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MOTS CLES Résumé

Brocchia cinerea VIS ; Objectif : Les substances bioactives telles que les antioxydants phénoliques
Composés phénoliques ; naturels se trouvent en abondance dans les plantes médicinales. L’objectif
Activité antioxydante ; de cette étude est la détermination de la teneur en composés phénoliques et
Sud-Est algérien. du potentiel antioxydant de Brocchia cinerea VIS du Sud-Est algérien.

Méthodes : Dosage des teneurs en phénols, flavonoides, tannins condensés,
tannins hydrolysables et anthocyanes, des extraits méthanoliques, par
spectrophotométrie, sur dix échantillons authentifiés, cinq provenant de
Biskra et cinq d’El Oued. Estimation du potentiel antioxydant par deux
essais in vitro : piégeage du radical libre DPPH et réduction du fer ferrique
par test FRAP. Les teneurs sont exprimés sous forme de moyenne * écart-
type et le potentiel antioxydant par la moyenne * écart-type des CI50. Tests
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statistiques exécutés sur logiciel SPSS Statistics avec p < 0,05.

Résultats : Le rendement moyen des extraits méthanoliques était de 19,98
+ 4,17 %. Les teneurs moyennes étaient respectivement de 2,95 * 0,84 mg
d’EAG/g MVS, 44,58 + 13,3 mg d'EQ/g MVS, 1,44 + 0,7 mg d'EC/g MVS, 0,66
+ 0,59 mg d'EAT/g MVS et 0,27 + 0,12 mg d'EC3G/g MVS. La moyenne des
CI50 des tests au DPPH et FRAP était respectivement de 48,60 + 17,7
pg/mL et 14,32 * 3,64 pg/mL. Une corrélation positive a été relevée entre
I'activité antioxydante et la teneur en tannins hydrolysables. Les
échantillons prélevés aux mois de mars, avril et mai, a Biskra, ont présenté
des teneurs et des activités plus importantes.

Conclusion : Les échantillons de Brocchia cinerea VIS présentent bien des
composés phénoliques actifs et une activité antioxydante appréciable,
particulierement ceux de la Wilaya de Biskra, prélevés aux mois de mars,
avril et mai.

© 2022 Fédération Algérienne de Pharmacie. Tous droits réservés.

Abstract

Objective: Bioactive substances such as natural phenolic antioxidants can
be found in abundance in medicinal plants. The objective of this study was
to determine the content of phenolic compounds and the antioxidant
potential of Brocchia cinerea VIS from South-East Algeria.

Methods : Average levels of phenols, flavonoids, condensed tannins,
hydrolysable tannins and anthocyanins in the methanolic extracts, were
estimated by spectrophotometric methods, on ten authenticated samples,
five from Biskra and five from El Oued. Antioxidant potential was studied
using two in vitro assays: free radical DPPH scavenging assay and reduction
of ferric iron by the FRAP test. Results are presented in form of mean *
standard deviation and antioxidant potential by the mean #* standard
deviation of the IC50. Statistical tests were run on SPSS Statistics software
with a p <0,05.

Results : The average yield of methanolic extracts was 19,98 + 4.17%. The
average levels were respectively 2,95 * 0,84 mg of GAE/g DVM, 44,58 *
13,3 mg of QE/g DVM, 1,44 + 0,7 mg CE/g DVM, 0,66 * 0,59 mg of TAE/g
DVM and 0,27 + 0,12 mg of C3GE/g DVM. The mean IC50 for the DPPH and
FRAP tests were 48,60 + 17,7 ug/mL and 14,32 * 3,64 pg/mL, respectively.
A correlation was found between the antioxidant activity and the content of
hydrolysable tannins in the extracts. Samples collected during March, April
and May from Biskra, showed higher levels and antioxidant activities.
Conclusion : Brocchia cinerea VIS samples from the South-East region of
Algeria do indeed contain active phenolic compounds and an appreciable
antioxidant activity. It is recommended to carry out the pickings in Biskra,
during March, April and May.

© 2022 Fédération Algérienne de Pharmacie. All rights reserved.
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Introduction :

Depuis des millénaires, les plantes médicinales
représentent une source précieuse d'agents
thérapeutiques, et encore aujourd'hui, de
nombreux médicaments sont des produits
naturels dérivés de plantes (1-3).

Les effets correctifs bénéfiques des matieres
végétales sont principalement dus au mélange de
substances, appelées métabolites secondaires des
plantes (MSdP). Les MSdP constituent un groupe
biochimique diversifié de substances produites
par la cellule végétale, par des voies métaboliques

secondaires qui sont dérivées des voies
métaboliques primaires. Contrairement aux
métabolites primaires impliqués dans les
principales voies métaboliques vitales pour la
survie, les MSdP ne sont pas essentiels a la
croissance et a la vie, mais ils jouent un réle
important dans la compétition et la défense entre
les espéces, notamment en protégeant les plantes
contre les herbivores et les microorganismes (4-
7).

Parmi ces MSdAP, les phénols sont largement
répartis dans le régne végétal et sont les



Mohammed Tahar BEN MOUSSA et al,, (Activité antioxydante de Brocchia cinerea VIS). 51

métabolites secondaires les plus abondants des
plantes. Les polyphénols végétaux ont ainsi, et de
maniére croissante, attiré l'attention des
thérapeutes en raison de leurs puissantes
propriétés antioxydantes et de leurs effets
marqués dans la prévention de diverses maladies
associées au stress oxydatif, comme le cancer. En
effet, durant les derniéres années, un essor
considérable a été constaté en ce qui concerne
l'identification et le développement de composés
phénoliques ou d'extraits de différentes plantes.
Des investigations devenues majeures dans le
domaine de la recherche médicale et sanitaire (8,
9).

Brocchia cinerea (Delile) Vis. est une plante
annuelle herbacée laineuse de 5- 15 cm
complétement, tomenteuses. Les feuilles et les
tiges vert blanchatre sont recouvertes de poils
minuscules épais (10). C’est une plante xérophyte
qui prospeére dans des conditions désertiques avec
une pluviométrie annuelle moyenne de 100 mm.
La plante préfére les sols sablo-limoneux et est
retrouvée généralement sur des lits d'oueds non
salins, sur des sols sableux graveleux (11).
Géographiquement, elle est largement distribuée
en Afrique du Nord, en particulier dans les régions
sahariennes de I'Algérie et du Maroc, la région de
la mer Rouge, le Sinai, la dépression de Qattara et
le Mali (12).

Traditionnellement, elle est largement utilisée
dans le traitement de coliques, la toux, la diarrhée
et les troubles digestifs. La plante est
généralement appliquée sous forme de décoction,
de macération, de perfusion ou d'inhalation (13-
15).

Une revue de la littérature a cependant permis de
constater que des études portant sur Brocchia
cinerea Vis, restent peu nombreuses, que ce soit
I'activité antioxydante ou l’étude des composés
phénoliques, particulierement en Algérie. Un état
des lieux qui nous a encouragé a la réalisation de
la présente étude, dont Ilobjectif est Ila
détermination de la teneur des composés
phénoliques et I'évaluation du potentiel
antioxydant des extraits méthanoliques des
parties aériennes de Brocchia cinerea VIS dans le
Sud-Est algérien. L’étude permettra ainsi
d’enrichir les connaissances sur les activités
biologiques de la présente plante et de constituer
une base de données pour d’éventuels emplois et
investigations thérapeutiques futurs.

Matériel et méthodes

Récolte de la plante

Les parties aériennes de Brocchia cinerea VIS ont
été récoltées par temps sec sur une période de
6 mois, allant de janvier 2016 jusqu’a mai 2016, a
partir de deux régions : le M'lili, Wilaya de Biskra
(entre 6° et 42' 25" longitude Est et 34° 48" 21"

latitude Nord, une altitude de 158 m) et Souihla,
Wilaya d’El-Oued (entre 6°53' 49" longitude Est
et 33°31' 8" latitude Nord, une altitude de 56 m).
Le climat des deux régions est désertique. Au total,
10 échantillons ont été recueillis, nommés par
I'initiale B et suivi d’'un numéro indiquant le lieu et
le mois de récolte. Les échantillons sont
ainsi nommés B1, B2, B3, B4 et B5 et représentent
ceux recueillis respectivement en janvier, février,
mars, avril et mai dans la Wilaya de Biskra, alors
que les échantillons nommés B6, B7, B8, B9 et B10
représentent ceux recueillis respectivement en
janvier, février, mars, avril et mai dans la Wilaya
d’El-Oued. Les quatre premiers échantillons des
deux régions sont dans la période de floraisons
par contre B5 et B10 sont dans la période de
fructification. Le matériel végétal a été identifié au
Centre de Recherche Scientifique et Techniques
sur les Régions Arides de la Wilaya de Biskra.

Le matériel végétal récolté, a été séché, a I'abri de
I'humidité et de la lumiére, puis réduit en poudre a
l'aide d'un mortier et soumis aux étapes
d’extraction.

Produits chimiques

Le Méthanol, Soude, Réactif Folin-ciocalteu, Acide
gallique, Quercetine, Ferricyanure de potassium,
Trichlorure de fer, Sulfate de fer, Phosphate de
sodium mono hydrogéné, Acide ascorbique,
2,2 diphényl-1-picryl hydrazyl (DPPH),
Proanthocyanidine, Acide tannique et Carbonate
de sodium, ont été obtenus aupres de la société
Sigma (St. Louis, MO, USA). L’acide chlorhydrique,
Butanol, Acide trichloracétique et Tween 80 ont
été fournis par Biochem Chemopharma (Ligne,
COSNE, France). Le Nitrate de sodium a été obtenu
auprés des laboratoires Fluka. Le Trichlorure
d’aluminium aupres de Panreac (Espagne) et
I'lodate de potassium aupres de Prolabo (Sion,
Valais Suisse). L’eau employée est une eau
produite par distillation au sein du laboratoire de
Pharmacognosie, Département de Pharmacie,
Faculté de Médecine, Université Batna 2.

Préparation des extraits méthanoliques

Une prise d’essai de 1 g de chaque poudre végétale
de Brocchia cinerea VIS est macérée dans 25 mL
de méthanol absolu pendant 48 h. Les macérats
obtenus sont filtrés sur Biichner et ensuite
transférés dans des ballons initialement pesés
(mo). Apres évaporation sous vide, a 'aide d'un
évaporateur rotatif, les filtrats sont ensuite séchés
a l'étuve (45°C) pendant 24 h. Aprés
refroidissement, le ballon est pesé a nouveau (my).
Le rendement désigne la masse de lextrait
déterminée apres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse
initiale de la plante soumise a I'extraction (16).

Le rendement d’extraction est estimé par la
formule suivante (17):
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R= (mf/mo) *100
ou:

R : Rendement d’extraction (%)

m;: Masse de I'extrait (g)

my : Masse de la prise d’essai (g).

Un volume de 5 mL de méthanol est ajouté aux
ballons pour récupérer l'extrait, le ballon est
ensuite séché a l'étuve, refroidi et pesé pour
calculer la concentration de l'extrait récupéré
dans les 5 mL de méthanol (18).

Dosage des composés phénoliques totaux

La détermination des concentrations des
polyphénols totaux de 1'extrait brut est effectuée a
I'aide de la méthode de Folin-Ciocalteu (19).

Un volume de 200 pL de chaque extrait (dilué au
1/508me dans le méthanol) est introduit dans un
tube a essai, 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu (dilué
au 1/10éme dans le méthanol) y est additionné.
Aprés incubation de 5 min a température
ambiante, 800 puL de solution aqueuse de
carbonate de sodium (7,5 %) sont ajoutés. La
solution finale est mélangée et conservée a
I'obscurité pendant 30 min dans un bain marie.
L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un
blanc a I'aide d’un spectrophotomeétre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele
dans les mémes conditions opératoires en
utilisant l'acide gallique comme standard, a
différentes concentrations (0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16,18 et 20 pg/mL).

La concentration des polyphénols totaux est
exprimée en milligramme d’équivalent d’acide
gallique par gramme de matiére végétale séche
(mg d’EAG/g MVS) (20).

Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides est effectuée par la
méthode de Zhishen & al (21).

Dans un flacon, 250 pL de lextrait (dilué au
1/50¢éme dans le méthanol) sont mélangés avec 1
mL d’eau distillée, auxquels sont ajoutés 75 pL
d’une solution aqueuse de NaNO; (5%). Aprés 5
minutes, sont ajoutés 75 mL de solution aqueuse
d’AlCl3 (10 %) suivi de I'addition aprés 6 minutes
de 500 pL de NaOH (1N) et 600 pL d’eau distillée.
Le mélange est agité  immédiatement.
L’absorbance est mesurée a 415 nm contre un
blanc a I'aide d’un spectrophotométre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele
dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la quercétine comme standard, a
différentes concentrations (10, 20, 30, 40, 50, 60,
70,80,100,110 et 120 pg/mL).

La concentration des flavonoides totaux est
exprimée en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme de matiere végétale seche
(mg d'EQ/g MVS) (22).

Dosage des tannins condensés

La teneur en proanthocyanidine est déterminée
par la méthode de Scalbert (23).

Un volume de 200 pL des extraits (dilué au
1/10%me dans le méthanol) est ajouté a 2 mL d’'une
solution aqueuse ferreuse acide (77 mg de FeS04.7
H20 dissoute dans 500 mL de HCl / Butanol
(2/3)).

La solution est incubée pendant 15 min dans un
bain marie.

L'absorbance est mesurée a 530 nm contre un
blanc a I'aide d'un spectrophotomeétre.

La concentration est exprimée en milligramme
d’équivalent de cyanidine par gramme de matiére
végétale seche (mg d'EC/g MVS). La teneur en
tanins condensés a été calculée en utilisant la
formule donnée ci-dessous (23, 24) :

Abs x V. XD x M x V2

mg d'EC/g MVS = T & o X o

ou:

Abs : Absorbance de 1'échantillon a 530 nm ;
V: Volume total de réaction (mL) ;

D : Facteur de dilution ;

M : Masse molaire de la cyanidine (g/mol) ;
V2 : Volume de |'extrait avant dilution (mL) ;
1: Longueur du trajet (cm) ;

€ : Coefficient d'extinction molaire

(34700 L mol-tcm™?) ;

v : Volume de I'extrait dilué 10 fois ;

m : Masse de la matiere seche (g).

Dosage des tanins hydrolysables

La teneur en tanins hydrolysables est déterminée
par la méthode de Bossu et al (25).

Un volume de 500 pL des extraits (dilués au
1/50éme dans le méthanol) est ajouté a 2,5 mL
d'une solution aqueuse de KIO3 (2,5%). Le
mélange est conservé pendant 2 min a 30°C dans
un bain marie, afin que la réaction entre les
réactifs puisse avoir lieu.

L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un
blanc a I'aide d’un spectrophotomeétre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele,
dans les mémes conditions opératoires, en
utilisant l'acide tannique comme standard, a
différentes concentrations (0, 10, 20, 40, 60, 80 et
100 pg/mL d’acide tannique).

La concentration des tannins hydrolysables est
exprimée en milligramme d’équivalent d’acide
tannique par gramme de matiere végétale seche
(mg d'EAT/g MVS) (24, 25).

Dosage des anthocyanes
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La quantification des anthocyanes totaux a été
évaluée par la méthode du différentiel de pH
(Giusti & Wrolstad) (26).

Pour le dosage dans les extraits, deux solutions
ont été préparées, 'une a pH = 1 a l'aide d'un
tampon comprenant du chlorure de potassium
(0,03 M) et la seconde a un pH = 4,5 a base
d’acétate de sodium (0,4 M).

Un volume de 2 mL de chaque solution tampon est
mélangé avec 1 mL de chaque extrait (dilué au
1/50¢me dans le méthanol). Les solutions sont
ensuite incubées pendant 15 min a I'obscurité puis
I'absorbance est mesurée a deux longueurs
d’ondes, 510 nm et 700 nm, contre un blanc a
l'aide d'un spectrophotométre. L’absorbance est
calculée par la formule ci-dessous :

Abs = (Absisio - Absyo0)pu-1 - (AbSisio -
Abs)700)ph=45 (22, 27).

La concentration des anthocyanes est exprimée en
mg/L et est calculée selon la formule suivante :

AbsxM xFD x 1000
&1

mg/L =

Avec:

Abs : Absorbance de I’échantillon ;

M : Masse moléculaire (g/mol) = 449,2 g/mol pour
le cyanidine 3-glucoside ;

FD : Facteur de dilution (FD = 10) ;

€ : Coefficient d’extinction pour le cyanidine 3-
glucoside (26900 L mol-icm1);

1: Longueur du trajet (cm).

La concentration est rapportée a la masse en
matiére végétale. La teneur est alors exprimée en
milligramme d’équivalent de cyanidine 3-
glucoside par gramme de matiére végétale séche
(mg d'EC3G/g MVS).

Activité de piégeage des radicaux libres

Le pouvoir antioxydant des extraits
méthanoliques a été testé par la méthode faisant
appel au DPPH (1,1-diphénylpicrylhydrazyl)
comme radical libre relativement stable (28, 29).
Dans ce test, le DPPH de couleur violette se réduit
en un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine,
dont l'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité réductrice des
antioxydants présents dans le milieu (30, 31).

La réaction est réalisée dans un volume total de
2,5 mL contenant 0,5 mL de I'extrait méthanolique
(pour les tests) ou 0,5 mL de méthanol pur (pour
les contrdles), volume auquel est ajouté 2 mL de
DPPH a 0,1 mM solubilisé dans le méthanol. Les
extraits sont préparés par dissolution dans le
méthanol absolu, ces solutions dites solutions
meéres seront ensuite diluées afin d’obtenir les
concentrations finales (32-35).

L’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant
de référence, dont une solution mere a 0,05
mg/mL est préparée puis progressivement diluée
afin  d’obtenir des solutions filles de
concentrations allant de 1 a 10 pg/mL.

Les échantillons sont ensuite conservés a
I'obscurité pendant 60 minutes, et la décoloration,
par rapport au témoin négatif contenant
uniquement la solution du DPPH, est mesurée a
515 nm.

L’activité antioxydante est estimée selon
I'équation suivante (36) :

AA = ([Abs controle-Abs test]/Abs contrdle) x 100

AA : Activité Antioxydante ;
Abs : Absorbance a 515 nm.

Apres le calcul des différents pourcentages
d'inhibition et sur la base des données obtenues et
des droites tracées, on procéde au calcul de la
CI50.

Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

La puissance antioxydante réductrice ferrique,

dans les extraits méthanoliques, est déterminée

selon la méthode décrite par Oyaiz et

Bougandoura (37, 38). Elle est basée sur la

réduction du fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux

(Fe?*) par les antioxydants qui donnent une

couleur bleue selon la réaction suivante :
[Fe(CN)g]> + RH - [Fe(CN)g]* +R*

RH : Substance active antioxydante.

R*: Substance active oxydée.

Un millilitre de l'extrait a  différentes
concentrations est mélangé avec 0,5 mL d'une
solution aqueuse de tampon phosphate a 0,2 M
(pH = 6,6) et 0,5 ml d'une solution de ferricyanure
de potassium K3[Fe(CN)s] a 1 %. L'ensemble est
incubé au bain marie a 50°C pendant 20 min et
ensuite laissé jusqu'a refroidissement. Est alors
ajouté un volume de 0,5 mL d'une solution
aqueuse d'acide trichloracétique a 10% pour
stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a
3000 tr/min pendant 10 min. Un aliquote de 0,5
mL du surnageant est mélangé avec 0,5 mL d'eau
distillée et 0,1 mL d'une solution aqueuse de
chlorure ferrique FeClz a 0,1 %. La lecture de
I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700
nm contre un blanc semblablement préparé, en
remplacant l'extrait par de l'eau distillée,
permettant ainsi d’étalonner le
spectrophotomeétre UV-VIS.

Le controle positif est représenté par
I'antioxydant standard, a savoir 1'acide ascorbique,
dont l'absorbance a été mesurée dans les mémes
conditions que les échantillons. Une augmentation
de l'absorbance correspond a 'augmentation de
I'activité antioxydante (39).
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Le pouvoir réducteur du fer est exprimé par la
CI50, qui correspond a la concentration de
I’échantillon donnant une absorbance de 0,5.

Analyses statistiques

Toutes les expériences ont été réalisées en triple.
Les résultats exprimés sous forme de moyenne *
écart-type. La comparaison des moyennes des
variables a été réalisée par le test Student et
I'estimation de la corrélation bivariée par le test
de Pearson. L’analyse en grappes (clusters) a été
réalisée par le test a plages multiples de Duncan.
Les analyses statistiques ont été effectuées sur le
logiciel SPSS Statistics version 22 avec un seuil de
signification fixé a p < 0,05.

Résultats et Discussion

Rendements des extractions méthanoliques
Les rendements sont exprimés en pourcentage,
g/100 g de matiere végétale seche. Les résultats
sont présentés dans la Figure 1. Le rendement
moyen des extraits méthanoliques de Brocchia
cinerea VIS est convenable, proche environ du
1/5¢éme (19,98 + 4,17%) de la masse en matiere
végétale seche employée. Il est intéressant de
noter que le rendement enregistré pour les
échantillons récoltés au niveau de la Wilaya de
Biskra (21,65 * 3,79 %) est plus élevé que celui
obtenu avec ceux de la Wilaya d’El Oued (18,31 *
4,21 %), cependant, la différence reste non
significative (p = 0,421).

30

25 4

20

Rendement (g/100g matiere seche)

B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10

Echantillons

Figure 1. Rendements des extractions
méthanoliques des échantillons de Brocchia
cinerea VIS.

Dosage des polyphénols totaux

La courbe d’étalonnage utilisant l'acide gallique
comme standard a permis de calculer les
concentrations des polyphénols totaux, exprimées
en mg d’équivalent d’acide gallique/g de matiére
végétale séche, dans les 10 échantillons (Figure 2).
La méthode de dosage des polyphénols totaux,
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, a donné des
résultats fiables et répétables (40). Les résultats
en polyphénols totaux révelent une concentration
moyenne de 2,95 * 0,84 mg d’équivalent d’acide
gallique/g de matiére végétale seche.

La concentration moyenne pour les échantillons
récoltés au niveau de la Wilaya d’El Oued (2,96 +
1,18 mg d’équivalent d’acide gallique/g de matiére
végétale seche) est revenue légerement plus
élevée que celle de la Wilaya de Biskra (2,95 *
0,45 mg d’équivalent d’acide gallique/g de matiére
végétale seche), la différence reste néanmoins
statistiquement non significative (p = 0,241).
Comparativement aux résultats trouvés par
Benzaoui et al (39), a savoir, 20 mg d’équivalent
d’acide gallique/g de matiére végétale séche. La
teneur en polyphénols totaux de Brocchia cinerea
Vis trouvée dans la présente étude, reste
relativement faible. Ces différences pourraient
étre dues aux conditions environnementales
variables et a la trés forte influence génétique
(38). L'équation d'étalonnage des polyphénols
totaux estla suivante : y=0.0968x R?=0.9995.

B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10

Concentrations en polyphénols totaux (mg/g matiere séche

Echantillons

Figure 2. Concentrations des polyphénols
totaux dans les échantillons de Brocchia
cinerea VIS.

Dosage des flavonoides totaux

La courbe d’étalonnage utilisant la quercétine
comme standard a permis de calculer les
concentrations des flavonoides totaux, exprimées
en mg d’équivalent de quercitine/g de matiére
végétale séche dans les 10 échantillons (Figure 3).
La teneur moyenne retrouvée sur I'ensemble des
échantillons de la présente étude (44,58 + 13,3 mg
d’équivalent de quercitine/g de matiére végétale
séche) est relativement comparable a celle
retrouvée dans 'étude de Benzaoui & al (38 mg
d’équivalent de quercitine/g de matiére végétale
séche) (41). La teneur moyenne obtenue a partir
des échantillons provenant de la Wilaya de Biskra
(48,76 £ 11,8 mg d’équivalent de quercitine/g de
matiére végétale séche) est revenue plus élevée
que celle de la Wilaya d’El-Oued (40,4 * 14,65 mg
d’équivalent de quercitine/g de matiére végétale
séche). Une différence qui reste statistiquement
non significative (p = 0.241). L'équation
d'étalonnage des flavonoides est la suivante :
y=0.0017x-0.0142 R2=0.9971
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Figure 3. Concentrations des flavonoides
totaux dans les échantillons de Brocchia
cinerea VIS.

Dosage des tannins condensés

Les concentrations en tannins condensés,
exprimées en mg d’équivalent de cyanidine/g de
matiere végétale séche dans les 10 échantillons
sont représentées dans la Figure 4. Les résultats
révélent une faible teneur moyenne (1,44 + 0,7 mg
d’équivalent de cyanidine/g de matiere végétale
seche) comparativement a celle retrouvée dans
I'étude de Benzaoui et al (130 mg d’équivalent de
cyanidine/g de matiére végétale séche) (41). La
teneur moyenne obtenue des échantillons
provenant de la Wilaya de Biskra (1,97 + 0,58 mg
d’équivalent de cyanidine/g de matiere végétale
seche) est revenue plus élevée que celle de la
Wilaya d’El-Oued (0,92 * 0,29 mg d’équivalent de
cyanidine/g de matiere végétale séche) avec une
différence statistiquement significative (p =
0,008).

3,5

Concentrations en tannins condensés (mg/g matiére seche)

Echantillons

Figure 4. Concentrations en tannins condensés
dans les échantillons de Brocchia cinerea VIS.

Dosage des tannins hydrolysables

La courbe d’étalonnage utilisant I'acide tannique
comme standard a permis de calculer les
concentrations en tannins  hydrolysables,

exprimées en mg d’équivalent d’acide tannique/g
de matiere végétale séche dans les 10 échantillons
(Figure 5). Pour la teneur moyenne en tannins
hydrolysables, sur la totalité des échantillons de
Brocchia cinerea VIS, une concentration de 0,66 *
0,59 mg d’équivalent d’acide tannique/g de
matiere  végétale séche. Les échantillons
provenant de la Wilaya de Biskra étaient en
moyenne plus riches (0,87 + 0,82 mg d’équivalent
d’acide tannique/g de matiere végétale seche) que
ceux de la Wilaya d’El Oued (0,45 * 0,09 mg
d’équivalent d’acide tannique/g de matiere
végétale séche), avec une différence
statistiquement non significative (p = 0,139).
L'équation d'étalonnage des tannins hydrolysables
estla suivante :

y=0.0075x+0.0055 et Rz2= 0.9948

25

2,04

0,54

0,0
B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10

Concentrations en tannins hydrlysables (mg/g matiére séche)

Echantillon
Figure 5. Concentrations en tannins

hydrolysables dans les échantillons de
Brocchia cinerea VIS.

Dosage des anthocyanes totaux

Les concentrations en anthocyanes totaux,
exprimées en mg d’équivalent de cyanidine
3-glucoside/g de matiére végétale seche dans les
10 échantillons, sont représentées dans la Figure
6. La teneur moyenne en anthocyanes dans les
échantillons de Brocchia cinerea VIS est revenue
égale a 0,27 + 0,12 mg d’équivalent de cyanidine
3-glucoside/g de matiere végétale séche. La
teneur moyenne des échantillons récoltés au
niveau de la Wilaya de Biskra (0,29 * 0,17 mg
d’équivalent de cyanidine 3-glucoside/g de
matiere végétale séche) est supérieure a celle
retrouvée sur les échantillons de la Wilaya d’El
Oued (0,26 + 0,07 mg d’équivalent de cyanidine 3-
glucoside/g de matiére végétale seche), avec une
différence statistiquement non significative (p =
0,841).
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Figure 6. Concentrations des anthocyanes
totaux dans les échantillons de Brocchia
cinerea VIS

Activité antioxydante

La surproduction des radicaux libres dans
I'organisme et le déficit du systeme de défense
endogéne, sont une composante importante dans
la physiopathologie de plusieurs affections
(maladies cardiovasculaires, neurologiques et
processus néoplasiques).

Actuellement, la recherche vise a renforcer ces
défenses endogenes par des substances naturelles
issues de plantes, qui sont douées des propriétés
antiradicalaires. L'intérét croissant des effets
bénéfiques des antioxydants sur la santé a mené
au développement d'un grand nombre de tests
pour déterminer les capacités antioxydantes des
extraits végétaux naturels. Deux méthodes ont été
employées lors de la présente étude: Le piégeage
du radical libre DPPH (capacité antiradicalaire) et
la réduction de l'ion ferrique (pouvoir réducteur).

Piégeage des radicaux libres

Sur la base de la courbe d’étalonnage utilisant
l'acide ascorbique comme antioxydant de
référence (Figure 7), et des résultats des CI50
obtenues pour les 10 échantillons de Brocchia
cinerea VIS (Figure 8), les résultats révelent que
les extraits méthanoliques de Brocchia cinerea VIS
possedent une activité faible par rapport a celle de
I'acide ascorbique. En effet, le résultat de 'activité
antiradicallaire a révélé une CI50 moyenne (pour
les 10 échantillons) de 48,60 * 17,7 pg/mL. Pour
les extraits méthanoliques des échantillons issus
de la Wilaya de Biskra, ces derniers ont présenté
une activité de piégeage des radicaux libres plus
intense, avec une CI50 moyenne (43,13 +
20,82 pg/mL) plus faible que celle des
échantillons issus de la Wilaya d’El Oued (54,08 *
16,57 pg/mL), bien que la différence restait
statistiquement non significative (p = 0,548).

120

100

80

60 4

40 4

Pourcentage d'inhibition DPPH

20

o 2 4 6 e 1 2
Concentrations de I'acide ascorbique (ug/mL)
Figure 7. Courbe d’étalonnage de I'acide

ascorbique pour le test de piégeage des
radicaux libres.
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Figure 8. Résultats de la CI50 par le test a la
DPPH des extraits méthanoliques de Brocchia
cinerea VIS.

Réduction de lion ferrique (Ferric Reducing
Antioxidant Power ou FRAP)

Sur la base de la courbe d’étalonnage utilisant
I'acide ascorbique comme antioxydant de
référence (Figure 9), et des résultats des CI50
obtenues pour les 10 échantillons de Brocchia
cinerea VIS (Figure 10), les résultats révélent que
I'activité antioxydante des extraits méthanoliques
est plus faible que celle de I'acide ascorbique. En
effet, l'activité réductrice a révélé une CI50
moyenne (pour les 10 échantillons) de
14,32 + 3,64 ug/mL pour les extraits
méthanoliques de Brocchia cinerea VIS.

Pour les échantillons issus de la Wilaya de Biskra,
ces derniers ont présenté une activité réductrice
supérieure, avec une CI50 moyenne (14,26 +*
1,82 pg/mL) plus faible que celle des extraits
provenant de la Wilaya d’El Oued (14,39 +*
5,15 pg/mL), avec une différence statistiquement
non significative (p =1).
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Figure 9. Courbe d’étalonnage de I'acide
ascorbique pour le test FRAP.
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Figure 10. Résultats de la CI50 par le test FRAP
des extraits méthanoliques de Brocchia cinerea
VIS.

Analyse en grappes

Sur la base des valeurs trouvées pour chaque
paramétre, sur les 10 échantillons de Brocchia
cinerea VIS, une analyse en grappes (cluster) a pu
étre réalisée afin de faire ressortir des groupes
d’affinité. Les résultats indiquent que les
échantillons pourraient étre classés en deux
groupes (Figure 11), a différentes échelles,
lorsque la distance horizontale est de 25.

Le premier groupe, comprend les échantillons B3,
B4, B5, B7, B8, B9 et B10, alors que le deuxieme,
comprend les échantillons B1, B2 et B6. Le
premier présente des valeurs relativement plus
élevées que le deuxieme groupe pour les
parametres étudiés. Ces résultats peuvent étre
utilisés comme de nouvelles lignes directrices
pour la sélection des périodes de récoltes et de
production. En effet, de par les données provenant
des deux groupes, on constate que les échantillons
susceptibles de fournir le plus de substances
actives, sont ceux récoltés durant les mois de
mars, avril et mai, avec des quantités plus élevées
en phénols et autres antioxydants tels que les
tannins hydrolysables, ces derniers étant le
facteur le plus important dans la séparation des
grappes. Constatation confortée par wune
corrélation positive, relevée entre l'activité
antioxydante et la teneur en tannins hydrolysables
des extraits.

Dendrogramme utilisant la Distance moyenne (entre groupes)
Distance redimensionnée cluster combing
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Figure 11. Analyse en grappes, basée sur la
teneur en composés phénoliques et activités
antioxydantes des dix échantillons de Brocchia
cinerea VIS.

Conclusion

Suite a la réalisation de la présente étude, il a été
établi que les échantillons de Brocchia cinerea VIS
présentent bien des composés phénoliques actifs
et une activité antioxydante. Afin de maximiser les
effets de la plante, il est conseillé de procéder aux
prélévements durant les mois de mars, avril et
mai, au niveau de la Wilaya de Biskra.

L'étude pourrait aider a lorientation des
conduites a tenir inhérentes a I'emploi et a la
sélection de Brocchia cinerea VIS, en se basant
plutot sur les teneurs en composés phénoliques et
antioxydants que sur l'apparence ou les
rendements d’extraction.

Il est également recommandé de poursuivre a
I'avenir ces études, idéalement sur chaque
composé actif seul, ainsi que les associations et les
interactions, afin de se familiariser davantage avec
I'usage de la plante et de mieux tirer profit de ses
potentiels effets bénéfiques.
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