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Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles,
notre étude s’est concentrée sur 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques ainsi que sur
les propriétés anti-radicalaire des extraits des deux parties de racines de Daucus crinitus Desf. de

la région de Tlemcen (Algérie) : la crolte et la partie blanche.

L’estimation des teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés a été réalisée par
des méthodes spectrophotométriques. Les résultats obtenus indiquent la richesse de la crolte de
D. crinitus en polyphénols (49,28+7,16 mg EAG/g ES) et en flavonoides (12.82+0.78 mg/EC/g
ES). Les teneurs en tanins sont faibles mais proches dans les deux parties.

L’activité anti-radicalaire dans la croQte et la partie blanche a été évaluée par deux méthodes de
piégeage des radicaux DPPH et ABTS, realisées in vitro. L’extrait de la crodte est plus puissant
(Clso de 0.138+0.004 mg/ml pour le DPPH et de 0.193+£0.001 mg/ml pour I’ABTS) que celui de

la partie blanche. Cette activité est inférieure a celle des standards.

Ces résultats suggerent que la crolte des racines de D. crinitus est une source modérée de
composés phénoliques a potentiel antioxydant.

Mots clés : Daucus crinitus Desf., composés phénoliques, activité anti-radicalaire, piégeage des
radicaux, DPPH, ABTS.



Abstract

In the context of discovering new antioxidants from natural sources, our study focused on the
evaluation of phenolic compound contents and the free radical scavenging properties of extracts
from the two root parts of Daucus crinitus Desf. from Tlemcen (Algeria) : The rind and the white

part.

Spectrophotometric methods were used to estimate polyphenol, flavonoid, and condensed tannin
content. The results obtained indicate the richness of D. crinitus rind in polyphenols (49.28+7.16
mg EAG/g ES) and flavonoids (12.82+0.78 mg/EC/g ES). Tannin levels are low but close in both
parts.

Anti-radical activity in the rind and white part was assessed by two radical scavenging methods,
DPPH and ABTS, performed in vitro. The rind extract is more potent (IC50 of 0.138+0.004
mg/ml for DPPH and 0.193+0.001 mg/ml for ABTS) than the white part extract. This activity is
lower than that of the standards.

These results suggest that D. crinitus root rind is a moderate source of phenolic compounds with

antioxidant potential.

Keywords: Daucus crinitus Desf. Phenolic compounds, antiradical activity, radical scavenging,
DPPH, ABTS.



Liste des figures:

Figure 01: Répartition géographique mondiale des ApIaCEES...........cceireririreneinine e 6
Figure 02: Structure du Noyau PhENOL............coiiiiie e 13
Figure 03 : Grandes lignes de la biosynthese des principaux groupes de composés phénoliques 14
Figure 04: Structure chimique de base des flavonoides............ccocvviiiiiiiiieieie e 18
Figure 05: Structure chimique des flavonolS ... 19
Figure 06: Structure chimique des flaVONES ..........ccoiiiieiice e 19
Figure 07: Structure chimique des flavanones ..o 20
Figure 08: Structure chimique des anthoCyanidines ............ccccooeiiiiiininieiee e 21
Figure 9: Structures chimiques des monomeéres (a) et (b) des polymeres flavan-3-ol.................... 22
Figure 10: Structure de I’acide gallique (a gauche) et de I’acide ellagique (a droite) ................... 23
Figure 11: Déséquilibre entre pro-oxydants et les antioXydants ..........c.ccceveveereiieiiieieese e, 27
Figure 12:Structure de 1’acide @SCOMDIQUE.........oiuiiiiiiiiiceee e 30
Figure 13 : Structure chimique du radical libre DPPH" ...t 32
Figure 14:Structure de 1'acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ABTS™F ....... 32
Figure 15: Situation géographique de la région Béni Mester (TIemcen) .........cccccccevvvevveiiecieennenn, 35
Figure 16: Appareil type SOXNIEL.........c.oiiiee e 37
Figure 17 : Schéma du protocole eXpérimental.............ccoooeiiiiiiiieiie e 40
Figure 18: Forme réduite du radical DPPH "........cccccoeviieieiiieiiee e 42
Figure 19:Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux ......... 48
Figure 20: Courbe d’¢talonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux............... 49
Figure 21: Courbe d’¢talonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.................. 50

Figure 22: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
RS 5 =LA (S P T 0 (o) PSSP 52
Figure 23: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
I’extrait de La partie blanche...........ccoooiiiiiiii e 52

Figure 24: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de


file:///C:/Users/Ousman/Desktop/mémoire_final_23_juin%5b1%5d.docx%23_Toc137977419

Figure 25: Courbe des pourcentages d’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations de
I@XErAIt dE 1A CTOTLE . ..euviiiiieiee ittt ettt ettt e et eebe et e e s aeeebeesnneene e 55
Figure 26: Courbe des pourcentages d’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations de
I’extrait de la partie BIANCHE .........ccuviiiiiiiiii 55
Figure 27: Courbe des pourcentages d’inhibition de ’ABTS en fonction des concentrations du

B I 0] (o) T T T T T T TR 56

Liste des photos

Photo 01 : Racine de Daucus CriNItUS DEST........ccooiiieiiie e 8
Photo 02: Fruits de D. CrNItUS DEST........ccoiiiiieiieie e 8
Photo 0 3: Fleurs de D. CriNItUS DEST. .......ccoiiiiiiiiiicieee e 9
Photo 0 4: Etapes de préparation des deux €chantillons ..............cccooeiieiiiie i 36
Photo 05: Extrait d’heXane (MUILE) ......ccueiuerierieiiesiieiieeiesee e eie e sie e e sree e see e saeeneesreesneeneesneenreas 47
Photo 06: Test DPPH de I’extrait de 1a crotite. ..........c.oviiiiiiiiii i e, 54

Liste des tableaux:

Tableau 01: Principaux acides hydroXyDeNnzZoTQUES ..........ccucruriieiireriiesieieee e 16
Tableau 02 : Principaux acides hydroXyCinNamiQUES ...........ccccererererereneeiieniesie e sieseeeennes 17
Tableau 3: RENUEMENTS BN EXIIAITS. ......ciiieiieieie ittt bbbt 46

Tableau 4: Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés (moyenne +

écart type) dans les deux parties de D. Crinitus Desf. .........ccovviiiiiiiiiic s 50
Tableau 5: Valeurs de Clspdes extraits et du BHA ...........coooiriiiice e 53
Tableau 6: Valeurs de Clsodes extraits et du TrolOX.........ccocereirereienieneieese e, 56



Introduction genérale



L'utilisation des plantes médicinales remonte a des milliers d'années et constitue une
pratique répandue dans de nombreuses cultures a travers le monde. Les plantes médicinales sont
connues pour leur richesse en métabolites secondaires, notamment les composés phénoliques, qui
possedent des propriétés bioactives importantes. lls sont largement étudiés pour leur activité
antioxydante (SelkA et al., 2021), qui joue un rdle essentiel dans la prévention des maladies
chroniques liées au stress oxydatif qui est un phénoméne biologique résultant d'un désequilibre
entre la production de radicaux libres et la capacité des systemes de défense de I'organisme a les
neutraliser. Ces radicaux libres sont des molécules tres réactives qui peuvent endommager les
cellules et les tissus, contribuant ainsi au développement de diverses maladies, telles que le

cancer, les maladies cardiovasculaires et le vieillissement prématuré (Favier, 2003).

Les antioxydants naturels sont des composés d'intérét, largement étudiés dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires. L'objectif de ces études est de trouver des
molécules capables de protéger I'organisme contre les effets néfastes du stress oxydant, tout en
remplacant les antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA) et le
butylhydroxytoluéne (BHT). Ces derniers sont couramment utilisés pour empécher ou retarder
I'oxydation mais présentent une certaine toxicité pour les consommateurs (Lisu et al., 2003).11 est
donc intéressant d’étudier les propriétés antioxydantes des composés phénoliques, face aux

obstacles que présente I’utilisation de ces additifs de syntheése.

C’est dans ce contexte que le présent travail a pris naissance, sur les composés phénoliques et
I’activité antioxydante d’une plante de I’Algérie qui, par sa situation géographique, offre une
végétation riche et diverse. Il s’agit de Daucus crinitus Desf., une plante médicinale
traditionnellement utilisée pour traiter diverses affections. C’est une espece qui a suscité un

intérét croissant en raison de ses propriétés médicinales. Ce document est divisé en trois parties :

> La premiere aborde une étude bibliographique qui donne des approche sur : les composés
phenoliques, les oxydants et antioxydants et la plante etudiée ;

» La deuxieme illustre le matériel et les méthodes utilisés pour les dosages des polyphénols
totaux, des flavonoides et des tanins et pour I’activité anti-radicalaire par piégeage des
radicaux DPPH et ABTS ;

» Latroisieme est consacrée a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

Enfin, notre étude s’acheve par une conclusion générale et des perspectives pour le future.



Partie bibliographique



CHAPITRE |
La plante étudiée

Daucus crinitus Desf.



1 Famille des Apiacées:

1.1 Geénéralités sur la famille des Apiacees :
La famille des Apiacées, anciennement connue sous le nom d'‘Ombelliféres, regroupe pres

de 3820especes réparties en 466 genres (Plunkett et al., 2018),principalement présentes dans les
régions tempeérées du monde. Cette famille est relativement homogeéne et se distingue notamment
par son inflorescence caracteristique, I'ombelle. Elle comprend une grande diversité de plantes,
allant des herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, aux arbustes occasionnels (Moreau,
1960).

Elles se caractérisent par leurs tiges creuses et leurs feuilles divisées en segments fins et allongés.
Les fleurs sont petites et regroupées en ombelles avec des rayons partant d'un point central
(Loret, 1892 ; Plunkett et al. 2018).

Les Apiacées jouent un rdle écologique important en tant que sources de nourriture pour de
nombreux insectes pollinisateurs, tels que les abeilles et les papillons (Ozenda, 1958). Les
ombelles fournissent un endroit idéal pour les insectes qui se posent et se nourrissent du nectar
des fleurs (Moreau, 1960).

1.2 Distribution de la famille des Apiacées a travers le monde :
La répartition de cette famille est clairement illustrée dans la figure 01. Elle est plus

fréquente dans les régions montagneuses tempérées et relativement rare en zone tropicale. Les
différents genres de cette famille se répartissent sur les différents continents, avec une
prédominance en Asie, qui compte 265 genres, suivie de I'Amérique avec 197 genres, de I'Europe
avec 139 genres, de I'Afrique avec 126 genres, et enfin de I'Australie avec 36 genres (Pimenov et
Leonov, 1993).

En Algérie, la famille des Apiacées joue un réle majeur dans la composition de la flore. On y
dénombre 56 genres, 130 especes (dont 24 endémiques) ainsi que 26 sous-espéces (Quezel et
Santa, 1963).



Figure 01: Répartition géographique mondiale des Apiacées

2 Genre Daucus :
Parmi les quelques 3000 espéces de la famille des Apiacées, le Daucus est considéré

comme étant le genre le plus difficile a définir. Ce genre comprend environ 30 especes de plantes
herbacées, comprenant des plantes annuelles, bisannuelles et vivaces.

Il est largement répandu a travers le monde, avec son centre de dispersion présumé dans la région
méditerranéenne, en particulier en Afrique du Nord. Il convient de noter que la répartition exacte
des especes du genre Daucus peut varier en fonction de chaque espece spécifique. Certaines
espéces peuvent étre plus répandues dans certaines régions, tandis que d'autres peuvent étre plus
localisées (Mazzoni et Tomi, 1999).

En Algérie, le genre Daucusest représenté par des especes qui se trouvent dans des zones arides
et incultes, lelong de la cbte ouest algérienne (Mazzoni et Tomi, 1999). La carotte cultivée,
connue sous le nom scientifique de D. carota, est I’espece la plus connue de ce genre. Elle est
appréciée non seulement pour ses racines comestibles, mais aussi pour ses proprietes
médicinales. En effet, les racines des carottes sont réputées pour avoir des effets bénéfiques tels
que des propriétés hypotensives, diurétiques, carminatives, stomachiques et hypolipémiantes
(SaenzLain, 1981).



3 Daucus crinitus Desf. :

3.1 Description botanique :
D. crinitus Desf. est I’'une des 11 especes du genre Daucus qui poussent en Algérie. Elle

est présente en Afrique du Nord, notamment au Maroc, et dans la péninsule ibérique, en Espagne
et au Portugal (Dash et mohanty, 2001 ; Bendiabdellah et al., 2012). En Algérie, on peut la
trouver sur les monts Atlas ainsi que sur les collines non cultivées prés de Mascara et de Tlemcen
(Bendiabdellah et al., 2012).

Cette plante présente des tiges dressées qui peuvent dépasser les 50 cm de longueur, ainsi
que des feuilles divisées en de nombreux segments linéaires pseudoverticillaires, mesurant
généralement entre 10 et 20 cm.Les feuilles basales sont poilues, nombreuses et subérectes. Les
ombelles de cette plante sont convexes ou plates, avec des rayons inégaux. Les racines de cette
espece sont pivotantes, non nébuleuses, et mesurent environ 6 cm de long (Photo 01). Les fruits
sont de petite taille, avec un poids moyen de 3,25 g pour 1000 graines (Photo 02). Sa période de
floraison se situe au début du printemps (Photo 03) (Bendiabdellah et al., 2012).

D. crinitus Desf. se caractérise par la présence de nombreuses sous-especes qui colonisent les
sables et les falaises. En Algérie, cette plante est localement connue sous le nom de « Fassoukh »
et « Eurg Sidi Messaoud ». Dans la région de Tlemcen, les habitants la connaissent sous le nom

commun de «Bouzeffour» (Lanfranchi et al., 2010 ; Bendiabdellah et al., 2012).



Photo 02: Fruits de D. crinitus Desf. (Bendiabdellah et al., 2012)
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4

Photo 0 3: Fleurs de D. crinitus Desf. (Bendiabdellah et al., 2012).

Classification systématique :
La systématique de cette espéce est la suivante (Brands, 2000 ; Botineau, 2010) :

Reégne : Plantae

Embranchement : Tracheophyta
Sous-embranchement : Euphyllophytina
Infra-embranchement : Radiatopses
Sous-regne : Viridaeplantae

Classe : Magnoliopsida

Sous- classe : Cornidae

Superordre : Aralianae

Ordre : Araliales

Famille : Apiaceae

Sous- famille : Apioideae

Tribu : Caucalideae

Genre : Daucus

Espéce : D. crinitus Desf.

Synonyme : D. meifolius



3.3 Domaines d’application et intérét en phytothérapie :
Une enquéte réalisée par des herboristes a révélé que les racines de D. crinitus est

traditionnellement utilisée depuis longtemps de différentes manieres (Lanfranchi et al., 2010):

O Les racines étaient utilisées pour préparer une boisson sous forme de décoction, destinée a

faciliter I’expulsion du placenta apres I’accouchement. Cette boisson était également prise
comme tonique.

Les racines broyées étaient ajoutées aux aliments comme épices, notamment dans les plats
de pates alimentaires.

Les racines étaient parfois coupées et utilisées pour confectionner des bracelets portés
autour des bras des enfants qui avaient du mal a dormir, car il était supposé que I’odeur de
la plante avait un effet apaisant.

Les racines étaient egalement utilisées comme ingredient dans la fabrication d’un colloide

au miel.

3.4 Composition et activités biologiques :
Quelques études ont été réalisées sur la composition et les activités de Daucus crinitus

d’Algérie. Il s’agit de :

Analyses chimiques des extraits des tiges et des feuilles, a permis d'identifier la présence
de divers groupes chimiques, notamment des tanins (Abdoune et al.,, 2013), des
flavonoides, des acides phénoliques (Bendiabdellah et al., 2012 ; Abdoune et al.,2013),
des coumarines, des sucres réducteurs, des stéroides et des terpénes (Abdoune et
al.,2013).

Les huiles essentielles des racines et de la partie aérienne de la plante ont été analysées
par CG-IR et CG-SM, révélant la présence de 72 et 79 composés, respectivement. L'huile
des racines était principalement composée de substances aliphatiques (87,0%-90,1%),
telles que le dodécyl acétate (30,3%-48,2%), I'undécane (14,4%-34,1%) et le dodécanal
(16,7%-26,3%). En revanche, I'huile de la partie aérienne était principalement composee
de phénylpropanoides (43,1%-88,6%), notamment I'isochavicolisobutyrate (39,0%),
I'acétate d'octyle (12,3%) et I'isochavicol (29,6 a 34,7%)(Dib et al., 2010).

L'extrait méthanolique a montré une forte capacité a neutraliser les radicaux libres grace a

son activité antioxydante élevée, testée par la méthode de DPPH (Bendiabdellah et al.,
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2012). En augmentant la concentration des extraits, nous avons observé une augmentation
de leur capacité a réduire le fer (Dib et al., 2010).

L'huile essentielle de D. crinitus présente une activité antimicrobienne et antifongique
modeste contre les champignons nuisibles aux plantes (Lanfranchi et al., 2010). Des
extraits organiques dérivés des tiges et des graines ont également démontré un effet
antimicrobien significatif (CMI = 0,31-0,83 mg/ml) contre Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus et Candida albicans. Ces extraits contiennent diverses familles de
composés phytochimiques tels que les coumarines, flavonoides, sucres réducteurs,
stéroides, tanins et terpenes (Abdoune et al., 2013). De plus, la fraction insaponifiable de
D. crinitus présente des propriétés antimicrobiennes contre Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans (Dib et al., 2010).
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Chapitre 11

Les composes phénoliques



1  Définition :

Le terme «composés phénoliques» concerne a la fois les mono-, les di-et les polyphénols,
dont les molécules contiennent une, deux ou plusieurs fonctions phénolique, une structure
chimique composée d’un cycle benzénique (un noyau phénol) lie & un ou plusieurs groupe
hydroxyle—0H) (figure 02) (Macheix et al., 2005).Ce sont les métabolites secondaires les plus
abondants dans le regne végetal avec plus 8000 structures phénoliques connues. Ces molécules
sont aussi les plus omniprésents dans notre vie (Xu cong-cong et al., 2017 ; kabran et al.,
2014)et ont des vertus thérapeutiques et protectrices bien connues contre plusieurs maladies
(cancers, Alzheimer, troubles cardiovasculaires,). Elle sont trés connues par leurs propriétés

antioxydantes (kabran et al.,2014).
OH

Figure 02:Structure du noyau phénol

2 Biosynthese :
La voie de I'acide shikimique est responsable de la formation de la phénylalanine et de la

tyrosine. La désamination de ces derniers conduit aux acides hydroxycinnamiques dont leurs
esters avec COA sont a leur tour a l'origine de la plupart des classes de composés phénoliques.
On peut indiquer quelques orientations majeures (figure 03) (Machiex et al., 2006):
e Les acides de la série benzoique, et qui conduisent aux tanins hydrolysable par
combinaison des sucres avec 1’acide gallique ;
e Esters hydroxycinnamiques par estérification avec un acide alcool exemple d’acide
quinique ;
e Coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie par leur modification
(glycosylations, prénylation...) ;
e Lignine par deux réductions successives conduisant aux monolignols, suivie d’une

polymeérisation oxydative par la présence de la peroxydase et la laccase ;
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e Flavonoides par la condensation chimique des chalcones. Ils sont d’originemixte, d’une
part une molécule de p-coumaryl COA pour le cycle B et I’hétérocycle, d’autre part trois
maillon acétate (apportés sous forme demalonyl COA) pour le cycle A.

Phesphoénol Pyruvate
Erythrose 4-Phosphate

/

QUINONES
PIGMENTS BRUNS

PROTEINES

Voie de l'acide
shikimique
- — PHENYLALANINE
[Amde cherismique I o TYROSINE
I

ggn%ggem SERIE PH HYLPRDP&CNDEDES
i (dérivés da L'ACID ) - -
[Ewd'mqbe;ﬁ'iml?;e'] CINNAMIQUE) ac.coumarigue, Eé:llvés des :?1:?&:95
pRlcyiquS, geibp e, caféique, férulique, sinapique et (as:: i g:m gnmg én-:_rqu?
leurs esters Co I :,
intégration dans la subérine, |a — |caféoyl-tartrique,...)
cutine, la paroi

Flic malony!
Quinones CoA

Manalignols
TANINS CHS ) Lignanas
hydrolysables CHI
-CO2 POD, Lace
\ 4

FLAVONOIDES
COUMARINES flavanones, flavonols,
coumarines simples, anthocyanes
furanocoumarines, flavanes 3-ols
coumarines prénylees .

ISOFLAVONQIDES

ptérocarpanes STILBENES

resvératral

Figure 03 : Grandes lignes de la biosynthése des principaux groupes de composés phénoliques

PAL : phénylalanine ammonialyase ; TAL : tyrosine ammonialyase ; CCR : cinnamate COA réductase ; CAD :
cinnamyl alcool déshydrogénase ; CHS : chalconesynthase; CHI : chalconeflavanone isomérase ; PPO :

(Macheix, 1996).

polyphénoloxydases ; POD : peroxydases ; Lacc : laccases
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3  Classes de composés phénoliques :
Une classification simple tente de diviser les composés phénoliques en composés

phénoliques simples et en polyphénols complexe (polymérisée) (Goleniowski et al., 2013) qui
différencient entre ces classes par le nombre d’atome de carbone constitutif et la degré de la
modification de la structure de base du squelette carbone (degré d’oxydation, d’hydroxylation
et méthylation ...) (Macheix, 1996).

3.1 Composés phénoliques simples:
Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du simple

phénol en Ce aux flavonoides en Cs et & des molécules proches. On les trouve dans de nombreux
aliments, plantes et produits dérives (Macheix et al., 2005).Parmi ces composés, on donne

quelques détails sur les acides phénoliques et les flavonoides.

3.1.1 Acides phénoliques:
Ces composés contiennent au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle

phénolique et sont représentés par deux sous classes : les dérivés de I’acide hydroxybenzoique

et celles de 1’acide hydroxycinnamique (Bruneton, 2008).

a) Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique:

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérives de 1’acide benzoique et ont une formule de
base Cs-C1 qui existent souvent sous forme d’ester ou de glucosides. Ils sont présents chez
gymnospermes et les angiospermes et ils sont libérés suite a une hydrolyse alcaline de la
lignine et de certains tanins (Machiexet al., 2005). Les principaux acides hydroxybenzoiques

sont répertoriés dans le tableau 01.
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Tableau 01: Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p hydrox
R2 R1 H H OH H e ¥
S / Benzoique
g 2 Acide
R3— / \B ~COOH H OH OH H ?
—g Protocatechique
H OCHS3 OH H Acide vanillique
R4
H OH OH OH Acide gallique
H OCHS3 OH OCHS3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

b) Les dériver des acides hydroxycinnamiques :

Les acides hydroxycinnamiques sont dérivés de 1I’acides cinnamique et ont un structure de
base Ce-C3. Le degré d’hydroxylation et la modification du cycle benzénique conduisent a une
réactivité chimique importante de ces molécules (Machiex et al., 2005).

Ces acides sont rarement présents a la forme libre et sont abondants dans le café, la pomme, les
épinards et le chou. Les principaux acides hydroxycinnamiques sont représentes dans tableau 02.
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Tableau 02:Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni et Cheynier, 2006)

Acides phénoliques
Structure R1 R2 R3

Acide cinnamique
H H H

R1 NOOH
e ey Acide p coumarique

2 H OH H
g
R2 T

Acide caféique

OH OH H
R3
OCHS3 OH H
Acide férulique
OCHS3 OH OCHS3

Acide sinapique

3.1.2 Flavonoides :
Le terme « flavonoides », nommé d’apres leur couleur jaune dans la nature (Flavus en

latin = jaune). Ces composés sont considérés comme des pigments universels des végétaux,
souvent responsables de la conférés la couleur aux fleurs et aux feuilles (Ono et al., 2006). Ils
sont impliqués dans des processus divers comme la protection UV, la pigmentation, la
stimulation des nodules de la fixation d’azote et la résistance aux maladies (crozier, 2003).

Les flavonoides sont localisés dans une grande variété d’aliment (les fruits, les légumes, les
herbes, les boissons et les huiles) et 1’apport en flavonoides peut varierentre 80 a 500mg, en
fonction de la consommation alimentaire (Pier, 2000).

Ils représentent une trés large gamme de composés naturels et se présentent sous forme libre
(aglycones), liés aux glucides (glycosylés) ainsi qu’aux dérivés méthylés (Bouakaz,2006 ;
Kristyna et al., 2018).

a) Structure chimique et classification :

On dénombre prés de 6500 structures de flavonoides différentes, décrites chez les végétaux
(Belkhiri et Belghiani , 2017).
Tous les flavonoides possédent un squelette de base de flavone (figure 04) a 15 carbones (Ce-Cs3-
Ca) avec deux cycles benzenique (A et B), reliés par une chaine linaire a trois carbones pour

former un hétérocycle oxygéné (cycle C) (Kutaiba et Mohamed, 2012).
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Figure 04: Structure chimique de base des flavonoides

IIs peuvent étre subdivisés en différentes classes, selon le degré d’insaturation, le carbone de
cycle C auquel le cycle B est attaché et aussi le degré d’hydroxylation et d’oxydation. On
distingue (karak, 2019):

e Les néo-flavonoides : le cycle B est li¢ en position 4 d’anneau C ;

e Les iso-flavonoides : le cycle B est lié en position 3 d’anneau C ;

e Les bio-flavonoides : le cycle B est lié en position 2 d’anneau C. Cette classe se divisent en
différent sous -groupe sur la base de caractéristiques structurales d’anneau C. Il s’agit des
flavones, flavonols, flavonones et anthocyanidines.

Les flavonols sont largement répondus et colorent les fleurs et les fruits en jaune. lls se
caractérisent par la présence d’un groupement hydroxyle en Cz d’un cycle C et double liaison
entre C et Ca.lls contiennent en plus des groupements hydroxyles en position 6 ou 8 du cycle A
(Machiex et al., 2005 ; Teng et Chen, 2019).

Parmi les flavonols les plus répondus, nous trouvons la myricétine, la quercétine, 1’ isorhamnétine

et le kaempférol (figure 05). Ces flavonols sont la plupart du temps présents sous forme d’O-

glycosides. La conjugaison de ces flavonols est le plus souvent en position 3 du noyau

aromatique C, bien que des substitutions en positions 5, 7, 4°,3’ et 5’ soient possibles (Chira,

2008).
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flovonal Ry Ry R, R, Ry R R

FLAVONOLS 3-hydroxyflavone I It H A H If H
R kaempferol H OH OH H H OH H

quercetin H OH OH H OH OH H

morin H OH OH OH H OH H

myricetin H OH OH H OH OH OH

rutin Glc-Rha | OH OH H OH OH H

troxerutin Glckha | OH [OGHOH v | OGHOH | OGHOH | H

RS O

Figure 05: Structure chimique des flavonols (PFemysl et al ., 2011)

Les flavones sont structurellement trés similaires aux flavonols, sauf gqu'il n'y a pas de
groupe hydroxyle en Cs. Il existe également de nombreuses substitutions de flavones, telles que
I'nydroxylation, la méthylation, I'O- et C-alkylation et la glycosylation. Les flavonoides existent
principalement sous forme de glycosides (figure 06) (Chira et al.,2008).

FLAVONES flavone Re R¢ Ry R,‘ R‘
flavone H H H i H
" |S-hydroxyflavone | OM I H I H
7-hydroxyflavone B I OH if H
chrysin OH I OH H
apigenin OH I OH i OH
luteolin OH [ OH OH OH
negletein OH OH OCH, H H
baicalein OH OH OH H H
RS 0 mosloflavone OH OCH; | OCH; i H
diosmin OH W |0-Glc-Rha| OH OCH,

Figure 06: Structure chimique des flavones (Pfemysl et al., 2011)
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Dans les flavanones, le cycle C est caractérise par la présence d'un groupe pyrane
saturé (pas de double liaison entre C» et Cz).lls contiennent également une fonction carbonyle
en Ca(figure 07)(Laura et al., 2019). Ce sont les principaux flavonoides des agrumes (sous
forme d'hespéritine dans les oranges, d'ériodictyol dans les citrons et d'aglycone de naringénine
dans le pamplemousse). Ils sont généralement glycosylés en position 7 par des disaccharides
(Oluwaseun et al., 2021).

R
FLAVANONS X 3‘ R favanon | Ry Ry Ry Ry R
d ] naringenin | _H OH OH H OH

naringin H OH |O-Glc-Rha| OH

hesperetin 4 OH OH OH OCH;

hesperidin H OH |O-Glc-Rha| OH OCH,

taxifolin \OH (conf.S)|  OH OH OH OH

RS O

Figure 07: Structure chimique des flavanones (Pfemysl et al ., 2011)

Les anthocyanes existent largement dans le régne végétal et principalement sous la
forme de glycosides en position Caz. IIs ont une structure de base de « cation flavylium».On les
trouve dans les vacuoles des tissus végetaux colorés tels que les feuilles ou les pétales de fleurs.
La couleur du pigment rouge, bleu et violet dépend du pH (rouge en milieu acide, bleu en
milieu alcalin) (Vermerris et Ralph, 2009).Ces composés sont impliqués dans la protection des
plantes contre une influence excessive des rayons solaires. Les anthocyanes les plus courantes
sont la pelargonidine, la cyanidine, la delphinidine, la peonidine, la petunidine et la malvidine
(figure 08) (Chiraet al., 2008).
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Cyanidin: R;=0OH, R,=H
Pelargonidin: R;=H, R,=H
Delphinidin: R;=OH, R,=OH
Peonidin: R;=OMe, R,=H
Petunidin: R;=0OMe, R,=OH
Malvidin: Rj=0OMe, R,=0OMe

Figure 08: Structure chimique des anthocyanidines (Qiangian et al., 2022)

3.2 Polyphénols complexes ou Tanins :
Le mot « tanin » est trés ancien et reflete une technologie traditionnelle le « Tannage » qui

signifie « imperméabilisation et conservation ».Ce mot est utilisé dans la littérature scientifique
pour décrire le processus de transformation des cuirs ou peaux d'animaux bruts en cuirs durables
et non putrescibles a l'aide d'extraits de plantes de différentes parties de la plante (Shahat et
Marzouk, 2013).

En 1957, Bate-Smith et Swain ont défini les tanins végétaux comme des composes phénoliques
solubles dans I'eau avec un poids moléculaire entre 500 et 3000 Daltons et qui ont des propriétes
spéciales telles que la capacité de précipiter des alcaloides, de la gélatine et d'autres protéines
(Koleckar et al., 2008)

Les tanins des différentes especes végétales ont des propriétés physiques et chimiques
différentes, et donc ils ont des propriétés biologiques trés diverses (Frutos et al., 2004). Ils
peuvent étre divisés soit par leur structure chimique, soit par leur solubilité et leur extractibilité.

Selon la structure chimique, deux types de tanins sont distingues :
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3.2.1 Tanins condensés ou Proanthocyanidines :
Les tanins condenses, également connus sous le nom de proanthocyanidines, sont des

flavan-3-ols oligoméres et polymeéres, qui sont liés par des liaisons Cs-Cg ou Cs-Cs. La diversité
des tanins condensés est donnée par la variabilité structurale des unités monomeres (différents
schémas d'hydroxylation des cycles aromatiques A et B, et différentes configurations au niveau
des centres chiraux Cz et Cs) (figure 09), et la taille des molécules peut étre décrite par leurs
degrés de polymérisation.

IIs présentent un grand intérét en nutrition et en medecine en raison de leur puissante capacité

antioxydante et de leurs possibles effets protecteurs sur la santé humaine (Zhang et Lin, 2008).

Ol
OH
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N

-,J/'f’K/()” Catechin: Rl\()ll.R\ 1 ' l \ [ I
L b o 0

b |

§ ) y
HO 2 O\2 W, \ . f L L0 SN “\\\\\ ':-T;_:\ N
2 00 "Ry Epicatechin; Ry ,/"()II.R_‘ H N Sl
l A L(' ) : \ H L on
0N 4 4 , -.\vl J
\T T K Gallocatechin: Ry= "OH, Ry*OH i Sl ¢ A
Ol . . ", ON ’
Epigallocatechin: Ry= % OH, Ry;=OH 0L A O WA
()C_«._ 7 ” 8 1 ! Y
W
I | Catechin gallate: Rl\()(}. Ry N
", ] OR,
0 <7 N ) SRR A Y ’/,’/, ;
’ I Epicatechin gallate: —— Ry= # 0G, Ry=H oI -
3
II()"Js P \'()II Gallocatechin gallate: Ru\()(i. Ry=OH CA:C8 linkage
On Epigallocatechin gallate: g %()(i RO Procyanidins: Ry =H, G; Ry=H
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(@) (b)

Figure 9: Structures chimiques des monomeres (a) et (b) des polymeéres flavan-3-ol

(Zhang et Lin, 2008)
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3.2.2 Tanins hydrolysables :
Les tanins hydrolysables sont des composés contenant un noyau central de glucose ou

d'un autre polyol estérifié avec de l'acide gallique (tanins galliques), ou avec l'acide
hexahydroxydiphénique (ellagitanins ou tanins ellagiques) (figure 10) (Serrano et al., 2009).
Comme leur nom 1’indique, ils sont facilement hydrolysables en pyrogallol par les acides et les
enzymes (tannase). Les tanins hydrolysables sont caractéristiques des Angiospermes
dicotylédones. Au niveau cellulaire, les tanins hydrolysables se trouvent principalement dans les
parois et les espaces intracellulaires (Rira, 2019).

HO 0
HO O
O
o S ases
OH O OH
HO 0

Figure 10:Structure de 1’acide gallique (a gauche) et de I’acide ellagique (a droite)

4 Activités biologiques des composés phénoliques :
Des travaux antérieurs ont révélé que les acides phénoliques ont des effets antimicrobien,

antioxydants, anti-inflammatoires (Psotova et al., 2003) et anticancéreux (Hale, 2003). Les
flavonoides et les tanins ont des activités antivirale, antitumorale, antioxydante, anti-
inflammatoire, hypoglycémiante (Bahorun, 1997) et antimicrobienne (Stern et al., 1996 ;
Cowan, 1999).
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Chapitre 111

Le stress oxydatif et les antioxydants



1 Introduction :
Les radicaux libres (RL), espéces réactives de I'oxygéne (ERO), espéces oxygénées réactives

(EOR), stress oxydatif et antioxydants sont devenus des termes familiers tant dans le monde
médical et le grand public (Defraigne et Pincemail, 2008).

2 Lesradicaux libres :
Par définition, les radicaux libres sont des especes chimiques (atome ou molécule) qui

contiennent un ou plusieurs électrons non appariés «célibataire» sur 1’orbitale externe. Cet
électron nait suite a un apport d’énergie susceptible et suffisant pour se réapparier, qui a tendance
a attirer les électrons d’autres atomes et molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi
d’autres molécules (Fontaine, 2017).

Ces ERO proviennent de différents compartiments cellulaires. Ils sont produits au niveau des

chaines respiratoires  mitochondriales des cellules (organisme aérobies), du réticulum
endoplasmique (mono-oxygénases), de la membrane plasmique (oxydases), des peroxysomes et
du cytoplasme. lls peuvent étre produits directement par des rayonnements, des molécules
endogenes ou des xénobiotiques. Ils ont des effets sur les acides nucléiques, I'ARN, I'ADN
nucléaire et mitochondrial (génotoxicité), sur les lipides membranaires, les protéines a différents
niveaux (jusqu’a la carbonylation et la dénaturation) et sur d’autres composants cellulaires
(Bonnefont, 2007).
Cependant, lls ne sont pas entierement destructeurs. Certains sont bénéfiques pour 1’organisme.
IIs remplissent en effet de trés nombreuses fonctions, ils sont des régulateurs des voies de
signalisation, de 1’expression des génes au niveau des cellules vasculaires, et ils jouent un réle
important dans le bon déroulement de la réponse immunitaire (phagocytose) (Bonnefont et al.,
2002 ; Favier, 2003).

Parmi toutes les espéces de radicaux libres susceptibles de se former dans les cellules, il est
nécessaire de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
spécial en physiologie, que nous appellerons radicaux primaires (Favier, 2003) qui dérivent
directement de 1’0xygéne par réduction, 1l s’agit de :

e L’anion superoxyde (037 ): formé par I'ajout d'un électron a la molécule d’oxygene, Cette

espece chimique est stable, peu réactif avec un pouvoir oxydant faible (Martfnez, 1995). Il

est produit dans toutes les cellules aérobies (en particulier les mitochondries). De méme,

I’anion superoxide est généré par la NADPH oxydase présente au niveau des cellules des
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vaisseaux endothéliaux L’apparition de ces radicaux libres peut étre causée par l'auto
oxydation (oxydation par I'oxygene) des composés tels que des neuromédiateurs (dopamine,
adrénaline, noradrénaline,..), des thiols (cystéine), des coenzymes réduits (FMNH., FADH>)
(Noichri, 2016).

e Peroxyde d'hydrogéne (H,0,) : Il est produit en grande partie a partir du radical superoxyde

en présence de superoxyde dismutase qui catalyse la réaction (Equation 1).
0;" +0" +2HY 5 H,0,+ 0y e e (1)

C’est un produit liposoluble qui se diffuse facilement a travers les membranes cellulaires et il
est plus stable que les radicaux superoxydes car il est capable d'accepter deux électrons
supplémentaires. Donc, c’est un oxydant puissant et est potentiellement toxique pour la
cellule (Kohen et al., 2002).

e Radical hydroxyle (OH"):C’est la forme neutre de I'ion hydroxyde. C’est un radical réactif,
tres dangereux avec une demi-vie, in vivo, trés courte d’environ [10‘95) (Valko et al., 2007).
Ce radical peut étre également généré a partir de 05" et de H,0,, soit parla réaction Haber-

Weiss (Equation2), ou par la réaction de Fenton (Equation3) qui nécessite des catalyseurs
métalliques (Martfnez, 1995).

03 +Hy0, = 0, +OH™ 4 OH" e oo cee e e (2)
Metal™ + H,0, - metal™' + OH "+ OH ™ ... .. ... ...(3)

Les autres radicaux libres, appelés radicaux secondaires, se forment par réaction des
radicaux primaires avec les composés biochimiques de la cellule (acides nucléiques, lipides
membranaires, protéines) (Favier, 2003).C’est le cas par exemple du radical peroxyle (ROO")
formé apres réaction de @5;-ou ©@H"avec un acide gras insature (peroxydation lipidique). Le
radical superoxyde peut réagir aussi avec I’oxyde d’azote (N@"), et produisent le peroxynitrite
(NOO™™), qui peut inhiber la chaine respiratoire et endommager divers composants

mitochondriaux et ferme selon la réactionsuivante (Equation4) (Opara, 2006).

NO+0; 50 —-NO—0 e e e ()
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3 Lestress oxydant :
Le stress oxydatif est géneralement défini comme un déséquilibre entre les systémes

oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme (figure 11), d’une cellule ou d’un
compartiment cellulaire (Barouki, 2006), Ce déséquilibre provient soit d’une production
exagérée d’agents oxydants, soit d’une altération des mécanismes de défense (Morena et al.,
2002).

Lors d’un stress oxydatif, les EOR non « détoxiquées » par le systéme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur contact,

contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et 1’ADN (Keechlin, 2006).

cellule . nutrition
Hg Pb Glutathion Oligoéléments
Cd “} Thioredoxine Se | { y
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Polyphénols
Respiration

mitochondriale ' : /
'(; ‘\ \ S A stress
(@ ) — "\
\ 9._/ ““ \ -,
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Figure 11: Déséquilibre entre pro-oxydants et les antioxydants (Favier, 2006)
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Ce processus physiologique peut avoir des effets négatifs sur la santé si les niveaux d’ERO
dépassent les capacités de 1’organisme a les neutraliser (Sies, 2015). Des études ont montré que le
stress oxydatif peut contribuer au développement de diverses maladies en endommageant les
cellules et les tissus de 1’organisme tels que les maladies cardiovasculaires (endommage les
cellules endothéliales), les maladies neurodegénératives (comme la maladie d’Alzheimer et la
maladie de parkinson) et les maladies inflammatoires et le cancer (endommage I’ADN des
cellules) (Pacher et al., 2007 ;Alain et al., 2011). La plupart de ces maladies apparaissent avec
I’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la multiplication

mitochondriale de radicaux (Alain et al., 2011).

4 Systemes de défense antioxydants:
La capacité d'un organisme a se defendre contre les radicaux libres est définie par son activité

antioxydante. D'un point de vue chimique, un antioxydant est un agent réducteur défini comme
une molécule qui peut accepter des électrons et/ou donner de I'nydrogéne. C’esttoute substance
présente a faible concentration par rapport au substrat oxydable, qui est capable de ralentir ou
d’inhiber I’oxydation de ce substrat et permettent de maintenir au niveau de la cellule des
concentrations non cytotoxiques d’ERO (Griffiths, 2016). Cette définition s’applique a un grand
nombre de substances, y compris les enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi
de petites molécules hydro- ou liposolubles (Fontaine, 2017).

L’organisme se protége en permanence contre la formation et 1’agression de ces oxydants grace a

divers mécanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques (Morena et al., 2002).

4.1 Les antioxydants endogénes enzymatiques:
Les trois principaux représentants de 1’équipement enzymatique antioxydant sont la

catalase, la superoxyde dismutase et la glutathion peroxidase (Tessier et Marconnet, 1995).

4.1.1 La superoxyde dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1):
C’est I'enzyme antioxydante qui catalyse la dismutation de I'anion superoxyde hautement

réactif en 0,et en H,0,, une espéce moins réactive(Matés et al., 1999). Le role déterminant de
cette enzyme dans les systémes de défenses antioxydantes de 1’organisme est connu depuis 1968
(Menvielle-Bourg, 2005).
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Chez I’homme, trois isoformes de 1’enzyme SOD qui différent par leur structure et leur
localisation cellulaire ont été caractérisées de fagon biochimique et moléculaire. La Cu/Zn-SOD
ouSOD1cytosolique, et la EC-SOD ou SOD3 extracellulaire, utilisent le cuivre et le zinc comme
cofacteurs nécessaires a 1’activité enzymatique, tandis que la SOD2, mitochondriale, utilise le

manganése (Afonso et al., 2007).

4.1.2 Lacatalase (CAT) (EC1.11.1.6):
C’est une enzyme tétramérique composee de quatre sous-unités identiques de 60 kDa,

chaque sous-unité contient un seul groupe de ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un
atome de fer a I’état Fe®¥et une molécule de NADPH(Delattre et al., 2005). C’est un composant
important du systeme de défense antioxydant endogene du poumon et est responsable de la
détoxification du H,0,produit dans des conditions physiologiques. La CAT réagit tres
efficacement avec H,0,pour former de I'oxygene moléculaire avec de I'eau et avec des donneurs

d'’hydrogéne (méthanol, éthanol, formiate ou phénol) a activité peroxydase (Matés et al., 1999) :

CAT
2H,0,— 2H,0+ 0,

CAT
ROOH + AH, — H,0 -+ ROH + A

4.1.3 La glutathion peroxidase (GPx) :
C’est une enzyme tétramerique a sélénium et se localise dans le cytoplasme et la

mitochondrie. Elle peut réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau, en utilisant la pouvoir réducteur

du couple glutathion /glutathion disulfite (GSH-GSSG) selon les réactions suivants :

GPX

2GSH{yoguir) + H20, — GSSG

(redui

{Dxyde) +2HED

GBX
2G5H poguir) + ROOH — GSSG gy,40) + ROH + H,0
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5 Les antioxydants exogenes, non enzymatique :
Ces antioxydants sont divises en antioxydants métaboliques et en antioxydants nutritif. Ce

dernier fait partie des antioxydants exogeénes, qui sont des substances présentes dans notre
alimentation ou qui peuvent étre ingérées sous forme de suppléments. lIs jouent un réle important
dans la protection contre les dommages causés par les radicaux libre dans notre corps (Lien et

al., 2008).Voici quelques exemples courants d’antioxydants non enzymatiques exogenes :

5.1 La vitamine C ou acide ascorbique:
C’est une vitamine hydrosoluble (figure 12)essentielle au fonctionnement normal de

I'organisme. C'est un puissant antioxydant qui aide a protéger les cellules contre les dommages
causés par les radicaux libres (Sebastian et al., 2003 ; Lien et al.,2008 ; Carr et Silvia,2017).
On la trouve dans les agrumes, les baies, les poivrons rouges et verts, les épinards, les tomates et
le brocoli. Elle agit en synergie avec la vitamine E pour neutraliser les radicaux libres et régénere

également la forme réduite de la vitamine E (lien et al.,2008).

H

=

H
e

HO OH

Figure 12:Structure de 1’acide ascorbique

5.2 LavitamineE:
Ce terme fait une partie de la famille des tocophérols (a, B, y). D’un point de vue

biologique, deux isomeéres sont particulieérement intéressants, 1’a - et le y -tocophérol. Leur nature
hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras polyinsaturés,
ou ils jouent un rdle protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles(ROQ*)pour former un
radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique (Haleng et al.,
2007). On trouve la vitamine E dans divers aliment tels que les noix et noisetteetles huiles

végétales (soja, mais, olive) (Haleng et al., 2007).
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5.3 Les caroténoides :
Ce sont des pigments présents dans les plantes et les micro-organismes. Il existe plus de 600

caroténoides dans la nature. Diverses études ont montre que les caroténoides peuvent prévenir ou
inhiber certains types de cancer, I'athérosclérose et la dégénérescence. lls doivent leurs pouvoirs
antioxydants a leurs structures polyene riche en double liaisons conjuguées. Ceci est
principalement responsable de la réactivité chimique du carotene avec les radicaux libres tels que
ROO",0;”,0H"t de leur excellent capacité a neutraliser I’oxygene singulet sans dégradation

(Valko et al., 2006).

6 Meéthodes de détermination de 1’activité antioxydante :
L'une des méthodes permettant d'évaluer la qualité biologique et nutritionnelle d'un extrait

consiste a déterminer son activité antioxydante. Pour quantifier rapidement et facilement cette
capacité, nous avons recours a diverse méthodes, in vitro, qui sont divisées en deux catégories :
Les analyses basées sur une réaction de transfert d'atomes d'hydrogene, ou l'antioxydant et le
substrat entrent en compétition pour fixer les radicaux libres, comme le DPPH, I'ABTS, etc., et
les analyses basées sur une réaction de transfert d'électrons, détectée par un changement de
couleur lorsque I'oxydant est réduit, comme la réduction du fer. C’est le cas du test FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) par, qui évalue la capacit¢é d’un composé a réduire les ions
ferriques (Fe®*) du réactif TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) en ions ferreux (Fe*) par I’extrait
testé. Cette réduction est mesurée de maniere spectrophotométrique a 593 nm (Prior et al.,
2005 ; Huang et al., 2005).
De plus, il y ades techniques employées pour évaluer la peroxydation lipidique en utilisant un
substrat lipidique. La quantification de cette propriété est déterminée apartir de le la mesure de
I’inhibition de cette oxydation (Saidatet al., 2015). La chélation des métaux est aussi parmi les
méthodes utilisées a cet effet (Hider et al., 2001).
Parmi ces méthodes, nous deéfinissons les deux méthodes anti-radicalaires utilisées dans ce
travail.
6.1 Test de piégeage de 2,2-diphenyl picrylhydrazyl(DPPH") :

Le DPPH est I'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-
activité antioxydante des composeés phénoliques. Il a un électron non apparié sur I'atome du pont

d'azote (Figure 13) (Cristina et al., 2009). Dans ce test, le DPPH est un radical libre violet qui
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réagit avec des composés antioxydants en donnant un changement de la couleur violette en une
couleur jaune péle. La perte de couleur du DPPH est mesurée par un spectrometre a 515 nm apres
réaction avec le composé a tester (Prior et al., 2005).

O,N

-N NO
N 2

NO,

Figure 13 : Structure chimique du radical libre DPPH"®

6.2 Test de 3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS) :
Le test ABTS a été rapporté pour la premiere fois par Miller et Rice-Evan et est basé sur

la capacité de piégeage des antioxydants de I'anion radical a longue durée de viel’ABTS"*(figure
14).La perte del’ABTS "*est mesurée par spectrophotométrie a 734 nm. La solution d” ABTS"* est
genérée par 1’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec lek,S,0,, qui est intensément coloré.
L’ABTS"*est soluble dans I'eau et les solvants organiques et n'est pas affecté par la force ionique,
il peut donc étre utilisé dans une variété de milieux pour déterminer la capacité antioxydante

hydrophile et lipophile des extraits (Prior et al., 2005 ).

Et
SO3H
N S
\=N—N=\N
S |
HO3S Et

Figure 14:Structure de l'acide 2,2'-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ABTS"*
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Partie experimentale



CHAPITRE |
Matériel et Méthodes



Notre étude expérimentale a été menée au Laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA)

dans le but principal de déterminer les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins, ainsi

que d’évaluer l'activité antioxydante de Daucus crinitis Desf. Le travail pratique est divisé en

quatre parties distinctes :

1

+ Récolte et préparation des échantillons a partir des racines de Daucus crinitis Desf. (la
crodte et la partie interne blanche);

+ Préparation des extraits ;

+ Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés dans les
différents extraits ;

+ Evaluation de l'activité antioxydante par deux techniques : le Piégeage du radical libre
DPPH et le Piégeage du radical ABTS™*

Produits chimiques et matériel utilisé :

Acide gallique (C,H,0:)(acide 3, 4, 5-trihydroxy-benzoique)
3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique(C,;H N, 0:S,) (ABTS)
Acide phosphotungstique(H;PW,, 0,4, )

Acide phosphomolybdique(H;POM,,0,,)

Nitrite de sodium(NaNo, )

Carbonate de sodium(Na,C0;)

Chlorure d’aluminium (ALCL;)

Vanilline (C;H0,)(3-méthoxy-4-hydroxybenzaldéhyde)
Meéthanol(CH,0H)

2.2 diphenyle-1-picrylhydrasyl(C,;H,,N- 0. ) (DPPH)
Trolox(C,,H,:0,)

Hydroxy anisolebutylé(c,, H,.0,)(BHA)

L’acide chlorhydrique(HCL),

Ethanol(C,H.0)

Persulfate de potassium(k,5,0;)

Folin-ciocalteu (1N)
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o Catéchine(C,:H,,0.)

e Soude (NaOH)

e Le matériel utilisé dans notre travail est le suivant: Spectrophotometre, Agitateur
magnétique, Balance de précision 0,001g, un extracteur type soxhlet, Micropipettes,

Etuve, Cuves, Verrerie de laboratoire (Tubes a essai et portoirs, entonnoir, béchers,

erlenmeyers, ampoules a décanter...).

2 Récolte de la plante étudiée :
La plante Daucus crinitus Desf. a été récoltée au mois de Février 2023 dans la région de Béni

Mester, situé au centre de la wilaya de Tlemcen (Latitude:34 52 13.62 N,

Longitude : —1” 25 23.48 W) (figure 15). La plante a été identifiée au laboratoire de botanique

a ’université de Tlemcen.

Carte de situation géographique
de la wilaya de TLEMCEN

CHEF-LIEU-WILAYA

Limites des commune

Limite de wilaya

teme de projection: Longitude/Latitude (WGS84)
Mg lat/long: Degrés décimaux

..... Béni Mester (Tlemcen)

Kilomeétres

Figure 15: Situation géographique de la région Béni Mester (Tlemcen)
(https://www.bing.com/maps)
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Les racines de la plante ont été nettoyées et séparées en deux parties, la croQte externe et la partie
blanche interne (photo 4). Les deux parties ont été séchées a la température ambiante, a 1’abri de
la lumiére pendant 10 jours, puis chaque partie a été broyée et stockée dans des bocaux en verre

fermés jusqu’a I’utilisation.

Broyée a I'aide de Moulin,
électrique

Broyée a I'aide de M
électrique

Photo 0 4: Etapes de préparation des deux échantillons (photo prise par nous méme)

A : Laracine, B : poudre de la crodte externe, C : poudre de la partie blanche interne

3 Extraction hydro-méthanolique par soxhlet :
Dans ce travail, on s’est intéressé a 1’extraction des composés phénoliques doués d’activité

antioxydante et solubles dans des solvants polaires comme le méthanol. Le choix du mélange
méthanol/eau, considéré comme un mélange a polarité élevée, est basé sur les résultats de
plusieurs travaux antérieurs qui ont montré que la nature du solvant exerce un grand pouvoir dans
les capacités d'extraction phénoliques chez de nombreuses espéces (Vazquez et al., 2008 ;
Mussatto et al., 2011). Plus précisément, l'addition d'eau a 20% aux solvants polaires améliore
cette extraction (Trabelsi et al., 2010). Nous avons choisi d’utiliser un appareil de Soxhlet déja

utilisé sur des problématiques similaires pour extraire les polyphénols (Vazquez et al., 2008).
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3.1 Principe :
La méthode de Soxhlet est ’'une des méthodes d’extraction solide-liquide qui présente

I'avantage de permettre une extraction efficace des composés solubles dans un solvant, méme a
partir d'échantillons complexes. Cependant, elle nécessite un temps de traitement relativement
long et une grande quantité de solvant par rapport a d'autres méthodes d'extraction (Luque-
Garcia et Luque de castro, 2004).

L'extracteur Soxhlet (figure 16)est un dispositif composé d'un ballon contenant le solvant
d'extraction, sur lequel est placé un réfrigérant, et d'un tube de distillation. Le processus
d'extraction commence par le chauffage du ballon, ce qui provoque I'ébullition du solvant. Les
vapeurs du solvant s'élévent a travers le tube de distillation et entrent dans le réfrigérant, ou elles
sont refroidies et liquéfiées. Le condensat ainsi formé retombe dans le corps de I'extracteur, ou il
entre en contact avec la cartouche contenant le solide a extraire, permettant ainsi la macération du
solide dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'a atteindre le
niveau du sommet du tube-siphon. A ce stade, le liquide de I'extracteur, qui contient les
substances extraites, retourne dans le ballon, enrichissant progressivement le solvant en
composants solubles. Ce processus d'extraction se poursuit jusqu'a ce que toute la matiere solide

chargée dans la cartouche soit épuisée (Lugque-Garcia et Luque de castro, 2004).

Condensatewr e

«— Eaunde
refroidissement

Solvant en coatact
avec le solide

Poudre séche

Solvant liquide

Solvant sous forme gazeuse

+——— Chauffe ballon

Figure 16: Appareil type Soxhlet
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3.2 Mode opératoire :
Pour 1’obtention des extraits, les étapes suivantes ont été suivies (Figurel7) :

- Placer dans I’appareil a extraction, type Soxhlet, la cartouche contenant 40g de la
poudre des deux parties des racines, séparément ;

- Verser dans le ballon 400 ml de mélange méthanol/eau distillée (80/20 : V/V) et poser
le dans un chauffe- ballon électrique ;

- Adapter le ballon de maniere a le connecter a I’appareil d’extraction ;

- Apres une extraction a chaud, d’une durée de 3 heures, éteindre 1’appareil et laisser le
se refroidir ;

- Les deux extraits sont évaporés a sec au rotavapor ;

Calcul du rendement: L’extrait sec est pesé et nous avons calculé le rendement selon 1’équation

suivante :

Rdt (%) = (P1 - P2/ P3) x 100

P: : Poids en gramme du ballon aprés évaporation.
P, : Poids en gramme du ballon avant évaporation (ballon vide).
Ps : Poids en gramme de la matiére végétale séche de départ.

Les deux extraits obtenus ont un aspect huileux, se qui a nécessité une extraction liquide/liquide

en utilisant I’hexane comme solvant d’extraction.

4  Extraction liquide-liquide par I’hexane :
Dans le but d’obtenir une meilleure sélectivité dans I'extraction, nous avons choisi d’éliminer

les molécules apolaires responsables de 1’aspect huileux des deux extraits par 1’hexane en regard
des classes de substances potentiellement extractibles par ce solvant apolaire (lipides, stérols,
essences, cires, caroténoides,...) (Wichtl et Anton, 2003).

A cet effet et pour les deux parties de racines, les extraits obtenus dans la premiere extraction
sontré-solubilisés, separément, dans 50 ml du mélange méthanol- eau (40/10- V/V). Chaque
solution est transférée dans une ampoule a décanter. L’extraction liquide-liquide est réalisee

comme suit :
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- 50 ml d’hexane sont ajoutés pour éliminer les composés solubles dans ce solvant
apolaire a savoir, les huiles essentielles et les acides gras. L’opération est répéter 3
fois ;

- La phase hydro-méthanolique est séparée de celle d’hexane;

- Chaque phase est évaporée au rotavapor jusqu’a 1’obtention d’un extrait sec pour la
solution hydro-méthanolique et d’une huile pour 1’extrait d’hexane (Figurel7).

Calcul du rendement: L’extrait obtenu est pesé et nous avons calculé le rendement selon

1I’équation suivante :

Rdt (%) = (P1 - P2/ P3) x 100

P1 : Poids en gramme du ballon apres évaporation.
P, : Poids en gramme du ballon avant évaporation (ballon vide).
Ps : Poids en gramme de la matiére végétale séche de départ.

Les dosages des composes phénoliques et les activités anti-radicalaires sont par la suite
réalisés pour les deux extraits secs hydro-méthanoliques (Figurel7). Cependant, les huiles

obtenues feront 1’objet d’une autre étude ultérieure.
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Matéricl végétal en poudre
(40 g de partic blanche ,
croiite )

ajouter 400 ML de mélange de solvant MOEH/EAU
l (80/20:V/V)

Extration par soxhlet pendant
3h

Evaporation

extrait

re-solubilise dans le mélange de solvant d’extrait
MEOH/EAU (40/10)+ 50 Mld’hexane

4

Extration liquide_liquide
par hexane

Evaporation

extrait a sec

\

Activité antioxydant Dosage des composés
DPPH,ABTS phénoliques

étude ultérieure

Figure 17 : Schéma du protocole expérimental

5 Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits :

5.1 Polyphénols totaux :
Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et al., (2006) :

5.1.1 Principe:
Le réactif utilisé, le «Folin-Ciocalteu», est un mélange de complexes d’acide

phosphotungstique (HzPW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hz3PMo012040) de couleur jaune.

Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif. Cette
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oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungstene de couleur bleu

qui absorbe & 750 nm.

5.1.2 Mode opératoire :
Une prise de 100 pl de I’extrait est mélangée avec 2 ml d’une solution de carbonate de sodium a

2% fraichement préparée, le tout est agité par un vortex. Aprés 5 min, 100 ul du réactif de Folin-
Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange, le tout est laissé pendant 30 min a la température
ambiante et la lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre a 750 nm. Ce
dosage est effectué par la comparaison de la D.O observée a celle obtenue par un étalon d’acide
gallique de concentration connue. Pour cela, Une gamme étalon a base de 1’acide gallique est
également préparée a des concentrations allant de 0 a 500ug/ml. Les teneurs en Polyphénols
totaux des extraits sont alors exprimées en milligramme équivalent acide gallique par gramme
d’extrait sec (mg EAG/g ES).

5.2 Flavonoides totaux :
La quantification des flavonoides est faite selon une méthode colorimétrique décrite par Dewanto

et al., 2002 :

5.2.1 Principe:
Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par deux réactifs incolores, le

nitrite de sodium (NaNOy) et le chlorure d’aluminium (AICI3). Elle entraine la formation d’un

complexe brunatre qui absorbe a 510 nm.

5.2.2 Mode opératoire :
Une prise de 250 pL d’extrait est additionnée de 75 uL d’une solution de NaNO; a 5%. Apres 6

mn d’incubation a température ambiante, 150 pLL d’une solution fraichement préparée de chlorure
d’aluminium (AICI3, 10%) sont ajoutés au mélange. Aprés 5 mn de repos a température ambiante,
500 pL de soude (NaOH, 1M) sont apportés au mélange, et le volume final est porté a 2.5 mL
avec de I’eau distillée. L’absorbance de cette préparation est mesurée contre un blanc a 510 nm.
La comparaison de la D.O observée a celle obtenue par un étalon de catéchine de concentration
connue permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides. Pour cela, Une gamme étalon a base de
catéchine est également préparée a des concentrations allant de 0 a 500ug/mL. Les teneurs en
flavonoides des extraits sont alors exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme
d’extrait sec (mg EC/g ES).
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5.3 Tanins condenses :
La quantité de tanins condensés a éte estimée selon la méthode décrite par Sun et al., 1998 :

5.3.1 Principe:
En présence d’acide chlorhydrique, les tanins condensés se dépolymérisent et, par réaction avec

la wvanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par

spectrophotométrie a 500 nm.

5.3.2 Mode opératoire :
Une prise de 50 pl d’extrait est ajoutée a 3 ml de vanilline a 4% et 1.5 ml d’acide chlorhydrique

HCL concentré. Aprés homogénéisation, le mélange est mis en incubation a température
ambiante pendant 15 mn. L’absorbance est mesurée contre un blanc a 500 nm. Les teneurs en
tanins condensés, déterminées en se référant & une gamme étalon de catéchine (0 & 1000pg/mL),

sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES).

6 Détermination de ’activité antioxydant, in vitro

6.1 Piégeage du radicalDPPH :
Le protocole expérimental suivi est celui d’Atoui et al. (2005):

6.1.1 principe:
DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour

I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de I’analyse. 1l absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 a 520 nm. La méthode de DPPH présente plusieurs avantages du fait qu’elle soit
indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur
violette), en présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a
réduire ce radical (figurel8). La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se

traduit par une diminution de I’absorbance a cette longueur d’onde.
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Figure 18: Forme réduite du radical DPPH"
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6.1.2 Mode opératoire:
A différentes concentrations, 50 ul de chaque extrait, sont ajoutés a 1950 pl d’une solution

méthanolique de DPPHa 6.34x10° M (0.0025 g dans 100 ml méthanol). Pour chaque
concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne le contréle négatif, ce dernier est prépare,
en parallele, en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1950 ul d’une solution méthanolique de a la
méme concentration utilisée. Un controle positif est préparé en mélangeant 50 pl de méthanol
avec 1950 pl de la solution méthanolique de DPPH & 6.34x10° M.

Apres incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la réduction du
DPPH" s'accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La
lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Le témoin positif
utilisé est le hydroxy anisole butylé (BHA). Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’inhibition, calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la

formule :

Pl = (D.O controle— D.Oextrait / D.Ocontr()le) x 100

Pl: pourcentage d’inhibition.
D.O témoin : absorbance du témoin négatif.
D.O extrait :absorbance de [’extrait.

L’étude de la variation de D’activité anti-radicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clso). Une valeur de

Clso faible correspond a une grande efficacité de I’extrait.

43



6.2 Piégeage du radical ABTS ™™ ;
La méthode réaliséeest celle décrite par Re et al., 1999:

6.2.1 Principe :
Le radical ABTS°+ est produit par réaction entre I’ABTS a 14 mM et une solution a 4.9 mM de

persulfate de potassium. Ce mélange est agité pendant 16 h a I’obscurité puis dilué par 1’éthanol
jusqu'a obtenir une absorbance a 734 nm de 0.700 + 0.02. Le test consiste a mettre ce radical en

présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a réduire ce radical.

6.2.2 Mode opératoire:
Une prise (950 pl) de cette solution d’ABTS®+ est ensuite mélangée avec 50 pl d’extrait a

différentes concentrations. Aprés 6 mn d’incubation a température ambiante, 1’absorbance du
mélange est mesurée a 734 nm contre un blanc. En ce qui concerne le contr6le négatif, ce dernier
est préparé, en paralléle, en mélangeant 50 ul du méthanol avec 950 pl d’une solution d’ABTS®+.
Un controle positif est préparé en mélangeant 50 ul de méthanol avec 950 ul de la solution
éthanolique d’ABTS®+.

Les résultats permettent de calculer le pourcentage d’inhibition et exprimer cette activité anti-
radicalaire en CI.; comme décrit précédemment pour le DPPH’

Les valeurs de Clsosont comparées avec celles des standards de référence : le Trolox (acide 6-

hydroxy-2, 5, 7, 8-tétraméthyl-chroman-2-carboxylique).

7 Analyses statistiques :
Les valeurs indiquées dans les tableaux sont des moyennes + écarts-types des trois mesures

paralleles en utilisant EXCEL (2013). Les valeurs des concentrations d’ICsg (Piégeage du radical
ABTS ™ ,DPPH") ont été calculées a partir des équations logarithmiques et linéairesdes courbes
tracées sur EXCEL.
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CHAPITRE 11

Résultats et discussion



1 Les rendements en extraits obtenus :

La préparation des extraits hydro-méthanoliques des deux parties de racines de D. crinitus

Desf., crodte et partie blanche interne, a été réalisée en utilisant la méthode Soxhlet suivie par une

extraction liquide/liquide pour éliminer les molécules solubles dans 1’hexane. Les différents

rendements obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 3: Rendements en extraits

Rendements (%0)

Type d’extraction La cro(ite La partie blanche interne
Extraction hydro-méthanolique par Soxhlet 101 18.88
Fraction hyro-méthanolique 6.18 16.01
Extraction
liquide/liquide |  Fraction d’hexane (huile) 3.25 2.25

Selon les résultats obtenus, on observe que le rendement en extrait hydro-méthanolique

par Soxhlet est plus important dans la partie blanche interne (18.88%). On constate aussi que les

rendements en fractions hydro-méthanoliques ont diminué aprés passage par une extraction a

I’hexane. Donc ce solvant entraine une perte de rendement dans la croQte et dans la partie blanche

interne bien que la diminution est moins importante pour la partie blanche (16.01%). Les

fractions d’hexane, liquides de couleur jeune, ont un aspect huileux lié a la richesse des racines

de cette espece en lipides et en huiles essentielles (photo 5). Les rendements en ces extraits

(3.25% pour la croute et 2.25% pour la partie blanche interne) sont représentatifs des rendements

espérés pour une étude ultérieure.
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Photo 05: Extrait d’hexane (huile)

L’étude bibliographique rédigée dans ce travail a révélé qu’il existe peu d’études réalisées sur
I’espéce D. crinitus d’Algérie, et que les études biologiques sur cette espéce sont rares.

Pour les deux parties (croute et partie blanche) de la racine de D. crinitus étudiée, les rendements
en extraits obtenus sont largement supérieurs par rapport aux rendements obtenus dans des
travaux antérieurs réalisés sur des extraits de racines entiéres de la méme espece, préparés par des
solvants organiques et par Soxhlet. Il s’agit d’un extrait méthanoliques (1.8%) et d’un extrait de
I’éther de pétrole (1.5 %), obtenus séparément (Dib et al., 2010) et des extraits aqueux (5.51%),
chloroformique (1.34% ) et éthanolique (2,16%), obtenus successivement (Abdoune et al.,2013).

2  Les teneurs en composés phénoliques :

2.1 Teneurs en polyphénols :
Les teneurs en polyphénols totaux (PPT), par la méthode de Folin-Ciocalteu, ont été

déterminées en utilisant la courbe de la gamme étalon établie en utilisant différentes
concentrations d’acide gallique (figurel9). Les resultats obtenus sont exprimés en milligramme

équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

2.2 Teneurs en flavonoides :
Le dosage des flavonoides (Fv) a été réalisé en utilisant la méthode du trichlorure

d’aluminium. La courbe d’étalonnage de la catéchine est tracée (figure 20). La quantité en
flavonoide est rapportée en milligramme d’équivalent de la catéchine par gramme d’extrait sec
(mg EC/g ES).

48



©
N

o
)

y =0.00256x
R2=0.99936

Absorbance a 510nm
o o o
w D (9]

o
[N)

©
-

0 50 100 150 200 250 300
concentrations (pg/ml)

Figure 20: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux

2.3 Teneurs en tanins condensés :
L’estimation des teneurs (Tn) en tanins condensés a été réalisée en utilisant la méthode de la

vanilline et la catéchine est utilisée comme standard (figure 21). La quantité en tanins a été

exprimée en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES).
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Figure 21: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins dans les deux parties, croute et
partie blanche, sont représentées dans le tableau 04. Les résultats indiquent que I’extrait de la
crolite a une teneur en PPT de 49.28 +7,16 mg EAG/g ES, supérieure a celle de I’extrait de la
partie blanche. Sa teneur en FV de 12.82+0.78 mg/EC/g ES, presque deux fois supérieure a celle
de I’extrait de la partie blanche. Cependant, les teneurs en Tn sont proches dans les deux parties,
avec une légere supériorité dans 1’extrait de la crolte (1.91+0.06 mg EC/g ES).

Tableau 4: Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés (moyenne +
écart type) dans les deux parties de D. crinitus Desf.

Teneurs en Extraits de D. crinitus

La crodte La partie blanche
PPT (mg EAG/g ES) 49.28+7.16 16.99+1.07
Flavonoides (mg EC/g ES) 12.82+0.78 6.90+3.62
Tanins (mg EC/g ES) 1.91+0.06 1.68+0.41
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Ces résultats montrent que la partie croGte est riche en composés phénoliques, comparée a
la partie blanche. Les teneurs en tanins, proches dans les deux parties, sont faibles en
comparaison avec celles des polyphénols et des flavonoides.

D’apres nos connaissances, aucun travail antéricur n’a €été trouvé sur les composés
phénoliques des racines de D. crinitus. Cependant, un travail antérieur a été réalisé dans ce
contexte mais sur les extraits méthanoliques et aqueux de la partie aérienne (tiges et feuilles) de
cette espéce. L’extrait méthanolique s’est révélé plus riche en polyphénols totaux et en
flavonoides que I’extrait aqueux (PPT : 130+5 et 89,80+3 pug EAG/mg d’extrait ; FV : 86,72+ 4
et 49,7712 ng EC/mg d’extrait) (Bendiabdellah et al., 2012).Ces résultats peuvent indiquer que
la localisation des composés phénoliques au sein de laplante n’est pas homogéne entre
tiges, feuilles et racines et que la partie aérienne est peut étre plus riche en ces composés, raison

pour laquelle elle a suscité plus d’intérét dans les recherches antérieures.

3 Evaluation de ’activité antioxydante:

3.1 Piégeage du radical libre DPPH :
L’activité anti-radicalaire des deux parties de racines de D. crinitus vis-a-vis du radical DPPH

a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical, accompagnée
par son passage de la couleur violette (DPPH") a la couleur jaune (DPPH — H) mesurable a
517nm. Cette capacité est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des

substances anti- radicalaires. L’activité des extraits est comparée avec celle du BHA.

Les courbes des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction de concentration des BHA et des

deux extraits sont illustrées dans les figures 22, 23 et 24.
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Figure 22: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
I’extrait de la crotte
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Figure 23: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
I’extrait de la partie blanche
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Figure 24:Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de

BHA

Les valeurs des Clso sont présentées dans le tableau 5.0n constate que I’extrait de la

crolte a une valeur de Clsode 0.1381 mg/ml, largement supérieure a celle du BHA, ce qui

démontre une activité faible par rapport au BHA. On constate aussi que ’extrait de la crotte est

plus puissant (photo 6) que celui de la partie blanche, dont on n’a pas pu calculer la Clso parce

que 50% d’inhibition n’a pas été atteinte méme a une concentration dans le volume final de 1

mg/ml (concentration initiale de 40mg/ml).

Tableau 5: Valeurs de Clso des extraits et du BHA

Extraits de D. crinitus

La crodte

La partie blanche

BHA

Clso (mg/ml) 0.1381+0.004

Non atteinte

0.0016+0.0001
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Quelques travaux antérieurs ont éte réalisés sur 1’activité du piégeage du radical libre DPPH de
I’huile essentielle des racines (Lanfranchi et al., 2010) et des extraits de la partie aérienne (tiges
et feuilles) de D. crinitus obtenus par Soxhlet. Il s’agit des extraits bruts méthanolique (Clso =
0,068 mg/ml) (Bendiabdellah et al., 2012), éthanolique (Clso = 0.65 mg/ml) et aqueux (Clso =
0.64mg/ml (Bendiabdellah et al., 2012) et Clso = 1.83 mg/ml (Djabou et al ., 2013)).

Un autre travail a été réalisé sur des extraits de la partie aérienne, obtenus par maceération, de D.
muricatus. Il s’agit des extraits d’acétate d’éthyle (Clso= 12,33+0,69 pg/ml) et de méthanol
(Clso= 81,96 +2.1 pg/ml) (Noui, 2018).
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3.2 Piégeage du radical ABTS :
L’ABTS est un autre radical plus réactif que le DPPH. Il est produit par une réaction entre

I’ABTS et une solution de persulfate de potassium. Les figures 25, 26 et 27présentent les
pourcentages d’inhibition du radical ABTS par les extraits des deux parties de racines de D.

crinitus et par le standard, le Trolox.
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Figure 25: Courbe des pourcentages d’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations de
I’extrait de la crolte
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Figure 26: Courbe des pourcentages d’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations de
I’extrait de la partie blanche
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Figure 27: Courbe des pourcentages d’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations du
Trolox

Les valeurs des Clso sont présentées dans le tableau 06. L’extrait de la crolte a une activité
antioxydante plus importante que celle de la partie blanche avec une valeur de Clso de
0.193+0.001 mg/ml. Cependant, cette activité reste faible comparée a celle du trolox.

Tableau 6: Valeurs de Clsg des extraits et du Trolox.

Extraits de D. crinitus

La cro(te La partie blanche Trolox

Clso(mg/ml) 0.193+0.001 4.4+ 0.20 0.0383+1.86

Le seul travail trouvé sur I’activité du piégeage du radical libre ABTS a été réalisé sur des
extraits de la partie aérienne, obtenus par macération, de D. muricatus. Il s’agit des extraits
d’acétate d’éthyle (Clso= 36,05+2,28ug/ml) et de méthanol (Clso= 51.90+£0.59ug/ml) (Noui,
2018).

Nos résultats et les résultats des recherches antérieures nous méne a dire que la variation
des teneurs en composés phénoliques et de I’activité anti-radicalaires d’une espéce a 1’autre et
d’une méme espéce peuvent étre influencées par la partie de la plante, la méthode extraction, les
facteurs environnementaux et les conditions expérimentales (Khajeh et al., 2005 ; Sefidkon,
2007).
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Conclusion générale

et Perspectives



Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Leurs utilisations est en progression constante, étant donné le
besoin établi a développer de nouveaux agents antioxydants pour résoudre les problemes de
I’implication du stress oxydatif dans plusieurs maladies et les effets secondaires indésirables des
molécules de synthese.

L’objectif de ce travail est d’estimer les teneurs en composés phénoliques et d’étudier les
activités anti-radicalaires des extraits de la crolte et de la partie blanche de racines de la plante
Daucus crinitus Desf.

Les résultats obtenus révélent des rendements importants comparés aux travaux antérieurs. Le
rendement en extrait hydro-méthanolique par Soxhlet est plus important dans la partie blanche
interne (18.88%) par rapport a celui de la croute. Ces rendements ont diminué apres passage par
une extraction a I’hexane, choisi pour €éliminer les molécules apolaires responsables de 1’aspect
huileux des deux extraits, a savoir les lipides et les huiles essentielles. Cette diminution est moins

importante pour la partie blanche (16.01%) avec un rendement de I’extrait d’hexane de 2.25%.

Les résultats des dosages des polyphénols totaux (PPT), des flavonoides (Fv) et des tanins (Tn)
dans les deux parties, montrent que la partie crolte est riche en composés phénoliques, comparée
a la partie blanche. L’extrait de la croite a une teneur en PPT de 49.28 £7,16 mg EAG/g ES,
supérieure a celle de ’extrait de la partie blanche. Sa teneur en FV de 12.82+0.78 mg/EC/g ES,
presque deux fois supérieure a celle de I’extrait de la partie blanche. Cependant, les teneurs en
tanins, proches dans les deux parties avec une légére supériorité dans 1’extrait de la crofite
(1.91+£0.06 mg EC/g ES), sont faibles en comparaison avec celles des PPT et des Fv. Les teneurs
en composés phénoliques dans cette étude sont plus faibles que celles de la partie aérienne de la
méme plante, étudiée antérieurement et qui a suscité plus d’intérét dans la recherche que les

racines.

Concernant 1’activité anti-radicalaire par I’inhibition du piégeage des radicaux DPPH et ABTS,
I’extrait de la croute (Clso de 0.138+0.004 mg/ml pour le DPPH et de 0.193+0.001 mg/ml pour
I’ABTYS) est plus puissant que celui de la partie blanche. Cette activité est inférieure a celle des
standards.
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En comparant avec les recherches antérieures nous constatons une variation des teneurs en
composés phénoliques et de 1’activité anti-radicalaire d’une espéce a 1’autre et d’une méme
espéce.
Sur la base des résultats obtenus dans cette étude, on peut conclure que la crodte de la plante
Daucus crinitus Desf. peut étre considérée comme une source naturelle modérée de polyphénols
qui présente une capacité antioxydante dans les domaines de 1’industrie pharmaceutique,
alimentaire et cosmétique. Cependant, il est nécessaire de mener d’autres études afin de :

- Tester I’activité antioxydante par d’autres méthodes, in vivo et vitro ;

- Séparation et identification de principes actifs par des techniques chromatographiques

et spectrales :
- Tester leurs composés separément, pour mettre en évidence le principe actif et/ou une

éventuelle synergie entre les différents composés phénoliques.
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Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles, notre étude s’est concentrée sur 1’évaluation des teneurs
en composés phénoliques ainsi que sur les propriétés anti-radicalaire des extraits des deux parties de racines de Daucus crinitus Desf. de la région
de Tlemcen (Algérie) : la crodte et la partie blanche.

L’estimation des teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés a été réalisée par des méthodes spectrophotométriques. Les
résultats obtenus indiquent la richesse de la croGte de D. crinitus en polyphénols (49,28+7,16 mg EAG/g ES) et en flavonoides (12.82+0.78
mg/EC/g ES). Les teneurs en tanins sont faibles mais proches dans les deux parties.

L’activité anti-radicalaire dans la crodte et la partie blanche a été évaluée par deux méthodes de piégeage des radicaux DPPH et ABTS, réalisées
in vitro. L’extrait de la crotte est plus puissant (Clso de 0.138+0.004 mg/ml pour le DPPH et de 0.193+0.001 mg/ml pour I’ABTS) que celui de la
partie blanche. Cette activité est inférieure a celle des standards.

Ces résultats suggerent que la cro(ite des racines de D. crinitus est une source modérée de composés phénoliques a potentiel antioxydant.

Mots clés : Daucus crinitus Desf., composés phénoliques, activité anti-radicalaire, piégeage des radicaux, DPPH, ABTS.

Abstract

In the context of discovering new antioxidants from natural sources, our study focused on the evaluation of phenolic compound contents and the
free radical scavenging properties of extracts from the two root parts of Daucus crinitus Desf. from Tlemcen (Algeria) : The rind and the white
part.

Spectrophotometric methods were used to estimate polyphenol, flavonoid, and condensed tannin content. The results obtained indicate the
richness of D. crinitus rind in polyphenols (49.28+7.16 mg EAG/g ES) and flavonoids (12.82+0.78 mg/EC/g ES). Tannin levels are low but close
in both parts.

Anti-radical activity in the rind and white part was assessed by two radical scavenging methods, DPPH and ABTS, performed in vitro. The rind
extract is more potent (IC50 of 0.138+0.004 mg/ml for DPPH and 0.193+0.001 mg/ml for ABTS) than the white part extract. This activity is
lower than that of the standards.

These results suggest that D. crinitus root rind is a moderate source of phenolic compounds with antioxidant potential.

Keywords: Daucus crinitus Desf. Phenolic compounds, antiradical activity, radical scavenging, DPPH, ABTS.
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