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Résumé : L’objectif principal de ce travail est I’étude du pouvoir antioxydants des extraits
méthanoliques de I’écorce, la chair et la racine entiére de Bunium incrassatum d’Algérie et de
déterminer leur teneur en caroténoides, en flavonoides et en phénols totaux. Le pouvoir
antioxydant a été mesuré par spectrophotométrie a 517 nm en utilisant le 1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl comme radical libre (DPPH"). Les résultats de la méthode DPPH montrent que les
différentes parties de la racine de Bunium incrassatum ont diverses capacités antioxydantes. Les
valeurs d’ICs, obtenues varient entre 0.01 et 1.88 mg/ml. L’écorce de la racine de Bunium
incrassatum posséde une activité antioxydante plus élevées par rapport aux BHA, Trolox et la
vitamine C. La teneur en composés phénoliques et en flavonoides est plus élevée au niveau de
I’écorce de la racine. L’écorce de la racine de Bunium incrassatum peut étre considérée comme
étant une excellente source d’antioxydants naturels puissants utiles comme conservateurs des
produits alimentaires.

Mots clés : Bunium incrassatum, Racine, Extraits méthanoliques, Antioxydant, DPPH".
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Abstract: The main objective of this work was to study the antioxidants activity of methanolics
extracts of three parts (peel, flesh and the whole root) of root of Algerian Bunium incrassatum
and to estimate the total content of carotenoids, flavonoids and phenolic compounds.
Considerable extraction yields were obtained with methanol as solvent. The antioxidant power
was measured spectrophotmetrically at 517 nm with 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl as free
radical (DPPH"). The results of DPPH method show that the different parts of Bunium
incrassatum root have different antioxidant capacities. The ICs, values varied between 0.01 to
1.88 mg/ml. The peeling of the Bunium incrassatum root exhibits a highest antioxidant activity
compared to BHA, Trolox and ascorbic acid. The total phenolic compounds and flavonoids were
highest in peeling of root. The peel of Bunium incrassatum root was very useful as natural
conservator for food industry.



Keywords: Bunium incrassatum, Root, methanolic extracts, Antioxidant, DPPH".
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Introduction

Les plantes médicinales et aromatique sont été utilisés pendant de nombreux siecles,
dans les thérapies traditionnelles. Ces plantes représentent une source inépuisable de la
plupart des médicaments.

Bunium incrassatum (Boiss.) Batt. &Trab., est une plante médicinale d’une importance
économique. Elle appartient & la famille des ombelliféres largement distribuée dans les
régions du nord d'Algérie et elle est communément appelée "Talghouda" (Quezelet Santa,
1963). Les racines de cette plante sont trés nutritives et généralement consommeées comme
la pomme de terre pour leurs vertus thérapeutiques.

Dans I’organisme humain, les xénobiotiques et certains processus métaboliques peuvent
engendrer des radicaux libres, particulierement les especes réactives de I’oxygéne (ROS),
capables d'oxyder les biomolécules provoquant ainsi la destruction des tissus et la mort
cellulaire (Halliwell et Gutteridge, 2003). Dailleurs, ces radicaux libres sont
potentiellement impliqués dans beaucoup de maladies telles que le cancer, I'arthrite
rhumatoide et I’athérosclérose mais aussi les processus dégénératifs liés au vieillissement
(Halliwell et Gutteridge, 1984).

Les antioxydants naturels représentent des outils prometteurs pour se protéger contre les
dommages cellulaires causés par les radicaux libres (Roy et al., 2011). Récemment,
plusieurs travaux ont été menés sur les propriétés antioxydantes des extraits phénoliques
des fruits et des légumes (John et Shahidi, 2010 ; Kaisoon et al., 2011 ; Baliga et al.,
2011).

Récemment, Bousetla et al. (2011) ont montré que les constituants chimiques de
Bunium incrassatum ont un pouvoir antimicrobien. Par contre, le pouvoir antioxydant de
cette plante n’a pas été démontré. Le but principal de ce travail est d’abord de déterminer
les teneurs des flavonoides, des composés phénoliques et des caroténoides totaux des
extraits méthanoliques des différentes parties de la racine de Bunium incrassatum. Ensuite,
le pouvoir antioxydant de ses extraits a été évalué par la méthode du radical 1,1-diphényl-
2-picrylhydrazyl (DPPH")

Ce mémoire présenté en cing chapitres est séquencé comme suit. Le premier chapitre
concerne une introduction générale. Le deuxiéme chapitre comprend un rappel
bibliographique sur plante étudiée, les composés phénoliques et le stress oxydatif et les
antioxydants. Dans le troisieme chapitre, nous mettrons en évidences les procédures
expérimentales. Le quatriéme chapitre est consacré a une discussion des résultats obtenus.
Une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des

études ultérieures, sont regroupées dans le dernier chapitre.

1
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Chapitre 1. Synthése bibliographique
2.1 Généralités sur Bunium incrassatum

2.1.1 Etudes botaniques

Bunium incrassatum est une plante appartenant a la famille des Apiaceae. Elle est
prénommeée par les habitants d’Algérie « Talghouda». Le genre Bunium se compose de
sept especes dans la flore algérienne, dont quatre sont endémiques (Quezel et Santa, 1963).

Les plantes de la famille des Apiaceaes sont environ 3000 espéces dans 400 genres
(Jassbi et al., 2012). Elles sont riches en composés avec beaucoup d'activités biologiques.
Certaines de ses propriétés sont leur capacité d'induire l'apoptose, d’effet antibactérien, des
activités hépatoprotectrices et vaso-décontractantes, et présentant un effet inhibiteur sur la

cycloxygénase et une action antitumorale (Pae et al., 2002).
2.1.2 Taxonomie

La classification taxonomique de Bunium incrassatum est indiquée dans la présentation

suivante (Anonyme, 2013):

Régne Plantae

Embranchement Spermatophyta (Angiospermae)
Classe Dicotyledones

Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Bunium

Espéce Bunium incrassatum

2.1.3 Caracteres botaniques

Bunium incrassatum est une plante a tubercule souvent plus grosse qu'une noix, a
écorce noire, écailleuse. Les feuilles de la plante sont radicales assez grandes, a divisions
linéaires; tiges robustes (1-5 décimetres), cannelées, dressées ou étalées, rameuses,
feuillées, flexueuses ; ombelles a pédoncules longs et robustes, a 8-12 rayons étalés, un peu
inégaux, robustes; pédicelles courts, a la fin épaissis, rigides, souvent inégaux; dents du
calice bien marquées, rigides; méricarpes épaissis au sommet, séparés par le carpophore

épais et bifide; albumen cana-liculé (Figure 1) (Battanndier et Trabut, 1888).
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Figure 1: Présentation du Bunium incrassatum (Anonyme, 2013).

2.1.4 Habitat et répartition géographique

Bunium incrassatum est indigene de Portugal, Espagne, Baléares, France, Algérie,
Tunisie (Jahandiez, et al., 1932).
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2.1.5 Etude Phytochimique

Des études phytochimiques sur le genre Bunium ont montré la présence d’acides
phénoliques, de flavonoides, de saponines, d’alcaloides et de tannins (Trease, 2002,
Sharififar et al., 2010). D’autres études ont signalées la présence de coumarines
(Appendino et al, 1994), de sesquiterpenes (Appendino et al, 1991) et particulierement des
huiles essentielles (monoterppenoids) en tant que métabolites fréquents (Jassbi et al., 2005,
Salehi et al., 2008, Shahsavari et al., 2008, Oroojalian et al., 2010). La chimie de Bunium
incrassatum est méconnue, dont la composition chimique de sa racine a été que
récemment étudiée pour la premiere fois par Bousetla et al. (2011). Ces auteurs ont pu
identifiés cing composes, tel que : le sacharose, l'acide oléique, la scopoletine, le scoparone
et le b-sitosterol.

2.1.6 Activités pharmacologiques de Bunium incrassatum

En usage local, les racines de Bunium incrassatum sont traditionnellement utilisées dans
le traitement des angines. Les tubercules secs et en poudre sont utilisés en médecine
traditionnelle comme astringents et anti-diarrhéiques et sont utiles contre les hémorroides
et les réactions inflammatoires. En outre, cette plante est employée pour le traitement des
bronchites et de la toux (Bousetla et al., 2011). Les études de Bousetla et al. (2011) ont
prouvé que les extraits de la racine de Bunium incrassatum ont activité antimicrobienne

puissantes contre plusieurs espéces microbiennes.
2.2 Généralités sur les composés phénoliques
2.2.1 Définition

Les composés phénoliques constituent une grande famille de molécules tres largement
répandues dans le monde végétal, ce sont des métabolites secondaires synthétisés par la
plante, au cours du développement normal ou en réponse a des conditions de stress tel que

les infections, les blessures et les radiations UV.
2.2.2 Structure générales

L’élément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un
groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester,
glycoside...) (Bruneton, 1999).
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2.2.3 Classification

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le
squelette de base. Ces structures peuvent également étre diversement substituées
(glycosylées, estérifiées, acylées...)

On distingue les formes simples (les acides phénoliques, flavonoides, les stilbenoides, les

coumarines et les xanthones), et les formes condensées, les lignines, et les tanins.
2.2.3.1 Les formes simples
Les acides phénoliques

On distingue deux principales classes d’acide phénolique; les dérivés de I’acide
benzoique et les dérivés de I’acide cinnamique (Figure 2) (Barboni, 2006).

RS | ¥ COOH R5 2w -COOH
RV Rz R4 R2
R3 R3
Acides benzoiques R2 R3 R4 R5 Acides hydroxycinnamique
Acide p-hydroxybenzoique H H OH H Acide p-coumarique
Acide protocatéchique H OH OH H Acide caféique
Acide vanillique H OCH; OH H Acide férulique
Acide gallique H OH OH OH
Acide syringique H OCH; OH OCH; Acide sinapique
Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH

Figure 2: Structure des acides phénoliques (Chira et al., 2008).
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Les flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont constituent des pigments responsables des
colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Les flavonoides sont
rencontrés dans les fruits et les légumes. La famille des flavonoides peut se diviser en six
principales classes selon I'état d'oxydation de cycle central de pyran: flavanols, flavones,
flavonols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Figure) (Medic Sanic et al., 2004 ;
D’Archivio, 2007). Les flavonones et les flavonols représentent environ 80% des
flavonoides connus. Le Figure (3) ci-dessous regroupe les principales classes des

flavonoides.

Flavoiie

/ 5 -:-ﬂ*n'mml de

g Flt Fa1l—3— 1
Anthocvanidine ‘ avan-i—o
S

Flavonol

Flavonone

Figure 3: Structures de base des principaux flavonoides (Chira et al., 2008).
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Les stilbenoides

Les stilbenoides sont des composés phénoliques qui possédent deux noyaux
benzéniques séparés par un pont éthane ou éthene (Figure 4) (Madhavi et al, 1996 : Traore,
1999). lIs sont présents dans de nombreuses familles de végétaux supérieurs (Bruneton,
1999).

/ OH

R,

Figure 4: Structures de base de Stilbéne (Perret, 2001)

Les xanthones

Généralement isolés dans les plantes supérieures et dans les microorganismes répondant
a une structure de base (C6-C1- C6) (Figure 5) (Kone, 2009).

0

0O

Figure 5: Structure de base des xanthones (Xanthéne-8-one) (Ampopo, 1977).
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Les coumarines

Les coumarines, composés phénoliques non volatils, sont trés répandues chez les
végeétaux, notamment dans les racines et les écorces ; d’odeurs agréables, certaines servent
en parfumerie ; d’autres sont trés toxiques telles que les aflatoxines des champignons
inférieurs. Ce sont des dérivés du phénylpropane dont les précurseurs sont des acides
hydroxycinnamiques (Garabeth et al., 2007) Ceux sont des héterocycles oxygénés ayant
comme structure de base le benzo-2-pyrone (Figure 6) (Iwueke, et al., 2008).

O 0

/

Figure 6: Structure de base des coumarines benzo-2-pyrone (Iwueke, et al., 2008).
2.2.3.2 Les formes condensées
Les tanins

Les tanins sont des composes polyphénoliques a haut poids moléculaire, que I'on trouve
dans de nombreux végétaux tels que les écorces darbre et les fruits. Leur structure
complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres

asymeétriques, leur degré d’oxydation (Hemingway, 1992).

Les tanins sont divises en deux grandes classes : tanins condensée et tanins hydrolysable
(Ghestem, 2001).

Les tanins hydrosolubles : sont des esters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un
nombre variable de molécules d’acide phénol. Le sucre est soit I’acide gallique pour le
groupe des gallotanins, soit I’acide ellagique pour le groupe des ellagitanins. (Ghestem,
2001).

Ces tanins en raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en
fonction de leur poids moléculaire) dans l'eau, en formant des solutions colloidales
(Guigniard, 1996).
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Les tanins condensés ou proanthocyanidols : sont des polymeres flavoniques rejoint avec
les liaisons C-C ce qui rend ces molécules trés difficilement hydrolysables. lls ont été
isolés ou identifiés de tous les groupes végétaux (Madhavi et al., 1996 ; Traoré, 1999). Les
tanins sont des substances d'origine organique que I'on trouve dans pratiqguement tous les

végeétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, ...etc).
Les lignines

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le regne végétal
et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeéres) qui sont les
alcools p-coumarique, coniférique et sinapique (Jutiviboonsuk et al.,, 2005). Les

monolignols sont les dérivés de I’acide cinnamique.
2.2.4 Activité biologique des composés phénoliques

Les composés phénoliques montrent différentes activités biologiques antibactériennes,
anti-inflammatoires, anti-virales, anti-allergique, cestrogéne et agents stimulants
immunitaires (Larson, 1988 ; Tawaha, 2007). Ainsi, une activité antiprolifératif (Laroca et
al. , 1990), anti-ulcéreuse et lipolytiques (Ahn et al., 2008). les maladies dégénératives et

cardio-vasculaires (Paganga et al., 1999).

L'activité antioxydante des composés phénoliques est principalement due a leurs
propriétés d'oxydo-réduction, qui leur permettent d'agir en tant qu’agents réducteurs,
donateurs de I'hydrogene. En outre, ils ont le potentiel de chélation des métaux (Rice-
Evans et al., 1995).

Les acides phénoliques présentent des propriétés biologiques intéressantes: anti-
inflammatoires, antiseptiques urinaire, antiradicalaires, cholagogues, hépatoprotecteurs,
cholérétiques, immunostimulants (Bruneton, 1999).

Les propriétés les flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical ou on
leur reconnait des activités antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, antiallergiques,
antioxydantes et anti-cancéreuses. (Middleton et Kardasnami, 1993, Jannie et al., 2006). lls
sont utilisés en bactériologie, en pharmacologie et en médecine en raison de leur propriété

bactéricide (linuma et al., 1994).

La principale activité attribuée aux flavonones et les flavonols, est une propriété

vitaminique P veinoactive. llIs diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et
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renforcent leur résistance. Souvent anti-inflammatoires, ils peuvent étre antiallergiques,
hépato-protecteurs, antispasmodiques, diurétiques, antibactériens, antiviraux (Bruneton,
1999).

Les isoflavones sont des flavonoides dont leurs distribution est restreinte, ce sont des
phytoalexines (substances produites par la plante en réponse a une infection par un agent
pathogéne ; champignon par exemple). Ce sont donc des produits de défense naturelle, de
puissants oestrogenes, insecticides, antitumoraux, réducteurs des manifestations de la

ménopause (Kansole, 2009).

Les anthocyanes ont des activités antioxydants. Les anthocyanes inhibent les enzymes
protéolytiques de dégradation du collagéne (élastase, collagénase), ce qui explique leurs
propriétés vascoprotectrices et anti-oedémateuse. Il s’agit, en outre, de composés veino-
actifs doués d’une propriété vitaminique P (Bruneton, 1999).

Les propriétés pharmacologiques reconnues des xanthones sont essentiellement : leur
activité antimicrobienne, leur cytotoxicité et surtout I’inhibition de la monoamine-oxydase
(Panglossi, 2006).

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales
et possedent des propriétés trés diverses. Elles sont connues par leurs activités
cytotoxiques, antivirales, antimicrobienne, immunostimulantes, tranquillisantes,
vascodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du coeur), hypotensives ; elles sont également
bénéfiques en cas d’affections cutanées (Yoshikawa et al., 1994, Gonzalez et Estevez-
Braun, 1997 ; Kayser et Kolodziej, 1997). Applications potentielles dans la chimiothérapie
de cancer (Saleem, 2005).

Les tannins ont la propriété de précipiter les protéines et les métaux lourds (Bate-Smith
et Swain, 1962. Macheixet et al., 2005, Kansole, 2009). Elles forment des complexes avec
les protéines, hydrates de carbone, alcaloides, vitamines et les minéraux (Makkar, 1989 ;
Muchuweti et al., 2006). Elles peuvent chimiquement contribuer a la défense ainsi que de
minimiser les dommages aux plantes causés par les insectes et les mammiféres herbivores
(Bi et al., 1997), ainsi que ils ont propriété astringente (Mitjavila,1971). Et
antimicrobienne (Scalbert, 1991).
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2.3 Généralités sur les caroténoides
2.3.1 Définition

Les caroténoides sont une grande famille qui regroupe plus de 600 molécules, elles sont
des constituants membranaires des chloroplastes et forment un groupe de pigments
liposolubles. Ils contribuent a la coloration jaune, orange ou rouge des fruits et légumes
(Pastre, 2005).

Elles présents dans de nombreux végétaux (les carottes, les fruits rouge et jaunes, les
légumes verts et les tomates), bactéries ou especes animales (Marc et al., 2004, Wang,
2003).

2.3.2 Classification

Les caroténoides sont subdivisés dans deux groupes : caroténes et xanthophylles (ou
oxycarotenoids) (Olivier, et Palou. 2000, Wanasundara, et Shahidi, 2005).

Les caroténes sont des hydrocarbures de Polyene et varie par leur degré de
I’insaturation, par exemple, B et a- caroténe, lycopene (Figure 7),

Les xanthophylles sont dérivées des caroténes par hydroxylation et époxydation, de ce
fait contenant I'oxygene, par exemple, astaxanthene, canthaxanthine.

Les principaux caroténoides incluent I’alpha caroténe, béta caroteéne, lycopéne,
phytofluéne, Ilutéine, viloxanthine, anthéraxanthine, alpha cryptoxanthine et béta
cryptoxanthine (Hale, 2003).

e N T W P N N N PN N

Lvcopeéne

a—Ccarotéile

Figure 7: Exemple de caroténes parmi les plus connus (Hale, 2003).
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2.3.3 Activité biologiques des caroténoides

Les caroténoides des fruits et végétaux ont des propriétés bénéfiques avec un intérét
suscité pour la prévention des maladies cardiovasculaire, le cancer et les pathologies
chroniques (Rao et Rao, 2007). Les caroténoides ont eégalement montré des activités
antioxydantes (Krinsky, 2001).

2.4 Stress oxydatif et antioxydants
2.4.1 Stress oxydatif
2.4.1.1 Définitions

Un radical libre : Un radical libre est n’importe quelle molécule ou atome indépendante
contenant un ou plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe cet état leur
confere une instabilité énergétique et cinétique (Christopher et al., 1995). Il est tres instable
et réagisse rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire
pour acquérir de la stabilité. Soit en cédant son électron, soit en s’associant & une autre
molécule (Mayara, 2002). Il est important de signaler que tout les radicaux libres ne sont
pas forcement des oxydants (Anderson et al., 1996).

Espéces réactives de I’oxygene (ROS): L’oxygéne moléculaire présente dans
I’atmosphére est indispensable a la vie des étres vivants, elle constitue une source
d’énergie, L’oxygéne, en tant que récepteur final d’électrons dans I’organisme, se
transforme en molécule d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Le
processus de réduction de I’oxygéne en eau n’est pas total car 2 a 3 % de I’oxygene sont
transformés en espéces réactives de I’oxygene (ROS). Ces derniers sont utilisées par les
cellules phagocytaires de I’organisme (les macrophages) pour combattre les agents
infectieux tels que les bactéries ou les virus (Muller, 1992; Harman, 1992).

Le Tableau (1) présente les principaux especes oxygenées réactives radicalaires: la
présence d’un électron non apparié sur la couche électronique la plus externe (Halliwell,
1999), et non-radicalaires : caractérisées par un oxygéne ne possédant pas d’électron
célibataire, dont la toxicité est importante (Favier, 2003).

12
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Tableau 1: Les principales espéces oxygénées réactives générées dans les systéemes
biologiques (Novelli et al., 1997 ; Bartosikova et al., 2003 ; Pham-Huy, 2008).

Symbole Nom

Radicalaire

OH’ radical hydroxyle
RO’ radical alkoxyle
ROO radical peroxyle

02"~ anion superoxyde
NO’ radical oxynitrique
NO2 bioxyde d'azote

HO2 radical hydroperoxyl
Non-radicalaire

H,0, peroxyde d’hydrogene
HCIO acide hypochloreux
ONOO” peroxynitrite

02% anion peroxyde
HNO, acide nitreux

Os ozone

102 oxygéne singlet

NO3 trioxyde de dinitrogen

« : Indique un électron non apparié dans couche externe de I’atome.

Stress oxydant : Les ROS ont des réles physiologiques trés importants en agissant, a
faibles concentrations, sur la régulation des réponses biologiques, la signalisation cellulaire
(Favier, 2003). Les défenses antioxydantes sont capables de faire face et détruire les
radicaux produits en exces. S’il ya un le déséquilibre entre la génération des ROS et la
capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs, On parle alors de
"Stress oxydant" (Aravodis, 2005). Le stress oxydant peut exister a cause soit d’une
surproduction radicalaire par : tabac, alcool, pollution, ..., ou soit d’une diminution des
capacités antioxydants par : insuffisance d’apports des micronutriments antioxydants,

inactivation enzymatiques.

Le stress oxydant a pour conséquences I’apparition de dégats souvent irréversibles pour
les cellules (Aravodis, 2005). Les cibles biologiques les plus vulnérables a cet
endommagement oxydatif sont : I’acide désoxyribonucléique (ADN) (modification des
bases, cassure des brins) (Rehman et al., 1999), les protéines (modification structurales et
fonctionnelles) et les lipides (peroxydation lipidique) (Hu et al., 2005).

13
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Et qu’ il est impliqué dans de trés nombreux désordres et maladies : athérosclérose (Ko
et al., 1998 ; Harrisson et al., 2003), la cancérogenese (Hussain et al. 2003 ; Klaunig et
Kamendulis, 2004), I’arthrite, I’asthme, la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer,
le mongolisme (Cavin, 1999), les maladies cardiovasculaires, arthrose, cataracte, le
diabete, chute de cheveux et le vieillissement (Tohda et al., 2004; Pastre et priymenko,
2007 ; Surveswaran et al., 2007 ; Bekro et al., 2008).

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et I’organisme par I’apport
d’antioxydants (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska, 2002).

2.4.2 Les antioxydants
2.4.2.1 Définition d’un antioxydant

Un antioxydant est toute substance, présente a une concentration inférieure a celle du
substrat oxydable (les molécules oxydées in vivo par les espéces oxygénées réactives), qui
est capable de retarder ou de prévenir I’oxydation de ce substrat (Halliwell., 1999). A la
fois une molécule antioxydante peut réagir avec les radicaux libres simples et est capable
pour neutraliser les radicaux libres par le don de leurs propres électrons (Jacob, 1995).

2.4.2.2 Classification des antioxydants

Les antioxydants sont fréquemment classés de diverses facons dans la littérature. Nous

avons choisi de Classées comme suit :

Les défenses antioxydantes enzymatiques.
Les défenses antioxydantes non-enzymatiques : pourront étre soit endogenes, soit exogenes
(les antioxydants naturels et synthétiques).

= Antioxydants enzymatiques

Superoxyde dismutase (SOD) : Le superoxyde dismutase (EC : 1.15.1.1) est une
métalloprotéine (Thérond et Bonnefont-Rousselot, 2005), cette enzyme représente une
partie importante du systéme de défense contre les radicaux libres. Dont le rdle est la
dismutation de deux anions superoxyde en espéces oxygénées moins réactives que sont
H.O, et O,. (Comhair, et, Erzurum, 2002) selon la réaction suivante :

cu?
20, +2H"

. > H0,+
Superoxyde dismutase 202+ 0z
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Les catalases: La catalase est une enzyme (EC 1.11.1.6) L’activité principale de la
catalase est la dismutation de deux molécules de H,O, en H,O et O,, (Chelikani, 2004).

selon la réaction suivante:

2H,0, ——» 2H,0 + O,
Catalase

La glutathion peroxydase : La glutathion peroxydase est une enzyme (EC 1.11.1.9),
présentent dans le cytoplasme des cellules, assure la transformation du peroxyde
d’hydrogene H,O; en présence d’H20 et le monomére GSH en dimére de glutathion liés

par un pont de disulfure (liaison entre deux bases de cystéines.) (Boutabet 2007).

H,O, + 2 GSH — 2 H,O + GS-SG

L'heme oxygénase : L'heme oxygénase dégrade I'heme (prooxydant) en bilirubine qui
est un antioxydant capable de prévenir lI'oxydation des Lipoproteines de faible densité. 1l
existe I'neme oxygénase constitutive et inductible (Ryter, et Tyrrell, 2000).

= Antioxydant non-enzymatiques
Il existe deux types :
Antioxydants endogénes : Qui sont fabriqués par les cellules de notre corps.

Le glutathion : Le glutathion est un élément important dans les réactions antioxydantes
(Figure 8). Il est synthétisé in vivo par la y-glutamylcystéine synthétase et la glutathion
synthétase en présence d’ATP. il est un tres bon capteur des espéces oxygénées réactives
(Peskin et al., 2001).

HS\. o] o
_Gi/nll/;\uk/\rdl:o-

Figure 8: Structure du glutathion (Peskin et al., 2001).
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L’acide urique : L’acide urique est un piégeur de 'O, des radicaux peroxyles et
hydroxyles (RO;® et HO®), de I’0zone et de HCIO. La réaction de I’acide urique avec ces
ROS génére des radicaux moins réactifs que HO®.

Les protéines non enzymatiques (albumine, haptoglobine et transferrine): Ces
composés jouent un réle antioxydant par chélation des ions, ils maintiennent les métaux
dans un état inactif pour éviter la formation d’Espéces Réactives de I’Oxygéne (Muanda,
2010).

Les oligo-éléments : Ces oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes
indispensables dans la lutte contre les radicaux libres., Parmi ces oligo-éléments, le cuivre,
le zinc, le sélénium et le manganese (Cu, Zn-SOD, Mn SOD, Se GPx) (Pastre, 2005) .
Antioxydants exogénes : Ce sont ceux que nous consommons tous les jours dans notre

régime alimentaire, notamment ceux contenus dans les fruits et légumes.

L’acide ascorbique (Vitamine C): L’acide ascorbique (Figure 9) est un puissant
réducteur. Il agit principalement en piégeant directement les ROS (majoritairement I'0,*” et
le ONOO)).

HO, OH

0Ioiﬁ]H—CHQO

OH

Figure 9: Structure d’acide ascorbique (Amadou, 2004).

Le tocophérol (Vitamine E) : La vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble,
Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang liée aux
lipoprotéines. Elle est chargée de neutraliser les radicaux libres en excés, Elle est
retrouvée dans les huiles végétales, dans les noix, les amandes, les graines, le lait, les ceufs
et les légumes a feuilles vertes (Aouissa, 2002).

CHs3
HO,

HsC
\

H,C CHy—(CHz—cH,___
2= G TT~CHa)s—H

Figure 10: structure de tocophérol (Amadou, 2004).
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Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures.

Ce sont pour la plupart des composés polyphénoliques.

Les flavonoides : Les flavonoides appartiennent a la famille des polyphénols. Ils attirent
I’attention depuis quelques années a cause de leurs propriétés antioxydantes. En effet, ils
sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en
réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde et peroxyl. lls sont aussi capables de piéger
les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Pastre, 2005).

Les coumarines : Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses
especes végétales et possedent des propriétés trés diverses. Elles sont capables de prévenir
la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles. Les conditions structurales requises pour I’activité antioxydante
des coumarines sont similaires a celles signalées pour les flavonoides (Anderson et al.,
1996).

Les stilbenoides : Les stilbénes sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-a-
vis des lipoprotéines. Ils pourraient ainsi jouer un réle protecteur contre les maladies

cardiovasculaires.

Les xanthones : Les xanthones possédent des propriétés d’inhibition envers les anions
superoxydes (Panglossi, 2006).

Les caroténoides : Les caroténoides réagissent avec I’oxygéne singulet, les radicaux
peroxyles et alkoyles, en capturant les radicaux libres (Krinskey, 1989).
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Les antioxydants synthétiques

Il existe aussi de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent
dérivés des antioxydants naturels. Ce sont des produits utilisés dans I’industrie alimentaire

pour la conservation des aliments.

Tableaux 2: Structures de quelques antioxydants synthétiques (Portes, 2008).

Noms Structures
Os¢ 0‘::3H
Gallate de propyle (E310) [
HQ = i2H
OH
':‘E Sy
Gallate d’octyle (E311 |
Vie ) !-D"L"Iﬁﬁ‘f':lH
fH
0 ; D¢ Ha,
Gallate de dodécyle (E312) [
HO™ T TOM
WH
Butylhydroxyyanisole ou BHA (E320) 2 ' .
isoméres HyCO OH ¢ FhCU— gmod
OH

Butylhydroxytoluéne ou BHT (E321)

2.4.2.3 Mécanisme d’action d’un antioxydant
Les mécanismes d’action d’un antioxydant d’aprés (Halliwell, 1996) peuvent

comprendre :

Le piégeage direct des ROS ;
L’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la
production de ROS.
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3.1 Matériels

3.1.1 Matériel végétal

Les racines de Bunium incrassatum (Figure 11) ont été achetées du marché local de la
Wilaya de Tlemcen pendant le mois de Mars 2013. Elles sont fraiches et ne présentant aucun

signe de dommage physique ou d’attaque microbienne.

o

wm'l""l""r
c ! e 3 9

Figure 11: Racine de Bunium incrassatum d’Algerie.

L

La taille moyenne des ragines est 2.74+0.5 mm et d’un poids moyen de 11.61+3.34 g.
Les racines ont été nettoyées, lavées avec de I’eau distillé. Des échantillons ont été scindées
en trois parties : Partie A ; les racines entiéres (chair+écorce), Partie B ; la chair des racines,

Partie C ; I’écorces des racines. Ces parties ont été découpées et séchées a I’ombre (Figure 12).

.- o WX
G,
(A) (B) ©)

Figure 12: Représentation les trois parties des racines de Bunium incrassatum utilisées.
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Les différentes parties ont été broyées finement a l'aide d'un mixeur commercial et les
poudres obtenues sont stockées a I’abri de la lumiere dans des flacons en plastiques,

hermétiquement fermés.
3.1.2 Produits chimiques

Le 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), le Folin-Ciocalteu (FC), le 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylicacid (Trolox) et le carbonate de sodium (Na2 CO3) sont
fournis par Sigma-Aldrich-Aldrich Inc. (St Louis, Missouri, Etats-Unis). L'hydroxyanisole
butylé (BHA), l'acide L-ascorbique (Vita C), l'acide gallique (AG), la quercétine (Q) et le
méthanol ont été fournis par Fluka (Deisenhofen, Suisse). Tous les autres produits chimiques

sont d’un grade analytique.
3.2 Méthodes
3.2.1 Préparation des extraits méthanoliques bruts

2.5 g de poudre de racine entiére, de chair, et d’écorce de racines, ont été macérés dans 25
ml de méthanol absolu sous agitation magnétique 150 t/mn a 25 °C pendant 24 heures dans
des flacons en verre. Les macéras obtenus sont ensuite filtrées sur papier filtre. Les filtrats
récupérés sont évaporés a sec sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif (Biichi Rotavapor R-
144, Suisse) a 45°C. Les extraits secs sont dissous dans un faible volume de méthanol a des
concentrations appropriées et stockés au réfrigérateur a + 4 °C pour une utilisation ultérieure.

Le rendement d’extraction est déterminé a I’aide de I’équation suivante:

masse de I'extrait apres évaporation du solvant
Le rendement = e ———— X100
masse de matiere vegetale utilisée pour I'extraction

Le rendement d’extraction est exprimé en gramme de résidu sec par 100 grammes de la

matiére seche.
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3.2.2 Dosage des composés phénoliques totaux

La quantité de composés phénoliques totaux a été déterminée en employant la méthode de
Foline-Ciocalteu comme décrit par Al-Laith (2010).

3.2.2.1 Principe

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en un Mélange de
complexes des hétéropolyacides; des acides phosphotungsténe (H3PW1,040) et
phosphomolybdéne (HsPMo01,040), de couleur jaune. En milieu alcalin, ce réactif «Folin-
Ciocalteau », oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses
hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu. (Daels-Rakotoarison, 1999). La
coloration bleue produite possede une absorption maximale aux environs de 765 nm.
L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique (acide
gallique), permet de déterminer la quantité de polyphénols totaux présente dans un extrait
(Chaabi, 2008).

3.2.2.2 Mode opératoire

Dans un tube a essai, 40 pl d’extrait méthanolique convenablement dilué (méthanol pour le
blanc) est ajoutés a 3.16 ml d’eau distillé, puis 0.2 ml réactif de Folin-Ciocalteau concentré
est ajouté.

Apres 3 minutes d’incubation a température ambiante, 0.6 ml de carbonate de sodium a
20% (m /v) ont été ajoutés. Le mélange a été incubé dans un bain marie a 40°C pendant 30
minutes. L'absorbance du milieu est mesurée a 765 nm a I’aide d’un spectrophotométre
(JENWAY 6405 UV/Vis). Une courbe d’étalonnage d’acide gallique a été réalisée dans les
mémes conditions que les échantillons. Les résultats ont été exprimés en milligrammes

équivalent d’acide gallique par gramme du résidu sec de la plante (mg EAG/g de résidu sec).
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La courbe d’étalonnage est établie en utilisation d’acide gallique, Cette courbe est établie

avec un coefficient de corrélation R* = 0.9943 (Figure 13).

1,0
ADbS 765 nm= 1.12 x [Acide gallique] img/mi
R? =0.9943

0,8 A

0,6 -

04 1

Absorbance a 765 nm

0,2 1

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Acide gallique (mg/ml)

Figure 13: Droite d’étalonnages d’acide gallique pour le dosage des composés phénoliques
totaux.

3.2.3 Teneur des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides des extraits bruts méthanolique a été déterminée

spectrophotométriquement selon la méthode décrite par Kim et al. (2003).
3.2.3.1 Principe

Le principe de la méthode colorimétrique de chlorure d’aluminium (AICI3) est que le
chlorure d’aluminium forme les complexes stables avec le groupe du cétonique C-4 et C-3 ou
le groupe de I'nydroxyle C-5 de flavones et de flavonols (Figure 14). En outre, le chlorure

d’aluminium forme les complexes avec groups ortho-dihydroxyl dans cycle A ou B du
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flavonoide (Mabry et al., 1970). Qui absorbent environ de 420 nm, Ce dosage est effectué par
la comparaison de la densité optique observée a celle obtenue par un étalon de quercétine de

concentration connue.

A';+'Z

Figure 14: complication de chlorure D’aluminium avec les flavonoides (Mabry et al., 1970).

3.2.3.1 Mode opératoire

Une quantité de 490ul de méthanol a été mélangée aveclOul de I’extrait concentré de
chaque partie (méthanol pour le blanc) et par la suite avec 0,03ml d’une solution de nitrite de
sodium NaNO; a 5%. 0,02ml d'une solution d’AlCl; a 10% a été ajouté. Apres 5 minutes on
additionne au mélange 1 ml de solution de NaOH (1M). L’ensemble est bien agité et
I’absorbance a été mesurée a 510 nm. La teneur en flavonoides a été calculée a partir d’une
courbe d’étalonnage réalisée par la quercétine a différentes concentrations dans les mémes

conditions que les échantillons (Figure 15).
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0.8

AbSsionm = 2,762172 x [Quercétine]mg/mi
R*=0.9974

Absorbance a 510 nm
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Quercétine (mg/ml)

Figure 15: Courbe d’étalonnage de quercetine pour le dosage des flavonoides totaux.

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent de quercétine par gramme du

résidu sec de la plante (mg EQ/g du résidu sec).
3.2.4 Dosage des caroténoides totaux

Les solutions des extraits méthanoliques de Bunium incrassatum a des concentrations
appropriées ont été analysées dans un spectrophotometre d'UV/VIS a 470, a 653 et a 666 nm.
Les concentrations des caroténoides et des chlorophylls a et b ont été déterminées selon les

équations rapportées par Lichtenthaler et Wellburn (1985), comme suit :

Caroténoides totaux (mg/ml) = 1000%Absazo -2.86xC, -((129.2xCyp)/245)

La chlorophylle a (mg/ml) = 15.65% AbSggs -7.34%AbSes3

La chlorophylle b (mg/ml) = 27.05% AbSgs; -11.21xAbSges

Les caroténoides totaux ont été exprimés en milligrammes de caroténoides par millilitre

d’extrait.
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3.2.5 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits méthanoliques par le test
DPPH

Afin d’étudier I’activité antiradicalaire, des différents extraits des racines de Bunium
incrassatum, nous avons utilisé la méthode basée sur le DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) comme un radical relativement stable, selon le protocole décrit par Blois
(1958). Avec gquelgues modifications.

3.2.5.1 Principe

La méthode de test DPPH est basée sur la réduction de DPPH (un radical libre stable). Le
radical libre DPPH avec un électron impair donne une absorption maximum de 517 nm
(couleur pourpre). En présence d’un donneur d’hydrogene (antioxydant), le DPPH est réduit a
la forme non radicalaire DPPH-H de couleur jaune pale. Ce passage, de la premiéere forme a la
deuxiéme (Figure 16), résulte d’une diminution de I’absorbance de DPPH (Mohammad et al.,
2009). Plus la décoloration est importants, plus les capacités réductrices est élevée (Sanchez-
Moreno, 2002, Ganie, 2012).

g 7~ Antioxydant-OF ~ =———> * ~Antioxydant-O"

N
N N
O . N % Nk
DPPH (violet) DPPH-H (jaune)

Figure 16: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Kouamé., et al. 2009).
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3.2.5.2 Mode opératoire

De diverses concentrations de I'extrait méthanolique des trois parties (0.1 ml) ont été
ajoutées a 2.9 ml de solution méthanolique contenant le radical de DPPH (0.1 millilitre),

respectivement.

L'absorbance a été mesurée a 517 nm apres que le mélange ait été secoué et incubé a la
température ambiante pendant 30 minutes dans l'obscurité. Le méthanol a été employé en tant
que blanc. Le Vita C, le Trolox, et le BHA, ont été employés comme des standards. lls ont été
mesurés dans les mémes conditions que les échantillons. Nos résultats ont été exprimés en
tenant compte de la moyenne de deux mesures obtenues.

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur ICsq qui est la concentration d’extrait de
plante responsable de 50% d’inhibition des radicaux DPPH, est déterminée sur le graphique
représentant le pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des extraits
(Bidie, et al, 2011). Plus la valeur d’ICsq est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé
est grande (Laib et Barkat, 2011).

Le pourcentage d’inhibition du DPPH a été calculé comme suit (Molan et al.2012):

Pourcentage d’inhibition (%) = A (controle) - A (extraity/ A (controle) X 100

Ou, A (contrdle) : absorbance en absence de I’inhibiteur
A (extrait) : absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)

Les résultats peuvent étre aussi exprimés en puissance antiradicalaire (Brandwilliams et
al., 1995).

ARP =1/ |C50

ARP : Puissance anti radicalaire
ICs : Concentration de I’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du
radical DPPH.

3.2.6 Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type (n=2 a 3). Les
courbes d’étalonnages et de I’activité antiradicalaire des différents extraits sont effectuées par

le logiciel SigmaPlot.
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Chapitre 3. Resultats et discussion

4.1 Rendement d’extraction

Nous avons réalisé des extractions par le méthanol, qui est un solvant efficace pour
I’extraction des composés phénoliques relativement polaires des plantes (Zeng et al.,
2012). Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en
poudre, les résultats ont été exprimés en g/100 g de la matiére séche (Tableau 4).

Tableau 4: Les rendements des extraits méthanoliques de trois parties de la racine de

Bunium incrassatum d’ Algérie.

Rendement d’extraction

Concentration .
Partie de laracine  Aspect Couleur (9/100 g de la matiére
(mg/ml) \
seche)
Racines entieres Marron-Orange 171.66£6.13 10.30+0.37
Chair Marron-Orange 184.00+7.54 11.04+0.45
Ecorces Marron-Orange foncé 046.25+6.01 02.07+0.21

Une étude faite par Amadou (2004) montre que le rendement d’extraction a partir de
I’écorce de la racine de Combretum glutinosum par le méthanol comme solvant est de
8.70%. Ce rendement est supérieure par rapport a celui obtenu avec I’écorce de racine la
plante Bunium incrassatum (2.07-11.04%).

La différence entre les rendements d’extraction peut étre expliquée par I’effet du type de

solvant utilisé, la méthode d’extraction, la nature chimique des constituants a extraire.

4.2 Dosage des composés phénoliques totaux, des flavonoides totaux et des caroténoides

totaux

L’estimation quantitative des polyphénols totaux a été réalisée en utilisant la méthode
de Folin-Ciocalteu avec I’acide galligue comme standard (Al-Laith, 2010).

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé a I’aide de la méthode du trichlorure
d’aluminium (Kim, 2003) avec la quercétine comme standard.

Les caroténoides totaux ont été analysés a I’aide de spectrophotometre UV-Vis a
différentes langueurs d’ondes 470, a 653 et a 666 nm selon la méthode de Lichtenthaler et

al. (1985). Les résultats des dosages sont représentés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Les teneurs des caroténoides, des flavonoides et des phénols totaux des extraits
méthanoliques de Trois parties des racines de Bunium incrassatum d’Algérie.

) _ Caroténoides  Flavonoides  Phénols totaux
Partie de la racine

(mg/ml) (mg/g) (mg/g)
Racines entiéres 405.57+19.80  0.62+0.06 1.77£0.02
Chair 263.30+£12.04  0.61+0.00 2.14+0.18
Ecorces 371.5+£0.1 11.35+0.70 74.88+0.91

Les résultats du dosage des polyphénols totaux révelent que I’écorce de la racine est la
plus riche en composés phénoliques (74.88+0.91 mg EAG/g de résidu sec), suivi par la
chair de racines (2.14+0.18 mg EAG/g résidu sec) et la racine entiére (1.77+0.02mg
EAG/g de résidu sec).

L’estimation quantitative des flavonoides totaux par la méthode au trichlorure
d’aluminium montre que I’écorce (11.35+0.70 mg EQ/g de résidu sec) est la plus riche en
flavonoides. La racine entiéres et la chair ont une teneur faible en flavonoides et sont
relativement similaires.

Le dosage des caroténoides montre que la teneur la plus élevée est celle de la racine
entiere (405.57+19.80 mg/g ml d’extrait), suivie par I’écorce de racines (371,49+0,09
mg/ml d’extrait), et la chair (263.30+12.04 mg/ml d’extrait).

D’aprés ces résultats, nous avons remarqué I’existence d’une corrélation entre la teneur
en flavonoides et en composés phénoliques.

En comparant nos résultats avec ceux cités dans la littérature sur des espéces végétales
de la méme famille (Apiaceae), la teneur de Bunium incrassatum en polyphénols est
similaire par rapport a Heraclum goeganicum (1.31+0.12 mg EAG/g ; Mazandarani et al.,
2011) mais elle est plus faible par rapport a celle de Selinum vaginatum (22.74+1.23mg
EAG/g) (Panday et al., 2013).

Les travaux d’Ahmed et al. (2011), la teneur en composé phénolique des extraits
méthanoliques des racines de quatre espéces du genre Prangos (P. ferulacea, P. heyniae,
P. meliocarpoides var. meliocarpoides, et P. uechtritzii) est respectivement 96.76, 95.99,
77.94, et 120.73mg/ml.
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Il est difficile de comparer nos résultats avec d’autres travaux car I’utilisation de
différentes méthodes d’extraction, et de différentes parties de la plante utilisables, réduit la

fiabilité d’une comparaison.

4.3 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits méthanoliques de la racine de
Bunium incrassatum par la méthode DPPH

Le test de DPPH a été realisée afin d’évaluer les propriétés antioxydantes et
antiradicalaires des extraits méthanoliques des différentes parties de la racine de la plante
Bunium incrassatum par la mesure de la diminution de I’absorbance du radical DPPH
aprés exposition aux piégeurs des radicaux. L’étude de la capacité de piégeage de DPPH’
est une méthode largement utilisée pour évaluer I’activité antioxydante dans un temps
court.

Le DPPH" est un radical libre stable capable d’accepter des électrons ou d’atome
d’hydrogéne radicalaire pour se transformer en molécule stable (Yim et al., 2010,
Yermilov et al., 1995).

L’activité antiradicalaire des extraits de Bunium incrassatum vis-a-vis le radical DPPH
a été évalué par spectrophotométrie a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Les substances qui
provoquent cette réaction sont considérées comme des antioxydants et par conséquent des
piégeurs de radicaux libres.

Nous avons constaté que I’ajout d’un extrait méthanolique des différentes parties de la
racine a une solution de DPPH provoque une diminution significative de son absorbance.
Ce résultat confirme que la racine de Bunium incrassatum contient des donneurs
d’hydrogéne ou d’électrons capables de piéger le radical DPPH. Le piégeage ce radical
libre dépend aussi de la concentration de I’extrait méthanolique.

Les Figures 17 et 18 montrent respectivement les profils de I’activité antiradicalaire
obtenue pour les différentes parties de la racine de Bunium incrassatum et celui des
standards. Les ICso et APR de chacun des extraits ont été déterminés (Tableau 6).

L’extrait méthanolique de I’écorce de la racine de Bunium incrassatum inhibe le radical
DPPH de facon plus importante par rapport aux autres extraits ceci est démontré par
I’allure exponentielle du graphe avec I’apparition d’une phase stationnaire qui indique une
réduction totale du radical DPPH (Kanoun, 2011). L activité antioxydante de I’écorce de la
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racine de Bunium incrassatum est peut étre due a sa richesse en composés antioxydants
puissants.

Dans le but d’une comparaison entre le pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques
de différentes partie de la racine les valeurs ICso et ARP ont était calculées ou 1Cs est la
concentration de l'extrait nécessaire pour réduire la concentration initiale de DPPH a 50%
dans les conditions expérimentales et ARP représente I’inverse de cette valeur. L'activité
de piégeage du radicale DPPH est plus élevée pour une valeur 1Csy plus faible
(Nandhakumar, 2012).

La Vit C, le Trolox et le BHA ont été utilisé comme antioxydants standards et leur
valeur d’ICsp ainsi calculées sont respectivement : 0.12, 0.17 et 0.12 mg/ml. lls ont
montrés une activité antiradicalaire tres puissante par rapport aux extraits méthanoliques
de la racine entiére et de la chair tandis qu’elle est tres faible par rapport a celle de I’extrait
méthanolique de I’écorce de Bunium incrassatum.

D’aprés les valeurs d’ICsy (Tableau 6), on remarque clairement que les extraits
meéthanoliques de la racine et la chair de Bunium incrassatum ont des activités anti-
radicalaires nettement inferieures par rapport a celle déterminée avec [I’extrait
méthanolique d’écorce de la racine qui donne une activité de piégeage de DPPH la plus
élevée (ICso = 0.01 mg/ml). Ces résultats confirment que I’extrait méthanolique riche en
composés phénolique ont le pouvoir antioxydants le plus élevé (Bulda et al., 2008).

Selon la valeur d’ICsy les capacités de piégeage du radicale DPPH des différentes
parties de la racine de Bunium incrassatum sont classées dans I’ordre : écorce de la racine>
racine entiere>chair.

Il ya des études ont montré que les substances phénoliques, comme les flavonoides et
les acides phénoliques, sont considérablement plus anti-oxydants que la vitamine C et la
vitamine E (Cao et al., 1997 ; Vinson et al., 1995).

La capacité de piégeage du radical DPPH par I’extrait méthanolique de la racine de
Bunium incrassatum peut étre expliqué par la présence des composés plus donneur
d’hydrogene ou aux composés phénoliques non polaires comme les caroténoides et les
tocophérols (Barros et al., 2008 ; Mui et al., 1998 ; Bondet et al., 1997).
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Figure 17 : Présentations graphiques des pourcentages de DPPH résiduels en fonction de
concentration des extraits méthanoliques des racines du bunium incrassatum.

A: Extrait méthanolique des racines entieres. B: Extrait méthanolique de la chair des
racines.C: Extrait méthanolique de I’écorce des racines.
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Figure 18: Courbes représentants la variation des pourcentages des de DPPH résiduels en
fonction des concentrations des antioxydants standards (Trolox, VC, BHA) pour le test du
DPPH.

Les valeurs d’ICsp des extraits méthanoliques de la racine de Bunium incrassatum
d’Algérie sont dans la gamme des valeurs trouvees pour des extraits métanoliques de

différentes plantes de la méme famille botanique (Tableau 7).

Tableau 6: Les valeurs d’1Cs et de I’APR des extraits méthanoliquesde chair, d’écorce et
de la racine entiére des Buniumincrassatum et des antioxydants standards (Vit C, Trolox et
BHA) obtenues par le test de DPPH.

Partie de la plante 1Cs0 APR
(mg/ml) (mg/ml)™*
Racines entiéres 1.23+0.00 0.81+0.00
Chair 1.88+0.02 0.53+0.00
Ecorce 0.01+0.00 88.34+2.41

Antioxydants standards

Vit C 0.12+0.00 7.90+0.13
Trolox 0.17+0.00 5.62+0.00
BHA 0.12+0.00 7.92+0.03
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Tableau 7: 1Csy des extraits méthanoliques des racines de quelques espéces (Apiaceae) par

le teste DPPH, obtenue par la bibliographie.

Especes
Alangium salvifolium 0.120
Angelica sinensis 0.375
Doucus carota 0.624
Heracleum garganicum 0.230
Heracleum persicum 0.438
Selinum vaginatum 0.165
Eryngium maritimum 0.235

1Cs0 mg/ml

Références
Vineet et al. (2010)
Guo et al. (2008)
Patel Mital et al. (2011)
Mazandarani et al. (2012)
Coruh et al. (2007)
Pandey et al. (2013)
Kholkhal et al. (2012)

Toutefois il est important de noter que I’utilisation de différents protocoles de mesure et

d’extraction, de différents indices d’évaluation de I’activité antioxydante réduisent la

fiabilité d’une éventuelle comparaison entre les valeurs obtenues (Popovici et al., 2009).
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Conclusion

Les substances naturelles d’origine végetale occupent une place non négligeable en
thérapie traditionnelle.

Le présent travail a porté sur I’étude du pouvoir antioxydant des extraits
méthanoliques de trois compartiments de la racine de Bunium incrassatum (racine
entiere, la chair et I’écorce de la racine) par la méthode DPPH.

Les différents compartiments de la racine de cette plante sont riches en polyphénols,
en flavonoides et en caroténoides. L’écorce de la racine renferme les teneurs les plus
élevées en ces métabolites.

L’extrait méthanolique de I’écorce de la racine de Bunium incrassatum est capable
de piéger plus efficacement le radical libore DPPH par rapport aux autres extraits et aux
antioxydants synthétiques. Cet extrait constitue une source prometteuse d’un
antioxydant naturel a valoriser pour envisager des applications agro-alimentaires et
pharmaceutiques.

Ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de compléter cette étude
en réalisant par exemples un fractionnement de I’extrait méthanolique de I’écorce de la
racine de Bunium incrassatum pour pouvoir isoler et identifier les molécules
responsables du son pouvoir antioxydant puissant par le biais d’une chromatographie en
phase liquide a haute performance. D’autres tests de détermination du pouvoir
antioxydant et anti-radicalaire seront également souhaitables.
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Résumé : L’objectif principal de ce travail est I’étude du pouvoir antioxydants des extraits
méthanoliques de I’écorce, la chair et la racine entiere de Bunium incrassatum d’Algérie et de
déterminer leur teneur en caroténoides, en flavonoides et en phénols totaux. Le pouvoir
antioxydant a été mesuré par spectrophotométrie a 517 nm en utilisant le 1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl comme radical libre (DPPH"). Les résultats de la méthode DPPH montrent que les
différentes parties de la racine de Bunium incrassatum ont diverses capacités antioxydantes. Les
valeurs d’ICs, obtenues varient entre 0.01 et 1.88 mg/ml. L’écorce de la racine de Bunium
incrassatum posséde une activité antioxydante plus élevées par rapport aux BHA, Trolox et la
vitamine C. La teneur en composés phénoliques et en flavonoides est plus élevée au niveau de
I’écorce de la racine. L’écorce de la racine de Bunium incrassatum peut étre considérée comme
étant une excellente source d’antioxydants naturels puissants utiles comme conservateurs des
produits alimentaires.

Mots clés : Bunium incrassatum, Racine, Extraits méthanoliques, Antioxydant, DPPH".

a5 A il cilealitiuall 30U dlmall Ll Al 3 s Jaadl 138 (e ulid] Cangll o) eilal)
<5 g JSU e JS laie 3aa3 5 a8 3 3ad) 8 Bunium incrassatum ) il aleSl Haally | Haal
I Slea dhady S slamd) Ll GdE S5 LS Algdl Gl Jesas clsisSll
.(DPPH")_~ xS 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl Jlesiuly by nm 517 .Je spectrophotométre
Uaxivsall o) 3aY) AL 3008 Baliaal) 5,080 CaMA) ciidl DPPH 43 yh ddaul 5 Lile Jaasal) gl
03338 ml/mg 1.8850.01 ¢ <l Lale Juasdll |Csy ) a8, Bunium incrassatum ) 4 j3al
LS |C omlis s BHA, Trolox < 45)ially dalle aa 3008 5aliase 38 @llad Bunijum incrassatum - 4
A da 88 e ) (Say AN 3l 8 88 (5 shue o e culS el o5 a5 Al sadl) LS all laka ¢
A00aad) o) gall Jadla saie Allad aal) Soapdal) 300SY) Claloadd Jila x2S Bunium incrassatum

. DPPH’, 33u8Y) v, 44l silinall cilialaiudl | 53 Bunium incrassatum : dsalidal) cilalsl)

Abstract: The main objective of this work was to study the antioxidants activity of methanolics
extracts of three parts (peel, flesh and the whole root) of root of Algerian Bunium incrassatum
and to estimate the total content of carotenoids, flavonoids and phenolic compounds.
Considerable extraction yields were obtained with methanol as solvent. The antioxidant power
was measured spectrophotmetrically at 517 nm with 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl as free
radical (DPPH"). The results of DPPH method show that the different parts of Bunium
incrassatum root have different antioxidant capacities. The ICs, values varied between 0.01 to
1.88 mg/ml. The peeling of the Bunium incrassatum root exhibits a highest antioxidant activity
compared to BHA, Trolox and ascorbic acid. The total phenolic compounds and flavonoids were
highest in peeling of root. The peel of Bunium incrassatum root was very useful as natural
conservator for food industry.

Keywords: Bunium incrassatum, Root, methanolic extracts, Antioxidant, DPPH".




