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Les plantes ont toujours été utilisées par les humains pour soulager et guérir de nombreuses 

maladies (Ramawat al., 2008). Selon l’OMS, 80% de la population mondiale utilise les plantes 

médicinales pour se soigner. La valeur médicinale des plantes est de plus en plus démontrée 

scientifiquement, ce qui constitue un argument de taille pour leur utilisation en médecine 

(Segnou et al., 1992 ; Aighewi et al., 1998). De nombreux agents pharmaceutiques ont été 

découverts en criblant des produits naturels à partir de plantes (Saslis-Lagoudakis et al., 2012). 

De plus, sur les 500 000 espèces végétales recensées, on estime que seules 15% d’entre elles 

ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités biologiques (Verpoorte., 

2002). Déjà environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées à partir de plantes : 

digitaline, quinine, morphine, colchicine, artémisinine… Pourtant, moins de la moitié des 

plantes aujourd’hui ont été étudiées pour leurs propriétés thérapeutiques ; ce qui fait des plantes 

un réservoir de molécules bioactives encore peu exploré (Akoroda.,1981). 

L'Algérie est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et une flore 

Paléo Tropicale, estimée à plus de trois milles (3000) espèces appartenant à plusieurs familles 

botaniques. Ces espèces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%) 

d'espèces endémiques (Ozenda., 1977 ; Gaussen et Leroy., 1982) ; ce qui a donné à la 

pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. Mais plusieurs sont encore méconnues et 

exploitées de façon artisanale (Gelfand et al., 1985). 

La recherche de molécules bioactives à partir des plantes peut s’effectuer selon plusieurs 

stratégies : une approche ethnopharmacologique, chimiotaxonomique, ou encore un criblage 

systématique des espèces (criblage à haut-débit), ou toute combinaison des précédentes. Le 

chemin qui mène de la plante à ses constituants purs est très long et nécessite un travail 

d’équipes pluridisciplinaires (botanistes, chimistes, ethnologues etc…), le travail d’un 

phytochimiste concerne essentiellement l’isolement, la purification et enfin la détermination 

structurale du produit isolé (Berreghioua., 2016). 

Avec de multiples activités biologiques, de nombreux plantes médicinales ont une activité 

antioxydante qui attire de plus en plus l'attention de plusieurs équipes de recherche pour son 

rôle dans la lutte contre plusieurs maladies telles que le cancer, l'athérosclérose, les événements 

cardiovasculaires et cérébraux, le diabète, l’hypertension et la maladie d'Alzheimer (Liu et al., 

2003, Devasagayam et al., 2004) grâce à la présence de composés phénoliques, en particulier 

les flavonoïdes (Cabrera, et al., 2006 ; Pinto, 2010). Ces antioxydants végétaux naturels 

peuvent donc servir de type de médicaments préventifs. (Krishnaiah et al., 2011). 
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Les plantes de la famille Cistaceae, constituent une ressource végétale qui n’a cessé, depuis des 

siècles, d’être utilisée par les populations autochtones pour leurs propriétés médicinales, sont 

très riche en composés polyphénoliques, constitués essentiellement de flavonoïdes de types 

flavonol, flavanol et flavone. (Laraoui., 2016). 

Dans le cadre de la valorisation de la flore du nord algérien, par la recherche de nouveaux 

composés d’origine végétale à intérêts thérapeutiques, le Laboratoire d’Obtention de 

Substances Thérapeutiques (LOST) a entamé un programme de recherche destiné à l’étude 

chimique et biologique de cette flore. 

L’endémisme et/ou l’utilisation éventuelle en médecine traditionnelle demeurent nos critères 

principaux de sélection de la plante en vue d’une investigation chimique et biologique. 

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés à l’étude phytochimique et l’évaluation 

de l’activité antioxydante de la plante médicinale Tuberaria appartenant à la famille des 

Cistaceae. Cette plante n’a jamais fait l’objet d’étude antérieure offrant ainsi un caractère 

original à ce travail de recherche. 

Notre travail sera présenté comme suit : 

 La première partie concerne la recherche bibliographique, réunit en trois chapitres 

distincts :  

 Le 1er chapitre, consacré aux aspects botaniques et études chimiques antérieures, inclus 

une présentation de la famille Cistaceae, leurs propriétés biologiques, puis les principaux 

résultats phytochimiques antérieurs réalisés sur le genre Tuberaria ainsi que ses usages 

en médecine traditionnels.  

 Le 2èmechapitre présentera les composés phénoliques, leur définition, leur classification, 

leur biosynthèse ainsi que leur intérêt thérapeutique. 

 Le 3ème chapitre s’intéresse au stress oxydant, les différents systèmes antioxydant et une 

présentation générale de quelques tests de la capacité antioxydante.   

 La deuxième partie du manuscrit évoque nos travaux personnels menés en deux volets. 

D’abord : l’extraction, le fractionnement et la purification des composés isolés ainsi que 

leur élucidation structurale présentée en détail. Puis, l’évaluation du potentiel antioxydant 

de la plante du genre Tuberaria par la mise au point de cinq différents tests à savoir : DPPH, 

ABTS, DMSO alcalin, CUPRAC et Pouvoir réducteur. 

 Enfin, L’interprétation et la discussion des résultats personnels obtenus seront exposées 

dans la troisième partie. 
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I.1. Famille des Cistaceae 
I .1.1. Généralités 

Les Cistaceae constituent une petite famille de plantes dicotylédones halophiles, largement 

représentée dans les zones arbustives Méditerranéennes (Allen., 2009 ; Arrington et 

Kubitzki., 2003). Leur nom provient de celui des Cistes (famille des Cistes) donnés à ces 

plantes par Joseph Pitton de Tournefort du mot grec :« kisthos » signifiant capsule (Achille et 

al., 1876 ; Baillon, 1872). Elle comprend environ 170 à 200 espèces regroupées en 8 genres 

(Maarten et al., 2016 ; Bedoya et al., 2009 ; Guzmán et Vargas., 2009 ; Arrington et 

Kubitzki., 2003 ; Dansereau., 1939 ; Janchen., 1925) : Cistus, Crocanthemum, Fumana, 

Halimium, Helianthemum, Hudsonia, Lechea et Tuberaria [=Xolantha] dont deux principaux, 

Helianthemum et Cistus. Certaines de ces plantes sont autochtones, et répandues dans le sud-

est de la Péninsule Ibérique, le nord-ouest de l'Afrique, la Grèce et le Portugal (Andrade et al., 

2009 ; Teixeira et al., 2007). La plupart des membres de cette famille sont très parfumé et ont 

une odeur douce faisant de cette flore un élément bien appréciable en industrie des parfums et 

dans les usages ornementaux. En outre, ces espèces peuvent s’adapter facilement aux incendies, 

qui détruisent de vastes zones forestières, à cause de la résistance de leurs graines ce qui leur 

permet d’y repeupler rapidement dans la saison suivante (Ferrandis et al., 1999).  

I .1.2. Description botanique de la famille Cistaceae  

Les Cistaceae est une famille de plantes plutôt connue pour ses beaux arbustes, recouverts par 

un tas de fleurs. (Bedoya et al., 2009 ; Quezel et Santa., 1963).  

Les espèces de cette famille sont arbustives ou herbacées, pérennes ou annuelles, poilues ou 

velues, avec un réceptacle en forme de cône surbaissé, portant de bas en haut périanthe, 

l'androcée et le gynécée. Elles portent des feuilles (Herrera., 1992 ; Baillon., 1872) souvent 

opposées, entières, ou ordinairement stipulées ; des fleurs axillaires ou terminales, solitaires, en 

épis ou arrangées en cymes (inflorescence simple partant du même point) racémiformes ou 

paniculiformes. Leur calice (enveloppe extérieure de la fleur) est à trois ou cinq divisions très 

profondes, leur corolle (enveloppe intérieure de la fleur) est à cinq pétales libres très caduques 

et très délicates, étalées en rose et sessiles, également contournées, mais généralement en sens 

inverse du calice (Arrington et Kubitzki., 2003 ; Güemes., 1999 ; Raynaud., 1987 ; 

Brizicky, 1964). Les fleurs sont généralement hermaphrodites = bisexuées (Guzmán et 

Vargas, 2009 b).  
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Les étamines sont nombreuses libres et hypogynes, et sont parfois nulles chez Lechea et 

Hudsonia (Guzmán et Vargas, 2009 b). 

L’ovaire est supère glanduleux, rarement uniloculaire, il est composé de trois (chez 

Helianthemum), cinq (Cistus) ou 10   carpelles soudés.  Chaque loge renferme deux ou plusieurs 

ovules orthotropes ; le style est simple à stigmate globuleux ou ramifié (Markova, 1975).  

Le fruit est une capsule globuleuse coriace ou ligneuse enveloppée dans un calice persistant 

offrant une, trois, cinq à douze loges et s’ouvrant en trois comme chez les hélianthèmes, cinq 

ou dix valves (Fig. 1). Il renferme de nombreuses graines munies d'un albumen poudreux ou 

cartilagineux, et d'un embryon courbé ou circiné, avec des cotylédons étroits. Leur nombre est 

de 500 à 1000 graines par capsule (Guzmán et Vargas, 2009 a ; Delgado et al., 2008). 

Certaines espèces sont des partenaires symbiotiques avec des espèces de truffes (Terfez, Tuber) 

tandis que d’autres constituent des plantes pionnières importantes dans les endroits perturbés 

pour la stabilisation des sols (Massicotte et al., 2010).  

 

 

Figure 1 : Représentation schématique des différents organes de plantes Cistaceae (Le Maout et 

Decaisne., 1873). 1. Partie aérienne (Tuberaria guttata). 2-9. [Par ordre] Fleur (2), fleur sans corolle 

(3), coupe verticale de la fleur (4), graine (5), pistil (6), diagramme florale (7), étamine (8), fruit (9) 

(Helianthemum). 10. Coupe verticale d’une graine (Cistus ladanum). 
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I .1.3. Distribution géographique de la famille Cistaceae 

Les Cistacées sont originaires du bassin méditerranéen, d'Asie occidentale, d'Afrique du nord, 

et secondairement des Amériques (Fig. 2). Ils sont principalement répartis dans les zones 

tempérées de l’hémisphère nord (Arrington et Kubitzki., 2003) et plus spécifiquement dans 

l'ouest, dans le tell et le littorale. C’est des plantes qui   sont caractéristiques   des habitats secs 

et ensoleillés (Proctor., 1978) où les précipitations sont très variables, les sécheresses sont 

fréquentes et les incendies sont périodiques (Luna et Chamorro., 2016). Toutes les espèces 

des   genres   Cistus, Fumana, Halimium et Tuberaria   sont distribuées, presque exclusivement 

dans le bassin méditerranéen (Tab. 1). Presque la moitié des espèces du genre Helianthemum 

sont également trouvées principalement dans la méditerranée (Thanos et al., 1992 ; Quezel et 

Santa., 1963).  Le genre Cistus est particulièrement prédominant dans la méditerranée 

(Talavera et al., 1993). Cet arbuste colonise les zones dégradées et inhibe la croissance d'autres 

plantes (Dias et Moreira, 2002). Quant aux Lechea et Hudsonia, elles sont présentes en 

Amérique du Nord, alors que Crocanthemum est présent aussi bien en Amérique du Nord qu’en 

Amérique du Sud (tableau 1) (quelques espèces d’Helianthemum subg. Lecheoides en Chili, 

Brésil du sud, Uruguay et Argentine) (Brizicky., 1964 ; Civeyrel et al., 2011). 

Les plantes de cette famille s’adaptent bien à la sécheresse estivale (Martin-Bolãnos et 

Guinea., 1949). Ensemble avec les Lamiaceae et les Fabaceae (tribu Genisteae), les Cistaceae 

sont des constituants majeurs et typiques des fourrées sclérophylles qui couvrent de vastes 

zones dans la péninsule ibérique et dans d'autres pays méditerranéens. Elle caractérise souvent 

la végétation qui se développe après perturbation (généralement par le feu) de forêts 

sclérophylles sempervirentes (Rivas-Martinez., 1979).   

 

Figure 2 : Distribution géographique des Cistaceae dans le monde (Rivas-Martinez., 1979)  
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Tableau 1 :  Distribution géographique des huit taxons des Cistaceae 

 

Taxon 

 

Nombre 

d’espèces 

 

Localisation 

 

Références 

 

 

Helianthemum 

 

 

~ 110 

Europe centrale et méridionale, 

Russie,  

Asie centrale, Afrique du Nord  

(Algérie, Maroc, Tunisie, Lybie, 

…),  

Amérique 

(Guzmán et Vargas., 2009 b), 

(Stevanović et al., 2009), 

(Sánchez-Gómez et al., 2011), 

(Quezel et Santa., 1963) 

Cistus ~ 21 Régions méditerranéennes, 

Afrique du Nord. 

(Guzmán et Vargas., 2009 b), 

(Ellul et al., 2002),( Guzmán et 

Vargas., 2005),(Kamari et al., 

2009)  

Crocanthemum ~ 20 Côtes atlantiques d’Amérique  

(Californie et Mexique). 

(Guzmán et Vargas., 2009 b), 

(Civeyrel et al., 2011) 

Lechea ~ 17 Amérique du Nord (Guzmán et Vargas., 2009 b), 

(Civeyrel et al., 2011) 

Tuberaria 

[=Xolantha] 

~ 12 Régions méditerranéennes 

occidentales et méridionales du 

Nord 

(Guzmán et Vargas., 2009 b), 

(Gallego M.J., Aparicio A., 

1993),( Castro et al., 2007),( 

Herrera., 2004) 

Fumana ~ 9 Europe méridionale, régions  

méditerranéennes 

(Quezel et Santa., 1963), 

(Güemes., 1999),( Toth et  

Révay., 2011) 

Halimium ~ 8 Europe méridionale, Afrique du 

Nord,  

région méditerranéenne 

occidentale. 

(Guzmán et Vargas., 2009 b), 

(Zunzunegui et al., 1999),( 

Zaiter et al., 2010) 

Hudsonia ~ 2 Amérique du Nord. (Guzmán et Vargas., 2009 b), 

(Civeyrel et al., 2011), 

(Massicotte et al., 2010 ) 

 

I .1.4. Classification 

I .1.4.1. Classifications anciennes  

La famille des Cistaceae a souvent été considérée comme voisine des Vioalaceae. De nombreux 

reclassements ont été réalisés (Tab. 2). D’abord, elle a été incluse dans l'ordre des Bixales puis 

dans celui des Cistales, en passant par les Violales et les Malvales, suite à des modifications 

basées sur des critères morphologiques et anatomiques qui se sont avérés complexes. (Guzmán 

et Vargas., 2009 b ; Allen et Hiscock, 2008). 
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Tableau 2 : Position de la famille dans les systèmes de classification évolutive 

 Takhtajan 

(1987) 
Cronquist 

(1988) 

Dahlgren 

(1989) 
Thorne 

(1992) 
Takhtajan 

(1997) 

Classe Magnoliopsida Magnoliopsida 

(Dicotylédones) 

Magnoliopsida 

 

 Magnoliopsida 

Sous-Classe Dilleniidae Dilleniidae Magnoliidae Dicotyledoneae 

(Annonidae) 

Dilleniidae 

Super-Ordre Malvanae  Malvanae Violanae Malvanae 

Ordre Bixales Violales Malvales Violales Cistales 

Sous-Ordre    Cistineae  

Famille Cistaceae 

 

En 2001, Guignard a positionné les Cistaceae selon cette hiérarchie : 

 

                                          Embranchement            :  Spermaphytes 

Sous-embranchement   :  Angiospermes 

                        Classe                             :  Eudicots ou Eudicotylédones 

                 Sous-classe                     :  Rosidées (Eurosidées II) 

                                           Ordre                             :  Malvales 

                                           Famille                           :  Cistaceae 

 

I .1.4.2. Classification actuelle  

L’analyse des liens évolutifs des angiospermes (APGIV : James et al.,2016) a confirmé 

l’inclusion des Cistaceae dans l’ordre des Malvales, en formant un Clade avec deux autre 

familles (Dipterocarpaceae et Sarcolaenaceae). Ainsi, l’étude de Guzmán et Vargas (2009 b), 

effectuée sur 47 espèces représentant divers groupes de Cistaceae et en s’appuyant sur des 

séquences codantes (rbcL) et espaceur (trnL-trnF) de leurs ADN plastidiques et de leurs 

synapomorphies morphologiques, a pu confirmer la monophylie de cette famille (Fig. 3). Ils 

ont regroupé les huit taxons de cette famille dans cinq lignées majeurs : 

 Clade de base du genre Fumana 

 Clade du Nouveau Monde de Lechea 

 Clade s.I. de Helianthemum composé de deux groupe apparentés Crocanthemum et 

Hudsonia du Nouveau Monde, et Helianthemum s.s de l’Ancien Monde. 

 Clade de Tuberaria  

 Un complexe soudé d'espèces de Cistus et Halimium.   
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Figure 3 : Cladogramme simplifié basé sur les séquences rbcL et trnL-trnF plastidique. La taxonomie 

suit Demoly and Montserrat (1993) pour Cistus, Nogueira et al. (1993) pour Halimium, Willkomm 

(1856) pour Tuberaria, López (1993) et Grosser (1903) pour Helianthemum, Arrington et Kubitzki 

(2003) et Calderón de Rzedowski (1992) pour Crocanthemum, Güemes and Molero (1993) pour 

Fumana. 

I .1.5. Etudes chimiques et biologiques antérieures 

La recherche bibliographique exhaustive réalisée sur les espèces de la famille Cistaceae, montre 

qu'elles ont fait l'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Celles-ci ont permis 

d'isoler et identifier un grand nombre de métabolites secondaires. Les substances dominantes 

sont les terpènes et phénols, plus précisément les dérivés diterpéniques (Kalpoutzakis et al., 

2003 ; Angelopoulou et al., 2002 ; Robles et Garzino., 2000) et flavonoïdiques (Barros et 

al., 2013 ; Lorente et al., 1992 ; Proksch et Gulz., 1984).  Néanmoins, seulement deux genres 

(Cistus et Halimium) sont les biens exploités sur le plan phytochimique (Ben Abdelaziz., 2015). 

D’autre part, les dérivés de flavonol et des ellagitannins ont été retrouvé antérieurement dans 

quelques genres de la famille des Cistaceae tels que : Cistus et Tuberaria (Bedoya et al., 2010 ; 

Santagati et al., 2008 ; Sarracini et al., 2005 ; Enomoto et al., 2004). 

Les Cistaceae possèdent des activités biologiques intéressantes, entre autres, l’activité 

antioxydante, antimicrobienne, antiproliférative, antivirale, anti-inflammatoire, 

antinociceptive, ainsi que des propriétés vasodilatatrices et inhibitrice du transport du calcium 

dans les muscles squelettiques (Benjemia et al., 2013 ; Catalan et al., 2010 ; Bedoya et al., 

2009 ; Andrade et al., 2009 ; Kupeli et Yesilada., 2007 ; Ehrhardt et al., 2007 ; Droebner 

et al., 2007 ; Barbosa et al., 2006 ; Sosa et al., 2004 ; Calzada et al., 1998 ; Abad et al., 1997 

; Meckes et al., 1997 ; Somoza et al., 1996), … etc.   

Fumana 

Lechea  
Crocanthemum (incl. Hudsonia) 

Helianthemum 

Tuberaria 

Halimium atlanticum + H. calycinum 

Halimium ssp 

Cistus (incl. Halimium umbellatum) 

Anisoptera  

Monotes 

Hopea 

 Sarcolaena 

C
is

ta
ce

ae
 

Dipterocarpace

ae 

Sarcolaenaceae  
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I.2. Présentation du genre Tuberaria 

Le genre Tuberaria (Dunal) Spach (connu également sous le nom de Xolantha Raf., Cistaceae) 

comprend des plantes vivaces à cycle court et des plantes annuelles, avec une distribution 

méditerranéenne. Il est originaire d'Europe de l'ouest et du sud. Gallego (1993) a reconnu neuf 

espèces dans la péninsule ibérique, dont Tuberaria guttata (L.) Fourr. est la plus répandue. 

(Trindade et al., 2012 ; López., 2001 ; Muñoz et Navarro., 1993). Ce genre habite des site 

secs, caillouteux et souvent proche de la mer (Bedoya et al., 2009).      

I.2.1. Description botanique du genre Tuberaria (Dunal) Spach 

Le genre Tuberaria forme un groupe d’environ 12 espèces, qui se caractérisent par un calice à 

5 sépales persistants dont les deux extérieurs (épicalice) sont souvent plus petits que les 

intérieurs et sans nervures proéminentes. Leurs Pétales, de couleur jaune, sont au nombre de 5 

(très rarement absents), entiers ou irrégulièrement dentelés. Les étamines sont généralement 

nombreuses et bien érigées, inégales et fertiles. Alors que les anthères ont une forme allongée, 

globuleuse ou apiculée. L’ovaire est constitué de 3 loges incomplètes avec un style redressé, 

court ou presque nul. Les feuilles basilaires de ce genre sont opposées, parfois lignifiées, en 

rosette, non stipulées, fréquemment tri-nerviées ou quintupli-nervées et parfois marcescentes 

ou caduques à l’anthèse. Les fleurs sont chasmogames, parfois réduites et cleistogames (Fig.  

4). Elles ont des funicules incurvés, robustes et gonflés au centre. Les capsules sont plus courtes 

que le calice, ovoïde, déhiscente en 3 coquilles. Les semences sont ovoïdes, brunes, 

généralement avec des papilles blanchâtres disposées en rangées ; l’embryon, en général sous-

périphérique, doublé par l’hypocotyle ; les cotylédons sont à peine courbés à genouillés 

(Castroviejo et al., 2005 ; Arrington et Kubitzki., 2003 ; Quezel et santa., 1963). 

 
Figure 4 : Diversité morphologique au sein du genre Tuberaria (Gallego et Aparicio, 1993) 

1-T. inconspicua (A- Fleur, B- Capsule) ; 2-T. commutata (A- Fleur, B- Capsule) ; 3-T. macrosepala 

(A-Fleur) ; 4-T. guttata 
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I.2.2. Répartition géographique du genre Tuberaria 

Le genre Tuberaria est réparti en Europe occidentale et méridionale du Nord, principalement 

dans les régions méditerranéennes (Fig. 5). Dans le sud-ouest de l'Espagne, le genre est 

représenté par T. lignosa et six taxons annuels de la sect. Scorpioides : T. inconspicua et T. 

guttata, qui sont distribués dans tout le bassin méditerranéen et avec la dernière extension dans 

la Macaronésie et la Grande-Bretagne, tandis que les quatre autres espèces, T. commutata, T. 

brevipes, T., macrosepala et T. echioides sont endémiques au centre-ouest et sud de la péninsule 

ibérique et l'Afrique du Nord (Tab. 3). (Guzmán et Vargas., 2009 b ; Castro et al., 2007 ; 

Herrera., 2004 ; Gallego et Aparicio., 1993). 

 

Figure 5 : Carte géographique de la répartition continentale du genre Tuberaria (Dunal) Spach (Base 

de données des plantes d'Afrique CJB) 

 

Tableau 3 : Distribution mondiale et algérienne de quelques espèces du genre Tuberaria 

Espèce Localisation Références 

T. commutata  Espagne, Portugal  IPNI, CJB 

 

 

 

T. guttata 

Algérie : 

Tlemcen 

 

El-Tarf 

 

Espagne 

France  

 

Maroc 

 

 

(Medjahdi, B., 2010), (Sekkat, F.Z., 2006), 

(Letreuch-belarouci, A et al., 2009). 

(Dafri et Beddiar., 2017), (Boutabia et al., 

2011)  

(Lacaze, B., Joffre, R., 1987). 

(Guittet et Paul., 1975), (Souèges., 1937), 

(Georges et al., 2014), (Buchet et al., 2015) 

(Valdés, B., 2013) 

 

 

 

 Présence du genre 



1ère Partie : Recherche bibliographique                                                                                  Chapitre I   

Page | 12  
 

Suisse, Palestine, Bulgarie, 

Pays-Bas,  Grande-

Bretagne, Italie 

 

(Gallego et Aparicio, 1993) 

T. glomerata  Algérie INPI 

 

 

 

T. lignosa 

Algérie : 

Péninsule d’Edough  

France 

Péninsule Ibérique (O) 

Maroc 

Canaries 

Espagne 

 

(Hamel et al., 2013) 

(Hebrard et Triat, H., 1971) 

(Carvalho, 2010 ; Castroviejo et al, 2005) 

(Valdés., 2013)  

(Fennane., 2018) 

(Martín-Aragón et al., 1994) 

 

T. 

macrosepala 

Algérie, Tunisie 

Maroc 

Péninsule Ibérique (SO) 

Espagne 

(Fennane., 2018) 

(Valdés, B., 2013) 

(Chaneze et al, 2010) 

(Gallego., 1993) 

T.  major Portugal  

(endémique de Algarve)   

 

(Osório et al., 2013), (Trindade et al., 2012) 

Tuberaria 

inconspicua 

Algérie 

Tell 

 

(Quezel et Santa., 1963) 

Tuberaria 

echioides 

Algérie, Maroc, Espagne CJB 

 

 

I.2.3. Les espèces du genre Tuberaria 

D’après Quezel et Santa (1963), en Algérie, le genre Tuberaria compte une douzaine 

d’espèces qui sont : 

1)  T. vulgaris Willk.                                                   7)  ssp. variabilis (Willk.)  R.  Lit.      

2)  T. guttata (L.) Fourreau .                                        8)  ssp. bupleurifolia (Lamk.)  Comb.nov.  

3)  T. echioides (Lamk.)  Willk.                                  9)  ssp. acuminata (Viv.)  Comb. nov. 

4)  ssp. inconspicua (Thib.)  Comb.  nov.                   10)  ssp. macrosepala (Dunal)  Comb.nov.  

5)  ssp.  lipopetalum (Murb.)  Comb.  nov.                11)  ssp. praecox (Salzm.)  Comb.  nov. 

6)  ssp. villosissima (Pomel)  Comb.  nov.                 12)  ssp.  discolor  (Pomel)  Comb.  nov. 

I.2.4. Classification systématique 

Selon la classification de l’APGIII (James et Mark., 2011 ; Birgitta et al., 2009) et 

l’inventaire national du patrimoine naturel (INPN), construite à la base de 

deux gènes chloroplastiques et un gène nucléaire de ribosome, le taxon Tuberaria (Dunal) 

Spach est classé de la manière suivante : 

 

T. guttata 

https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chloroplaste
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ribosome
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Domaine  Biota 

Règne  Plantae Haeckel, 1866 

Sous-Règne           Viridaeplantae 

Infra-Règne          Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011 

Classe  Equisetopsida C. Agardh, 1825 

Cladus  Tracheophyta Sinnott es Cavalier-Smith, 1998 

Cladus  Spermatophyta 

Sous-Classe           Magnoliidae Novák ex Takht., 1967 

Super-Ordre Rosanae Takht., 1967 

Ordre                      Malvales Juss. Ex Bercht. & J. Presl, 1820 

Famille                   Cistaceae Juss., 1789 

Genre                    Tuberaria (Dunal) Spach, 1836 

I.2.5. Etudes chimiques antérieures du genre Tuberaria : 

Les études phytochimiques sur le genre Tuberaria restent encore limitées ciblant exclusivement 

l’espèce Tuberaria lignosa. 

L’investigation phytochimique de la plante T. lignosa (Pinela et al., 2015 ; 2012) a conduit à 

l’isolement et à la caractérisation de 18 composés phénoliques : 

                                                                            

 

 

 

 

 

 

Acide 5- O-p-Coumaroylquinique [5] 

Punicalin [1] 

Monogalloylglucose [4] 

Punicalagine (isomère 1 [2] et 2[3]) 
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 R1 R2 R3 R4 R5 R6 

 [6]  Apigenine-6- C-glucoside (Isovitexine) H H H OH H Glc 

 [7]  Apigenine-8- C-glucoside (Vitexine) H Glc H OH H H 

 [8]  Apigenin-6-C-glucose-8-C-glucose H Glc H OH H Glc 

 [9]  Luteoline-6- C-glucoside H H OH OH H Glc 

[10] Luteoline-8- C-glucoside (Orientine) H Glc OH OH H H 

[11] Luteoline-6- C-glucose-8- C-glucose H Glc OH OH H Glc 

[12] Kaempferol-3- O-rutinoside O-Rut H H OH H H 

[13] Quercétine-3- O-rutinoside (Rutine) O-Rut H OH OH H H 

 

Punicalagine gallate isomère 1 [14] et 2 [15], Kaempferol-O-rhamnoside-O-rutinoside [16], 

Kaempferol-p-coumaroylglucoside-glutarate [17], Kaempferol-p-coumaroylglucoside [18]. 

Les résultats récents de Pinela et al (2017) issus d’une étude effectuée sur la même espèce et 

qui avait pour objectif de quantifier les acides organiques et les composés phénoliques ont noté 

la présence des acides organiques suivants : acide shikimique [19] en étant le plus abondant, 

l’acide oxalique [20], l’acide succinique [21] et l’acide quinique [22]. Par ailleurs, les dérivés 

des ellagitannins (punicalin [1], les isomères de punicalagine [2] [3] et de punicalagine gallate 

[14] [15]) ont représenté approximativement 90% de la fraction phénolique totale dont le 

punicalagine (isomère 2) [3] était la molécule la plus abondante.  

 

 

 

 

 

 

 

Acide shikimique [19] 

 

Acide oxalique [20] 
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I.2.6. Tuberaria en médecine traditionnelle 

I.2.6.1. En médecine vétérinaire : 

Les espèces de Tuberaria sont utilisées comme des plantes alimentaires pour nourrir les larves 

de certaines espèces de lépidoptères (Bedoya et al., 2009). 

De plus, Tuberaria lignosa [=Xolantha tuberaria] a été utilisé par la population portugaise dans 

le but de soigner les animaux. Une enquête éthnovétérinaire, menée en 2011 jusqu’au début de 

2012 dans le sud du Portugal, plus précisément au sein d’une région nommée Alentejo, a révélé 

que ce taxon fut parmi les plantes médicinales citées pour le traitement des traumatismes et des 

affections du tractus gastro-intestinales chez les équidés (cheval, âne et mule).  

En effet, ce genre a sa place dans les applications équines pour le traitement des blessures et 

entorses, en particulier dans les sous-régions centrales et le littoral de Alentejo (Farinha et al., 

20012). Cette propriété médicinale a été principalement attribuée à la présence de l’anéthol (ou 

paraméthoxyphénylpropène), un phénylpropène très documenté pour ces usages 

pharmacologique en tant que : antibiotiques et antifongique (Kubo et Fujita., 2001). Les 

informateurs de cette investigation ont cité l’usage des parties aériennes de Tuberaria lignosa 

pour les soins des chevaux et autres bétail. En fin, le tableau (4) fait relief aux quelques travaux 

de recherche menés dans la zone ibérique, et qui ont montré l’intérêt de Tubéraria lignosa pour 

le soin des traumatismes équines, y compris l’enquête évoquée plus haut. 

 

 

 

 

Acide succinique [21] Acide quinique [22] 
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      Tableau 4 : Applications de Tuberaria lignosa (partie aérienne) en soins vétérinaires 

Auteur de 

l’étude 

(Farinha et 

al., 20012) 

(Pieroni et al., 

2006) 

(Carvalho.,2005) (Camejo-

Rodrigues., 

2006) 

 

Région 

 

 

Alentejo, sud 

du Portugal 

 

Espagne 

 

Nord du Portugal 

 

Sud du Portugal 

 

 

 

Application 

médicinale 

 

 

 

 Blessures 

 entorses 

 

(Décoction) 

 

 Blessures : 

chevaux, 

ruminants et 

chiens 

 

 Prévention des 

infections 

 Blessures 

 Piqures 

d’insectes 

 Soins des yeux et 

des pis 

 Sabot 

 

 

 

 Blessures 

 gonflement 

 

 I.2.6.2. En médecine humaine : 

 En médecine populaire traditionnelle, les différentes parties de la plante Tuberaria lignosa 

(Sweet) Sampaio (racines et parties aériennes) sont utilisées pour traiter diverses maladies et 

affections, comme les troubles gastro-intestinaux, les brulures d’estomac, les plaies, la grippe, 

des infections de la peau et les verrues, grâce à leurs propriétés vulnéraire, antiseptique, 

cicatrisante, anti-inflammatoire et anti-infectieuse (Carvalho., 2010 ; Bedoya et al., 2010 ; 

Novais et al., 2004 ; Martín-Aragón et al., 1994).  

I.2.7. Activités biologiques 

Le genre Tuberaria a fait l’objet d’un nombre restreint d’études biologiques pour déterminer 

les différentes activités pharmacologiques susceptibles d’être exploitées dans le domaine de la 

thérapeutique. Elles concernent principalement : l’activité antivirale (anti-VIH), antioxydante, 

antibactérienne, antitumorale (antiapoptotique), anti-inflammatoire et antiulcérogène (Tab. 5) 

…etc. (Pereira et al., 2016 ; Pinela et al., 2015 ; Bedoya et al., 2010 ; 2001 ; Abad et al., 

1997 ; Martín-Aragón et al., 1994). 

Les études qui ont signalés une activité antimicrobiale chez Tuberaria restent encore restreintes, 

et elles concernent principalement l’espèce Tuberaria lignosa (Bedoya et al., 2009). Certains 

rapports issus des programmes de dépistage mondiale pour les antiviraux végétaux, lancé par 

divers groupes de recherche, ont signalé que l’extrait éthanolique (parties aériennes) et aqueux 

de l’espèce T. lignosa inhibent la réplication du HSV-1 et VIH, respectivement (Bedoya et al., 

2001 ; Abad et al., 1997). Bien que l'extrait aqueux à activité anti-VIH n'a pas encore été 
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analysé du point de vue chimique, les composants actifs semblent être principalement des 

substances polaires solubles dans l'eau (Bedoya et al., 2009). 

L'activité anti-inflammatoire des extraits organiques de T. lignosa a été examinée dans une 

étude antérieure en utilisant le test de l’œdème de la patte de rat de carraghénine (Alvarez., 

1990). 

Tableau 5 : Mécanisme d’action de trois activités biologiques de T. lignosa   

Activité Mécanisme d’action Réf 

Anti-HIV Induction d’une régulation à la baisse de l’expression de CD4 

(récepteur principale du VIH) par les ellagitannins. 

Bedoya et 

al., 2010) 

 

 

Antitumorale 

L’infusion et la décoction de T. lignosa provoque une 

diminution de la croissance de trois lignées cellulaires 

tumorales humaines : MCF-7, NCI-H460 et HCT-15 due à 

l’altération du profil du cycle cellulaire (augmentation du 

nombre des cellules en phase G0/G1 et diminution des celles 

en phase S) et l'induction de la voie apoptotique intrinsèque 

(diminution du niveau de poly (ADP-ribose) polymérase total 

et à l’activation de procaspase-3.  

 

(Pereira et 

al., 2016) 

 

antiulcérogène 

Suggère un effet anti-sécrétoire plutôt qu’un mécanisme 

cytoprotecteur produit par l’infusion de l’extrait lyophilisé de 

T. lignosa  

Martín-

Aragón et 

al., 1994 

  

I.2.8. Intérêt écologique 

Les truffes du désert sont connues pour former des associations mycorhiziennes avec Tuberaria 

(Dunal) Spach en régions semi-arides et arides du bassin méditerranéen, de l’Afrique du Nord 

et du Moyen-Orient (Fig. 6). Il s’agit notamment des genres Terfezia, Tirmania, Picoa et 

Delastria (Kovács et Trappe., 2014 ; Loizides et al., 2012 ; Trappe et al., 2008 ; Montecchi 

et Sarasini., 2000 ; Trappe., 1979). Malgré l’allusion faite par le nom générique du genre 

Tuberaria, Javier Herrera (2004) avait cité qu’aucune structure fongique n’avait été associée 

aux racine de l’espèce Tuberaria guttata (L.) Fourr., 1868. Mais des études actuelles (Michael., 

2016), notamment celle menée au nord-est de l’Algérie (Dafri et Beddiar., 2017), ont prouvé 

une association ectomycorhizienne avec le genre Tuberaria, en particulier les sous-espèces de 

Tuberaria guttata. En effet, les truffes qui ont été examinés par Dafri et Beddiar (Terfezia 
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arenaria (Moris) Trappe) vivent dans un sol sablo-limoneux acide qui se caractérise par une 

forte distribution de Tuberaria guttata, où elle est nommée E’zahoo, et dans d’autre région du 

pays : Qessis E’terfess, Oom E’terfess (Quezel et santa., 1963), E’rgeeg……etc. 

 

                                            

Figure 6 : Association symbiotique entre Tuberaria et les truffes : 1- Terfezia arenaria (Dafri et 

Beddiar., 2017). 2- Terfezia gennadii (Bellahouel., 2012). 3- Terfezia claveryi (Μichael., 2016) 
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Chapitre II 
Composés phénoliques 
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II.1.  Généralités sur les polyphénols  

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du règne végétal. 

Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures variées 

qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton., 1993). A l’heure actuelle, plus de 8000 

molécules ont été isolés et identifiés. Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent 

en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans 

leur structure d’au moins un cycle aromatique à 6 carbones, lui-même porteur d’un nombre 

variable de fonctions hydroxyles (OH). Ces espèces sont des monomères, des polymères ou des 

complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone., 1993). 

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous 

les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les boissons (thé, 

café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes secs. Les fruits et 

légumes contribuent environ pour moitié à notre apport en polyphénols, les boissons telles que 

jus de fruits et surtout café, thé apportant le reste (Middleton et al., 2000). 

II. 2.  Biogénèse des polyphénols 

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’aromagénèse 

(Bruneton., 2009) : 

 Voie shikimate : La voie la plus courante est celle via le shikimate (l’acide shikimique). 

Elle transforme les oses aux aminoacides aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, 

par désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et à leurs dérivés : 

acétophénones, acides phénols, coumarines, lignanes, lignines .... etc. (Ellis., 2009 ; 

Roberts., 1996). 
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 Voie acétate : conduit à des poly-β-cétoesters de longueurs variables (polyacétates) qui 

engendrent par cyclisation (réaction de Claisen ou condensation aldolique), des 

composés souvent polycycliques : chromones, isocoumarines, depsides, depsidones, 

quinones.... etc. (Javillier., 1969 ; Paech., 1963). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La pluralité structurale des composés phénoliques est due à cette double origine biosynthétique, 

et encore accrue par la possibilité très fréquente d’une participation simultanée du shikimate et 

de l’acétate à l’élaboration de composés d’origine mixte : flavonoïdes, stilbènes, pyrones, 

xanthones... etc. (Hemingway., 1992 ; Geissamn., 1972).  

 

 

 

 

 

 

 

II. 3.  Principaux groupes des polyphénols 

La structure, le nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux 

sont les caractères dominants de la classification des polyphénols dont on peut distinguer les 

principaux groupes suivants (Ross., 2014) : 
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II. 3.1. Phénols simples et les acides phénoliques 

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer à tous les composés organiques possédant au moins 

une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, l’emploi de cette 

dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoïques et cinnamiques (Fig. 7). 

 

 

 

 

 

             Figure 7 : Structures de l’acide benzoïque et acide cinnamique 

 

II. 3. 1. 1. Phénols simples 

Les phénols simples tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol… (Fig. 8) sont plutôt rares 

dans la nature à l’exception de l’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, 

Rosaceae…). Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol 

avec trois, ont été montré pour sa toxicité vis-à-vis des microorganismes (Cowan., 1999). 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Squelettes chimiques de quelques phénols simples 

II. 3. 1. 2.  Acides phénoliques 

II. 3. 1. 2. 1.  Acide phénols dérivés de l’acide benzoïque 

Les acides phénoliques en C6-C1, dérivés hydroxylés de l’acide benzoïque, sont très communs 

aussi bien sous forme libre que combinés à l’état d’ester ou d’hétéroside (Bruneton., 1993). 

Ces composés sont issus de la dégradation de la chaîne latérale des composés cinnamiques. 
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II. 3. 1. 2. 2. Acide phénols dérivés de l’acide cinnamique 

Les acides hydroxycinnamiques sont principalement composés des acides p-coumarique, 

caféique, férulique et sinapique (Beta et al., 2005). On les trouve à l’état libre ou combiné 

(esters, amide, glucosides).  

 

 

 

 

 

II. 3. 2. Coumarines 

Les coumarines sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composés 2H-1-

benzopyran-2-ones que l’on peut considérer initialement comme étant les lactones des acides 

2-hydroxy-Z-cinnamiques-pyrone. Plus d’un millier de coumarines ont été décrites et les plus 

simples d’entre elles sont largement distribuées dans le règne végétal. Elles se trouvent dans la 

nature soit à l’état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont responsables de l'odeur 

caractéristique du foin (Cowan., 1999). 
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II. 3. 3. Lignanes 

Ce sont des composés dont le squelette résulte de l’établissement d’une liaison entre les carbone 

β des chaines latérales (liaison 8-8ʹ) de deux unités dérivant de 1-phénylpropane (Fig. 9). Leur 

distribution botanique est large, plusieurs centaines de composés ont été isolés dans environ 

soixante-dix familles (Ayres et Loike., 1990). 

 

 

 

 

 

                 Figure 9 : Structure générale des lignanes 

II. 3. 4. Stilbènes 

Les membres de cette famille possèdent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoïdes (deux 

noyaux benzéniques séparés par un pont éthane ou éthène où il peut y avoir deux formes cis et 

trans) (Fig. 10), ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse à 

l'attaque par les microbes pathogènes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales 

des stilbènes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006). 

 

 

 

 

Figure 10 : Structure générale des stilbènes 

II. 3. 5. Flavonoïdes 

Le terme « flavonoïde » désigne une très large gamme de composés naturels appartenant à la 

famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en 

partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. La classe des 

flavonoïdes est l’une des plus abondantes, et à ce jour, plus de 6500 structures naturelles ont 

été isolées et caractérisées, repartie en 12 squelettes de base. Ce groupe de composés est défini 

par une structure générale en C15 caractérisée par un enchaînement C6-C3-C6 (1,3- 

diphénylpropane) ; les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques 

notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (Bruneton., 1999). (Fig. 11). 
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Figure 11 : Structure de base des flavonoïdes 

C’est chez les Angiospermes que la diversité structurale des flavonoïdes est maximale. Ils sont 

de façon très générale localisés dans les feuilles (dans l’épiderme ou entre l’épiderme et le 

mésophylle), dans les fleurs (cellules épidermiques) ou encore dans les fruits (tégument 

externe) (Bruneton., 1999). 

 

II. 3. 5. 1. Classification des flavonoïdes 

Les diverses classes de flavonoïdes diffèrent en fonction de la cyclisation et du degré 

d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une classe 

diffèrent par la substitution des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de flavonoïdes 

présentées (Fig. 12), nous citerons les principales : anthocyanes, flavanols, flavones, 

flavanones, isoflavones et proanthocyanidols. 

Les flavonoïdes sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3’, 4’ et/ou 5’. Un ou plusieurs de 

ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Dans les 

plantes, les flavonoïdes sont souvent présents sous forme C- ou O-glycosylés ; les formes libres, 

sans sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides, de loin les plus fréquents, portent 

leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que pour les C-glycosides, 

la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8. En effet, la 

formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de transférases très 

spécifiques quant au substrat et à la position d’osylation (Bruneton., 1993). 
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Figure 12 : Différentes classes des flavonoïdes  

II. 3. 6. Tannins  

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques 

polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, à côté des 

réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autres 

protéines (Cowan., 1999 ; Haslam., 1996). Les tannins sont caractérisés par une saveur 
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astringente et sont trouvés dans toute les parties de la plante : l’écorce, le bois, les feuilles, les 

fruits et les racines (Scalbert., 1991). On distingue deux groupes de tannins différents par leur 

structure et par leur origine biogénétique : 

II. 3. 6. 1. Tannins hydrolysables 

Qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol. Le 

sucre est très généralement le D-glucose et l’acide phénol est soit l’acide gallique dans le cas 

des gallotannins soit l’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés 

ellagitannins (Fig. 13) (Cowan., 1999 ; Bruneton., 1993). 

 

 

 

 

(A)                                    (B)  

Figure 13 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B). 

 

II. 3. 6. 2. Tannins condensés ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols 

Qui se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possèdent pas de sucre 

dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoïdes. Il s’agit des polymères 

flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone. 

Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux, 

Gymnospermes et Fougères (Bruneton., 1999). 

 

II. 4. Intérêts des polyphénols 

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoïdes en 

particulier sont très poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les 

activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, 

antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, 

cardioprotective et vasodilatoire (Ksouri et al., 2007 ; Middleton et al., 2000). Ces actions 

sont attribuées à leur effet antioxydant qui est due à leurs propriétés redox en jouant un rôle 
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important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 

l’oxygène, ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001). 

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulièrement deux domaines : la 

phytothérapie et l’hygiène alimentaire (Leong et Shui, 2002). D’après les études multiples 

attestant de l’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des 

maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou 

des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure 

conservation des denrées alimentaires en empêchant la peroxydation lipidique. Dans l’industrie 

cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant contre la 

production des radicaux libres néfastes pour la santé et la beauté de la peau. En phytothérapie, 

même si certaines indications sont communes à plusieurs classes (les propriétés 

vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoïdes qu’aux 

anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble être utilisée pour des 

bénéfices spécifiques (Hennebelle et al., 2004). 

 

II. 4. 1. Intérêts des acides phénols et phénols simples  

Ils sont considérés comme responsables de l’activité cholérétique de l’artichaut et les propriétés 

antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés salicylés (Hennebelle et al., 2004). Les 

composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont l’acide caféique, l’acide 

gallique et l’acide chlorogénique (Bossokpi., 2002). Pour l’acide caféique, il se montre très 

efficace contre les virus, bactéries et champignons (Cowan., 1999). Alors, l’acide gallique a 

pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon chez les souris in vitro 

et que la combinaison de cet acide avec les médicaments anticancéreux tels la cisplatine peut 

être un traitement efficace pour ce type de cancer. Il peut aussi prévenir les dommages oxydatifs 

d’ADN cellulaire à une faible concentration et exerce une forte activité antiproliférative tels 

que la quercétine sur les cellules humaines cancéreuses du colon et les cellules épithéliales du 

foie chez les rats normaux (Lee et al., 2005). 

 

II. 4. 2. Intérêts des coumarines 

L’intérêt pharmacologique des plantes à coumarines est limité par rapport aux autres classes de 

polyphénols dont les propriétés les plus communes sont les activités antioxydantes, anti-

inflammatoires, antibactériennes et anti-adhérences (Witaicenis et al., 2013 ; Trykowska et 

al., 2011) Certains composés sont présentés comme veinotoniques, vasculoprotecteurs et 
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utilisés comme médicaments symptomatologiques de l’insuffisance veinolymphatique. Ainsi 

quelques composés furanocoumarines sont des photosensibilisants et utilisés dans le traitement 

du psoriasis. Les pyranocoumarines sont commercialisées pour leurs propriétés vasodilatatrices 

coronariennes et présentées comme ayant des actions favorables sur les troubles de la 

sénescence cérébrale (Bruneton., 2009). 

 

II. 4. 3. Intérêts des lignanes 

Chez les plantes, les lignanes jouent sans doute un rôle important pour leur défense dont des 

propriétés antibactériennes, antifongiques et antinutritives ont été décrites pour de nombreuses 

molécules de ce groupe (Ayres et Loike., 1990). Concernant l’intérêt thérapeutique de ces 

composés, un grand nombre d’entre eux possèdent des propriétés cytostatiques ou 

antitumorales établies in vitro ou in vivo, ainsi offrent des potentialités intéressantes dans divers 

domaines : inhibition d’enzymes et activités anti-agrégant plaquettaire, antagoniste calcique, 

antihypertensive, antivirale, antifongique, antiprotozoaire …etc. (Donaldson., 2004 ; Gertsch 

et al., 2003 ; Ayres et Loike., 1990). 

 

II. 4. 4. Intérêts des stilbènes 

Les stilbènes, qui sont parfois des phytoalexines, peuvent dans certains cas être des régulateurs 

de croissance. Ils possèdent des propriétés antifongiques, antipaludiques, anti-parkinson, 

antihistaminiques, antidiabétiques, antibactériennes…etc. Ils montrent aussi un pouvoir 

remarquable anticarcinogène des picéides (Bruneton., 2009 ; Krisa et al., 1997). Ainsi, ils sont 

considérés comme des agents importants de défenses passives. Leurs différents effets sont 

rapportés dans la littérature où les plus intéressants sont l’effet dissuasif sur les herbivores et 

l’effet insecticide (Stuart et Robb., 2013). Par ailleurs, certains composés sont utilisés dans 

l’industrie cosmétique pour leurs qualités antioxydantes, antivieillissements et antitaches 

(Keskin et Kunter., 2009). 

 

II. 4. 5. Intérêts des tanins 

Les tanins sont considérés comme des anti-nutriments grâce aux divers effets nuisibles à savoir 

la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les dommages 

du foie (Chung et al., 1998). Ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par lequel on 

explique leurs propriétés vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques. Les 

proanthocyanidines dimères de l’aubépine seraient de bons sédatifs cardiaques (Hennebelle et 
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al., 2004). Concernant le pouvoir antioxydant des tannins, cette propriété est très remarquable 

due à leurs noyaux phénols et la présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les 

groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. Les tannins catéchiques du thé vert : gallate 

d’épicatéchine, gallate d’épigallocatéchine et l’épicatéchine sont des puissants extracteurs des 

radicaux libres (Rahman et al., 2006), ils inhibent les ions Cu2+ qui catalysent l’oxydation des 

lipoprotéines dans les macrophages in vitro (Yoshida et al., 1999). 

 

II. 4. 6. Intérêts des flavonoïdes 

En ce qui concerne les flavonoïdes, ces composés peuvent empêchés les dommages oxydatifs 

par différents mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, 

alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002) ; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) 

qui sont d’importance majeure dans l’initiation des réactions radicalaires ; soit l’inhibition des 

enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Benavente-Garcia et al., 1997 ; 

Van Acker et al., 1996). Ils jouent un rôle très important dans le traitement du diabète (inhibant 

l’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la 

Lipooxygénase, la phospholipase et la cyclooxygénase), des hépatites, des tumeurs, de 

l’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections 

bactériennes et viraux (anti-HIV) (Yao et al., 2004 ; Cowan., 1999 ; Anderson et al., 1996). 

Mais, on attribue également aux flavonoïdes des propriétés neurosédatives, antispasmodiques, 

diurétiques, anti-œstrogènes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale et ses conséquences 

telle l’altération de la mémoire et la confusion. D’autres part, les citroflavonoïdes (flavonoïdes 

provenant de divers Citrus) et le fragilité capillaire (insuffisance veinolymphatique, crise 

hémorroïdaire) (Hennebelle et al., 2004). 
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III.1. Stress Oxydant  

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les 

prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Fig. 14), ce qui conduit à des dégâts 

cellulaires irréversibles. La réduction univalente de l’oxygène résulte dans la formation 

d’espèces oxygénées réactives (EOR) dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde, 

radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogène et l’oxygène singulet). Toutes ces espèces sont 

potentiellement toxiques pour l’organisme. En situation normale, les EOR sont produites en 

permanence par notre organisme (rôle physiologique) mais un système efficace de défenses 

antioxydantes (vitamines, enzymes, oligoéléments) permet de réguler cette production afin de 

prévenir tout dégât cellulaire excessif. Dans certaines conditions, une surproduction d’EOR due 

à l’activation de divers mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les défenses 

antioxydantes : c’est le stress oxydatif. Celui-ci est de plus en plus impliqué pour expliquer les 

dégâts cellulaires observés dans les états inflammatoires aigus, le vieillissement, le cancer, le 

diabète et les maladies cardiovasculaires (Pincemail., 1999). 

 

Figure 14 : Schéma de la balance entre les espèces réactives oxygénées et les antioxydants 

 (Pourrut et al., 2008). 

III.2. Les radicaux libres 

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possèdent un ou plusieurs électrons non 

appariés sur leur couche externe. Cet état leur confère une instabilité énergétique et cinétique 

(Asmus et Bonifacic., 2000). Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une 

liaison covalente (fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son électron, 

soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’électrons à partir d’un composé non 

radical (Fig. 15 A). Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance à 

revenir immédiatement à un état stable en donnant un électron ou en prenant une à une autre 
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molécule : ils peuvent donc être réducteurs ou oxydants. En jouant le rôle d’accepteur ou 

donneur d’électrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’être extrêmement réactifs vis-

à-vis des autres molécules, possédant un temps de demi-vie extrêmement court (de la nano- à 

la milli seconde) (Koechlin-Ramonatxo., 2006.). 

III.2.1. Origine des radicaux libres 

Par sa configuration électronique, l’oxygène moléculaire est un radical libre. Il possède en effet 

deux électrons non appariés (Fig. 15 A). Heureusement, un blocage cinétique limite sa réactivité 

: les spins de ces deux électrons célibataires sont parallèles lui attribuant une stabilité 

relativement grande (Asmus et Bonifacic., 2000). Cependant, dans l’organisme une partie de 

cet oxygène moléculaire peut capter de manière univalente et séquentielle un électron 

conduisant alors la formation du chef de file des espèces oxygénées réactives : l’anion 

superoxyde (O2+1e–→O2
.–). C’est ainsi que dans la mitochondrie, à l’état physiologique, il 

existe lors du transport électronique le long de la chaîne respiratoire, une fuite d’électrons au 

niveau du complexe I et III, à l’origine de la production de l’O2
.–. La poussée respiratoire des 

polynucléaires neutrophiles (respiratory burst) et les oxydases (xanthine oxydase, NO synthase, 

eicosanoïdes) constituent également des sources cellulaires de la production d’anion 

superoxyde (Ji., 2001). 

Ce radical superoxyde va alors conduire au cours de véritable chaîne d’oxydoréductions à la 

formation de nombreuses espèces très réactives (Fig. 15 B). Les EOR regroupent non seulement 

des radicaux libres telles que l’anion superoxyde (O2
.–) ou le radical hydroxyle (OH.) mais 

également des dérivés non radicalaires telles que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou les 

hydroperoxydes (ROOH) (Haliwell et Gutteridge., 1989). 

Les espèces oxygénées réactives sont donc la conséquence inévitable de la consommation de 

l’oxygène moléculaire par l’organisme. Leur production est permanente et physiologique 

(Koechlin-Ramonatxo., 2006). 
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Figure 15 : L’O2 à l’origine des radicaux libres (A) ; Formation en cascade des différentes espèces 

oxygénées réactives à partir du radical superoxyde (B) (Koechlin-Ramonatxo., 2006). 

III.3. Mécanismes de défense contre le stress oxydant  

Les types de radicaux produits ainsi que leurs lieux de production et de propagation étant variés, 

la riposte antiradicalaire est polymorphe, à la fois préventive et curative (Fig. 16). Les 

antioxydants peuvent être définis comme toute substance qui, présente à faible concentration 

par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou inhiber l’oxydation de ce substrat. 

Cette définition fonctionnelle s’applique à un grand nombre de substances, comprenant des 

enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi des molécules antiradicalaires « 

scavengers », qui piègent les radicaux libres (vitamines antioxydantes A, C, E), thiols et ß-

carotène) (Cano et al., 2007). 

 

Figure 16 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de l’oxygène  

(Cano et al., 2007). 

A B 
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III.3.1. Système antioxydants enzymatique 

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase 

et la glutathion réductase) sont considérés comme la première ligne de défense de notre 

organisme contre les EOR (Garait., 2006). 

Une enzyme, la superoxyde dismutase (SOD), est chargée de réduire l’anion superoxyde. Son 

centre actif est un atome de manganèse, ou une association de cuivre et de zinc, en fonction du 

lieu où œuvrent ces enzymes (mitochondrie, plasma...) (Cardey., 2007). 

Le rôle déterminant de la superoxyde dismutase (SOD) dans les systèmes de défenses 

antioxydantes de l’organisme est connu depuis 1968. On sait que l’ion superoxyde (O2
–) est le 

point de départ de la chaîne de production des radicaux libres. Or, dès ce stade précoce, la 

superoxyde dismutase inactive l’ion superoxyde en le transformant en peroxyde d’hydrogène 

(H2O2). Celui-ci est ensuite rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en 

dioxygène (O2) et en molécules d’eau (H2O) (Fig. 17). Ainsi, différentes études ont confirmé 

que la production de H2O2 sous l’action de la SOD était bien le facteur déclenchant des 

mécanismes naturels de défenses antioxydantes. La SOD apparaît donc comme l’enzyme clé 

de la défense naturelle contre les radicaux libres (Menvielle-Bourg., 2005). 

 

Figure 17 : Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Garait., 2006) 

 

III.3.2. Systèmes antioxydants non-enzymatiques 

III.3.2.1. Antioxydants endogènes  

 Le glutathion : Largement présent sous forme réduite, le glutathion est capable de 

réagir in vitro, avec les radicaux HO•, RO2
•, RO•, 1O2, ONOO- (Delattre et al., 2005). 
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 L’acide lipoïque : Les deux formes, oxydée et réduite, de l’acide lipoïque présentent 

des propriétés antioxydantes in vitro (en piégeant les HO•, RO2
•, l’HOCl et l’1O2) en se 

liant à des métaux comme le fer et le cuivre (Smith et al., 2004). 

 L’acide urique :  présent sous forme urate à pH physiologique, il possède des propriétés 

antioxydantes in vitro contre les HO• et RO2
• (Delattre et al., 2005). 

III.3.2.2. Antioxydants exogènes naturels 

Ils sont majoritairement représentés par les vitamines C et E, les caroténoïdes et les composés 

phénoliques : 

 La vitamine C est connue pour son action protectrice contre l’oxydation membranaire 

(Retsky et al., 1999). 

 La vitamine E joue également un rôle protecteur des structures membranaires et des 

lipoprotéines. Elle prévient l’apparition d’hydroperoxydes (Yoshida et al., 1993 ; 

Kaiser et al., 1990). 

 Les caroténoïdes, sont des pigments (carotènes et xanthophylles) issus des plantes et 

des microorganismes. L’activité antioxydante de ceux-ci est liée à leur longue chaîne 

polyénique qui leur permet de neutraliser les radicaux ROO•, HO•, O2
•- (Valko et al., 

2006). 

 Les composés phénoliques : 

- Les flavonoïdes sont caractérisés par une structure commune de type 2-phényl-

benzopyrane. Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté à terminer les chaines 

radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et à chélater les 

ions des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique 

(Leopoldini et al., 2011 ; Schroeter et al., 2002). De façon générale, l’activité 

biologique des flavonoïdes est fortement dépendante de la nature et de la position des 

substituants, ainsi que du nombre de groupements hydroxyles (Schroeter et al., 2002). 

- Quant aux Tanins, ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques 

produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors 

formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaîne de l’auto oxydation 

des lipides (Cavin., 1999). 

- Les Coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires 

et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditions 
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structurales requises pour l’activité antiperoxydante des coumarines sont similaires à 

celles signalées pour les flavonoïdes (Igor., 2002). 

- Parmi les dérivés d’acides phénols, le resvératrol est le composé le plus étudié. En effet, 

ce stilbène, isolé du raisin possède de fortes propriétés antioxydantes (Igor., 2002). 

III.3.2.3. Antioxydants synthétiques 

Les antioxydants phénoliques synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole (BHA) et 

butylhydroxytoluène (BHT) sont fréquemment utilisés en tant que additifs pour prévenir le 

rancissement oxydatif des aliments, des produits pharmaceutiques et commerciaux (Heloizy et 

al., 2010) parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels (Fig. 

18).Cependant, L’innocuité de ces antioxydants a récemment été remise en question en raison 

de leur toxicité (Sun et Fukuhara., 1997).En outre, BHA et BHT ont été suspectés d'être 

responsables de lésions hépatiques et de la carcinogenèse (Sherwin., 1990 ; Wichi., 1988). Par 

ailleurs, les tests de cancérogénicité ont montré que l'ajout de l'antioxydant BHA au régime 

alimentaire des rats induit une incidence élevée de papillome et de carcinome épidermoïde de 

l’estomac chez les deux sexes. Alors que le BHT pourrait être un promoteur de la carcinogenèse 

thyroïdienne (Ito et al., 1985). Par conséquent, on s'intéresse de plus en plus aux antioxydants 

naturels et plus sûrs (Gülçin., 2006 ; Oktay et al., 2003 ; Moure et al., 2001). 

 

Figure 18 : Structure chimique de BHA et BHT (Heloizy et al., 2010). 

III.4. Conséquences cellulaires du stress oxydant 

Les conséquences du stress oxydant seront extrêmement variables selon la dose et le type 

cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et l’expression de protéines 

d’adhésion, des stress moyens faciliteront l’apoptose, alors que de forts stress provoqueront une 

nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane entraînant des lyses immédiates. 

D’autres perturbations biologiques sont observées à la suite d’un stress oxydant : baisse de la 

fluidité des membranes, anomalies de récepteurs, diminution de la sensibilité à l’insuline, 

perturbation de l’immunité cellulaire, fibrose, dépôts de lipides, affaiblissement musculaire, 
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voire mort neuronale ou apparition de mutations. De nombreuses anomalies pathologiques sont 

également induites par le stress oxydant : mutations, carcinogenèse, malformations des fœtus, 

dépôts de protéines anormales, fibrose, formation d’auto-anticorps, dépôts de lipides oxydés, 

immunosuppression… (Favier et al., 1995). 

III.5. Quelques tests de la capacité antioxydante et antiradicalaire 

Certaines méthodes pratiques ont été développés pour une quantification rapide, simple et fiable 

de la capacité antioxydante in vitro et in vivo. En général, les méthodes pour déterminer la 

capacité antioxydante totale ont été divisée en deux groupes principaux : les tests basés sur une 

réaction de transfert d'un seul électron et les tests basés sur un transfert d'atome d'hydrogène 

(Huang et al., 2005 ; Prior et al., 2005). 

Le terme ‘capacité’ désigne les résultats obtenus par les différents essais examinant l’activité 

antioxydante des échantillons. Les termes spécifiques tels que "capacité de piégeage des 

radicaux peroxyles", "capacité de piégeage des superoxydes", "capacité de réduction des ions 

ferriques" seraient plus approprié pour décrire les résultats de ces tests que les termes 

vaguement définis "capacité antioxydante totale" (Huang et al., 2005). 

III.5.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH 

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH•) fut l’un des premiers radicaux 

libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques 

(Osman., 2011 ; Floegel et al., 2011 ; Villaño et al., 2007).  Il possède un électron non apparié 

sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne 

forment pas des dimères. Le radical DPPH• reste ainsi dans sa forme monomère relativement 

stable à température ordinaire (Popovici et al., 2009). La délocalisation provoque aussi la 

coloration violette bien caractéristique de la solution de DPPH•. Ce test a été utilisé par Blois 

en 1958. Il consiste en la réduction d’une solution alcoolique de l’espèce radicalaire DPPH• en 

présence d’un antioxydant donneur d’hydrogène (AH), qui aboutit à la formation d’une forme 

non radicalaire DPPH-H. En effet, la présence des radicaux DPPH• donne une coloration 

violette à la solution et qui absorbe fortement à 517 nm.  

Les réactions ont lieu à température ambiante et en milieu généralement méthanolique, qui 

permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est très utilisé, car il est 

techniquement simple, rapide, facile et non couteux (Hadbaoui., 2012), mais certains 

inconvénients limitent ses applications. Ce radical azoté, à longue durée de vie, ne présente 
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aucune similitude avec les radicaux peroxyles hautement réactifs et transitoires impliqués dans 

la peroxydation lipidique. De nombreux antioxydants qui réagissent rapidement avec les 

radicaux peroxyles peuvent réagir lentement ou peuvent même être inertes avec le DPPH. La 

cinétique de la réaction entre DPPH et les antioxydants n’ai pas linéaire aux concentrations de 

DPPH. Il est donc plutôt arbitraire d'exprimer la capacité antioxydante en utilisant EC50 

(Huang et al., 2005). 

III.5.2. Capacité de piégeage du radical-cation ABTS•+ 

Ce radical organique est couramment utilisé pour évaluer l'efficacité antioxydante des 

composés purs et des mélanges complexes. Il pourrait être généré par voies enzymatiques, 

chimiques et électrochimiques (Roberta et al., 1999 ; Rice-Evans et Miller., 1999 ; 

Bourbonnais et al., 1998 ; Campos et al., 1996 ; Miller et al., 1993 ; Childs et Badsky., 

1975). Dans une communication, nous avons signalé que, en présence des polyphénols, la (+) - 

catéchine, (-) -épicatéchine, et phloroglucinol, les radicaux ABTS subissent des réactions de 

dégradation (Osman et al., 2006). L'ampleur et la rapidité avec laquelle les polyphénols 

éteignent les chromophores du cation radical ABTS sont des critères utilisés pour évaluer leur 

capacité antioxydante relative avec un antioxydant standard (Roginsky et Lissi., 2005). 

III.5.3. Capacité de piégeage du radical superoxyde par la méthode de 

DMSO alcalin  

Dans la méthode DMSO alcalin, un radical superoxyde (O2
•-) est généré par l'addition 

d'hydroxyde de sodium à l'air saturé DMSO. Le superoxyde généré reste stable dans la solution, 

qui réduit le nitro bleu tétrazolium (NBT) de couleur jaune en formazan de couleur pourpre qui 

absorbe à 560 nm à température ambiante (Kunchandy et al., 1990). Ainsi, un composé 

antioxydant capable de capturer l’anion superoxyde empêchera la formation du bleu de 

formazan et la solution restera jaune. Cependant, cette méthode ne convient pas aux réactions 

avec des constantes de vitesse lente et nécessite la présence d'un équipement approprié (Patel., 

2014 ; Babu et al., 2001). L'intérêt pour la capacité de piégeage de l'anion superoxyde est 

largement dû à son rôle dans la production du radical hydroxyle hautement réactif en présence 

d'ions métalliques. Cependant, ce n'est pas le seul mécanisme d'oxydation des lipides, et la 

capacité à piéger l'anion superoxyde n'est pas nécessairement efficace pour empêcher 

l'oxydation des lipides (Boligon et al., 2014).  
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III.5.4. Capacité de réduire l’ion ferrique (Pouvoir réducteur) 

Il n'y a pas beaucoup de différence entre le test ABTS et le pouvoir réducteur (PR), sauf que 

l’ABTS est effectué à pH neutre alors que le PR est réalisé dans des conditions acides (Huang 

et al., 2005). Cette méthode est basée sur le principe d'augmentation de l'absorbance des 

mélanges réactionnels. Une telle augmentation indique un accroissement de l'activité 

antioxydante et du pouvoir réducteur (Jayaprakash et al., 2001). L'absorbance du complexe 

est mesurée à 700 nm. 

III.5.4. Capacité de réduire l’ion cuprique (CUPRAC) 

Cette méthode de mesure de la capacité antioxydante, introduite à la littérature mondiale par le 

laboratoire de chimie analytique de l’Université d’Istanbul (Apak et al., 2004), est basé sur 

l'évolution des caractéristiques d'absorption du complexe néocuproïne (NC) /cuivre (II) lorsqu'il 

est réduit par un antioxydant (Apak et al., 2011). Le potentiel de réduction de l'échantillon ou 

du standard convertit efficacement Cu+2 en Cu+1, cela modifie l’absorbance maximale. Il y a 

peu d'informations publiées sur ce test. Toutefois, un laboratoire industriel l'utilise comme 

mesure du potentiel antioxydant total (Oxiresearch., 2002). 
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IV.1. Aperçu et but de travail 
 

Afin d’augmenter les chances d’isoler de nouvelles molécules, il est plus judicieux de choisir 

des espèces qui ont été peu ou pas étudiées jusque-là. De ce fait, le nombre très restreint des 

études phytochimiques et de dépistage d’activité antioxydante portant sur le genre Tuberaria a 

beaucoup retenu notre attention d’où la sélection de l’une de ses espèces.  

Dans cette optique, une recherche bibliographique à la fois botanique et phytochimique de ce 

taxon ainsi que de sa famille a été présentée au début de ce travail. Cela nous a permis de 

constater l’intérêt immense de l’espèce choisi dans l’usage traditionnel en région 

méditerranéenne, dont le nord algérien constitue l’une de ces pièces de puzzle. Par ailleurs, les 

connaissances recueillies sur le pouvoir thérapeutique du genre Tuberaria, nous a motivés à 

soumettre cette plante à de différents processus d'extraction et purification dans le but général 

de valoriser la flore algérienne qui reste jusqu’à présent très mystérieuse. 

Après l’extraction des parties aériennes de la plante, l’extrait brut a été fractionné en utilisant 

la technique de chromatographie liquide sous vide (VLC). Ce fractionnement, suivi de plusieurs 

étapes de séparation et purification chromatographiques, nous a conduit à l’isolement et 

l’identification de 3 composés naturels purs. 

Notre étude a porté aussi sur l’évaluation de l’activité antioxydante par 5 méthodes (DPPH•, 

ABTS+•, DMSO alcalin, CUPRAC et Pouvoir réducteur) de l’extrait brut éthanolique ainsi que 

des fractions chromatographiques provenant de cet extrait.  

IV.2. Matériel végétale 

IV.2.1. Description de la zone de la récolte  

La région de Djebel Ouahch constitue une unité géographique importante, située au nord-est de 

la ville de Constantine (Fig. 19). Ses forêts couvrent une superficie de 15.207,67 ha, (23% du 

territoire de la région) avec une diversité floristique inestimable (Gana., 2014).   
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IV.2.2. Récolte de la plante du genre Tuberaria  

Les parties aériennes de la plante du genre Tuberaria originaire de la zone de Djebel El Ouahch 

ont été soigneusement récoltées au mois de Mai 2017 (stade de la floraison), de manière à ne 

pas détériorer les éléments organiques et minéraux présents. Son identification botanique a été 

faite par Mr KABOUCHE Kamel.  

Après l’avoir séché dans un endroit sec, le matériel végétal est ensuite réduit en poudre fine à 

l’aide d’un moulin électrique. 

IV.3. Méthodes d’analyses phytochimiques  

IV.3.1. Méthodes chromatographiques  

IV.3.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

Utilisés à chaque étape pour le suivi et le contrôle des purifications, les chromatogrammes sur 

couche mince permettent de vérifier la présence et l’état de pureté des produits suivis. 

Nous avons utilisé essentiellement des plaques prêtes à l’emploi à support en aluminium 

(Merck) : en phase normale, Kieselgel 60 F254 Merck, 250 μm. 

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec l’éluant 

approprié. Cette phase mobile est constituée d’un mélange binaire ou tertiaire de solvants selon 

le type de séparation souhaitée. 

 

Djebel El 

Ouahch 

Figure 19 : Localisation satellite de la zone de récolte de la plante du genre Tuberaria 

(Google Earth., 2018). 
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L’observation des CCM s’effectue en lumière visible et sous UV (254 et 365 nm), avant la 

révélation par un révélateur à base de la vanilline sulfurique (0.5 g de la vanilline, dissous dans 

100 ml du méthanol, plus 1 ml d’acide sulfurique). 

IV.3.1.2. Chromatographie liquide haute performance (HPLC)  

L’analyse de la richesse de l’extrait éthanolique est réalisée par chromatographie liquide haute 

performance (HPLC) analytique à l’aide d’un appareil de type Shimadzu LC8 muni d’un 

détecteur UV-Visible à longueur d’onde variable et équipé d’une colonne de type phase inverse 

(silice greffée C18), avec un diamètre de 2,1cm et 50 cm de longueur. A température ambiante, 

10µl de l’extrait brut, préalablement filtrés sur une membrane de 0,45 µm sont injectée afin 

d’avoir une idée sur la nature et le nombre de molécules à isoler.  

IV.3.1.3.  Chromatographie liquide sous vide (VLC)  

Cette technique est utilisée pour obtenir un fractionnement grossi de l’extrait brut. Elle est 

rapide, facile à mettre en œuvre et elle a l’avantage de consommer moins de solvants que les 

méthodes chromatographiques classiques. 

La rapidité de cette méthode évite les phénomènes d’isomérisations observées souvent dans le 

cas de la chromatographie sur colonne. La silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (63-200 μm), 

est mise dans une colonne en forme d’entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté n° 3 

(porosité), au bas duquel est appliquée une pression pour accélérer le débit d’élution. 

La silice conditionnée dans l’entonnoir cylindrique doit avoir un poids 30 fois supérieur de celui 

de l’extrait à déposer à la surface de la phase stationnaire (pour 1g d’échantillon on utilise 30 g 

de silice). 

IV.3.1.4. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)  

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, deux types de phases stationnaires ont été 

mises en œuvre. La taille et le diamètre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité 

d’échantillon à purifier et de la résolution souhaitée. 

Les phases stationnaires utilisées sont : 

 Une silice Kieselgel Merck (70-230 mesh). La quantité de silice utilisée est 

généralement 40 fois supérieure à la quantité d’échantillon déposée. 

 Sur polyamide SC6.  
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IV.3.2. Méthodes d’analyses physico-chimiques  

IV.3.2.1. Spectrophotométrie UV-visible  

Les spectres UV-visible des composés isolés sont enregistrés dans le MeOH sur un 

spectrophotomètre (NICOLET evolution 100). Grâce à son monochromateur, le lecteur offre 

une grande sensibilité aux essais. 

 Pour l’évaluation de l’activité antioxydante, un lecteur de microplaque de type Perkin Elmer 

(EnSpire Alpha Plate Reader) multimode, des microplaques en plastique de 96 puits et des 

micropipettes réglables ont été utilisés au cours de l’exploration de l’activité antioxydante.   

IV.3.2.2. Spectroscopie de RMN 

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN-1H et 13C) ont 

été enregistrés à 500 et 125 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-500 ou à 600 et 

150 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-600 équipé d’une cryoplateforme. Les 

microprogrammes BRUKER et le logiciel de traitement des données Topspin 2.1 sont 

appliqués. 

Les échantillons ont été solubilisés dans le méthanol deutéré CD3OD dans des tubes analytiques 

de 5 mm de diamètre. 

Les déplacements chimiques (δ) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS), 

les constantes de couplage sont exprimées en Hz. 

 

IV.4. Etude phytochimique de la plante du genre Tuberaria  

IV.4.1. Extraction par macération à froid  

La matière végétale, séchée et broyée (1000 g) a été macérée dans un mélange hydroalcoolique 

: Ethanol/Eau (80 : 20 ; (v/v)) pendant 48 heures à température ambiante. La solution extractive 

obtenue est concentrée par évaporation pour donner 135,623 g d’extrait brut. Le protocole suivi 

figure dans les photos ci-dessous (Fig. 20 ; 21). 

 
Figure 20 : Etapes de macération et de filtration des parties aériennes de la plante 
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IV.4.2. Fractionnement de l’extrait éthanolique brut de la plante du Genre 

Tuberaria : 

26 g de l’extrait éthanolique des parties aériennes de Tuberaria ont été fractionnés par VLC en 

phase inverse C18 (Fig. 22) avec l’éluant H2O-MeOH (70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100 : v/v). 

Des fractions de 150 ml (×3) sont recueillies pour chaque mélange.  

 

 

Avant d’entamer la séparation chromatographique, nous avons procédé à des tests 

chromatographiques sur couche mince de gel de silice normale avec les systèmes 80 :20 

(CHCl3 : MeOH) et 70 : 30 : 4 (CHCl3 : MeOH : H2O). Les CCM ont été examinées à la lumière 

UV et révélées à la vanilline sulfurique à 1% puis chauffées à 100 °C. 13 fractions (Fig. 23) ont 

été recueillies (Tab. 6). 

 

 

 

 

Figure 21 : Procédé de concentration des filtrats hydroalcooliques  

Tuberaria 

 

Figure 22 : Procédé du fractionnement de l’extrait éthanolique par VLC 
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Tableau 6 : VLC sur C18 de l’extrait éthanolique des parties aériennes de Tuberaria 

Eluant Fractions regroupées Masse (g) 

 

Eau/MeOH (70/30) 

F70/30 [1] 7.0713 

F70/30 [2] 6.7771 

F70/30 [3] 1.4415 

 

Eau/MeOH (60/40) 

F60/40 [1] 0.5234 

F60/40 [2] 1.2996 

F60/40 [3] 1.2409 

 

Eau/MeOH (40/60) 

F40/60 [1] 0.5365 

F40/60 [2] 1.3568 

F40/60 [3] 0.6069 

 

Eau/MeOH (20/80) 

F20/80 [1] 0.189 

F20/80 [2] 0.2873 

F20/80 [3] 0.1053 

MeOH pur (100%) F [100MeOH] 0.372 

 

 

Figure 23 : CCM récapitulatif des fractions de la VLC de l’extrait éthanolique (Système d’élution : 

CHCl3 : MeOH : H2O (70 :30 :4)) 

Une grande similitude observée entre le profil CCM des fractions F40/60 [3] et F20/80 [1] et 

celui des fractions F20/80 [2] et [3] nous a permis de les réunir en deux fractions : 

 Fraction F (a) : L’ensemble des fractions F20/80 [2] et [3]. 

 Fraction F (b) : L’ensemble des fractions F40/60 [3] et F20/80 [1]. 

 

Nous avons choisi à étudier ces deux fractions car le profil CCM a montré une richesse en 

polyphénols. 
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 La fraction F(a) : 

La fraction F(a) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase normale éluée 

avec un gradient de CHCl3/AcOEt [100:0- 50:50] (Fig. 24). Des fractions de 50 ml ont été 

recueillies et réunies selon leur profil CCM en phase normale réalisée dans le CHCl3/ MeOH 

[80:20] pour donner les composés Tb1 et Tb2. 

 

 

Figure 24 : Evolution de la chromatographie sur colonne de gel de silice. 

 

 La fraction F(b) : 

Le composé Tb3 est issu, après une purification successive, de la fraction F(b) (0,7187g) par 

une CC de polyamide éluée par un mélange à différents gradients de toluène/méthanol (100:0 

– 70:30), suivie d’une CC de gel de silice en phase normale éluée par un mélange isocratique 

AcOEt /MeOH/H2O (100:10 :5). 

 

Figure 25 : Plaques CCM des composés purs : Tb1, Tb2 et Tb3 
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IV.5. Evaluation de l’activité antioxydante de l’espèce du genre Tuberaria 

Au cours de ce travail, nous nous sommes particulièrement intéressés à la purification des 

flavonoïdes. Ceux-ci sont connus pour être de bons composés antioxydants, en ce sens, il nous 

a paru intéressant d’estimer le potentiel antioxydant de l’extrait brut éthanolique ainsi que des 

cinq fractions issues de celui-ci : F60/40 [2] et [3], F40/60 [2] et [3] et F20/80 [1]. (Fig. 26). 

Quant aux fractions 20/80 [2] et [3] qui n’ont pas été sélectionnées malgré leur teneur 

considérable en flavonoïdes est expliqué par leur épuisement lors d’un processus de purification 

sur une colonne de gel de silice. 

 

 

Figure 26 : les fractions sélectionnées pour une évaluation antioxydante à partir du CCM récapitulatif 

observé sous 254 nm (1) et sous 365 nm (2). 

Dans notre étude, la mise en évidence de l’activité antioxydante in vitro de l’extrait éthanolique 

et des cinq fractions a été réalisée par cinq essais complémentaires à savoir :  

 L’activité antiradicalaire pour le radical libre DPPH• 

 L’activité antiradicalaire pour le radical-cation ABTS+• 

 L’activité antiradicalaire pour le radicale superoxyde O2•-par la méthode DMSO alcalin 

 Le pouvoir réducteur de cuivre CUPRAC 

1 F1 F2 F3 F2 F3 

F2 F3 F2 F3 F1 

60/40 40/60 20/80 

40/60 60/40 20/80 

Réf 

EB 

EB 

Réf 

2 
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 Le pouvoir réducteur de fer Reducing Power 

Les résultats, sauf pour le dosage CUPRAC et Pouvoir réducteur, ont été enregistrés à la 

concentration 50% d'inhibition (IC50). L'activité antioxydante des extraits testés a été comparée 

à celles des standards (le BHA et le BHT). 

L’indice IC50 se définit comme étant la concentration nécessaire de l’antioxydant pour piéger 

50% de radicaux DPPH•/ABTS+•/O2•- alors que A0,5 correspond à la concentration de 

l’antioxydant pour laquelle l’absorbance vaut 0,5. Ces deux indices sont donnés en µg/ml de 

milieu réactionnel, du coup la capacité antioxydante d’un échantillon est d’autant plus élevée 

que son IC50 ou A0,5 est petit. 

IV.5.1. Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH) 

L’activité du balayage du radical DPPH• a été mesurée par spectrophotométrie selon le 

protocole décrit par (Blois., 1958) avec une légère modification (Öztürk et al., 2011). Ainsi, 

40 µl de chaque échantillon à des concentrations décroissantes, y compris le BHA et le BHT, 

ont été additionnés à 160 µl d’une solution méthanolique de DPPH (0,1mM) préalablement 

déposée dans chacun des puits d’une microplaque. Un témoin négatif est préparé en parallèle 

en remplaçant les 40 µl d’échantillon par du méthanol. Suite à une incubation à température 

ambiante et à l’obscurité pendant une trentaine de minutes, l’absorbance est mesuré à 517 nm. 

On note que chaque dépôt faisait l’objet de trois répétitions. 

L’activité de piégeage du radical est calculée en tant que pourcentage de décoloration de DPPH 

selon cette équation : 

 

 

Où ADPPH est l’absorbance de la solution DPPH, et AExtrait est l’absorbance de l’échantillon à 

une concentration donnée. 

IV.5.2. Test de piégeage de l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique) (ABTS•+) 

Le protocole suivi pour cette activité est celui décrit par (Re et al., 1999) avec des volumes 

ajustés pour une manipulation sur microplaque de 96 puits. Pour cela, 40 µl d’échantillon de 

chaque concentration sont introduits dans 3 puits alignées sur les quelles 160 µl de solution 

APR (%) = [(ADPPH – AExtrait) / ADPPH] x 100  
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ABTS fraichement préparée sont ajoutés. Cette opération est aussi valable pour les deux 

standards employés. Un blanc est parallèlement préparé suivant les mêmes volumes tout en 

mettant du méthanol à la place de l’échantillon testé. L’absorbance est ensuite mesurée à 734 

nm après 10 minutes d’incubation. 

Le pourcentage de l’activité antiradicalaire est calculé suivant cette formule : 

 

 

IV.5.3. Test de piégeage du radicale superoxyde O2•- par la méthode DMSO 

alcalin 

L’activité Superoxyde DMSO alcalin est déterminée par la méthode établie par (Rao et 

Kunchandy., 1990). Brièvement, 40 µl de chaque échantillon et de standard sont mixés à 130 

µl de DMSO alcalin puis à 30 µl de NBT dans chacun des puits de la microplaque. Après avoir 

soumis les mélanges réactionnels à une agitation, l’absorbance est mesurée à 560 nm. Il faut 

noter que chaque dépôt est triplé aussi bien pour les extraits que pour le blanc.  

Le pourcentage de l’activité antiradicalaire est calculé selon la formule suivante : 

 

 

IV.5.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de l’ion cuprique 

(CUPRAC) 

L’activité antioxydante par réduction cuprique des extraits a été déterminée par la méthode 

CUPRAC (Apak et al., 2004). Dans les plaques de 96 unités, des solutions ont été ajoutées : 

50 μl de Cu(II) (10 mM), 50 μl de néocuproïne (7.5 mM), 60 μl de tampon NH4Ac (1 M, pH = 

7), et 40 μl de l’extrait à différentes concentrations. Après une heure du temps et à l’aide d’un 

lecteur de microplaques, l’absorbance a été enregistrée à 450 nm. Les résultats ont été calculés 

à titre de A0.5 (µg/ml) correspondant à la concentration indiquant 0,50 d’absorbance. 

 

 

AA (%) = [1-(AExtrait / Ablanc)] x 100  

 

AA (%) = [(AExtrait – AContrôle) /AExtrait] x 100  
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IV.5.5. Test de la capacité antioxydante par réduction de fer (Pouvoir 

réducteur) 

L’activité de réduction de l’ion ferrique est déterminée par la méthode de (Oyaizu.,1986) avec 

une légère modification. Elle consiste à déposer 10 µl des échantillons à concentrations 

décroissantes dans des puits d’une microplaque en veillant à ce que l’opération soit reproduite 

de façon triple. Par la suite, chaque puit reçoit 40 µl de tampon phosphate puis 50 µl de 

K3Fe(CN)6. Les mélanges sont ensuite destinés à une incubation à l’étuve à 50°C pendant une 

vingtaine de minute. Au bout de l’incubation, 50 µl de TCA, 40 µl de H2O et 10 µl de FeCl3 

sont rajoutés au milieu réactionnel l’un après l’autre.  

Un blanc sans échantillon est préparé dans les mêmes conditions. L’enregistrement des 

absorbances est effectué à une longueur d’onde de 700 nm. L’activité réductrice est ensuite 

calculée à A = 0,5. 

IV.6. Analyse statistique 

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyennes ± déviation standard (SD). Les 

valeurs de IC50/A0,5 ainsi que les représentations graphiques ont été réalisées par le logiciel 

OriginePro 8. Plus elles sont petites, plus l’activité antioxydante des extraits est grande.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats et Discussion 
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V.1. Rendement d’extraction 

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des principes actifs dissouts dans un 

solvant organique et/ou aqueux utilisé pour l’extraction. Il est déterminé à partir du poids de 

l’extrait sec par rapport au poids de la matière végétale sèche réduit en poudre. (Abe et al., 

2010). Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport à la quantité de matière 

sèche selon la formule :  

R (%) = [M1/ M0] x 100 

R % : Rendement en extraits exprimée en g /100g de matière sèche,   

M1 : quantité de l’extrait récupérée exprimée en g,   

M0 : quantité de la poudre végétale utilisée pour l’extraction exprimée en g, 

 

Le processus de macération nous a permis d’extraire à partir de 1000 g (M0) des parties 

aériennes de la plante du genre Tuberaria une masse (M1) de 135,623 g de couleur marron 

foncée très visqueuse, qui donne un rendement à l’ordre de 13,5623%. 

La valeur du rendement dépend de plusieurs facteurs tels que : structure et pH du sol, salinité 

du lieu de récolte, température, air, altitude…etc. Comme elle peut être liée aux conditions 

expérimentales. En effet, la présence d’eau (20% en ce qui concerne notre cas) dans le solvant 

d’extraction déstabilise les parois cellulaires grâce à son moment dipolaire plus fort que celui 

des alcools. Par conséquent, en pénétrant plus profondément dans la matrice végétale, le solvant 

peut entrer au contact avec une quantité plus grande de solutés, favorisant ainsi l’extraction 

(Penchev et al., 2010).  

V.2. Description des profils chromatographiques par HPLC 

Une fois le totum brut est obtenu, une analyse chromatographique par HPLC a été faite en 2 

langueurs d’onde (205nm/254 nm) avec gradient (H2O /Acétonitrile) allant de (95 :5 ; v : v) à 

(20 : 80 ; v : v) pendant 60min. 

L’observation des profils chromatographiques de l’extrait éthanolique brut des parties aériennes 

de l’espèce du genre Tuberaria par HPLC, montre bien la richesse de ce dernier en métabolites 

secondaires notamment les composés phénoliques qui ont une bonne absorption à 205 et 254 

nm (Fig. 27), d’où l’intérêt de le soumettre à une investigation phytochimique. Le 

chromatogramme montre également 2 séries de composés :  
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 Les composés polaires qui arrivent en premier lieu de 1 à 24 min. 

 Les composés apolaires qui sortent en dernier de 32 à 58 min.  

      

 

Figure 27 : Profile HPLC de l’extrait éthanolique à 205 et 254 nm. 

V.3. Séparation et Purification 

26 g d’extrait brut ont été initialement fractionnés par une chromatographie liquide sous vide 

(VLC) sur gel de silice greffée RP-18. L’élution effectuée dans un mélange eau-méthanol à 

différents gradients (70/30 à 0/100) nous a permis de récolter treize fractions. 

Trois fractions (F[1], F[2] et F[3]) éluées dans un gradient 20/80 et une fraction (F[3]) éluée 

dans un gradient 40/60 sont jugées riches en composés flavoniques grâce à un profil CCM 

observé sous lampe UV à deux longueurs d’onde 254 et 365 montrant des taches noires et 

mauves sombres respectivement, d’où notre choix de les soumettre à un fractionnement par une 

chromatographie sur colonne ouverte (CC) sur gel de silice et sur gel de polyamide, en vue de 

purifier et d’identifier leurs métabolites (Fig. 28). 
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La mise en œuvre de différents procédés de séparation et de purification par l’emploi des 

techniques chromatographiques et la précipitation, a permis d’isoler 3 composés purs. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : les étapes de purification à partir de l’extrait éthanolique. 

 

V.4. Elucidation structurale des composés isolés 

Les structures des produits isolés ont été élucidées principalement par l’utilisation des 

techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton1H et du carbone 13C à une 

dimension, et à séquences multi-impulsionnelles à deux dimensions homonucléaires 1H-1H 

COSY, et hétéronuclaires 1H-13C HSQC, 1H-13C HMBC, aussi par spectrométrie UV-Visible 

rotatoire et par comparaison avec les données de la littérature. 

L’interprétation des spectres UV enregistrés dans le méthanol et/ou en présence de réactifs 

spécifiques s’appuie sur des règles très connues pour les flavonoïdes ; règles décrites par 

26 g de l’extrait éthanolique  

VLC RP-18 

Système d’élution H2O /MeOH 

(70/30 à 0/100) 

 

F(b) : 0,7187 g 

F3     (40/60) 

F1     (20/80) 
 

  
(20/80) 

F2 

F3  
 
F(a) : 0,3000 g 

CC Silice 

CHCl3/Acétone 

(85/15) 

CC Polyamide 

Toluène/MeOH 

 

 Tb1 

1,4 mg 

 

 

SF 55-56    

SF 57-58    
 

(88/12) 

 

 

 Tb2 

5,6 mg 

 

0,3928 g 

CC Silice 

Acétate d’éthyle/MeOH/H2O 

(10/1/0,5) 

 Tb3 

11,5 mg 
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 (Jurd et al.1962) reprises par (Mabry et al.1970) et complétées par (Voirin., 1983). 

 

V.4.1. Structure du composé Tb2 

Le composé Tb2 se présente sous forme d’une poudre jaune se révèle en jaune après révélation 

par une solution acide et chauffage à 100 °C. Sa fluorescence noire violette sous lampe UV à 

365 nm est caractéristique d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3 (3-OR) 

Cette hypothèse structurale est confirmée sur le spectre UV (Fig. 29) enregistré dans le 

méthanol, par la présence de deux bandes d’absorption maximale à 314 nm (bande I) et 269 nm 

(bande II). 

L’ajout du NaOH montre un effet bathochrome (∆λ = +52 nm) de la bande I (Tab. 7), indiquant 

la présence d’un OH libre en position C4′. L’apparition d’une nouvelle bande à 311 nm dans le 

même spectre indique la présence d’un OH libre en position 7 (Mabry et al., 1970). L’addition 

de NaOAc provoque un déplacement bathochromique de la bande II de 8 nm par rapport au 

spectre MeOH confirmant ainsi la présence d’un OH libre en position 7. 

Le déplacement bathochrome de la bande I de 85 nm, observé après addition de AlCl3+ HCl 

comparativement à celui enregistré dans le méthanol confirme la présence d’un OH libre en 5. 

Pas de déplacement hypsochrome de la bande I, en comparant les spectres AlCl3 + HCl et AlCl3, 

ce qui prévoit l’absence de système orthodihydroxyle sur le noyau B. 

Ces données sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour le 

kaempférol substitué en position 3 (Mabry et al., 1970). 
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Figure 29 : Série spectrale UV du composé Tb2. 

 

Les données relatives à la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau 7 

Tableau 7 : données spectrales UV du composé Tb2. 

 

Réactifs 

 

Bande I (nm) cycle B Bande II (nm) cycle A Autres bandes 

MeOH 314 269 _ 

NaOH 366 275 311 

NaOAc 313 277 366 

NaOAc+H3BO3 315 271 _ 

AlCl3 312 272 400 

AlCl3+HCl 310 278 399 

 

Bande I 

Bande II 

λmax 
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La nature de ce composé est mise en évidence une fois de plus par l’analyse du spectre RMN 

13C (Fig. 30) qui révèle l’existence d’un nombre important de signaux entre 93 et 178 ppm 

attribués aux carbones aromatiques de ce flavonoïde. 

 

Figure 30 : Spectres de RMN 13C du composé Tb2 dans CD3OD. 

L’analyse du spectre de RMN 1H (Fig. 31) du composé Tb2 montre la présence de quatre 

signaux pour six protons aromatiques caractéristiques de la génine kaempférol : 

- Un doublet à 8,82 ppm d’intégration 2H (J= 8,7 Hz) caractéristique des protons en couplage 

ortho H-2' et H-6'. 

- Un doublet à 6,88 ppm d’intégration 2H (J= 8,7 Hz) caractéristique des protons en couplage 

ortho H-3' et H-5' 

- UN doublet à 6,16 et un singulet à 6,34 ppm d’intégration 1H chacune, correspondent 

respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A.  

 

 

Figure 31 : Spectres de RMN 1H du composé Tb2 dans CD3OD. 
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A partir des protons cités précédemment, l’expérience HSQC (Fig. 32) permet d’identifier les 

carbones C-2' (δC 130,8), C-5' (δC 114,7), C-6 (δC 98,6) et C-8 (δC 93,4).  

 

 

Figure 32 : Spectre HSQC (zone génine) du composé Tb2 dans CD3OD 

 

En dehors des signaux correspondants à la génine, l’analyse du spectre de RMN 1H permet de 

repérer un proton anomérique résonnant à 5,40 (d, J = 7,8 Hz). Ces données suggèrent la 

présence d’une seule unité osidique. 

A partir du proton anomérique à 5,40 ppm (d, J = 7,8 Hz), l’expérience COSY (Fig. 33) permet 

de mettre en évidence la présence de sept protons d’un hexose. Les constantes de couplage 

vicinales, mesurées à partir du spectre de RMN 1H, entre les protons H-1' et H-2' (J=7,8 Hz), 

H-2' et H-3' (J =8,0 Hz), H-3' et H-4' (J = 9,1 Hz) et H-4' et H-5' (J = 9,1 Hz) sont toutes 

supérieurs à 7 Hz, ce qui indique qu’ils sont tous trans-diaxiaux. Ceci est caractéristique d’un 

β-D-glucopyranose. 
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Figure 33 : Spectre COSY du composé Tb2 dans CD3OD 

 

Le glucose est fixé sur la génine kaempférol en position 3 comme l’atteste la corrélation HMBC 

(Fig. 34) entre le carbone C-3 et le proton anomérique H-1'' du glucose.  

 

 

Figure 34 : Spectre HMBC du composé Tb2 dans CD3OD 

Le spectre RMN-1H montre également, à part les signaux des protons kaempférol glycosylé en 

position 3 : 
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Des signaux aromatiques à δH 7,34 (2H, d, J = 8,1 Hz) δH 7,51 (2H, d, J = 8,5Hz), δH 6,82 (2H, 

d, J = 8,3 Hz), et δH 6,84 (2H, d, J = 8,3 Hz), caractéristiques de deux noyaux aromatiques para-

substitués, correspondant aux protons H-2"'/H-6'", H-2"''/H-6'"', H-3"'/H-5'" et H-3"''/H-5'"' 

respectivement. 

- Des signaux des protons oléfiniques à δH 6.11 (H-8"'), δH 6.45 (H-8"'') et δH 7.44 (H-7"') et 

δH 7.72 (H-7"'') sont visualisés aussi sur le spectre RMN 1H, de plus la constante de couplage 

entre leurs doublets (J =16.0 Hz) indiquent une géométrie trans d’une liaison β. Ces données 

attestent de la présence de deux groupements p-coumaroyl. 

 

Deux groupements p-coumaroyl 

Le déblindage des protons H-3" (δH 5.16) et H2-6"[H- 6"a (δH4.26), H-6"b (δH 4.35)] du β-D-

glucopyranoside [δH 4,32 (dl, J = 11,2 Hz), H- 6"a, 4,21 (dd, J = 11,2 ; 6 Hz), H-6"b] indique 

que les carbones C-3" et C-6" sont acylés par les groupements coumaroyl. 

 

La corrélation en HMBC entre H2-6" et C-9"' indique que le carbone C-6" est acylé par le 

groupement coumaroyl. De même, un carbonyle résonnant a δC 167.5 ppm corrèle avec les 

protons le proton H-3" du glucose confirme l’attachement du deuxième groupement coumaroyl 

en C-3" du glucose (Fig. 35).  
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Figure 35 : Spectre HMBC du composé Tb2 dans CD3OD 

 

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison avec les données trouvées dans 

la littérature, nous permettent de déterminer la structure du composé Tb2 comme étant le 

kaempférol 3-O-(3",6"-di-O-E-p-coumaroyl)- β-D-glucopyranoside. 

Ce composé est isolé pour la première fois de l’espèces Stenochlaena palustris (Burm.) 

(Pteridaceae) (Chear et al., 2016) puis d’Halimium halimifolium (L.) Wilk (Cistaceae) (Kerbab., 

2017) mais il a été identifié pour la première fois dans le genre Tuberaria. 

 

Kaempférol 3-O-(3",6"-di-O-E-p-coumaroyl)- β-D-glucopyranoside (Tb2) 
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Tableau 8 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du composé 

Tb2 dans CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.4.2. Structure du composé Tb3 

Ce composé est obtenu sous forme d’une poudre jaune visible en UV à 254 et 366 nm, il se 

colore en jaune par pulvérisation de l’acide sulfurique et chauffage. La fluorescence violette 

sombre du composé Tb3 sous la lampe UV à 365 nm suggère qu’il s’agit d’une flavone ou 

flavonol substitué en 3 (3- OR) (Mabry et al., 1970). 

Le spectre UV de Tb3 dans le méthanol présente deux bandes d'absorbance maximales : la 

bande I à 360 nm et la bande II à 257 nm (Fig. 36), attestant de la présence d’un squelette 

flavonol-3-OR         

L’ajout du NaOH induit un déplacement bathochromique de 46 nm pour la bande I avec 

augmentation de son intensité lumineuse indiquant la présence d’un OH libre en position C4′. 

L’apparition d’une nouvelle bande à 324 nm dans le même spectre est expliquée par la présence 

d’un groupement OH libre en position C7.  

L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochromique de la bande II de 16 nm par 

rapport au spectre MeOH confirmant ainsi la présence d’un OH libre en position C7. 

La présence du système orthodihydroxy sur le noyau B est expliquée par le déplacement 

hypsochrome de la bande I (9 nm) en comparant les deux spectres AlCl3 et AlCl3+ HCl et par 

le déplacement bathochrome (21 nm) de la bande I dans le spectre NaOAc + H3BO3 par rapport 

au spectre MeOH. 

Position δC δH (m, J= Hz)  δH (m, J= Hz) δC  δH (m, J= Hz) δC  δH (m, J= Hz) δC 

2 157,9 - 3-O-B-D-Glc 3"-O-(E)-p-coumaroyl 6"-O-(E)-p-coumaroyl 

3 133,7 - 1" 5,40 (d, 7,8) 102,3 1a - 125,9 1b - 125,7 

4 177,9 - 2" 3,71 (t, 8,0) 72,7 2a 7,51 (d, 8,5) 129,8 2b 7,34 (d, 8,5) 129,8 

5 161,6 - 3" 5,16 (t, 9,9) 77,3 3a 6,84 (d, 8,3) 115,4 3b 6,82 (d, 8,3) 115,4 

6 98,6 6,16 (d, 2,0) 4" 3,58 (t, 9,1) 68,8 4a - 
159,8

6 

4b 
- 

159,8 

7 164,6 - 5" 3,63 m 74,3 5a 6,84 (d, 8,3) 115,4 5b 6,82 (d, 8,3) 115,4 

8 93,4 6,34 (s, large) 6" 

4,26 (dd, 11,2-

6,2) 

 

4,35 (d large, 

11,7) 

62,6 6a 7,51 (d, 8,5) 

129,8 6b 

7,34 (d large, 8,5) 

129,8 

9 157,0 -    7a 7,72 (d, 16,0) 145,3 7b 7,44 (d, 16,0) 145,2 

10 104,2 -    8a 6,45 (d, 16,0) 114,0 8b 6,11 (d, 16,0) 113,1 

1' 121,3 -    9a - 167,5 9b - 167,2 

2' 130,8 8,82 (d, 8,7)          

3' 114,7 6,88 (d, 8,7)          

4' 160,2 -          

5' 114,7 6,88 (d, 8,7)          

6' 130,8 8,82 (d, 8,7)          
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Le spectre UV enregistré dans le chlorure d’aluminium acidifié (AlCl3+HCl) est caractérisé par 

un déplacement bathochromique de 42 nm de la bande I comparativement au spectre enregistré 

dans le MeOH neutre (Tab. 8), ce qui attribue un autre groupe OH libre à la position C5. Ces 

données spectrales UV concordent avec celles rapportées dans la littérature pour la quercétine 

substituée en position C3 (Mabry et al., 1970).   

Ces données permettent de suggérer partiellement au composé 3, la structure ci-dessous : 
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Figure 36 : Série spectrale UV du composé Tb3 
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Tableau 9 : données spectrales UV du composé Tb3 

 

Réactifs 

 

Bande I (nm) cycle B Bande II (nm) cycle A Autres bandes 

MeOH 360 257 _ 

NaOH 406 272 324 

NaOAc 380 273 _ 

NaOAc+H3BO3 381 263 _ 

AlCl3 411 265 _ 

AlCl3+HCl 402  269 368  

 

Le spectre de RMN 1H (Fig. 37) du composé Tb3 montre cinq protons aromatiques 

caractéristiques de la quercétine : 

- Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier à δH 6,22 (J = 2,0Hz), le second à δH 6,42 

(J= 2,0Hz) attribuables à H-6 et H-8, respectivement, pour le cycle A. En outre, le cycle B est 

présenté par des signaux d’un système ABX à δH 6,88, 7,61 et 7,86, caractéristiques 

respectivement des protons H-5' (d, J = 8,5 Hz), H-6' (dd, J = 8,5 - 2,1 Hz) et H-2' (d, J = 2,1 

Hz.). En plus des signaux de la quercétine, un signal d’un proton anomérique a δH 5,18 ppm (d, 

J = 7,8 Hz). 

 

Figure 37 : Spectres de RMN 1H du composé Tb3 dans CD3OD. 
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L’analyse combinée des spectres de RMN COSY, HSQC et HMBC du composé Tb3 permet 

de retrouver les mêmes signaux osidiques décrits pour la partie osidique du flavonoïde Tb2, il 

s’agit donc d’un β-D-glucopyranose. 

La corrélation observée sur le spectre HMBC (Fig. 38) entre le proton anomérique et le carbone 

C-3 confirme bien la substitution du carbone C-3 par le glucose. 

 

 

Figure 38 : Spectres HMBC du composé Tb3 dans CD3OD.  

 

Cette structure s’est avérée identique à celle de la quercétine-3-O-β-D-glucopyranoside. Ce 

composé appelé Isoquercitrine (Isoquercétrine) a été isolé antérieurement des espèces 

appartenant à la famille Cistaceae comme Helianthemum glomeratum (Calzada et Alanis., 

2007), Helianthemum sessiliflorum (Benabdelaziz et al., 2015), Cistus ladanifer (Lorente et 

al., 1992), Cistus incanus (Riehle et al., 2013) et Tuberaria lignosa (Pinela et al., 2012). 
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Quercétine-3-O-β-D-glucopyranoside (Tb3) 

 

 

Tableau 10 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du composé 

Tb3 dans CD3OD. 

Position δC δH (m, J= Hz) Position δC δH (m, J= Hz) 
2 157,4 - Glc en C-3  
3 134,4 - 1" 104,0 5,18 (d, 7,8) 
4 178,1 - 2" 71,7 3,84 (dd, 9,3-7,7) 
5 161,6 - 3" 73,7 3,59 (dd, 9,0-2,8) 
6 98,5 6,22 (d, 2,0) 4" 68,6 3,88 (dl, 2,9) 
7 164,8 - 5" 75,8 3,50 (dd, 6,1) 
8 93,3 6,42 (d, 2,0) 6" 60,5 3,58 (dd, 11,4-6,3) 
9 157,1 -   3,67 (dd, 11,3-5,9) 

10 104,2 -    

1' 121,5 -    

2' 116,4 7,86 (d, 2,1)    

3' 144,4 -    

4' 148,6 -    

5' 114,7 6,88 (d, 8,5)    
6' 121,5 7,61 (dd, 8,5-2,1)    

 

V.5. Evaluation du potentiel antioxydant 

Selon la recherche bibliographique et compte tenu de la complexité des mécanismes 

d’oxydation (Huang et al., 2005 ; Prior et al., 2005), il est bien claire qu’une seule méthode 

n’est pas suffisante pour caractériser le potentiel antioxydant d’un échantillon. Il nous a fallu 

donc une combinaison de cinq méthodes complémentaires basées sur deux mécanismes 

d’action ; un effet scavenger (DPPH, ABTS, DMSO Superoxyde) et une activité réductrice du 

fer (pouvoir réducteur) et du cuivre (CUPRAC). Ces tests ont montré visiblement un 
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changement de couleur qui a été analysé par spectrophotométrie à des longueurs d’onde 

spécifiques. Les antioxydants de référence utilisés sont bien le BHA et le BHT. 

 Nous présentons ci-dessous, les résultats des différentes activités antioxydantes de l’extrait 

brut ainsi que des cinq fractions choisies à partir de la VLC. 

V.5.1. Test de l’activité scavenger du radical DPPH• 

Ce test a pour objectif d’évaluer l’activité inhibitrice des échantillons sur un radical stable 

DPPH• dissous dans une solution méthanolique. En effets, les résultats de l’absorbance des huit 

échantillons testés, y compris le BHA et le BHT, sont obtenus après une lecture à 517nm. Ceux-

ci ont permis de tracer les courbes de pourcentage d’inhibition de chaque échantillon en 

fonction de leurs concentrations (Fig. 39).   
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Figure 39 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPH• 

Cette figure révèle que tous les échantillons testés ont une activité antiradicalaire dose 

dépendante vis-à-vis du DPPH•, jusqu’à ce qu’ils atteignent la région asymptotique de la courbe 

qui se caractérise par une inhibition presque totale des radicaux DPPH•. Cette zone est précoce 

pour le BHA, F60/40 [2] et F60/40 [3] (~12 µg/ml). Elle est un peu tardive pour les autres 

échantillons (~25 µg/ml) et plus tardive pour le BHT qui montre une activité dose indépendante 

à partir de 50 µg/ml. 
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Les résultats obtenus ont été également utilisés pour la détermination de la valeur de IC50, ce 

qui permettra par la suite une évaluation de l’activité des échantillons par rapport à celles des 

deux standards. 

 Détermination des IC50  

Les valeurs de IC50 exprimées en µg/ml sont déterminées graphiquement à l’aide d’un logiciel 

statistique (OriginePro 8) permettant une analyse de la droite de régression non linéaire des 

pourcentages d’inhibition en fonction du logarithme décimal des différentes concentrations 

préparées (Fig. 40). Plus la valeur de IC50 est faible plus l’activité antioxydante de l’échantillons 

est forte.  
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Figure 40 : les CI50 des échantillons testés classées par ordre croissant (DPPH). 

Les résultats d’IC50, inversement proportionnelles à l’activité antiradicalaire, sont compatibles 

avec le niveau de décoloration de la solution DPPH (Fig. 41) 
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Figure 41 : Photo prises lors du dosage de l’activité antiradicalaire DPPH 

A partir des valeurs d’IC50, on constate que tous les échantillons testés possèdent un potentiel 

antioxydant intéressant vis-à-vis du DPPH• qui peut même dépasser celui des standards. C’est 

le cas par exemple de la F60/40 [3] qui a une concentration d’inhibition de l’ordre de 3,56±0,15 
µg/ml, comparable à celle du BHA (=3,67±0,18 µg/ml), et deux fois moins élevée à celle du 

BHT (= 7,53±1,26 µg/ml). Concernant la F60/40 [2], son pouvoir antioxydant s’est traduit par 

une valeur d’IC50 (= 4,3±0,05 µg/ml) assez proche du standard BHA. Alors que les F40/60 [2], 

F20/80 [1] et F40/60 [3] ont montré une activité proche du BHT. 

D’autre part, l’extrait brut éthanolique s’est avéré moins actif par rapport aux autres fractions 

avec une IC50 = 11,93±0,38 µg/ml, 3 fois moins importante à celle du BHA. Ceci peut 

s’expliquer par les interactions antagonistes entres les différents composés de la plante.      

En comparant ces résultats du test DPPH à ceux de (José et al., 2012), qui rapportent des valeurs 

d’IC50 >50 µg/ml pour l’espèce Tuberaria lignosa testé sous forme d’extrait aqueux (décoction 

et infusion), il est bien évident que notre espèce détient un fort potentiel antioxydant attribuable 

à sa richesse en polyphénols, plus particulièrement en composés flavoniques.  

Par ailleurs, l’activité antioxydante de notre extrait brut est significativement supérieure à celles 

des extraits aqueux et méthanolique des feuilles de 11 espèces du genre Helianthemum 

(Cistaceae) obtenues par les travaux de (Rubio-Moraga et al., 2013) avec des IC50 comprises 

entre 25,3 et 66,2 µg/ml.  

Il est à signaler que l’activité antioxydante de l’extrait éthanolique des parties aériennes de 

l’espèce Helianthemum confertum s’est manifestée très active comparativement à notre espèce 

avec une valeur d’IC50 de 0,0031 µg/ml (Palici., 2016). 
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Selon (Turkmen et al., 2007) les polyphénols semblent être des donateurs efficaces 

d'hydrogène au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.  

V.5.2. Test de l’activité scavenger du radical l’ABTS•+ 

L’activité scavenger des échantillons a été également étudiée en utilisant l’ABTS•+. Ce dernier 

doit être généré avant l’ajout des échantillons afin d’éviter l’interférence des composés dans la 

formation du radical ce qui conduit à une surestimation de la capacité antioxydante (Katalinic 

et al., 2006) Après avoir additionné les extraits et les standards, une décoloration de la solution 

ABTS s’est produite (Fig. 42), ce qui indique l’existence d’une activité scavenger des 

échantillons testés. 

Afin de calculer les concentrations inhibitrices de chaque échantillon à 734 nm, un traitement 

des résultats de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations est réalisé par 

OriginePro 8 (Fig. 43 ; 44).  

A cause des contraintes liés à la forte sensibilité du radical cationique ABTS•+ aux substances 

antioxydantes, nous étions obligés d’établir une gamme de dilution beaucoup plus étendue que 

celle du test précédent.   

 

Figure 42 : Photo prises lors du dosage de l’activité antiradicalaire ABTS 
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Figure 43 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical ABTS•+ 
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Figure 44 : les IC50 des échantillons testés classées par ordre croissant (ABTS). 

Le test a montré que les différentes fractions testées possèdent un pouvoir antioxydant assez 

important. Ce pouvoir est confirmé par des valeur d’IC50 faibles et des pourcentage d’inhibition 

importants. Alors, on constate que la F60/40 [2] représente la fraction la plus actif avec une 

IC50 de l’ordre de 1,69±0,04 supérieur à celle du BHA (0,89±0,04 µg/ml) et inférieur à celle du 

BHT (2,30±0,21 µg/ml). Pour ce qui est des fraction F60/40 [2] et F20/80 [1], elles exhibent 

des IC50 similaires de l’ordre de 2,14±0,07 et 2,18±0,10 µg/ml, s’approchant ainsi à celle du 
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BHT. Cet approchement est également manifesté par les F40/60 [3] et F60/40 [3] mais avec des 

valeurs d’IC50 un peu plus élevées.   

Notre extrait brut éthanolique a révélé une activité antioxydante presque 2 et 2,5 fois supérieure 

à celle trouvée pour l’extrait éthanolique des feuilles et des fleurs d’Halimium halimifolium 

(Cistaceae) respectivement (Rebaya et al., 2014). Ce même extrait a également montré une 

activité antiradicalaire nettement supérieure à celles des extraits aqueux et méthanolique 

obtenues par (Rubio-Moraga et al., 2013) pour leur étude portant sur 11 espèces 

d’Helianthemum (Cistaceae) avec des IC50 oscillant entre 6,15 et 108,65 µg/ml.     

V.5.3. Test de l’activité scavenger du radical O2
•- (Méthode DMSO alcalin) 

Contrairement aux tests précédents (ABTS, DPPH), le pourcentage d’inhibition du radical 

superoxyde est calculé selon cette formule : 

 

 

La représentation graphique (Fig. 45) montre que les pourcentages d’inhibition du radical 

superoxyde sont proportionnel à la concentration des fractions, d’extrait brut et des standards. 

A 560 nm, nous avons constaté une diminution des absorbances due à la non réduction du 

NBT2+ par l’antioxydant qui s’est engagé au phénomène de piégeage du radical superoxyde.    
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Figure 45 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical O2
•- 

AA (%)= [(AExtrait – AContrôle) / AExtrait] x 100 
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Les résultats obtenus sont parfaitement cohérents au virage colorimétrique observé au moment 

où l’on avait déposé les échantillons (Fig. 46). 

Figure 46 : Photos prises lors du dosage de l’activité Superoxyde DMSO alcalin 

Les résultats d’IC50 montrent clairement que tous les échantillons testés possèdent une propriété 

antioxydante excellente qui excède largement celle du standard BHT (Fig. 47). C’est le cas par 

exemple de la F60/40 [2] qui détient le potentiel le plus actif avec une IC50 environ 5,5 fois 

inférieure à celle du BHT et 2,5 fois inférieure à celle du BHA. Les 3 fractions 40/60 [2], 20/80 

[1], et 60/40 [3] ont également présenté une activité antiradicalaire significativement élevée en 

les comparant avec le contrôle positif BHA. Tandis que l’extrait brut a montré une activité 

d’inhibition du radical superoxyde proche de celle du BHA. Seule la F40/60 [3] a manifesté 

une activité inhibitrice légèrement inférieure à celle du BHA avec une ∆IC50 de 1,8 µg/ml.  

Ces résultats confirment encore une fois le pouvoir antioxydant majeur de notre espèce mettant 

en évidence sa richesse en composés phénoliques, en particulier les flavonoïdes. 
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Figure 47 : les CI50 des échantillons testés classées par ordre croissant (DMSO). 

V.5.4. Test de l’activité réductrice de l’ion cuprique (CUPRAC) 

L’activité réductrice a été étudiée par une méthode impliquant un réactif beaucoup plus stable 

et facilement accessible (le complexe [Cu2+-Nc]) que les réactifs radicalaires chromogènes 

ABTS et DPPH. En mesurant la capacité de réduction cuprique d’un échantillon à 450 nm, ce 

test peut indirectement mais efficacement refléter le pouvoir antioxydant total de l'échantillon 

même si aucune espèce radicalaire n'est impliquée dans le test (Apak et al., 2013). 

Les A0,5 sont déterminées graphiquement à partir des droites de régression linéaire des 

absorbances en fonction des concentrations, tracées par le logiciel OriginePro 8 (Fig. 48). Ces 

résultats sont représentés par ordre croissant sous forme d’un histogramme (Fig. 49).   
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Figure 48 : Courbes des absorbances en fonction des concentrations (CUPRAC) 
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Figure 49 : les A0,5 des échantillons testés classées par ordre croissant (CUPRAC).    

 

L’activité CUPRAC indique une relation inverse entre les A0,5 et la capacité antioxydante des 

échantillons testés. La figure ci-dessous illustre le virage de la couleur par rapport au blanc 

confirmant ainsi les résultats du test.   
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Figure 50 : Photos prises lors du dosage de l’activité CUPRAC. 

Il ressort de ces résultats, que la F40/60 [2] soit l’échantillon le plus actif avec une A0,5 (= 2,89±0,05 

µg/ml) inférieur à celle du BHA (1,4 fois) et du BHT (2 fois), suivie par la F20/80 [1] avec une 

A0,5 égale à 4,94±0,42 µg/ml, intermédiaire entre les deux standards, puis l’extrait brut qui 

possède une activité équivalente à celle du BHT avec des A0,5 estimées à 5,84±0,33 et 5,88±0,75 

respectivement. Quant aux F60/40 [2] et [3], elles ont une activité presque similaire et plus 

proche de BHT. Néanmoins, la fraction 40/60 [3] a montré une activité réductrice inférieure à 

celle des deux standards. 

En partant de ces résultats, on peut déduire que les variations de la capacité antioxydante des 

différents échantillons testés comparativement à celles des témoins (BHA et BHT) pourrait être 

principalement due à la présence et à la teneur de composés phénoliques notamment dans la 

F40/60 [2], d’où l’intérêt de la soumettre à une purification.     

V.5.5. Test de l’activité réductrice de l’ion ferrique (Pouvoir réducteur) 

La capacité réductrice des échantillons a été également étudiée à partir de la transformation du 

Fe3+ en Fe2+. Cette méthode est souvent utilisée comme un indicateur de l'activité donneuse 

d'électrons, qui est un mécanisme important de l'action antioxydante phénolique et peut être 

fortement corrélée avec d'autres propriétés antioxydantes (Dorman et al., 2003). 

L’analyse statistique des résultats manifestent une proportionnalité entre les absorbances des 

échantillons et leurs concentrations respectives (Fig. 51). Plus l’absorbance est élevée, plus le 

pouvoir réducteur est important.   
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Figure 51 : Courbes des absorbances en fonction des concentrations (PR). 

Les résultats des concentrations réductrices des ions Fe3+ à 0,5 d’absorbance sont calculés 

graphiquement, puis représentés par un histogramme affichant la décroissance du potentiel 

antioxydant (Fig. 52). 
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Figure 52 : les A0,5 des échantillons testés classées par ordre croissant (PR). 

Les A0,5 obtenus sont inversement proportionnels aux réactions colorimétriques enregistrées 

(Fig. 53). Plus le A0,5 est petit, plus la réaction est intense, plus l’échantillon est actif vis-à-vis 

de l’oxydation.  
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Figure 53 : Photos prises lors du dosage de l’activité Pouvoir réducteur 

Les résultats d’évaluation de l’activité antioxydante par le test PR indique que le standard BHA 

est le plus actif parmi tous les échantillons avec une valeur de A0,5 atteignant 7,05±0,39 µg/ml, 

Or, l’extrait brut est l’échantillon le plus faible en matière de réduction de l’ion Fe3+, donnant 

une valeur de A0,5 = 55,84±4,73 µg/ml. Comparativement aux standards, la F60/40 [3] a exhibé 

un très bon potentiel antioxydant avec une valeur de A0,5 = 12,01±0,42 µg/ml, plus proche à 

celui de BHA qu’à celui de BHT.   D’un autre côté, les données enregistrées avec les fractions 

F60/40 [2] et F40/60 [2] ont mis en évidence des valeurs de A0,5 très poches de celle du BHT 

estimées à 23,13±2,41, 22,33±0,36 et 20,77±2,45 µg/ml respectivement. Tandis que les 

fractions 40/60 [2] et 20/80 [1] ont manifesté une activité réductrice similaire mais 

significativement inférieure à celle du BHT. 

Notre résultat pour la F60/40 [3] (A0,5 = 12,01±0,42 µg/ml) s’avère plus intéressant que celui 

obtenu pour l’infusé aqueux de l’espèce Tuberaria lignosa (A0,5 = 21.3 ± 0.16 µg/ml) (José et 

al., 2012). Ce pouvoir antioxydant est probablement lié à la richesse de cette fraction en 

composés réducteurs tel que les sucres libres.  

En résumé, la comparaison de la puissance antioxydante (Fig. 54) des différents échantillons, 

testés par les 5 activités (DPPH, ABTS, DMSO alcalin, CUPRAC et PR), a pu montrer que les 

fractions F40/60 [2], F 60/40 [2], et la F20/80 [1] étaient les fractions les plus actives, suivies 

par les fractions F60/40 [3] et F40/60 [3]. Par contre, l’extrait brut n’a manifesté qu’une activité 

antioxydante modérée par rapport aux BHA et BHT. Cela reviendrait peut-être aux interactions 

intermoléculaires des différentes fractions susceptibles de réduire l’effet antioxydant total. 
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Figure 54 : Histogramme de comparaison de la puissance antioxydantes 
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Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés à l’étude phytochimique et l’activité 

antioxydante d’une plante algérienne du genre Tuberaria appartenant à la famille des Cistaceae. 

Celle-ci est particulièrement connue par sa richesse en divers métabolites secondaires, comme 

les flavonoïdes, les diterpènes, les huiles essentielles…etc. Elles possèdent aussi, des activités 

biologiques intéressantes, à savoir antioxydante, antimicrobienne, antiproliférative, anti-

infection, anti-inflammatoire, antinociceptive...etc.   

L’étude chimique de l’extrait éthanolique des parties aériennes de Tuberaria a conduit à 

l’isolement de trois flavonoïdes Tb1, Tb2 et Tb3 dont deux seulement ont été identifiés 

(Kaempférol 3-O-(3",6"-di-O-E-p-coumaroyl)- β-D-glucopyranoside : TB2) et (Quercétine-3-

O-β-D-glucopyranoside : Tb3) 

L’isolement de ces flavonoïdes est rendu possible grâce à l’utilisation conjointe des techniques 

chromatographiques de séparation et de purification des substances naturelles, à savoir la 

Chromatographie Liquide sous Vide sur silice greffée RP-18 (VLC), la chromatographie sur 

colonne de gel de silice normale (SiO2 60H) et sur polyamide (D6), et la CCM. 

Les structures des produits isolés ont été établies par les méthodes d’analyse spectroscopiques 

RMN 1D 1H et 13C, RMN 2D (COSY H-H, HSQC et HMBC), UV et par la comparaison avec 

les données de la littérature. 

L’activité antioxydante de l’extrait éthanolique des parties aériennes de notre espèce a été 

évaluée in vitro à différents échèles par l’application de plusieurs tests : DPPH, ABTS, 

CUPRAC, DMSO alcalin et le test de pouvoir réducteur. Cette activité est liée en grande partie 

à la composition de l’extrait et des fractions en composés phénoliques, particulièrement 

flavoniques. 

Au terme de ce travail de recherche, l’étude de l’évaluation antioxydante a montré que cette 

espèce avait un très fort effet scavenging vis-à-vis des radicaux DPPH, ABTS et Superoxyde 

ainsi qu’un très bon pouvoir réducteur face aux ions cuprique et ferrique, ces effets se sont 

avérés meilleurs que celui des standards utilisés. 

Enfin l’ensemble de ces résultats obtenus ouvre des perspectives d’utilisation de cette plante 

pour différents usage et ne constitue qu’un début dans le domaine de la recherche des substances 

naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires seront nécessaires afin de 

pouvoir confirmer les activités mises en évidence. 
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Abstract 

This research work is a contribution to the evaluation of the phytochemical composition and 

the antioxidant activity of the ethanolic extract of the aerial parts of an algerian plant belonging 

to the genus Tuberaria of the Cistaceae family. 

This study led to the isolation of 3 secondary flavonoid metabolites Tb1, Tb2 and Tb3 using 

different chromatographic methods (VLC, TLC and CC). These pure products have been the 

subject of various 1D and 2D NMR spectroscopic analyzes (1H, 13C, COSY, HSQC, HMBC) 

and UV-Vis. The object plant showed an excellent antioxidant potential by the methods of 

DPPH, ABTS, CUPRAC, DMSO alkaline and Reducing Power. The results obtained are very 

promising and open ways for the use of this plant in the field of therapeutics. 

Key words: Cistaceae, Tuberaria, Flavonoids, Chromatography, UV-Vis, 1D and 2D NMR, 

Antioxidant activity, CUPRAC, DMSO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص

 الهوائية للأجزاء الإيثانولي المستخلص في للأكسدة المضاد والنشاط الكيميائي التركيب تقييم في مساهمة البحث هذا يشكل

 .Cistaceaeالفصيلة من  من  Tuberaria جنس إلى ينتمي جزائري مصنع في

 ،VLC) مختلفة كروماتوغرافية طرق باستخدامTb3 وTb2,Tb1 يةفلافونويد ثانويةمركبات  3 عزل إلى الدراسة هذه أدت

TLC و (CC .النوويالرنين المغناطيسي المختلفة  الطيفية للتحليلات موضوعًا النقية المنتجات هذه كانت )ر.م.ن( D1 

 مضادة ممتازة فعالية للدراسة ةالخاضع النبتة تأظهر. V-UVو )HMBC و D2 )1H  ،13C، COZY، HSQC و

 عليها الحصول تم التي النتائجوالقدرة الإرجاعية.  DPPH ، ABTS ، CUPRAC ، DMSO تحاليل خلال من للأكسدة

 .العلاجات مجال في النبات هذا لاستخدام تفتح آفاق مستقبلية جدا واعدة طرق هي

 نشاط مضاد ،2Dو 1D ر.م.ن, UV-V ,كروماتوغرافية ,الفلافونيدات ،Cistaceae، Tuberaria :المفتاحية الكلمات

 .CUPRAC، DMSO ,للأكسدة

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumé 

Ce travail de recherche constitue une contribution à l’évaluation de la composition 

phytochimique et de l’activité antioxydante de l’extrait éthanolique des parties aériennes d’une 

plante algérienne appartenant au genre Tuberaria de la famille Cistaceae.  

Cette étude a conduit à l’isolement de 3 métabolites secondaires de nature flavonoïdiques Tb1, 

Tb2 et Tb3 en utilisant des méthodes chromatographiques différentes (VLC, CCM et CC). Ces 

produits purs ont fait l’objet de diverses analyses spectroscopiques RMN 1D et 2D (1H, 13C, 

COSY, HSQC, HMBC) et UV-Vis. La plante objet a manifesté un excellent potentiel 

antioxydant par les méthodes de DPPH, ABTS, CUPRAC, DMSO alcalin et pouvoir réducteur. 

Les résultats obtenus sont très prometteurs et ouvre des voies pour l’utilisation de cette plante 

dans le domaine de la thérapeutique. 

Mots clés : Cistaceae, Tuberaria, Chromatographie, Flavonoïdes, RMN 1D et 2D, UV-Vis, 

Activité antioxydanteة CUPRAC, DMSO. 
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