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Résumé

L’objectif de cette étude est porté sur I'étude tpbliimique de différents extraits
d’Ammi visnaga extrait aqueux d’ombelles entieres fraiches, daings, et d’ombelles
entieres séches sans graines ; ainsi que sur u&i@h de l'effet antiradicalaire de cette

plante sur le radical libre DPPH.

S VY4

Le screening phytochimique de ces extraits a rdagdgésence de polyphénols (tanins
et flavonoides) dans les extraits : aqueux d’ormebedintieres fraiches, agueux de graines et
agueux d’'ombelles entiéres séches sans graineséseats du dosage de polyphénols et de
flavonoides totaux, montrent que I'extrait aquetombelles entiéres fraiches est plus riche
par rapport aux autres extraits en composés potypiagies et en flavonoides avec un taux de
83,28 ug.Eq acide gallique par mg d’extrait et 2349.Eq catéchine/ mg d’extrait.

Concernant l'activité antioxydante, les extraitsi@ux d’ombelles entieres fraiches,
agueux de graines et aqueux d'ombelles entieresesésans graines, a la concentration
1mg/ml, ont réduit 95,51%, 62,62% et 57, 38% du BR&spectivement. L'acide ascorbique
(4,5ug/ml) réduit le DPPH a 92,63%.

L’effet antioxydant de ces extraits est principadetnd( a leur richesse en polyphénols

et en flavonoides, ce qui incite I'étuitevivo de cette plante sur le stress oxydatif.

Mots clés: Ammi visnaga,activité antiradicalaire, polyphénols.



Liste des abréviations

a-TO" : Radicala-tocophérol.

a-TOH: dérivé du tocophérol.

'0, :dioxygéne singulet.

ABTS: acide 2, 2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-suidue.
ADN : acide désoxyribonucléique.

Asc O : ascorbate.

CAT: catalase.

DPPH: 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.

E: : Extrait aqueux d’'ombelles entiéres seches samsegra
E, : Extrait aqueux de graines.

Es : Extrait aqueux d’ombelles entiéres fraiches.
FRAP : pouvoir antioxydant de réduction ferrique.
GPx : glutathion peroxydase.

GR : Glutathion réductase

GSH :glutathion réduit.

GSSG: Glutathion-disulfure.

H.0, : le peroxyde d’hydrogene.

IC 50 : concentration inhibitrice médiane.

LOOQ": radical peroxyle lipidique.

LOOH: hydroperoxyle lipidique.

NADPH: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
O, : anion superoxyde.

OH’ : radical hydroxyl.



OMS : Organisation mondiale de la santé.

ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity.

PHGPx: phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase.
ROS: Reactive Oxygen Species.

SOD: Superoxyde dismutase.
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Introduction

Pour échapper aux conséquences du stress oxytlags} nécessaire de rétablir
I'équilibre oxydant/antioxydant afin de préservers | performances physiologiques de
'organisme. Les antioxydants font actuellemenbjgd de nombreuses études car, en plus
d’un intérét de certain dans la conservation deséds comestibles, ils pourraient s’avérer
utiles dans la prophylaxie et le traitement desadlias dans lesquels le stress oxydant est
incriminé (Packeret al, 1999 ; Middeltonet al,, 2000).

Les risques et les effets néfastes des antioxydgnthétiques utilisés comme additifs
alimentaires ont été questionnés au cours desaderannées et la nécessitée de les substituer
par des antioxydants naturels, issus de plantescmalds, est apparente. Les plantes
meédicinales constituent une source inépuisableulistances ayant des activités biologiques
et pharmacologiques tres variées tels que les wBC et E, les caroténoides, le sélénium et
les composés phénoliques, y compris les flavongiidieziti, 2008). A cet effet, des études
scientifiques réalisées sur I'activité antioxydadeequelques plantes médicinales ont révélé
limportance des composés phénoligues dans ce pouRarmi ces plantes Echium
pycnanthumPomel., Juniperus oxycedrud.. subsp. oxycedrus Prasium majusL. et
Solenostemma oleifoliu(@haouche, 2014).

Ammi visnaggkhella) est 'une des plantes médicinales les plus utdiseéravers le
monde dans la médecine traditionnelles extraits de graines de cette plante sont laegem
utilisés, depuis des siécles pour soulager lesedosilcausées par les calculs rénaux. Cette
plante contient de la khelline, une substance aféccontre les spasmes et utilisée dans les
médicaments qui soignent I'asthme. Les études tésesoulignent des propriétés curatives
extraordinaires et prometteuses: Antispasmodiquéntiasthmatique, Relaxant,

Vasodilatateur, antimicrobienne et antioxydai@aouham etal., 2002).

L’objectif principal de notre étude est basé sue @tude phytochimique ainsi gu'une
évaluationin vitro de I'activité antiradicalaire des extraitsAdami visnagaDans ce but nous
avons procédé a une préparation des extraits acmuqartir des ombelles de cette plante ;
une analyse phytochimique des extraits préparés awmedosage de polyphénols et de
flavonoides totaux; ainsi une évaluation de I'eHiatiradicalaire des extraits par la méthode

de piégeage du radical libre DPPH.
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Connues depuis I'antiquité, aromatique, sédativecuanative, les plantes meédicinales
peuvent se révéler redoutables. C’est Hippocraitéifférencie usage interne et usage externe
et qui définit la notion de dose qui permet deinggter la drogue du poiso&¢lette, 2003.
C'est au 18™ siécle que les plantes acquiérent leurs identiédles qu'on les connait

aujourd’hui, a savoir un double nom latin indiquEngenre et 'espec€blette, 2009.

Cependant, 'homme n’a découvert les vertus béméfiqdes plantes que par une
approche progressive, facilitée par I'organisaties rapports sociaux. L'observation liée a
I'expérience et la transmission des informatiors@bs au cours du temps font que certains
hommes deviennent capables de poser un diagndsticetrouver la plante qui soigne et

finalement de guérir le malad8trobel, 1996).

En général, le corps humain est mieux adapté aaiternent a base de plantes qu'a une
thérapeutique exclusivement chimique. L'homme ediithé a consommer et a digérer
différentes especes de plantes, qui sont bien sbaypréciées pour leurs qualités aussi bien
médicinales que nutritives. La ligne de démarcagoire les propriétés nutritives et les
propriétés curatives n'est pas toujours tres nie¢teitron, la papaye, l'oignon et I'avoine sont-
ils des aliments ou des médicaments ? En rédbtépnt les deux a la fois. Le citro@ifrus
limon) posséde une teneur élevée en vitamine C, favolsaésistance aux infections, ce qui
en fait un allié précieux contre le rhume et lppe ; la papay€Caricapapaya)est par fois
utilisée comme vermifuge; l'oignoAllium cepa) prévient les affections des bronches ;
l'avoine (Avenasativa)augmente I'énergie. De ce fait, la phytothérapeng tout son sens

lorsque la frontiere entre aliments et médicamdissarait(Larousse, 1997).

Les plantes médicinales ont été employées pen@srgidcles comme remédes pour les
maladies humaines parce qu'elles contiennent degpazants de valeur thérapeutique.
Récemment, l'intégration de la médecine traditiltartmmme forme alternative de santé et le
développement de la résistance microbienne aukiatijues disponibles et/ou I'apparition
des effets secondaires ont mené les chercheurad# ét mettre en évidence les effets
thérapeutiques des plantes médicinaiss(ro etal., 2000)

Selon les estimations de I'Organisation mondialéadeanté (OMS) plus de 80% de la
population mondiale, surtout dans les pays sousidppés, ont recours aux traitements
traditionnels pour satisfaire leurs besoins en énatide santé et de soins primaires
(Farnsworth et al., 1985).
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Environ 35 000 espéces de plantes sont employéds pende a des fins médicinales,
ce qui constitue le plus large éventail de biodiitérutilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin rirmpomalgré l'influence croissante du

systeme sanitaire moder(teqaj et al., 2007).

Ces derniéres années, la consommation des alind&rigine végétale constitue un
enjeu de santé publique. En effet, beaucoup d’'étagalémiologiques ont démontrée qu’une
alimentation riche en végétaux réduit considérablg le risque de plusieurs maladies

comme les accidents cardiovasculaires et certgpestde cance(®ouchet etal., 2005)

A c6té de ces aliments, les plantes médicinalesndat une autre ressource
phytogénétique qui ne cesse de suscité l'intéréa demmunauté. En effet, depuis des temps
immémoriaux, les herbes et les épices ont étésésilinon seulement pour leurs pouvoirs
aromatisants mais aussi leurs propriétés medidnadmtiseptiques et conservatrices

(Almeida-Doria et Regitano-Dercen, 2000)

Les propriétés préventives des plantes médicirgtletes aliments d'origine végétale
sont dues a la présence de vitamines C, E et Aaagénoides et des composés phénoliques
qui sont des molécules dotées d'un pouvoir antiarydd’'ou leur importance dans la

régulation du stress oxydatiGuo etal., 2003)

Le phénomene d’oxydation, généré par les radicitned, affect aussi bien I'organisme
humain que les différent groupes alimentaires arts{Rolland etal., 2004) Dans certaines
conditions, il apparait un déséquilibre dans laabe¢ oxydant/antioxydant provoqué par une
production exagérée de radicaux libres ou par ditin des défenses antioxydantes, ce
gu’on appelle le stress oxydatBaudin, 2006).Pour échapper aux graves séquelles de stress
oxydant, il y a nécessité de maintenir de I'équditentre oxydant et antioxydant, afin de
préserver les performances physiologiques optimaéesorganisme(Derbel et Ghedira,
2005).

La plupart des maladies induites par le stress amtydpparaissent avec I'age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantds aeigmente la multiplication
mitochondriale des radicauirodon et al., 1997; Sohal etal., 2002) Le stress oxydant
c’est le facteur potentialisant I'apparition dedawlges plurifactorielles telles que le diabete, la
maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les makadiardiovasculaire§Sergeant etal.,

1998) Vu la diversité et la gravité des maladies quiibhde stress oxydatif, plusieurs équipes

3
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de chercheurs se sont investis dans la rechercm®weaux antioxydants en vue de lutter

contre le stress et ses pathologies associées.

La génération des espéces réactives de I'oxygenemt@ées ROS (Reactive Oxygen
Species) se produit naturellement au cours de dpiregion cellulaire(Tarnawski et al.,
2006).1ls désignent une appellation collective et compesn les radicaux libres et certaines
molécules qui sont des agents d’oxydation et /oieiment convertis en radicaux libres ; dont
les plus courants: le radical hydroxyl (HO/I'anion superoxyde (©), le peroxyde
d’hydrogéne (HO.), le dioxygéne singulet'®,) endommagent la vie cellulaire en causant
'oxydation des lipides, des protéines et de I'actEsoxyribonucléique (ADN)Luximon
Ramma etal., 2002 ; Dasgupta et De, 2007).

Pour lutter contre la génération des ROS et prévesimaladies qui en résultent, les
organismes vivants possedent des antioxydantsmnigéen faible concentration par rapport a
celle du substrat oxydable, sont capables de rdest@mu empécher de maniere significative
I'oxydation de ce substrat. Il peut agir en supmties ROS ou en empéchant leur formation
ou encore en réparant les dommages causés pacic@daHtiwell, 1991). Il existe de trés
nombreuses sources d’antioxydants tant ceux fafsigpar I'organisme (antioxydants
endogenes) que ceux qui sont fournis par les atsnef@ntioxydants exogenes)
(BENBROOK, 2005).

Les antioxydants endogenes sont des enzymes coensupéroxyde dismutases (SOD),
la catalase (CAT), la glutathion réductase et laaghion peroxydase (GPX) élaborés par
notre organisme a l'aide de certains minéraux.sEflent présentes en permanence dans
'organisme mais leur quantité diminue avec I'ages enzymes sont considérées comme la

premiere ligne de défense de notre organisme ctegfi®OS(fig.1) (MIKA et al., 2004).

//”‘ﬁ'm

o % superocyde dismutase 1 HZO
H

GS GSSG

NADP NADPH

Figure 1- Schéma des défenses antioxydantes enzymatiijiié#\ (et al., 2004).
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Le superoxyde dismutase (SOD) existe sous troferis@s qui se différencient par leur
localisation cellulaire et par leur cofacteur miigake : une forme cytosolique et nucléaire
associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD); uaené mitochondriale associée au
manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire §&ID). Il a été récemment montré que
la Cu/Zn-SOD était également présente dans I'esipaéesnembranair¢Okado-Matsumoto
et Fridovich, 2001 ; Sturtz etal., 2001) La distribution de ces différentes isoformes &ari
selon le tissu. Dans le muscle, environ 65 a 85%adtvité de la SOD se trouvent dans le
cytosol tandis que les 15 a 35% restants sontis@satlans les mitochondries. Cependant, la
Mn-SOD semble indispensable a la vie puisque satioatest non viable ; I'espérance de vie
maximale pour des souris Mn-SOD-/- n'est que dg@g pour certains types de mutations
(Huang etal., 2001) Ceci n'est pas le cas pour la forme cytosoligiea loue I'espérance de
vie chez des souris transgéniques Cu/Zn-SOD-/-dog faible que celle de souris Cu/Zn-
SOD+/+ (130 semaines vs 180 semaingsgntman et al., 2006). C'est une enzyme
responsable de la dismutation de I'anion superoxydeau oxygénéd) (Lehucher-Michel
etal., 2001).

1) 2Q + 2H SOD > H,0x+ O

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergiecdaeSOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du,&, en HO et Q (2). Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutatidsulfure (GSSG)Mates etal., 1999;

Powers et Lennon, 1999)

GPx

(2) HO, + 2GSH 2 0 +GSSG

v

Il existe également une glutathion peroxydase a&sacla membrane mitochondriale,
la phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxgdd®HGPX) qui est spécifiguement

impliquée dans la diminution de la peroxydationdigue.

La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pbler de régénérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donnéateatrons (3). En effet, la

concentration cellulaire en glutathion étant lirajté est nécessaire de le réduire constamment
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pour que la GPx maintienne sa fonction. Ces deayreas sont présentes dans le cytosol et

dans les mitochondrig®ates etal., 1999 ; Nomura etal., 2000)

GR

v

(3) GSSG + 2NADPH 2GSH+ 2NADP

La catalase (CAT) est également responsable demibé@tion d'HO, par une

transformation en 0 et Q (4) :

CAT

@)  2H0; 2H,0 + O

v

Contrairement a la GPx, l'affinité de la catalaseirpl'H,O, est élevée seulement
lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogene sonieg Cette enzyme est abondante dans le
foie et les globules rouges. Elle se retrouve peétiellement dans les peroxysomes et en

plus faible quantité dans le cytogMates etal., 1999 ; Powers et Lennon, 1999).

En ce qui des antioxydants exogenes non enzymatiqumis retrouvons les
oligoéléments, le glutathion réduit (GSH), carotéles, ubiquinones, et les vitamines E et C,

etc.

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn)sééenium (Se) et le fer (Fe) sont des
meétaux essentiels dans la défense contre le sixgdaint. Toutes les enzymes antioxydantes
requiérent un cofacteur pour maintenir leur actigatalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale
a besoin de manganése, la SOD cytosolique de ceiwte zinc, la catalase de fer et la GPx
de sélénium. Cependant, certains oligoélémentsmuoent le fer, lorsqu'ils sont en exces
dans l'organisme et sous leur forme réduite, pauanir une action prooxydan{di et al.,
1992).

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde dltggéne et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par katglan peroxydase (GPx). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par I'oxydation deamihes E et C, et diminuer ainsi les niveaux
de peroxydation lipidiqugPower et Lennon, 1999 ; Packer etl., 1997. Le rapport
glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) esivent utilisé comme un marqueur du
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stress oxydant car plus le flux d® est important, plus le glutathion réduit est consenet

le glutathion oxydé augmeng& et al., 1992)

Sous leurs formes semi-radicalaires, les ubiquisgogaient un réle fondamental dans
la production des ROS. Inversement, il a pu é&gfndque la forme "ubiquinol” agissait
comme antioxydan{Power et Lennon, 1999).l'ubiquinol protége les membranes de la
peroxydation lipidique par une diminution de lanf@tion et de la propagation de radicaux
peroxyls. L'ubiquinone est également impliqué denségénération de la vitamine E ce qui

amplifie son rdle protecteur contre les R@acker etal., 1997).

La vitamine C (ou acide ascorbique) est considgn&sque a l'unanimité comme
'antioxydant hydrosoluble le plus efficace dangplasma humain. Grace au faible potentiel
redox du couple ascorbate / radical ascorbyle,vitmine C est en mesure de céder un
électron a presque tous les radicaux libres pouwdatvenir dans un systeme biologique
(radicaux superoxydes, hydroxyles, tocophéroxytgsperoxyles)(Vergely et Rochette,
2003).

La vitamine C est représentée par deux formulesmigbies, résultats d'une

transformation réversibldig.2) (Léger, 2006):

CH;OH CH;OH
H(|3C)H H(|3C||H
P/O\Fiﬁ_o [,/’D P
\ /o — 2 2¢ + k‘x /
TN
Ho/—\‘OH c:r/ /\\g
Acide ascorbique (forme réduite) acide dehydroascorbique (forme oxydée)

Figure 2- Structures des formes oxydée et réduites de I'axsderbiqudLéger, 2006)

Le role de la vitamine C ou 'ascorbate (As¢ (@ig.3) est par ailleurs essentiel dans la
régénération du radical tocophéroxgtTO’) dérivé du tocophérol¢ TOH). La vitamine C
induit une synergie entre les deux molécullesppel (1968) est le premier a suggérer cette
aptitude in vivo en déterminant la défense antiradicalaire des mamelr biologiques
(Laguerre etal., 2007 ; Leger, 2006).
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_ Membrane : Phase aqueuse

Loo" a TOH " F1°

1 AscO—

1

1

1

1

1

1

1 AscO-
LOOH a-TO" ! FI

Radlical tocophéroxyil

Figure 3- Mécanisme de régénération potentiel eritnetbcophérol ¢-TOH), I'ascorbate
(Asc O) et les flavonoides (FI) dans les systémes membes{aéger, 2006).
(LOOe) : radical peroxyle lipidique, (LOOH) : hydveroxyle lipidique

La vitamine E appartient a la famille des tocopl®grmolécules naturelles lipophiles,
apportées par I'alimentatidifoussaint etal., 2003).Elle existe sous quatre formesf3, y et
o-tocophérol, se distinguant les uns des autredgpaosition des groupes méthyles sur le
cycle aromatiquéfig.4) (Causse, 2005Elle est représentée globalement gaocophérols

(Vergely et Rochette, 2003)

R1 RI=R2-R3=CH, «

H . RI=R3=CH, R2=H P
R1=H, R2=R3=CH, v

R2 Chy CHy RI=R2=H, R3=CH, §

Figure 4- Structure des tocophérdllsaguerre etal, 2007).

Par son activité, le tocophérol, est une substamtmxydante puissante grace tout
particulierement & son caractere lipophile. Il estmesure d’inhiber la propagation de la
peroxydation en réduisant les peroxydes lipidiquesnbranaires en alcool correspondant. En

eéchangeant un électron libre. Le tocophérol sestoame en radical tocophéroxyle. Peu
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réactif de par sa structure cycligue. Le radicalophéroxyle peut étre régénéré par
I'ascorbatg(Vergely et Rochette, 2003 ; Toussaint eil., 2003)

Les caroténoides, avec plus de 600 sortes, sonpigegents liposolubles synthétisés
par les végétaux a qui ils attribuent une couleange, rouge ou jaune. Les plus importants
sont a-carotene,3- caroténe, lycopéne, zéaxanthirfecryptoxanthine et lutéindfig.5)
(Causse, 2005)Le groupe des caroténoides comprend des molécitasetpeniques Q)
formées par I'enchainement de huit unités isoprgsDerbel et Ghedira, 2005)Parmi les
fruits et légumes riches en caroténoides on citevestd : les carottes, les épinards, les

tomates, les navets, les laitues et broc@bexbel et Ghedira, 2005)

o-caroténe

/MWVWWW Lyvcopene

p-caroténe

WM P-rypiasanihine
. O
’M Tenems
OH
W Zeaxanthine

Figure 5- Structure des principaux caroténoidleaguerre etal., 2007).

Les caroténoides sont les molécules les plus e&&cpour piéger 'oxygéne singulet par
la désactivation d&, en® O, (5) :

(5) 10,4 B — carotene 20, + f} — carotene*



Synthése bibliographique

Grace au long systeme polyénique conjugué de céxules, I'exces d’énergie de leur
état excité [§-caroténe*) est dissipé au travers d’interactiomsationnelles et rotationnelles

avec le solvant ou leur environnemésix:

(6) P — carotene* P — carotene + chaleur

Par ce mécanisme de dissipation de I'énergie sousef de chaleur, I@-caroténe
régénéré peut réinitier un nouveau cycle de séquiest de I''O.et constitue de ce fait un
piégeur non staechiométriqyeaguerre et al., 2007).On pense généralement que chaque
molécule de caroténoide pourrait piéger environOlf®lécules dO,, avant de réagir

chimiquement et de former un prod(liaguerre etal., 2007).

Il en ressort que les caroténoides et les tocofshéomtribueraient de facon égale a la
protection tissulaire contre les effets délétéresl'tD,, puisqueLaguerre et al., (2007)
estiment que les tocophérols sont environ 30 flnis abondants que fecaroténein vivo. La
B-caroténe empéche la peroxydation lipidique, leanéme d’action étant illustré ci- dessous
(Laguerre etal., 2007) :

LOO" + f — carotéene * LOO-f — caroténe

LOO- § — caroténe  +LOO" LOO- § — carotene— OOL

Certains caroténoides exercent une action pratectiontre les rayonnements UV au
niveau de la peau et des ydgigausse, 2005)Ainsi la lutéine et la zéaxanthine s’accumulent
au niveau des tissus oculaires et s’averent irgéngés dans la prévention de la cataracte et de
la dégénérescence maculaire liée a I'age. On seguaur d’autres composes appartenant a
cette classe un role protecteur a I'encontre derdigancers comme le cancer du poumon, et
celui de la prostate. Le lycopene diminue égalemkntprévalence des maladies
cardiovasculaires, le cancer et l'athérosclérgberbel et Ghedira, 2005; Joanny
menvielle-Bourg, 2005).Deux fois plus puissant que fecaroténe et dix fois plus que la

vitamine E.

En plus de divers antioxydants naturels (vit Cc&roténoides,...) présents dans les
plantes médicinales, les Iégumes et les fruitschlesnpignons endophytes peuvent étre une
source potentielle de nouveaux antioxydants teés lguPestacin et isopestag¢ifig. 6) qui

sont obtenues a partir deestalotiopsis microsporaun champignon endophytes isolé de

10
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TerminaliamorobensigHarper et al., 2003) L’activité antioxydante de lisopestacin est

attribuée au balayage a la fois des superoxydete®tradicaux libres en solution et une
similarité structurelle avec les flavonoides, cel&e pestacin est attribuée principalement au
clivage d’une liaison réactive C-H et dans une marmesure par le biais de I'abstraction de
la liaison O-H(Pimentel etal., 2011 ; Strobel efl., 2004).

Pestacin Isopestacin 12

Figure 6-Quelques substances antioxydantes produites pakdenpignons endophytes
(Strobel etal., 2004).

Autre champignon qui peut renforcer l'activité amgrdante du thé noir (ou vert) c’est
le kombuchale thé Kombucha est une boisson sucré transfopaéan Fermerikombucha
(Rollan, 2003).Le résultat est une boisson acidulée et rafraightesqui possede des effets
bénéfiques sur la santé. Kmmbuchaagit comme un adjuvant fonctionnel pour le mamtie
des activités antioxydantes di aux pigments flaigques, détoxifiantes de I'organisme di a
I'acide gluconique qui empéche la peroxydatiorsa@tibilise les toxines. En plus la présence
de l'acide chlorogénique inhibe les substancesimagénes (nitrosamine@Rollan, 2003).

Actuellement, les scientifiques favorisent le dépplement d’'une nouvelle génération
de substances antioxydantes d’origine végétale ouplacer celles de synthese. De méme,
un certain nombre du secteur industriel se tourdenhouveau vers l'incorporation de ces
molécules aux caractéristiques biologiques inté@rgses dans leurs formulatiofiBaviano et
al., 2013) A cet effet, des études scientifiques s’inténesada phytochimie et aux activités
des extraits de plantes, dans le but d’élargirpesspectives de valorisation des produits
naturels(Chaouche, 2014).Les travaux réalisés sur l'activité antioxydantte quelques

plantes médicinales ont révelé I'importance des pmsés phénoliques dans ce pouvoir.

11



Synthése bibliographique

Extraits des plantesEchium pycnanthurRomel.,Juniperus oxycedruls. subsp.oxycedrus

Prasium majud.. et Solenostemma oleifoliunmiches en tanins condensés et en flavonoides

provoquent une forte réduction du DPPH", avec ddews d'IGo de 2,9 a 10,9mg/ml

(Chaouche, 2014).Autres recherches scientifiques réalisés dans teadw de lactivité

antioxydante des plantes médicinales sont merémdans I¢éableau n° 1 et 2.

Tableaul : Effet antioxydant de quelques plantes médicinsilede radical libre DPPH.

Partie . Réduction du s
Plante utilisées Extrait DPPH (ICsg) Références
L Plante | Chloroformique 0,034 mg/ml [Bouras et
Rumex vesicarius L. . . \ s .
entiere | Acétate d'éthyle 0,25mg/ml Houchi, 2013]
Ecorces Extraits [Bidie et al.,
Mitragyna ciliata méthanoliques 0,0105+0,288mg/ml 2011]
bartie Extrait aqueux 0,02264+ 0,82mg/m [Benbrinis,
Santolina chamaecyparissus aérienne| Extrait méthanolique| 0,01665+3,18mg/ml 2012]
. . Feuilles | EXTalts 0,00450 + 0,288 | [Bidie etal
Disthemonanthus benthamianus méthanoliques : o "
mg/ ml 2011]
Fruite :
Extrait .
Arbutus unedo L . . 0,003 mg/mi [Bakchiche et
Feuille hydrométhanolique al., 2014]
Extraits 2,075 mg/ml
méthanoliques [Bougandoura
Satureja calamintha Feuilles 9
Extraits aqueux 1,876 mg/ml. etal., 2012]
Extraits idi
Chrysophyllum perpulchrum Ecorces| _ 0,004+0,288mg/m [Bidie etal,
méthanoliques 2011]
Extraits
T ; , 0,0075 + 0,288 | [Bidie etal.,
Trichilia prieuriana Ecorces | méthanoliques mg/ml 2011]

12
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Tableau2 : Effet antioxydant de quelques plantes médicinsileda réduction du fer
(Méthode de FRAP).

Partie _ Réduction
Plante . Extrait ) Références
utilisées ferrique
] _ _ o ] C =2,5mg/mi [Bougandoura et
Satureja calamintha Feuilles | Extrait méthanolique
DO = 0,484 al., 2013
Myrtus communis. Fruit C =0, 5 mg/ml.
Extrait
(Rayhane) Feuilles ) _ DO = 0,66 [Kanoun, 2011]
méthanoliques
Tiges DO = 0,56
_ _ Extrait € =0,5mg/ml [Belkasem etal.,
Punica granatum L. Epicarpe . )
hydrométhanolique DO=25 2014]
Lycopersicum C =0.125 mg/mi
i Pelure [Messaouda
esculentum Mill Extrait aqueux DO = 0.746 !
Pulpe 2013]
DO =0.329

Dans le but d’étudier les effets thérapeutiquesiajue la phytochimie de quelques
plantes médicinales Algériennes nous nous somnéedsés a I'étude de la platenmi

visnaga appelée communément : « Bachnikha ».

Le nomAmmivient du grec ammaos, qui signifie «sable», en oapgavec le terrain ou
pousse la planté/isnaga le nom de la variété, dériverait de «bis acutuquveut dire «a
double pointe». Les vieux noms latins étai€aminum alexandrinuirC. aethiopicunmet C.
regium (cumin alexandrin, éthiopien ou royal). Khella,nlem arabe de la plante, est utilisé
dans tout le Moyen-Orient et souvent aussi en Eufgpgel, 2013).

L’ Ammi est originaire du delta du Nil et on [l'utilisaittjd comme reméde dans

'ancienne Egypte comme l'indique le papyrus d’Ebem médecine populaire s’en servait

13
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alors pour traiter les calculs urinaires et vésicazoncomitants de la bilharziose qui est
fréquente dans la contrée. Dans les souks orienteuxend encore aujourd’hui les ombelles
séchées de la plante dont les tiges sont utiliséesne cure-denté/ogel, 2013).La khella

est tres efficace contre divers troubles respirasajbronchite, emphyseme et coqueluche). En
Espagne, autrefois les Andalous lavaient leurs sd@vec les graines de cette plante
(Larousse, 1997. Elle est utilisée également contre les maux elgre et de l'utérus. Les
graines étaient autrefois utilisées contre la Ig&riles crampes de l'uretere et les calculs
rénaux(Vogel, 2013).

L’herbe annuelle ou bisannuelle pousse au printesops la forme d’'une tige dressée,
ronde et cannelée, atteignant de 80 a 120 cm deuralLes feuilles gris vert ont environ 20
cm de long ; elles sont disposées en chevronsretées. Le haut de la tige est ramifié et
légerement recourbé. Les grandes ombelles termsinadanissent par fois jusqu’a une
centaine de pédicelles portant a leur tour de geetiimbelles a fleurs blanchdgy (7). A
maturité, les pédicelles épais et rigides sontoés et forment comme un nid. Leur goQt est
agréable et aprés leur lignification, on les wilsomme cure-dents. Les petits fruits lisses et
ovales tombent quand ils sont secs; a la déhisgelscdonnent deux graines d’un brun

grisatre, d’environ 2 mm de loriyogel, 2013)fig. 7).

Figure 7- Ammi visnaga (L.) LAMFrancis, 1979.

Cette plante se caractérise par ailleurs par sayrobliasie, c’est-a-dire que les
pédicelles des ombelles s’étalent en milieu hureidge recroquevillent en cas de sécheresse.
Les ombelliferes de nos contrées sont xérochasiqeésst-a-dire qu’ils s’ouvrent en séchant
et se referment a 'humidité. La floraison a lieuJaillet(Vogel, 2013).

Originaire d’Afrique du Nord, le khella pousse étéit sauvage au Moyen-Orient et dans
les autres pays méditerranéens. Il s’acclimaté @stralie et en Amérique du suidafousse,
1997).

14
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Les études phytochimiques de khelAmmi visnaga L) ont révélé sa richesse 1
diverses molécules tel quéruranochromones (-py-ones) 2-4%xcomprenant lekhelline
(0,3-1,2%), visnagine (0 ,083%), khellol et son glucoside, khellenin, khellinammiol et
son glucoside, visammiol, khelline et la visnaginoneRyranocoumarines (visnagans) 0,2-
0,5% comprenantla visnadin, samidine et dihydrosami; Furanocomarines. traces de
xanthotoxine etde I'ammoidir; Flavonoides (0,02-0,03%) comprenant | quercétine,
isorhamnetine et leurs R4lphates, et le kaempol ; Volatiles: camphregarvone, (terpinéol,
terpinéne-4-ol, linalol, cis drans oxydes de linalol)Huile fixe: 12-18%, Protéines 14%
(Sonnenberg etl., 1995.

La khelline, & visnagine ela visnadine(fig.8) sont les principes actifs des fru
d’Ammi visnagalls sont ainsi utiliss dans l'industrie pharmaceutigpeur le traitement d

l'angine et de I'asthmes{ttig, 1988 ; Graynaet al.,1998 ; Kleeman efal., 1999)

La teneur de ces comiés dans les fruits sewarie largement selon les facte
génétiques et les conditions environnemeni(Gynayd et Erim, 2002).

La khelline est la chromone présentant des pr@&ziépasmolytiques. La visnadin

des propriétés antispasmodiqu vasodilatatrice des coronaires

OMe i,

0 OMe

Khelline visnadine visnagine
Figure 8- Formules chimiques de la khelline, visnadine etatigne

En 1946, un pharmacologue travaillant en Egyptedécouvert le puisse effet
antispasmodique produit par la khelline et la vign@ du khella sur les petits muscles
branchessur les artéres coronaires qui conduisent le samng ke coeur et sur les cane
urinaires. L'effet relaxant de cettdante sur les petits muscles bronchiques ' jusqu'a 6
heures et n’entraine pratiquement aucun effet skt Le khelline est un médicamel

prescritit en cas d’asthme largement utilisé edeunie classiqueLarousse, 1997).Elle est
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utilisée dans le traitement de la crise d’asthmeinsuffisance coronarienne. Cependant c’est
dans le traitement de la colique hépatique et sudans celui de la colique néphrétique que
la khelline s’est révélée la plus ut{éerdrager, 1978).

La khella contient une quantité importante de mé&lhene (psoralénes), et sa réputation
comme traitement du psoriasis semble donc justifiés plus récentes études ont permis de
mieux comprendre le mode d’action du traitementadebde psoralénes. Ces substances
complexes inhibent la division cellulaire, ce qualentit la reproduction cellulaire

excessivement rapide qui provoque les plagues stagagis(James, 1997).

Une étude ethnobotanique des plantes médicinalét® aéalisée dans le cercle de
Mechraéd Bel Ksiri (Région du Gharb). Elle a étdefalans le but d’établir le catalogue des
plantes médicinales et de réunir toutes les inftiona concernant les usages thérapeutiques
pratiqués par la population locale dans la régidandiée. A l'aide de 280 fiches
guestionnaires, les enquétes ethnobotaniques starri@n ont été menées pendant deux
campagnes (2006 et 2007). Les résultats obtenuspemhis de recenser 149 plantes
médicinales qui se repartissent en 127 genres &trbiles parmi lesquelles six sont les plus
dominantes, notamment leAsteraceag Lamiaceae Apiaceae Poaceage Solanaceaeet
Fabaceaells montrent que le feuillage et la graine counstitt les parties les plus utilisées et

la majorité des remédes est préparée sous formdéatetion(Benkhnigue etal., 2011).

Les résultats obtenus constituent une source dirdtions tres précieuse pour la région
etudiée et pour la flore médicinale nationale ptisirraient étre une base de données pour les
recherches ultérieures dans les domaines de lagfigtie et de la pharmacologie et dans le

but de chercher de nouvelles substances natu(Bkgskhnigue etal., 2011).

Parmi ces plantes les graineguiimi visnaga L(Khella, Bachnikha) en décoction sont
utilisées contre le diabete, a raison de prendeedemi cuillere a café dans un demi litre
d’eau. La décoction des trois ombelles dans ua diteau est indiquée contre le diabete et que

'ombelle de Khella est efficace en cas de fidyphoide(Benkhnigue etal., 2011).

D’autres études ethnobotaniques réalisées darégjianrde Tlemcen, ont recensé plus
de 56 especes dont 23 sont les plus utiliseesgsadibbétiques de la région, notamment,
Trigonella foenum graecurtHalba), Berberis vulgarise(Ghris), Nerium oleander Qefla),
Laurus nobilis (Rend), Nigella sativa (Sanouj), Punica granatum(Romman), citrullus
colocynthisHandal) elAmmi visnaga lam (Benmehdi, 2000 ; Allali etal., 2008).
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Des travaux scientifiques réalisés pdralfallah et al. (2011) ont montré que I'huile
essentiel AAmmi visnagaest principalement caractérisé par la présencd 'debutyrate
d'isobutyle, linalol, I'acide 2,2-dimethylbutanoique, thymakétate de bornyl, et le croweacin.
Cette huile essentielle présente une activité aatésienne contre les souchegstherichia
coli, pseudomonas aeroginosaklebsiella pneumoniaden outre, Ammi visnaggprésente
une activité antioxydante dont I'extrait butanokgassure une réduction du radical libre
(78,7%) a la concentration 20@/ml (Kabouche etal., 2011).

L’objectif principal de notre étude est basé sue étude phytochimique ainsi qu’'une
évaluationin vitro de l'activité antioxydante des extraitsAdaimi visnagagen utilisant un
radical libore DPPH Pour ce faire, nous envisageons de réaliser ou deuda partie

expérimentale ;

Une préparation des extraits aqueux a partir déseties dAmmi visnaga ;
Une analyse phytochimique des extraits préparés ;

Un dosage du taux de polyphénols et de flavondiasx dans ces extraits ;

D N N NN

Une valorisation de l'activité antioxydante desraits de cette plante par la

méthode de piégeage du radical libre DPPH.
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1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude dsssbmbelles dAmmi visnagarécolté en mois

de Février et Mai 2015 dans la région de Sidi Abaglaya de Tlemcen. Au laboratoire, les
ombelles sont séchées, puis les graines et les i@t récupérées séparément et conservees
au laboratoire jusqu’au jour de I'extractidig(9).

www.wildflowers.co.il

Figure-9 Matériel végétal Ammi visnaga (L.)

A : ombelles fraichesB : graines (photos prise au laboratoi@), ombelles séches.
2. Préparation des extraits a partir ’Ammi visnaga

A partir des ombelles entieres fraiches et séchéass avons préparé différents extraits
aqueux. Ldig.10 résume le protocole d’extraction.

2.1 Extrait agueux d’'ombelles entiéres seches {E

A partir d’'ombelles seches, les graines sont éimsnet le reste de la matiere végétale est
préparés par infusion comme suit :

e 400 ml d’eau distillée bouillante est versée suy @@&chantillon végétal découpés en
petits morceaux pendant 30 min ;

* Filtration de la solution obtenue ;

« Evaporation a sec du filtrat dans I'étuve a 37°C ;

» Récupération de I'extrait aqueux sous forme de po(kl)

18



Matériel et méthodes

2.2 Extrait aqueux de graines ()

Les graines récupérées separément a partir deslleslséches sont utilisés pour la

préparation de I'extrait aqueux E

* 600 ml d’eau distillée bouillante est versée <ig &e graines pendant 30 min;
* Filtration de la solution obtenue ;
» Evaporation a sec du filtrat dans I'étuve a 37°C ;

» Récupération de I'extrait aqueux sous forme de po(&})
2.3 Extrait agueux d’ombelles entiéres fraiches (B3

L’extrait agueux d’'ombelles entiéres fraiches (88aflans I'étuve 24h a 37°C) est prépare

pardécoctioncomme suit :

* 600 ml d'eau distillée est versée sur 50g d’ombekmtieres fraiches portés a
ébullition pandant 2 heurs ;

» Filtration de la solution obtenue ;

» Evaporation a sec du filtrat dans I'étuve a 37°C ;

* Récupération de I'extrait aqueux sous forme de po(i})
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Matériel végétal : les ombelles
fraiches et sechesAlnmi visnaga

v

Extrait aqueux
d’ombelles entiéres
séches sans graines par
infusion (30min’

Extrait aqueux de
graines pamfusion
(30min)

\ 4

Extrait aqueux d’ombelles
entiéres fraiches par
décoctionpendant 2h

———————————————————————————————————————————————————————————————

Evaporation a sec

A

Extrait aqueux d’'ombelles
entiéeres séches sans
graines E;

____________________

Extrait agqueux de
graines E,

Extrait aqueux
d’'ombelles entiéres
fraiches :E3

Figure 10-Schéma explicatif de la préparation des extraiteag a partir des ombelles

d’Ammi visnaga.
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3. Tests phytochimiques

Dans le but de vérifier la présence ou l'absenceuques composants phytochimiques,
nous avons réalisé quelques tests classiques lesanttides réactifs chimiques spécifiques
(Benariba etal., 2013 ; Karumiet al, 2004).

+ Tanins

2ml d’extrait plus 2 a 3 gouttes de Fe(%) sont incubés pendant 15 min &&0leur

présence est indiquée par une coloration verdatideu-noir.
+ Flavonoides

1ml d’extrait est mélangé a 1 ml d’acide chlonfigde concentré plus 3 ou 4 copeaux de
Magnésium. L’apparition d’'une coloration rouge, raga ou rose indique la présence des

flavonoides.

+ Les quinones libres

5ml d’extrait plus quelques gouttes de lessivesdade (NaOH 1%) développent une

couleur qui vire au jaune, rouge ou violet en pnésales quinones libres.

* Les coumarines

5 ml de I'extrait est évaporeé a sec, le résiduestout dans I'eau chaude (2 ml) ensuite le
mélange est partagé en deux parties égales. Lagyeeraprésente un témoin, la deuxieme est
traitée avec 0,5 ml NMDH a 10 %. Une goutte de chaque tube est prélavéedpposé sur le
papier filtre. L'observation d’'une fluorescenceeimse (sous U.V 366 nm) révele la présence

de coumarines.

% Les anthraguinones

Ajouté 5 ml de NHOH (10%) a 10 ml d’extrait, apres agitation letgégence est indiquée

par une coloration violette.
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+ Les alcaloides

Pour révéler la présence des alcaloides deux fieactint utilisés : réactif de Mayer et

réactif de Wagner.

5 ml d’acide chlorhydrique a 1% plus 1 ml de cla@xtrait sont chauffés au bain
marie, puis on divise chaque extrait en deux vokidgaux. Un volume est traité par 5
gouttes de réactif de Mayer, l'autre par 5 goutkeseéactif de Wagner. La formation d’'un

précipité blanc ou brun réveéle la présence dedoédizs.

+ Les terpenoides

Deux méthodes on été utilisées pour détecter kepoke des terpenoides:

» Test de Libermann-Burchard: A 5 ml de chaque é@xtra ajoute 0,5 ml d’anhydre
acétigue et 0,5ml d’acide sulfurique. Apres incidratde 15 min, I'apparition d’'une
couleur mauve, verte ou violette indique un tesitgo

» 5ml d’extrait est ajouté a 2ml de Chloroforme etl 3hacide sulfurique concentré. La
formation de deux phases et une couleur marrofnterphase indique la présence de

terpenoides.

4+ Test de mousse pour les saponosides

Dans un tube a essai, 10 ml de I'extrait aqueurgté énergétiquement pendant 15
secondes puis laissé au repos pendant 15 min. alriedr de mousse persistante supérieur a

1 cm indique la présence de saponosides.

4+ Les sucres réducteurs

A 1 ml de chaque extrait on ajoute 2ml de soluiehling puis les tubes sont incubés au
bain marie pendant 20 min. Un test positif estqoéi par I'apparition d’'un précipité de

couleur rouge brique.

22



Matériel et méthodes

4. Dosage de polyphénols et flavonoides totaux

4.1 Préparation des extraits

Les extraits aqueux EE; et B récupérés a partir des ombelles sont préparésea un
concentration de 10 mg/ml.

4.2 Dosage des polyphénols totaux

Principe

Ce dosage repose sur la méthode colorimétriquisaurttl le réactif de Folin-Ciocalteu.
Ce dernier est constitué d'un mélange d'acide phmasmgstique (BPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (#PMO;,040). L’'oxydation des phénols réduit ce réactif ennuélange
d’'oxyde bleu de tungstene g0,3) et de molybdene (M§D,3). La coloration présente un
maximum d’absorption a 700 nm dont l'intensité ddoration est proportionnelle a la
guantité des composés phénoliques présents dahaitlon.

Mode opératoire (Benariba etal., 2013).

% 0,1ml d’échantillon de chaque extrait sont mélangesc 2ml d’'une solution de
carbonate de sodium a 2% ;

+« Agitation des tubes ;

% 1°®incubation pendant 5 minutes & température ambiant

% Ajoutez 100ul du réactif Folin Ciocalteu 2 0,2 N ;

% 2°™incubation pendant 30 minutes a température arebira 'abri de la lumiére ;

+ Mesure de I'absorbance (DO) a 700 nm contre le bldxec(tableau n° 3) ;

Une gamme étalon a été réalisée dans les mémesiaondpératoires en utilisant I'acide
gallique a différentes concentrations finales (2,254 / 9,1 / 13,63 / 18,18 / 22,72 | 27,27/
31,81/ 36,36/ 40,90/ 45,48/ml).
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Tableau3 :Dosage de polyphénols dans les extraits des orsltBenmi visnaga.

Concentration
de l'acide 0 50 100| 200 300 40 50p 640 700 8pO 900  1P00
gallique (png/ml)
Volume de
I'acide gallique | 0,1 | 0,1 | 0,1 o1 o021, 04 01 oO1 O 01 oOp 0[,1
(ml)
E E, 0,1
8
[ E, 0.1
X
)
& Es 0,1
-
Blanc
0,1
Na,CO3 (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2
1% Incubation pendant 5 min & température ambiante
Folin Ciocalteu
100 | 100| 100 | 100 10 10p 100 100 1po 100 1p0O 100 [1000 | 100
(CU) 100

2°M |ncubation pendant 30 min & température ambiantest & I'obscurité

Mesure de DO a 700 nm

Les résultats obtenu exprimés gnEq acide gallique/ mg d’extrait sont calculé®sdh
formule suivante :

[Polyphénols]=a.f/C

@ a: concentration des polyphénalg ( ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
@ f: facteur de dilution (x22).

@ C : concentration d’extrait.
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4.3 Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides sont quantifies par une meéthodericoétrique au trichlorure
d'aluminium (AICE) et la soude (NaOH). Le trichlorure d'aluminiuntni@ un complexe
jaune avec les flavonoides et la soude forme urptmda de couleur rose qui absorbe dans le
visible a 510 nm.

Mode opératoire, représenté dans le tableau n°4 (Bariba et al., 2013)

% 500ul de chaque extrait ou de catéchine est mélange 2wl d’eau distillée ;
+«+ Ajoutez 150ul d'une solution de nitrite de sodium (NaP@ 15 %.

% 1%®incubation pendant 6 minutes & température ambiant

% Ajoutez 150ul de chlorure d’aluminium (AIG| 6H,0) a 10 % ;

% 2°™incubation pendant 6 minutes & température anjant
« Ajoutez 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4 % ;

+ Le volume total est complété a 5 ml avec de l'aiatiliée ;

% Agitez et incuber pendant 15 minutes ;

*»+ Mesure de I'absorbance a 510 nm contre le tubecplan

Une gamme étalon a été réalisée dans les mémedtiaondopératoires en utilisant la
catéchine a différentes concentrations finale$,(@0, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, Agnl).
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Tableau4 : Dosage de flavonoides totaux dans les extraitedelles GAmmi visnaga.

Concentration

de catéchine | 50 | 100| 200 300, 400 500 600 700 8p0 900 1p00O

(Hg/ml)

Volume de la

] 05| 05| o5/ 05 05 08 0% O0pF 05 05 0,5

catéchine (ml)
o E, 0,5
S
s E| B 05
o=
Q
— Es 0,5

Blanc avec

0,5

MeOH

Eau-distillé 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
NaNO, (ml) | 0,15| 0,15 0,1 0,1% 0,15 0,15 0,15 0415 0,15 0,15150 0,15| 0,15 0,1% 0,16

1%® Incubation pendant 6 min a température ambiante
AICl 3 (ml) 0,15| 0,15 o,1§ 0,1% 0,15 0,15 0,15 0/15 0,15 0,15150 0,15| 0,15 0,15 0,15
2°™ Incubation pendant 6 min d’incubation a températue ambiante
NaOH (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Compléter le volume a 5 ml et 3" incubation pendant 15 min a température ambiante

Mesure de I'absorbance a 510 nm

Le taux de flavonoides présent dans les différéntmntillons exprimé en milligramme

eéquivalent catéchine par milligramme d’extrait (f8@/mgE) est calculé selon la formule

suivante :

& a: concentration des flavonoideg ( ml) déterminée a partir de la courbe étalon.

[Flavonoides]=a. f/ C

& f:facteur de dilution (x10).

& c: concentration d’extrait.
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5. Pouvoir antioxydant des extraits dAmmi visnaga
5-1 Principe de la méthode DPPH

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylnydrazyl) est un reali libre de couleur violacée. En
présence de composés anti-radicalaires, le radeRH réduit change de couleur en virant au
jaune {ig.11). L’absorbance mesurée a 515 nm sert a calculgouecentage d’inhibition du
radical DPPH qui est proportionnel au pouvoir adlicalaire de I'échantillonBfand-
Williams et al, 1995.

L

NO. NO,

I o
G N w i

DPPH DPPH;

Pmax=215 nm

Figure 11- Forme libre et réduite du DPPBrand-Williams et al, 1995.

5-2 Mode opératoire, le tableau n°5 résume le protol de mesure d'activité

antioxydante (Benariba etal., 2013).

X/
°

Préparation du DPPH a la concentration de 0,025nmdans du méthanol;

X/
°

Préparation des extraits dans I'eau distillée #ihtes concentrations (2, 4, 8, 10, 12,
15, 20, 30, 40 mg/ml), A 1954 de la solution du DPPH on ajoute plOpour chaque

extrait a différentes concentration;

X/
°e

Préparation du tube blanc pour chaque concentrafi®80ul du méthanol et 50l de
chaque extrait correspondant;

27



Matériel et méthodes

« Le tube blanc : 2ml du méthanol;

% Incubation 30 min a température ambiante et a tob&e ;

<+ Mesure de I'absorbance a 517 nm.

+« Préparation du tube control négatif pubd@u méthanol avec 1954 de la solution du
DPPH,;

L’acide ascorbique utilisé comme contréle poségt testé selon le méme mode

opératoire a différentes concentrations.

Tableau5 : Mode opératoire pour mesurer l'activité antiradab@ des extraits &mmi

visnagasur le DPPH.

Concentration de
I'acide ascorbique

(mg/ml)

0,25

0,5

15 2 2,5 3 3,5 4 4,5

w1

Volume de I'acide

ascorbique (ml)

0,05| 0,05

0,05

00% 00p 005 OpP5 005 005 0,005

El

0,05

E2

0,05

E3

Les extraits (ml) a
différentes (2, 4, 8, 10,
12,15, 20, 30, 40) mg/mi

0,05

Control négatif

MeOH (ml)

0,05

Volume de DPPH (ml)

1,95

1,95

1,95

195 19 195 195 1,95 1295 19951195 1,95

1,95

1,95

Incubation pendant 30 min a température ambiante &a I'obscurité

Mesure de I'absorbance a 517 nm
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5.3 Expression des résultats
5.3.1 Pourcentage de réduction du DPPH

Les résultats ont été exprimés en tenant compia deyenne de trois mesures obtenues. Pour
chaque extrait nous avons déterminé le pourcendageéduction du DPPH selon la formule

suivante Yen etal, 1999 :

(Do contr ) — (Do échan)
(Do contr)

DPPH (%) = x 100

B DPPH (%) : Pourcentage de réduction du DPPH.
B DO contr: Densité optique du tube contrble négatif.

B DO éch: Densité optique de I'échantillon.

5.3.2 Détermination 1Gg

La valeur 1Gg est la concentration qui assure la réduction de B@%activité du DPPH
déterminée graphiguement pour chaque extrait arpdet la courbe du pourcentage de

réduction en fonction de la concentrat{@amarth etal., 2008).
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Résultats et interprétation

1. Les rendements des extraits @&mmi visnaga
Aprés extraction et récupération des extraits, tendement a été déterminé par rapport a

100 g de matiére végétale seche selon la formiNarse :

R(%)=m/mx100

& R(%) : Rendement exprimé en %.
& m : Masse en gramme de |'extrait sec récupéré.

@ my: Masse en gramme du matériel végétal initial.

Les résultats obtenusableau n °6) montrent que le rendement le plus élevé est deui
l'extrait aqueux d'ombelles entieres fraich@s;) d’Ammi visnaga(10,27%), suivi par
I'extrait aqueux de grained,), récupéré a partir des ombelles séches (2,45%nfet de
I'extrait aqueux d’ombelles entieres seches saamesE; (2,29 %). Les extraits récupérés

sous forme de poudre, sont totalement soluble Kzans distillée.

Tableau6 : Rendements et caractéristiques des exulaghsimi visnaga.

Caractéristiques M(agsise Aspect Couleurs Re”f,’/‘jme“t solubilité

= 0,46 Poudre Marron 2,29 .Ea.lu:
distillée

E, 0,49 Poudre Marron 2,45 .Ea.lu:
distillée

Es 5,13 Poudre Marron 10,27 .Ea.lu:
distillée

E : Aqueux d'ombelles entiéres seches sans graines.
E: Aqueux de graines.
E: Aqueux d'ombelles entiéres fraiches.
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2. Tests phytochimiques

Les résultats du screening phytochimique réalises dies différents extraits Aimmi visnaga

sont représentés dangdbleau n° 7.

Tableau7: Screening phytochimique des extraitdmimi visnaga.

Extrait aqueux
d’'ombelles entieres
fraiches (&)

Extrait aqueux d’'ombelles

entiéres seches sans graine

(Ey

Extrait
aqueux de graines (B

Flavonoides ++ + +
Tanins +++ - +
Quinones libres - - -
. Mayer - - +
Alcaloides
Wagner - - +
. Test de
Saponosides ++ +++ +++
mousse
Terpenoided Libermann- ) ] ]
b 7 Burchard
Coumarines - - +
Anthraquinones - - -
Sucres réducteurs +++ + +

(+++): Test fortement positif
(++): Test positif.

Selon les résultats mentionnés dans le tableaopostate la présence de flavonoides

(+): Test faiblement positif

(-): Test négatif.

dans tout les extraits, avec une forte présencs kKztirait &z mais a degré moindre dans les

extraits aqueux £ et B.

Les tanins sont fortement présents dans I'extragdE rapport aux autres extraits.

Les quinones libres,

les terpenoides, les aloadpitts coumarines et les anthraquinones

révélent un test négatif dans I'ensemble des déstraieul I'extrait k révele une faible

présence des alcaloides. En revanche, les sapesasidt présent dans tous les extraits.

Les sucres réducteurs sont notés dans I'ensemblexti@its, mais ils sont fortement présents

dans l'extrait aqueux £
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3. Dosage de polyphénols et de flavonoides totaux

Le dosage de polyphénols et de flavonoides totaugtéa effectué par la méthode
spectrophotométrique en utilisant le réactif deirf-@liocalteu et le trichlorure d'aluminium
(AICI3), respectivement.

Les résultats obtenus sont représentés datableau n° 8 Les courbes étalons de I'acide

gallique et la catéchine sont représentées daffigless 12, 13

Selon les résultats du dosage de polyphénols totauxemarque dans les extraits E
et E des teneurs comparables en polyphénols 43,68,é1 4(0y. Eq acide gallique par mg
d’extrait. Alors que I'extrait Erenferme un taux élevé 83,28 ug. Eq acide galljgaremg

d’extrait.

De méme l'extrait & présente le taux le plus élevé en flavonoides 24@)7 Eq
catéchine/ mg d’extrait, alors que les extrait®EE, présentent des taux relativement proches

entre 10,29 et 14,39ug. Eq catéchine/ mg d’extrait.

En fonction de ces résultats on constate que déxrqueux des ombelles fraiches
renferment des teneurs moyennement élevées enhgolgls et en flavonoides totaux par

rapport aux ombelles seches.

y =0,014x y =0,027x

R?=0,983 3 R?2=0,993
¢ £
£ £
o o
o —
~ o
“«© T
Q o)
o a)

0 .
0 20 40 acide galique 0 50 100 catéchine
( pg/ml) (ug/ml)

Figure 12 : Courbe étalon de 'acide gallique. Figure 13 : Courbe étalon de la catéchine.
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Tableau8 : Taux de polyphénols et de flavonoides totauxsdes extraits ddmmi visnaga

Polyphénols Flavonoides totaux
(ug. Eq acide gallique/mg  (pg. Eq catéchine/ mg
d’extrait) d’extrait)
Aqueux d’'ombelles
entiéres seches sans 43,68 10,29
graines (&)
Aqueux de graines (k) 40,71 14,39
Aqueux d’'ombelles
entiéres fraiches (B) 83,28 43.72

4. Effet antiradicalaire des extraits d’Ammi visnaga

Les résultats de I'effet antiradicalaire de laariine C et des différents extraité\hmi

visnagasur le DPPH sont représentés dansdbteaux n°9 et 10.

Apres incubation des extraits avec le DPPH, on rqgoea une augmentation de
I'activité antiradicalaire proportionnelle a 'augmtation de la concentration des extraits. A
la concentration 0,05 mg/ml I'ensemble des extraitsentent un pourcentage de réduction
du DPPH comparable pour I'extrait aqueux d’ombe#esieres seches sans graingg) et
I'extrait aqueux de graing&,) 11,87 ; 16,73%, respectivement. Tandis que I'éxégueux
d’ombelles entieres fraich€s3) a cette concentration (0,05mg/ml) présente le mniege le
plus élevé 91,23%. De ce fait, il était intéressda tester de faibles concentrations :
0,00025 ; 0,00125; 0,0025; 0,0125; 0,025 et ®,0%/ml qui ont assuré des réductions
variables entre 22,85 et 50,30 %.

Aux moyennes concentrations (0,3 mg/ml), les etdragueux de graineg&,) et
d’ombelles entieres seches sans graifeg réduisent 43,86 et 33,48 % du DPPH
respectivement. Par contre aux fortes concentifiorb et 1 mg/ml, ces extraits montrent un

pourcentage qui augmente progressivement de 5%a 62

L’extrait aqueux d'ombelles entiéres fraich@Ss) présente un pourcentage de
réduction du DPPH de 22,85% a la concentratio®,80025mg/ml, et qui vas augmente

progressivement (91,23%) avec I'augmentation ad®iecentration (0,05 mg/ml).
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L’acide ascorbiquétableau n°9)testé a faibles concentrations (0,25;0,5;5; 2 ;
2,5;3;3,5;4;4,5ug/ml) assure rapidemet niéaluction du DPPH qui atteint 92,63%.

Tableau9 : Pourcentages de réduction du DPPH par la vita@iapres 30 min d'incubation.

Concentrations de
I'acide ascorbique | 55 | g5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
(Hg/ml)
5 ” -
Yo dereduction du | 3.0 | 1563|1736 | 2842 | 6052 | 74,73 | 84,73 | 91,05 9421 | 92,63
DPPH
TableaulO :Pourcentages de réduction du DPPH par les extagjteeux d’ombelles &mmi
visnaga
Concentrations (mg/ml)
0,00025 | 0,00125 | 0,0025 | 0,0125 | 0,025 | 0,045 0,05 0,1 0,2 0,25 0,3 0,375 0,5 0,75 1
E - - 11,87 | 13,95 | 23,42 | 30,08 | 33,48 | 42,02 | 52,46 | 54,94 | 57,38
1
E, - - 16,73 | 17,53 | 37,36 | 37,41 | 43,86 | 45,14 | 34,27 | 68,18 | 62,62
Es 22,85 19,82 22,30 30,12 40,66 | 50,30 | 91,23 | 87,07 | 99,20 | 97,03 | 94,92 | 85,43 | 98,91 | 98,22 | 95,51

E; : Aqueux d'ombelles entiéres seches sans graines.

E: Aqueux de graines.
E;: Aqueux d’ombelles entieres fraiches.
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Figure 14 : Réduction du DPPH par I'acide ascorbique.
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Figure 15 : Réduction du DPPH par 'extrait aqueux
d’ombelles entiéres séches sans graine.
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Figure 16 : Réduction du DPPH par I'extrait aqueux ~ Figure 17 : Réduction du DPPH par  I'extrait

de graines. aqueux d'ombelles entieres fraiches.
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Les concentrations des extraits et de I'acide rasgoe qui inhibent 50% du DPPH @&
déterminés graphiquemeffigures n° 14, 15, 16, 173ont mentionnées danstédbleau n°11.

D’aprés valeurs déterminés dg§ on constate que l'l§g la plus faible est de
0,045mg/ml notée pour I'extrait aqueux d’ombellesieres fraiche$Es), suivi par I'extrait
aqueux d’'ombelles entiere seches sans grgEg0,43mg/ml et I'extrait aqueux de graines
(E2) 0,62mg/ml. L'acide ascorbique @&= 0,00185mg/ml) présente un effet nettement faible
par rapport aux extraits.

En fonction de ces résultats, on constate querddxaqueux d'ombelles entieres

fraiches présente un effet antioxydant intéregsantapport aux autres extraits.

Tableaull: ICso de réduction du DPPH par les extrait\rdimi visnagaet de la vitamine C.

Vitamine C = E> Es

ICs0 (Mg/ml) 0,00185 0,43 0,62 0,045

E; : Aqueux d’ombelles entiéres séches sans graines.
E: Aqueux de graines.
E;: Aqueux d’ombelles entieres fraiches.
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Disciss

Les plantes médicinales représentent une sourpeisable des antioxydants naturels.
Le nombre de publications sur les antioxydantsigioe végétal reflete leur importance dans
plusieurs domaines, médicale ou alimentaire. Datie rétude, nous nous sommes intéresses

a I'étude phytochimique et le pouvoir antioxydaatdifférents extraits @mmi visnaga

Ammi visnaga communément connu sous le nom « Bachnikha »,0gginaire
d'Afrique du Nord, de la famille des Apiacées aifeblanches en ombelles. Les pédoncules
des ombelles, trées nombreux, jaunissent et sentagse uns contre les autres apres la

floraison (Hammouda etal., 2005).

Dans notre étude, nous avons choisi les ombellesetle plante, séches et fraiches,

pour préparer différents extraits aqueux.

L’étude phytochimique des extraitequeux d’'ombelles entieres fraichagueux de
graines et aqueux d'ombelles entieres seches saimgeg, nous a permis de détermiteer
rendement massique de chaque extrait. L'extraieaxul’ombelles entieres fraiches présent
un rendement de 10,2¢ suivi par I'extrait aqueux de graines 2,45% et icelel I'extrait
agueuxd’ombelles entieres seches sans graines avec damamt de 2,29%. Ces résultats est
comparables a celle obtenus [@oro etal., (2015)ou lesombelles entiéres fraiches, sont
utilisés pour l'extraction de I'huile essentielle @artir d'une hydrodistilation dont le

rendement est de 0,13 %.

Les tests phytochimiques réalisés dans les expad{gares, ont permis de mettre en
evidence les flavonoides, les tanins, les sapoessiés sucres réducteurs dans I'ensemble
des extraits. Une absence totale des quinones libegpenoides, alcaloides, coumarines et
anthraquinones a été notée dans touts les exaiib ) extrait aqueux de grainesvéle une

faible présence des alcaloides.

Certains de ces résultats sont en accords avecld@dmin et al., (2015)qui ont
montré la présence des flavonoides et des tanims, ne absence des alcaloides dans les
extraits aqueux. En outre, les extraits méthanelicacétone et éthanolique révelent la

présence de ces cCOmposes.

Cependant on assiste a quelques différences epatant nos résultats avec ceux de
Amin et al., (2015)qui a révélé la présence de terpenoides danxtieste aqueux dAmmi

visnaga.
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En fonction de ces résultats on constate que qateate renferme différents
métabolites secondaires en particuliers, les flaides et les tanins qui ont, selon la recherche
bibliographique, un effet antioxydant tres impatta

Ce résultat a été mis en évidence par I'étud®idar et al., (2014)qui ont isolé et
identifié & partir de cette plante cing nouveauxvdnoides : rhamnetin-3-O-glucosides ;
rhamnazin-3-O-glucosides ; isorhamnetin-7-O-glud@siquercetin3-O-rutinoside ; quercetin
7,3,3-O-triglucoside.

Au cours de notre analyse phytochimique des egtdiAmmi visnaganous avons
également déterminé le taux de polyphénols et aeofloides totaux qui ont permis de
démonter la richesse de ces extraits en ces composéosage de polyphénols a été réalisé
en utilisant le réactif Folin —Ciocalteu. Malgréslensibilité et la simplicité de cette méthode,
elle n'est pas spécifique des polyphénols. En eféetéactif peut réagir avec des protéines,
des sucres, I'acide ascorbique et des composégespaé qui peut influencer sur les résultats
obtenu(Singleton et Rossi, 1965).

L’extrait agueux d’ombelles entieres fraiches est dlus riche en composés
polyphénoliques et en flavonoides avec un taux 828 ug.Eq acide gallique par mg
d’extrait et 43,72 ng.Eq catéchine/ mg d’extraiiyspar I'extrait aqueux d’ombelles entieres
seches sans graines avec un taux de 43,68 pg.&€ @alligue par mg d’extrait et 10,29
Kng.Eq catéchine/ mg d’extrait. La teneure en padyyalis et en flavonoide de I'extrait aqueux
de graines est de 40,71 ug.Eq acide gallique pat’exgrait avec 14,39 pg.Eq catéchine/ mg
d’extrait. En comparant nos résultats avec ceuklggiel et al., (2014),qui ont montré que
I'extrait éthanolique présente un taux de 15,10gngpyatiere sechen polyphénols et un taux
de 2,70 mg/g, matiére séchen flavonoides. De ce fait, on constate que nosaiext
renferment des teneurs élevées en composeés phémligette différence est principalement
lie a la composition chimique de la plane quirfiiencée par des facteurs écologiques (sol,
climat, humidité, période de la récolte...) et par denditions expérimentales au laboratoire,
particulierement les méthodes d’extraction (maa@madécoction, infusion...) et les solvants

organiques utilisés (eau, méthanol, acétones...).

Dans le but le but de chercher I'effet antioxydasi®®mmi visnagaious avons testé
son effet sur la réduction du radical DPPH. Sdelimgen etal., (2006), Il existe plusieurs

meéthodes spectrophotométriques d’évaluation ddilige antioxydante, dans lesquels on
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mesure la capacité d’'un antioxydant a réduire wdamt tel que : la méthode ORAC, FRAP,
DPPH.

La méthode DPPH utilisée dans notre étude est lsasd@itilisation du radical DPPH
fut 'un des premiers radicaux libres utilisé poétudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliqUkis, 1958; Brand-Williams et al., 1995) qui
s'effectue par la détermination de la réductiorratlical DPPHou par la détermination de la
guantité d’'antioxydant nécessaire pour réduire 5@&DPPH en déterminant I'lg, et

I'activité antiradicalairgPopovici etal., 2009).

Les résultats obtenus pour la mesure de l'actisiioxydante montrent que la
concentration 1mg/ml d’extraits aqueux d’'ombellegézes fraiches, dgraines et d’'ombelles
entiéres séches sans graines assurent une réddatibPPH de 95,51%, 62,62%, 57,38%,
respectivement, aprés 30 min d’incubation, tandis, dfacide ascorbique peut réduire 92,63
% du DPPH a 4,5ug/ml.

Concernant les valeurs € obtenus, on constate que BYCde I'extrait aqueux
d’ombelles entiéres fraiches est de 0,045 mg/mij par I'extrait aqueux d’'ombelles entieres
seches sans graines 0,43 mg/ml et I'extrait queugrdines 0,62 mg/ml. Ces résultats sont
nettement inferieurs de I'Kgde I'acide ascorbique (0,00185 mg/ml). Cependanagssiste a
quelques différences en comparant nos résultats exex deAmin et al., (2015)qui ont
montré que I'extrait méthanoliqguéfanmi visnaggporésente une Kgégale a 6 pg/ml contre le
Trolox sont utilisé comme controle @&€=1,5 ug/ml). Nos résultats d’l§g sont nettement

inférieurs par rapport aux résultats déterminés diestravaux antérieurs.

Selon la bibliographie les métabolites secondaregparticulier les polyphénols sont
connus par leurs effets antioxydant en neutraliantadicaux libres, d’apres les résultats des
tests phytochimiques et le dosage de polyphénals #avonoides totaux on peut déduire que
la planteAmmi visnagaa un effet antiradicalaire qui est lié a sa tererupolyphénols et en
flavonoides. Ces composés sont dotés d’activitéogmante en libérant un atome
d'hydrogene a partir de leur groupement hydroxylebi@n par leurs propriétés chélatrices

des ions métalliqug®astre etal., 2005).
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Conclusion

Cette étude nous a permis de mettre en évidenmesence et I'absence de certaines
familles chimiques dans les différents extraitdrdmi visnagacomme les flavonoides les
tanins, les sucres réducteurs qui sont présents kEmsemble des extraits. Le dosage de
polyphénols et de flavonoides a révélé un taux majens I'ensemble des extraits. Cette
teneur en ces composés semble la responsable ftkt Bmtiradicalaire de cette plante,
notamment pour I'extrait aqueux d’'ombelles entidragches qui présente unes§e 0,045

mg/ml.

A la lumiére de ces résultats, cette étude préhimemeécessite d’autres recherches qui

s’'intéressent a :

» Détermination des différents constituants chimiquiesis autres extraits Afnmi
visnaga.

> Diversifier la région et la période de la récoltev@rifiant I'activité antioxydante de
cette plante

» Détermination de la composition chimique de I'h@ksentielle de cette plante, et leur
activité antioxydante.

> Evaluation de l'effet antioxydant par d’autres nogtes (FRAP, ORAC, ABTS.....)
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