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Résumé
Les expérimentions présentées dans ce travail contribuent d’une part a I’étude du pouvoir
hémolytique et d’autre part a I’évaluation de l'activité anti-hémolytique des extraits de deux
parties (blanche interne et croute) de la racine de Daucus Crinitus Desf. « bouzaffour » de la

région de Tlemcen (Algérie).

La préparation des extraits a nécessité une extraction hydrométhanolique (80/20, v/v) par
Soxhlet, suivie par une extraction liquide/liquide par 1’hexane (50/50 ; v/v) pour éliminer les
composés apolaires. Le rendement hydro-méthanolique, par Soxhlet, de la partie blanche
interne (18,88%) est plus important que celui de la croute (10,1%). La diminution des
rendements apres une extraction a I’hexane est due au passage d’un extrait d’aspect huileux
dans ce solvant. Les rendements en ces huiles sont : 3.25% pour la croute et 2.25% pour la

partie blanche interne.

Des dosages spectrophotométriques des composés phénoliques révelent que les teneurs en
polyphénols et en flavonoides dans I’extrait de la crolte (49.28 +£7,16 mg EAG/g ES ;
12.82+0.78 mg EC/g ES, respectivement) sont supérieures a celles de I’extrait de la partie
blanche. Cependant, les teneurs en tanins sont faibles et proches dans les deux parties, avec

une légere supériorité dans 1’extrait de la crotte (1.91+0.06 mg EC/g ES).

Les pourcentages d’hémolyse, par l'utilisation de modéle érythrocytaire, sont proportionnels a
I’augmentation des concentrations. La partie blanche a le taux d’hémolyse le plus faibles, qui
n’a commencé a augmenter significativement qu’a partir de 10 mg/ml et est de 88,71% a 20

mg/ml, aprés 30 min d’incubation.

Pour des concentrations de 0,0156 a 1,25 mg/ml et pour les deux parties de la plante, le
pourcentage anti-hémolytique est passé de 56,4 a 80% pour la partie blanche et de 44,9 a
80% pour la croute. Au-dela de cette concentration cette protection disparue pour les deux

extraits et pour 1’acide ascorbique.

Les composés phénoliques sont moins abondants dans la partie blanche qui s'est révélée

moins hémolytique et légérement anti-hémolytique que la croute.

Mots clés : Racines de Daucus crinitus Desf., Composés phénoliques, pouvoir hémolytique,

Activité anti-hémolytique.



Abstract

The experiments presented in this work contribute, on the one hand, to the study of the
hemolytic power, on the other, to the evaluation of the anti-hemolytic activity of the extracts
of two parts (inner white and rind) of the root of Daucus crinitus Desf. « Bouzeffour » from

Tlemcen (Algeria)

Preparation of the extracts involved hydro-methanolic extraction (80/20, V/V) by soxhlet

followed by liquid/liquid extraction with hexane (50/50; V/V), to remove apolar compounds.

The hydro-methanolic yield by soxhlet, of the inner white part (18,88%) is higher than that of
the crust (10,1%). Lower yields after hexane extraction are due the passage of an oiliness
extract through this solvent. The yields of these oils are: 3, 25% for the crust and 2,25% for

the inner white part.

Spectrophotometric analyses of phenolic compounds revealed that polyphenols and
flavonoids in crustal extract (49.28 +7,16 mg EAG/g ES; 12.82+0.78 mg EC/g ES
,respectively) are higher than those in the white part extract .However ,tannins contents are
low and close in both parts , with a slight superiority in the crust extract (1.91+0.06 mg EC/g
ES).

Hemolysis percentages, using erythrocyte models ,are proportional to increasing
concentration .The white part has the lowest hemolysis rate, which only began to increasing

significantly at 10mg/ml and is 88,71 % at 20 mg/ml ,after 30 min incubation .

For concentrations ranging from 0,0156 to 1,25 mg/ml and for both parts of the plant ,the anti-
hemolytic percentage rose from 56,4 to 80% for the white part and from 44,9 to 80% for the

crust .Above this concentration ,this protection disappeared for both extract and ascorbic acid.

Phenolic compounds are less abundant in the white part, which was found to be less

hemolytic and slightly anti-hemolytic than the crust.

Key words: Daucus crinitus Desf. roots, phenolic compounds, hemolytic power ,anti-

hemolytic activity .
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Introduction generale



Les humains ont toujours utilisé I'environnement, en particulier les plantes, qui sont une riche
source de composés naturels utilisés depuis des siecles pour traiter une variété de maladies
(Karmakar et al., 2011).

Les plantes sont un réservoir de molécules bioactives largement utilisés en thérapeutique
comme agents antimicrobiens, antioxydants et anti-hémolytiques (Chaouche et al., 2015 et
Yakhlef, 2010). Cependant, certaines plantes peuvent présenter un risque de toxicité et leur
utilisation provoque des troubles plus moins graves voire mortelles. Ces plantes contiennent
une ou multiples substances nuisibles soit pour I’homme ou pour 1’animal (Fournier, 2001).
Les globules rouges sont les cellules les plus utilisées dans 1’évaluation de la toxicité des
plantes « hémolyse » & cause de leur disponibilité, et la facilité de leur surveillance au cours

de la lyse cellulaire grace a la libération de 1’hémoglobine (Wajeman et al., 1992).

Il est donc intéressant d’étudier les propriétés anti-hémolytiques des plantes pour remplacer
les agents anti-hémolytiques synthétiques. A cet effet, le domaine de la recherche scientifique
a étudié de nouvelles substances anti-hémolytiques d'origine végetale, ces derniéres annees, Il
s’agit par exemple des composés phénoliques qui sont des antioxydants naturels et qui
stabilisent les membranes des globules rouges pour empécher la lyse osmotique
(Chaudhuri et al., 2007). Cependant, le mécanisme d'action de ces molécules est mal
compris (Devjani et Barkha, 2011 ; Belkhir, 2017).

L’Algérie, la porte de I’Afrique, par son climat trés vari¢ (la mer méditerranéenne au Nord et
le Sahara dans le sud) et sa situation géographique particuliere bénéficie d’une flore tres riche
et diversifiée répartie sur tout le territoire algéerien. En effet, le Nord algérien présente une
large gamme des especes endémiques adaptées au climat de la zone et appartiennent aux
différentes familles botaniques (Quézel et Santa, 1963). L’intérét porté a ces plantes n’a pas

cessé de croitre au cours de ces derniéres années.

C’est dans ce contexte que le présent travail a pris naissance, sur 1’évaluation du pouvoir
hémolytique et de I’activité anti- hémolytique d’une plante du nord de 1’ Algérie (Beni Mester-
Tlemcen). Il s’agit de Daucus crinitus Desf. de la famille des Apiaceae, une famille

anciennement connus sous le nom d'ombelliféres.



Ce travail a éte réalisé en trois parties :

« La premiere partie résume les données bibliographiques sur les connaissances
botaniques et phytochimiques de I'espece étudiée, Daucus crinitus Desf. Cette section
comprend également des informations générales sur les composés phénoliques, la
cytotoxicité et I'activité anti-hémolytique;

« La deuxieme partie est consacrée a la partie expérimentale qui décrit les techniques
d'extraction, les méthodes des dosages des composés phénoliques et les méthodes
d'évaluation du pouvoir hémolytique et de I'activité anti-hémolytique ;

« La troisiéme partie consiste en une analyse des résultats obtenus et une discussion

soulignant leur importance.

Enfin, le manuscrit se termine par une conclusion générale et des perspectives.



Partie
bibliographique

Chapitre 01
Pouvoir hemolytigue et
activite anti-hemolytique des
plantes



1. Pouvoir hémolytique des plantes :

1.1. Latoxicité :

La toxicité se définie comme un groupe d'effets indésirables qui peuvent étre une
altération de la forme et de la fonction corporelle, causée par une dose unique relativement

élevée ou une dose répétée a long terme d'une substance (Hodgson, 2004).

1.2. La toxicité des plantes :

Les plantes dites toxiques peuvent provoquer diverses maladies plus ou moins graves
et méme la mort si elles contiennent une ou plusieurs substances nocives pour 'homme et
pour les animaux (Fournier, 2001).

Dans les plantes médicinales, diverses molécules aux activités biologiques notoires
telles que les alcaloides, les glycosides, les tanins, les anthocyanes et les stéroides sont
distribuées dans tous les organes de la plante, en particulier les graines et les racines. Ces
ingrédients peuvent présenter une toxicité inhérente a certaines concentrations (Ouedraogo,
2001).

1.3. Pouvoir hémolytique des plantes :
1.3. 1 .Composition du sang :

C’est un fluide corporel dont la fonction principale est de transporter I'oxygene vers
les tissus vivants. Il joue également un r6le important dans le systéme immunitaire. Les
cellules sanguines comprennent les érythrocytes ou les globules rouges (environ 99 %), les
globules blancs (0,2 %) et les plaquettes (0,6 a 1 %) (Hoffman, 2007).

1.3.1.1. Les globules rouges (GR) ou les érythrocytes :
I1'y a environ 5 millions de cellules par millimetre cube de globules rouges (ou hématies) dans
le sang. Ces cellules non nucléées ont un diamétre de 7,65 um et une épaisseur de 2,84 um. Ils
transportent I’oxygene des tissus vers les alvéoles pulmonaires et le dioxyde de carbone des

tissus vers les alvéoles (Cohen et al., 2008 ; Robert et al., 1997).

1.3.1.2. Les globules blanches ou leucocytes :

Les globules blancs sont des cellules du systéme immunitaire et jouent principalement un
role dans la défense de 1’organisme contre les agents agresseurs qu’ils soient endogénes ou
exogenes. Ce sont de véritables cellules mémoires qui assurent principalement la sécurité au
niveau des organes (Ifrah et al ., 1995). Il existe 3 classes de globules blancs: les granulocytes

(polynucléaires), les monocytes et les lymphocytes (Susan et al., 2002).



1.3.1.3. Les plaquettes sanguines :
Les plaquettes au repos ont une forme discoide avec un volume de 8 a 10 fl. Les deux tiers de
la population de plaquettes circulent & une concentration de 150 a 400 109 plaquettes/I, tandis
que le reste est séquestré dans la rate. Lorsqu’elles sont phagocytées par les macrophages de
la rate et du foie, leur durée de vie moyenne est de 8 a 10 jours (Schaff, 2012).Leur role est
primordiale dans les processus de coagulation et peuvent adhérer au collagéne lorsque
I’endothélium est endommagé (Theml et al, 2006).

1.3.1.4. L’hémoglobine(Hgb) :
C'est une hétéroprotéine, également appelée chromoprotéine, qui forme le pigment
respiratoire des globules rouges (Domart et Bourneuf., 1984). C’est une molécule composée
de deux parties : une partie héme, constituée de fer, et une partie globine, un composant
proteique (Wilson et al., 2010).
L'hémoglobine permet aux globules rouges d'accomplir leur fonction principale de transport
de I'oxygene des poumons vers les tissus. La reaction chimique dans laquelle I'oxygéne se lie
aux atomes de fer contenus dans I'héme est appelée oxydation. Ce phénomene, responsable de
la couleur rouge du sang (Lewis et al., 2011). La concentration d’hémoglobine dans un liquide

interne affecte grandement sa viscosité (Bull et al, 1995).

1.4. Hémolyse :

Hémolyse (hémo : sang ; lyse : trouble) est un phénomene physiologique irréversible
qui peut conduire a la rupture de la membrane des globules rouges, apres une durée de vie
normale de 120 jours. Elle se produit dans la circulation sanguine mais a une faible
proportion. Elle conduit a la libération d'éléments de ceux-ci dans le plasma, en particulier
I'hnémoglobine (Mezzou et al., 2006 ; Thomas et al., 2013) et est donc caractérisée par une
augmentation des taux d’hémoglobine sérique, accompagnée d’une augmentation de la lactate
déshydrogénase(LHD),du phosphate et de la créatine kinase (CK). En outre, il y a une baisse
des taux d’hémoglobine ,d’haptoglobine et d’hémoglobine glycosylée (Ali et al, 2014).

Chez les individus normaux, la plupart des globules rouges sont détruits par les macrophages
qui phagocytent les vieux globules rouges. L'hémolyse restante est distribuée dans tout le
corps, spécifiqguement dans la rate et le foie. Cette phagocytose porte sur des GR dont le
vieillissement s'est traduit par des modifications biochimiques (teneur en enzymes réduite,
métabolisme ralenti, perte de lipides membranaires, phénomenes oxydatifs), un trouble de

I'échange d'ions (sodium et potassium),des modifications morphologiques (tendance a la



sphéricité due a une surface membranaire réduite et/ou a une hyperhydratation) et des
modifications de la plasticité (Beaumont et Hergaux.,2005).
Ce phénoméne peut étre observé a la fois visuellement par I'apparition d'une coloration rose a
rouge dans I'échantillon aprés centrifugation et par spectrophotométrie qui mesure la densité
optique du surnageant (hémoglobine) (Mezzou et al., 2006).

1.4.1. Hémolyse pathologique :

C'est la destruction précoce et exagérée des globules rouges circulants par un
processus hémolytique qui peut étre interne (hémolyse corpusculaire) ou externe (hémolyse
corpusculaire). Ce processus peut étre congénital ou acquis (auto-immune, empoisonnement
ou traumatisme). Il touche toujours I'un des composants essentiels des GR : membrane,
enzyme et hemoglobine (Beaumont et Hergaux, 2005).

Les signes biologiques d'’héemolyse sont: une augmentation des taux de bilirubine non
conjuguée associée a la dégradation de I'haptoglobine et élévation de l'acide lactique
déshydrogenase (LDH).

La sphérocytose heréditaire est une anémie hemolytique génétique secondaire a des anomalies
de la membrane des GR qui deviennent petits, sphériques et fragiles. Avant d'orienter le
diagnostic vers la sphérocytose héréditaire, les autres causes d'anémie hémolytique doivent
étre exclues, en particulier I’anémie hémolytique qui est un sujet relativement compliqué,
qui nécessite un enquéte spéciale pour déterminer le traitement approprié (Guitton et al
.,2008). Cependant, I'hémolyse peut étre causee par des facteurs externes, tels qu'une réaction
anormale du systéeme immunitaire, la formation de caillots sanguins dans les petits vaisseaux
sanguins, certaines infections et les effets secondaires de certains médicaments
(céphalosporines, anti-inflammatoires non stéroidiens, pénicilline et ses dérivés,

phénazopyridine, quinidine et lIévofloxacine) (Mintzer et Billet., 2009).

1.4.2. Implication des plantes dans I’hémolyse :
Il'y a des preuves issues d’études antérieures sur ’effet indésirable hémolytique de
quelques extraits de plantes médicinales, a savoir Organum Vulgare, Lavandou Steochas et
Ammoides verticillata. Les résultats ont révélé une hémolyse significative observée a des

concentrations élevées (Hafiane et Ounnas ., 2017).



3. Activité anti-hémolytiques des plantes :

I1'y a de nombreux médicaments anti hémolytique, des substances qui peuvent retarder
ou qui empéche la décomposition des globules rouges. Il s’agit de l'acide folique, les
suppléments de fer, les corticostéroides et les suppléments de vitamine B (Federici et al.,
2007; Leporrier, 2008).

Ces dernieres années, le domaine de la recherche scientifique a étudié de nouvelles
substances anti-hémolytiques d'origine végétale pour remplacer les agents anti-hémolytiques
synthétiques. De nombreuses études sur différentes plantes ont démontré l'effet anti-
hémolytique des extraits de plantes. Cependant, le mécanisme d'action des biomolécules est
mal compris (Devjani et Barkha, 2011 ; Belkhir, 2017).

De nombreuses études sur différentes plantes ont montré I'effet anti-hémolytique des
extraits de plantes, tels que les polyphénols qui sont des antioxydants naturels et qui
stabilisent les membranes des globules rouges pour empécher la lyse osmotique (Chaudhuri
et al., 2007). Le tableau N°1 représente quelques exemples de plantes testées a cet effet. Cette
activite est due a l'alignement de la partie hydrophile dans la couche lipidique externe de la
membrane érythrocytaire sans altérer la fluidité de la partie hydrophobe. La localisation de
ces composés sur la partie hydrophile de la membrane semble constituer une barriére
protectrice de la cellule contre les substances toxiques, notamment les formes réactives de
I’oxygéne (Bonarska-Kujawa et al., 2010). D'autre part, des travaux ont montré que les
polyphénols réduisent la concentration membranaire de cholestérol, améliorant ainsi la
fluidité des membranes des globules rouges. Les polyphénols peuvent se lier a la surface de
la membrane des globules rouges, affectant ainsi la position du cholestérol (Aberraneet al.,
2019).

L'effet anti-hémolytique des extraits végétaux est évalué, in vitro, a l'aide d'un modele
érythrocytaire. Ces derniers sont facilement isolés du sang et leurs membranes présentent des

similitudes avec d'autres membranes cellulaires (Shobana et Vidhya, 2016).



Tableau 1 : Quelques exemples de plantes médicinales douées d’activité anti-hémolytique

Espece végétale Hémolyse Activité antihémolytique Références
induite par
Annona muricata TritonX100 85,7% a 500 pug/ml d’extrait | Muthu et Duraira, 2015
Oryza stavia Rahman et Eswaraiah,
ICs50=500pg /ml
NaCl 50 2 2015
Cassia auriculata 1C50=500ug /ml Rani et al., 2014
Piber betel 40.6% a 5mg/ml Chakraborty et Shah,
2011
H20:

Acaciahydaspica

79,3 % a 1000 pg/ml

Afsar et al.,2016

Propolis

HgCl> (in vivo)

13,20 % a 200 mg/kg/jour

Ercis et al.,2015
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Chapitre 02

Generalites sur les
composes

Phénoliques



1. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes accumulées en
faible quantité par les plantes autotrophes (Boudjouref, 2011).Ces métabolites sont
biosynthétisés a partir des métabolites primaires et jouent un role défensif et un role dans les
interactions et l'association d'une plante avec son environnement et méme dans la survie de
l'organisme dans son écosysteme (Peeking et al, 1987). lls sont présents dans toutes les

parties des plantes mais leur répartition varie d'une plante a une autre (Merghem, 2009).

Il existe de nombreux métabolites secondaires différents, notamment : les alcaloides, les
isoprénoides et les composés phénoliques (Jean et al, 2005). Dans le présent travail nous
nous intéressons au groupe des composés phénoliques, le groupe le plus abondant dans les
plantes, en particulier les acides phenoliques, les flavonoides et les tanins (Ludovic et al,
2002).

2. Les composes phenoliques:
2.1. Généralités, structure et biosynthese :

Les polyphénols sont les produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérises
par la présence dau moins un cycle benzénique, qui est directement relié a au moins un
groupement hydroxyle libre, ou participe a une autre fonction telle que : éther, ester,

glycoside,... etc (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al., 2003).

Les composes phénoliques se trouvent dans toutes les parties de la plante et sont largement
distribués dans le regne végétal. Ils constituent une des grandes familles de molécules avec

plus de 8000 structures phénoliques (kabran et al., 2014).

Ces molécules sont issues de deux voies majeures de génération du cycle aromatique, la voie
du shikimate (également impliquée dans la synthese des acides aminés Phe et Tyr) et la voie
du polyacétate, qui consiste en la condensation de l'acétyle coenzyme A Cette biosynthese a
permis la formation d'une grande variété de molécules propres aux especes végétales, aux
organes et aux tissus (Guignard, 2000 ; Bruneton, 2008).11 constituent un moyen de défense
contre les rayons UV et les attaques d'agents pathogenes et ils contribuent a pigmentation
végeétale (Manachet al., 2004; Ignat et al., 2011).
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3. Classification des polyphénols:

Les principales classes de composants phénoliques sont : acides phénoliques flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols, tanins, coumarines... (King et Young., 1999 ;

Tapiero et al., 2002).
3.1. Les acides phénoliques :

Un acide phénolique est un composé organique qui possede au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique dans sa structure .lIs appartiennent a deux groupes,
les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Lafay et Gil-lzquierdo,

2008).

3.1.1. Les acides hydroxybenzoiques: C’est un acide de formule de base Cs-Ci.
Parmi les composés présents dans les hydroxybenzoiques, l'acide protocatéchique,
I'acide ellagique et l'acide gallique sont les plus courants (Figure 1) (Macheix et al.,
2005).

3.1.2. Les acides hydroxycinnamiques : lls ont une structure de base de Cs-Cs. Leur
squelette est un noyau benzeénique avec une chaine aliphatique de 3 atomes de carbone,
souvent esterifié au niveau d'un ou plusieurs groupes hydroxyles pour former des esters
d'alcools aliphatiques (Figure 1). Les acides cinnamiques et hydroxycinnamiques sont

souvent appelés phénylpropanoides (Macheix et al., 2005).

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R1=R4=H, R2=0OCH;, R3=0H Acide vamllique RI=R3=H R2=0H Acide p-coumarique
R1=HR2=R3=R4=0H Acide gallique RI=R2=0H, R3=H Acide caféique
R1=0H, R2=R3=R4=H Acide salicyhique R1=0CH;, R2=0OH,R3=H Acide férulique

Figure 1:Structure des acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques
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3.2. Les flavonoides :

Les flavonoides sont des polyphénols qui partagent toutes la méme structure de base
nommée « Flavane». Elles sont formées par de deux cycles aromatiques reliés par une chaine

en trois carbones : Cs-C3-Csg, souvent fermée par un hétérocycle oxygéné (Figure 2) (Milane,

2004).

31

Figure 2: Squelette de base des flavonoides

En effet, plus de 6400 structures ont éte identifiées (Harborne et Wiliams, 2000). D’un
point de vue structurel, les flavonoides sont divisés en plusieurs types de molecules. Il y a six
classes de flavonoides qui different par leurs structures chimiques: flavanols, flavones,

flavonols, flavanones, isoflavones et les anthocyanidines (anthocyandols) (Figure 3)

(Khireddine, 2014).

flavonols flavones flavanones
0 OH on
i I

,10/\/ 0 ' S 0 “ \ [ ) ]\

isoflavones anthocynadines flavanols

Figure 3 : Structures chimiques des flavonoides
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3.3. Les tanins :

Les tanins sont des polyphénols de structure variée (Figure 4) et de poids moléculaire
compris entre 500 a 3000 Dalton (Paris et Hurabielle, 1981). lls sont trés présents dans le
regne végétal, mais sont surtout abondants dans certaines familles comme les Coniferes, les
Fagaceae et les Rosacées (Ghesterm et al., 2001). Ils peuvent exister dans les écorces, les

feuilles, les fruits, les racines et les graines (Khanbabae et Ree, 2001).
OH
OH
HD D ,l\,'k\'
it OH
-'””UH
OH
Figure 4 : Structure des tanins

Ces molécules partagent la propriété de tanner la peau. Cette capacité est liée a leur propriété
de se combiner avec des protéines. Ils sont largement utilisés dans l'industrie du cuir,
notamment dans les vernis et les peintures. Grace a ces propriétes astringentes, les tanins sont
utilisés comme anti-diarrhéique, vasoconstricteur et anticoagulants et surtout comme
revétements veineux dans le traitement des varices et des hémorroides (Paris et Hurabielle,
1981).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes basés sur des
différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables (Fiorucci,
2006) :

3.3.1. Tanins hydrolysables :

Comme leur nom l'indique, les tanins hydrolysables se caractérisent par le fait qu'ils
dans des milieux acides et alcalins ou dans des enzymes telles que la tannase (Quideau,

2009). Ce sont des esters d’acide phénolique et de sucre généralement le glucose (figure 5).
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"y IE
HO \E)H

Figure 5: Structure de base des tanins hydrolysables

Selon la nature de I’acide phénolique on distingue: Les tanins galliques qui sont les esters
d’oses et d’acides galliques; et les tanins ¢€llagiques qui sont des esters d’oses et d’acide

éllagiques (Figure 6), (Atefeibu, 2002 ; Asres et al., 2005) .

HO
\E,;rr':'

OH
HO

OH

Acide élagallique Acide gallique
Figure 6 : Structure chimique de quelques tanins hydrolysables
3.3.2Tanins condenseés :

Les tanins condensés sont des oligomeres de flavan-3-ols (anthocyanidines) et de flavan-
3,4-diols (leucoanthocyanidines) (Figure7), dérivés des catéchines ou de leurs nombreux

isomeres (Stevanovic et Perrin, 2009).

Figure 7 : Structure chimique des tanins condensés
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4. Activités biologiques des composés phénoliques

Ces derniéres années, I’importance des composés phénoliques a considérablement
augmenté en raison de leur propriétés cardioprotectrices, anticancérigenes, antioxydants, anti-

apoptotiques et anti-inflammatoires (Abbas et al., 2017 ; Mihanfar et al., 2021).

Le monde de la biologie et de la médecine a €té envahi par un nouveau concept, a savoir le
stress oxydatif toxique présents en exces et les propriétés antioxydants (Desmier,2016).
Plusieurs études ont montré que les composés phénoliques ont des propriétés antioxydantes
qui peuvent neutraliser ou réduire les dommages causés par les radicaux libres a de faibles
concentrations .La structure chimique de ces molécules aide a comprendre leur mécanisme

d’action (Santos-Sanchez et al., 2019).

De méme, il a été suggeré que les polyphénols ont la capacité de stabiliser les membranes des
globules rouges contre la lyse osmotique. Cette activité est exercée par la distribution des
composes phénoliques dans la membrane cellulaire, et la mobilité membranaire restreinte qui
en résulte peut entraver stériqguement la diffusion des radicaux libres, ralentissant la vitesse

des réactions radicalaires (Suwalsky et al,. 2007).
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Chapitre 03
a plante etudiée

Daucus crinitus Desf



1. La famille des Apiaceaes :

Les Apiaceaes, anciennement connus sous le nom d'ombelliféres, étaient déja connus
des anciennes civilisations chinoises et indiennes du Mexique, ainsi que des Grecs et des
Romains. Ils semblent étre la premiere famille de plantes a fleurs reconnue comme telle
par les botanistes a la fin du XVle siécle. C'était aussi le premier groupe de plantes a étre
étudier systématiquement, publié en 1672 par Robert Morison (Heywood et al., 1996).

C’est une grande famille d’angiosperme cosmopolites, comprenant 466 genres acceptés et
environ 3820 espéces .Aujourd’hui, ils sont les plus diversifiés dans les régions tempérées
et surtout arides de 1’hémisphére nord. lls sont relativement rares dans les trophiques
humides (Figure 8) (Plunkett et al., 2018).

Figure 8 : Répartition géographique mondiale des Apiaceae

C’est une famille riche en métabolites secondaires, notamment les coumarines, les
flavonoides, les polyphénols, les composés acétyléniques et les lactones ses quiterpéniques
(Saenz, 1981).

2. Le genre Daucus :

Daucus est un genre de la sous-famille Apioidae, famille des Apiacées. C'est un genre tres
polymorphe et comprend environ 60 especes annuelles répandues dans le monde entier. La
plupart de ces espéces sont présentes en Europe, en Afrique, en Asie occidentale, en
Amérique du Nord et en Australie (Taharetal, 2011).
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Le centre de distribution de ce genre semble étre dans la région méditerranéenne, en
particulier en Afrique du Nord, ou une forte spéciation s'est produite. En plus de D. carota L.,
une carotte cultivée dans le monde entier, il existe une espéce australienne qui aurait été
amenée en Europe par bateau, et trois autres espéces des Amériques. Le reste appartient a la

région méditerranéenne (Saenz Lain, 1981).

En Algérie, le genre Daucus est représenté par des especes habitant des zones séches, le long

de la cote ouest de I'Algérie (Mazzoni et Tomi., 1999).

3. L’espece Daucus crinitus Desf. :
Le nom latin "Daucus crinitus" veut dire une carotte a semences chevelues dans

I'encyclopédie méthodique botanique 1811(Lamarck et Poiret., 1811).

3.1. Description botanique :

Arbustes a ombelles pédonculées, fructiferes a rayons inégaux (figure 9). Feuilles a pourtour
linéaire, 2-3 pennatiséquées a segments filiformes aigus, vivace a souche épaisse. Bractées de
I’involucre et de I’involucelle entiéres ou a peine divisées (Saad et al, 1995).Feuilles radicales
s'étalant en rosettes, glabres, coniques supérieures. Fruits finement pubescents a cotes toutes
munies d’une rangée d’aiguillons mous jaunis ou rosés égalant 1,5 a 2 fois le diamétre du fruit
(Bendiabdellah, 2014). Ses racines tubéreuses, se caractérisent par une longueur de 6 cm
(Lanfranchi et al ., 2010) (Photo 01 ; Photo 02)

Photo 01: Ombelle de Daucus crinitus (Lanfranchi et al., 2010).
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Photo 02: Partie souterraine et aérienne de la plante étudiée (photo original de notre plante)
3.2. Origine et distribution :

C’est une plante spacieusement distribuée en Algérie, au Maroc, en Espagne et au
Portugal. Elles croient aux montagnes de I'Atlas et aux collines non développées autour de
Mascara et Tlemcen (Bendiabdellah., 2014).

3.3. Classification systématique:
La Classification de Daucus crinitus selon Brands (2000) :

Embranchement : Tracheophyta
Sous-embranchement : Euphyllophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Cornidae
Ordre : Araliales
Famille : Apiaceae
Sous-famille : Apioideae
Genre : Daucus

Espéce : Daucus crinitus Desf.

4. Noms de la plante :

Nom en francais : Carottes a semence chevelue (Brands ., 2000);

Nom vernaculaire en arabe : Bouzaffour (brands ., 2000 ),Eurq Sidi Messaoud
(Bendiabdellah, 2014).
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5. Utilisation médicinale et traditionnelle :

Selon une enquéte réalisée par des herboristes, il a été observé que dans la médecine

traditionnelle, on utilise les racines de Daucus crinitus Desf. en décoction afin de faciliter

I’expulsion de placenta apreés 1’accouchement, et également comme tonique (Dib et al .,

2010). Une étude ethnobotanique des plantes médicinales utilisées dans la région de Zerhoun

au Maroc révéle I’utilisation médicinale de cette espéce en rhumatologie et pour les

problémes du tube digestif (Slimani et al . , 2016)

6. Données phytochimiques :

Le tableau suivant représente les travaux antérieurs sur les composés chimiques et les

activités étudiées de Daucus crinitus Desf. :

Tableau 2 : Travaux antérieurs sur Daucus crinitus Desf. d'Algérie

Etude sur

résultats

références

Les composes volatils des

racines

- Le composé¢ essentiel de 1’huile
essentielle est un composé aliphatique
(87.0%-90.1%).

Composition chimique et

activité antimicrobienne

- Présence d’acide gras dans les racines,
les tiges et les feuilles.
- Activité antimicrobienne contre

quelques bactéries dangereuses

Dib et al ., 2010

Criblage phytochimique
préliminaire (Dosage des
composeés phénoliques) et
activités antioxydantes (activité
du piégeage du radical libre
DPPH)

- Potentiel antioxydant, in vitro, des

extraits

Activité antibactérienne des
huiles essentielles tout au long

de la vie végétative de la plante

- Présence de composés phénolique et de
composés aliphatiques comme des
composés importants au début de la

phase végétative.

Etudes chimique et biologique

des extraits de trois Daucus

- Une forte teneur en huile obtenue a la

pleine florescence

Bendiabdellah et
al., 2012 ; 2013
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(D. crinitus, D. muricatus et D.
carota ssp hispanicus) de la
région de Tlemcen

- Le groupe phénolique est le groupe le
plus abondant
- Une activité antimicrobienne forte

contre les bactéries dangereuses

Activité antifongique de I’huile
essentielles contre cing agents
pathogénes de la tomate

-ldentification de 30 composés qui
représentent 91,3 %de la composition
totale

- L ’huile essentiel a montré une activité

antifongique forte contre Penicillium sp .

Bouayad Alam et
al .,2013

Activités antimicrobiennes et
insecticides contre Tuta
absoluta et la microflore
pathogene de la tomate

Lycopersicum esculentum

- L’extrait provoque une inhibition totale
de la croissance de tous les champignons
testés

-D. crinitus montre un degre de
sensibilité différent vis-a-vis des

bactéries testées

Benyahia, 2015

Caracteérisation chimique et
transformation synthétique et
hémi synthétique des composes

volatils

- Les racines sont riches en compose
aliphatique et la partie aérienne est riche
en phénylpropanoides.

-L’huile essentiel de la partie aérienne
ainsi que le dodécyle acétate (composé
principale de la racine) non pas d’activité
inhibitrice notable sur la germination.
-Les huiles essentielles n’ont pas une

activité herbicide significative.

Merad, 2022
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Partie expérimentale



Matériel et méthodes



1. Matériel végétal:
L'espece végétale Daucus crinitus Desf. a été recolté en février 2023, & Béni Mester, situé au
centre de la wilaya de Tlemcen (Latitude : 34°54°, Longitude : 1°21°, altitude : 700m climat :

semi-aride & hiver doux).

Béni-mester

Figure 9 : Situation géographique de la région Béni Mester (Tlemcen)
(Alamy banque d’images vectorielles)
La partie souterraine (photo 3) de la plante a été nettoyée et divisée en deux parties : la
croute (partie externe) et la partie blanche (partie interne). Chaque partie a été séchée a

I’ombre, a température ambiante pendant 10 jours.

Photo 3: Daucus crinitus Desf.
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2. Méthodes :

2.2.. Extraction solide - liquide par soxhlet:

Dans ce travail, on s’est intéress¢ a 1’extraction des composés phénoliques solubles
dans des solvants polaires comme le méthanol. Le choix du mélange méthanol/eau, considéré
comme un melange 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 especes (Vazquez et al., 2008 ; Mussatto et al.,
2011).Plus précisément, I'addition d'eau & 20% aux solvants polaires ameliore 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). De méme, ce
type d’extraction favorise une extraction relativement complete des métabolites présents dans
la matrice végétale (Romanik et al., 2007).

Pour les deux parties, croute et partie blanche de la racine, ’extraction au Soxhlet consiste a
placer 40g de la poudre de la plante a 'intérieur d’une cartouche en cellulose puis dans
I’extracteur, qui est relié a un ballon contenant 400ml de solution (Méthanol/eau distillée :
80/20) et un condenseur (photo 4). Le solvant est chauffé et évaporeé, la vapeur de solvant
chaude se déplace ensuite jusqu’au condenseur, ou elle se refroidit et tombe sur I’échantillon
dans la cartouche. La chambre contenant 1’échantillon se remplit lentement de solvant
condensé. Une fois pleine, elle est vidée par une action de siphonage dans le ballon de

solvant. L’extraction a duré 3 heures. L’extrait est évaporé a sec au rotavapor.

PN N

- -
i ‘

TOTI/3/14 15,2%

Photo 4 : Extraction par Soxhlet
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- Calcul du rendement : le rendement (Rdt) en extrait est calculé par le rapport suivant:

Rdt (%)=(P, — P, /P;) = 100

P1 : poids de ballon apres évaporation
P, : poids de ballon avant évaporation (ballon vide)
Ps : poids de la matiére végétale séche de départ.

Les deux extraits obtenus (croute et partie blanche) ont un aspect huileux, ce qui a nécessité

une extraction liquide/liquide en utilisant I’hexane comme solvant d’extraction.

2.2. Extraction liquide-liquide :

Dans le but d’obtenir une meilleure sélectivité dans l'extraction, nous avons choisi

d’¢éliminer les molécules apolaires responsables de I’aspect huileux des deux extraits par

I’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 premiére extraction

sont re-solubilises, séparément, 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 réalisée

comme suit :

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 I’obtention d’un extrait sec pour la
solution hydro-méthanolique et d’une huile pour I’extrait d’hexane.

Calcul du rendement : le rendement (Rdt) en extrait est calculé par le rapport

suivant:

Rdt (%) = (P, — P, /P;) = 100

P: : poids de ballon aprés évaporation
P, : poids de ballon avant évaporation (ballon vide)
Ps : poids de la matiére végétale séche de départ.
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Les dosages des composés phénoliques, le pouvoir hémolytique et I’activité anti-hémolytique
sont par la suite réalisés pour les deux extraits secs hydrométhanoliques. Cependant, les huiles

obtenues feront 1’objet d’une autre étude ultérieure.

2.3. Dosage des composés phénoliques
2.3.1.. Dosage des polyphénols totaux
a) Principe:

Le réactif utilisé, le «Folin-Ciocalteu», est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (HzPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe
de couleur bleu qui absorbe 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
b) Protocol :

Le dosage des polyphénols totaux est réalise selon la méthode décrite par (Vermerris et
al.2006): Une prise de 100 ul 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. Apres 5 min, 100 ul du
réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajouteés au mélange, le tout est laissé pendant 30 min a la
température ambiante et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotometre a 750 nm.

Une gamme étalon a base de ’acide gallique est également préparée a des concentrations
allant de 62-500 pg/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).

2.3.2. Flavonoides totaux :
a) Principe :

Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par deux réactifs
incolores, le nitrite de sodium (NaNO>) et le chlorure d’aluminium (AICI3). Elle entraine la
formation d’un complexe brunatre qui absorbe 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.

b) Protocol :

La quantification des flavonoides est faite selon une méthode colorimétrique décrite par

(Dewanto et al.2002).
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Une prise de 250 pL d’extrait diluée est additionnée de 75 puLL d’une solution de NaNO> & 5%.
Aprés 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 pLL d’une solution fraichement préparée
de chlorure d’aluminium (AICI3, 10%) sont ajoutés au mélange. Apres 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. Une gamme étalon a base de catéchine est également préparée a
des concentrations allant de 31,2 -250 pg/ml. Les teneurs en flavonoides des extraits sont
alors exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g
MS).
2.3.3. Tanins condensée :

a) Principe :

En présence d’acide chlorhydrique, les tanins condensés se dépolymérisent et, par réaction
avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par
spectrophotomeétrie a 500 nm (Sun et al. 1998).

b) Protocol :

La quantification des tanins est faite selon une méthode colorimétrique décrite par Sun et

al. (1998) :
Une prise de 50 pl d’extrait est ajoutée a 3 ml de vanilline a 4% et 1.5 ml d’acide
chlorhydrique 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, determinées en se référant a une gamme étalon de catéchine
(Une prise de 50 pl d’extrait est ajoutée a 3 ml de vanilline a 4% et 1.5 ml d’acide sulfurique
concentré. Apres homogénéisation, le mélange est mis en incubation a température ambiante
pendant 15 mn. L’absorbance est mesurée contre un blanc & 500 nm. Les teneurs en tanins
condenseés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine (62,5 - 1000 pg/ml),

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

2.4. Activité hémolytique:
2.4.1. Principe:
Un test d'effet hémolytique, in vitro, est fait en utilisant la méthode décrite par Bulmus et
al. (2013). Le principe consiste a mettre en suspension des globules rouges humains (GRh) et
différentes concentrations d'extrait dans une solution isotonique. La fuite d'hémoglobine, qui

reflete I'éclatement des globules rouges, est ensuite mesurée. La couleur rouge du sang dans le
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surnageant refléte la toxicité de l'extrait. Une augmentation de l'absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir hémolytique de l'extrait testé.

2.4.2. Préparation de la suspension sanguine:
Pour cette préparation, on suit les étapes suivantes :
- Prélévement du sang d'un sujet sain sur un tube EDTA ;
- Centrifugation a 3000 tour/10 min ;
- Elimination du surnageant ;
- Lavage du culot, trois fois, avec une solution tampon phosphate (PBS) a pH=7,35;
- Préparation d’une suspension sanguine de 10% : a 1mg du sang, on ajoute 9mg du PBS.

2.4.3. Protocol : Le Protocol utilise est décrit par (Bulmus et al., 2003):
A un volume de 1,6 ml de I'extrait de plante de I’acide gallique on ajoute un volume de 0,4 ml
de la suspension sanguine (10%). Ce mélange réactionnel est incubé a une température de
37°C pendant 30min. Aprés une centrifugation a 3000 rpm/10min, l'absorbance a été mesurée
a une longueur d'onde de 560 nm. En parallele, on prépare des contrdles dans les méme
conditions en remplagant 1'extrait par I'eau physiologique (controle négatif), ou par de I’eau
distillee (contrdle positif correspond a 100% d'hémolyse).
Expression des résultats :
Les taux d’hémolyse ont été¢ déterminés par I’équation suivante :

Taux d’hémolyse (%6) = (A Extrait / A Controle positif) X 100

A : Absorbance

2.5. Evaluation de P’activité anti-hémolytique, in vitro, par la méthode de stabilisation
membranaire des globules rouges :

2.5.1. Principe :

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité de I’extrait a empécher
I’hémolyse des GRh, induite par I’hypotonie et la chaleur, et donc prévenir la libération de
I’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par Sadique et al. (1989) et
Oyedapo et al. (2010).

2.5.2. Protocol :

Le milieu réactionnel contenant 0,5 mL de I’extrait et ’acide gallique a différentes
concentrations (0,078 -10mg/ml), mélangé avec 1,5mL du tampon phosphate PBS (0,9%
NaCl a 137mM, 2.7mM KCI , 10mM Na;HPO4, 1.76 Mm KH2PO4, pH=7.2-7,4) et 2ml
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d’une solution hypo-saline (0,36 % NaCl), a été incubé a 37°C pendant 20 min. ensuite 0,5
mL de la suspension de GRh (10%) ont €été ajoutés a chaque concentration et une deuxiéme
incubation a été réalisée a 56°C pendant 1h. Au final, les tubes ont été refroidit sous 1’eau
courante et suivie par une centrifugation a 2500 rpm pendant 5min et les absorbances du
surnageant ont été mesurées a 560 nm. En paralléle un contrdle a été réalise en remplacant
I’extrait avec 0,5 mL du tampon phosphate.

Les taux de stabilisation ont été déterminés par 1I’équation suivante :

Taux de stabilisation (%) = ((A control positif —A Extrait)/ A Control positif) 100

A : Absorbance

2.6. Analyses statistiques :
Les valeurs indiquees dans les tableaux sont des moyennes + écarts-types des trois
mesures paralléles en utilisant EXCEL (2013). Les valeurs ont été calculées a partir des

équations linéaires des courbes tracées sur EXCEL.
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Reésultats et discussion
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1. Résultat et discussions :

1.1. Les rendements en extrait :

La méthode d'extraction doit pouvoir extraire compléetement le composé d'intérét et
éviter les modifications chimiques (Turkman et al., 2006 ; Hayouni et al ., 2007).La
préparation des extraits hydro-méthanoliques des deux parties des racines de D. crinitus Desf.,
la croQte et la partie blanche interne, a été réalisée en utilisant la méthode Soxhlet suivie par
une extraction liquide/liquide pour éliminer les molécules solubles dans I’hexane. Les
rendements d’extraction sont calculés par rapport au poids de la matiére végétale séche et sont
représentés dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Rendements en extraits

Rendements (%)
Type d’extraction La crodte La partie blanche interne
Extraction hydro-méthanolique par Soxhlet 101 18 88
Extrait hyro-méthanolique 6,18 16,01
Extraction
liquide/liquide |  Extrait d’hexane (huile) 3.25 2.25

Les résultats obtenus montrent que le rendement hydro-méthanolique par Soxhlet de la
partie blanche interne (18,88%) est plus important que celui de la croute (10,1%).Ces
rendements ont diminué aprés passage par une extraction a I’hexane. Donc, ce solvant
entraine une perte de rendement dans la crolte et dans la partie blanche interne bien que la
diminution est moins importante pour la partie blanche (16.01%). Les extraits d’hexane de
couleur jaune, ont un aspect huileux lié a la richesse des racines de cette espéce 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 5 : Extrait d’hexane (huile)

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 entieres 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).

Ces résultats confirment les données de la littérature concernant les rendements d'extraction

qui varient selon le solvant et la méthode d'extraction.

1.2. Dosages des composes phénoliques
1.2.1. Dosage des polyphénols totaux :
Les teneurs en polyphénols totaux, par la méthode de Folin-Ciocalteu, ont été
déterminées en utilisant I’équation de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (figure
10).Les quantités en polyphénols totaux sont exprimees en milligramme équivalent acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).
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Figure 10: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

1.2-2. Dosage des flavonoides :

Ce dosage a ete réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3). Les teneurs en
flavonoide sont éte déterminés dans les extraits des deux parties de D. crinitus Desf. A partir
de la courbe d’étalonnage de la catéchine (figure 11).Les quantites en flavonoides sont

exprimées en milligramme €équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES).
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Figure 11: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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1.2.3. Dosage des tanins condensés :

Les teneurs en tanins condensés a été estimée en utilisant la méthode de la vanilline et sont
calculés a partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage de la catéchine (figure 12). Les
quantités en tanins sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait

sec (mg EC/g ES).
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Les teneurs en polyphénols totaux (PPT), en flavonoides (Fv) et en tanins (Tn) dans les deux
parties, croute et partie blanche, sont représentées dans le tableau 4. Les résultats indiquent
que D’extrait de la croite 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 ’extrait de la partic blanche. Cependant, les teneurs en Tn sont
proches dans les deux parties, avec une légere supériorité dans I’extrait de la croflte

(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 croQte 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 cro(te 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. Cela vient confirmer la faible
teneur en ces molécules dans différentes especes d’Apiacées déja étudiée comme dans le cas
d’Ammi visnaga (Brahmi, 2015), puisque aucun travail n’a été trouvé sur le dosage de ces
molécules dans les espéces de ce genre.

Un travail antérieur a été réalisé sur les composés phénoliques des racines et de la partie
aérienne de D. crinitus (Kaddar, 2012)et qui révele I’abondance de ces composés dans
I’extrait méthanolique comparé a celui aqueux, dans les racines (PPT : 83,13 et 38,43 mg
EAG/g extrait; Fv : 38,18 et 33,86 mg EC/g extrait) et dans la partie aériennes (PPT : 110.19
et 99.80 mg EAG/g extrait ; Fv : 89.72 et 59.77 mg EC/g extrait). Un autre travail antérieur a
été réalisé sur les extraits méthanoliques et aqueux de la partie aérienne (tiges et feuilles) de
cette espece. L’extrait méthanolique s’est toujours révélé plus riche en polyphénols totaux et
en flavonoides que I’extrait aqueux (PPT : 130+5 et 89,803 mg EAG/g d’extrait ; FV :
86,72+ 4 et 49,77+2 mg EC/g d’extrait) (Bendiabdellah et al., 2012).Ces teneurs sont plus
importantes que les notres.

Ces reésultats peuvent indiquer que la localisation des composés phénoliques au sein de
la plante n’est pas homogene 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. De méme, la teneur en polyphénols ou en flavonoides dépend du
solvant d’extraction c'est-a-dire de sa polarité, ce qui suggere que le méthanol est parmi les
meilleurs solvants pour solubiliser les polyphénols totaux. De plus, la méthode, le temps et la
température d’extraction joue un réle important dans la protection de ces molécules de la

dénaturation (Lié et al., 2003).

1.3. Activité hémolytique :

Les érythrocytes sont le modele de choix en biologie cellulaire et moléculaire pour
étudier la cytotoxicite, in vitro, en raison de leur facilité et simplicité d'isolement (Wajeman et
al., 1992).

Le test d’effet hémolytique a été réalisé sur les des deux extraits de D. crinitus Desf .Les taux
d’hémolyse ont été mesurés aprés 30 min d’incubation avec des érythrocytes humains a une
température de 37°, dans une solution PBS (PH=7,35). lls sont exprimés en pourcentages a

différentes concentrations (0.6 a 200 mg /ml) d’extraits et d’acide ascorbique (figure 13).
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Les résultats obtenus montrent que les pourcentages d’hémolyse sont directement
proportionnels a 1’augmentation des concentrations. Pour la partie blanche et 1’acide
ascorbique, les taux d’hémolyse sont faibles & des concentrations allant de 0,6 & 2,5mg/ml. 11
augmente significativement a partir de 2.5 mg/ml pour la croute, de 5mg/ml pour I’acide
ascorbique et de 10mg/ml pour la partie blanche. Il atteint 99,57 % pour la partie croute,

96,97% pour I’acide ascorbique et 88,71% pour la partie blanche a 20 mg/ml.

Ces résultats montrent que les deux extraits de Daucus crinitus Desf. ont un pouvoir
cytotoxique potentiellement dommageable pour les globules rouges a partir d’une certaine
concentration.

En comparaison avec une recherche antérieure on constate que, a 20 mg/ml, nos extraits
présente un effet hémolytique tres élevé par rapport aux extraits de Nerium oleander (9,84%),
Ammiodes verticillata qui est une Apiacée (2,98%) et Citrullus colocynthis (26,61%), apres

45 min d’incubation (Bourek ; 2013).
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Figure 13 : Pourcentages d’hémolyse des extraits de la racine de D. crinitus Desf. et de
I’acide ascorbique

c+ : contrble positif correspondant a I’hémolyse totale
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1.4 Etude de P’activité anti-hémolytique :

L’étude de I’effet protecteur des globules rouges vise a évaluer ’activité anti-hémolytique,
in vitro, des extraits de deux parties croute et blanche de la plante étudiée en utilisant une
méthode de stabilisation de la membrane de globules rouges. Ces derniers sont facilement
isolés du sang et dont les membranes présentent des similitudes avec d'autres membranes
cellulaires (Shobana et Vidhya, 2016).La mesure des pourcentages de stabilisation de
membrane a été effectuée en mesurant le taux de libération d’hémoglobine (photo 6 et 7) a
560 nm pour chaque concentration des extraits étudiés et de I’acide gallique .Les résultats

sont exprimés sous forme d’histogrammes (figures 14,15 ,16).

Photo 6 : Résultats de ’activité anti-hemolytique la partie blanche

Photo 7: Résultats de I’activité anti-hémolytique la partie croute
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Figure 14 : Pourcentages de stabilisation de la partie croute a des concentrations

différentes
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Figure 15 : Pourcentages de stabilisation de la partie blanche a des concentrations différentes
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Figure 16 : Pourcentages de stabilisation d’acide ascorbique a des concentrations différente

Ces résultats représentent les pourcentages de stabilisation de la membrane dans les deux
parties, blanche et croute, de la racine .On remarque que les pourcentages de stabilisation sont
proches pour les deux extraits avec au début une légere supériorité dans 1’extrait de la partie
blanche, ensuite les pourcentages sont proches a 0,625mg/et deviennent égales a 1,25 mg/ml
(80%).

Ces résultats montrent que les deux parties, croute et blanche, sont efficients dans la
protection des érythrocytes par rapport a ’acide ascorbique (69,33% a 1,25 mg/ml).
L’inhibition de I’hémolyse a une concentration de 1,25 mg /ml est tres notable. Cependant, au
dela de cette concentration les absorbances de I’hémoglobine augmente significativement et
cette protection disparue pour les deux extraits et pour 1’acide ascorbique.

Pour une plage de concentration de 0,0156-1,25 mg/ml et pour les deux parties de la plante, le
pourcentage de stabilisation est passé de 56,4 a 80% pour la partie blanche et de 44,9 a 80%
pour la croute. Ces résultats sont comparables avec celles de 1’étude réalisée par Sini Baby en
2020 sur une Apiacée Centella asiatica (la plante entiére) avec des pourcentages de

stabilisation de 67,74 % a 94,97 % pour des concentration allant de 0.02 a 2mg/ml.
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Conclusion generale et
perspectives
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De nos jours, les plantes médicinales sont utilisées dans la phytothérapie grace a leurs
composés naturels bioactifs appelés « métabolites secondaires ». Certaines plantes ont été
identifiées comme ayant des propriétés hémolytiques ou des activités anti-hémolytiques. La
détermination de la toxicité des extraits par des essais de laboratoire, demeure donc une
exigence tres importante pour leur utilisation future.

Daucus crinitus Desf., appelée « Bouzeffour » est une espece végétale appartenant a la
famille des Apiacées, originaire des régions méditerranéennes et d’Afrique du Nord.

L’objectif de ce travail est d’étudier les composés phénoliques, I’effet hémolytique et
I’activité anti-hémolytique des extraits de deux parties, blanche interne et croute, de Daucus
crinitus Destf.

La partie blanche interne des racines de cette plante a des rendements en extraits hydro-
méthanoliques plus élevés que ceux de la croute. Cependant, cette derniere a plus de
composés apolaires solubles dans 1’hexane (3.25%) et des teneurs en polyphénols (49.28 +
7.16mg EAG/g ES) et en flavonoides (12.82 + 0.78 mg EC/g ES) plus importantes que dans la
partie blanche interne. Les teneurs en tanins sont faibles et proches dans les deux parties, avec
une légére supériorité dans I’extrait de la crotite (1.91+0.06 mg EC/g ES).

Il y a une relation entre le pouvoir hémolytique et D’activité anti-hémolytique et la
concentration en extrait. La partie blanche interne a les taux d’hémolyse les plus faibles, qui
n’a commencé a augmenter significativement qu’a partir de 10 mg/ml et elles s’est montré
légerement plus protectrice des globules rouges humaines avec des pourcentages de
stabilisation allant de 56,4 a 80% pour des concentrations de 0,0156 a 1,25 mg/ml méme par
rapport a I’acide ascorbique (69,33% a 1,25 mg/ml). Au-dela de cette concentration cette
protection disparue pour les deux extraits et pour 1’acide ascorbique.

Ces résultats nous ameéne a poser la question : est-ce que ce sont vraiment les composés
phénoliques, les moins abondants dans la partie blanche de la racine, qui sont responsables de
cet effet anti-hémolytique ? Notre étude reste incompléte et il est préférable de réaliser
d’autres études plus approfondies :

e Séparation et identification de principes actifs par des techniques
chromatographiques et spectrales :

e Tester leurs composés séparément, pour mettre en évidence le principe actif et/ou
une éventuelle synergie entre les différents composés.

e Evaluer les expérimentations, in vivo ;

o Rechercher d’autres types de toxicité de cette plante a savoir la toxicité cutanée.
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Résumé

Les expérimentions présentées dans ce travail contribuent d’une part a 1’étude du pouvoir hémolytique et d’autre part a
Iévaluation de l'activité anti-hémolytique des extraits de deux parties (blanche interne et croute) de la racine de Daucus
Crinitus Desf. « bouzaffour » de la région de Tlemcen (Algérie).

La préparation des extraits a nécessité une extraction hydrométhanolique (80/20, v/v) par Soxhlet, suivie par une extraction
liquide/liquide par I’hexane (50/50 ; v/v) pour éliminer les composés apolaires. Le rendement hydro-méthanolique, par
Soxhlet, de la partie blanche interne (18,88%) est plus important que celui de la croute (10,1%). La diminution des
rendements aprés une extraction a I’hexane est due au passage d’un extrait d’aspect huileux dans ce solvant. Les rendements
en ces huiles sont : 3.25% pour la croute et 2.25% pour la partie blanche interne.

Des dosages spectrophotométriques des composés phénoliques révélent que les teneurs en polyphénols et en flavonoides dans
I’extrait de la croite (49.28 £7,16 mg EAG/g ES ; 12.82+0.78 mg EC/g ES, respectivement) sont supérieures a celles de
I’extrait de la partie blanche. Cependant, les teneurs en tanins sont faibles et proches dans les deux parties, avec une légére
supériorité dans ’extrait de la crotte (1.91+0.06 mg EC/g ES).

Les pourcentages d’hémolyse, par lutilisation de modele érythrocytaire, sont proportionnels a I’augmentation des
concentrations. La partie blanche a le taux d’hémolyse le plus faibles, qui n’a commencé a augmenter significativement qu’a
partir de 10 mg/ml et est de 88,71% a 20 mg/ml, aprés 30 min d’incubation.

Pour des concentrations de 0,0156 & 1,25 mg/ml et pour les deux parties de la plante, le pourcentage anti-hémolytique est
passé de 56,4 & 80% pour la partie blanche et de 44,9 4 80% pour la croute. Au-dela de cette concentration cette protection
disparue pour les deux extraits et pour 1’acide ascorbique.

Les composés phénoliques sont moins abondants dans la partie blanche qui s'est révélée moins hémolytique et Iégérement
anti-hémolytique que la croute.

Mots clés : Racines de Daucus crinitus Desf., Composés phénoliques, pouvoir hémolytique, Activité anti-hémolytique.

Abstract
The experiments presented in this work contribute, on the one hand, to the study of the hemolytic power, on the other, to the
evaluation of the anti-hemolytic activity of the extracts of two parts (inner white and rind) of the root of Daucus crinitus
Desf. « Bouzeffour » from Tlemcen (Algeria)
Preparation of the extracts involved hydro-methanolic extraction (80/20, V/V) by soxhlet followed by liquid/liquid extraction
with hexane (50/50; V/V), to remove apolar compounds.
The hydro-methanolic yield by soxhlet, of the inner white part (18,88%) is higher than that of the crust (10,1%). Lower yields
after hexane extraction are due the passage of an oiliness extract through this solvent. The yields of these oils are: 3, 25% for
the crust and 2,25% for the inner white part.
Spectrophotometric analyses of phenolic compounds revealed that polyphenols and flavonoids in crustal extract (49.28 7,16
mg EAG/g ES ; 12.82+0.78 mg EC/g ES ,respectively) are higher than those in the white part extract .However ,tannins
contents are low and close in both parts , with a slight superiority in the crust extract (1.91+0.06 mg EC/g ES).
Hemolysis percentages, using erythrocyte models ,are proportional to increasing concentration . The white part has the lowest
hemolysis rate, which only began to increasing significantly at 10mg/ml and is 88,71 % at 20 mg/ml ,after 30 min incubation
For concentrations ranging from 0,0156 to 1,25 mg/ml and for both parts of the plant ,the anti-hemolytic percentage rose
from 56,4 to 80% for the white part and from 44,9 to 80% for the crust .Above this concentration ,this protection disappeared
for both extract and ascorbic acid.
Phenolic compounds are less abundant in the white part, which was found to be less hemolytic and slightly anti-hemolytic
than the crust.

Key words: Daucus crinitus Desf. roots, phenolic compounds, hemolytic power ,anti-hemolytic activity .
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