activité du virus de ’influenza (Chen et al., 2015).

4.3.3. Activité anti-inflammatoire

Différents travaux  ont montrés I’activité anti inflammatoire des composés
phénoliques (lbrahim Elshamy et al., 2017). Des proprietés anti-inflammatoires sont
attribuées au flavonoide epigallocatechin-3- gallate (EGCG) (Im et al., 2012), au lipide
phénolique (LDT11) (De Souza et al., 2018) au kaempférol (Wang et al., 2013) et au acide
acetylsalicyliqgue (Nauman et al., 2018).

4.3.4. Activité anticancéreuse

Certaines molécules phénoliques d’origine végétale comme les phytoestrogenes des
Iégumineuses ayant des activités anticancéreuses (Macheix et al., 2005). En outre, Des études
in vitro ont permis de montrer que les acides phénoliques tels que I’acide caféique diminuent
la prolifération des cellules cancéreuses de HelLa (The human cervical cancer cell line, HelL.a)
(Ye et al., 2010). Autres résultats suggérent que epigallocatechin-3-O-gallate EGCG
empéchent les récepteurs épidermiques (EGFR) responsables de P’activité de la tyrosine
kinase (Filippi et al., 2017).

-
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4.3.5. Activité photoprotective

Pratiquement tous les flavonoides, spécialement les flavones et les flavanols,
absorbent fortement les rayons ultraviolets UVB (Macheix et al., 2005). L’activité
photoprotective c’est la capacité d’un produit a protéger la peau contre les rayonnements
UVB et UVA. Cette activité est déterminée par le facteur de protection solaire (FPS) ou SPF
(Sun Protection Factor) qui indique le niveau de protection des produits contre les dommages
induits par les UVB, principalement contre le coup de soleil (Afssaps, 2011). De plus, le
facteur de protection solaire est un indice qui permet de classer les produits de protection
solaire en quatre catégories (tableau 3). Ainsi, plus I’indice FPS est élevé plus la protection
solaire contre le coup de soleil est importante (Mbanga et al., 2014).

Tableau 3 : Les differentes catégories de protection solaire (Schalka et Reis, 2011)

Catégorie Facteur de Protection Solaire FPS
Faible protection 2-15
Moyenne protection 15-30
Haute protection 30-50
Trés haute protection >50

La relation entre la protection contre les UVB et le FPS

L'indice de protection est aussi le rapport entre la dose d'UV nécessaire pour obtenir un coup
de soleil avec et sans la creme solaire. Techniquement, en exposant expérimentalement la
peau a un rayonnement constant dans le temps, si une personne développe un coup de soleil
au bout de dix minutes sans protection, alors un FPS égale a 30 signifie qu’il faudra trois cent
minutes (soit trente fois dix minutes ou cing heures) pour obtenir le méme coup de soleil avec

ce produit de protection solaire ( Brunet, 2014) ( tableau 4).

-
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Tableau 4 : Relation entre le FPS et la protection contre les UVB (Brunet, 2014)

Valeur de I’indice FPS % d’UV non arrétés % d’UV arrétés

6 1/6 soit 16 83%

10 1/10 90%

15 1/15 94%

20 1/20 95%

25 1/25 96%

30 1/30 97%

50 1/50 98%

50+ 1/50 + soit + 2% + 98%

4.3.6. Autres activités biologiques

I1 existe d’autres méthodes d’évaluation de I’activité biologique telles que I’activité anti-
diabete, I’activité cardio-protectrice, I’activité antiallergique et I’activité antiulcérogene

(capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents ulcérogenes).
4.4, L’extraction des poyphénols par les solvants

4.4.1. Extraction

L’extraction des polyphénols est une opération qui consiste a séparer certains
composés vegetaux a fin d’isoler et d’analyser ce produit. L organisme peut étre solide ou
liquide et le produit d’extraction est un liquide (solvant). Donc selon I’opération de transfert
de masse d’un organisme on peut déterminer deux types d’extraction : extraction solide-

liquide et extraction liquide-liquide (Oueslati, 2013).

Il existe plusieurs méthodes d’extraction des composés phénoliques par solvant
notamment, la macération, la percolation, la décoction, extraction par soxhlet, extraction
assistée par ultrason, extraction assistée par micro-ondes, extraction par ultrasons, extraction

sous haute pression hydrostatique, extraction par fluide supercritique ou par eau sous critique

]
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(Bimakr et al., 2010; Chaisawangwong et Gritsanapan, 2009; Goga, 2012; Tunchaiyaphum et
al., 2013; Vidic; 2014). Par ailleurs, les facteurs influengant sur ’extraction des composes
phénoliques sont des facteurs liés :

-
1

Au solvant (la nature chimique du solvant et la concentration du solvant organique) ;

N
1

A la méthode d'extraction employée (la température, le temps d'extraction et le nombre de
cycles d'extraction) ;
3- A TI’échantillon (stade de développement végétatif, la taille des particules et le type

d’organe).

o
[}

rapport masse de I’échantillon /volume du solvant.
(Baldosano et al., 2015; M’Hiri, 2015; Sardsaengjun et Jutiviboonsuk, 2015).

4.4.2. Les solvants d’extraction

Les solvants sont des produits chimiques liquides capables de dissoudre, de diluer et
d’extraire d’autres substances en formant une solution homogene sans les modifier ni se
modifier eux-mémes (INRS, 2010).

L’utilisation des solvants

Les solvants sont utilises comme des dégraissants, des adjuvants, des diluants, des décapants
et des purifiants. De plus, les solvants sont utilisés aussi dans I’extraction, la séparation et la
purification des substances (INRS, 2005).

Propriétés physico-chimique des solvants

Les propriétés physico-chimiques des solvants sont différentes: polarité, densité, point
d’ébullition, tension de vapeur, chaleur de vaporisation, taux d’évaporation, viscosité, tention
superficielle, parametre de solubilité, indice kauri-butanol (KB) et constante déilictrique
(Patrascu, 2010). Il sont reliées étroitement a la performance technique et déterminent les

types d’utilisation industrielle des solvants et leur mise en ceuvre.
Classification des solvants selon leur structure moléculaire

1- Les solvants protiques polaires (également appelés solvants protogénes): ils peuvent

former des liaisons hydrogénes notamment ; I'eau, le méthanol, I'éthanol ;

-
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2- Les solvants aprotiques polaires : possédant un moment dipolaire non nul et dénué
d'atomes d'hydrogénes susceptibles de former des liaisons hydrogénes : par exemple,
I'acétonitrile (CH3CN), le diméthylesulfoxyde (DMSO, (CH3)2SO);

3- Les solvants aprotiques apolaires : possédant un moment dipolaire permanent comme

le benzéne et les hydrocarbures.
(INRS, 2005; INRS, 2010)
Classification des solvants selon leur composition

1- Les solvants inorganiques : ce sont des molecules ne contiennent pas de carbone,
notamment ; l'eau, les solutions aqueuses contenant des additives (tensioactifs,
solution tampon...) et l'acide sulfurique concentré ;

2- Les solvants organiques : les solvant organiques sont des molécules qui contiennent au
mois un atome de carbone dans leur structure moleculaire. 1ls sont clasés en 3 familles

- Les solvants hydrocarbures: on distingue les hydrocarbures aliphatiques, les
hydrocarbures aromatiques et les mélanges pétroliers complexes ;

- Les solvants oxégenés (les alcools ; les cétones ; les estérs, les éthers, les éthers de glyco,
les acides, DMF, DMSO et HMPT).

- Les solvants halogénés: les hydrocarbures halogénes, perchloroéthyléene,
trichloréthylene, dichlorométhane, chloroforme, tétrachlorométhane (nocifs pour la

couche d'ozone).

Il ya aussi d’autres solvants qui ont un usage industriel moins important comme les

hydrocarbures azotés ( amides, amines....) et agrosolvants.
(INRS, 2005; INRS, 2010).
4.5. Quantification, séparation et identification des poyphénols

4.5.1. Technique spectrophotométrique

La techniques utilisées pour la détermination quantitative des polyphénols est le
spectrophotométrie (UV - visible) . Cette technique consiste a mesurer la densité optique
d'une substance chimique donnée en solution ou I’absorbance de la lumiére est en fonction de
la concentration d’extrait (Muanda, 2010). Par ailleurs, le dosage des composés phénoliques
donne une estimation rapide de la teneur en phénols totaux. Ce dosage est varié selon la classe

des polyphénols a analysée ( Machiex et al., 2015). En effet, le réactif Folin-Ciocalteu est

-
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utilisé pour la détermination des polyphénols totaux (Singleton et Rossi, 1965). En outre, la
complexation des composés phénoliques avec les ions d’aluminium Al est utilisée pour la

détermination des flavonoides (Oztiirk et al., 2007).

4.5.2. Technique chromatographique

La chromatographie est une methode physique de séparation et d'analyse quantitative
et qualitative des composés basée sur les différences d'affinités des substances a analyser a
I'égard de deux phases, I'une stationnaire ou fixe et l'autre mobile . Les différents composés de
I’échantillon sont séparés en fonction de leurs vitesses d’adsorption et désorption successive
sur la phase stationnaire, soit de leur solubilité différente dans chaque phase (Dari, 2016). Par
ailleurs, plusieurs techniques chromatographiques ont été utilisées pour la quantification et la
détermination des composes phénoliques. En effet, la séparation et I’identification des
métabolites sur Couche Mince (CCM) et sur colonne sont aussi développées pour 1’analyse
des composés phénoliques, ainsi que la séparation par électrophorese sur papier pevent
donnés un certain intérét pour réaliser une premiére approche qualitative des composés
phénoliques (Macheix et al., 2015). La chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
est la technique la plus performante et la plus rapide pour ’analyse quantitative et qualitative
d’un extrait phénolique complexe. Elle est devenue un outil dominant analytique pour la
séparation et la détermination des composés phénoliques avec différents systemes de
détection a savoir le systéeme de détection d’iode (DAD). A coté de la CLHP, il ya une autre
technique plus performante de séparation des composés phénoliques est 1’électrophorése
capillaire (EC) (Macheix et al., 2015). En outre, la spectrométrie de masse (MS), la
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS ou MS") et la spectrométrie de masse a haute
résolution (HRMS) sont aussi des techniques analytiques utilisées également pour identifier et
élucider les structures chimiques des molécules. Le couplage du CLHP avec MS (LC-MS)
permet la caractérisation des structures complexes comme les procyanidines et confirme ainsi

les hypotheses structurales (Oueslati, 2013).

Une autre technique plus puissante pour la détermination structurale des composés
phénoliques de nombreuses molécules chimiques est la résonance magnétique nucléaire
(RMN). Elle est considérée comme la meilleure technique pour le dépistage des composés
d’un extrait appartenant a des classes variées (Macheix et al., 2015). Les principaux noyaux

étudiés sont le proton tH, le carbone 3C, le phosphore 3P, et 1’azote °N (Oueslati, 2013).

.



Matériel et méthodes

Chapitre 1. Matériel et méthodes

Malgré les recherches considérables réalisées ces dernieres années dans le domaine de
la phytochimie, la valorisation des especes sahariennes utilisees dans la médicine
traditionnelle demeure un challenge. En effet, les études préliminaires sur les polyphénols et
leur pouvoir antioxydant est un point de départ important qui ouvre des horizons scientifiques
dans le domaine médical et pharmaceutique. Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a
évaluer les composés phénoliques et les activités biologiques des extraits d’acétate d’éthyle,
méthanolique et aqueux de la partic aérienne d’E. granulata, des racines, des tiges, des
feuilles, des capsules et des graines d’E. retusa. Par ailleurs, le choix de ces especes est basée
principalement sur le mangue des études algériennes concernant les composes phénoliques et
leurs activités biologiques de ces deux plantes. En effet, dans cette partie expérimentale, deux
axes ont été envisagés: le premier axe concerne d’extraction des composés phénoliques par les
solvants (figure 12) et le deuxieme axe compte une analyse phytochimique des composés
phénoliques: détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux, évaluation
des activités antioxydantes, évaluation du facteur de protection solaire (SPF) et identification

des composés phenoliques par CLHP-DAD (figure 13).
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Euphorbiagranulata Euphorbia retusa

Racines, tiges, feuilles,

/ capsules et graines

Six échantillons
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Figure 12. Diagramme de préparation des échantillons et d’extraction des composeés

phénoliques par les solvants.
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Figure 13. Diagramme des analyses phytochimiques effectuées.
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1. Materiel végetal

Le matériel végétal collecté dans cette étude est constitué par deux especes du genre
Euphorbia a savoir: E.granulata Forssk et E.retusa Forssk. L'identification des especes a été
faite en utilisant deux guides floristiques, 1’un est la flore du Sahara (Ozenda, 2004) et I’autre
c’est le Hoggar: promenade botanique (Sahki et Sahki Boutemmine, 2004). Outre, Madame
Rabia Sahki Boutammine chercheuse a I'Institut National de la Recherche forestiere d'Algérie

(INRF) a confirmé I’identification des espéces choisies.

1. Caractérisation du site de collecte

Les espéces sélectionnées proviennent du périmetre irrigué Lamkimnet de la plaine d’El
Outaya, (un lieu-dit Lahzaima) situé au nord de la wilaya de Biskra (figure 14). La plaine
appartiens a I’étage bioclimatique aride (Bengouga, 2018; Demnati, 2012).

Le prélevement des échantillons des plantes a été effectuée dans deux différents sites
(figure 15) dont, E.granulata a été recueilli de la station expérimentale du Centre de
Recherche Scientifique et Technique sur les Régions Arides de Biskra (CRSTRA) (altitude
197m, latitude 34°55'40.522" Nord, longitude 5°38'52.521" Est) sachant que la plante pousse

sous serre de la tomate.

Par contre les échantillons de I’espéce E.retusa est prélevée dans des peuplements
vegétaux spontanés de la plaine d’El Outaya (altitude 193m, latitude 34°54'21.751" Nord,
longitude 005°38'27" Est).
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Figure 14. Situation géographique de la plaine d’El-Outaya (a : Lahmadi et al., 2017)

(b :Google Earth).
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3. Collecte et preparation des échantillons

La collecte est effectuée en Juin 2016. Les parties végetales utilisées dans cette étude sont
la partie aérienne de la plante E. granulata, les racines, les tiges, les feuilles, les capsules et
les graines d’E.retusa. Notons bien que, la séparation entre les organes d’E. granulata est
difficile a cause de leur taille minuscule. Le matériel végétal est séché a "'ombre dans un
endroit aéré. La durée moyenne de séchage est 7 jours, puis les échantillons séchés sont

broyés et conservés dans des flacons en verre ambré a4 °C.

4. Préparation des extraits

Extraction successive par le systeme Soxhlet

a- Principe

L’extraction a été effectuée par le Soxhlet (figure 16). Ce systeme est composeé d’un
ballon contenant une réserve de solvant d’extraction, ce dernier est porté a ébullition. Le
vapeur de solvant traversent le tube de distillation et condensent au niveau du réfrigérant a
eau, puis ils s'accumulent dans I'extracteur qui porte I'échantillon, suivi par le retour dans le
ballon par un siphon qui aspire la solution de la cartouche. Le solvant peut donc recommencer
un nouveau cycle d’évaporation — condensation. Donc, le principal avantage de cette méthode

est que I’échantillon est continuellement extrait avec du solvant renouvelé (Penchev, 2010).

Réfrigérant

! :
&" S R
Extracteur _—_T -‘h ! md

Ech illon ‘——’flrb— e —— s S—

Solvant

Figure 15. Photo d’un appareil de Soxhlet (Lahmadi S. 2018).
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b- Mode opératoire

L’extraction a été réalisée au laboratoire de phytochimie du CRSTRA. Chaque échantillon
prépare (la partie aérienne d’E.granulata, les racines, les tiges, les feuilles, les capsules et les
graines d’E.retusa) a été extraite successivement par quatre solvants de polarités croissantes.
Tout d’abord on commence par I’hexane (polarit¢é = 0.0) pour éliminer les lipides, les
caroténoides et les chlorophylles (Fellah et al., 2011) dont les extraits d’hexane ne sont pas
pris en considération dans cette étude, suivi par ’acétate d’éthyle (polarité = 4.4), le méthanol
(polarité = 5.1) et enfin 1’eau distillée étant consideré comme le solvant le plus polaire (10.2).
En effet, 20 mg de poudre fine de chaque échantillon est placé dans une cartouche de papier
filtre en présence de 200 ml de solvant. L’extraction est faite a une température de 40°C (pour
ne pas détériorer les molécules) pour une duré de 6 h pour ’hexane et 8h pour les autres
solvants. La solution d’extrait est évaporé sous une pression dans un rota vapeur, les extraits

secs sont recupéres et conserves a l'obscurité a 4°C.

5. Analyse phytochimiques

Les analyses phytochimiques effectués sont le dosage des composés phénoliques, les
activités antioxydantes et le facteur de protection solaire. Ces analyses ont été réalisés au
laboratoire de pharmacologie et toxicologie du Centre de Recherche en Biotechnologie de
Constantine (CRBT) et les absorbances sont lue a 1’aide d’un lecteur de microplaques (Perkin

Elmer,Enspire). Ainsi, toutes les mesures sont répétées 3 fois.

5.1. Dosage des composés phénoliques

5.1.1. Polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des différents extraits est réalisé par la méthode de
Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage adoptée au lecteur
microplaque décrite par Muller et al. (2010). Le réactif de Folin-Ciocalteu est réduit en oxyde
de tungsténe et de molybdene de couleur bleue par les polyphénols. L’intensit¢ de la
coloration bleue est proportionnelle avec le taux des composés phénoliques présents dans le
milieu (Ouaslati, 2013). En effet, une prise de 20 pl de chaque extrait de plante
convenablement dilué est mise dans un eppendorf en présence de 100 ul du réactif de Folin-

Ciocalteu, (Folin-Ciocalteu 10 fois dilue dans 1’eau distillé) et 75 pl d’une solution de
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carbonate de sodium Na.COs (7.5%) (7.5 g de carbonate de sodium dans 100 ml d’eau
distillé). Apres 120 mn d’incubation, dans des plaques de 96 puits a température ambiante et a
I’abri de la lumiére, I’absorbance a été lue contre un blanc (MeOH) a 765 nm pour les extraits
d’E.granulata et sans blanc pour les extraits d’E.retusa. Une gamme étalon de trois répétition
est préparée avec de I’acide gallique a des concentrations de 50, 100, 200, 300, 400 et 500
ug/ml pour exprimer la teneure en polyphénols des extraits d’E.retusa et une autre gamme
d’¢étalon est préparée avec le méme acide a des concentrations de 25, 50, 75, 100, 125,150,
175 et 200 pg/ml pour exprimer la teneure en polyphénols des extraits d’E.granulata ( la date
du dosage des polyphénols des extraits d’E.granulata est différente de celle des extraits
d’E.retusa). Les teneurs des polyphénols totaux dans les extraits sont exprimées en
microgramme (ug) équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg) d’extrait (ug
GAE/mg d’extrait).

5.1.2. Flavonoides totaux

La quantification des flavonoides est faite selon la méthode de Moreno et al. (2000)
pour les extraits methanoliques d’E.retusa et la méthode de Tiirkoglu et al. (2007) pour les
autres extraits (la date du dosage du dosage des flavonoides des extraits methanoliques
d’E.retusa est différente de celle des autres extraits). Le premier protocole consiste a
mélanger 50ul d’extrait de plante, 130 pl de MeOH, 10 pl d’acétate de potassium (1M) et 10
pl de nitrate d’aluminium (10%). Aprés, une prise de 200 pl de ce mélange est transféré dans
des plagues de 96 puits. Pour le deuxieme protocole, une prise de 50l d’extrait de plante est
mise dans un eppendorf en présence de 1900 ul de méthanol additionnée de 50 ul d’acétate
de potassium (1M) et 50 pl de nitrate d’aluminium (10%). Aprés 40 mn du temps
d’incubation dans des plaques de 96 puits a température ambiante et a ’abri de la lumicre
pour les deux méthodes, la lecture est effectuée a 415 nm. Une gamme étalon est préparée
avec de la quercétine a des concentrations de 25, 50,75, 100, 125, 150, 175, 200 ug/ml. Les
teneurs en flavonoides des extraits sont exprimées en microgramme d’équivalents quercétine

par milligramme d’extrait (ug GAE/mg d’extrait).
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5.2. Les activités antioxydantes

5.2.1. Piégeage du radical DPPH

Le changement de la coloration violette du radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) a une coloration jaunatre en présence de composés anti-radicalaires met en évidence
le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre. L’intensité de
la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner
des protons. L’activité anti-radicalaire est déterminée par la méthode de Blois (1958). Pour
cela, dans des eppendorfs secs et stériles, 40 pul de différentes concentrations des extraits
(3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 ug /ml pour les extraits d’acétate d’éthyle et aqueux
d’Euphorbia granulata, 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 et 100 ug /ml pour les extraits
methanoliques d’Euphorbia granulata et 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 et 400 ug /ml pour les
extraits d’Euphorbia retusa,) ont été ajoutés a 160 pl de solution de DPPH (6 mg de DPPH
est solubilisé dans 100 ml de méthanol). Aprés une période d’incubation de 30 min dans des
plaques de 96 puits a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance a été lue contre un
témoin négatif (sans extrait) a 517. Le témoin positif utilisé est un antioxydant de synthese: le
2,6-di-t-butyl-4-methylphenol oubutylhydroxytoluene (BHT) et le butylhydroxyanisole
(BHA).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (P1%), calculés suite a la
diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule:

P1% = (A controle — Aextrait / A controle) X 100.

Ou:
® A controle €st I’absorbance de la réaction témoin contenant tous les réactifs a I’exception
de I'extrait.

e  Acxmitest ’absorbance de la réaction contenant de 1’ extrait.

La concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour diminue 50 % du taux des
radicaux libres a été calculée a partir du graphique de DPPH. Une faible valeur de la Clso

correspondant a une grande efficacité de I’extrait.

5.2.3. Piégeage du radical-cation ABTS™

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al.(1999). Cette méthode est

basée sur la capacité des composés a piéger le radical- cationique ABTS™, (sel d’ammonium
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de l’acide 2,2- azinobis (3 — éthylbenzoline)n — 6bsulfonique). Le radical ABTS™ d’une
couleur vert a été produit par la réaction entre la solution mére d'ABTS™ (19.2 mg d’une
solution méthanolique ABTS (7 mM) dissoute dans un 5 ml de H.O) et la solution de
persulfate de potassium K3S:0s (3.3 mg d’une solution méthanolique de persulfate
d’ammonium K>S;0s = 2.45 mM) dissoute dans un 5 ml de H20). Le mélange a été stocké
dans ’obscurité a température ambiante entre 12h a16h. La solution fille d’ABTS" est obtenue
en diluant la solution mére d'ABTS™ avec le méthanol jusqu’a obtention d’une absorbance
d’environ 0.700 £ 0.020 a 734 nm avant I'usage. L’ajout d’un antioxydant va réduire ce
radical et provoquer la décoloration du mélange. En effet, une prise de 160 pl de la solution
d’ABTS* a été additionnée a 40ul de la solution de D’extrait de plante a différentes
concentrations (soit : 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 pg /ml pour les extraits d’ acétate
d’éthyle et aqueux d’Euphorbia granulata, 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 et 100 pg /ml
pour les extraits methanolic d’Euphorbia granulata et 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 et 400 pg
/ml pour les extraits d’Euphorbia retusa). Aprés 10 min, 1’absorbance a été mesurée a 734
nm. Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque concentration par rapport a
I’absorbance du blanc (sans extrait). La capacité de piégeage de ’ABTS™ a été calculée selon

la réaction suivante :

P1% = (A controle — Aextrait / A controle) X 100
e A controle est I’absorbance de la réaction témoin contenant tous les réactifs a I’exception
de I'extrait.
o Agxritest ’absorbance de la réaction contenant de I’extrait.
Le  2,6-di-t-butyl-4-methylphenol  oubutylhydroxytoluéne (BHT) et le
butylhydroxyanisole BHA sont utilisés comme des normes antioxydantes pour la comparaison

de l’activité de nos extraits.

5.2.4. Test de Pactivité de métal chélation

Cette activité est testée uniquement sur les extraits d’E. granulata. L’activité de metal
chélate est déterminée par la méthode de Decker and Welch (1990). En effet, une prise de 50
pl de Sulfate de fer FeSO4 (500 uM) et 110ul de Tris-HCI (pH 7.4, 0.1 M) sont ajoutées a 10
ul d’extrait de différentes concentrations (12.5, 25, 50, 100, 200, 400 et 800 pg /ml). Apres
incubation a I’obscurité pendant 10 min, on ajoute 30 pl de phenanthroline (0.25%). La

lecture est lue & 510 nm.
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P1% = (A controle — A Extrait / A controle) X 100
* A controle €st I’absorbance de 1’échantillon dépourvu de I’extrait
* A Extrait est I’absorbance de 1’échantillon en présence de I’extrait

EDTA (Ethylénediaminetétraacétique) est utilisé comme une norme antioxydante pour

la comparaison de I’activité de nos extraits.

5.2.3. Test de blanchissement du B-caroténe

L’activité de blanchissement du B-caroténe est mesurée uniquement pour les extraits d’E.
retusa. Cette activité a été déterminée selon la méthode de Marco (1968). La solution de B-
caroténe est préparée comme suit: une prise de 0.5 mg de B-carotene dissolve dans 1 ml de
chloroforme. On additionne 25 pl de I’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Apres
évaporation complete au rotavapeur, 50 ml de I’cau saturée en oxygéne (barboter a 1’oxygene
pendant 30 min avec un débit de 100 ml/min) sont ajoutés. Dans des microplaques de 96
puits, 160 pl d’émulsion de la solution de B-caroténe sont additionnés a 40 pul d’extrait végétal
de différentes concentrations (6.25, 2.5, 25, 50, 100, 200 et 400 ug /ml). La lecture est réalisee
a 0 mn. Apres incubation a 45°C pendant 120 mn une deuxieme lecture est lue a 470 nm par
le lecteur de microplaques.

L'activité antioxydante a été exprimée en Clso et en pourcentage d’inhibition.
Pl % = [1‘ (AO Extrait —At Extrait) / (AO Controle = At Controle)] x 100
Ao Extrait: valeur de I'absorbance de la B-caroténe en présence de I’extrait mesurée a t=0;

e Ao controle: valeur de l'absorbance de la B-caroténe en présence de contrdle négatif
mesurée a t=0;

o At Extrait: Valeur de l'absorbance de la B-caroténe en présence de ’extrait mesurée a
t=120 mn;

e A Banc: valeur de l'absorbance de la B-carotene en présence de contrdle négatif

mesurée a t=120 mn.

Le 2,6-di-t-butyl-4-methylphenol oubutylhydroxytoluéne (BHT) est utilisés comme un

témoin pour la comparaison de 1’activité de nos extraits.
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5.2.4. Le pouvoir réducteur de I’ion ferrique

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par
Ovyaizu (1986). Elle est basée sur la réduction du Fe3* présent dans le complexe KsFe(CN)g de
couleur jaune en Fe?* de couleur bleu (Hamidi, 2013). Le mécanisme est connu comme étant
un indicateur de I’activité donatrice d’électrons. En effet, une prise de 10 ul de différentes
concentrations (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 ug /ml pour les extraits d’Euphorbia
granulata et 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 et 100 pg /ml pour les extraits d’Euphorbia
retusa) est mélangé avec 40 ul de la solution tampon phosphate (0.2 M; pH 6.6) et 50 ul de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min.
Apres on ajoute 50 pl de I’acide trichloracétique (TCA) (10%), 40 pl de I’eau distillée et 10 pl
de ferric chloride FeClz (0.1%).

L’absorbance est mesurée a 700 nm a. Les résultats sont exprimés en absorbance et en

Aos (g / ml) correspondant a la concentration indiquant I’absorbance 0.50.

L’acide ascorbique et I’a-Tocopherol sont des contrdles utilisés pour comparer les
extraits d’E. granulata. Par contre, les résultats des extraits d’E.retusa sont compares avec le
2,6-di-t-butyl-4-methylphenol oubutylhydroxytoluene (BHT), le butylhydroxyanisole BHA et

I’acide ascorbique.

5.2.5. La réduction cuprique (Cupric reducing antioxidant capacity: CUPRAC)

L’activité antioxydante par la réduction cuprique des extraits est déterminée par la
méthode d’Apak et al. (2004). Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe entre
neocuproine et cuivre (1) en présence des antioxydants et par conséquent la réduction de Cu?*
en Cu® Tel et al. (2012). En effet; une prise de 50 ul de Cu(ll) (10 mM), 50 ul de neocuproine
(7.5 mM) et 60 pl de tampon ACNHs (1 M, pH = 7) sont ajoutée & 40 pl d’extrait a
différentes concentrations (soit: 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 pg /ml pour les extraits
d’Euphorbia granulata et 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 et 400 pg /ml pour les extraits
d’Euphorbia retusa). Aprés une heure du temps, ’absorbance a été enregistrée contre un
blanc a 450 nm. Les résultats sont exprimés en absorbance et en Aos (ug/ml) correspondant a

la concentration indiquant I’absorbance 0.50.
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Le  2,6-di-t-butyl-4-methylphenol  oubutylhydroxytoluene (BHT) et le
butylhydroxyanisole BHA sont utilisés comme des normes antioxydantes pour la comparaison

de nos résultats.

5.3. Facteur de protection solaire : Sun protection factor (SPF)

Les extraits bruts d’acétate d’éthyle et méthanolique d’E.retusa ont été dilués dans le
méthanol et les extraits aqueux sont dilués dans 1’eau distillée pour obtenir une concentration
de 2 mg/ml. L’absorbance a été effectué a des longueurs d’onde comprises entre 290 et 320
nm avec des intervalles de 5 nm et la valeur du SPF est calculé par l'application de I'équation

mathématique de Mansur et al. (1986).

SPF: CFx Y320 EE(A) x (1) X Abs (1)

EE: effet érythémogene (erythemogenic effect). (Annexe 1)

I: I'intensité du rayonnement (the radiation intensity). (Annexe 1)
Abs: absorbance d’extrait. (Annexe 3)

CF: facteur de correction (=10) (correction factor).

5.4. La chromatographie a haute performance en phase liquide (CLHP)

L’analyse chromatographie a été réalisée au laboratoire des Plantes Aromatiques et
Médicinales (PAM) du Borj-Cedria (Tunisie).

La chromatographie CLHP utilisé¢ dans I’identification des extraits est de type (Agilent
1260, Agilent Technologies, Germany) a pompe binaire avec une pression maximale de 400
bars, une colonne C18 (4.6 m x 100 mm) de porosité 3.5 um (Zorbax Eclipse XDB C18). La
phase mobile est constituée par un mélange de solvant A (Méthanol) et B (0.1% acide

formique).

a- Principe

La chromatographie est une méthode physique d’analyse basée sur la séparation de
constituants d’un mélange (solutés). Ce mélange est introduit dans la phase mobile liquide
(éluant). Les différents composants de 1’échantillon ont généralement une affinité différente
pour I'une et I'autre des deux phases (Benabdallah, 2016). Le liquide traversait la phase
stationnaire par gravité sous faible pression dans un tube appelé colonne chromatographique.

Puis pour augmenter le débit, des manipulations ont été réalisées sous pression plus forte.
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C'est ce que I'on a appelé la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). En sortie
de colonne gréce a un détecteur approprié les différents solutés sont caractérisés par un pic.

L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.

b- Préparation des solutions

Sept extraits ont été analysés par I’'HPLC (Trois extraits d’E.granulata et quatre
extraits méthanoliques d’E. retusa a savoir : graines, capsules, tiges et feuilles). Le choix des
extraits est basé généralement sur le rendement élevé de ces extraits. En effet, une prise de 50
milligramme d’extrait d’acétate d’éthyle de la partic aérienne d’E.granulata et d’extrait
méthanolique des graines d’E.retusa pour chacun est dissoute dans un volume de 2 ml de
méthanol. Par contre une quantité de 100 mg a été pris pour les autres extraits (100 mg
d’extrait dans 2ml de méthanol), puis les échantillons filtrées a travers d’un filtre millipore de

0.45 pm.
c- Mode opératoire

Les extraits analysés ont eté hydrolysés selon la méthode de Proestos et al. (2006). Le
volume de I’injection est de 20 ul. La séparation d’extrait méthanolique de la partie aérienne
d’E. granulata a eté réalisée a une température ambiante sous un débit de 0.4 ml / min selon
le gradient d’élution: 0-5 min, 10-20% A; 5-10 min, 20-30% A; 10-30 min, 30-50% A; 30-40
min, 50-60% A; 40-45 min, 60-70% A; 45-50 min, 70-90% A, 50-55min, 90-50%; 55-60min
(extrait tres concentre). Par contre, la séparation des autres extraits a €té réalisée avec un
gradient d’élution: 0-5 min, 10-20% A, 5-10 min, 20-30% A; 10-15 min, 30-50% A; 15-20
min, 50-70% A; 20-25 min, 70-90% A; 25-30 min, 90-50% A; 30-35 min. Les pics sont
examinés a 280 nm et sont identifiés en fonction du temps de rétention comparés a ceux des

37 standards de composés phénoliques d’acides phénoliques et de flavonoides (Annexe 3).

NB : Les extraits méthanoliques et les extraits d’acétate d’éthyle ont été dilués dans le

méthanol et les extraits aqueux sont dissous dans 1’eau distillée.

6. Traitement des données statistiques

Les résultats expérimentaux sont exprimés selon la moyenne des valeurs obtenues +

I’écart type (SD). Les valeurs de Clso et Agso sont calculées par la méthode de régression

.



Matériel et méthodes

linéaire a partir de la courbe (% inhibition = f concentrations). Les données recueillies ont fait
l'objet d'une analyse de la variance (ANOVA) en utilisant STATISTICA 6. La comparaison
des moyennes est effectuée a l'aide du test de NEWMAN ET KEULS au seuil de 5%.
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Chapitre 111. Résultats

La présente étude porte sur 1’évaluation de la teneur en composés phénoliques
(polyphénols et flavonoides totaux) et leurs activités antioxydantes des extraits secs de la
partie aérienne d’Euphorbia granulata et cinq organes d’Euphorbia retusa (racines, tiges,
feuilles, capsules et graines). Comme nous 1’avons signalé précédemment (cf: Mat & Med, p
35) les difficultés rencontrés en matériel biologique nous ont contraient d’utiliser uniquement
la partie aérienne pour Euphorbia granulata, contrairement pour Euphorbia retusa nous
avons collectés cing organes. Par ailleurs, les composés phénoliques de chaque échantillon
ont été extraits par le soxhlet en utilisant séparément quatre solvants: hexane acetate, d’éthyle,
méthanol et eaux distillée dont les extraits d’hexane ne sont pas pris en consideration dans
cette étude puisque il est utilise pour éliminer les lipides, les caroténoides et les chlorophylles.
Les solvants sont évaporés par le rota vapeur pour obtenir des extraits secs. Donc, le totale des
extraits est 18 extraits. Dans un premier temps et a I’aide d’un lecteur de microplaque, une
comparaison des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux de ces espéces a été réalisee.
De plus, la complexité de la composition chimiques des extraits implique d’utiliser plusieurs
méthodes pour évaluer les activités antioxydantes des plantes (Tel et al., 2012). Pour cela,
cing tests ont été utilisé dans ce travail pour déterminer le pouvoir antioxydant des extraits
d’E. granulata et d’E. retusa. En outre, une activité biologique du facteur de protection
solaire a été determinée sur les extraits d ’E. retusa .Dans cette partie, des comparaisons ont
été realisées entre les résultats des extraits d’E. graulata et les résultats des extraits
d’E.retusa a fin de montrer le meilleur extrait.

D’autre par, différents auteurs ont été utilisés de ’'CLHP avec un détecteur a barrette
diodes (DAD) pour caractériser la composition phénolique des plantes (Falleh et al., 2012 b;
Karoune et al., 2016; Karoune et al., 2015; Ksouri et al., 2009). Nous avons aussi utilisé la
chromatographie par (HPLC - DAD) pour identifier les composés phénoliques des extraits

methanoliques de la partie aérienne d’E .granulata, des graines et des capsules d’E. retusa.

-
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1. Variations des teneurs en composes phénoliques et des activités antioxydantes d’ E.
granulata

1.1. Détermination des composés phénoliques

1.1.1. Teneur en polyphénols totaux

Les résultats de la teneur des polyphénols totaux obtenus sont exprimés en
microgramme, équivalent acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug EAG/mg ES) a
I’aide d’une courbe d’étalon avec une équation de la régression linéaire: y = 0.003x+0.104
(R?=0.997).

Les résultats obtenus ont montré une variabilité tres hautement significative de la
teneur en polyphénols totaux entre les trois extraits d’E. granulata (tableau 5). En effet
I’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols totaux (316.22+6.29 ug EAG/ mg ES).

1.1.2. Teneur en flavonoides totaux

Les résultats de la teneur en flavonoides totaux obtenus sont exprimés en termes
d’équivalent de la quercétine a 1’aide d’une courbe d’étalonnage dont, y= 0.004x+0.016 (Rz=
0.998). Les valeurs de la teneur en flavonoides sont hétérogenes entre les trois extraits, dont
identiqguement a la teneur en polyphénols 1’extrait méthanolique est le meilleur extrait avec
une teneur de 40.92+3.99 ug EQ/ mg ES, tandis que I’extrait d’acétate d’éthyle est pauvre en

flavonoides soluble dans I’acétate d’éthyle (tableau 5).

Tableau 5: Teneurs en polyphénols totaux (exprimées en ug EAG/ mg ES) et en flavonoides

(exprimées en pg EQ/ mg ES) dans les extraits secs de la partie aérienne d’E. granulata.

Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
Extrait sec totaux pg EAG/ mg ES totaux pg EQ/ mg ES
Acétate d’éthyle 56.55+2.83° -
Méthanol 70% 316.22+6.29° 40.92+3.99?
Agueux 283.78+4.71P 35.08+3.99°

Les valeurs dans chaque colonne sont significativement différentes & P<0.05.

.
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1.2. Evaluation du potentiel antioxydant des composés phénoliques

Les résultats de pourcentage d’inhibition des concentrations testés (P1%) de I’activité
antiradicalaire (DPPH), le piégeage du radical-cation ABTS™ et I’activité du métal chélate
sont présentés dans la figure 17. Par ailleurs, le pourcentage d’inhibition de I’activité anti
radicalaire et le piégeage du radical-cation ABTS™ d’extrait d’acétate d’éthyle et d’extrait
aqueux avec les standards BHT et BHA est testé entre 200 et 3.125 pg/ml. Lorsque, il ya une
saturation au niveau des concentrations 200 et 100 pg/ml pour I’extrait méthanolique, nous
avons diminués les concentrations entre 100 a 1.5625 pg/ml. En outre, la concentration
d’extrait nécessaire pour diminue 50 % du taux des radicaux libres (DPPH™ et ABTS™)
(tableau 6 et 7) et chélater les ions ferreux (tableau 6) est estimee en Clsg (ug/ml). En outre,
la capacité antioxydante a une absorbance 0.5 du pouvoir réducteur et de CUPRAC est
estimée en Ao.so (Mg/ml) (tableau 8). L’analyse statistique des résultats de ces parametres

montre qu’il y a une différence tres hautement significative entre les extraits.

1.2.1. Activité antiradicalaire

La comparaison des profils de I’activité antiradicalaire a montré que I’extrait agqueux
possede une activité plus importante que celle du standard BHT et cela a des concentrations
supérieures a 12.5 pg/ml. Ainsi, le pourcentage d’inhibition d’extrait méthanolique et plus
élevé que celui des standards BHA et BHT a des concentrations supeérieures a 25 pg/ml.
(figure 17). Par ailleurs, la concentration d’extrait méthanolique nécessaire pour diminue 50
% du taux des radicaux libres (13.21+0.09 pg/ml) est plus importante par rapport aux deux
extraits aqueux et d’acétate d’éthyle (15.42+0.14 et 147.64+8.92 pg/ml, respectivement). En
plus, I’activité antiradicalaire (test DPPH) des deux extraits méthanolique et aqueux s’est

avérée plus importante que celle du témoin positif (BHT) (22.32+1.19 pg /ml) (tableau 6 et7).

1.2.2. Piégeage du radical-cation ABTS™

Concernant I’activité inhibitrice du radical-cation ABTS™, I’extrait méthanolique
présente des pourcentages d’inhibitions plus importantes par rapport aux deux autres extraits
entre 3.125 et 100 pg/ml (figure 17). En outre, a 25 et 50 pg/ml ’extrait méthanolique est
plus actif que le standard BHT et BHA. Donc, I’extrait méthanolique est I’inhibiteur le plus
puissant du radicale ABTS" (Clso=10.61+0.50 pg /ml) (tableau 7).

-
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1.2.3. Activité de métal chélation

Du 50 a 400 pg/ml I’extrait aqueux présente un pourcentage élevé de chélater les ions
ferreux (figure 18) que les autres extraits. En outre, la capacité des extraits nécessaire a la
chélation de 50% des ions ferreux a été comparée par rapport a la capacité du standard EDTA
(tableau 6). Cette activité est plus élevée chez I’extrait aqueux (Clso = 47.23+3.71 pg/ml) que
I’extrait méthanolique et I’extrait d’acétate d’éthyle (Clsp = 226.55+4.12 et 386.69+6.25

pg/ml, respectivement). Néanmoins, I’activité de I’EDTA est plus forte que non résultats.

Tableau 6. Activité antioxydante contre le radical DPPH", le radical ABTS"(Les
concentrations entre 3.125 et 200 pg /ml ) et les ions chélates exprimée en Clso (ug /ml) des

extraits secs de la partie aérienne d’E. granulata.

Activité DPPH* ABTS" lons chélates
Extrait sec
Acétate d’éthyle 147.64+8.92° 28.53+0.98° 386.69+6.25¢
Méthaol 70% - - 226.55+4.12°
Aqueux 15.42+0.14° 23.75+0.98° 47.23+3.71°
BHT 22.32+1.19° <3.125% -
BHA 5.73+0.412 <3.125% -
EDTA - - 8.80+0.472

Les valeurs dans chaque colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a
P<0.05. BHA: butylatedhydroxyl anisole; BHT: butylated hydroxytoluene. EDTA : Ethyléne diamine tétra

acétique.
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Tableau 7. Activité antioxydante contre le radical DPPH" et le radical ABTS" exprimé en

Clso (nug /ml) d’extrait méthanolique sec de la partie aérienne d’E. granulata. (Les

concentrations entre 1.5625 et 100 pg /ml).

Extrait sec

Meéthaol 70% BHT

BHA
Activite

(Cl 50 pg/ml)
DPPH" 13.21+0.09° - 6.82+0.49°
ABTS' 10.61+0.50° 1.59+0.03° <1.5625+0.00

Les valeurs dans chaque ligne sont significativement différentes a P<0.05. BHA: butylatedhydroxyl anisole;

BHT: butylated hydroxytoluene.
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1.2.4. Pouvoir réducteur du fer

La capacité réductrice du fer dans cette étude est évaluée par ’absorbance de chaque
concentration (figure 18) et aussi par le calcule de la concentration a une absorbance de 0.5
[Aoso (Hg/ml)] (tableau 8). Les valeurs de la densité optique du pouvoir réducteur a des
concentrations inférieur a 100 pg/ml refléte que I’extrait méthanolique avec Aoso =
18.22+0.85ug/ml présente une activité importante pour réduire le fer par rapport a celle des
deux autres extraits et le standard de référence a-Tocopherol. Par contre, a la concentration
200 pg /ml le standard a-Tocopherol et I’extrait aqueux (DO = 1.81+0.09 et 1.80+0.07,
respectivement) montrent une activité beaucoup plus prononcée pour réduire le fer par rapport
a ’extrait methanolique, I’extrait d’acétate d’éthyle et I’acide ascorbique (DO = 1.69+0.15,
0.63+0.17 et 1.44+0.21, respectivement).

1.2.5. L’activité antioxydante par la réduction du cuivre (CUPRAC)

Pour T’activité réductrice du cuivre, I’extrait aqueux souligne une activité plus
importante (Aoso = 15.09£0.85 pg/ml) (tableau 8) par rapport aux autres extraits (figure 18).
De plus, cet extrait présente une forte activite DO=2.64+0.13 que celle du témoin positif
(BHT) a 200 pg/ml dont la valeur de la DO est 2.32+0.28 (figure 20). Les valeurs de Clso

varient largement entre les extraits et les standards de comparaison.

Tableau 8. L’activité antioxydante par le pouvoir réducteur du fer et la réduction du cuivre

(CUPRAC) exprimée en A o0 (pg/ml) des extraits secs de la partie aérienne d’E. granulata.

Extrait sec Pouvoir réducteur du fer CUPRAC
Acétate d’éthyle 144.1745.42° 112.92+0.82°
Méthanol 70% 18.22+0.85° 21.08+1.54¢
Aqueux 26.40£1.04° 15.09+0.85°
BHT - 9.62+0.87°
BHA - 3.64+0.192
Acide ascorbique 06.77+1.51% -
a-Tocopherol 34.93+2.38¢ -

Les valeurs dans chaque colonne sont significativement différentes a P<0.05. BHA: butylatedhydroxyl anisole.
BHT: butylated hydroxytoluene
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1.3. Caractérisation phytochimique par Chromatographie liquide a haute performance
(CLHP)

Le chromatogramme enregistré d’extrait méthanolique de la partie aérienne

d’E .granulata montre un massif assez résolu entre 2.5 et 26 min car le profil d’élution se
distingue par une augmentation de la ligne de base sur cet intervalle. Les profils CLHP
représentés dans la figure 19 montrent des composés mentionnés par leurs pics et leurs temps
de rétention dans les spectres d’extrait analysé. La comparaison des temps de rétention et des
caractéristiques spectrales avec les standards de référence a permis d’identifier 8 composés
phénoliques, il s’agit de quatre acides phénoliques (acide gallique, acide caf€ique, acide p-
coumarique et acide rosmarinique) et quatre flavonoides (Résorcinol, Rutine, Isorhamnetin-
3-0-glucoside, kaempferol3-orutinoside), dont I’acide caféique est le composé majoritaire

suivi par 1’acide p-coumarique (figure 19).
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2. Variations des teneurs en composés phénoliques, des activités antioxydantes et
photoprotectives des organes d’Euphorbia retusa.

2.1. Détermination des composés phénoliques

2.1.1. Teneur en polyphénols totaux

Les résultats de la teneur des polyphénols totaux obtenus sont exprimés en
microgramme, équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug EGA/mg ES) en
utilisant 1’équation de la régression lin¢aire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide
gallique avec y =0.002 x + 0.010 et R2 = 0.989 (moyen de trois répétitions).

L’analyse des résultats obtenus indique une variabilité tres hautement significative
pour I’interaction entre chaque organe et la nature du solvant utilisé pour I’extraction (tableau
9).

En effet, I’extrait aqueux des graines et I’extrait d’acétate d’ethyle des capsules ont
présenté des teneurs tres proches en polyphénols (356.83 + 3.69 et 357.00+£8.49 EGA/ mg ES,
respectivement) suivis par I’extrait métanolique et I’extrait d’acétate d’ethyle des graines,
dont le contenu est de (315.50 + 1.41et 265.67 + 8.78 ug EGA/ mg ES, respectivement). Les
teneurs en composés phénoliques les plus faibles sont inférieures a 105.33 = 7.75 ug EGA/
mg ES.

En outre, I’effet du solvant est variable d’un organe a un autre dont, au niveau du méme
organe:
- L’extrait d’acétate d’éthyle des capsules possede des teneurs plus élevées par rapport
aux autres extraits.
- L’extrait aqueux des graines et des racines présentes les meilleures teneurs en
polyphénols totaux.
- L’extrait méthanolique des tiges et des feuilles donnent les valeurs les plus élevées

des polyphénols totaux.

<
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Tableau 9: Teneurs en polyphénols totaux (exprimées en ug EAG/ mg ES) dans les extraits

secs des organes d’E. retusa.

Organes
solvant Racines Tiges Feuilles Capsules Graines
Acétate  63.25+3.89%k  59.17+6.66  54.25+2.47 357.00+8.49° 265.67+8.78¢
d’éthyle
Méthanol 68.50+5.57"  91.00+2.83"  84.33+6.66M 105.33+7.75° 315.50+1.41°
70%
Aqueux  72.25+6.01"  71.50+1.41"  75.83+8.96%" 114.25+0.35¢ 356.83+3.69°

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.

2.1.2. Teneur en flavonoides totaux

Les résultats de la teneur en flavonoides totaux (tableau 10) obtenus sont exprimés en
terme d’équivalent de la quercétine a I’aide d’une courbe d’étalonnage avec y= 0.004x +
0.016 et (R2 = 0.997) pour les extraits méthanoliques d’E. retusa. Par contre, I’équation de
calibrage des autres extraits est y= 0.006x - 0.006 (R? = 0,998). Les teneurs en flavonoides
totaux varient considérablement entre les différents extraits. En effet; les deux extraits
d’acétate d’éthyle et aqueux des graines se sont avérée étre les plus riches en flavonoides
totaux (206.75+0.53 et 194.38+8.31 EQ/mg ES, respectivement), suivie de I’extrait d’acétate
d’éthyle des capsules (169.38+5.13 ug EQ/ mg ES). Alors que, I’extrait méthanolique des

racines et I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles sont pauvres en flavonoides totaux solubles

dans les solvants d’extrait.
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Tableau 10: Teneur en flavonoides totaux (exprimées en ug EQ/mg ES) dans les extraits

secs des organes d’E. retusa.

Organes
Solvant
Racines Tiges Feuilles Capsules Graines
Acétate 10.00+1.06' 7.81+0.44' - 169.38+45.13°  206.75+0.53?
d’éthyle
Méthanol - 16.21+0.64" 15.68+1.39"  21.14+1.189  87.27+5.36¢
70%

Aqueux  17.88+1.94"  55.75+4.04° 40.25+2.60"  24.50+2.65%  194.38+8.3

lb

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.

2.2. Evaluation du potentiel antioxydant des composés phénoliques

2.2.1. Activité antiradicalaire

Les profils de [D’activité antiradicalaire présentés dans la figure 20 montrent les
pourcentages d’inhibition de chaque concentration (P1%). A partir de ces profils nous avons
déduit la valeur correspondante a la Clso (la concentration d’inhibiteur (antioxydant)

nécessaire pour diminue 50 % du taux des radicaux libres).

La comparaison des profils de I’activité antiradicalaire au niveau de chaque organe en
fonction de la nature du solvant a montré que I’extrait d’acétate d’éthyle posséde un pouvoir
antioxydant plus important que les autres extraits chez: les graines a des concentrations
supérieures a 12.5 pg/ml et les capsules pour toutes les concentrations. Par contre; I’extrait
aqueux des feuilles et des tiges possedent une activité importante par rapport aux autres
extraits de chaque organe et cela a des concentrations supérieures a 6.25 pg/ml pour les
feuilles et 12.5 pg/ml pour les tiges. Ainsi, I’extrait aqueux des racines est le plus actif pour

toutes les concentrations.

Indépendamment de la nature du solvant, la comparaison des résultats des profils de
’activité antiradicalaire des différents organes d’E. retusa a permet de distinguer que I’extrait
aqueux des racines, les extraits d’acétate d’éthyle des graines et des capsules généralement

présentent une activité importante.

-
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Par ailleurs, l’activité antiradicalaire met en évidence une grande variabilité des
concentrations d’inhibition a 50% (Clso) concernant I’interaction entre les organes et les
solvants (tableau 11). En effet, les extraits les plus actifs sont I’extrait aqueux des racines
(Clsp < 6.25 pg/ml) suivi par I’extrait méthanolique des graines et les deux extraits d’acétate
d’ethyle des capsules et des graines (Clso= 7.20 + 0.25, 9.01 + 0.39 et 10.05 = 1.10 pg/ml,
respectivement) (groupe a). Aussi, I’activité antiradicalaire (test DPPH) de ces trois extraits

s’est avérée plus importante que celle du témoin positif (BHT) avec Clso = 23.54pg/ml.

Tableau 11. Activité contre le radical DPPH exprimée en Clso pug /ml des extraits secs des
organes d’E. retusa.

Solvant Acétate d’éthyle Méthanol 70% Agueux
Organes
Racines 224.12+2.81' 143.40+1.479 <6.25°
Tiges 232.03+2.51) 225.87+3.88' 139.21+3.16"
Feuilles >400' 287.52+2.92% 158.49+3.24"
Capsules 9.01+0.39° 57.98+0.57¢ 87.38+1.53°
Graines 10.05+1.10°2 7.20£0.25% 50.79+1.87°
BHA 10.03+0.84 2 10.03+0.84 2 10.03+0.84 2
BHT 23.54+1.83° 23.54+1.83° 23.54+1.83°

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.

BHA: butylatedhydroxyl anisole; BHT: butylated hydroxytoluene
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e : les racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole ; BHT : butylated hydroxytoluene
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2.2.2. Piégeage du radical-cation ABTS™

La figure 21 illustre les courbes caractéristiques du pourcentage d’inhibition du radical
ABTS™ en fonction des concentrations des extraits secs d’E. retusa. A partir de ces courbes
est deduite la Clso.

L’activité inhibitrice des extraits en fonction de la nature du solvant au niveau de chaque

organe a montré que:

L’extrait méthanolique des graines est plus actif a des concentrations > 50 pg/ml;
L’extrait d’acétate d’ethyle des capsules et ’extrait aqueux des tiges sont plus actifs
pour toutes les concentrations;

L’extrait aqueux des feuilles a des concentrations > 100 pg/ml et I’extrait aqueux des

racines a des concentrations > 25ug/ ml sont plus actifs.

En outre, les trois extraits des graines sont plus inhibitrices du radical ABTS™ que le

standard BHT a des concentrations <200 pg/ml.

Indépendamment de la nature du solvant, I’activité inhibitrice entre les organes a montré
que les graines présentent généralement une activité inhibitrice plus importante que les autres

organes.

Les résultats de la capacité d’inhibition du radical ABTS™ exprimés en Clso
comparativement a deux antioxydants de référence BHA et BHT sont présentés dans le
tableau 12. En effet, les trois extraits des graines et I’extrait d’acétate d’éthyle des capsules
présentent la meilleure capacité de neutraliser le radical ABTS™ (Clso < 6.25 pg/ml). Par
contre, les activités les plus faibles c’est celles qui donnent des valeurs de Clso Supérieures a
41.50 pg/ml notamment les trois extraits des feuilles, les tiges et les extraits d’acétate

d’éthyle et méthanolique des racines.
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Tableau 12: Activité antiradicalaire (test ABTS™) exprimée en Clso (ug/ml), des extraits

secs des organes d’E. retusa.

Solvant Acétate d’éthyle Méthanol 70% Agueux
Organes

Racines 96.37+3.64 93.58+3.34 40.95+0.72°¢
Tiges 113.46%1.209 91.45+1.33° 70.12+0.23¢

Feuilles 184.67+0.44! 126.75+3.83" 95.92+1.20°

Capsules <6.25° 41.47+3.15° 21.12+0.76"

Graines <6.25% <6.25% <6.25%
BHA <6.252 <6.252 <6.252
BHT <6.252 <6.252 <6.252

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.

BHA: butylatedhydroxyl anisole; BHT: butylated hydroxytoluene.
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2.2.3. Activité inhibitrice du blanchiment de la -caroténe

Les résultats obtenus de I’activité inhibitrice du blanchiment de la B-caroténe des
différents extraits en fonction de leurs concentrations sont représentées dans la figure 22 et les
valeurs de Clso ont été calculées par la suite et sont présentées dans le tableau 13. En effet,
chez les feuilles I’extrait d’acétate d’éthyle est plus puissant que 1’extrait méthanolique et
aqueux de cet organe. Par contre, chez les autres organes, les extraits aqueux sont plus actifs

que les extraits d’acétate d’éthyle et méthanolique.

Par ailleurs, les valeurs de Clsp montrent que, I’extrait aqueux des racines, les trois extraits
de graines, les extraits d’acétate d’éthyle et aqueux des capsules sont les inhibiteurs les plus
puissants du blanchiment de la B-caroténe. Tandis que, I’extrait méthanolique des tiges a
donné I’activité la plus faible (Clso = 33.04 £ 1.99 pg/ml).

Tableau 13: Activité inhibitrice du blanchiment de la B-caroténe exprimée en Clso (ug/ml),

des extraits secs des organes d’E. retusa.

Solvant Acétate d’éthyle Méthanol 70% Agueux
Organes
Racines 12.16+0.24° 23.16+0.409 <6.25?
Tiges 21.31+0.15° 33.04+1.99¢ 11.31+0.72°
Feuilles 10.17+0.40° 23.93+0.23¢ 23.82+0.95¢
Capsules <6.25% 17.50+0.37" <6.25?
Graines <6.25% <6.25% <6.25?
BHT <6.25% <6.25? <6.25?

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.
BHT: butylated hydroxytoluene
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Figure 21: Profils de I’activité inhibitrice du blanchiment de la B-caroténe des extraits secs
des organes d’E. retusa et des standards utilisés. a : les graine; b : les capsules; c : les feuilles ;
d: les tiges; e : les racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole; BHT: butylated hydroxytoluene.
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2.2.4. Pouvoir réducteur du fer

La figure 23 illustre les courbes représentatives des valeurs de la densité optique des
différents extraits en fonction de leurs concentrations. De ces courbes est déduite I’absorbance
Ao.50 correspondant a la concentration indiquant 1’absorbances 0.5. La comparaison des profils
du pouvoir réducteur au niveau de chaque organe en fonction de la nature du solvant a montré
que, ’extrait d’acétate d’éthyle des capsules présente un pouvoir réducteur important par
rapport aux autres extraits pour toutes les concentrations. En outre, ’extrait d’acétate d’éthyle
des feuilles révele des absorbances élevés que les autres extraits a des concentrations
supérieurs a 6.25 pg/ml.  Par contre, I’extrait de méthanol a donnée des absorbances
importantes chez les tiges et les racines. Par contre, chez les graines, I’extrait aqueux

représente les absorbance les plus éleves pour toutes les concentrations.

Indépendamment de la nature du solvant, la comparaison des profils du pouvoir réducteur
inter organes a montré que, les graines présentent des absorbances plus importantes par

rapport aux autres organes.

Les résultats de la capacité de réduire du fer a I’absorbance 0.5 illustrés par le tableau 14,
montrent une variabilité trés hautement significative entre les extraits issus de 1’interaction
entre les organes d’E.retusa et la nature du solvant. En effet, les extraits aqueux et
méthanolique des graines et les deux extraits d’acétate d’éthyle des graines et des capsules
présentent les valeurs les plus élevées en Aoso (Aoso= 6.97 £0.75,11.84 £ 1.72, 18.28 + 1.82
et 12.11 £ 1.04 pg/ml, respectivement). Ces valeurs sont plus importantes que la capacité
réductrice de BHT (Aoso = 37.41 + 3.89 pg/ml). Par contre les trois extraits des feuilles et des
tiges et les extraits d’acétate d’éthyle et aqueux des racines présentent une activité réductrice

faible et cela a des concentrations supérieure a 100 pg/ml.
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Tableau 14: Pouvoir réducteur du fer, exprimé en Aoso ug/ml des extraits secs des organes

d’E. retusa.
Solvant Acétate d’éthyle Meéthanol 70% Agueux
Organes
Racines >100" 80.90+3.757 >100"
Tiges >100" >100" >100"
Feuilles >100" >100" >100"
Capsules 12.11+1.04° 63.74+1.79° 84.49+2.38¢
Graines 18.28+1.82°¢ 11.84+1.72° 6.97+0.75°
BHA 8.35+0.682 8.35+0.682 8.35+0.68°
BHT 37.41+3.89¢ 37.41+3.89¢ 37.41+3.89¢
Acide ascorbique <6.25% <6.25% <6.25%

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.

BHT: butylated hydroxytoluene.BHA: butylatedhydroxyl anisole.
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Figure 22: Profils des absorbances du pouvoir réducteur du fer des extraits secs des organes

d’E. retusa et des standards utilisés. a : les graine; b: les capsules; c : les feuilles; d : les

tiges ; e : les racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole BHT : butylated hydroxytoluene.
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2.2.5. L’activité antioxydante par la réduction du cuivre (CUPRAC)

Les résultats de I’absorbance de ’activité de la réduction cuprique (CUPRAC) en fonction
de la concentration des extraits testés sont présentés dans la figure 24. En effet, les profils de
I’absorbance des extraits de chaque organe en fonction de la nature du solvant révélent que,
I’extrait d’acétate d’éthyle montre une absorbance importante par rapport aux autres extraits.

- Pour les capsules a des concentrations > a 100 pg/ml.
- Pour les feuilles a toutes les concentrations.
- Pour les racines a des concentrations supérieures a 100 pg/ml.

Le profil de I’extrait aqueux des graines et des tiges présente des absorbance puissant a
des concentrations inférieures a 400 pg/ml par rapport aux autres extraits du méme organe.

A une absorbance de 0.5, les extraits aqueux, methanolique et d’acétate d’éthyle des

graines montrent un pouvoir réducteur de cuivre plus important (Aoso =7.64+0.30 ,9 .93+

0.38 et 10.64 +0.99 pg/ml. respectivement) (classe A) que celui des autres extraits (tableau

15).Toutefois, I’extrait aqueux des feuilles a presenté une activité inhibitrice du CUPRAC la
plus faible (Aos> 400 pg/ml).

Tableau 15: Activité antioxydante de la réduction du CUPRAC exprimée en Ag.so (ug/ml),
des extraits secs des organes d’E. retusa.

Solvant Acétate d’éthyle Methanol 70% Agueux

Racines 131.78+4.08" 211.68+3.18% 194.45+4.85)
Tiges 153.53+3.459 173.35+1.21" 134.28+0.98"

Feuilles 88.80+3.18° 180.34+0.2' >400'

Capsules 12.25+0.54° 81.75+2.97¢ 49.50+1.51°

Graines 9.93+0.38% 10.64 +0.99 2 7.64+0.302
BHA 6.62 £ 0.05% 6.62 £ 0.05% 6.62 +0.052
BHT 6.64+0.18° 6.64+0.18° 6.64+0.182

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.

BHT: butylated hydroxytoluene.BHA: butylatedhydroxyl anisole.
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Figure 23: Profils de I’absorbance du CUPRAC des extraits secs des organes d’E.retusa et

des standards utilisés. a : les graine; b: les capsules; c: les feuilles; d: les tiges; e : les

racines. BHA: butylatedhydroxyl anisole BHT : butylated hydroxytoluene.
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2.3. Evaluation de P’activité photoprotective par le facteur de protection solaire (FPS)

Les résultats du facteur de protection solaire illustrés dans le tableau 16 montrent une
variabilité significative entre les différents extraits. Les valeurs du FPS des extraits aqueux et
méthanolique des graines sont plus importantes (38.26+0.07 et 31.44+0.58, respectivement).
Ces valeurs indiquent la haute protection de ces deux extraits. Les valeurs du FPS variant
entre 15et 30 des extraits sont des valeurs moyennement importantes. Par contre, les extraits

aqueux et méthanolique des racines présentent des valeurs faibles.

Tableau 16 : Les valeurs moyennes du FPS des extraits secs d’E. retusa.

Solvant Acétate d’éthyle Méthanol 70% Agueux
Organes
Racines 23.90+0.38¢ 13.55+0.96" 12.07+0.08'
Tiges 23.40+0.54¢ 16.76+1.069 18.16+0.29"
Feuilles 26.61+0.44° 19.19+1.26" 22.21+0.56°
Capsules 26.50+0.13° 16.62+1.079 15.57+0.249
Graines 24.54+0.15¢ 31.44+0.58" 38.26+0.07°

Les valeurs dans les cellules suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05.

2.4. Caracterisation phytochimique par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC)

Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur les extraits méthanoliques des
tiges, feuilles, capsules et graines d’E. retusa. En se basant sur la détermination des pics
majoritaires, juste les pics des extraits méthanoliques des graines et des capsules d’E. retusa
sont identifiés (figure 25 A et B, figure 28 A et B).

Le profil chromatographique de I’extrait méthanolique des graines d’E.retusa (figure 25 A
et B) révele la présence de quatre pics majeurs avec des temps de rétention variant entre 16 et
25 min. La comparaison des temps de rétention et des caractéristiques spectrales avec les
standards de référence a permis d’identifier deux acides phénoliques (acide syringique et
acide sinapique) et deux flavonoides (epigallocatechin 3-O- Gallate et quercetine). Le
flavonoide Epigallocatechin 3-O- Gallate est un composé majoritaire avec un temps de
rétention de 16.267 min (Annexe 3).

-
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Le profil chromatographique de I’extrait méthanolique des capsules d’E.retusa est formé
par cing pics. La comparaison des temps de rétention et des caractéristiques spectrales avec
les standards de référence a permis d’identifier deux acides phénoliques (acide syringique et
acide sinapique) et trois flavonoides (hydrate catechine, epicatechin3-Ogallate, et quercetine).
Le temps de rétention de ces composantes variant entre 13.5 et 24.5 min dont un pic
majoritaire avec un temps de rétention de 16.267 min correspondant au flavonoide
Epicatechin3-Ogallate (figure 26 A et B).
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Figure 24: Profil chromatographique enregistré a 280 nm des principaux COMpPOSESs
phénoliques d’extrait méthanolique des graines d’E. retusa (A), mélange de standards (B).
Les numéros des pics correspondent a:1- Epigallocatechin 3-O- Gallate, 2- Acide syringique,

3- Acide sinapique, 4-Quercetine.
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Figure 25: Profil chromatographique enregistré a 280 nm des principaux COMpPOSEs
phénoliques d’extrait méthanolique des capsules d’E. retusa (A), mélange de standards (B).
Les numéros des pics correspondent a:1- Catéchine hydraté, 2- Epigallocatechin 3-O- Gallate,

3- Acide syringique, 4- Acid sinapique, 5-Quercetine.
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Chapitre V. Discussion

1. Variations des teneurs en composés phénoliques et des activités antioxydantes
d’E. granulata

Les résultats obtenus sur cette espece ont montré une variabilité importante de la teneur en
polyphénols, flavonoides totaux et des différentes potentialités antioxydantes testés en

fonction de la nature du solvant.

1.1. Les composes phénoliques

Les composes phénoliques chez les plantes présentent une variabilité interspécifique,

intra spécifique et méme entre les organes d’une méme espéce (Abu Arra et al., 2011 ; Falleh

et al., 2012b ; Coulibaly et al.,2014 ; Khiralla et al., 2015).

Concernant la variabilité des teneurs en composés phénoliques de la partie aérienne
d’E.granulata, I’extrait méthanolique a donné les meilleures teneurs en polyphénols aussi

bien que pour les flavonoides totaux.

Dans ce contexte, I’étude réalisée par Altun et al. (2013) a montrée que le méthanol est
le meilleur solvant pour extraire les polyphénols d” Hypericum perforatum en comparaison
avec I’acétate d’éthyle et I’eau distillée par I’extraction en macération. En outre, I’étude
réalisée par Ashraf et al. (2015) a présentée que, I’extrait méthanolique de la partie aérienne
d’Euphorbia royleana est plus riche en polyphénols que I’extrait aqueux obtenu par
’agitation. Par ailleurs, la nature du solvant détermine le type de molécules extraites (Green,
2004; Barchan et al., 2014). Pour cela certaines études utilisent un mélange entre différents
solvants avec des rapports variables pour une meilleur extraction des composes phénoliques
(Trabelsi et al., 2010; Falleh et al.,2011). En outre, non résultats des deux extraits
méthanolique et aqueux sont importants que 1’extrait de la partie aérienne d’Euphorbia
royleana (56.97 £ 0.27 pg EAG/ mg d’extrait pour ’extrait méthanolique et 30.65 + 0.46 ug
EAG/ mg d’extrait pour I’extrait aqueux) (Ashraf et al., 2015). Par ailleurs, les flavonoides
jouent un réle tres important dans la santé humaine notamment pour les maladies
cardiovasculaires (Filippi et al., 2017; Saeed et al., 2012). Pour cela, I’évaluation de ces

composeés est nécessaire. En effet, la teneur en flavonoides d’extrait aqueux de la partie
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aérienne de Zizyphus lotus L. (2.66 mg EQ/mg d’extrait) rapporté par Khouchlaa et al. (2017)
est largement inférieur a non résultats pour I’extrait aqueux et méthanolique de la partie
aérienne d’E.granulata. Par contre, les résultats de la teneur en flavonoide sont négativfs pour
I’extrait d’acétate d’éthyle de la partie aérienne d’E.granulata, ce que signifié que cet extrait
est pauvre en flavonoides moins polaires et de polarité similaire au solvant d’acétate d’éthyle
d’une part et d’autres part a la richesse d’E.granulata en flavonoides plus polaires et ceux
glycosylés (Pessel, 2013). Ces résultats confirment que la polarité du solvant est choisie en
fonction du type de composé recherché.

1.2. Le potentiel antioxydant des composés phénoliques

Les tests utilisés pour évaluer les activités antioxydantes in vitro de la partie aérienne
d’E.granulata ont consisté a déterminer: 1’activité antiradicalaire du test DPPH, piégeage du
radical-cation ABTS™, le pouvoir réducteur, ’activité antioxydante par la réduction du cuivre
(CUPRAC) et Tl’activité de métal chélate. En effet, 1’activité antiradicalaire d’extrait
méthanolique est le plus puisant pour stabiliser le radical DPPH que les autres extraits. A 100
pg/ml, la capacité antioxydante des deux extraits méthanolique et aqueux est largement
supérieure au pourcentage d’inhibition des extraits méthanoliques et aqueux de la partie
aérienne d’Euphorbia royleana (extrait méthanolique: Pl1= 28.22 + 1.46 % et extrait aqueux:
PlI= 20.18 + 0.96, respectivement) (Ashraf et al., 2015). Identiquement a [I’activité
antiradicalaire, I’extrait méthanolique est I’extrait le plus puissant pour piéger du radical-
cation ABTS™. Ainsi, et en comparaison avec d’autres résultats, la capacité de neutraliser le
radical ABTS® de I’extrait aqueux d’E.granulata est plus élevé que les extraits agueux des
plantes comestibles testées par Zengin Kurt et al. (2018) a savoir (Arum maculatum,
Ornithogalum sigmoideum, Rumex acetosella, Capsella bursa-pastoris, Hypericum orientale,
Achillea millefolium, Silene vulgaris, Coronopus squamatus, Plantago lanceolata et Rumex
crispus). Concernant I’activité chélatrice, ’extrait aqueux présente un effet chélateur plus
élevé que les deux autres extraits. A 100 mg/ml, le pourcentage d’inhibition de cet extrait est
supérieur & 50%. De plus, la valeur de Clso de I’activité de métal chélate de I’extrait
méthanolique de la partie aérienne d’E.granulata est importante que celle de 1’extrait
méthanolique de Gyromitra esculenta (Clso: 262.9 = 1.18 mg/ml) indiqué par Tel et al.
(2015). En outre la capacité de ’extraits d’acétate d’éthyle de la partie aérienne d’E.granulata
a la chélation des ions ferreux est plus élevée que ceux des résultats trouvés par Tel et al.

(2015) pour I’extrait d’acétate d’éthyle de I’espéce Lyophyllum decastes (Clso: 408.1 + 1.36
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mg/ml) et par Bensouici et al. (2015) pour I’extrait d’acétate d’éthyle de la partie aérienne de
I’espece Sedum caeruleum (Clso: 161.43 £ 2.34 mg/ml). Par ailleurs, I’extrait méthanolique
présente une activité importante pour réduire le fer. Par contre, I’extrait aqueux est le meilleur
extrait pour reduire le cuivre. De plus, non résultats d’absorbance de I’activité du CUPRAC
des extrais méthanoliques et aqueux de la partie aérienne d’E.granulata sont moins importants
que ceux trouvés par Sharma et Pal Vig (2013) pour I’extrait méthanolique et aqueux de
Parkinsonia aculeata a 200 pg/ml (DO < 0.5).

Cependant, on a constaté qu’il ya une corrélation positivement entre les polyphénols,
les flavonoides totaux, la capacité de stabiliser le radical de DPPH, de neutraliser le radical
ABTS et la capacit¢ de réduire le fer d’extrait méthanolique de la partie aérienne
d’E.granulata. Par contre, I’extrait aqueux présente une capacité importante de la capacité de
réduire le cuivre et de chélater les ions ferreux. Ce qui signifier que chaque activité
antioxydante ne dépend pas seulement de la teneur en polyphénols mais aussi de la structure
et de I'interaction entre certains composeés (Oueslati, 2013). Alors que, I’extrait d’acétate

d’éthyle est arrangé en dernier classe pour tous les tests.

1.3. Caractérisation phytochimique par Chromatographie liquide a haute performance
(HPLC)

Les chromatogrammes des composés phénoliques de 1’extrait méthanolique de la
partie aérienne d’E.granulata nous a permis d’identifier quatre acides phénoliques (acide
gallique, acide caféique, acide p-coumarique et acide rosmarinique) et quatre flavonoides
(résorcinol, rutine, isorhamnetin-3-O-glucoside et kaempférol3-orutinoside). Par ailleur, les
quatre acides phenoliques identifiés sont connues par des activités antioxydantes (Yuki Sato
et al., 2011; Fernandes et Salgado, 2015; Pei et al., 2015; Hossan et al., 2014). Ainsi, le
résorcinol est largement utilisé dans la fabrication de plusieurs médicaments et produits
pharmaceutiques principalement utilisés pour les affections topiques, les cremes contre I'acng,

les teintures capillaires et les shampooings antipelliculaires (Trivedi et al., 2015).

En outre, la rutine ne fasse plus partie des médicaments officiels, elle est caractérisée
par une activité anti-Alzheimer et par un effet analgésique et anti nociceptif (Ganeshpurkar et
Saluja, 2017). Le flavonoide isorhamnetin-3-O-glucoside, se caractérise par des propriétés
antioxidantes notamment la protection des membranes cellulaires contre la peroxydation des
lipides (Zielifiska et al., 2001). Le kaempférol3-orutinoside (K-3-G) est connu par des effets

protecteurs contre les Iésions hépatiques oxydatives aigués induites par le CC14 (Wang et al.,
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2015). De plus, I’acide caféique est un composé majoritaire. Cet acide présente des propriétés
antibactériennes (Perumal et al., 2015), anti cancérigenes et il contrble le niveau du
cholestérol y compris le triglycéride (Ye et al., 2010). Aussi, ’acide caféique est I'un des
composés majoritaire dans certaines plantes médicinales comme Euphorbia hirta (Perumal et

al., 2015) et Ocimum gratissimum linn (Ye et al., 2010).

En comparaison avec d’autres travaux d’identification des composés phénoliques par
le CLHP dans le genre Euphorbia., luteolin-7-O-glucoside est le flavonoide glycoside majeur
dans I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’E. hirta (Pi6ro-Jabrucka et al., 2011) et
9,12,15-octadecatrien-1-ol était le composé dominant dans I’extrait éthanolique de la partie
aérienne d’E. hirta L.(Sharma et al., 2014).

2. Variations des teneurs en composés phénoliques, des activités antioxydantes et
photoprotectives d’Euphorbia retusa.

2.1. Teneurs en composés phénoliques

Les resultats de la variabilité de la teneur en polyphénols totaux varient
considérablement en fonction de la nature du solvant utilisé dans I’extraction et le type

d’organe étudié.

Concernant I’effet du solvant sur les organes, la teneur en polyphénols est variable
entre presque tous les organes. En effet, le meilleur solvant pour extraire les polyphénols chez
les capsules c’est I’acétate d’ethyle, le méthanol est le meilleur solvant pour extraire les
polyphénols des tiges et des feuilles et I’eau distillée c’est le meilleur solvant pour extraire les
polyphénols des graines et des racines, cette variabilité est due a la variabilité de la polarité
des composés phénoliques entre les organes est par conséquence la variation de la solubilité

de ces composés dans les solvants (Baldosano et al., 2015; Trabelsi et al.,2010).

Par ailleurs, la teneur en polyphénols est hétérogéne entre les organes d’E. retusa.
Cette variabilité des polyphénols dans les différents organes d’'une méme plante a été reportée
par plusieurs auteurs (Oztirk et al., 2007; Falleh et al., 2008; Ksouri et al., 2008;
Benhammou, 2011; Beddou, 2015; Karoune et al., 2015). En outre, les graines et les capsules
d’E. retusa sont plus riches en polyphénols que les tiges, les feuilles et les racines. Falleh et

al. (2008) ont montré que les graines et les feuilles de Cynara cardunculus sont plus riches en
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polyphénols que les fleurs. Ksouri et al. (2009) a trouvé aussi que les extraits des fleurs sont
beaucoup plus riches en polyphénols totaux que ceux des feuilles chez Tamarix gallica L.

Dans un autre contexte, et indépendamment de la variabilité¢ du solvant et de ’organe,
on souligner que les teneurs en composés phénoliques des extraits d’E. retusa sont bien plus
élevées que celles trouvés par Ghareeb et al. (2018) pour I’extrait méthamolique de la partie
aérienne de la méme espéce provenant de ’Egypte (33.9 = 0.65 pg EAG/ mg d’extrait). Par
contre, la teneurs en composés phénoliques de 1’extrait méthanolique des feuilles est moins
important que les résultats trouvés par (Asha et al., 2016) pour I’extrait méthanolique des
feuilles d” Euphorbia hirta (285.41+£3.00 ug EAG/ mg d’extrait).

La teneur en polyphénols totaux des graines d’E. retusa est supérieure que celle
d’extrait méthanolique des graines de Cassia auriculata (Linn.) avec (86.93 £ 2.45 ug EAG/
mg d’extrait) (Joshi et al., 2015).

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits méthanoliques et aqueux de la partie
aérienne d’E.granulata sont proche a ceux trouvée pour les trois extraits de graines et ’extrait
d’acétate d’éthyle des capsules d’E .retusa.

D’apres les résultats obtenus et identiquement a la teneur en polyphénols totaux, la
teneur en flavonoides totaux a montré une variabilité entre les quinze extraits d’E. retusa.
Ainsi, les deux extraits d’acétate d’éthyle et aqueux des graines et 1’extrait d’acétate d’éthyle
des capsules présentent des teneurs plus élevées. De plus, les teneurs de ces quatre extraits
sont nettement supérieures a la teneur en flavonoides totaux d’extrait méthanolique des
graines de Cassia auriculata (Linn.) (53.787 + 0.757 ug EQ/ mg d’extrait) trouvées par Joshi
et al. (2015). Toutefois, la pauvreté d’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles et d’extrait
méthanolique des racines en flavonoides totaux est probablement due au manque de ces
organes en flavonoides qui ont une polarité convenable au solvant d’extraction. En outres,
I’extrait méthanolique des tiges d’E. retusa a une valeur moyennement élevée que celle
d’extrait méthanolique des tiges de Rheum ribes trouvées par Oztiirk et al. (2007) (13.66 +
0.75 pg EQ/mg d’extrait). Ainsi, les résultats de la teneur en flavonoides d’extrait
méthanolique des feuilles sont inférieurs aux résultats trouvés par Asha et al. (2016) pour

’extrait méthanolique des feuilles d’Euphorbia hirta (32.29+6.0 ug EQ/ mg d’extrait).

La teneur en flavonoides totaux chez les deux extraits méthanolique et aqueux
d’E. granulata présente une importance assez faible par rapport aux trois extraits des graines

d’E. retusa. Par contre I’extrait d’acétate d’éthyle de la partie aérienne d’E. granulata et des
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feuilles d’E. retusa sont pauvre en flavonoides moins polaires et aussi I’extrait méthanolique

des racines.

2.2. Le potentiel antioxydant des composés phénoliques

Nous avons utilisés les mémes activités antioxydantes testées sur les extraits d’E
.granulata sauf I’activité de métal chélate est remplacé par le test d’inhibition du blanchiment
de la B-carotene.

Pour le test DPPH, le degré de changement de la couleur est proportionnel avec la
concentration et le potentiel des antioxydants (Saeed et al., 2012). En effet, ’extrait aqueux
des racines présente une activité importante suivi par les extraits des graines et des capsules.
En outre, le pourcentage d’inhibition d’acétate d’ethyle des graines d’E. retusa a 200 pg/ml
est inférieur au pourcentage d’inhibition des feuilles d’extrait d’acétate d’ethyle d’
Anthocephalus cadamba (90.03 %) a 400 pg/ml (Chandel et al., 2012). Ainsi, a 100 pg/ml le

pourcentage d’inhibition d’extrait d’acétate d’éthyle et d’extrait aqueux des racines

d’E. retusa sont supérieurs aux pourcentage d’inhibition d’extrait d’acétate d’ethyle et
d’extrait aqueux des racines de Saururus chinensis (43.01£0.32 % et 21.21+0.11 %,
respectivement) (Alaklabi et al., 2017).

En outre, les valeurs de la Clso sont généralement variables dont, I’extrait aqueux des
racines, I’extrait méthanolique des graines et I’extrait d’acétate d’ethyle des capsules et des
graines sont plus actifs que le témoin BHT ou la capacité de stabiliser le radical DPPH par les
graines est trois fois supérieure a celle de BHT. L’ activité antioxydante de ces quatre extraits
est globalement plus efficace que I’extrait méthanolique des graines de Cynara cardunculus
L. (Clso = 23 ug/ml) rapporté par Falleh et al. (2008) et de Cassia auriculata (Linn.) (Clso =
77.489 £ 2.072 pg/ml) cité par Joshi et al. (2015). Par contre, la valeur de Clso d’extrait
méthanolique des racines est inférieure a la valeur de Clso d’extrait méthanolique des racines
de Saururus chinensis (15.13+0.23 pg /ml) rapporté par Alaklabi et al.( 2017). Ces résultats
montrent que les graines contiennent des composées phytochimiques beacaup plus capables

de donner I’hydrogéne au radical pour inhiber les dommages oxydatifs.

En outre, I’extrait d’acétate d’éthyle des graines et des capsules, I’extrait méthanolique
des graines et I’extrait aqueux des racines d’E .retusa présentent une activité antiradicalaire

importante que les autres extraits d’E .retusa et les extraits d’E. granulata.
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Concernant I’activité du piégeage du radical-cation ABTS™, les trois extraits des
graines sont plus actifs que les autres extraits. Ces extraits et I’extrait d’acétate d’éthyle et
I’extrait aqueux des capsules sont plus importants que I’extrait méthanolique de la partie
aérienne de Micromeria cilicica (Cl so = 37.1 + 0.10 pg/ml) (Oztiirk et al., 2011). Ainsi, a 100
ug/ml les pourcentages d’inhibition d’extrait d’acétate d’éthyle et d’extrait aqueux de la
racine d’E. retusa sont plus élevés que ceux de I’extrait d’acétate d’ethyle et I’ extrait aqueux
de la racine de Saururus chinensis rapporté par Alaklabi et al. (2017) (40.31+ 0.41 % et
19.07+ 0.12 %, respectivement).

Pour cette capacité et en comparaison avec les résultats des trois extraits des graines et
I’extrait aqueux des capsules d’E. retusa ont une valeur de Clso plus élevée que les extraits

d’E. granulata.

Par ailleurs, I’évaluation de I’activité antioxydante par le blanchiment de la B-carotene
est une méthode utilisée pour mesurer la capacité d’un extrait d’inhiber 1’oxydation des
lipides (Moualek et al., 2016). En effet, ’extrait aqueux des racines, des graines et des
capsules présentent les pourcentages d’inhibitions les plus importantes. Ainsi, les

pourcentages d’inhibition de I’extrait d’acétate d’ethyle des graines et des capsules

d’E. retusa sont plus élevés pour toutes les concentrations que I’extrait d’acétate d’ethyle des

racines de Rhodomyrtus tomentosa (60.53% a 1000 mg/ml) ( Abd Hamid et al., 2017).

L’analyse des résultats de cette activité exprimés en Clso affiche une hétérogénéité
importante entre les extraits testés. En effet, les trois extraits des graines, les deux extraits
d’acétate d’éthyle et aqueux des capsules et I’extrait aqueux des racines inhibent 1’oxydation

couplée de I’acide linoléique et du B-caroténe plus que les autres extraits.

Dans le pouvoir réducteur, le changement de la couleur jaune au couleur vert est
proportionnel a la capacité réductrice d’extrait (Saeed et al., 2012). En effet, la capacité de
réduction du fer est tres différente entre les extraits d’E. retusa testés et elle est plus
importante chez les trois extraits des graines et I’extrait d’acétate d’éthyle des capsules que les
autres extraits et que celle de BHT. Ces valeurs sont plus intéressant que celui trouvé dans les
extraits d’acétate d’éthyle, méthanoliques et aqueux des racines de Saururus chinensis (1.71,

0.77 et 1.43, respectivement) rapporté par (Alaklabi et al., 2017) a 100 pug/ml.
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En outre, les deux extraits méthanolique et aqueux des graines et ’extrait d’acétate
d’éthyle des capsules possedent une forte capacité réductrice du fer que les autres extraits d’E.
retusa et les extraits de la partie aérienne E. granulata. Par contre, la valeur de Aoso de
I’extrait d’acétate d’éthyle des graines est presque similaire a celle de 1’extrait méthanolique

d’E. granulata.

L’activité antioxydante de la réduction du CUPRAC est une méthode se base sur la
conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu?*-
Nc, produisant ainsi un complexe hromogene de Cu*-Nc qui absorbe a 450 nm (Ben Rhouma-
Martin, 2013). La comparaison des résultats d’absorbance des extraits de chaque organe en
fonction des trois solvants met en évidence que l’extrait d’acétate d’éthyle a donné des
absorbances remarquable pour les graines, les capsules, les feuilles et les racines. Par contre,
les tiges se caractérisent par des absorbances élevés pour 1’extrait aqueux. En outre, 1a valeur
de Aoso la plus importante est enregistrée chez les trois extraits de graines que celle des autres
extraits et de ’extrait méthanlique de la partie aérienne de Ganoderma lucidum (Aos= 20.7
1.21 pg/ml) (Tel et al., 2012).

Dans ce cas, les trois extraits de graines et I’extrait d’acétate d’éthyle des capsules, d’E.
retusa présentent une capacité antioxydante élevée que les autres extraits d’E. retusa et les

extraits de la partie aérienne d’E. granulata.

2.3. Evaluation de P’activité photoprotective par le facteur de protection solaire (FPS)

Le facteur de protection solaire (FSP) est une mesure quantitative reflete

principalement la protection contre les UVB (Mbanga et al., 2014 ; Ho, 2001).

Le FSP est généralement divisé en quatre catégories : une faible protection (la valeur
du FSP entre 2 et 15), une moyenne protection (la valeur du FSP entre 15 et 30), haute
protection (la valeur du FSP entre 30 et 50) et trés haute protection (la valeur du FSP est plus
de 50) (Schalka et Reis, 2011).

In vivo, la mesure du FPS (Facteur de Protection Solaire) se base sur la réponse
érythémale due aux rayonnements UVB. En effet, les extraits d’E. retusa testés sont classés
en trois catégorie de protection solaire; les deux extraits aqueux et méthanolique des graines
présentent une forte protection solaire, les extraits d’acétate d’éthyle des cinq organes, les

extraits méthanoliques et les extraits aqueux des tiges des feuilles et des capsules se
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caractérisent par une protection moyenne. Par contre, les deux extraits aqueux et
méthanolique des racines incluent dans la catégorie de protection faible. En comparaison avec
d’autres résultats, la valeur de I’FPS des extraits d’E.retusa sont plus importantes que I’extrait
aqueux des feuilles de Desmodium gangeticum rapporte par Das et al. (2017) (FPS = 7.276).
Ainsi, les valeurs de FPS d’extrait méthanolique des graines est plus importante aussi que la
valeur trouvée par Napagoda et al. (2016) (FPS = 29.5 + 0.30) pour I’extrait aqueux des
graines de Mollugo cerviana et pour I’extrait méthanolique de la partie aérienne de

Capnophyllum peregrinum (L.) rapporté par Lefahal et al.( 2018) avec (SPF= 35.21 + 0.18).

Généralement les organes riches en polyphénoles et en flavonoides totaux donnés des
activités antioxydantes importantes cette corrélation positive est rapportée par plusieurs
auteurs (Oueslati et al., 2012; Trabelsi et al., 2012). Toutefois, I’extrait aqueux des racines a
donné une activité antiradicalaire et activité inhibitrice du blanchiment de la 3-caroténe plus
importante malgré la valeur faible en polyphénols totaux de ces deux extraits par rapport a la
majorité des autres extraits testes. Ce qui signifié que, les racines ont des composées
phytochimiques capables de donner ’hydrogéne au radical DPPH et de stabiliser la capacité
d’inhiber ’oxydation couplée de I’acide linoléique et du B-caroténe. Donc, a la lumiére de ces
résultats chaque activité antioxydante n’est pas seulement liée a la teneur des plyphénols mais

aussi au structure et a ’interaction de certaines molécules.

Dans un autre contexte, certains auteurs ont montré que la corrélation entre les teneurs
en flavonoides et le facteur de protection solaire est positif (Souza et al., 2015; Raimundo et
al., 2013). D’apreés nos résultats, les extraits riches en flavonoides ont un pouvoir protectif
plus élevé a moyennement éleve. Toutefois, I’extraits d’acétate d’éthyle des feuilles pauvre en
flavonoides présente une activité protective moyenne ce qui refléte que I’activité protective
est liee a des composantes phénoliques spécifique. De méme, les valeurs du FPS des extrait
aqueux des feuilles et des capsules sont faibles que celles des extraits d’acétate d’éthyle des
feuilles, des tiges et des racines malgré que ces derniers extraits présentent des faibles valeurs
en flavonoides, ce qui signifié une autre fois, que cette activité est due probablement non
seulement a la teneur des flavonoides mais aussi a la structure de certains flavonoides et/ou a
d’autres composés phénoliques. Aussi, Napagoda et al. (2016) a montrés que, la présence de
métabolites secondaires ayant une propriété antioxydante pourrait étre responsable de la forte

absorbance des UV.
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2.4. Caractérisation phytochimique par Chromatographie liquide a haute performance
(HPLC)

Les résultats d’analyse chromatographique des extraits méthanoliques des graines et
des capsules ont montrés que les pics des composés phénoliques identifiés sont presque
identiques entre les deux extrait dont, deux acides phénolique sont identifiés (acide syringique
et acide sinapique) avec deux flavonoides (epigallocatechin 3-O- gallate et quercetine). Le
flavonoide epigallocatechin 3-O- gallate est considéré comme un composé majeur chez les
deux extraits. Toutefois, les capsules se distinct des graines par un autre composé qu’il est le
catéchine hydraté. Ce qui signifié que, ce dernier flavonoide présente dans le péricarpe. Les
cing composés phénoliques identifiés sont connus par leurs pouvoir antioxydants (Marinova
and Yan-ishlieva, 2003; Zhang et al., 2012 ; Mehra et al., 2013; Shin et al., 2013; Hameed et
al., 2016). En outre, la quercetine est corrélé positivement avec les activités antioxydantes
notamment la  caroténe (Falleh et al., 2012b). Par ailleurs, epigallocatechin 3-O- gallate est
le composé majeur dans les graines et les capsules, c’est un flavonoide connus par leurs
activités biologiques tel que ’activité anti-inflammatoire, antinéoplasique, antibactérienne et
il peut joue un role importants dans la préservation des plaquettes (Filippi et al., 2017;
Matsumura et al., 2009; Lee et al., 2014; Lin et al., 2017 ; Perumal et al., 2015) . En
comparaison avec d’autres résultats trouvés dans la méme espece, Sdayria et al. (2019) a été
trouvé que l’acide gallique est ’acide phénolique majeur dans I’extrait méthanolique des

feuille d’E. retusa pousse en Tunisie.

Les résultats de la composition phénolique et des activités antioxydantes obtenus
montre une variabilité entre les deux espéces étudiés, cette variabilité est moyennement
comparable puisque les organes d’E. retusa sont séparés 1’un des autres. Alors que, la partie
aérienne de ’espece E. granulata (tiges, feuilles, capsules) a été utilisé entierement sans la
séparation des organes. Ainsi, la période d’analyse est généralement différente entre les
extrais des deux espéces. D’ailleurs, la variabilité de la composition phénolique et les
activités antioxydantes entre les espéces du méme genre est significativement notable par
Falleh et al. (2009) au sein du genre Mesembryanthemum. (M. edule, M. crystallinum et M.
nodiflorum), Bensouici (2015) entre Sedum caeruleum et Sedum pubescens, Zengin et al.
(2018) pour les trois espéces du Salvia (S. blepharochlaena, S. euphratica var. leiocalycina,
and S. verticillata subsp. Amasiaca), Kaplaner et al. (2017) entre Tricholoma imbricatum et

Tricholoma focale, Oueslati et al. (2013) entre quatre halophytes du genre Suaeda (S.
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fruticosa, S. pruinosa, S. mollis et S. maritima) et Chikhi et al. (2013) entre Phagnalon

saxatile et Phagnalon sordidum.

Cependant, des facteurs endogeénes tels que les facteurs génétiques conduisant a des
différences importantes entre les espéces du méme genre (Oueslati et al., 2012). De plus, des
facteurs exogenes abiotiques et biotiques peuvent aussi influer sur la composition phénoliques
et les activités antioxydantes au niveau de la diversité intra spécifique. Dans ce contexte, la
teneur des composés phénoliques y compris les flavonoides particuliérement et I’activité des
enzymes antioxydants sont augmentées avec |’augmentation de I’intensité lumineuse
(Macheix et al., 2005; Albayrak et Aksoy, 2019). En outre, de nombreuses études ont montré
que les polyphénols jouent un réle important dans le mecanisme de défense anti-oxydant sous

stress salin par la surproduction de ces composes (Falleh et al., 2012 a; Ksouri et al., 2008).

En conclusion, les résultats obtenus dans ce chapitre mettent en évidence la
diversité entre les extraits d’E .granulata et entre les organes d’E. retusa. Cette variabilité est
bien marquée au niveau des composés phénoliques, des pouvoirs antioxydant et de 1’activité
photoprotective. En effet, et d’une maniére générale 1’extrait méthanolique de la partie
aérienne d’E. granulata est plus riche en composés phénoliques et plus actif que les autres
extraits de la méme plante. Aussi, les graines et les capsules d’E. retusa se sont distinguées
d’autres organes par leur richesse en composés phénoliques ainsi que par leurs propriétés
biologiques importantes. Ces données permettent de retenir ces deux espéeces pour d’autres

investigations plus approfondies afin de confirmer leurs potentialités biologiques.

-



Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale et perspectives

Dans le but de valoriser la vertu thérapeutique des espéces de plantes du genre
Euphorbia, le présent travail porte sur I’investigation phytochimique de deux espéeces
sahariennes : E. granulata Forssk et E. retusa Forssk recuecillies de la plaine d’El-Outaya
située au Nord de la Wilaya de Biskra.

Les analyses phytochimiques menées durant cette étude afin de déterminer les teneurs
en composés phénoliques (polyphénols et flavonoides totaux) et les activités antioxydantes
des extraits secs de la partie aérienne entiere d’E.granulata et les cinq organes d’E.retusa

(racines, tiges, feuilles, capsules et graines).

Par ailleurs, la solubilité des polyphénols dans les solvants d’extraction est un
parametre trés important qui facilite la disponibilité des molécules recherchées, en utilisant
séparément trois solvants de différente polarité; acétate d’éthyle, méthanol et eau distillée
pour extraire le maximum de composantes au moyen de soxhlet. Les solvants sont évaporés

par le rota vapeur pour obtenir des extraits secs dont le nombre est de 18 extraits.

La teneur en polyphénols et en flavonoides et la détermination de la capacité
antioxydante de ces extraits par les tests de; DPPH, ABTS™, pouvoir réducteur et réduction
du cuivre (CUPRAC) ont été évalués sur tous les extraits. Alors que, Pactivité de
blanchissement du B-carotene a été determinée uniquement sur les extraits d’E. retusa et
I’activité de la chélation des ions ferreux n’a été examiné que sur les extraits d’E.granulata.
De plus, nous avons étudié le pouvoir photoprotective des extraits d’E.retusa par 1’évaluation

de la valeur du facteur de protection solaire.

Les resultats obtenus ont montré une variabilité significative des teneurs en
polyphénols, en flavonoides et des activités antioxydantes entre les extraits de chaque espéce

de plante.

En effet, les résultats de la premiere partie expérimentale de 1’étude phytochimique sur
les extraits d’E.granulata ont montré que I’extrait méthanolique qui présente des teneurs
élevées en polyphénols et en flavonoides totaux se caractérise par une capacité importante de
piéger les radicaux libres du DPPH", de neutraliser le radical cationique ABTS™ et de réduire

le fer. Par contre, la capacité de réduire le cuivre et de chélater les ions ferreux est importante

-



Conclusion générale et perspectives

chez ’extrait aqueux de faible valeur en polyphénols par rapport a I’extrait méthanolique.
Donc, on peu dire que, I’activité antioxydante probablement n’est pas liée seulement a la
teneur en polyphénols mais a la structure et a I’interaction entre certaines composantes. En
outre, I’extrait d’acétate d’éthyle a une teneur en polyphénols faible avec une pauvreté en
flavonoides totaux solubles dans le solvant d’extraction et aussi il a une activité antioxydante

faible par rapport aux deux autres.

Les résultats de la deuxieme partie expérimentale de I’étude phytochimique sur les
organes d’E.retusa ont montré que les trois extraits de graines (aqueux, méthanolique et
acétate d’éthyle) avec I’extrait d’acétate d’éthyle des capsules présentent les teneurs les plus
élevées en polyphénols et en flavonoides. Alors que, les trois extraits d’acétate d’éthyle des
racines, des tiges et des feuilles donnent une faible teneur en polyphénols. Ces extraits aussi
ont des teneurs en flavonoides plus faibles a piétres chez I’extrait d’acétate d’éthyle des
feuilles. Concernant I’activité antioxydant, généralement les graines donnent un pouvoir
antioxydant important pour les cing activités testées, en plus I’extrait aqueux des racines
posséde une activité antiradicalaire et un pouvoir inhibiteur du blanchiment de la B-caroténe
plus puissants malgré leur teneur faible en polyphénols en comparaison avec les graines et les
capsules ce qui affirme une autre fois que, I’activité antioxydante est due a la structure et a

I’interaction entre certaines composantes.

En outre, la valeur du facteur de protection solaire la plus importante est enregistrée
chez les deux extraits méthanoliques et aqueux des graines. Ainsi, a partir de nos résultats, la

teneur en flavonoides n’est pas un facteur limitant qui influe sur I’activité photoprotective.

Il ressort ainsi que, I’analyse par CLHP des composés phénoliques pour la premiére
fois sur les trois extraits méthanoliques: la partie aérienne d’E. granulata, les graines et les
capsules d’E.retusa a permis d’identifier de nombreux composés d’intérét antioxydant
important. L’extrait méthanolique de la partic aérienne d’E.granulata a dévoilé que le
composé majoritaire est 1’acide caféique et I’identification des composés phénoliques des
deux extraits méthanoliques des graines et des capsules a démontré que le composé

majoritaire est I’Epigallocatechin 3-O- Gallate.

Finalement, cette étude a permis de découvrir que les deux especes de plantes sont tres
riches en polyphénols, les quelles ont des activités antioxydantes connues par leurs efficacité
dans le traitement de nombreuses maladies. Donc, cette étude scientifique confirme la valeur

thérapeutique de ces deux plantes et justifiée leurs usages en médicine traditionnelle.
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Toutefois, les résultats obtenus ouvrent également d'autres perspectives pour
compléter ce modeste travail in vitro par I’identification, I’isolement et la purification des
composés phénoliques qui ont des propriétés antioxydantes et phoptoprotectives. En outre,
les études antimicrobiennes, antifongiques, enzymatiques in vitro sont nécessaires a réaliser.
L’activité antioxydante sur les cellules endothéliales humaines soumises a des situations de

stress oxydatif peut confirmer aussi le pouvoir antioxydant.

De méme, I’étude de la toxicité des molécules s’impose avant toute utilisation pour la

santé humaine.
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Annexe

Annexe 1: Correlation entre I'effet érythémogéne (EE) et I'intensité du rayonnement

pour chaque longueur d*onde (1).

Longueur d*onde EE x I(A) (Normalisée)
(A nm)
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0837

320 0.0180




Annexe 2: Les absorbances moyennes de chaque extrait pour le test SPF

A (nm) 290 295 300 305 310 315 320

Raciness 3.57 3.10 266 229 205 1.86 1.71

Acétate Tiges 322 281 249 228 2.13 2.01 1.89
d’ethyle Feuilles 3.07 289 271 2.62 2.58 2.57 2.55
Capsules 2.63 265 264 265 266 2.66 2.64
Graines 2.41 2.44 2.45 2.46 2.47 2.47 2.46
Raciness 2.30 1.78 1.48 1.29 1.17 1.09 1.00
Tiges 231 194 172 1.62 1.59 1.59 1.55

Méthanol ]
Feuilles 255 2.19 1.97 1.86 1.83 1.80 1.76

70% ' '

Capsules 231 195 174 160 154 1.53 1.54
Graines 3.07 311 313 315 316 3.18 3.19

Raciness 210 162 132 115 104 0.95 0.87

Tiges 246 208 g5 176 174 174 175

Eau Feuilles 284 248 996 217 215 214 212
Capsules 591 185 161 150 146 146 150

Graines 3.85 386 3.8 382 3.80 3.78 3.75




Annexe 3: Temps de rétention des standards de composés phénoliques (composés

d’acides phénoliques et de flavonoides) utilisés par I’analyse de CLHP-DAD.

Les Standards de composés

N SralTepes Temps de rétention (min)
1 Acide ascorbique 4.414
2 Acide gallique 8.209
3 Résorcinol 10.308
4 Catéchol 12.034
5 Catéchine hydratée 14.307
6 Epigallocatéchine 14.699
7 L'acide chlorogénique 15.752
8 Epicatechine 3 O gallate 16.267
9 Acide cafeique 17.424
10 Acide syringique 17.802
11 acide p-coumarique 19.692
12 Acide sinapique 19.977
13 Acide férulique 20.23
14 Myricitrine 20.741
15 Lutéoline 7-O glucoside 20.937
16 transhydroA;;i?nnamique 20.942
17 La coumarine 20.995
18 Isorhamnetin 3 O glucoside 21.1
19 Resvératrol 21,737
20 Acide rosmarinique 21.753
” Ether éthylique d’acide 21,773

polytechnique

22 Oleuropéine 21.909



23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

37

Isoquercitrine
L'acide ellagique
Myricetin
Kaempferol 3 O rutinoside
Isorhamnetin 3 O rutinoside
La quercétine
Naringenine
Acide trans cinnamique
Laricitrin
Lutéoline
Kaempferol
Isorhamnetin
Amentoflavone
Apigénine

Cirsimaritin

21.925
22.278
22.457
22.538
22.833
24.171
24.32
24.36
24.749
24.787
25.455
25.762
26.873
25.897

26.948
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Abstract

Context: Euphorbia retusa Forssk. is a medicinal plant, which traditionally
is used in Algerian Sahara for treatment of infantile eczema, warts and
trichiasis.

Aims: To evaluate phenolic composition and antioxidant capacity of
methanolic extracts from stems, leaves and seeds of Euphorbia retusa.

Methods: Total phenolic and flavonoids were analyzed by Folin-
Ciocalteu and aluminum chloride assays, respectively using gallic acid
(GA) and quercetin (Q) as standard compounds. Antioxidant capacity
was studied in vitro by using DPPH and ABTS cation radical
scavenging, cupric-reducing antioxidant capacity (CUPRAC) and
reducing power assays, followed by identification of phenolic
compounds of seeds by mean of high-performance liquid
chromatography (HPLC-DAD).

Results: Methanolic extracts of E. retusa seeds had the highest total
phenolic and flavonoid contents with 31550 = 141 pg GA
equivalent/mg dry extract and 91.83 * 8.18 pg Q equivalent/mg dry
extract, respectively. Identification of phenolic compounds from seeds
revealed that epigallocatechin 3-O- gallate was the major flavonoid. This
organ showed the highest activity in the assays of DPPH (ICso = 7.20 +
0.25 ng/mL), ABTS (ICso < 6.25 pg/mL), CUPRAC (Aos = 10.64 + 0.99
ug/mL) and reducing power (Aos=11.84 £1.72 ug/mL).

Conclusions: Euphorbia retusa seeds have an antioxidant capacity that
could be useful in pharmacological and medicinal fields.

Keywords: antioxidant; Euphorbia retusa; HPLC-DAD; phenolics.

Resumen

Contexto: Euphorbia retusa Forssk. es una planta medicinal que
tradicionalmente se utiliza en el Sahara argelino para el tratamiento del
eccema infantil, verrugas y triquiasis.

Objetivos: Evaluar la composicién fendlica y la capacidad antioxidante de
los extractos metanolicos de tallos, hojas y semillas de Euphorbia retusa.

Meétodos: Los compuestos fenélicos y flavonoides totales se analizaron
mediante ensayos de Folin-Ciocalteu y cloruro de aluminio,
respectivamente, utilizando acido galico (GA) y quercetina (Q) como
compuestos estandares. La capacidad antioxidante se estudi6 in vitro
mediante la eliminacién de radicales catiénicos DPPH y ABTS, los
ensayos de capacidad antioxidante reductora ctaprica (CUPRAC) y de
potencia reductora, seguido de la identificacion de compuestos fenélicos
de semillas mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-
DAD).

Resultados: Los extractos metanélicos de las semillas de E. retusa tuvieron
los contenidos més altos de fenoles y flavonoides totales con 315.50 *
1.41 pg de GA equivalente/mg de extracto seco y 91.83 + 8.18 nug de Q
equivalente/mg de extracto seco, respectivamente. La identificacién de
compuestos fenodlicos a partir de semillas revel6 que la epigalocatequina
3-O-galato fue el principal flavonoide. Este 6rgano mostré la mayor
capacidad antioxidante en los ensayos DPPH (ICso = 7.20 + 0.25 pg/mL),
ABTS (IC50<6.25 ng/mL), CUPRAC (Aos = 10.64 £ 0.99 ug/mL) y poder
reductor (Aos=11.84 +1.72 pg/mL.

Conclusiones: Las semillas de Euphorbia retusa tienen una capacidad
antioxidante que podria ser util en farmacologia y medicina.

Palabras Clave: antioxidante; Euphorbia retusa; HPLC-DAD; fenoles.
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INTRODUCTION

The Sahara, which covers about third of the
land surface, encompasses a relatively sparse
community of wild plants, 1200 species as com-
pared to their surface (Benchelah et al., 2000).
However, flora desert as well as medicinal plants
have developed an import resistance strategy for
unfavorable extreme conditions of their habitat
such as high temperature, salinity, drought and
high light intensities. In this stage, plants respond
to environmental stress to withstand and to elimi-
nate toxic reactive oxygen species (ROS) by devel-
oping ROS-detoxification mechanisms that can be
divided into enzymatic and non-enzymatic sys-
tems (Trabelsi et al., 2010).

Furthermore, phenolic compounds are known
noteworthy for their capacity of acquiring re-
sistance to the environmental stress. These com-
pounds exhibit an essential role as antioxidants
and as a buffer of redox potential (Macheix et al.,
2005; Oueslati et al., 2012; Falleh et al., 2012).

In recent time, focus on natural antioxidants in-
creased all over the world to replace synthetic an-
tioxidants because of their undesirable side effects
on human health (Trabelsi et al., 2010).

In the other hand, the ethnobotanical
knowledge of the Sahara populations has been
used since immemorial time, which is an im-
portant tool to facilitate research on the sources of
antioxidants. Besides, medicinal plants in desert
area have higher antioxidant proprieties of the
phenolic compounds because of their high redox
ability (Trabelsi et al., 2010; Gasmi et al., 2019).

Euphorbia retusa Forssk. (synonym E. cornuta
Pers.) is known as traditional remedy of infantile
eczema, warts and trichiasis in the central Sahara
of Algeria (Hammiche and Maiza, 2006). In Saudi
Arabia E. retusa is used as local herbal medicine
and as anti-asthmatic and anti-cough (Abdallah,
2015). It is an annual plant, which grows naturally
up to 30 cm high in the Sahara (Quezel and Santa,
1962). Likewise, the chemical constituents of Alge-
rian E. retusa have been investigated only for ter-
penoids (Haba et al., 2009); even there are a few
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data about the antioxidant activities as well as
phenolic composition of this species of E. retusa
organs. So, the aim of this study was to determine
the antioxidant capacity of methanolic extracts of
E. retusa stems, leaves and seeds followed by iden-
tification of phenolics compounds in seeds extract
using HPLC-DAD in order to improve the
knowledge on this plant, to select the organ, which
has a highest antioxidant capacity and to provide
scientific support for its possible future develop-
ment in the medicinal and pharmaceutical fields.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

Methanol, quercetin (Q), Folin-Ciocalteu’s rea-
gent (FCR), gallic acid, potassium acetate, alumi-
num nitrate, potassium persulfate, copper (II)
chloride, sodium carbonate, potassium ferricya-
nide, phosphate buffer, trichloroacetic acid (TCA),
ferric chloride, neocuproine, ammonium acetate,
butylated hydroxyl anisole (BHA), 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH), ascorbic acid, 2,20-
azinobis(3-ethyl-benzothiazoline- 6-suphonic acid)
diammonium salt (ABTS), were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Plant material

E. retusa was collected in June 2016 from Biskra
region (north-east of Algeria: 34.896000, 5.756000).
Plant identification was confirmed by researcher
Rabia Sahki-Boutammine, National Forest Re-
search Institute of Algeria. A voucher specimen
was kept in the herbarium of the Laboratory of
Biosystematic, Scientific and Technical Research
Center for Arid Areas (CRSTRA), Biskra, Algeria.
After harvesting, different parts of the plant
(stems, leaves and seeds) were separated, cleaned
and dried under shade at room temperature for
seven days. After drying, the samples were pre-
pared as a powder by blending each part of or-
gans.

Soxhlet extraction

Twenty grams (20 g) of powder of each part
(stem, leave and seed) were placed in a Soxhlet
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apparatus. Extraction was performed with 200 mL
of methanol for 8 hours. After that, the solvent was
evaporated under pressure in a rotary evaporator
(R215, BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Switzer-
land) at 50°C to give a solid dry extract (DE).

Bioactive compounds

Total phenolic content

The total phenolic content in methanolic ex-
tracts was determined by using Folin-Ciocalteu
according to the method of Singleton and Rossi
(1965) with slight modification. The protocol was
based on mixing 20 pL sample with 100 pL Folin-
Ciocalteu reagent and 75 pL (7.5%) sodium car-
bonate. Absorbance was measured at 740 nm in
the microplate reader after 2 h incubation in dark-
ness at room temperature by using a 96-well mi-
croplate reader (Perkin Elmer, Enspire) (Amrani et
al., 2019). The absorbance was measured at 765 nm
by using a 96-well microplate multimode plate
reader (EnSpire, PerkinElmer, MA, USA). The ex-
periment was done in triplicate and the total phe-
nolic compounds were expressed as gallic acid
equivalents/mg DE (ug GAE/mg DE). Calibration
equation for total phenol determination was found
as'y = 0.002x + 0.010 (r2 = 0.989).

Total flavonoid content

Total flavonoids were determined according to
Ttirkoglu et al. (2007) with slight modification. The
method is based on the complexation with alumin-
ium (AP*). A 50 pL of the diluted extract solution
was mixed with 1900 uL of methanol, 50 pL of 1 M
potassium acetate and 50 uL of 10% aluminum
nitrate. Then, the obtained mixture was distribut-
ed in the wells of 96-well microtiter plates in tripli-
cate (200 pL for each extract mixture). After incu-
bation at room temperature in dark for 40 min, the
absorbance was measured at 415 nm by using a 96-
well microplate reader (EnSpire, PerkinElmer,
MA, USA). The experiment was done in triplicate
and total flavonoid content was expressed as pg of
quercetin equivalents per mg of dry extract (ug
QE/mg DE) and calibration equation for the de-
termination of total flavonoid contents was found
as'y = 0.0066x —0.0063 (r2 = 0.998).
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Phenolics identification by HPLC

The identification of phenolic compounds was
done using an HPLC system consisting of a vacu-
um degasser, an autosampler, and a binary pump
with a maximum pressure of 400 bar (Agilent
1260, Agilent Technologies, Germany) equipped
with a reversed phase C18 analytical column of 4.6
x 100 mm and 3.5 pm particle size (Zorbax Eclipse
XDB C18). The DAD detector was set to a scanning
range of 200 - 400 nm. Column temperature was
maintained at 25°C. A solvent system with a gra-
dient of solvent A (methanol) and solvent B (1%
formic acid) was used. Seed methanolic extracts
were hydrolyzed according to the slightly modi-
fied method of Proestos et al. (2006). The flowrate
of the mobile phase was 0.4 mL/min. The opti-
mized gradient elution was performed as follows:
0-5 min, 10-20% A; 5-10 min, 20-30% A; 10-15 min,
30-50% A; 15-20 min, 50-70% A; 20-25 min, 70-90%
A; 25-30 min, 90-50% A; 30-35 min, return to initial
conditions. The peaks were monitored at 280 nm
and were identified according to the retention time
of calibration of 37 standards (Annex 1).

Antioxidant capacity

DPPH free radical-scavenging capacity

The free radical scavenging capacity of meth-
anolic extracts was evaluated using DPPH assay as
described by Blois (1958). About 40 pL of the each
methanolic extract concentrations (6.25, 12.5, 25,
50, 100, 200 and 400 ng/mL) was added to 160 pL
of a methanolic DPPH solution (6 mg DPPH dis-
solved in 100 mg methanol). The mixture was
shaken vigorously and left standing at room tem-
perature in the dark for 30 min. The experiment
was done in triplicate and the absorbance was de-
termined at 517 nm by using a 96-well microplate
reader. Butylated hydroxy anisole (BHA) was used
as a standard and the ability to scavenge the
DPPH radical of each extract concentrations was
calculated using the following equation [1]:

DPPH scavenging effect (%) = [(Ao - A1 / Ao)] % 100 [1]
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Where Ao was the absorbance of the negative
control and A; was the absorbance of the sample at
30 min.

ABTS** scavenging capacity

ABTS radical-scavenging capacity of sample ex-
tracts was determined according to the method of
Re et al. (1999). The ABTS** was obtained by mix-
ing 19.2 mg of 7 mM ABTS solution and 3.3 mg of
2.45 mM potassium persulfate solution, this emul-
sion was stored for 16 h at room temperature in
the dark. Subsequently, the ABTS*+ was diluted
with ethanol to absorbance of 0.750 (+ 0.020) at 734
nm. Then, 160 pL of ABTS** solution was added to
40 pL of sample solution in methanol at different
concentrations (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 and 400
png/mL) and these mixtures were homogenized.
The experiment was done in triplicate and the ab-
sorbances were recorded at 734 nm by using a 96-
well microplate reader. After 10 min, the inhibition
percentage of each concentration was calculated
relative to a blank absorbance (methanol) follow-
ing the equation [1]. BHA was used as antioxidant
standard for comparison of the activity.

Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)

The cupric reducing antioxidant capacity of
methanolic extracts was determined according to
the method of Apak et al. (2004). To an Eppendorf,
50 pL each of 10 mM Cu (II), 50 uL neocuproine of
7.5 mM, and 60 pL ammonium acetate (1 M, pH
7.0) solutions were added. About 40 L of extracts
at different concentrations (6.25, 12.5, 25, 50, 100,
200 and 400 ng/mL) were transferred to the initial
mixture. The experiment was done in triplicate
and the obtained emulsion was distributed in the
wells of 96-well microtiter plates. After 60 min, the
absorbance of the emulsions was read at 450 nm
by using a 96-well microplate reader. BHA was
used as a positive control. Results were expressed
as absorbance for each concentration against a rea-
gent blank and Ags values (ng/mL) correspond-
ing the concentration indicating 0.50 absorbance
intensity.
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Reducing power

The reducing power of the tested compounds
was determined according to the method of
Bouratoua et al. (2017). In order to determine the
reducing power capacity, 10 pL of serially diluted
sample of each concentrations (1.5625, 3.125, 6.25,
12.5, 25, 50 and 100 pg/mL) were added into a 96
well round-bottomed plate. Following this, 40 pL
of 0.2 M phosphate buffer (pH 6.6) and 50 pL of
potassium ferricyanide (1%), were added to each
well and the plate was incubated at 50°C for 20
min. Finally, 50 pL of tricarboxylic acid (10%), dis-
tilled water (40 pL) and 10 pL of ferric chloride
(0.1%) were added into each well in order to
measure the reducing power capacity. Ascorbic
acid was used as an antioxidant standard. The
experiments were done in triplicate and the ab-
sorbance was measured in a microplate reader at
700 nm. Results were expressed as absorbance for
each concentration against a reagent blank and
Aoso values (ng/mL) corresponding the concentra-
tion indicating 0.50 absorbance intensity.

Statistical analysis

Results were expressed as mean + standard devia-
tion of three replicates using the STATISTICA
program. Analysis of one-way variance (ANOVA)
was performed and significant differences among
means were compared by Newman-Keuls Multi-
ple Range test (p<0.05).

RESULTS

Bioactive compounds

Total phenolic and flavonoid contents

Methanolic seed extracts had more phenolic
content as compared to stem and leaf extracts.
(Table 1). Also, the flavonoid contents in the three
organs ranged from 91.83 £ 8.18 to 14.06 * 5.64 (ug
QE/mg DE). It was higher in seeds extract. Then,
flavonoids represented 29.11% of total polyphenol
content in seeds and it almost similar rate in stems
and leaves (16.67% and 17.86%, respectively).
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Table 1. Total phenolic and flavonoid contents of the methanolic extracts of E. retusa.

Total phenolic Total flavonoid
Extracts

(ug GAE/mg DE) (ug QE/mg DE)
Stems 87.75 £ 9.44 15.67 £3.790
Leaves 84.33 £ 6.66¢ 14.06 £ 5.640
Seeds 315.50 +1.41a 91.83 +8.18

Values expressed as mean + SD (n=3). In the same column followed by a different
letter (a-c) are significantly different (p<0.05). ng GAE/mg DE: microgram gallic acid
equivalent per milligram of dry plant extract. pg QE/mg DE: microgram quercetin
equivalent per milligram of dry plant extract.

A B
i DADI B, Sig=280.4 (EPIGALLOCATECHIN 3-O- GALLATE.D) (Peak N°1)

mAy DAD1B, Sig=280.4 DADI B, Sig=280.4 (SYRINGIC ACID.D) (PeakN°2)
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Figure 1. Chromatographic profiles acquired at 280 nm of seeds methanolic extract (A), and standards mixture (B).
The peak numbers correspond to 1. epigallocatechin 3-O-gallate (Rt = 16.2 min); 2. syringic acid (Rt = 17.8 min); 3. sinapic acid
(Rt=19.9 min); 4. quercetin (Rt = 24.1 min).

Phenolics identification in E. retusa seeds by HPLC

Due to the highest antioxidant capacity and
high concentration of phenolic compounds of E.
retusa seeds, their crude extracts were retained for
HPLC analysis (Fig. 1). The chromatogram of
seeds extract was compared to authentic 37 stand-
ards of phenolic acids and flavonoids. Profiles
composed by four identified phenolic compounds:
epigallocatechin 3-O- gallate, syringic, sinapic acid
and quercetin (Fig. 1A). These compounds have
been identified according to their retention time
and the spectral characteristics of their peaks com-
pared to those of standards in Fig. 1B. Moreover,
chromatogram shows that epigallocatechin 3-O-
gallate was the major flavonoid compound in the
seed extracts.
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Antioxidant capacity

DPPH free radical scavenging capacity of stem,
leaf and seed methanolic extracts is shown in Ta-
ble 2. DPPH scavenging ability increased with an
increase in concentration of extracts between 6.25
and 100 pg/mL and the inhibition percentage of
DPPH radical in seed extracts was higher com-
pared with BHA, stem and leaves. Similarly, low
ICso value represents a high potency and seed ex-
tracts had the highest DPPH radical scavenging
capacity.

The experimental data of ABTS scavenging re-
duction (Table 3) indicated that the inhibition per-
centage of seed extracts was more than 60% at 6.25
ng/mL as well as BHA. Therefore, stem extracts
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exhibited higher capacity to scavenging the
ABTS** radical than leaf extracts between 25 and
400 pg/mL.

The results of CUPRAC test (Table 4) showed
that seeds had a higher capacity than stem and leaf
extracts. However, none of the extracts exhibited
higher activity than standards BHA. Moreover,
stem extracts exhibited higher capacity than leaf
extracts.

Antioxidant capacity of Euphorbia retusa extracts

Concerning reducing power capacity (Table 5),
the absorbance of the extracts as well as the stand-
ard BHA increased with increasing of concentra-
tions. The higher absorbance of the reaction mix-
ture indicated a higher activity. Seed methanolic
extracts had very high reducing power at all con-
centrations compared with stems and leaves ex-
tracts. Then, seeds extract indicates a low Agso val-
ue as compared with ascorbic acid.

Table 2. Antioxidant capacity of the methanolic extracts of E. retusa by the DPPH scavenging assay.

Concentration Inhibition (%)

(hg/mL) Stems Leaves Seeds BHA

6.25 099+1.16 - 4463 +1.25 36.46 +2.45
12.5 4.08+0.74 - 80.10 £2.37 59.63 £1.50
25 529+1.96 0.56 £2.93 83.84 £1.03 7891 +0.77
50 12.72+0.20 9.20 £2.04 84.43 £1.09 83.11 £ 0.46
100 2539 +£0.41 21.37+£2.77 85.62 £0.10 84.21 £ 0.50
200 46.12+£0.54 37.83 +£0.81 - 85.31+0.35
400 76.19 £0.81 65.67 £0.18 - -

ICso (ng/mL) 225.87 + 3.88¢ 287.52 +2.92b 7.20 £0.252 10.03 + 0.842

Values expressed as mean + SD (n=3). In the last line followed by a different letter (a-c) are significantly different (p<0.05).
BHA: butylated hydroxyl anisole. ICso: half maximal inhibitory concentration expressed as the necessary concentration to

decrease the initial absorbance of DPPH by 50%.

Table 3. Antioxidant capacity of the methanolic extracts of E. retusa by the ABTS assay.

Concentration Inhibition (%)

(ng/mL) Stems Leaves Seeds BHA

6.25 8.60 £ 3.51 11.83 £1.33 65.23 £ 0.48 93.50 + 0.09
12.5 11.55 +£0.54 13.20 £ 2.06 91.09 £2.16 93.55 +0.09
25 24.88 +0.77 16.22 +1.10 91.80 £2.76 93.60 £ 0.16
50 29.21+£3.51 27.03 £ 0.66 92.68 +0.38 93.60 + 0.95
100 54.44 +0.19 4433 +1.32 93.07 £1.29 94.17 £ 0.90
200 70.11 +£2.08 64.86 + 0.25 - -

400 90.05 +2.27 84.90 +2.86 - -

ICsp (ng/mL) 91.45 +1.33b 126.75 + 3.83¢ <6.252 <6.252

Values expressed as mean + SD (n=3). In the last line followed by a different letter (a-c) are significantly different
(p<0.05). BHA: butylated hydroxyl anisole. ICso: half maximal inhibitory concentration declared as the necessary concen-

tration to decrease the initial absorbance of ABTS by 50%.
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Table 4. Antioxidant capacity of the methanolic extracts of E. retusa by the CUPRAC assay.

Concentrations Absorbance

(ng/mL) Stems Leaves Seeds BHA

6.25 0.09 +0.00 0.09 +0.00 0.36 £ 0.01 1.90 £ 0.04
12.5 0.11 £ 0.00 0.11+£0.02 0.59 £ 0.03 248 +0.18
25 0.12+0.05 0.14 £ 0.00 0.84 +0.14 2.55+0.20
50 0.21 +0.00 0.20 £ 0.00 1.29+0.18 2.76 £0.11
100 0.33+0.01 0.33+0.01 1.31+£0.13 -

200 0.56 + 0.01 0.54 £ 0.00 1.75+0.24 -

400 0.98 +0.01 0.95+0.12 2.72+0.09 -

Aoso (ng/mL) 173.35 £1.21¢ 180.34 £ 0.204 10.64 + 0.99» <6.252

Values expressed as mean * SD (n=3). In the last line followed by a different letter (a-d) are significantly different (p<0.05).
BHA: butylated hydroxyl anisole. Aoso: A0.5 (mg/mL) corresponding the concentration indicating 0.50 absorbance intensi-

ty.

Table 5. Antioxidant capacity of the methanolic extracts of E. retusa by the reducing power assay.

Concentration Absorbance

(ng/mL) Stems Leaves Seeds Ascorbic acid
1.5625 - 0.06 £ 0.01 0.19+£0.01 0.23+£0.01
3.125 0.07 £0.01 0.06 £0.01 0.20+£0.13 0.39 £0.01
6.25 0.08 £ 0.01 0.16 £0.17 0.36 £ 0.02 0.70 £ 0.08
125 0.11 £ 0.00 0.09 £ 0.01 0.53 £0.04 0.94 £ 0.05

25 0.15£0.02 0.10 £ 0.06 0.76 £0.12 1.19£0.40

50 0.24 £0.01 0.20 £ 0.03 1.00 £ 0.06 1.35+0.18
100 0.37 £0.03 0.28 £ 0.06 1.13+£0.14 1.49 £ 0.03
Aoso (ng/mL) >100¢ >100¢ 11.84 +1.720 4.40 % 0.39

Values expressed as mean + SD (n=3). In the last line followed by a different letter (a-c) are significantly different (p<0.05).
Aos (mg/mL) corresponding the concentration indicating 0.50 absorbance intensity.

DISCUSSION

Total bioactive compounds

The phenolic compounds have been intensively
investigated due to their antioxidant roles (Shaikh
et al., 2015). However, the results of the present
study suggest that the phenolic contents were
found to be significantly variable between the
three organs. These results support the findings
indicating that the distribution of secondary me-
tabolites may change depending on plant organ

http://jppres.com/jppres

(Karoune et al., 2015). Moreover, seed extracts reg-
istered the highest yield. In the same way Joshi et
al. (2015) found the highest contents in total phe-
nolic contents in seeds than flowers and leaves of
Cassia auriculata (Linn.) methanolic extracts.

Likewise to the phenolic contents, E. retusa
seeds were richer in total flavonoid contents than
stems and leaves. Similar results were found by
Falleh et al. (2008) hence indicating a notably
higher flavonoid contents in Cynara cardunculus L.
seeds than leaves and flowers.
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Several reports have described the use of
HPLC-DAD for the characterization of phenolic
composition (Ksouri et al., 2009; Falleh et al., 2012;
Karoune et al., 2015). For that, in this study was
used the HPLC-DAD system to identify phenolic
compounds including the major compound as the
flavonoid epigallocatechin 3-O-gallate. However,
the four phenolic compounds identified are known
for the antioxidant capacity (Marinova and Yan-
ishlieva, 2003; Zhang et al., 2012). In comparison to
other works on phenolic compounds identified in
same genus, luteolin-7-O-glucoside was the pre-
dominant flavonoid glycoside in the methanolic
extract of aerial parts of Euphorbia hirta (Piéro-
Jabrucka et al., 2011).

Antioxidant capacity

The chemical complexity of extract and the
multifaceted aspects of antioxidant reactivity such
as a mechanism of electron/hydrogen donation
(Tel et al., 2010) imply to use several methods for
demonstrating antioxidant capacity. In fact, in the
present study, mainly four methods were used to
evaluate the antioxidant capacity of the methanolic
extracts of E. retusa organs.

Practically, for DPPH test, the lowest ICsy value
indicated the highest antioxidant activity. ICso val-
ues of DPPH and percent inhibition at all concen-
trations were largely differed between the three
organs. This trend is supported by previous stud-
ies (Ashraf et al., 2015; Moualek et al., 2016). Seeds
showed higher antioxidant capacity without statis-
tical differences (p>0.05) respect to the standard
BHA and the ICsp value of this extract (7.20
pg/mL) was three fold higher as compared to
those reported by Falleh et al. (2008) for methanol-
ic extract of seeds of Cynara cardunculus L. (ICs0 =
23 pg/mL). This Result suggests that, the seeds
extract contains phytochemical constituents that
are capable of donating hydrogen to a free radical
to diminish the potential damage.

The ABTS radical cation is generated by the ox-
idation of ABTS with potassium persulfate (Saeed
et al.,, 2012). As shown for DPPH scavenging (Ta-
ble 2), the result indicates the higher capacity of
seed extracts to quench ABTS** and the half max-
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imal inhibitory concentration of this extract was
lower than 6.25 pg/mL as well as the BHA (Table
3). However, stem (91.4 pg/mL) and leave 126.7
pg/mL) extracts were characterized by higher ca-
pacity than other data reported by Saeed et al.
(2012) for the methanol extract of aerial parts of
Torilis leptophylla L. (ICso =179 + 3 pg/mL).

For the CUPRAC assay the reducing ability of
the three organs and the BHA increased with the
increase in concentrations between 6.25 and 400
mg/mL. A similar result was reported by Tel et al.
(2010) between 50 and 800 pg/mL for Salvia chi-
onantha hexane extract for this test. The seed ex-
tracts exhibited higher activities at all concentra-
tions and the BHA (Table 4).

In reducing power assay, an increase in absorb-
ance indicates a greater capacity of the extract re-
ducing abilities and stronger antioxidant potential.
The methanolic seeds extract was found to be the
highest reducer. In the literature reviewed no
studies were found on the reducing power of E.
retusa organs.

As expected, a positive correlation level
demonstrated between the phenolic compounds
and the antioxidant activities for the four tests.
This significant correlation was supported by
Oueslati et al. (2012) analyzing Sueda species.
However, total phenolic and flavonoid contents
were higher in seeds followed by stems and
leaves. This order has been approved by the anti-
oxidant capacity of all methods tested. These re-
sults are corroborated with previous reports on
Tamarix gallica L. flowers and leaves (Ksouri et al.,
2009), concluding that leaves exhibited the lowest
phenolic contents and antioxidant activity

CONCLUSIONS

The results revealed that methanolic extracts of
stems, leaves and seeds of E. retusa showed signifi-
cant phenolic contents and antioxidant capacity
with higher significant values for seed extracts.
These results may confirm the interesting potential
of E. retusa as a valuable natural alternative source
to the synthetic antioxidants. More studies should
be done to demonstrate the antioxidant activity of
the seeds of this species as well as possible phar-
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macological activity in diseases that pass through
an oxidative stress component.
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Annex 1. Standard compounds used by HPLC-DAD analysis.
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No. Standard Compound Retention time (min)
1 Ascorbic acid 4414
2 Gallic acid 8.209
3 Resorcinol 10.308
4 Catechol 12.034
5 Catechin hydrate 14.307
6 Epigallocatechin 14.699
7 Chlorogenic acid 15.752
8 Epicatechin 3-O gallate 16.267
9 Caffeic acid 17.424
10 Syringic acid 17.802
11 p-Coumaric acid 19.692
12 Sinapic acid 19.977
13 Ferulic acid 20.230
14 Myricitrin 20.741
15 Luteolin 7-O glucoside 20.937
16 Trans hydroxycinnamic acid 20.942
17 Coumarin 20.995
18 Isorhamnetin 3-O glucoside 21.100
19 Resveratrol 21.737
20 Rosmarinic acid 21.753
21 Protocatechuic acid ethyl ether 21.773
22 Oleuropein 21.909
23 Isoquercitrin 21.925
24 Ellagic acid 22.278
25 Myricetin 22.457
26 Kaempferol 3-O rutinoside 22.538
27 Isorhamnetin 3-O rutinoside 22.833
28 Quercetin 24171
29 Naringenin 24.320
30 Trans cinnamic acid 24.360
31 Laricitrin 24.749
32 Luteolin 24.787
33 Kaempferol 25.455
34 Isorhamnetin 25.762
35 Amentoflavone 26.873
36 Apigenin 25.897
37 Cirsimaritin 26.948
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

The aim of the present study was to evaluate the phenolic con- Received 7 January 2019
tents in capsule and root methanolic extracts of Euphorbia retusa Accepted 10 February 2019
followed by identification of phenolic on capsule extracts through
high-performance liquid chromatography (HPLC- DAD) for the first
time. Likewise, the antioxidant activity of both extracts was inves-
tigated by using Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC).
The result implies that E. retusa capsules have the highest phen-
olic and flavonoid contents with 105.33+7.75 pg GAE.mg '
extract 19.95+096 pg QEs.mg~' extract; respectively and the
highest activity in CUPRAC assay with epigallocatechin 3-O-Gallate
was the major flavonoid. Thus, our findings indicate that E. restusa
capsules may be valorized in industrial fields.
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Euphorbia retusa; CUPRAC;
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1. Introduction

Recently, an increasing demand for natural antioxidants to replace synthetic antioxi-
dants that cause various health risks (Ksouri et al. 2009). However, the antioxidative
activity is may be related to the level of phenolic compounds of species (Trabels et al.
2012). Similarly, phenolic compound are known for their ability to scavenging reactive
oxygen species (ROS) toxic because of their high redox potentials such as reducing
agents of copper (Il) (Tel et al. 2012). Thus, in this study we examined phenolic com-
pounds and antioxidant activity using Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)
method of methanolic extracts of roots and capsules of Euphorbia retusa Forssk. from
the northern algerian Sahara. However, Euphorbia species are known for their trad-
itional medicine uses (Frezza et al. 2018), for that we choose Euphorbia retusa in this
study in order to valorise this plant in pharmaceutical field.

2. Results and discussion

The total phenolic and the flavonoid contents of E. retusa capsule and root methanolic
extracts was determined as well as measured of the antioxidant activity by Cupric
reducing antioxidant capacity (CUPRAC) method. Results showed a significant differ-
ence between both organs for their phenolic compounds and their antioxidant activ-
ity. Similar trends were found by Karoune et al. (2015) for the phenolic compounds
and the antioxidant activity of different organs of Acacia albida. As expected, this vari-
ability is closely linked to the endogenous and exogenous factors (Oueslati et al.
2012). Practically, capsule extracts exhibiting a much higher phenolic and flavonoid
contents (105.33+7.75 pg GAE.mg~' extract and 19.95+0.96 pg QEs.mg ' extract,
respectively) than root extracts (68.50+5.7+0.96 ng GAE.mg ™' extract and 1.63+0.25
nug QEs.mg~' extract, respectively) (Table S1). Moreover, the both organs of E. retusa
contained much more phenolic contents as compared to methanolic extracts of aerial
parts of the same species from Egypt studied by Ghareeb et al. (2018) (33.9+£0.65 pg
GAE.mg ' extract). Similarly to phenolic content, capsule extracts exhibited a high
activity in CUPRAC essay competing with root extracts at all concentrations (Table S2).
However, the positive control BHT was the most powerful at all concentrations. Thus,
this capacity may be related to the higher polyphenol contents in capsule extracts as
compared to root extracts. For that, we used the (HPLC - DAD) system to identify
phenolic compounds in capsules. This analysis allowed the identification of five com-
pounds; Catechine hydrate (1), Epigallocatechin 3-O- Gallate (2), Syringic acid (3),
Sinapic acid (4) and Quercetine (5) (Figures S1, a and b). Additionally, Epigallocatechin
3-O- Gallate was found to be the major compound with epigallocatechin 3-O- Gallate
as the major flavonoid. Indeed, this compound has very important biological activities
as anti-inflammatory and antineoplastic effects (Filippi et al. 2017).

3. Conclusion

In conclusion, E. retusa capsule and root extracts exhibited differential phenolic com-
pounds and antioxidant activity. In addition, capsules had the best phenolic contents
and the best antioxidant activity in CUPRAC assay. From this organ, Epigallocatechin-
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3-O-gallate was the major flavonoid identified which is important compound in treat-
ment of a variety of diseases. Thus, it is worthwhile to consider the utilisation of this
species in pharmaceutical industries.
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Résumé

Ce travail contribue a la valorisation de deux plantes sahariennes d’intérét médicinales
(Euphorbia granulata Forssk et Euphorbia retusa Forssk) en les caractérisant par
I’évaluation phytochimique des polyphénols et des flavonoides contenus dans la partie
aérienne d’E.granulata, les racines, les tiges, les feuilles, les capsules et les graines d’E.
retusa avec une évaluation de leur activité antioxydante. Ainsi et afin d’obtenir un maximum
de composantes phénoliques, une extraction successive par le soxhlet a été effectué en
utilisant trois solvants de polarité croissante; acétate d’éthyle, méthanol et eau distillée. En
plus, un facteur de protection solaire a été évalué seulement pour les extraits d’E.retusa.
Aussi, les composés phénoliques des extraits méthanolique des graines, des capsules d’E.
retusa et de la partie aérienne d’E .granulata sont identifiés par I’CLHP-DAD.

Les principaux résultats de I’étude phytochimique sur les extraits d’E. granulata
montrent que 1’extrait méthanolique qui a une teneur élevée en polyphénols présente une
faible capacité réductrice de cuivre et de chelater les ions ferreux. Par ailleurs, Les résultats
relatifs aux teneurs en composés phénoliques, aux activités antioxydantes et a I’activité
phtoprotective ont mis en évidence une importante variabilité entre les 15 extraits d’E.retusa
ou les extraits de graines se distinguent generalement par des valeurs importantes. En outre,
la variation de la corrélation entre la teneur en polyphénols et la capacité antioxydante
(positive et négative) au niveau des extraits de chaque plante indique que chaque activité est

liée aux certaines composantes phénoliques.

Finalement, I’analyse par CLHP des composés phénoliques ont montré généralement

que les composantes identifiés ont des propriétés antioxydantes.

Dans I’ensemble, nos résultats démontrent I’excellent potentiel d’E.granulata et
d’E.retusa comme source de molécules bioactives a intéréts économiques et thérapeutiques

divers.

Mots clés: Euphorbia retusa, Euphorbia granulata, Polyphénols, Activité

antioxydante, FPS.



Abstract

This work contributes to explore phenolic compounds and antioxidants activity of both
Saharan medicinal plants extracts Euphorbia granulata Forssk. and Euphorbia retusa

Forsssk. In addition, photoprotective activity of E.retusa extracts was evaluated.

For that, in the soxhlet apparatus; E. retusa roots, stems, leaves, capsules, seeds and
aerial parts of E. granulata were extracted separately and successively by ethyle acetate,
methanol and distillated water. However, the phenolic compounds of areal parts of E.
granulata, seeds and capsules of E .retusa were identified by CHLP-DAD.

The results of phenolic compounds and antioxidant activitie of E. granulata showed
that methanolic extract which has higher phenolic contents give a low activity in CUPARC
and metal chelating assays. Then, there is an important variability between E. retusa extracts
concerning phenolic and flavonoid contents, antioxidant and phtoprotective activities where
seeds extracts generally exhibit a higher values. Moreover, the correlation variability between
phenolic compounds and antioxidant capacities in each plant extracts indicated that the

antioxidant potential of each activity is closely linked to certain compounds.

Finally, HPLC analysis demonstrated generally that phenolic acid and flavonoid
compound identified were characterized by theirs antioxidant activities. These results may

confirm the interesting potential of E.granulata and E.retusa as a bioactive molecules source.

Key words: Euphorbia granulata, Euphorbia retusa, phenolic compounds,

antioxidant activities, SPF.
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