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Résumé :

Le stress oxydatif, résultant d’un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) et les systtmes de défense antioxydants, est impliqué dans diverses
pathologies dégénératives et inflammatoires. Face a cela, la recherche de composés
antioxydants naturels issus de plantes médicinales représente un intérét croissant.

Ce travail s’inscrit dans cette perspective et vise a évaluer I’activité antioxydante de
différents extraits méthanolique et aqueux de Salvia Chudaei, une espéce endémique encore
peu étudiée sur le plan phytochimique et pharmacologique.

Une extraction par macération a d’abord été réalisée en utilisant des solvants polaires, a
savoir le méthanol et I’eau. Les rendements moyens obtenus étaient de 9,7 +0,81% pour I’extrait
méthanolique de 12,2243,32 % pour I’extrait aqueux. Par la suite, les teneurs en métabolites
secondaires ont ¢t¢ évaluées. Le dosage des polyphénols totaux, effectué a 1’aide du réactif de
Folin-Ciocalteu, a révélé des concentrations de 510 ng EAG/mg pour 1’extrait méthanolique et
de 453 pg EAG/mg pour ’extrait aqueux. Quant aux flavonoides, leur quantification par la
méthode au chlorure d’aluminium (AICl3) a donné des teneurs respectives de 20,66 ug EC/mg
pour I’extrait méthanolique et de 11,81 pg EC/mg pour I’extrait aqueux.

L’activité antioxydante des extraits a été¢ évaluée a ’aide de deux tests : le test DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle), qui mesure la capacité de piégeage des radicaux libres, et le test
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), qui évalue le pouvoir réducteur ferrique. Les
résultats du test DPPH ont donné une concentration inhibitrice IC50 de 541 pg/ml pour I’extrait
méthanolique et de 1566 pg/ml pour I’extrait aqueux. Concernant le test FRAP, les valeurs
moyennes obtenues étaient de 1011,8 + 956 pmol Fe?* équivalent /mg d’extrait pour I’extrait
méthanolique et de 976 + 209 pmol Fe**/g d’extrait pour I’extrait aqueux. Ces résultats ont
montré que I’extrait méthanolique présente des concentrations plus élevées en polyphénols et
flavonoides, ainsi qu’une activité antioxydante plus marquée dans les deux tests,
comparativement a 1’extrait aqueux.

Ces données suggerent que Salvia Chudaei pourrait constituer une source prometteuse de

composés bioactifs a potentiel antioxydant.

Les mots clés : Stress oxydatif, Salvia Chudaei, activité antioxydante, test DPPH, test FRAP.



Abstract:

Oxidative stress, resulting from an imbalance between the production of reactive oxygen
species (ROS) and antioxidant defense systems, is involved in various degenerative and
inflammatory diseases. In response, the search for natural antioxidant compounds derived from
medicinal plants is gaining increasing interest.

This study falls within that context and aims to evaluate the antioxidant activity of various
methanolic and aqueous extracts of Salvia Chudaei, an endemic species that remains poorly
studied in terms of phytochemistry and pharmacology.

Extraction was first carried out by maceration using polar solvents, namely methanol and
water. The average yields obtained were 9.7 &+ 0.81% for the methanolic extract and 12.22 +
3.32% for the aqueous extract. Secondary metabolite contents were then assessed. Total
polyphenols, quantified using the Folin—Ciocalteu reagent, were found to be 510 pg GAE/mg
for the methanolic extract and 453 pg GAE/mg for the aqueous extract. As for flavonoids, their
content determined using the aluminum chloride (AICl3) method amounted to 20.66 pg QE/mg
for the methanolic extract and 11.81 ng QE/mg for the aqueous extract.

The antioxidant activity of the extracts was evaluated using two assays:

- The DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) test, which measures free radical scavenging

capacity.

- The FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) test, which assesses ferric reducing
power. DPPH assay results showed an IC50 value of 541 pg/mL for the methanolic
extract and 1566 pg/mL for the aqueous extract. For the FRAP assay, the mean values
were 1011.8 £ 956 umol Fe?* equivalents/mg of extract for the methanolic extract and
976 + 209 umol Fe**/g of extract for the aqueous extract.

These findings indicate that the methanolic extract contains higher levels of polyphenols and
flavonoids and exhibits stronger antioxidant activity in both assays compared to the aqueous
extract.

These results suggest that Salvia Chudaei could be a promising source of bioactive

compounds with antioxidant potential.

Keywords: Oxidative stress, Salvia Chudaei, antioxidant activity, DPPH assay, FRAP assay.
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Introduction

Le stress oxydant désigne un déséquilibre physiologique résultant d'une production
excessive de dérivés réactifs de I'oxygeéne (ROS) conjuguée a une diminution de l'efficacité des
mécanismes de défense antioxydants de 1'organisme, entrainant des perturbations cellulaires et

tissulaires. (Tremblais, 2022)

Le concept de stress oxydatif, désormais central en biologie cellulaire et en médecine,
a émergé au cours du XXe siécle, notamment grice aux travaux pionniers de Rebeca
Gerschman et de Denham Harman. Ce dernier a proposé en 1956 la théorie du vieillissement
par les radicaux libres (Harman, 1956), mettant en lumicre le role ambivalent des ERO : utiles
aux fonctions cellulaires, mais toxiques en exces, ce déséquilibre peut entrainer des dommages
importants aux composants cellulaires tels que les lipides, les protéines ou I’ADN, menacant
ainsi la stabilité cellulaire et compromettant, a terme, la santé globale de 1’organisme (Valko et
al., 2007).

Parmi les principales especes impliquées dans le stress oxydant, on retrouve 1’anion
superoxyde (O;*), le radical hydroxyle (*OH) et le peroxyde d’hydrogeéne (H,O,). Elles sont
générées principalement lors du métabolisme aérobie, notamment dans la chaine respiratoire
mitochondriale, mais aussi par des enzymes comme la xanthine oxydase, la NADPH oxydase
ou la myéloperoxydase. Par ailleurs, des sources exogenes telles que les radiations, la pollution
ou le tabac peuvent considérablement accroitre leur production (Migdal et Serres, 2011).

L’équilibre entre la production d’ERO et les défenses antioxydantes est essentiel a la stabilité
cellulaire. Lorsqu’il est rompu, un stress oxydatif apparait, causant des dommages aux lipides,
protéines et a I’ADN. Ces altérations contribuent au développement de maladies chroniques
comme les cancers, les maladies neurodégénératives, le diabéte, les troubles cardiovasculaires,
ainsi qu’au vieillissement prématuré (Russo et al., 2018).

Face a I’excés de production d’ERO Cette limite a suscité un intérét croissant pour les
antioxydants d’origine naturelle, en particulier ceux dérivés des plantes médicinales. Ces
composés phytochimiques représentent une source prometteuse de molécules bioactives
capables de renforcer les défenses antioxydantes de 1’organisme et de prévenir ou d’atténuer

les dommages oxydatifs (Pisoschi et Pop, 2015).

Les composés phénoliques figurent parmi les classes de substances naturelles les plus
¢tudiées en raison de leurs propriétés antioxydantes remarquables. Ce groupe englobe
principalement les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins, connus pour leur capacité

a neutraliser les radicaux libres, a chélater les métaux pro-oxydants et a moduler certaines voies
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cellulaires impliquées dans les processus inflammatoires. Présentes en abondance dans le régne
végétal, ces molécules sont particuliérement représentées dans le genre Salvia, appartenant a la
famille des Lamiacées. Ce dernier se distingue par sa richesse en composés phénoliques et par

ses nombreux usages en médecine traditionnelle. (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).

Parmi les espéces du genre Salvia Chudaei, espéce endémique du Sahara algérien, est
traditionnellement utilisée pour traiter divers troubles, tels que les ulceres, les douleurs
abdominales, les infections urinaires ou les rhumatismes (Semaoui et al., 2021). Malgré cet
usage ancestral, peu de données scientifiques existaient jusqu’a récemment. Des recherches
récentes commencent cependant a explorer et confirmer son potentiel thérapeutique.

Ce travail a pour objectif d’étudier la composition phytochimique de la partie aérienne de Salvia
Chudaei, une espece originaire de la région de Tamanrasset, et d’évaluer son activité
antioxydante. L’étude se divise en deux grandes parties : Une premiére partie bibliographique
est consacrée a 1’approfondissement des mécanismes du stress oxydatif, ainsi qu’a la
présentation de 1’espéce Salvia Chudaei. Une seconde partie expérimentale, portant sur la
présentation du matériel utilisé et des protocoles appliqués, notamment ’extraction par
macération des extraits méthanolique et aqueux, le dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides, ainsi que les tests d’évaluation de 1’activité antioxydante (DPPH et FRAP), elle se
poursuit par une interprétation détaillée des différents résultats obtenus, et se termine par une

conclusion générale.
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I. Le stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme I’incapacité de 1’organisme a se défendre efficacement
contre les especes réactives de I’oxygeéne (ERO), en raison d’un déséquilibre endogene entre
ces dernicres et les agents antioxydants (AO). Ce déséquilibre peut entrainer des altérations
structurelles et fonctionnelles. Dans des conditions physiologiques normales, les radicaux libres
sont continuellement produits en faibles quantités, que ce soit comme médiateurs tissulaires ou
comme sous-produits des réactions métaboliques et de défense. Cette production reste sous
contrdle grace a des systemes de défense antioxydants, qui s’adaptent au niveau de radicaux
présents. Dans ce contexte, on considére que la balance entre antioxydants et pro-oxydants est
maintenue. En revanche, un déficit en antioxydants ou une surproduction importante de
radicaux entraine un exces de ces derniers, désigné sous le terme de « stress oxydant » (Sies,

1997).

- Antioxydants

+ Radicaux Libres

STRESS OXYDATIF

Figure 1: Déséquilibre entre les radicaux libres (les oxydants) et le systeme de défense (des

Antioxydants). (Favier, 2006)
I.1. Origine du stress oxydatif
Le stress oxydatif trouve son origine dans un déséquilibre entre la production des espéces
réactives de I’oxygéne (ROS) et les capacités de défense antioxydante de I’organisme. Ces
especes réactives, issues du métabolisme cellulaire normal ou induites par des facteurs externes
tels que les radiations, la pollution, le tabagisme ou certaines substances chimiques, peuvent
provoquer des dommages aux composants cellulaires essentiels comme 1’ADN, les lipides et

les protéines.



Chapitre 01 : Synthése bibliographique

Tableau I : Sources des radicaux libres. (Valko et al., 2006)

Les sources des radicaux libres

Exogénes Endogénes
- Pollution de l'air et de l'eau - Cellules (neutrophiles, éosinophiles, ...)
- Fumée de tabac - Enzymes (NO synthase, xanthine oxydase,
- Métaux lourds -NADPH oxydase, lipoxygénase, ...)
- Métaux de transition - Chaine mitochondriale
- Pesticides - Oxydation dans le réticulum
- Température élevée endoplasmique
- Irradiation UV - Cytochrome P450
- Irradiation y (gamma)
- Médicaments
- Cuisson (viandes fumées, huiles usées)

I .1.1. Sources endogéne

I.1.1.1. Chaine respiratoire mitochondrial

Les mitochondries constituent une source majeure d'especes réactives de I’oxygene (ROS)
dans la majorité des cellules de mammifeéres. Cette production de ROS joue un rdle central dans
I’induction de dommages mitochondriaux impliqués dans diverses pathologies. Par ailleurs,
elle intervient de maniere significative dans la signalisation redox, assurant la communication
entre les mitochondries et le reste de la cellule telles que :

- Anion superoxide (02)
- Peroxyde d’hydrogéne (H2052)
- Radical hydroxyle (OH)

Ces radicaux proviennent de fuites d’électrons au cours de la respiration cellulaire et

participent a la régulation de nombreux processus biologiques. Toutefois, leur accumulation

excessive peut entrainer un stress oxydatif, délétére pour la cellule (Robert, 2005).
1.1.1.2. NADPH oxydase (enzymes oxydantes)

La NADPH oxydase est une enzyme essentielle présente dans plusieurs types de cellules,

notamment celles du systéme immunitaire et vasculaire. Elle joue un réle clé dans la production
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de radicaux libres, surtout lors de la phagocytose. Elle peut aussi étre activée par des substances
inflammatoires comme certaines cytokines, peptides ou lipides. En cas de déficit, cette enzyme
est a 1’origine d’une maladie appelée granulomatose chronique, qui se manifeste par des

infections fréquentes (Delbosc et al., 2001).

La NADPH oxydase est une enzyme essentielle présente dans plusieurs types de cellules,

notamment celles du systéme immunitaire

I.1.1.2.1. Mécanisme d’activation de NADPPH oxydase

Chez les cellules phagocytaires au repos, la NADPH oxydase est inactive et dispersée entre
la membrane des granules et le cytoplasme. Lorsqu’elle est activée, ses différentes sous-unités
se regroupent a la membrane plasmique pour former 1’enzyme active, préte a produire des

radicaux libre (Delbosc et al., 2001).
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Figure 2 : Mécanisme d’activation de la NADPH oxydase (Delbosc et al., 2001).
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1.1.1.3. Peroxysomes

Est un organite cellulaire limité par une membrane, présent dans presque toutes les cellules
eucaryotes. Il joue un rdle essentiel dans le métabolisme oxydatif, notamment dans la
dégradation des acides gras a longue chaine par la B-oxydation, le catabolisme des purines et
des acides aminés, ainsi que dans la neutralisation des espéces réactives de I’oxygene (ERO),
en particulier par I’enzyme catalase qui dégrade le peroxyde d’hydrogeéne (H,O;) produit lors
de ces réactions. Il ne contient pas d’ADN propre, mais il est capable de proliférer par
croissance et division a partir de peroxysomes préexistants. Le transport des protéines dans le
peroxysome se fait aprés leur synthése dans le cytosol grace a des signaux spécifiques de

ciblage peroxysomal (PTS). (Schrader et Fahimi, 2006).
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1.1.1.4. L’inflammation

Est une réponse normale de I’organisme face a une agression, qu’elle soit provoquée par un
micro-organisme ou par une substance étrangere, qu’elle soit soluble ou non. Ce processus
passe par plusieurs étapes, au cours desquelles les globules blancs appelés polynucléaires
neutrophiles jouent un role clé. Le déclenchement de cette réaction dépend de la libération de
certaines molécules les médiateurs de I’inflammation produites par différentes cellules. Ces
médiateurs regroupent notamment des cytokines, des endotoxines, des prostaglandines, des
leucotriénes, de 1I’histamine, mais aussi des microcristaux et des especes réactives de I’oxygene
(ROS). L’évolution de I’inflammation peut varier selon son origine, mais elle conduit
généralement au méme résultat une accumulation de neutrophiles sur le site de I’inflammation,
accompagnée de lésions des tissus et des cellules, causées par les ROS et les enzymes
protéolytiques libérées par ces cellules activées. Lorsque la production de ROS dépasse les
capacités de défense de I’organisme, un stress oxydatif s’installe, contribuant a entretenir

I’inflammation. (Pasqiuier, 1995)
I.1.1.5. Cytochrome P450

Les enzymes du cytochrome P450 (CYP) forment un groupe varié de monooxygénases a
héme, qui, au cours de leur cycle réactionnel, générent des especes réactives de 1’oxygene
(ROS). Ces enzymes jouent un rdle essentiel dans la physiologie humaine en participant au
métabolisme des médicaments et des xénobiotiques, ainsi qu’a la biosynthése de molécules
endogenes, et elles sont exprimées dans tout le corps humain. Cependant, pendant le cycle
catalytique des CYP, des

ROS peuvent étre produites en raison d’un découplage du cycle enzymatique

Les enzymes CYP peuvent générer des ROS et perturber 1’équilibre redox, ce qui entraine
un stress oxydatif pouvant favoriser le développement de certaines maladies. Par ailleurs,
certains substrats qui subissent des modifications par ces enzymes, produisant des
intermédiaires réactifs ou des produits, peuvent également jouer un role dans I’apparition de

pathologies. (Veith et Moorthy, 2017)
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Figure 3: Mécanisme derriére la génération de ROS médiée par les enzymes CYP (Veith,et

Moorthy, 2017)

I.1.1.6. Xanthine oxydase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est une enzyme trés ancienne, présente chez de
nombreux étres vivants. Chez les mammiferes, elle peut exister sous deux formes : XDH (forme

déshydrogénase) et XO (forme oxydase). Ces deux formes sont inter convertibles.

La XO se forme notamment lors du stress oxydatif, I’ischémie ou certaines maladies comme
la drépanocytose, ce qui augmente les radicaux libres dans le sang. Cette transformation résulte

de modifications post-traductionnelles (oxydation ou protéolyse partielle)

L’enzyme xanthine oxydoréductase (XOR) joue un role clé dans la production de certaines

molécules réactives, comme les radicaux libres.

Sous sa forme oxydase (XO), elle génére du superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, des
ROS impliqués dans le stress oxydatif. Elle peut aussi produire du monoxyde d’azote (NO),
qui, combiné au superoxyde, forme des composés tres réactifs comme le peroxynitrite. Présente
dans le cytosol, les peroxysomes et certains liquides biologiques, son activité augmente en
réponse a 1I’hypoxie, I’inflammation ou des lésions, notamment hépatiques. XOR intervient

aussi dans la réparation tissulaire et la réponse immunitaire
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Figure 4: Structure et fonction de Xanthine oxydase (Bortolotti et al., 2021).

I.1.2. Les sources exogenes

Les radiations, telles que les rayons X et la lumiére ultraviolette, ainsi que certains polluants
atmosphériques comme le tabagisme, sans oublier I’exposition a une forte concentration
d’oxygeéne (hyperoxie), peuvent tous étre a I'origine de la production de radicaux libres.

(Tessier et Marconnet, 1994)

1.1.2.1. Les radiations

Les radiations sont des formes d’énergie qui se propagent sous forme d’ondes
¢lectromagnétiques (comme la lumiére, les rayons X) ou de particules (comme les ¢lectrons ou
les protons). Elles peuvent étre ionisantes capables d’arracher des électrons aux atomes et de
provoquer des dommages biologiques ou non ionisantes, comme les ondes radio ou la lumiére

visible, qui n’ont pas assez d’énergie pour ioniser la matiére.

1.1.2.2. Les rayons X

Les rayons X, qui font partie des radiations ionisantes, sont aujourd’hui couramment utilisés
en médecine, notamment pour les examens d’imagerie et les traitements par radiothérapie.
Lorsqu’ils traversent les tissus du corps, ils peuvent provoquer l’ionisation de certaines
molécules, en particulier celles de 1’eau, trés abondante dans les cellules. Cette interaction

déclenche un processus appelé radiolyse de I’eau, qui génére des especes réactives de 1’oxygene
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(ERO) comme les radicaux hydroxyles ou le peroxyde d’hydrogene. Ces substances sont tres
réactives et peuvent attaquer des composants essentiels de la cellule, tels que les protéines, les
lipides ou I’ADN, perturbant ainsi son fonctionnement normal. L’accumulation de ces radicaux
libres entraine ce qu’on appelle un stress oxydatif, un déséquilibre qui joue un rdle central dans
les effets secondaires des rayons X, et qui peut aller jusqu’a provoquer la mort des cellules ou

favoriser 1’apparition de certaines maladies. (Nuszkiewicz et al., 2020)
1.1.2.3. La lumiére ultraviolette

Les rayons ultraviolets (UV) du soleil, surtout les UVA et UVB, provoquent un stress
oxydatif dans les cellules en augmentant la production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS),
qui peuvent endommager les composants cellulaires. Les UVB, a fortes doses, activent des
geénes liés a la réparation de I’ADN et a la survie cellulaire, mais ces doses sont souvent
supérieures a I’exposition normale. Les UVA générent un stress oxydatif important méme a des
doses physiologiques en produisant de I’oxygene singulet, ce qui méne a I’oxydation des lipides
et a ’activation d’enzymes amplifiant la production de ROS. Ils favorisent aussi la libération
de fer libre et d’héme, aggravant ce stress. Cette perturbation de I’équilibre redox déclenche

des réponses cellulaires visant a réparer les dommages causés. (Tyrrell, 2012)

1.1.2.4. Pollution

Les recherches récentes ont montré que de nombreux polluants, qu’ils soient chimiques ou
atmosphériques, ont un effet commun : ils générent un stress oxydant au sein des cellules. Ce
stress est provoqué par une production excessive d’especes réactives de 1’oxygene (ERO), qui
peut entrainer divers effets selon son intensité. A faible dose, il active les défenses
antioxydantes de la cellule. Mais lorsqu’il dépasse la capacité de ces systémes protecteurs, il
peut provoquer une inflammation, perturber la croissance et la différenciation cellulaire, voire
conduire a la mort des cellules. Ce déséquilibre, appelé rupture de I’homéostasie redox, est
fortement impliqué dans le développement de maladies respiratoires comme [’asthme et la
BPCO. De plus, la capacité a résister a ce stress varie selon les individus, en fonction de
I’efficacité de leurs enzymes antioxydantes, elle-méme déterminée par des facteurs génétiques.
Ainsi, certaines personnes sont naturellement plus sensibles aux effets nocifs de la pollution,
ce qui explique pourquoi elles développent plus facilement certaines pathologies. (Baeza et

Marano, 2007)
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I.1.2.5. Tabagisme

Le tabagisme provoque un déséquilibre entre oxydants et antioxydants en augmentant la
production de radicaux libres (ROS), responsables de maladies comme I’athérosclérose, le
cancer du poumon et la BPCO. La fumée de cigarette, riche en substances toxiques, entraine
une inflammation et une dégradation des lipides (peroxydation), affectant les membranes
cellulaires et I’ADN. Un des produits de cette dégradation, le malondialdéhyde (MDA), est tres
réactif : il peut modifier les protéines et I’ADN, provoquant des mutations pouvant conduire a

des maladies graves, notamment des cancers. (Haj Mouhamed et al., 2012)
I.1.2.6. Traumatisme

Le stress traumatique peut provoquer des altérations durables des systemes de régulation du
corps, laissant des traces biologiques profondes. Il est de plus en plus reconnu qu’il perturbe
I’équilibre redox, en déséquilibrant les mécanismes oxydants et antioxydants, ce qui engendre
une dérégulation oxydative accompagnée de composés toxiques. Toutefois, les résultats varient
selon les études, en raison de la complexité des interactions avec d’autres systémes comme
I’inflammation, 1’axe HHS ou le rythme circadien. Une approche globale est donc nécessaire

pour bien comprendre ces effets a long terme du traumatisme. (Karanikas et al., 2021)
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Figure 5: Facteurs exogenes impliqués dans le stress oxydatif (Guest, 2024).
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I .2. Les principaux acteurs du stress oxydatif

On distingue deux (02) types des espéces réactifs

4 U

L’espece
de réactif
de
I’oxygene

L’espece

de réactif
de ’azote

I .2.1. Les espéces réactives de ’oxygeéne

Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) désignent un ensemble de dérivés chimiques de
I’oxygeéne moléculaire, caractérisés par une forte réactivité. Elles incluent des radicaux libres
tels que I’anion superoxyde (O,¢"), le radical hydroxyle (*OH), ainsi que des formes non
radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H20,). Produites naturellement dans les cellules
au cours du métabolisme aérobie, les ERO jouent un role important dans plusieurs processus
physiologiques, notamment la signalisation cellulaire. Cependant, un excés d’ERO peut
entrainer un stress oxydatif, susceptible d’endommager les lipides, les protéines et I’ADN,

contribuant ainsi au développement de diverses pathologies (Gémez-Serrano et al., 2017).
I.2.1.1. Les espeéces radicalaires

Sont des espeéces chimiques possédant un ou plusieurs électrons non appariés, ce qui les rend

hautement réactives (Halliwell et al., 2015).
1.2.1.1.1. Radical hydroxyle (OHe)

Le radical hydroxyle (OH®) est principalement formé par la réaction de Fenton entre I’ion

ferreux (Fe**) et le peroxyde d’hydrogeéne (H,05) :
Fe?* + H202 — OH° + OH™ + Fe?*

C’est un radical trés oxydant, capable d’initier une peroxydation lipidique en chaine. Le fer,
surtout sous forme Fe?*, a un effet pro-oxydant en catalysant cette réaction et en favorisant la
lipoperoxydation. Le fer libre intracellulaire, celui de la ferritine ou de la transferrine saturée,

est particuliérement réactif, contrairement a la lactoferrine non saturée qui inhibe la réaction de

11
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Fenton. L’organisme limite la disponibilité du fer libre lors d’un stress oxydant : désaturation
de la transferrine, augmentation de la céruloplasmine (qui maintient le fer a 1’état ferrique), et
induction de la lactoferrine par les phagocytes activés. Enfin, le radical hydroxyle peut aussi
attaquer les lipides, déclenchant une peroxydation lipidique en chaine, affectant les membranes
cellulaires et les LDL, produisant radicaux peroxyles, peroxydes et aldé¢hydes. (Goudable et
Favier, 1997).

1.2.1.1.2. Anion superoxyde (O2e-) : Chef de la famille

Selon Irwin Fridovich : le superoxyde est le point de départ majeur de nombreuses autres
especes réactives de 1’oxygene (ERO), Le radical superoxyde (O,¢7) résulte de la réduction
monovalente de I’oxygene moléculaire. Il s’agit d’une espéce radicalaire portant un électron
non apparié. Bien que sa réactivité soit inférieure a celle d’autres radicaux libres, il constitue
une source importante de dérivés oxygénés secondaires potentiellement cytotoxiques, tels que

le peroxyde d’hydrogene (H;0-) et le radical hydroxyle (OHe). (Fridovich, 1997)
1.2.1.1.3. Le radical hydroperoxyle (HO.*)

Il joue un role clé dans la chimie de la peroxydation lipidique. Cette forme protonée du
superoxyde génere du peroxyde d’hydrogene (H,0O,), qui peut réagir avec des métaux redox
actifs, tels que le fer ou le cuivre, via les réactions de Fenton ou de Haber-Weiss, produisant
des espéces réactives. Comparé au radical anion superoxyde (O,¢”), HO,* est un oxydant
nettement plus puissant, capable d’initier 1’oxydation en chaine des phospholipides

polyinsaturés, entrainant ainsi une perturbation de la fonction membranaire.

i Haber-Weiss reaction
02 > 02

. AN

H()'2 M(n+l) M”

e AV
H,0,

Fenton reaction

A

‘OH + Hzo

Figure 6: Les réactions de Fenton et de Haber-Weiss (Ayala et al., 2014).
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Les deux réactions jouent un role clé dans la génération d'espéces réactives de l'oxygene.
Dans la réaction de Fenton, la forme réduite d’un métal de transition (Mn) interagit avec le
peroxyde d’hydrogéne (H,O;), produisant des radicaux hydroxyles hautement réactifs (¢OH).
Par ailleurs, le radical superoxyde (*O,") peut réduire la forme oxydée du métal (M@*?) via la
réaction de Haber-Weiss, régénérant ainsi la forme réduite (Mn) et favorisant un cycle redox

continu. (Muiioz et al., 2014).

I 2.1.2. Les espéces non radicalaires

Contrairement les espéces radicalaires, les espéces non radicalaires ne sont pas des radicaux
libres se caractérisent par l'absence d'électrons non appariés, ce qui les rend généralement moins

réactives (Tremblais, 2022).

1.2.1.2.1. Peroxyde d’hydrogene (H20>)

Le peroxyde d'hydrogéne, de formule chimique H,O,, est un composé dont la solution
aqueuse, appelée eau oxygénée, est incolore et présente une instabilité notable. Cette instabilité

résulte de la catalyse de sa dismutation exothermique en eau et dioxygene, selon la réaction :

2 HzOz — 2 Hzo + 02

Les catalyseurs les plus efficaces incluent les métaux lourds et leurs sels (tels que le cuivre,
le cobalt, le manganese, le chrome, le nickel, le molybdéne, le plomb et le fer), mais des
impuretés, la chaleur ou I’exposition a la lumiere peuvent également accélérer cette réaction.

(Deluzarche, 2024).

1.2.1.2.2. L'oxygene singulet (10»)

L’oxygene singulet présente une réactivité ¢levée en raison de la levée de la restriction de
spin, ce qui lui confére un caractére oxydant électrophile. Cette propriété en fait une espéce
potentiellement délétére lorsqu’elle est générée au sein des cellules. Il est notamment reconnu
pour sa capacité a induire des dommages a I’ADN, en particulier aux bases puriques comme la
guanine, ainsi qu’aux acides nucléiques, contribuant ainsi a des effets toxiques, mutagenes et a
des lésions tissulaires. Par ailleurs, 1’oxygeéne singulet est impliqué dans I’oxydation du
cholestérol et de certaines protéines riches en résidus d’acides aminés électronégatifs, tels que
la cystéine, la méthionine, le tryptophane, la tyrosine et I’histidine. Il intervient également dans

la modulation de I’expression génique par le biais de voies de signalisation cellulaire et peut

13
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étre mobilis¢ a des fins thérapeutiques, notamment pour cibler les cellules cancéreuses ou
neutraliser divers agents pathogeénes, y compris les micro-organismes et les virus. (Giovanni et
al., 2022).

1.2.1.2.3. L'ozone (O3)

L’ozone (O3) est une molécule formée de trois atomes d’oxygene, présente naturellement
dans I’atmosphére, surtout dans la stratosphere, ou il constitue la couche d’ozone protégeant la

vie terrestre des rayonnements ultraviolets nocifs du soleil. (Jézéquel et Universalis, 2015).

L’o0zone Moins réactif que le radical hydroxyle (HO¢), donc il peut induire la formation de
radicaux libres, entrainant des dommages oxydatifs aux lipides, aux protéines et aux acides

nucléiques. Par ailleurs, il joue un role significatif dans les mécanismes inflammatoires

(Martemucci et al., 2022).

Tableau II: Propriétés des ERO impliquées dans le stress oxydatif. (Valko et al., 2004).

Nom de I’espeéce Formule chimique Caractéristique
Radicalaires

Radical superoxyde Oge” Formé par réduction partielle de 1’02
Instable et réactif

Radical hydroxyle OH- L’un des radicaux les plus réactifs ; trés
toxique pour la cellule

Radical hydroperoxyle HO, Un oxydant puissant
Perturbation des fonctions membranaires

Non-radicalaires

Peroxyde d’hydrogene H202 Stable mais il peut générer des radicaux

(H202) traverse les membranes

L'oxygene singulet 102 Considéré¢ parfois comme radicalaire car il
possede un état électronique excité

L'ozone O3 Un oxydant trés fort ; Forme triatomique
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1.2.2. Les espéces réactives de I’azote

Les ERN sont des dérivés réactifs produits a partir de 1’oxyde nitrique (NOe) et d’autres

compos¢s azotés. (Pacher, 2007).

L'azote est un ¢élément fondamental qui est essentiel pour le développement et la
reproduction des plantes et des animaux. Il s'agit d'un élément chimique avec le numéro 7

atomique et constitue environ 78% de 1'atmosphere terrestre. (Divyanshirawat, 2024).
I.2.2.1. Espéces radicalaire

1.2.2.1.1. Monoxyde d’azote (NOe°) (I’oxyde nitrique)

La production de monoxyde d’azote (NO) est catalysée par la nitric oxide synthase (NOS),

une enzyme appartenant a une famille de trois isoformes, selon la réaction suivante :
O, + L-arginine + NADPH — NOs + citrulline + H,O + NADP".

Cette synthese physiologique de NO joue un rdle essentiel dans divers processus biologiques
tels que la neurotransmission, la régulation de la pression artérielle, les mécanismes de défense
immunitaire, la relaxation des muscles lisses et la modulation de la réponse immunitaire.
Toutefois, a des concentrations élevées, le NO peut devenir cytotoxique, notamment en
réagissant avec 1’anion superoxyde (O,*”) pour former le peroxynitrite (ONOQO™), un oxydant
puissant. Ce dernier peut ensuite se décomposer en d’autres especes réactives telles que le
dioxyde d’azote (NO,) et le radical hydroxyle (*OH), contribuant ainsi au stress oxydatif
cellulaire. (Liaudet, 2007).

1.2.2.1.2. Dioxyde d'azote (NO.°)

Le dioxyde d’azote est un composé chimique formé d’azote et d’oxygene. Cette molécule
covalente est constituée d’un atome d’azote central li¢ par une liaison simple a un atome
d’oxygene et par une liaison double a un autre atome d’oxygene. Les oxydes d'azote produits
pendant la combustion sont principalement expulsés du corps sous forme d'oxyde nitrique, sans
aucune modification ni altérations. Un gaz relativement peu nocif qui se convertit rapidement
en dioxyde d’azote toxique ou mortel dans 1’atmosphére. Le dioxyde d’azote exerce un effet
délétere sur le fonctionnement du systéme respiratoire humain, et une exposition prolongée peut

favoriser 1’apparition ou 1’aggravation de pathologies respiratoires. (Divyanshirawat, 2024).
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1.2.2.1.3. Radical peroxynitrite (ONOQO¢)

Le radical peroxynitrite (ONOQe¢) est une forme transitoire et hautement réactive issue de la

réaction entre le monoxyde d’azote (NOe¢) et ’anion superoxyde (Oz*").

NO+ + Oz — ONOO-
Il contribue activement au stress oxydatif en induisant 1’oxydation et la nitration de lipides,
protéines et ADN dans divers compartiments cellulaires, notamment mitochondriaux.Ce radical

eroxynitrite s’équilibre avec sa forme ionique peroxynitrite non radicalaire en fonction du pH.
Y Y

(Radi, 2002).

ONOOe< = ONOO~
1.2.2.2. Espéce non radicalaire
1.2.2.2.1. Ion nitrite (NO3)

Ion de nitrite est un métabolite intermédiaire du monxyde d’azote (NO) qui peut étre oxydé
en nitrate (NO3 ) dans les cellules. Il est capable de pénétrer dans les érythrocytes et d’oxyder

I’hémoglobine, contribuant ainsi au stress oxydatif cellulaire. (James et al., 2000).

1.2.2.2.2. Peroxynitrite (ONOO")

Le peroxynitrite (ONOQO™) est une espéce oxydante puissante non radicalaire non
enzymatique formée par la combinaison du deux especes le monoxyde d’azote NO- et de

I’anion superoxyde O,*™ :
NO+ + O¢” — ONOO"~

Bien qu’il ne soit pas un radical libre, il participe au stress oxydatif en modifiant
directement les biomolécules (oxydation des thiols ou en générant des radicaux secondaires
encore plus toxique comme dioxyde d’azote NO,e et le radical hydroxyle OHe. (Liaudet et

al., 2007)
1.2.2.2.3. Trioxyde de diazote (N203)

Le trioxyde de diazote (N20O3) est une espece instable formée par la réaction du monoxyde
d’azote (NO) avec le dioxygene. Il joue un rodle significatif sans le stress en modifiant les

fonctions cellulaires, notamment en altérant la micro-vasculature. (Leduc et al., 2007).

2NO + NOZ = N203 ou N203 — NC)+ + NOZ_
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I1. Les antioxydants (systéme de défense)

Les antioxydants sont des composés capables de neutraliser les radicaux libres, protégeant
ainsi l'organisme contre les altérations cellulaires. (Ogaenics, 2024). Donc, L'organisme
dispose de systémes de défense hautement efficaces, classés en deux catégories : les

antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques. (Goudable et Favier, 1997)

Les antioxydants exercent des activités anticancéreuses non seulement par leur capacité a
piéger les especes réactives de I’oxygeéne (ERO), mais également en renforcant la réponse

immunitaire, en réduisant I’expression des oncogénes et en inhibant ’angiogenése tumorale.

Par ailleurs, les antioxydants jouent un role essentiel dans la régulation des voies de

signalisation cellulaire. (Pincemail et al., 2002).
I1.1. Systeme de défense enzymatique : (Endogéne)

I1.1.1. Les superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases ¢liminent les radicaux superoxydes par dismutation , produisant

ainsi du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et des ions hydroxyles
(OH™ et OHe).2 O2-+2 H H202 + 02

On distingue plusieurs formes de SOD

SOD3 (EC-SOD) forme

SODI1 Cu/Zn-SOD extracellulaire,

présente dans le SOD? M n-SOD impliquée dans la
localisée dans la . .
cytosol et les ! . défense des tissus contre
X mitochondrie. .
érythrocytes. les agressionsoxydantes

circulantes.

Bien qu’elles permettent 1’élimination des radicaux superoxydes. (Goudable et Favier,

1997)

La régulation de la SOD est contrdlée par plusieurs facteurs de transcription, notamment

Nrf2, qui induit son expression en réponse au stress oxydatif. (McCord et Fridovich, 1969)
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I1.1.2. Le systéme thiorédoxine

Le milieu intracellulaire présente un caractére majoritairement réducteur, ou les protéines
possedent des groupements thiols libres et les ponts disulfures sont peu fréquents. La

thiorédoxine constitue 1’antioxydant principal assurant le maintien des protéines a 1’état réduit.

Elle est régénérée par le NADPH grace a I’action de la thiorédoxine réductase (TrxR), une
enzyme dont le site actif contient un résidu de sélénocystéine. Le systéme thiorédoxine participe
¢galement a la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogene, ainsi qu’a la

régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique. (Haleng et al., 2007)
I1.1.3. Glutathion peroxydases (GPx)

La Glutathion peroxydases (GPx) constitue un groupe d’enzymes séléno-dépendantes dont
’activité est cruciale pour la réduction du H,O, et des hydroperoxydes lipidiques. La réaction

qu’elle catalyse est la suivante :
H,0, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG

Elle agit donc en synergie avec le glutathion réduit (GSH), un tripeptide central dans la

régulation redox. Plusieurs isoformes existent :
GPx1 : ubiquitaire et cytoplasmique
GPx4 : spécifique des peroxydes lipidiques, impliquée dans la prévention de la ferroptose.

La disponibilité en sélénium influence directement 1’activité de la GPx, ce qui souligne son

importance nutritionnelle. (Brigelius-Flohé et Maiorino, 2013)
I1.1.4. Glutathion réductase (GR)

La Glutathion réductase (GR) permet de régénérer le glutathion réduit (GSH) a partir de sa

forme oxydée (GSSG), en utilisant le NADPH comme donneur d’électrons :
GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

Cette enzyme est donc indispensable pour maintenir le rapport [GSH]/[GSSG], un indicateur
clé de I’état redox cellulaire. La GR est particuliérement active dans les cellules a forte activité
métabolique (foie, reins, globules rouges). Une déficience en GR perturbe I’équilibre redox et
peut exacerber les dommages oxydatifs dans divers contextes pathologiques, notamment les

maladies neurodégénératives et le diabete. (Mieyal et al., 2008)
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I1.1.5. Catalases (CAT)

La catalase est une enzyme tétramérique contenant de I’héme, principalement localisée dans

les peroxysomes, ou elle détoxifie efficacement le peroxyde d’hydrogéne selon la réaction :
2 HzOz — 2 Hzo + 02

Son activité est particulierement importante dans les cellules métaboliquement actives
(hépatocytes, érythrocytes) ou la production de H,O, est importante. Contrairement a la GPx,
la catalase ne nécessite pas de cofacteurs tels que le glutathion. Elle joue également un réle non
catalytique dans la régulation du signal redox, influengant des processus comme 1’apoptose ou

la prolifération cellulaire. (Chelikani et al., 2004)

I1.2. Systeme de défense non enzymatique (Exogéne)

Ces défenses jouent un réle fondamental dans la neutralisation des ERO et la prévention du
stress oxydatif, ces défenses proviennent d’une source exogene, apportée par 1’alimentation,
comprenant notamment les fruits et 1égumes riches en antioxydants tels que les vitamines C et
E, les caroténoides, I’'ubiquinone, les flavonoides, le glutathion ou encore 1’acide lipoique. Les
oligoéléments ne sont pas des antioxydants au sens strict, mais ils agissent comme cofacteurs
essentiels de nombreuses enzymes antioxydantes (ex. : SOD, glutathion peroxydase, catalase).
Leur apport par I’alimentation (produits céréaliers, fruits de mer, légumineuses) est crucial pour
le bon fonctionnement des défenses endogénes. De plus, certains oligoéléments comme le zinc

stabilisent les membranes cellulaires et empéchent 1’initiation de la peroxydation lipidique.
(Rayman, 2000) .

Ces composés, en synergie avec les systemes enzymatiques endogenes, permettent de limiter
les dommages oxydatifs aux macromolécules cellulaires et jouent un rdle préventif dans le

développement de diverses pathologies chroniques. (Charlier et al., 2007)

I1.2.1. Vitamine C (acide ascorbique)

L’acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble présent en forte concentration dans les
agrumes, les kiwis, les poivrons et les Iégumes a feuilles vertes. Il agit principalement dans les
milieux aqueux intracellulaires et extracellulaires, en neutralisant les radicaux superoxyde,
hydroxyle et peroxyle. Il est également capable de régénérer d'autres antioxydants, notamment
la vitamine E, en réduisant sa forme oxydée. Son efficacité réside dans sa capacité a donner un

électron pour stabiliser les especes réactives. (Carr et Frei, 1999).
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11.2.2. La vitamine E (tocophérols et tocotriénols)

Cette vitamine liposoluble, abondante dans les huiles végétales, les noix et les graines, est
particulicrement efficace pour protéger les membranes cellulaires riches en acides gras
polyinsaturés. Elle interrompt les chaines de réactions de peroxydation lipidique en neutralisant
les radicaux peroxyles et en stabilisant les radicaux libres formés au niveau des phospholipides

membranaires. (Brigelius-Flohé et Traber, 1999).
I1.2.3. Le glutathion alimentaire

Le glutathion est un tripeptide présent naturellement dans les aliments comme les asperges,
les avocats et les épinards. Bien que sa biodisponibilité soit réduite aprés ingestion orale, sa
consommation contribue indirectement a la synthése endogéne du glutathion intracellulaire,
essentiel a la détoxification des ERO via des réactions enzymatiques et non enzymatiques.

(Jones et al., 2000).
11.2.4. Les métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire regroupe des voies métaboliques spécifiques a certains
organismes végétaux, distinctes des processus primaires. Les métabolites secondaires sont des
composés qui, contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires sont des
substances produites par les plantes qui ne participent pas directement aux fonctions
physiologiques de base telles que la croissance ou la reproduction. Toutefois, ils remplissent
des réles cruciaux dans la défense contre les agents pathogenes, les herbivores ou dans les
interactions avec l’environnement. Parmi eux figurent les alcaloides, flavonoides, tanins,
terpenes, saponines, etc., largement impliqués dans les propriétés pharmacologiques des plantes

médicinales. (Sofowora, 2010).

11.2.4.1. Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille diversifiée de composés bioactifs d'origine
végétale, caractérisés par leurs puissantes propriétés antioxydantes. Parmi les principales
classes figurent les flavonoides, les tanins, les stilbénes, les lignanes et les acides
phénoliques. Ces molécules sont abondamment présentes dans divers aliments d’origine
végétale tels que les fruits rouges, le thé vert, le cacao, le vin rouge et de nombreux légumes.
Leur activit¢ biologique repose sur plusieurs mécanismes d'action complémentaires.

(Bertelli et al., 2021).
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D'une part, ils neutralisent directement les espéces réactives de 1’oxygene (ERO), agissant
ainsi comme des piégeurs de radicaux libres. D'autre part, ils sont capables de chélater les
ions métalliques transitionnels tels que le fer ferreux (Fe?*) et le cuivre (Cu?*), réduisant ainsi
la formation de radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton. En paralléle, ils inhibent des
enzymes pro-oxydantes clés, notamment la xanthine oxydase et la NADPH oxydase, limitant
ainsi la production endogéne de radicaux libres. Enfin, les polyphénols interviennent dans la
modulation de plusieurs voies de signalisation cellulaire liées au stress oxydatif, contribuant

a réguler les réponses inflammatoires et cytoprotectrices (Scalbert et al., 2005).
11.2.4.2. Les flavonoides

Ce sont des métabolites secondaires phénoliques majeurs des végétaux, caractérisés par une
structure de benzo-y-pyrone. Synthétisés via la voie des phénylpropanoides, ils existent sous
forme libre ou glycosidée et sont présents dans les plantes vasculaires, dans divers organes
(racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits). Plus de 4000 flavonoides, responsables des couleurs vives

des végétaux, ont été identifiés. (Amrioui et al., 2019).

Ils exercent leur activité antioxydante selon plusieurs mécanismes :

Piégeage des radicaux libres par donation d’électrons ou d’atomes d’hydrogene, Chélation des
ions métalliques comme Fe?* et Cu?*, limitant la formation des radicaux hydroxyles via la
réaction de Fenton, Inhibition des enzymes pro-oxydantes (comme la xanthine oxydase ou la
NADPH oxydase), Modulation de 1’expression génique des enzymes antioxydantes (SOD,
CAT, GPx) via I’activation de la voie Nrf2. (Tagliaferro et al., 2002).

11.2.4.3. Les tanins

Les tanins sont également des composés polyphénoliques appartenant des métabolites
secondaires des plantes, jouent un réle crucial dans les mécanismes de défense contre les
pathogenes. Synthétisés principalement par la voie des phénylpropanoides, classés en deux
grandes catégories : Tanins hydrolysables : esters d'acides phénoliques (acide gallique ou
ellagique) avec un polyol tel que le glucose, Tanins condensés (ou proanthocyanidines):

polymeéres de flavan-3-ols comme la catéchine et I’épigallocatéchine. (Hagerman et al., 1998)

Ils exercent des activités antimicrobiennes a large spectre, agissant contre les bactéries, les
champignons et les virus en inhibant les fonctions enzymatiques et la biosynthése des acides
nucléiques. En outre, les tanins renforcent la paroi cellulaire végétale, la rendant quasi

imperméable aux agents pathogeénes. Leur accumulation peut conférer une immunité durable
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en stimulant la production de composés antimicrobiens et en fortifiant les structures

cellulaires.

Par ailleurs, les tanins agissent en synergie avec d’autres molécules de défense, telles que
les phytoalexines et les protéines associées a la pathogénése, y compris les peptides

antimicrobiens, amplifiant ainsi la réponse immunitaire des plantes. (Scalbert, 1991).
I1.3. Les principales cibles des ERO

Pendant longtemps, les ERO ont été pergus comme déléteres, associés a des dommages
potentiels affectant I’ ADN, les protéines et les lipides. (Migdal et Serres, 2011)
I1.3.1. L’acide désoxyribonucléique ou ADN

Lorsque I'ADN est endommagé par les especes réactives de 1'oxygene (ROS), il peut
soit étre réparé, soit subir une mort cellulaire programmée ou une nécrose. (Vorster et

Abrahamse, 2012).

Apoptosis

=3 DNA Damage DNA Repar

Necrosis

Figure 7: Dommages a ' ADN par les ROS (Modifié d'apres De Bont et al., 2004).

La guanine de I'ADN est une cible fréquente des especes oxygénées actives (EOA). Par
exemple, sous l'action du radical *OH, elle peut se transformer en 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OHdG). Ce composé, au lieu de s'apparier avec la cytosine, se lie a
l'adénine, provoquant des mutations dans I'ADN. Ces erreurs altérent le message génétique,

contribuant au développement du cancer et au vieillissement. (Haleng et al., 2007)
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DNA oxidative damage
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Figure 8: L'oxydation de la guanine (G) en 8-oxoguanine (8-0x0G). (Chiorcea-Paquim et
Oliveira-Brett, 2021).
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Figure 9 : Lésions de I'ADN induites par les effets directs et indirects des rayonnements
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ionisants. (Prouillac, 2006)

Ce processus joue un rdle central dans les premiéres étapes de la carcinogenese en
perturbant la régulation cellulaire et en favorisant la transformation maligne (Klaunig et al.,

2010).

I1.3.2. Oxydation des lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes conduit a la formation de LDL oxydées,
lesquelles sont ensuite reconnues et internalisées par des récepteurs spécifiques présents a la
surface des macrophages. Ces récepteurs ne sont pas soumis a une régulation par la
concentration intracellulaire en cholestérol, ce qui entraine une accumulation progressive de

lipides dans les macrophages, favorisant leur transformation en cellules spumeuses. Ce
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processus joue un role clé dans les phases précoces du développement de 1’athérosclérose. Par
ailleurs, les LDL oxydées possédent un caractére immunogene ; les complexes immuns qu’elles

forment peuvent activer la voie classique du complément et induire la libération de cytokines

@ monocyte
o. v
(e e o]

pro-inflammatoires par les macrophages. (Sies, 1997).

endothelial cells
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@

o
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ROS
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Figure 10: Oxydation des LDL et la tranformation des macrophages en cellules spumeuses

(Tirichen et al., 2021).

foam cell

L’oxydation des lipoprotéines provoquent des risques cardiovasculaires, donc ce processus

induit plusieurs pathologies telles que 1’athérosclérose.
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I1.3.3. Oxydation des lipides
Les deux ERO les plus couramment impliquées dans les altérations des lipides sont le radical

hydroxyle (HO¢) et le radical hydroperoxyle. (Muiioz et al., 2014).

Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH

I. Phase dinitiation

) Réorganisation
/\/=\/=\/\/< OOH + "OH oon des doubles ligisons
P-4 -> 'COOH

Acide gras polyinsaturé Radical lipidique Dié o .

L) L) iéne conjugué

Il. Phase de propagation

-
VY W + 02 +L Radical lipidique
H 'COOH —_—{ \ ok —_—r +
Diéne conjugué Radical peroxy! \/iV\/ﬁ/\coo"|
{LOOY)

Hydroperoxyde lipidique
Il. Phase de terminaison yerop ydelipicta

L + L —— -
LOO" + LOO =———e- LOOL + H.O
LOO" + L — LOOL

Figure 11 : Peroxydation lipidique (démarchez, 2012)
La peroxydation lipidique se déroule en trois phases :
» La phase d’initiation
Débute par ’attaque d’un acide gras polyinsaturé par un radical hydroxyle (¢OH),

générant un radical lipidique (L) et un diéne conjugué.

» La phase de propagation
Le radical lipidique réagit avec 1’oxygene pour former un radical peroxyle (LOO¢), qui
attaque un autre acide gras et produit un nouveau radical lipidique ainsi qu’un

hydroperoxyde lipidique (LOOH).

» La phase de terminaison
Survient lorsque deux radicaux libres interagissent pour former des produits stables (L—
L, LOOL), stoppant la chaine de peroxydation.
Ces réactions stoppent la chaine de peroxydation en éliminant les espéces radicalaires. (Sies,

1997).
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I1.3.4. Oxydation des protéines

La réaction d’oxydation résulte de I’action des especes réactives de 1’oxygeéne (ERO), toutes
issues de 1’oxygene moléculaire (O,). Les produits majoritaires de cette réaction comprennent
la méthionine-sulfoxyde, la dityrosine et la 3-nitrotyrosine. Cette réaction conduit a la
formation de dérivés carbonylés, qui constituent les substrats de la réaction de carbonylation.
Par ailleurs, 1’oxydation joue un réle dans la glycation non enzymatique, également dénommée
glycoxydation. Parmi les composés issus des premicres étapes de la glycation non enzymatique,
seule I’HbAlc est couramment utilisée dans la pratique clinique. (Ouznadji et Desmons,

2020).

Tous les acides aminés

Hydroxyls Rr-oH

Carbonyls Rep-H Rﬁ R, Protéine native Histidine
Cystéine
Disulfide cys-$.S<ys Lysine
Methionine sulfoxide McSO

Lysine

Arginine Conjugaison avec des
ﬁ produits de péroxydation
lipidique (e.g. HNE, MDA)

Produits d’Amadori

AGEs o & O
EOJ:N N—R’ R —NH — CH2 —CO0' \o/u\/\" ;\‘%' Rﬁ:\o

Carboxymethylysine o R\;@\

Pentosidine

Figure 12 : Mécanisme d’oxydation des protéines (Petropoulus, 2011).

L’oxydation des protéines contribue activement a des processus pathologiques chroniques

tels que le veillissement, la neurodégénérescence et le diabete (Butterfiled, 2006)
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I11. Présentation de la plante étudiée

II1.1.Généralité sur la famille lamiacées

La région méditerranéenne, et plus particulierement 1’ Algérie, bénéficie d’un climat doux et
ensoleillé qui favorise le développement des plantes aromatiques et médicinales. Parmi celles-
ci, la famille des Lamiacées, également connue sous le nom de Labiées, occupe une place
importante. Il s'agit d'une vaste famille botanique regroupant principalement des especes
herbacées et des sous-arbrisseaux. Elle se distingue par une homogénéité morphologique
remarquable, ce qui la rend facilement identifiable. On y dénombre environ 6 500 especes,
largement réparties a travers le monde, avec une forte concentration dans les régions

méditerranéennes (Mokrani, 2020).

Les Lamiacées sont ¢galement bien représentées dans les zones tropicales et tempérées du
globe. Leur diversité est particuliecrement notable dans le bassin méditerranéen, en Asie
centrale, en Amérique, dans les iles du Pacifique, ainsi qu'en Afrique équatoriale et en Chine.
Une des caractéristiques majeures de cette famille réside dans la richesse de ses composés
terpéniques, a 1’origine des propriétés aromatiques marquées de nombreuses especes. Ces
composés sont largement exploités en médecine traditionnelle ainsi qu'en pharmacopée
moderne (Kabouche, 2005). Dans la flore algérienne, la famille des Lamiacées est représentée
par 28 genres regroupant 146 espéces. Toutefois, la détermination taxonomique de certains
genres peut s’avérer complexe en raison de la forte variabilité morphologique observée au sein

de certaines espéces (Aouina et Lakhdri, 2018).
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Figure 13 : Répartition géographique de la famille des Lamiacées dans le monde entier.

(Aouina, 2018)

I11.2. Présentation de genre Salvia

Le nom Salvia dérive du latin Salvare, signifiant « guérir » ou « sauver », ce qui témoigne
de la longue tradition d’utilisation médicinale de ces plantes. Réputées pour leurs propriétés
thérapeutiques exceptionnelles, les espeéces de ce genre sont souvent qualifiées de « plantes

magiques » en raison de leur capacité a soulager divers maux (Hamoudi, 2015).

Appartenant a la famille des Lamiacées (anciennement Labiacées), le genre Salvia regroupe
plus de 900 espéces a travers le monde, dont plusieurs sont largement utilisées dans les
médecines traditionnelles pour leurs vertus médicinales et aromatiques. En Algérie, ce genre

est représenté par 23 especes identifiées a ce jour (Dahmani, 2018).

Ces especes poussent généralement a [’état spontané dans les zones steppiques,
montagneuses et semi-arides du pays, contribuant a la diversité de la flore médicinale nationale.
Toutefois, elles demeurent encore peu étudiées, tant du point de vue phytochimique que
biologique, ce qui laisse entrevoir un potentiel thérapeutique important non encore pleinement

exploité¢ (Kerkoub, 2021).
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I11.3. Description botanique de Salvia Chudaei

C’est une espéce endémique du Sahara central, elle est plus ou moins fréquente. la plante est
vivace et trés rameuse, elle est entierement velue, d’un gris bleuté, les tiges trés feuillées de
30 a 40 centimétres de haut ; les feuilles vertes sont crénelées, longues et trés  étroites, souvent
en fascicules, calice laineux portant des fleurs bleu pale et groupées en épis courts au sommet
avec des rameaux trés nombreux (Ozenda, 1977). La corolle a tube cylindrique, a deux lévres
avec deux étamines. La plante entire dégage une odeur puissante et agréable, elle est

légerement camphrée (Figure 01) (Hadj mohammed et al., 2015)

Figure 14 : L'espece Salvia chudaei Battandier & Trabut (Hadj mohammed et
al.,2015)

1I1.4. Nomenclature

- Nom vernaculaire (francais) : sauge du Sahara central

- Nom vernaculaire (Frangais) : Sauge du désert = Sauge du Sahara central.
- Nom Arabique : Tagrouft ( < 58)

- Nom Tamashek : Aouhihet (HADJ MAHAMMED et al., 2015)
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I1L.5. Position systématique de ’espéce Salvia Chudaei

Selon la classification systématique botanique de I’APG II (Angiosperm Phylogeny Group II),

I’espece Salvia Chudaei occupe la position suivante dans la hiérarchie taxonomique.

Tableau III : La taxonomie de Salvia Chudaei (Quezel et Santa, 1963)

Regne Plantae

Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Especes Salvia chudaei Battandier & Trabut
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Tableau IV: Place des Lamiacées dans la systématique. (Achili, 2021)

Genre

Espéce

Ordre Lamiales

(17800 espéces regroupées en ving

Embranchement Spermatophytae
Sous-embranchement Angiospermae
Classe Dicotyledonae
Sous Classe Asteropsidae
Groupe Euasterideae
Super-ordre Lamianeae
Ordre Lamiale
Famille Lamiacées

I11.6. Répartition géographique de I’espece Salvia chudaei

Salvia chudaei est une espece représentative de I’endémisme continental-insulaire propre
aux massifs montagneux sahariens, notamment le Hoggar, le Tefedest, le Tassili n’Ajjer et le
Tibesti. Elle se développe sous forme de petites touffes localisées dans des zones de haute

altitude, généralement au-dessus de 1200 métres, telles qu’ldelis, Tazrouk, Tabhifet,

Tehrhananet et Tinsawak (Dahmani et Smaili, 2020).

31




Chapitre 01 : Synthése bibliographique

\\l = ‘F\ -
1 a PeF 7D T
\ L
— P \ \ ﬁ \\ W/
: ( ) { \
' /J N L I s S Z(‘ij
i / 7] WO\ o= C
Q < U PN @ A
i /J) - — _\_\? ﬁ {—\_,"\/4 . ] .
K~ <. o= = | i .tcb:sana
K - / o santolinifolia
/ Y = J . . . i
I \_‘\_II ;-__#/- ) P . ;. . f
kfl::/n'd'u/ : \‘. \‘_/{:z.mam JJ P
. '\ﬂ /] et X,
/ chudaci chudadl - L \I l,\;’
g S N
\ hdl(.mn‘e
/ gcmu:a ta_
/ Q) "y
\\ _—
\\ g __f;,
/

Figure 15 : Répartition géographique de Salvia chudaei Batt et Trab (Will et al., 2015)

I11.7 Propriété et usage

Salvia Chudaei, appartenant au genre Salvia de la famille des Lamiacées, est une plante

médicinale peu étudiée mais traditionnellement utilisée dans certaines régions du sud algérien.

Comme plusieurs especes du genre, elle est appréciée pour ses propriétés thérapeutiques

variées. En médecine traditionnelle locale, Salvia Chudaei est exploitée principalement pour

son activité digestive, antispasmodique et anti-inflammatoire. (Kerkoub et al., 2021).

Des décoctions ou infusions préparées a partir de la plante entiére ou de ses feuilles sont

couramment utilisées pour soulager les troubles gastro-intestinaux tels que les ballonnements,

douleurs abdominales et diarrhées 1égeres. Elle est également réputée pour ses effets sédatifs

doux, pouvant contribuer a apaiser les tensions nerveuses (Dahmani, 2018).

En usage externe, Salvia Chudaei est parfois appliquée sous forme de cataplasme pour

traiter les inflammations cutanées mineures ou accélérer la cicatrisation de certaines plaies

superficielles, en raison de ses propriétés antiseptiques et astringentes présumeées.

Ces usages empiriques rejoignent les activités pharmacologiques bien documentées chez

d'autres especes du genre Salvia, notamment leurs effets antioxydants, antibactériens et anti-

inflammatoires (Hamoudi, 2015).
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Cette étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de la Faculté des Sciences de
I’Université Yahia Fares de Médéa, sur une période s’étendant du 10 février au 20 avril 2025.
L’objectif principal de ce travail est la caractérisation et la quantification des métabolites
secondaires présents chez Salvia Chudaei, ainsi que |’évaluation d’une de ses activités

biologiques, en I’occurrence son activité antioxydante.
Pour atteindre cet objectif, les étapes suivantes ont ét¢ menées :

1. Réalisation d’extractions par macération, en utilisant deux solvants : I’eau et 1’éthanol.
2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides, avec quantification de leur teneur
dans les extraits obtenus.

3. Evaluation de ’activité antioxydante par deux tests :
e Le test DPPH, bas¢ sur le piégeage des radicaux libres.
e Le test FRAP, mesurant le pouvoir réducteur du fer.

I.1. Matériel
I.1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes (feuilles et tiges) de Salvia Chudaei ont été collectées au cours du mois
Mai 2020 a Tinsawak, une région située a environ 220 kilometres au nord-est de la wilaya de
Tamanrasset, a une altitude de 1392 m¢étres.

L’identification botanique de I’espéce a été validée par la station locale de 1’Institut National

de la Recherche Forestiére (INRF) de Tamanrasset.

I.1.2. Préparation du matériel végétal
I.1.2.1. Le séchage

Les échantillons végétaux ont été séchés a température ambiante, a I’abri de la lumicre et de
I’humidité. Cette méthode permet de préserver les principes actifs tout en empéchant la
formation de moisissures, assurant ainsi la conservation intégrale et la préservation des

composés actifs présents dans le matériel végétal.
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Figure 16 : Salvia Chudaei a 1’état sec. (Originale, 2025)

I.1.2.2. Broyage : Une fois séchée, la plante a été broyée en une poudre fine a ’aide d’un
mixeur a hélice, puis tamisée a 1’aide d’un tamis rotatif. La poudre obtenue a ensuite servi a la

préparation des extraits méthanolique et aqueux.

Figure 17 : Tamis rotatif (originale, 2025)

I.2. Extraction
I.2.1. Principe

Cette technique d’extraction est un procédé¢ discontinu solide-liquide basé sur la macération.
Elle implique de laisser le solide dans un solvant a température ambiante pendant un certain
temps, puis d’extraire les substances solubles en faisant évaporer le solvant sous vide.
(Bhadange et al.,2024)

» Mode opératoire

1.2.1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Une macération a été réalisée en utilisant 30 g de poudre de Salvia chudaei dans 300 ml de
méthanol. L'extraction s’est déroulée durant 72 heures a température ambiante, dans un

récipient hermétiquement fermé, sous agitation régulicre.
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Apres cette période, le mélange a été filtré en deux étapes : d'abord a 1’aide de compresses
pour éliminer les particules grossicres, puis a 1’aide de filtres en papier Whatman (11 pm).

La séparation du solvant et de I’extrait s’est effectuée a I’aide d’un évaporateur rotatif a une
température de 45 °C. L’évaporation sous vide a été assurée grace a une pompe a vide couplée
a une vanne de régulation., I’évaporation a été réalisée a une température de 45 °C. (Bhadange
et al., 2024)

L’extrait obtenu a été conservé a ’abri de la lumieére, a 4°C.

Figure 18: Salvia Chudaei aprés le broyage (Originale, 2025).

1.2.1.2. Préparation de I’extrait aqueux : Une quantité de 30 g de poudre végétale a été
mise a macérer dans 300 ml d’eau distillée.

La macération a été effectuée sous agitation magnétique pendant 15 minutes, a une
température de 100 °C. Les macérats ont ensuite été filtrés a I’aide d’un entonnoir muni de
papier filtre pour éliminer les résidus solides.

Le filtrat obtenu a été soumis a un séchage dans une étuve a 45 °C afin d’éliminer I’eau
résiduelle, conformément a la méthode décrite par Serge et al. (2018).

Les extraits aqueux ainsi obtenus ont été conservés a I’abri de la lumiére jusqu’a leur
utilisation. (Serge et al., 2018)

A chaque étape du processus, le poids des extraits secs a ét€¢ mesuré avec précision en vue

de calculer le rendement d’extraction. Le protocole se présente dans la figure si dessous.
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/

Matériel
Végétal 30 g

Macération

‘ 30g 300 ml solvant

(M¢éthanol, I’eau distill¢)

Filtration Agitation 72h

Sur papier _ (I’extrait méthanolique)

Wathman Agitation 15 min 95°C

(I’extrait aqueux)

L’extrait aqueux

L’extrait méthanolique

Figure 19: Protocole d’extraction des compose phénolique (Originale, 2025).
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1.2.1.3. Calcul du rendement

Le rendement d'extraction est un parametre clé pour évaluer l'efficacité d'un procédé
d'extraction de composés bioactifs a partir de matrices végétales. Il est défini comme le rapport,
exprimé en pourcentage, entre la masse de I'extrait sec obtenu et la masse initiale de la matiére
végétale utilisée. (SAIBI, 2023)

Le rendement d’extraction a été déterminé selon la formule suivante :

Rendement (%) = ((Mes *100) / (Mv).
Mes : correspond a la masse de 1’extrait sec obtenu (en grammes)

My : désigne la masse de la matiere végétale initialement utilisée (en grammes).

I1. Dosage des métabolites secondaires
I1.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols est effectué par spectrophotométrie en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu. En milieu alcalin, ce réactif subit une réduction en oxydes de tungsténe et de
molybdeéne, ce qui entraine I’apparition d’une coloration bleue caractéristique en présence de
polyphénols (Khantouche et Abderabba, 2018).

» Mode opératoire : Un volume de 100 pl de chaque extrait a été ajouté a 0,1 ml de
réactif de Folin Ciocalteu dilué¢ au 1/10, puis complété avec 2000 pl d’une solution de
carbonate de sodium (Na,COs3) a 7,5 %. Puis, incubation pendant 30 minutes a I’abri de
la lumiére. L’absorbance a été relevée a 750 nm a 1’aide d’un spectrophotométre.

En parallele, une courbe d’étalonnage a été établie dans les mémes conditions a partir de
solutions standards d’acide gallique, avec des concentrations allant de 0,02 a 0,1mg/ml. Les
teneurs sont exprimées en microgrammes d’équivalent acide gallique par milligramme
d’extrait. (Marinova et al., 2005).

I1.2. Détermination de la teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides repose sur une méthode colorimétrique basée sur la formation
d’un complexe entre les flavonoides et des ions métalliques, généralement les ions aluminium
(AIP"). En milieu légérement alcalin, les flavonoides réagissent avec le chlorure d’aluminium
pour former un complexe stable de couleur jaune a orange, dont I’intensité est proportionnelle
a la concentration en flavonoides totaux dans 1’échantillon. (Khezeli et al., 2020).

» Mode d’opératoire : 100 pL de I’extrait a été mélangé a 1 ml de chlorure d’aluminium
(AICl3). A ce mélange, on ajoute ensuite 1 ml de nitrite de sodium (NaNO; a 5 %), suivi

d’une incubation de 5 minutes a température ambiante. Apres cette premicre étape, 1
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ml d’acétate de sodium est ajouté, puis le mélange est incubé pendant 6 minutes. Enfin,
I ml de soude (NaOH) est incorporé au mélange réactionnel. L’absorbance de la
solution est ensuite mesurée a 510 nm.
Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parall¢le dans les mémes conditions opératoires en
utilisant différentes concentrations (0,2 a 1 mg/ml) la catéchine.
Les résultats sont exprimés en pg équivalent de catéchine par mg d’extrait. (Marinova et

al., 2005).

IL3. Etude de Pactivité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante vise a quantifier la capacité d’un extrait ou d’un
compos¢ a neutraliser les radicaux libres ou a réduire des agents oxydants. Cette propriété
repose sur la faculté¢ des molécules antioxydantes a céder un électron ou un atome d’hydrogene
afin de stabiliser les espéces réactives de 1’oxygeéne, évitant ainsi les réactions en chaine
responsables du stress oxydatif (Halliwell et Gutteridge, 2015).
Pour cela deux tests ont été utilisés : test au DPPH et test FRAP.
I1.3.1. Test DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable, caractérisé par la
présence d’un électron non apparié localisé sur I’atome d’azote central. Ce composé se présente
sous forme de cristaux de couleur violette intense et est couramment utilisé comme sonde dans
I’évaluation de I’activité antioxydante de divers extraits naturels ou composés purs. En solution,
le radical DPPH présente une bande d’absorption maximale dans la région de 515 a 517 nm, ce
qui permet de suivre spectrophotométriquement sa réduction en présence d’antioxydants. Cette
réduction, généralement visible par un changement de couleur du violet au jaune pale, refléte

la capacité des substances testées a piéger les radicaux libres. (Baliyan et al., 2022)
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Figure 20: Structure et mécanisme du radical DPPH et DPPH réduit. (Shahid et al., 2022)
» Mode d’opératoire : Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 4 mg de

DPPH dans un mélange constitué¢ de 80% du méthanol. La solution obtenue a été
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incubée a température ambiante jusqu’a dissolution compléte du radical, caractérisée
par I’apparition d’une coloration violette homogene. Des dilutions de chaque extrait
ont ensuite été réalisées afin d’obtenir des concentrations allant de 0,25 a 1 mg/ml.
100 pL de chaque concentration de I’extrait ont été mélangés a 100 pL de la solution
de DPPH. Apres incubation de 30 min a I’obscurité, I’absorbance a été mesurée a 517

nm a ’aide d’un spectrophotométre. (Setiawan et al., 2021)

v

Figure 21 : Virage de la couleur du DPPH en présence de I’extrait méthanolique (Originale,
2025).
Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition, qui est calculée selon la
formule suivante :
% Inhibition = ((Abs témoin — Abs échantillon) / Abs témoin) x 100
» Calcul des IC50 : La concentration inhibitrice (ICsq) désigne la concentration d’un

compos¢ nécessaire pour inhiber 50 % d’une activité biologique spécifique, telle que
’activité enzymatique ou I’oxydation induite par des radicaux libres. Elle constitue un
indicateur fondamental pour évaluer la puissance d’un agent antioxydant. Plus la
valeur de I’ICs est faible, plus I’activité inhibitrice du composé est élevée.

(Mosmann, 2020).

I1.3.2. Test de FRAP

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), développé initialement par Benzie et
Strain (1996) pour évaluer le pouvoir antioxydant du plasma humain, repose sur la capacité
des antioxydants a réduire le complexe ferrique Fe**-TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) en
complexe ferreux Fe?*-TPTZ, générant une coloration bleue mesurable par spectrophotométrie
a 593 nm. (Benzie et al., 1996). Cette méthode a été¢ adaptée par (Pulido et al., 2000) pour

l'analyse d'extraits végétaux.
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Figure 22 : Structure et mécanisme du réactif FRAP (Karolina et Kulesza, 2020).

» Mode d’opératoire
e Trois (03) solutions ont été préparées :

A. Tampon acétate (300 mM, pH 3,6) :Pour préparer cette solution, il faut dissoudre 3,1
g d'acétate de sodium dans 16 mL d'acide acétique glacial. Ensuite, ajuster le volume
final a 1 L avec de I'eau distillée. Cette solution constitue la base tampon du réactif

FRAP et permet de maintenir un pH acide de 3,6 nécessaire a la réaction.

B. Solution de TPTZ (10 mM) :Cette solution est préparée en dissolvant 0,031 g de TPTZ
(2,4,6-tripyridyl-s-triazine) dans 10 mL d'acide chlorhydrique a 40 mM. Le TPTZ est le

chromogene qui forme un complexe coloré avec le fer ferreux lors de la réaction.

C. Solution de chlorure ferrique (FeCls, 20 mM) : Pour obtenir cette solution, il faut
dissoudre 0,054 g de FeCl3-6H,0O dans 10 mL d'eau distillée. Le chlorure ferrique
fournit les ions Fe** qui seront réduits en Fe?* par les antioxydants présents dans

I'échantillon.

e Préparation du réactif FRAP : Le réactif FRAP doit étre préparé extemporanément
en mélangeant 10 volumes de tampon acétate, 1 volume de solution de TPTZ et 1
volume de solution de FeClz. Ce mélange dans les proportions 10:1:1 doit étre réalisé
juste avant l'utilisation pour garantir la stabilité du réactif. Puis, une préparation des
différentes concentrations allant de 0,25 a 1mg/ml des deux extraits (méthanolique

et aqueux).
Un volume de 900 pl d’extrait a ensuite ét¢ mélangé a 1800 pl de réactif FRAP, selon un

ratio de 1:2 (extrait/réactif), afin d'assurer une interaction optimale entre les composés
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antioxydants et le réactif. L absorbance de la solution a ensuite été mesurée a 593 nm contre un

blanc constitué du réactif FRAP sans extrait (Setiawan et al.,2021).
En parallele, une courbe d’étalonnage a été établie dans les mémes conditions a partir de

solutions standards de sulfate ferreux avec des concentrations allant de 0,1 a Smg/ml. Les

résultats finaux sont exprimés en micromoles équivalent de Feso4 par milligramme d’extrait.
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Résultats
1. L’extraction

Les procédés d’extraction constituent la premiére étape essentielle dans 1’étude des plantes
médicinales, car ils permettent d’isoler les composés bioactifs a partir des maticres végétales

brutes (Azwinda NN, 2015).

Dans le cadre de cette étude, les extraits méthanolique et aqueux ont été obtenus par
macération, une technique douce qui favorise la préservation des principes actifs. Les

rendements d’extraction obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau V : Rendement et la moyenne + I’écart type

Extraits Poids de I’extrais Rendement% Moyenne +I’écart
obtenus «g» type
Al=4,790 11,14%

Aqueux

12,22 + 3,329

A2=3,343 9,58% 22 +3,32%
A3=2,860 15,95%
M1=2,92 9,73%

Méthanolique

+ 0,

M2=2,45 8,17% 9,07+ 0,81%
M3=2,79 9,3%

L’extraction par macération des parties aériennes de Salvia Chudaei a permis d’obtenir un
rendement de 9,07 + 0,81% pour I’extrait méthanolique. Ce résultat reste inférieur a celui
rapporté par Hammoudi et al. (2017), qui ont obtenu un rendement de 11,7 %=+0,008 % Par
ailleurs, une étude réalisée par Dahmani et Smaili (2020) a révélé un rendement de 14,8 % +
0,06% pour I’extrait aqueux de la méme espece. De leur coté, Semaoui et Quafi, (2021) ont
obtenu un rendement légerement plus €levé, atteignant 15,48 + 0,14%. Ces valeurs demeurent

toutes supérieures a celles observées dans notre étude.
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Les résultats obtenus montrent que les rendements ne sont pas les mémes selon la méthode
d’extraction choisie et la partie de la plante utilisée. Cette variation peut étre liée a la maniere
dont le solvant interagit avec la poudre végétale pendant la macération, ainsi qu’a la nature
spécifique du solvant utilis¢ (Hammoudi et al., 2017).

L’extraction représente une étape cruciale qui demande une attention particulicre, car elle
conditionne en grande partie le rendement final. La manic¢re dont les plantes sont récoltées,
séchées, puis stockées peut avoir une influence directe sur la quantité de composés extraits.
Une mauvaise gestion de ces étapes peut entrainer non seulement une baisse significative du
rendement, mais aussi une dégradation des principes actifs, ce qui compromet la fiabilité des
résultats. De plus, des paramétres techniques comme le choix du solvant, la température, ou la
durée du procédé doivent étre ajustés avec précision afin d’optimiser 1’efficacité de I’extraction
et d’obtenir des extraits riches en substances bioactives (Azwanida, 2015).

I1. Détermination de la teneur des polyphénols totaux et flavonoides :
I1.1. Teneur des polyphénols totaux :

La quantification a été réalisée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage construite avec 1’acide
gallique comme composé de référence. L’équation de la droite de régression obtenue est : y =
0,51x + 0,0008, avec un coefficient de corrélation R* = 0,9909, indiquant une excellente
linéarité. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg E).
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Figure 23 : Courbe de variation de I’absorbance en fonction de la concentration de I’acide

gallique (mg/ml).
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Figure 24 : Comparaison de la teneur en polyphénol entre les extraits méthanolique et aqueux

de Salvia Chudaei.

Les teneurs en polyphénols des deux extraits de Salvia Chudaei sont illustrés en Figure 24.
L’extrait méthanolique affiche une teneur de 510 ng EAG/mg, tandis que l’extrait aqueux
présente une valeur de 453 pg EAG/mg. La teneur plus élevée observée dans I’extrait
méthanolique indique que ce dernier est plus riche en composés phénoliques, reconnus pour

leurs propriétés antioxydantes.
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I1.2. Teneur des flavonoides
La quantification des flavonoides a été réalisée a I’aide d’une courbe d’étalonnage construite
avec la catéchine comme composé¢ de référence. Les résultats obtenus sont exprimés en pg

équivalent de catéchine par mg d’extrait (ug EC/ mg E).
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Figure 25 : Courbe de variation de I’absorbance en fonction de la concentration de la

catéchine (mg/ml).
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Figure 26: Teneur en flavonoides des extraits méthanolique et aqueux de Salvia Chudaei.
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La figure 26 présente la concentration en flavonoides des deux extraits de Salvia chudaei.
L’extrait méthanolique affiche une teneur de 20,66 pg EC/mg, contre 11,81 ug EC/mg pour
I’extrait aqueux. Ces résultats réveélent que 1’extrait méthanolique contient une quantité plus

importante de flavonoides.

I1I. L’activité antioxydante

L'activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a inhiber ou ralentir les
réactions d’oxydation, en neutralisant les espéces réactives de I’oxygene (ROS) ou les radicaux
libres impliqués dans les processus de dégradation cellulaire. Cette propriété est essentielle dans
la prévention du stress oxydatif, un mécanisme impliqué dans de nombreuses pathologies

dégénératives (Popovici et al., 2009).

Pour évaluer in vitro l'activité antioxydante des extraits végétaux, plusieurs méthodes
spectrophotométriques sont couramment utilisées, reposant sur le piégeage de radicaux libres

ou la réduction d’agents oxydants. Parmi celles-ci, nous avons utilisé:

. La méthode DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) repose sur la capacité des
antioxydants a donner un électron ou un atome d’hydrogéne pour réduire le radical
DPPHe, initialement violet, en une forme réduite incolore ou jaune pale. La diminution
de I’absorbance mesurée a 517 nm permet ainsi d’estimer 1’efficacité antiradicalaire
de I’échantillon.

. La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) évalue le pouvoir
réducteur global d’un extrait antioxydant. Elle se base sur la réduction du complexe
ferrique tripyridyle triazine Fe**-TPTZ en complexe ferreux Fe**-TPTZ, de couleur
bleue, dont I’absorbance est mesurée a 593 nm. Plus I’absorbance augmente, plus le
pouvoir réducteur de I’extrait est élevé.

II1.1. Le test DPPH :

Le test de piégeage du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) constitue une
méthode couramment utilisée pour évaluer la capacité antioxydante des composés, notamment
leur aptitude a neutraliser les radicaux libres ou a agir comme donneurs d’hydrogéne. Le DPPH
est un radical libre stable caractérisé par une coloration violette intense, avec un pic
d’absorbance maximal a 517 nm. En présence d’antioxydants, le radical DPPH subit une
réduction par transfert d’hydrogéne ou d’électrons, conduisant a sa conversion en

diphénylpicrylhydrazine, une forme non radicalaire de couleur jaune, traduisant ainsi une
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diminution de I’absorbance proportionnelle a I’activité antioxydante du composé. (Marinova

et Batchvarov, 2001)

Pourcentage d'inhibition % du DPPH
100,00%
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Figure 27: Pourcentage d’inhibition du DPPH par les différentes concentrations des extraits
méthanolique et aqueux.

La figure 28 présente le pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des
concentrations croissantes (de 0 a 1 mg/ml) des extraits méthanolique et aqueux de Salvia
Chudaei. On observe une activité antioxydante nettement plus marquée pour 1’extrait
méthanolique, atteignant un taux d’inhibition de 75 % a 0,8 mg/ml et 86 % a 1 mg/ml, contre
seulement 24 % et 30 % respectivement pour 1’extrait aqueux. Les équations de régression (y
= 0,828x + 0,052 pour le méthanolique et y = 0,332x — 0,023 pour I’aqueux) confirment cette
différence, mettant en évidence une meilleure capacité de piégeage des radicaux libres pour
I’extrait méthanolique. Plus la concentration des extraits augmente, plus le pourcentage
d’inhibition du DPPH s’¢éléve, traduisant une relation dose-réponse positive, particulierement
significative avec I’extrait méthanolique.

Des études antérieures ont mis en €vidence le potentiel antioxydant de Salvia Chudaei, en
fonction du type d'extrait utilisé. (Smaili et Dahmani, 2019) ont rapporté que 1’extrait aqueux
des parties aériennes de cette plante présente une activité antioxydante notable, attribuée a sa
richesse en flavonoides, avec une efficacité comparable a celle de 1’acide ascorbique, mesurée
par le test DPPH. Ces résultats confirment 1’influence déterminante du type de solvant sur
I’extraction des composés antioxydants, les extraits méthanolique et éthanolique montrant une

activité radicalaire plus marquée que les extraits aqueux ou lipidiques. Ces données corroborent
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les résultats obtenus dans la présente étude, soulignant une nette supériorité de I’extrait

méthanolique dans 1’activité antioxydante évaluée par le test DPPH.

I11.1.2. Test de FRAP :

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) permet d’évaluer le pouvoir antioxydant
des extraits en mesurant leur capacité a réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?*). Cette
réduction s’accompagne de la formation d’un complexe coloré détecté par spectrophotométrie,
avec une absorption maximale a 700 nm. Plus I’extrait posséde une capacité antioxydante
¢levée, plus I’intensité de la couleur verte formée augmente, traduisant un pouvoir réducteur
important. (Ghedadba et al., 2015).

Dans le cadre de cette étude, les extraits aqueux et méthanoliques de Salvia chudaei ont été
analysés selon cette méthode, en utilisant le sulfate ferreux (FeSO,) comme standard de
référence. Ce test met ainsi en évidence I’efficacité des extraits a agir comme donneurs
d’¢électrons, ce qui refléte leur potentiel antioxydant.

Les capacités réductrices des différents extraits ont été calculées a partir des données

obtenues et les résultats sont exprimés en mmol Fe?*/mg d’extrait.
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Figure 28: Courbe d’absorbance en fonction de différente concentration de FeSOa.

Notre résultat du pouvoir réducteur, déterminé par la méthode FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), s’éléve a 1011,8 umol Fe**/mg d’extrait pour 1’extrait méthanolique de
Salvia Chudaei, contre 976 pmol Fe?**/mg d’extrait pour I’extrait aqueux. Ces données

indiquent que I’extrait méthanolique possede une capacité antioxydante légerement plus élevée
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que D’extrait aqueux, ce qui peut étre attribué a sa richesse en composés phénoliques et

flavonoidiques aux propriétés réductrices reconnues.

En effet, des travaux ont rapporté des valeurs FRAP inférieures pour d'autres especes
médicinales, les résultats obtenus de Ben Farhat et al. (2019) ont mesuré, chez Salvia
aegyptiaca, des valeurs allant de 79,67 a 152,01 umol Fe?*/g, en fonction de la région
d’origine, ce qui reste tres inférieur aux valeurs enregistrées dans notre étude. Par ailleurs,
Mokhtari et al. (2023) ont évalué un mélange de Salvia officinalis et Thymus vulgaris, avec

des résultats compris entre 620 et 890 umol Fe**/g

Enfin, Gohari et al. (2011) ont rapporté une activité antioxydante de 845 pmol Fe**/g chez
Salvia hydrangea. Ces données confirment que Salvia Chudaei, en particulier dans son extrait
méthanolique, présente une capacité de réduction du fer plus marquée que plusieurs especes
apparentées ou autres plantes médicinales étudiées par la méme méthode. Cela témoigne de sa

richesse en antioxydants naturels.

1011,8
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78%
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EAG/g d’extrait
W extrait methanolique
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Figure 29: Comparaison de I’activité antioxydante et les teneurs des polyphénols et
flavonoides des extraits méthanolique et aqueux Salvia Chudaei.
Les résultats obtenus dans cette étude montrent une différence marquée entre les extraits
méthanolique et aqueux de Salvia Chudaei en termes d’activité antioxydante, évaluée par le
test DPPH. L’extrait méthanolique présente une ICso de 541 pg/mL, tandis que I’extrait aqueux

affiche une ICs plus élevée, de 1566 ng/mL. Ces données indiquent que 1’extrait méthanolique
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possede une capacité antiradicalaire nettement supérieure, puisqu’une concentration plus faible
suffit a inhiber 50 % des radicaux libres DPPHe. Cette différence d’activité peut étre

directement liée a la composition phytochimique des extraits.

En effet, I’extrait méthanolique est plus riche en composés antioxydants, avec une teneur en
polyphénols atteignant 510 pg EAG/mg d’extrait, contre 453 pg EAG/mg pour I’extrait aqueux,
et une teneur en flavonoides de 20,66 ng EC/mg, contre 11,81 ug EC/mg pour I’extrait aqueux.
Cette concentration plus élevée en métabolites secondaires explique en partie 1’efficacité plus
marquée du méthanol comme solvant d’extraction. Ces observations sont en accord avec celles
rapportées par Hammoudi et al. (2017), qui ont mis en évidence une forte activité antioxydante
de I’extrait méthanolique de S. chudaei, avec une ICso d’environ 740 ng/mL. Elles rejoignent
¢galement les résultats de Semaoui et al. (2021), qui ont détecté dans 1’infusion aqueuse de
cette espece une présence significative d’acide rosmarinique et d’autres polyphénols, mais avec
une activité antioxydante plus modeste.

Les données issues du test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) viennent renforcer
ces résultats. L’extrait méthanolique présente une capacité réductrice de 1011,8 pmol Fe**/mg,
contre 976 umol Fe**/mg pour I’extrait aqueux. Bien que la différence soit moins marquée que
celle observée avec le test DPPH, elle reste en faveur de I’extrait méthanolique. Cette
supériorité peut Etre attribuée a sa richesse en composés phénoliques et flavonoidiques, connus
pour leur pouvoir réducteur élevé, et dont 1’extraction est favorisée par les solvants organiques
comme le méthanol. Cependant, I’activit¢ antioxydante de D’extrait aqueux demeure
significative, ce qui confirme la présence de composés antioxydants hydrosolubles dans cette
plante.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Semaoui et al. (2021), qui ont mis en évidence
une corrélation positive entre la teneur en polyphénols et 1’activité antioxydante mesurée par
FRAP dans des extraits de Salvia chudaei. L’influence du solvant d’extraction est un facteur
déterminant dans ces résultats. Le méthanol, de polarité intermédiaire, est reconnu pour sa
capacité a extraire efficacement les composés phénoliques, souvent faiblement solubles dans
I’eau.

Des études récentes confirment 1’importance des métabolites secondaires spécifiques
présents dans Salvia Chudaei. Boudjema et al. (2024) ont ainsi démontré que I’extrait
¢thanolique de cette plante exerce des effets protecteurs in vivo contre le stress oxydatif,

notamment par une réduction du malondialdéhyde (MDA) et une stimulation de 1’activité des
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enzymes antioxydantes comme la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT). D’autres
auteurs, tels que Benaissa Yahia (2023) et Dif (2024), ont mis en évidence la présence de
diterpeénes, tanins, coumarines et alcaloides dans cette espece, dont I’action synergique pourrait
renforcer le pouvoir antioxydant global des extraits.

L’efficacité des extraits peut également s’interpréter a la lumiere des caractéristiques
structurelles des composés bioactifs. Les espéces du genre Salvia sont bien connues pour leur
richesse en flavonoides et acides phénoliques tels que I’acide rosmarinique, la lutéoline, la
salvigénine ou encore la cirsiliol (Kamatou et al., 2008). Ces molécules possédent une capacité
remarquable de neutralisation des radicaux libres par stabilisation des électrons célibataires, ce
qui explique leur role central dans les mécanismes de défense contre le stress oxydatif.

La complémentarité des tests utilisés doit étre soulignée. Le test DPPH repose sur la
neutralisation directe des radicaux libres, tandis que le test FRAP mesure la capacité globale de
réduction du complexe ferrique (Benzie et Strain, 1996). L’extrait méthanolique de Salvia
Chudaei a montré une bonne performance dans les deux approches, ce qui renforce la
robustesse des résultats et témoigne de son potentiel antioxydant multiple.

En conclusion, ces propriétés positionnent cette espéce comme une source naturelle
prometteuse de molécules bioactives a potentiel thérapeutique. L’ensemble des résultats, qu’ils
proviennent de notre étude ou de la littérature, met en évidence de fagcon cohérente la forte
capacité antioxydante de Salvia chudaei. Cette stabilité des valeurs rapportées d’une étude a
I’autre renforce la crédibilité des résultats obtenus et souligne 1’intérét phytopharmacologique
de cette plante saharienne.

La supériorité de I’extrait méthanolique, observée dans toutes les études, s’expliquerait par
sa meilleure affinité pour 1’extraction des composés phénoliques a fort pouvoir réducteur. De
plus, les conditions environnementales extrémes du Sahara — telles que 1’ensoleillement intense,
la sécheresse ou la pauvreté du sol — semblent favoriser la biosynthése de métabolites
secondaires antioxydants, conférant a Salvia chudaei une valeur biologique et thérapeutique
significative. Ces résultats encouragent la poursuite d’études approfondies sur ses principes
actifs et leurs applications potentielles en phytothérapie, notamment dans la prévention du

stress oxydatif et de ses conséquences pathologiques.
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Conclusion

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette étude a permis de mettre en évidence les

propriétés antioxydantes de Salvia chudaei, une plante saharienne peu étudiée jusqu’a présent.

L’extraction par macération a I’aide de deux solvants (méthanol et eau) a donné des rendements

respectifs de 9,07 % pour I’extrait méthanolique et 12,22 % pour I’extrait aqueux.

L’analyse des composés bioactifs a révélé une teneur en composés phénoliques de 510 pg
EAG/mgE pour I’extrait méthanolique, contre 453 ng EAG/mgE pour I’extrait aqueux. De
méme, les flavonoides ont été plus abondants dans 1’extrait méthanolique 20,66 pg EC/mgE

que dans I’extrait aqueux 11,81 pg EC/mgE.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH a montré une meilleure efficacité de
I’extrait méthanolique, avec un pourcentage d’inhibition de 78 % et une valeur d’ICsy de

541 pg/ml, contre 30 % d’inhibition et une ICso de 1566 pg/ml pour 1’extrait aqueux.

Le test FRAP a confirmé cette tendance, avec un pouvoir réducteur de 1011,8 umol Fe**/mgE

pour I’extrait méthanolique, contre 976 pmol Fe?*/mgE pour I’extrait aqueux.

Ces résultats indiquent que Salvia chudaei posséde une activité antioxydante notable,
particulierement dans son extrait méthanolique, plus riche en composés phénoliques et
flavonoides. Ces propriétés confirment le potentiel thérapeutique de cette plante comme source

naturelle d'antioxydants.

Dans un contexte ou la recherche de molécules naturelles actives devient un enjeu prioritaire,
cette étude ouvre des perspectives intéressantes pour la valorisation de Salvia chudaei. Il serait
judicieux de poursuivre les recherches par des analyses phytochimiques avancées, notamment
par HPLC, LC-MS ou GC-MS, afin d’identifier précisément les composés actifs responsables
des effets observés. Par ailleurs, I’exploration d’autres activités biologiques telles que les
propriétés anti-inflammatoires, antimicrobiennes, voire anticancéreuses pourrait permettre de
mieux cerner 1’intérét pharmacologique global de cette espece. Des études in vivo et essais
cliniques seront ¢galement nécessaires pour valider I’efficacité, la sécurité et la biodisponibilité

des extraits dans un cadre thérapeutique.
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Annexes

Appareillage Réactifs chimiques et solvants

e Plaque chauffante avec agitation, Dans cette étude nous avons utilisé :
e Etuve, e Me¢éthanol,
e Balance analytique, e Acide gallique,
e Entonnoir, e L’cau distillée (stérile et pure),
e Pipette de Pasteur, e 2.2'-diphényle -1-picrylhydrazyl
e Becher, (DPPH),
e Papier filtre, e le pouvoir réducteur (FRAP),
e Appareil de rota vapeur , e Folin ciocalteu,
e Spectrophotométrie UV, e Catéchine,
e Boites de pétrie, e carbonate de sodium (Na,CO3)
e Micropipette, e ALCLS3 (trichlorure d’aluminium),
e Cuves, e FeSos
e Vortex, e Hcl
e Balance électronique, e FeCls
e Papier d’aluminium, e Solution TPTZ
e Tube a essai e NaNO,
e Un certain nombre d’accessoires et e NaOH

petit matériel spécifique est utilisé¢ dans

le cadre de cette étude :
e Spatule,
e Coton,
e Papier a filtre,
e gants et masques pour manipulation

des produits dangereux.




