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Introduction générale _

La nature est pleine de ressources aux vertus bénéfiques pour I’homme. En plus de son

alimentation, il y trouve des substances actives qui procurent un bienfait a son organisme. La
médecine traditionnelle et plus particulierement les traitements a base de plantes étaient bien
développés en Algérie, mais le recours a la médecine conventionnelle est a 1’origine d’un
délaissement de ces pratiques ancestrales qui risquent de tomber dans 1’oubli. La préservation
de ce savoir constitue un enjeu pour la conservation et la valorisation des ressources
phytogénétiques.

Ces derniéres années, les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans de
nombreux domaines. En effet, avec un public de plus en plus réticent a consommer des
produits contenant des molécules issus de la syntheése chimique, un certain nombre de secteurs
industriels (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se tournent de nouveau vers
I‘incorporation de ces molécules d‘origine naturelle, aux caractéristiques chimiques et
biologiques originales, dans leurs formulations. La valorisation de ces principes actifs
d‘origine naturelle représente donc un potentiel économique énorme. [1]

A cet effet, les métabolites secondaires font ’objet de nombreuses recherches qui
aménent a 1’identification des principaux éléments actifs de la plante. Dans le cadre de cette
optique, le présent travail portera sur 1’étude phytochimie et biologique de la Khella (Ammi
visnaga) de 1’ouest Algérien. Cette espéce est largement connue dans la médecine alternative
pour ces vertus médicinales.

Ce mémoire est developpé en deux parties :

La premiere est consacrée aux données bibliographiques, dont le premier chapitre
contient une généralité sur la phytothérapie, les plantes médicinales et la plante étudiée, le
deuxieme chapitre est un apercue sur les composes phénoliques et le troisieme est une

géneralité sur les radicaux libres et les différentes antioxydantes.

La deuxiéme partie est consacrée aux la démarche expérimentale. Le premier chapitre
présente le matériel et méthodes utilisées pour mener a bien la présente étude et le deuxieme

chapitre rassemble I’ensemble des résultats présenté et discuté.
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Chapitre | : La phytothérapie et étude de I’espéce végétale Ammi visna ga_

I. Phytothérapie
1. Définition de la phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de 2 mots grecs qui signifient essentiellement «soigner

avec les plantes».

La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits des plantes et les principes

actifs naturels.
On peut la distinguer en trois (3) types de pratiques :

Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne, basée sur l'utilisation des plantes

selon les vertus découvertes empiriquement.

Selon I'OMS, cette phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle et
encore massivement employée dans certains pays dont les pays en voie de développement.
Cest le plus souvent une médecine non conventionnelle du fait de I'absence d'études

cliniques.

Une pratique basée sur les avancées et preuves scientifiques qui recherchent des

extraits actifs dans les plantes.

Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette pratique débouche suivant les cas
sur la fabrication de médicaments pharmaceutiques ou de phytomédicaments, et selon la
réglementation en vigueur dans le pays, leur circulation est soumise a l'autorisation de mise
sur le marché (OMS) pour les produits finis, et a la réglementation sur les matiéres premiéres
a usage pharmaceutiqgue (MPUP) pour les préparations magistrales de plantes médicinales,
celles-ci étant delivrées exclusivement en officine. On parle alors de pharmacognosie ou de

biologie pharmaceutique.

Une pratique de prophylaxie déja utilisée dans l'antiquité. Nous sommes tous
phytothérapeutes sans le savoir : c'est notamment le cas dans la cuisine, avec l'usage de la
ciboulette, de lail, du thym, ou simplement du thé vert ... Une alimentation équilibrée et

contenant certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactique [1].
2. Historique de la phytothérapie

Le premier texte connu sur la médecine par les plantes est gravé sur une tablette
dargile, rédigé par les Sumériens en caracteres cunéiformes 3000 ans av. J.-C.; ils utilisaient

des plantes telles le myrte, le chanvre, le thym, le saule en décoctions filtrées.
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Le Papyrus Ebers, du XVle siécle av. J.-C. est le premier recueil connu consacré aux
plantes médicinales. De loin le plus volumineux de I'Egypte ancienne avec « 110 pages », il
fait référence a de plus anciens documents citant des dizaines de plantes accompagné d'un

mode d'utilisation.

Durant des milliers d’années, la phytothérapie a constitué la principale source de
remedes contre de nombreuses maladies. Aujourd’hui, elle est abondamment utilisée avec
succes dans le monde par des millions d’étres humains pour qui la médecine occidentale reste

en grande partie inaccessible.

Dans les pays développés, avec 1’avénement de la chimie moderne vers la fin du XIXe
siecle et la découverte de nouveaux medicaments considérés comme miraculeux (comme les
antibiotiques), la phytothérapie a été reléguee au second plan comme des « remédes de grand-

mere » aux vertus incertaines.

Mais cette mise a 1’écart n’a duré qu’un temps : les effets secondaires néfastes de la
plupart des médicaments de synthése se sont vite révélés et on a recommencé a s’intéresser

aux plantes.

De nos jours, les progrés dans I’identification des principes actifs, la découverte de
nouvelles propriétés pharmacologiques, et 1’absence générale d’effets secondaires des
médicaments a base de plantes ont contribué a faire de la phytothérapie une médecine a part

entiére.

Les progres scientifiques et techniques réalisés ces derniéres années dans les domaines
de I’agronomie, la chimie végétale et la pharmacologie ont permis de mettre au point des
formes thérapeutiques et galéniques encore plus slres, plus adaptées et toujours plus

efficaces.

Le XXle siécle est marqué par I’émergence d’une nouvelle phytothérapie qui
réconcilie : les traditions séculaires, les preuves d’une efficacité scientifique, une haute
technicité garante de la qualité et sécurité des produits ainsi que le respect du végétal et de la
Nature[2].
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3. La différence entre la phytothérapie traditionnelle et la médecine

moderne

La phytothérapie est sans aucun doute la médecine la plus ancienne. De nos jours, la
plupart des médicaments sont fabriqués a partir de molécules extraites de plantes, mais leur
utilisation traditionnelle devient de plus en plus populaire.

La médecine moderne reconnait I'herboristerie phytothérapeutiqgue comme une forme
de medecine alternative, car la pratique de I'herboristerie n'est pas strictement basée sur des
preuves recueillies avec des méthodes scientifiques. La médecine moderne utilise de
nombreux composés dérivés de plantes comme base de médicaments pharmaceutiques fondés
sur des preuves scientifiques. Bien que la phytothérapie puisse appliquer des normes
modernes de test d'efficacité aux herbes médicinales et aux médicaments dérivés de sources
naturelles, il existe peu dessais cliniques de haute qualité et des normes de pureté ou de
dosage [3].

4. Les avantages de la phytothérapie

La phytothérapie est rentable et moins codteuse, totalement naturelle que les

médicaments achetés dans une pharmacie allopathique ;

Possibilité de faire pousser et de cultiver certaines plantes bénéfiques pour la santé

chez soi ;

Achat sans ordonnance. Les préparations a base de plantes médicinales sont

disponibles dans n’importe quel magasin de la sant¢ ;

La phytothérapie et les remeédes sont plus efficaces que la médecine allopathique pour

certains maux ;

La médecine chimique prescrite par un pharmacien pourrait avoir certains effets
secondaires négatifs. Cependant, la plupart des herbes médicinales et les remeédes n’ont pas

d’effets secondaires négatifs. Le cas échéant, ils sont plus doux que la médecine allopathique ;

Le corps humain est mieux adapté a un traitement a base de plantes qu'a une thérapie

essentiellement chimique ;

La phytothérapie apparait d'autre part comme la réponse idéale aux "maladies™ qui

caractérisent nos sociétés, comme le stress, la perte du sommeil ou la prise de poids [4].
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5. Inconvénients de la phytothérapie

Selon I’OMS, certaines plantes sont plus riches en principes actifs 1’été que I’hiver.
Certains laboratoires melangent alors les différentes récoltes. Les préparations peuvent alors
dans les meilleurs des cas, ne pas contenir suffisamment de principes actifs et dans les pires

des cas, en contenir trop, ce qui peut étre toxique pour I’homme.

Dans les exploitations produisant les plantes, plus la durée de stockage est grande,

plus les vertus des plantes diminuent : elles deviennent alors moins efficaces.
6. Plantes médicinales

Les plantes médicinales regroupent I'ensemble des plantes dont un, ou plusieurs de
leurs organes sont utilisés pour leurs vertus thérapeutiques. Il peut sagir de la tige, des

feuilles, de I'écorce ou encore des racines qui sont employées a des fins curatives.

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager
divers maux. Elles sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses [5]. Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le
monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par
les étres humains. Les plantes médicinales continuent de répondre & un besoin important

malgré I'influence croissante du systéme sanitaire moderne [4].
6.1. Eléments actifs des plantes médicinales
6.1.1. Définition

Le ou les principes actifs d'une plante médicinale sont des composants naturellement
présents dans cette plante ; ils lui conférent son activité thérapeutique. Ces composants sont
souvent en quantité extrémement faible dans la plante : ils représentent a peine quelques

pourcent du poids total de celle-ci, mais ce sont eux qui en sont I'élément essentiel.

Des principes actifs se trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniére

inégale. Et tous les principes actifs d'une méme plante n‘ont pas les mémes propriétés.
Exemple type, l'oranger ; ses fleurs sont sédatives; et son écorce est apéritive.

Chez certaines plantes, seule une partie de la plante peut étre utilisée [6].
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6.1.2. Les différents types principes actifs
6.1.2.1. Lesalcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d'origine végétale (elles recélent
des atomes d'azote), toxiques (méme parfois a faibles doses) et a caractere alcalin. La toxicité
dans une plante est toujours signée par les alcaloides, car le corps ne métabolise pas 1’azote
mais il I'expulse immédiatement. Ce sont des principes amers, apéritifs, et qui ont une action
directe sur le systeme nerveux. Les alcaloides sont antispasmodiques, mydriatiques (la
mydriase est la dilatation anormale de la pupille), a la fois analgésiques (comme anesthésique
local) et narcotiques.

6.1.2.2.  Les saponosides

Les saponosides (ou saponines, du latin sapon « savon ») ont la particularité de ne pas
avoir déquivalent en médecine classique. Ainsi, ils sont réellement spécifiques du régne
végetal. Les saponosides ont une action émulsionnante; ils donnent a la plante des propriétés
purifiante et adoucissante. Grands « nettoyeurs » des reins et des bronches, ils agissent de
facon puissante dans les processus vasculaires. Ils ont, de plus, une action lipolytique, c'est-a-
dire qu'ils mangent la graisse; ils aident ainsi I’organisme a résorber les tumeurs graisseuses et

a dégrader les cellules tumorales.

Cicatrisants notamment au niveau des plaies cutanées, ils sont a la fois anti-

inflammatoires (pour certains d'entre eux) et hémolytiques.
6.1.2.3.  Les naphtoquinones

Les naphtoquinones sont des molécules & noyau benzénique. Elles sont des dérivées
des hydrocarbures. Contenues dans les plantes aromatiques (ce qui rend ces derniéres
potentiellement toxiques), ces molécules apportent des propriétés neuro-cardiaques, toutefois

ils sont irritants au niveau du systéme nerveux.
Leur champ d'action est étendu :

Les naphtoquinones sont anti-inflammatoires, anti-parkinsonniennes,
antispasmodiques, anticonceptionnelles (elles empéchent l'implantation de l'ovule dans
I'utérus, et sont donc abortives), antibactériennes et antifongiques. Elles agissent de facon tres

importante dans les affections gynécologiques, digestives et cutanées.
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6.1.2.4. Les flavonoides

Le terme flavonoide vient du latin flavus, signifiant « jaune ». Les flavonoides
donnent le pigment jaune orangé et bleu aux fleurs. D'une maniere génerale, ils sont

antispasmodiques.
6.1.2.5. Les anthocyanes

Les anthocyanes pigmentent les fleurs bleues. Elles sont présentes dans le bleuet, la
violette, la mauve, les fruits rouges. Elles possedent -selon 1’origine des plantes- des
propriétés anti-inflammatoires, antidiarrhéique, anti-bacillaire, antidiabétique, cholagogue,
spasmolytique, dépurative, astringente ; elles sont également des toniques du sang.

6.1.2.6. Les mucilages

Les mucilages sont des protecteurs des tissus. Ils ont une action adoucissante et
calmante, et sont tres souvent employés dans les pathologies des systemes respiratoire et
digestif.

6.1.2.7. Les vitamines

Principalement la vitamine A ou rétinol qui présente une action anti-infectieuse et
désintoxiquante pour notre organisme. Elle protege les yeux et les muqueuses (internes et
externes) ; elle améliore la vision nocturne. Elle soutient la formation du squelette (avec la
vitamine D) et des tissus, elle est donc importante lors de la croissance. Elle présente une
action régénérante au niveau de la peau, elle I'hydrate et lui redonne de la souplesse. Elle
contrble le systeme hormonal féminin et joue un réle important dans la synthese de la
progestérone (grossesse et lactation). Elle favorise la production d'enzymes du foie ou elle se

dépose (elle y demeure plusieurs mois).
6.1.2.8. Lestanins

Les tanins sont des sucres, dont l'acide de base est l'acide gallique : appelés
hétérosides, ils se repartissent en plusieurs sous-groupes, par exemple les gallotanins, les
diacides galliques ou encore les ellagitanins. La présence de tanin dans une plante nous
apporte l'indication qu'elle a une propriété astringente, c'est-a-dire qu'elle posséde la capacité
de resserrer les tissus. Cette propriété astringente permet a la plante d'étre antidiarrhéique,
antibacterienne, antivirale (grace aux ellagitanins), anti-inflammatoire. Elle présente

également une activité hemostatique, c'est-a-dire qu'elle est capable d'arréter les hémorragies.
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Par ailleurs, elle peut diminuer la perméabilité des globules rouges, notamment dans

I'némolyse intravasculaire [7].
6.2.Médicament a base de plantes

Les médicaments a base de plantes sont des extraits de plantes ou parties de plantes
réputées pour leurs propriétés curatives. On les appelle également remedes naturels,

médicaments botaniques ou de phytothérapie.

Les préparations a base de plantes ont constitué la base des traitements médicaux
depuis des centaines d’années et sont toujours largement utilisées au XXlIe si¢cle. On peut les

considérer comme 1’approche biologique initiale des médicaments.

Des médicaments a base de plantes peuvent étre utilisés dans le traitement d’affections
trés diverses, tant aigués que chronigues. On les voit habituellement comme des produits de
médecine parallele ou médecine douce car I’herboristerie ne repose pas strictement sur des
preuves scientifiques. Les médicaments & base de plantes sont principalement utilisés en

traitements complémentaires [8].
7. Modes de préparation et d’utilisation des plantes médicinales

Les plantes médicinales peuvent s’employer de différentes manieres. Voici la liste des

préparations les plus courantes :
7.1.Infusions :

I’infusion est la facon la plus simple d’accommoder les feuilles et les fleurs pour
obtenir des remeédes ou des boissons fortifiantes ou calmantes. On la prépare exactement
comme le thé, a partir d'une seule plante ou d'un mélange de plusieurs, et ce en versant de

I’eau bouillante sur ce dernier et on la boit chaude ou froide.
7.2.Décoctions :

Pour extraire les principes actifs des racines, de I'écorce, des tiges et des baies, il faut
géneralement leur faire subir un traitement plus énergique qu'aux feuilles ou aux fleurs. Une
décoction consiste a faire bouillir dans de I'eau les plantes séchées ou fraiches, préalablement

coupées en petits morceaux. On peut la consommer chaude ou froide.
7.3.Macérations :

La chaleur détruisant certains principes actifs des plantes, une macération a froid est

parfois plus indiquée qu'une décoction [9]. Cette méthode est particulierement indiquées pour
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les plantes riches en huiles essentielles et permet de profiter pleinement des vitamines et

minéraux qu’elles contiennent [10].
7.4. Teintures :

Elles sont préparées a partir des parties végétales fraiches, séchées, rapées, ou pilées
[11]. Ce sont des préparations médicinales traditionnelles, et pour obtenir une teinture, il suffit
de laisser macérer une plante dans de l'alcool : les substances actives se dissolvant ainsi
facilement, les teintures sont plus efficaces que les infusions ou les décoctions. D'un emploi

simple, elles se conservent pendant deux ans.
7.5. Sirops :

Le miel et le sucre non raffiné sont des conservateurs efficaces qui peuvent étre
mélangés a des infusions et des décoctions pour donner des sirops et des cordiaux. lls ont en
outre des propriétés adoucissantes qui en font d'excellents remédes pour soulager les maux de
gorge. La saveur sucrée des sirops permet de masquer le mauvais godt de certaines plantes, de

maniere a ce que les enfants les absorbent plus volontiers.
7.6.Huiles médicinales :

L’infusion d’une plante dans de I'huile permet d'extraire les principes actifs solubles
dans I'huile. Les huiles médicinales élaborées a chaud sont portées a faible ébullition, tandis
que celles élaborées a froid sont chauffées naturellement par le soleil. Les huiles médicinales
ne doivent pas étre confondues avec les huiles essentielles, constituants naturels des plantes
qui ont des propriétés médicinales propres et un ardbme distinct. Ces derniéres peuvent étre

ajoutées aux huiles médicinales pour renforcer leur efficacité thérapeutique.
7.7.0nguents-pommades :

Sont des préparations d’aspect crémeux réalisées a base d'huile ou de tout autre corps
gras, dans laquelle les principes actifs des plantes sont dissous. Ils comprennent des
constituants médicinaux actifs, tels que les huiles essentielles. On les applique sur les plaies

pour empécher l'inflammation [9].
7.8.Cataplasmes :

Sont des préparations de consistance pateuse que 1’on applique sur la peau. Ils sont
particuliérement utiles dans le cas de blessures dont la cicatrisation est difficile, ou dans le cas

de contusions profondes [10].
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7.9. Inhalations :

A partir des vapeurs d’infusions a base de plantes médicinales qui contiennent des
huiles ethérées [11]. Les inhalations sont efficaces contre la bronchite, la sinusite, le rhume
des foins et I'asthme. L'action conjuguée de la vapeur d'eau et des substances antiseptiques
dégagent les sinus et les voies respiratoires.

7.10. Gargarismes et bains de bouche :

D'une maniere genérale, les gargarismes et les bains de bouche sont préparés a partir

de plantes astringentes qui resserrent les muqueuses de la bouche et de la gorge.
7.11. Bains :

Les bains de plantes se préparent a partir d'huiles essentielles diluées ou d'infusions.
Les bains des yeux sont recommandés en cas d'irritation ou d'inflammation de I'ceil [9]. Il peut
étre aromatique, stimulant, fortifiant, relaxant, voire sédatif. Efficaces en cas de rhumatismes,

les bains stimulent et rafraichissent le corps [10].
I1. Etude de Pespéce végétale « Ammi visnage » (AV)

1. Description et morphologie de la plante (AV)

L’Ammi visnaga est une plante ombellifere, annuelle, robuste de 30 a 90 cm de haut,
selon la fraicheur du terrain, entierement glabre et verte, a odeur aromatique généralisée dans

tous les tissus rappelant nettement celle de la Carotte cultivée.

Feuilles bi- ou tripennatiséquées ; segments des feuilles linéaires, canaliculés. Racine
pivotante, courte, blanche. Tige rameuse, épaisse, sillonnée surtout au sommet, feuillue tout

entiere.

Les ombelles comportent de 40 a 80 rayons insérés sur un réceptacle en disque, se
dilatant a maturité. Involucre et involucelles grands, étalés, a nombreuses folioles divisées en
laniéres linéaires. Pédoncules (rayons des ombelles) s'‘épaississant et se courbant vers
I'intérieur apres la floraison ; a la fin, redressés, connivents par le sommet et indurés. Ils sont

alors trés aromatiques et constituent les « cure-dents » utilisés par certaines populations.

Fleurs blanches a pétales a deux lobes inégaux a pointe courbée avec styles réfléchis a
la fin. Floraison normale de juillet a septembre ; parfois dés le mois de mai (années seches ou

zones xérophiles).

Fruits ovoides, comprimes sur le coté, glabres ; a petite graine, bruns foncés [12].
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Figure 01 : Ammi visnaga [Photo prise mai 2011 par Kadri Hadjer]

2. Taxonomie

Regne : Plantae.

Division :Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Ordre :Apiales.

Famille :Apiaceae.

Genre : Ammi.

Espéce : Ammi visnaga.

Nom vernaculaire :Khella [13].
3. Distribution

L’AV (fenouil annuel) pousse spontanément autour du bassin méditerranéen, jusqu'au
proche Orient, sur des terres en friche et des terres argileuses. Elle est particulierement
cultivée dans la vallée du Nil en Egypte, au Maroc, dans l'ouest algérien et en Tunisie. Bien
installée dans tout le pourtour méditerranéen, le fenouil annuel s’est ensuite naturalisé en

Europe [14][15].
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Le fenouil annuel affectionne les champs et les lieux sablonneux rocailleux et secs et
s’adapte parfaitement aux sols argileux [16]. Vivace, il pousse couramment aux abords des
oueds et des chemins [17].

4. Composition chimique

Les études phytochimiques de khella ont révélé sa richesse en diverses molécules
telles que furanochromones comme la khelline, la visnagine, la khellol-glucoside, la
Khellenine, la Khellinil, ’ammiol et ses glucosides, la visammiol, la khellinone et
visnaginone. En plus de ces composé, A. visnaga est une source précieuse de
pyranocoumarines comme la visnadine, samidine et dihydrosamidine (figure 01) [18]. Ces
composés, qui montrent un effet bloquant des canaux calciques, sont bien connus pour leur
activité antispasmodique dans les vaisseaux coronaires du coeur, des bronches et des voies
urinaires. La visnadine de pyranocoumarine est un vasodilatateur coronaire 5-10 fois plus fort
que la khelline; Il a été utilisé dans le traitement de lI'angine de poitrine, dans la prophylaxie et

le traitement de l'infarctus du myocarde [19].
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Figure 02: Structure chimique des composeés caractérises la plante Ammi visnaga L.

(@): Khellol, (b): Visnadine, (c): Cimifugin (d): B-sitosterol, (e) Khelline [20].
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5. Huiles essentielles

L'huile essentielle de khella contient en outre de l'a-terpinene de I'a-thujene, du p-
cymene , du limonene, de l'oxyde de linalol (cis , trans ) et du ~-terpineol. Les autres
constituants sont présents en faibles quantités. En général, I'huile essentielle d’Ammi visnaga
est constituée par les monoterpénes (a-thujene, apinene, a-terpinene), les sesquiterpénes -
(selinene, a-muurolene, a-farnesene ... ), les esters isobutyriques dont l'isobutyrate d'amyle, les
acetates dont l'acétate de geranyle, les alcools et les phénols (terpineol, borneol, linalol ...).

L'ensemble de ces composés donne a cette huile une odeur caractéristique verte et acre [21].
6. La Khelline

La Khelline c'est la 2-méthyl-5 : 8-diméthoxy-6-7-furano-chromone et les corps qui
I'accompagnent dans les graines d'/AV appartiennent a la méme famille ; ce sont surtout la
Visnagine, nettement moins active que la Khelline ; la Khellinine, glucoside et son aglycone,
le Khellol. Ces trois composeés toujours a I'étude du point de vue médical paraissent, pour
I'instant, moins intéressants que la Khelline. La Khelline a l'avantage d'étre une substance
cristalline bien définie par ses propriétés physiques et notamment son point de fusion. Douée
d'un pouvoir spasmolytique spécifique a la musculature lisse, la Khelline possede également
un pouvoir vaso-dilatateur puissant et électif au niveau des arteres coronaires ; sa toxicité est
pratiguement nulle, ce qui autorise une posologie relativement massive ; ses effets

thérapeutiques sont prolongés parce que son élimination est lente [12].
7. Utilisation traditionnelle

Il y a des siecles, les arabes ont découvert que 1’AV pourrait soulager une multitude de
maux, y compris la douleur lancinante causée par une réduction du flux sanguin vers le cceur.
Khellin, la substance dans les fruits accomplit cet exploit et décrite par les scientifiques
aujourd’hui comme vasodilatateur coronaire sélectif. Les fruits d’Ammi visnaga sont utilisés
depuis longtemps en Egypte comme diurétiques, contre les coliques rénales et les calculs
uréteriques, angine de poitrine, vaisseaux coronaires, troubles cardiovasculaires et asthme
[22].

8. Toxicités

Pour minimiser la photosensibilité, I'exposition au soleil ou d'autres sources de lumiére

ultraviolette doivent étre évités pendant le traitement par Ammi visnaga et ses composants.

Utilisation a long terme ou surdosage du médicament peut entrainer des nausées, des

étourdissements, une perte de I'appétit, les maux de téte et des troubles du sommeil [23].
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I.  Généralités

Les composes phénoliques (CPs), dénommeés aussi polyphénols, sont des molécules
naturelles trés largement répondues dans le regne végetal qu'on trouve dans les plantes depuis les
racines jusqu’aux fruits [1]. IIs correspondent & une trés large gamme de structures chimiques,
dont plus de 8000 ont été identifiées [2], allant de simples molécules comme les acides
phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les tanins, ils sont donc un bon
témoin de I’extraordinaire capacit¢ de biosynthése des plantes, qui permet a ’homme de les
utiliser dans des domaines aussi variés que 1’agroalimentaire ou la pharmacologie.

Les CPs jouent un role dans le métabolisme de la plante, contribuent a la qualité
organoleptique (couleur, astringence, ardme, amertume) et nutritionnelle des végétaux que
consomme 1’homme [3], et participent aux réactions de défense face a différents stress biotiques
(agents pathogénes, blessure) ou abiotiques (lumiére, rayonnements UV, température basse) [4].
L’intervention des CPs dans la santé humaine est maintenant reconnue dans des domaines variés :
lutte contre 1’athérosclérose, action anti-cancérigéne pour certains d’entre eux, action
antioxydante permettant de lutter contre le vieillissement cellulaire et de prévenir des dommages
oxydatifs induisant diverses pathologies [5].

Il.  Principales structures phéenoliques

L’¢élément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la présence d’au moins

un groupement phénolique (fig.03), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle

(OH) libre ou engageé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [6].

OH

Figure 03 : Structure du groupement phénolique.

Les CPs sont répartis en différentes classes définies d’abord en fonction de la complexité
du squelette de base (allant d'un simple C6 a des formes tres polymérisées), ensuite par le degrée

de modification de ce squelette (degré d'oxydation, d’hydroxylation, de méthylation ...), enfin par
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les liaisons possibles de ces molécules de base avec d'autres molécules (glucides, lipides,

protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des CPs) [7].

1. Classes des polyphénols
Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent étre
classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 01). Ces
molécules sont généralement trouvées conjuguées aux sucres et aux acides organiques.

Tableau 1 : Les principales classes des composés phénoliques. [8]

Squelette carboné Classe Principaux composes Source principale
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
C6-C1 | Acides p-hydroxybenzoique Epices, fraises, thé.
“;.’_ hydroxybenzoiques | acide gallique
é C6-C3 | Acides Acide caféique (acide Pomme de terre, pomme,
%_ hydroxycinnamiques | chlorogénique), acide café, artichaut, carotte, blé,
é férulique riz.
< Coumarines Scopolétine, esculétine | Citrus.
C6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol Vigne, vin, soja, arachides.
C6-C3-C6 . Flavonols Kamphérols, quercétine | Oignon, brocoli.
. Flavones Apigénine, luéoline Persil, céleri, olive, poivron
Flavonoides rouge.
o Anthocyanes | Cyanidine,pélargonidine | Fleurs et fruits rouges, raisin.
o Flavanols Catéchine, épictéchine Raisin, abricot, chocolat.
o Flavanones Naringénine Citrus (agrumes).
o Isoflavonols | Daidzéine, génistéine Soja et produits dérivés.
J Chalcones Pomme.
(C6-C3)n Lignines Lignane (C6-C3-C3-C6) | Bois, noyau de fruits, pin.
(C15)n Tanins Polyphénols de HPM Raisin rouge, kaki, thé.
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1. Acides phénoliques et les coumarines

Les acides phénoliques sont présents dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales [9] . Ils sont formés d'un squelette a sept atomes de carbone.

1.1.Acides benzoiques :

Ils sont principalement représentés par les acides p-hydroxy benzoiques, protocatéchiques,
vanilliques, galliques, cyringiques, salicyliques, hydroxybenzoiques et gentisiques [10].

1.2.Acides cinnamiques :

Ces acides possedent une structure du type Cs-Cs. Les composés les plus fréquents sont
l'acide p-coumarique, I'acide caféique, I'acide fertarique et l'acide sinapique [10].

1.3.Coumarines :

On peut considérer que les différentes coumarines dérivent des acides cinnamiques ortho-
hydroxylés, de méme que la coumarine elle-méme dérivée de l'acide o-coumarique. Les
coumarines les plus fréquentes sont Il'umbelliférone ou ombelliférone, I'aesculétine, la
scopolétine, dont les substitutions correspondent, respectivement, aux acides : p-coumarique,
caféique et férulique, également la fraxétine et la daphnétin [10].

2. Flavonoides

Les flavonoides sont des substances géneralement colorées répondues chez les végétaux; on
les trouve dissoutes dans la vacuole a I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes
particuliers, les chromoplastes [11]. lls ont une tres large gamme de composes naturels et sont
présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens,
fruits, graines, bois. Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes [12].

2.1. Structure des flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et ils possédent tous un méme
squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de deux unités aromatiques, de cycle en
Cs (A et B), reliés par une chaine enC3 (C) (figure 05) [13].
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Figure 04: Squelette de base des flavonoides [14].

2.2.  Classification des flavonoides
Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituant portés sur le cycle B [15], 6 groupes différents ont
été identifiés et qui sont particulierement les plus répandus et les mieux caractérisés : flavanones,

flavones, flavanonols, flavonols, flavan-3-ols, isoflavones (figure 06) [16] .

flavone

Figure 05 : Principales classes de flavonoides [17].
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3. Autres composés phénoliques

3.1.  Anthocyanosides
Les anthocyanosides sont des dérivés du flavylium ou 2-phényl-benzopyrylium. Ils portent
des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Ce sont des pigments existant sous forme
d’hétérosides stables et hydrosolubles responsables de la coloration rouge, rose, mauve, pourpre,
bleue ou violette de la plupart des fleurs et des fruits. Ils sont répandus dans plusieurs fruits
comme les abricots et ils sont rencontrés dans les légumes comme les racines de la betterave et
dans les boissons comme les jus de fruits [18].
3.2. Tannin
Les tannins sont des métabolites secondaires présents dans de nombreuses plantes ligneuses
et herbacées. Ils sont localisés dans les différents organes: tiges, feuilles, fruits ou graines et sont
facilement libérés [19]. Les propriétés chimiques des tannins sont liées a leur constitution. Ainsi,
ils donnent toutes les réactions des phénols: solubilité dans I’eau, coloration par les sels de fer,
oxydation par le permanganate a froid [20]. Les tannins sont des molécules s’intégrant dans la
défense des vegetaux , ils sont divisés en tannins hydrolysables et tannins condensés, dits aussi :
proanthocyanidines [21].
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I. Leradical libre

Un radical libre est une espéce chimique, molécule ou simple atome, capable d'avoir une
existence indépendante « libre» en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron
non apparie sur une orbitale). Cela lui confere une grande réactivité donc une demi-vie trés
courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un

électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composeé [1].

Il. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans ’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques [2]. Ils protégent essentiellement les
constituants de nature lipidique comportant des acides gras insaturés durant le stockage et
agissent a la manicre d’un catalyseur négatif capable d’interrompre Ia réaction en chaine

d’oxydation et empéchant Ia formation de radicaux libres [3].

1. Les antioxydants endogenes

1. Les antioxydants enzymatiques

Le corps humain posséde un systéeme antioxydant interne de base contre les radicaux libres.
Il est composé de plusieurs enzymes comme : la superoxyde dismutase cytoplasmique, la
superoxyde dismutase mitochondriale, la catalase, la glutathion peroxydase, la glutathion oxydase
et la glutathion réductase.

La catalase et les glutathions empéchent la production de radicaux libres, tandis que les
superoxydes dismutases (SOD) interceptent les radicaux libres produits, arrétant ainsi la réaction
en chaine.

2. Les antioxydants non enzymatiques

Ces composés sont des réducteurs cellulaires qui participent a la protection de 1’organisme
contre les espéces activées de I’oxygene. Le glutathion, la bilirubine, I’acide urique, le coenzyme
Q10, la mélanine, la mélatonine et I’acide lipoique représentent les principaux réducteurs

endogenes utilisés pour maintenir I’noméostasie redox.
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IV. Classification des antioxydants

1. Classification des antioxydants selon leur nature chimique dans les aliments

(antioxydants exogenes)
1.1.Antioxydants synthétiques

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés
des antioxydants naturels comme les polyphénols de synthese [4]. Pour une utilisation pratique,
les antioxydants doivent remplir les conditions suivantes : 1ls ne doivent pas étre toxiques, ils
doivent étre hautement actifs a des faibles concentrations (0.01-0.02%) et doivent étre présents a
la surface ou dans la phase grasse de I’aliment [5]. Cependant, il reste & les considérer comme des
corps étrangers au systeme biologique. Parmi les polyphénols de synthése, on peut citer a titre
d’exemple : la 3,3, 5,5'-Tetra-t-butyl-biphenyl-4,4'-diol (figure 6) qui a montré un effet
protecteur des cellules neuronales [6].

Figure 6 : Structure chimique d’un polyphénol de synthése.

(3,3' 5,5"-Tetra-t-butyl-biphenyl-4,4'-diol).

Et le polyphénol dendrimére de synthése syringaldehyde (figure 7) qui a montré, selon le
test de DPPH, une activité antioxydante puissante deux fois et 10 fois plus forte que celle de la
Quercétine et le Trolox respectivement. Ce polyphénol de synthése a montré aussi un effet

protecteur des LDL humains contre les attaques des radicaux libres [7].
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Figure 7: Structure chimique d’un polyphénol de synthése (dendrimére de

syringaldehyde).
1.2.Antioxydants synergiques

Les antioxydants synergiques sont des substances qui ne sont guere actives en tant
qu'antioxydants, et dont les propriétés apparaissent surtout en présence des autres antioxydants. Il
en est ainsi des lécithines, des acides citrique et tartrique, des acides aminés et de certains
flavonoides. Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer
ou le cuivre, dont on connait bien I'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant, ce n'est peut-étre
pas la seule explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais chélatants. Certains
produits ont un effet inhibiteur de la décomposition des hydroperoxydes, et dautres semblent
régénérer des antioxydants, comme les tocophérols ou les dérivés de l'acide ascorbique a partir de

leurs formes oxydées.

1.3.Antioxydants naturels

Parmi les antioxydants naturels de faible poids moléculaire, on peut citer les plus connus et

les plus importants ci-dessous :
1.3.1. .Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C ou acide ascorbique représentée par la (figure 8) est une vitamine
hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a ’oxygene. Apres ingestion, elle passe
rapidement dans le sang puis diffuse de fagon variable dans tous les tissus. Un apport quotidien
minimal d’origine alimentaire est donc nécessaire, celui-ci provient essentiellement des fruits et

legumes frais [8].
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La vitamine C est nécessaire pour de nombreuses fonctions physiologiques de la biologie
humaine. La plupart des plantes et des animaux peuvent synthétiser de I'acide ascorbique
contrairement aux singes et aux humains en raison du manque de I’enzyme gulonolactone

oxydase [9].

Figure 8 : Acide ascorbique.

La vitamine C pi¢ge I’anion superoxyde, le radical hydroxyle, ’oxygene singulet et réduit

le peroxyde d’hydrogéne en eau via 1’ascorbate peroxydase [10].
1.3.2.  Tocophérols (la vitamine E)

La vitamine E, liposoluble, est un antioxydant membranaire. La forme la plus active est I’a-
tocophérol (figure9). Elle piége les radicaux libres organiques provenant de 1’oxydation des
lipides et contribue a diminuer la peroxydation lipidique. La vitamine E peut mettre fin a une
réaction radicalaire en se chargeant du radical. Devenue radicalaire, la vitamine E est

relativement stable [11]. Elle neutralise les radicaux peroxyle, alkyle et alcoxyle [12] [13].
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CHl,
H
HO. ‘[ :

Hy 0" “CHy

Figure 9 :Structure chimique de I'alpha-tocophérol ou vitamine E (d'aprés Flora et al.,
2008).

1.3.3. Caroténoides

Les caroténoides (figure 10), sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus
importants sont le béta-caroténe, I’alpha-caroténe, la lutéine, la zéaxanthine et le lycopene. [14].
Les caroténoides piégent les molécules d’oxygene singulet formées par les radiations solaires
[15]. Grace a leur longue chaine carboneée, riche en doubles liaisons, ils sont également de bons
piégeurs de radicaux peroxyles. Une molécule de caroténoide peut piéger plusieurs especes

radicalaires avant d’étre détruite [16].

p-caroténe

o—caroténe

Figure 10 : Deux exemples des structures des caroténoides.
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2. Classification des antioxydants selon leurs mécanismes d’action
Les antioxydants peuvent étre classés en deux groupes selon leur mode d’action :
2.1.Antioxydants primaires (endogénes)

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systemes de défense trés
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et de
peroxydase (glutathion et ascorbate) [17]. Ces enzymes antioxydants permettent 1’élimination des

radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :

SUPTIUA YUL UDLHURa>T

20, +2 H » H,0,+0,

catalase

2 H,0, - 2H,0+0,

glutathione peroxydase

L0, +2 GSH = 2 H.O + GSS(

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la peroxydation
lipidique [18].

2.2.Les antioxydants secondaires (exogénes)

Ce sont des molécules exogenes, contrairement aux enzymes antioxydantes. Une molécule
d’antioxydant piege un seul radical libre, et pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes [18].

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in-vivo ont était proposeés. Elles
incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés

phénoliques,...etc. [19].
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materiels et

meéthodes



I. Echantillonnage et Préparation de la matiére végétale

1. Présentation de la zone d’étude
1.1.Historique

Sidi-Bel-Abbes est une ville qui a été batie par les Iégionnaires en 1843 sur les rives de la
Mekkera, car il s'agit d'un endroit stratégique et bien irrigué. C'est le capitaine du génie Prudon
qui dessina la ville. Comme toutes les villes dessinées par le génie militaire, Sidi-Bel-Abbes fut
construite sur un plan en damier avec des fortifications et des portes a chaque coin. Sa création
fut officialisée par un décret de I'état daté du 5 janvier 1849. Son premier nom fut Biscuit Ville
puis, en 1859, elle prend le nom de Bel-Abbés-Napoléon un tres court temps pour devenir Sidi-

Bel-Abbeés, le nom d'un saint musulman "Sidi Bel-Abbés Bouzidi".
1.2..Géographies

Elle est a 470 m daltitude, située sur la Mékerra, au centre d'une vaste plaine comprise
entre le Djébel Tessala au Nord et les monts de Daya au Sud. Sidi-Bel-Abbés était connue
comme base du ler régiment de la Légion étrangere. Sidi-Bel-Abbes fut construite par les
Francais sur un plan en damier dans une enceinte rectangulaire, percée de quatre portes, indiquant
les points cardinaux. A 1,5 km du centre se trouve le marabout de Sidi-Bel-Abbeés, c'est celui d'un
saint personnage de la lignée des descendants du Prophéte et fils de Sidi ElI Bouzidi qui aurait
vécu au 18 éme siecle, qui a laissé dans toute la région un souvenir vénéré et donné naissance a

de merveilleuses légendes[1].




Découpage administratif
de la wilaya de Sidi Bel Abbes

W. AIN TEMOUCHENT

W.SAIDA

W. TLEMCEN

® 15 Dairas W. EL NAAMA

® 52 Communes

Figure 11: découpage administratif de la wilaya de Sidi Bel Abbes

1.3. Position géostratégique de la ville:

Carrefour de la région ouest, la Wilaya de Sidi Bel Abbés est située a :
80 km d’Oran et de Tlemcen.

60 km de Mascara et de Temouchent

150 km de Mostaganem.

160 km de Mechria.

100 km de Ras El Ma, circonscription administrative de la Wilaya et base militaire

importante.

Par le moyen de 1’autoroute Est-Ouest, Sidi Bel Abbes est a moins de 40 mn de

deux Aéroports internationaux (Senia, Oran et Zenata, Tlemcen).

Par le moyen de chemin de fer des hauts plateaux, Sidi Bel Abbes devient

facilement accessible pour les Wilayas du Sud.




De part ses avantages, la Wilaya de Sidi Bel Abbes devient le point de jonction stratégique

entre les différentes wilayas limitrophes [2].

2. Etude phytochimiques
2.1.Récolte

La matiére végétale a été récoltée pendant la matinée pendant le mois de juin entre 11h et

midi dans un temps ensoleillé. Dont des plantes saines ont été choisies d’une manicre aléatoire.
2.2.Séchage

Une fois ramené au laboratoire, le matériel végétal est subdivisé en trois échantillons
(feuilles, fleurs et fruits) puis étalé en vue du séchage qui a duré en moyenne 10 jours pour les
feuilles et les fleurs et environ 3 semaines pour les fruits apres les avoir dénoyautés et découpés
en petits morceaux, Le séchage a été effectué a I’air libre, a température ambiante et a I’abri de la

lumiére mis-a-part les fruits qui ont subi un séchage solaire.

Une fois séchés (les feuilles et fleurs deviennent cassantes et les fruits molles),la matiére

vegétale est préparée pour des eéventuelles extractions.
2.3.Extraction

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase qui
contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide» [3]. Lors des examens
phytochimiques, I’extrait est préparé en utilisant un mélange hydroalcoolique (20 % eau / 80 %
¢thanol).La technique d’extraction utilisées dans ce travail est la macération.

2.3.1. Macération

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Herzi avec quelques
modifications.

5 g de matiére végétale finement découpée a été mise dans un bécher avec 50 ml du solvant
(éthanol 80 %). Ce dernier a eté renouvelé chaque 24 h pendant 3 jours (3 cycles).Aprés chaque
cycle, le mélange est filtré a 1’aide d’un papier filtre. Les phases organiques obtenues apres
filtration ont été concentrées a sec sous pression réduite (évaporateur retatif) ensuite récupérées
puis pesées pour déterminer le rendement d’extraction (R%) [4]. A la fin de ’extraction, I’extrait

obtenu est conservé a une température de 4°C.




2.3.2. Rendement d’extraction
Le rendement d’extraction est le rapport entre le poids de 1’extrait sec obtenu et celui de la

matiére vegeétales échees, exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante:

R% = (poids de I'extrait sec/poids de la matiére végétale) x 100

3. Dosage des métabolites secondaires

3.1.Dosage des phénols totaux
Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caracterises
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés. Le
dosage des phénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit dés 1965 par Singleton et

Rossi.




3.1.1. Mise en ceuvre pratique

Un volume de 200 pl des extraits bruts est introduit dans des tubes a essai, le mélange (1 ml
du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7.5 %) est
additionné. Les tubes sont agités et conservés durant 30 minutes a température ambiante.

L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre
Jenway 6504 UV/VIS.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique comme controle positif.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’Acide Gallique par gramme

d’extrait (mg eq AG/g).
3.2.Dosage des flavonoides

3.2.1. Mise en ceuvre pratique

500ul des extraits bruts sont mélangés avec 1500 ul d’eau distillée, puis ajoutés a 150 pul de
nitrite de sodium (NaNO;) a 5 %. Aprés 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10 %
(m/v) est rajouté au mélange. Apres 6 min d’incubation a la température ambiante, 500 pl
d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4 % est additionné. Immédiatement, le mélange est
complétement agité afin d’homogénéiser le contenu. L’absorbance de la solution de couleur
rosatre est determinée a 510 nm contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant de la catéchine comme contr6le positif.

La teneur en flavonoides totaux des extraits de la plante étudiée est exprimée en

milligramme (mg) équivalent de la Catéchine par gramme d’extrait (mg eq C/g).
3.3. Dosage des tanins condensés

3.3.1. Mise en ceuvre pratique
Un volume de 50 pl des extraits bruts est ajouté a 1500 pl de la solution vanilline/méthanol
(4 %, m/v) puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pul de I’acide chlorhydrique concentré
(HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température ambiante pendant 20
min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre Jenway

6504 UV/VIS.




Une courbe d’étalonnage est réalisée en parall¢le dans les mémes conditions opératoires en
utilisant de la catéchine comme contr6le positif.

Les résultats de la plante etudiée sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la
catéchine par gramme d’extrait (mg eq C/g).

4. Test d’activité antioxydante par le piégeage du radical libre DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le composeé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre de couleur
violacée, présentant une absorbance caractéristique dans 1’UV-Visible a la longueur d’onde de
515 nm [13] I fut I’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-
activité antioxydante des composés phénoliques [14]. Il posséde un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote (figure 12) Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne

forment pas de dimeres, au contraire elles restent sous leur forme monomere relativement stable a

L

I -
N
O->N NO,

température ordinaire [15]

NO,5

Figure 12: Structure chimique du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
[16].

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut é&tre suivie par
spectrophotométrie UV-Visible en mesurant la diminution de I’absorbance a 515 nm provoquée
par la présence des composés a propriété anti-radicalaire. Le substrat DPPHe initialement violet,
se décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie en réagissant avec un atome d’hydrogene
«H» du groupement hydroxyle «-OH », provenant d’une structure antioxydante (composé
phénolique), et se transforme par la suite en DPPH-H de couleur jaune avec la perte de son

absorbance (figure 13)




O,N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 13 : Réduction du radical DPPH*[17].

Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres
indépendamment de toutes activités enzymatiques, donc 1’intensité de la coloration est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons (figure14) [18].




Figure 14 : lintensité de la coloration du DPPH en fonction de concentration des

antioxydants présents dans le milieu [19].

Les réactions sont lieu a température ambiante et en milieu méthanolique, qui permet une

bonne solubilisation de la plupart des antioxydants.
4.1.Mise en ceuvre pratique

Le protocole expérimental suivi est celui décrit par Benhamou et al. On prépare des
concentrations de 2, 1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06 mg/ml a partir des extraits de la plante et des
contrbles positifs (acide ascorbique, acide gallique, catéchine) ; ensuite, 50 ul de chaque
concentration a été ajouté a 1950 pl de la solution méthanolique du DPPH (25 mg/l). Aprés
incubation a I’obscurité pendant 30 min et a une température ambiante, la lecture des absorbances

est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotometre [20].
5. Expressions des résultats

5.1.Calcul des pourcentages d’inhibitions

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :
% d’inhibitionde DPPH = [(ADPPH — Aex/ADPPH] x 100

¢ ApppH . Absorbance de solution du DPPH sans extrait.

o Ay : Absorbance de DPPH en présence d’extrait.




5.2.Calcul des ICs

Les résultats sont exprimés en concentrations inhibitrices de 50 % du radical DPPH (1Csy),
ce parametre est défini comme étant la concentration d’antioxydant requise pour réduire de 50 %
la concentration initiale du DPPH en solution, il est calculé graphiquement a travers 1’équation de
régression de la droite établie pour la partie linéaire de la courbe des pourcentages d’inhibition du

DPPH en fonction des différentes concentrations.
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Chapitre V:
resultats et

discussion



I. Rendements des extractions

Le rendement d’extraction obtenu par 1’éthanol 80% est de 55%. Ce rendement important
est obtenu grace a une série de macérations réalisées qui nous ont permit d’extraire le maximum

de composés solubles dans notre solvant.

Dans la littérature, plusieurs études ont été réalisées sur I’Ammi visnaga, comme celle
réalisée par El-Sharkawy et al. ou le rendement de ’extrait aqueux de la khella obtenu par
maceération et de 17% [1]. Une autre étude réalisée par Benbakhti sur 1’extrait brute de cette

méme plante obtenu par décoction est de 1,97% [2].

Toutefois, Il est souvent difficile de comparer ce genre de résultats avec ceux de la
bibliographie, car le rendement n’est que relatif et dépend de plusieurs facteurs comme la
méthode et les conditions d’extraction, la nature chimique des composés (solubilité dans les
solvants), la granulométrie, la saison ou la période de récolte, la durée et les conditions de

stockage et la présence de substances interférentes [3].
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I1. Dosage des composés phénoliques
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Figure 17 : Teneur en phénols totaux, flavonoides et tanins condensés de I’extrait

hydroalcooliques d’Ammi visnaga.

Les résultats présentés dans la figure 17 montrent les teneurs en phénols totaux, flavonoides

et tanins condensés de I’extrait hydroalcooliques d’Ammi visnaga.

On constate que la teneur de notre extrait en polyphénols totaux (199,13 mg eq AG/g) est
supérieur a la teneur en les flavonoides et en tanins condenses (91,45 mg eq C/g et 37,75 mg eq
Clg respectivement), ce qui prouve que Ammi visnaga est riche en polyphénols totaux avec des
teneurs importantes par rapport ou autre composés phénolique et ce dans I’extrait obtenu par la

méthode de macération.

Plusieurs études similaires ont été réalisées sur les extraits d”’Ammi visnaga, comme celle
de Djaat et al. sur I’extrait de la Khella obtenu par décoction, ou les teneurs en polyphénols
totaux et flavonoides sont de 517,22 pg.Eq AG/ g et 145 pg.Eq C / g d’extrait respectivement.
Une autre étude réalisée par El-Sharkawy et al. montre que la teneur en phénols totaux et en
flavonoides de I’extrait aqueux de cette plante obtenu par décoction est de 31,4 mg.Eq AG / g
d’extrait et 19,6 ng.Eq C / g d’extrait respectivement. Une étude similaire réalisée sur des extraits




de 1’4V obtenus par plusieurs solvants a révélé que la teneur maximale en phénols totaux et en

flavonoides ne dépasse pas les 122,7 mg/g d’extrait [6].

Il faut noter qu’il est difficile de comparer les résultats du dosage avec ceux de la
bibliographie, car ['utilisation de différentes méthodes d’extraction, solvant et protocole de
dosage réduit la fiabilité d’'une comparaison entre les études. Plusieurs facteurs peuvent influer
sur la teneur en composés phénoliques, des études récentes ont montré que les facteurs
extrinséques (tels que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, mais
également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur
le contenu en polyphénols. [7].

1. Activité antioxydante
1. Test de réduction du radical libre DPPH

Les résultats des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations des extraits hydroalcooliques de 1I’Ammi visnaga obtenus par
macération, comparés a ceux de differents standards de référence (acide ascorbique, acide

gallique et catéchine), sont représentés dans la figure 20.
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Figure 18 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes

concentrations de l’extrait d’Ammi visnaga comparés avec les trois standards.

Les pourcentages d’inhibition du radical stable (DPPH) enregistré par 1’extrait
hydroalcoolique d’Ammi visnaga et les standards phénoliques sont portés par la figure 18. La
lecture de ces résultats a montré que les pourcentages d’inhibitions du radical stable (DPPH)
augmentent toujours avec 1’augmentation des concentrations. Les pourcentages d’inhibitions les
plus élevés sont obtenus avec les plus fortes concentrations (0.25 mg/ml pour les standards et

2mg/ml pour I’extrait).

Ainsi, on remarque que les antioxydants de référence ont presque le méme pouvoir
antioxydant, comparativement a 1’extrait hydroalcoolique qui est moins actif. L’effet de notre
extrait est positivement corrélé a la concentration avec un pourcentage d’inhibition maximal de

93.16% a la concentration 2mg/ml.




2. Evaluation de la concentration inhibitrice de 50% du radical de DPPH (ICsp) :

Afin de décrire d’avantage nos résultats, on a calculé les valeurs d’ICsp. Cette valeur est
inversement proportionnelle a la capacité antioxydante d'un composé, parce qu’elle exprime la
quantité d'antioxydant requise pour inhiber 50% du radical libore DPPH. Ainsi, plus la valeur

d’ICsp est petite, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande.

Les valeurs d’ICsq de nos extraits et des standards sont calculées a partir des équations
données par les droites de régression tracées a partir des pourcentages d’inhibition en fonction
des différentes concentrations testées avec un coefficient de corrélation (R?) supérieur a 0.9. Les

résultats obtenus sont représentés dans la figure 19.

Tableau 2 : Valeurs d’ICso de I’extrait d’Ammi visnaga et les standards de références
obtenus par le test du DPPH.

Extraits Ammi visnaga Catechine A gallique A.ascorbique

ICso (mg/ml) 0,74 0,085 0,034 0,076
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Figure 19 : Valeurs d’ICsy de extrait d’Ammi visnaga et les standards de références

obtenus par le test du DPPH.

A partir des résultats présentés dans la figure précédente, on peut dire que I’extraits d’AV
obtenu par la méthode de macération a une activité antioxydante inferieure a celles des standards
de références qui ont des propriétés antioxydantes puissantes de 1’ordre de 34, 76 et 85 pg/mi
pour I’acide gallique, la catéchine et 1’acide ascorbique respectivement, ce qui explique leurs
nature nucléophile et le fait qu’ils sont capables de céder facilement des électrons afin de piéger
le radical DPPH. Par contre 1’extrait hydroalcoolique d 'Ammi visnaga est le moins actif avec une
valeur d’ICsp supérieure de 1’ordre de 740 pg/ml, mais sa reste un pouvoir réducteur trés
considérable et montre que 1’extrait renferme des antioxydants puissants dont leurs identification

et isolement sont d’un grand intérét.

Les radicaux libres sont synthétisés dans 1’organisme d’une manicre naturelle par certains
enzymes, mais c’est le cumule de la production de ces especes chimiques a cause de quelques
facteurs exogénes qui provoque ce qu’on appelle le stress oxydatif [9]. Ce dernier peut induire la
lesion tissulaire dans plusieurs états pathologique, y compris les maladies cardiovasculaires, le
cancer, l’athérosclérose, le diabéte, les maladies neurodégénératives comme la maladie

d’Alzheimer et de Parkinson ... etc. [10].




Par comparaison avec la littérature, nos résultats sont proche des résultats de BENBAKHTI
qui a prouvé que ’extrait aqueux de la Khella avait une forte capacité antioxydante (794 pg/ml)
[2]. De méme, nos résultats sont en accord avec ceux de Jaradat et al. qui ont montré que I’extrait

méthanolique d’Ammi visnaga présente une IC., égale a 634 pg/ml contre le Trolox utilisé

comme contr6le positif (1ICso =1,5 pg/ml) [11].

D’autres études ont prouvé que les extraits bruts de 1’Ammi visnaga ont un bon pouvoir
antioxydant vis-a-vis du radicale libre DPPH [6] [12].
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Conclusion générale_

Notre étude s'inscrit dans le cadre d'une contribution a la valorisation des plantes
médicinales algériennes, en effet nous nous sommes proposé a étudier une espece médicinale
largement utilisée par la population locale dans notre région, qui est la Khella ( Ammi visnaga ).

Le présent travail est porté sur 1’étude phytochimique et l'activité biologique (activité
antioxydante) des extraits hydroalcooliques de /’Ammi visnaga de la région de Sidi Bel Abbes.

D’aprés nos résultats, 1’extrait obtenu par macération a un rendement de 1’ordre de 55% Ce
rendement important est obtenu grace a la série de macération réalisée et qui nous a permet
d’extraire le maximum de composés solubles dans notre solvant.

L’¢étude phytochimique constate que la teneur de notre extrait en phénols totaux (199 mg eq AG/
g) est supérieure a la teneur en flavonoides et en tannins (91 mg eq C/ g et 37 mg eq C/ ¢
respectivement). Le test de 1’activité antioxydante de I’extrait brut a montré que 1’Ammi visnaga a
un pouvoir antioxydant plus ou moins important. L’effet de notre extrait est positivement corrélé
a la concentration avec un pourcentage d’inhibition maximal de 93.17% a la concentration 2
mg/ml avec une valeur ICso de 740 pg/ml. Cela montre que ce dernier renferme des antioxydants
puisant dont leur identification et isolement est d’un grand intérét.

En perspective et vu I’importance des constatations et la pertinence des résultats, il serait
fort intéressant de compléter cette étude phytochimique par l'isolation, la purification et
I’identification des métabolites secondaires contenus dans cette plante en utilisant des techniques

plus précises et aussi la vérification des autres propriétés biologiques de ces extraits.
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Resumeé



Le présent travail s’intéresse a 1’étude phytochimque et a I’activité antioxydante de I’extrait

hydroalcoolique de I’Ammi visnaga qui est une espece appartenant a la famille des Apiaceae.

L’étude était faite sur la partie aérienne de notre plante en utilisant la macération par 1’éthanol 80
%. Des dosages de composés phénoliques ont été réalisés sur ’extrait, suivis d’une évaluation de

I’activité antioxydante en utilisant la méthode du piégeage du radical DPPH.

Les résultats du dosage montre que notre extrait est riche en phénol totaux suivi des flavonoides
et des tannins avec des teneurs de I’ordre de 199 mg eq AG/ g, 91 mgeq C/get 37 mgeq C/ g
respectivement. Les résultats de I’activité antioxydante révélent que 1’extrait de la Khella
présentent un effet considérable avec un pourcentage d’inhibition maximal de 93.17% a la

concentration 2 mg/ml et une valeur ICsy de 740 pg/ml.

Mots clés : Ammi visnaga, métabolites secondaires, composés phénoliques, activité antioxydante.



Abstract
The present work focuses on the phytochemical study and antioxidant activity of the

hydroalcoholic extract of Ammi visnaga which is a species belonging to the Apiaceae family.

The study was done on aerial part of our plant using maceration by ethanol 80 %. Phenolic
compound assays were performed on the extract, followed by an evaluation of antioxidant

activity using the DPPH radical scavenging method.

The results of the assay show that our extract is rich in total phenol followed by flavonoids and
tannins with contents of the order of 199 mg eq AG/ g, 91 mg eq C/ g and 37 mg eq C/ g
respectively. The results of the antioxidant activity reveal that Khella extract has a considerable
effect with a maximum inhibition percentage of 93.17% at the 2 mg/ml concentration and an 1Csg
value of 740 pg/ml.

Keywords : Ammi visnaga, secondary metabolites, phenolic compounds, antioxidant activity.
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