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Abstract. An ethnobotanical survey of 40 individuals in thélaga of mascara identified 40 medicinal plants
used for the treatment of diabetes mellitus. Amémese plantsMalva Sylvestris Olea Europea Sylvestris
Citrus Aurantiumhave been selected. The objective of our workésphytochemical study and the antioxidant
activity of the 3 plants selected. The raw methignextracts ofmalvasylvestrisand their stemsjlea europea
sylvestris and citrus aurantium were obtained by the extraction method: maceratibhe quantitative
determination of total polyphenols by the Folin &itiieu method and the flavonoids in the presericdl©I3,

the total polyphenol content imalva sylvestrisand their stemsplea europeasylvestrisand citrus aurantium
represents 556.38y EAG / g MS and 443.33ug EAG / G Ms; 557.66 g E/A§SMs 447.7gEAG / gMS. The
content of flavonoids is 1032.3@) EQer / g Ms 898.66ug EQer / g Ms894.38 EQer / g Ms 1428.33gEQer

/ g MS. Antioxidant activity of the extracts prepdrwas measured by two methods. The first is tieeofifree
radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ancetBecond reducing power of FRAP iron. These methods
show that these plants have good antioxidant &gtivi

Keywords: olea europea malva sylvestris, citrus aurantiumtaltqpolyphenols, flavonoids,, antioxidant
activity, diabetes sweetened.

Résumé. Une enquéte ethnobotanique réalisée auprés 4Gindivile la wilaya de mascara a permis de
recenser 40 plantes médicinales utilisé pour létetrent de diabéte sucré. Parmi ces plantedva
sylvestris,olea europeasylvestris, citrus aurantiumont été sélectionnées. I'objectif de notre traest I'étude
phytochimique et l'activité antioxydante des 3nées sélectionnées . Les extraits méthanoliqueas demalva
sylvestriset leur tigesplea europeasylvestriset citrus aurantium ont été obtenus par la méthode d'extraction:
macération. Le dosage quantitative des poly phénmisux par la méthode du Folin Ciocaltieu eésd
flavonoides en présence de Alcl3,la teneur dgpbeinols totaux danmalvasylvestris et leurs tiges olea
europeasylvestriset citrus aurantium représente 556.33 ug EAG/g MS et 443.33ug EAG/g B4 .66ug
EAG/g Ms;447.77 ugEAG/gMS. La teneur de flavonoiéss de 1032.33 ug EQer/g Ms 898.66ug EQer/g
Ms894.33,ug EQer/g Ms 1428.33 ugEQer/g MS. Adtiahtioxydante des extraits préparés a été meparée
deux méthodes. La premiére c’est I'utilisation rddical libre 1, 1-diphényl-2 - picrylhydrazyle (PP) et la
deuxieme pouvoir réducteur du fer FRAP.Ces méthadentrent que ces plantes ont une bonne activité
antioxydante .

Mots clés: olea europea malva sylvestris, citrus aurantiunelyphénols totaux, flavonoides, , activité
antioxydante, diabete sucré.
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Le diabéte sucré est considéré comme un des fl@huxtroisieme millénaire. L’approche
ethnopharmacologique est d’'une grande importanos da domaine. Elle permet de recenser les
remedes antidiabétiques et de constituer une basdodnées des plantes médicinales afin de
conserver un savoir ancestral qui s’appuie esdlemtient sur une tradition oralenalva sylvestis
famille des Malvace ojea europeafamille des Oleaceae dtitrus aurantium famille des
Rutaceae ,ces trois plantes sont riches en méebsekcondaires et sont utilisés pour traiterdedte
sucre.

1. Materiels utilisés
1.1.Mareriels végétals

A partir des résultats de I'enquéte ethnopharmaigle et des données bibliographiques, nous avons
sélectionné trois plantes médicinales sur leslemebrte notre étude expérimentale :

» Olea europaea sylvestris
» Citrus aurantruim
» Malva sylvestris

3. Méthodes
3.1. Préparation de I'extrait methanolique

Apres collecte, le matériel végétal est bien néttégvé avec I'eau de robinet puis dans de I'eau
distillée. Puis essuyé et séché dans un endrditeddrais et a I'abri de soleil. Apres séchage les
plantes sont concassées.

L’extrait brut des plantes est obtenu par macértion, opération qui consiste & laisser la poudre
du matériel végétal en contact prolongé avec un s@int (méthanol) . La séparation se fait par
filtration. Elle est utilisée couramment dans I'extaction desterpenes, des alcaloides, des

flavonoides, des acides gras, des amines...... etc.

La poudre végétaleifrus aurantirium , olea europea sylvesrtis , naabylvestriy sont mise a
maceérer pendant 24 heures a température ambiam® ud mélange méthanol-eau (80/20 ;V/V).
L’extraction est refaite 3 fois avec renouvellemgmtsolvant. Les macéras sont réunis et filtrés sur
papier filtre. Le solvant est éliminé du filtratusovide & 45°C a 'aide d’un Rotavapeur.

3.2. Dosage des phénols Totaux

Dans des tubes a essai on introduit un volume Geul@’extrait végétal brut avec 500 pl du réactif
folin—Ciocalteu (1N) aprés 4 min on ajoute 400@lcdrbonate de sodium Na2Co3 (20%), L'ensemble
est incubé a une température ambiante pendantelB8umin.La lecture est effectuée contre un blanc
sans extrait a l'aide d'un spectrophotométre an760

= Préparation de la courbe d'étalonnage

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parabéle lds mémes conditions opératoires en utilisant d
I'acide gallique comme contrdle positif.

671



© 2018 JARST. All rightsreserved

Ouldyerou k.et al., Journal of Advanced Research in Science and Techigly, 2018, 5(1), 670-679.

La teneur en polyphénols totaux des extraits thrsgs etudiées est exprimée en milligramme (mg)
équivalent de I'acide gallique par 100 gramme dmddiére végétale séche (mg EC/100g).

= Expression des résultats

Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits d@é&calculé a partir d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = ax + b) établieavec des concentrations précises d'acides galigueme standard
de référence, dans les mémes conditions que I'élbbian

3.3. Dosage des flavonoides par la méthode de iierure d’alumium
* Principe

La quantification des flavonoides a été effecpgreune méthode basée sur la formation de
complexes entre les composés phénoliques et lddrige d'aluminium. Les complexes
produits sont de couleur jaune absorbent dansikleia 510 nm.G.Alyafi ,2007)

= Mode opératoire

Dans des tubes a essai on introduit 500 ul dediexle I'échantillon.Mélangés avec 150 ul d'eau
distillée Suivis de 150 ul de nitrite de sodium RGR) a 5%.Mélanger et laissé agir pendant 5 min
Apres ajouté, 150 ul de trichlorure d'aluminium@R) a 10% (m/v) est ajouté au mélange .Apres 6
min d'incubation & la température ambiante

150 ul de NaOH (1M) additionné Immédiatement, Lélange est complétement agité afin
d'homogénéiser le contenu.L'absorbance de la solate couleur rosatre est déterminée a 510 nm
contre un blanc.

» Préparation de la courbe d'étalonnage

Une gamme étalon est établie séparément avec leitijmne (1%) pour calculer la concentration des
flavonoides dans chaque extrait .les résultatsodagke sont exprimés en milligramme d’équivalent de
quercitrine par gramme de matiere seches total&3 M

3.4. Tests, in vitro, de I'activité antioxydante
3.4.1. Méthode DPPH (2.2’-diphényl-1-picrylhydrazy)
»  Principe

L’activité antiradicalaire des composés polyphénas contenus dans les extraits préparés
est évaluée en mesurant leurs capacités de pegadital libore DPPH (2.2'-diphényl-1-
pycrilhydrazyl) sa couleur violette foncée se tfamse en jaune lors de sa réduction (capté
par les produits testésydghad ,2009

= Mode opératoire

Préparer une séries de dilution contenue 5 tuaesmllition mére ajouté dans leler 10ml de méthanol,
10 mg d’échantillon de méthanol les 4 tubes restgient que 5 ml de méthanol dans chaque tube .
. préparer le blanc : 750 ul de méthanol, DPPHN,5

. pour chaque tube fait 3 essais (répétition) : qisDéchantillon, 1,5 ml de DPPH.
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= Expression des résultats

%o de piégeage = [(A1-A2)/A1]*100

A 1 : absorbance du contrble (solution du DPPH sansiexi blanc.
A2 : absorbance en présence d’extrait.
Chaque test est répéte trois fois, les résudtatteté présentés par la moyenne des trois essais.

= Calcul des I1G;

ICs0 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi app@&€;, pour Efficient concentration 50), est la
concentration de I'échantillon testé nécessairer péduire 50% de radical DPPHe. Less§Csont
calculées graphiquement par les régressions lesdies graphes tracés, pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des fractimstéeqPokorny et al., 2001)

3.4.2. Test du pouvoir antioxydant par Réduction durer (FRAP)
= Principe

L'évaluation est basée sur la réaction de rédudtiofire+3) présent dans le complexe ferrocyanure de
potassium en (Fe+2), la réaction est révélée pardenent de couleur jaune du fer ferrique (Fe+8) e
couleur bleu vert du fer ferreux (Fe+2), l'inteésie cette coloration est mesuré par spectrophtteme
a 700 nm. (F.Belkhiri, 2009)

= Mode opératoire

Préparer une série de dilution contenue 5 tubesmllgion mere ; ajouté dans leler tubelO ml de
méthanol, 10 mg d’échantillon, les 4 tubes restaient que 5 ml de méthanol dans chaque tube

. Le blanc : 1,25 ml de solution tampon phosphat@5, cyanure de potassium, 500 ul de
méthanol
. pour chaque tube on fait 3 essais 1,25 ml dpdanphosphate, 1,25 ml potassium

hexoferrocyanure, 500 ul d’échantillon.

. homogénéisation et incubation 30 min & 50°c
ajouter 1,25 ml de trichloracétique a 10%o

. centrifugation 3000/10 min

. récupérer le sur nagent

. ajouter 1,25 ul de surnagent ,

. 1,25 ul H20 ,
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. 250 ul de FECL3
. mélanger et lire I'absorbance a 700 nm .

= Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, la maniéptus.commune utilisée par la majorité des autestrs e

de tracer les graphes des absorbances obtenuemdaiori des différentes concentrations utilisées.
L’augmentation de I'absorbance correspond a uneneaatation du pouvoir réducteur des fractions
testées.

4. Résultats et Discussion

La teneur en polyphénols a été estimée par la rdétbolorimétrique de Folin- Ciocalteu. On a trouvée
gue Olea europea et Malva sylvestris ont richeaéphénols (557 ,66 ug de EAG/plante et 556,33)
par contre les teneurs en poléphenosls de Citrtentiwm et les tiges de Malva sylvestris moins
élevés que les autre (477,77 et 443, 33ug EAGthlaespectivement. Les résultats montrent que les
composés phénoliques sont abondants dans les pktnidies. La teneur élevé en polyphénols dans
I'extrait hydrométhanolique est liée a la solubiliélevée des phénols dans les solvants polaires
(Ghedadba edl., 2014)

(Faten et al.,, 2013) ont réalisé des dosages taigfstide I'extrait méthanolique des feuilles de
l'olivier de deux variétés chemlali et neb jmel @&nnisie, ils ont montrés que la teneur en
polyphénols totale des feuilles de chemlali (de,23®ctobre a 464,27 mg/100 g janvier) est la w@rié
de neb jmel (de 197,60 octobre & 270,53 mg/100jgrpser). Or, notre récolte des feuilles de I'adiv
sauvage a été faite au mois de Mars. Ce qui coafqoe le maximum des polyphénols totaux a été
obtenu dans la phase terminale decri@issance des feuilles c'est-a-dire le mois Marsntrant la
pauvreté de notre variété en polyphénols totauxteCdifférence de teneur peut étre dépendre
également du profil variétal (exemple sylvestris)de la zone géographique, ainsi, la variation de
teneurs en polyphénols semble étre liée a la z@ogrgphique oléicoléBaccouri et al., 2007 ;
Rotondi et al., 2004).
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Figure 2: les teneurs en polyphénols en ug EAG/g de
planteDiscussion

4 .2.Les teneur en flavonoides

La principale propriété initialement reconnue alavdnoides est d'étre "veino-actifs”, c'est-a-dire
capables de diminuer la perméabilité des capilaisanguins et de renforcer leur résistance
(Bruneton, 1999)

La méthode du trichlorure d’aluminiunDehpeur et al.,2009) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits méthanolique de plaistes

Une courbe d’étalonnage de quercétine. A été trpoée cet objectifs des mesures de densités pour
chaque extrait se sont réalisées a 510 nm poufldesnoides. Les quantités des flavonoides
correspondantes ont été rapportées en équivalaminge de [|'étalon utilisé et déterminé par

I'équation suivante : y=0.001x+0 .004

0.15 0046
8 0.1 =0.9968 @ ABS 1000 j» I
0.05 o > 4
—— Linéaire 0
0 (ABS) ool Ivestri Les tiges de Mal Ivestri
0 100 200 €a europea sylvestris es tiges de Vialva sylvestris
concentration en QuerCitine en p'g/ml ¥ Malva sylvestris M Citrus aurantium
Figure 3: courbe d'étalonnage de la Quercitine Figure 4: les teneurs en flavonoides en pg EQ /d de
I'extrait

= Discussion

Les résultats, présentés dans la figure, monteet les teneurs en flavonoides totaux varient
considérablement entre les différentes plantegraade distinction entre les parties étudiées aipar
au niveau de la richesse de certaines et la pa&udet autres Citrus auruntium enregistre un
maximum de flavonoides (1428, 33 pg EQ/g en moyennandis que l'autre plantes Malva
sylvestris, leur tige et Olea europea sylvestrifamment des teneurs 1028,33, 898,66 et 894,339
EQ/g en moyenne, respectivement.

Les flavonoides sont doués des propriétés hypogigrdes et antidiabétiques suivant les résultats de
plusieurs travaux réalisé&uerci et al., 2001 ; Huang etal., 2004 ; Raccah, 2004 ; Punitha &tl.,
2006 ; Kim etal., 2006 ; Kebieche, 2009Plusieurs mécanismes sont attribués aux flavesgsdur
cette activité. Selon ces aute(fsingali 2001 ; Huang etal., 2004 ; Raccah, 2004es flavonoides
préviennent le diabete en inhibant I'alcalose réakes En outre, plusieurs études ont démontréaque |
consommation d’aliments riches en flavonoides mstrsement corrélée au risque de développer des
maladies cardio-vasculair@Bietta, 2000 ; Hollman, 2001)
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4 .3.Activité antioxydante
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hydrométhanoliques detrus aurantiumpar le test de hydrométhanolique d'olea europea sylvestris par le
DPPH test de DPPH

= Discussion

D’apres ces résultats, on remarque que le pougerdanhibition du radical libre augmente avec
'augmentation de la concentration. Les taux dhition du DPPH enregistrés en présence des
différents extraits sont inférieurs a ceux de Bacascorbique. L’activité anti radicalaire estiséa

par la méthode du radical 2,2-diphényl-1 picryllamle (DPPH) qui est une méthode frequemment
utilisée pour sa simplicité. Cette méthode est damé la réduction d’'une solution alcoolique de
DPPH en présence d'un antioxydant qui donne urolggdie ou un électron, la forme non radicalaire
DPPH-H est forméelL’inhibition de la décoloration du radical DPPH esh fonction de la
concentration des différents extraits utilisésieténoin (antioxydant de référenca{ml).

L'activité antioxydant des extraits est exprimée@B0, ce paramétre a été employé par plusieurs
groupes de chercheurs pour présenter leurs rés(Mitali et al., 2008) il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50%ad#vité du radical DPPH. (Couleur). Ces CI50 sont

Y

déterminées a partir des graphes dtiscisse représente la concentrationl'dxtrait brut et
I'ordonné I'activité antioxydant en pourcentage.
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4.3.2. Résultats du pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur des extraits méthanolique dest@saétudiées est déterminé selon la méthode
(de yildirim et .,al 2001 et topcu etal. ; 2007) La lecture de I'absorbance est faite a 700 nm les
résultats sont présentés dans la figure suivaivarge :

3
2.5 9—abs malva
2 —8—ABS OLEA
1.5 +— .
1L \/ : abs tige
0.5 3 =>e=0ORANG
0 , , A ascorbiq
0 100 200

Figure9: Courbe représente réduction de fer de déférdraiex
= Discussion

Le pouvoir réducteur de fer des tiges de malvaesytis et citrus aurantium sont élevés par apport a
I'acide ascorbique. L'extrait brut de ces plantestcomposées de plusieurs substances phénoliques
actives .on suppose que les tiges et citrus aurardgient une synergie entre les déférents métabolit
secondaires. C'est pour sala la réduction dedte¢levé dans ces plante

L'activité antioxydante dépend généralement sumdiebre et la position des groupements hydroxyles
par rapport aux groupements carboxyles fonctionnelsstructure des composés phénoliques est un
facteur déterminant de leur piégeage des radidhres|qui sont des pathogénes dans de nombreuses
maladies. Certains de ces composés sont capableétideur le fer, et donc de réduire son exces.

Pour cela, nous avons évalué I'activité antioxydded extraits par la technique de réduction du fer
FRAP, qui représente un indicateur significatif plouvoir antioxydant des plantes. Les résultats
montrent que la capacité réductrice de I'extradrbynéthanolique est plus élevée.

Tableaul:les valeurs des EC50 des extraits des planteséétudi

Les extraits EGso(ng/ml)
Acide ascorbique 1,45491803
olea europea 41,6845329
sylvestris
malva sylvestris 34,3519782
tige de malva 23,0213465
sylvestris
citrus aurunturim 59,5054945
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La méthode du radical de DPPH, utilisée dans lsgmé& étude, est une procédure commune dans
laquelle I'activité antioxydant de I'échantillonuglié est estimée par le degré de décoloration de la
solution de DPPH. Ce chromogene violet est facilélgser, a une grande sensibilité, permet I'asaly
rapide de I'activité antioxydant d'un grand nombiéchantillons et donne des résultats reprodudible
(Gulgin et al., 2010).

5.Conclusion

Le présent travail a porté sur I'étude phytochumi et I'activité anti oxydante des extraits $rut
préparés par macération des trois plantes métisinappartient a la famille des malvacées ,ol&ceée
,rutacées de la wilaya de mascara grace a

leurs propriétés thérapeutiques (traiter le dialseteré..) Les dosages colorimétriques ont
montré les fortes concentrations en polyphénolautqt des flavonoidesle potentiel anti-
radicalaire des extraits a été déterminé par lehaodés FRAP et DPPH, dont les résultats
montrent que les extraits possedent une bonnetactiv
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