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Résumé

L’objectif de la présente étude est de valoriser les extraits des racines de la plante médicinale
«Bunium incrassatumy qui est trés appréciée pour ses nombreuses vertus et largement utilisée
pour traiter les dysfonctionnements de la thyroide et ceci par la réalisation d’une étude
phytochimique et une évaluation de son activité antioxydante.

Les extraits organiques du tubercule de B. incrassatum ont été obtenus par macération en
utilisant trois solvants de polarités différentes a savoir 1’eau, 1’éthanol et 1’acétone. Les
pourcentages des rendements obtenus sont estimés a 6,65 ; 11,5 et 6,9% respectivement.

Le screening phytochimique réalis¢ sur les trois extraits a révélé leur richesse en flavonoides,
quinones, sucres réducteurs et en saponosides.

L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro par les méthodes DPPH et FRAP, a montré que
les extraits bruts des tubercules de B. incrassatum avaient une activité antioxydante différente.
L’extrait hydroacétonique a montré une activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH,
par contre c’est I’extrait aqueux qui a marqué la meilleure activité réductrice du fer.

Par conséquent, ces résultats indiquent que la racine de la plante Bunium incrassatum
constitue une source efficace de composés phénoliques, qui lui confére une activité

antioxydante importante permettant son usage dans I’industrie pharmaceutique et alimentaire.

Mots clés : Bunium incrassatum L, tests phtochimiques, polyphénols, activité antioxydante,

FRAP, DPPH



Abstract

The objective of this study is to enhance the value of extracts from the roots of the medicinal
plant «Bunium incrassatum» which is highly appreciated for its many virtues and widely used
to treat thyroid dysfunction by conducting a phytochemical study and evaluating its

antioxidant activity

The organic extracts from the tuber of B. incrassatum were obtained by maceration using
three solvents of different polarities: water, ethanol and acetone. The percentages of yields

obtained are estimated at 6,65 ; 11,5 and 6,9% respectively.

The phytochemical screening carried out on the three extracts revealed their richness in

flavonoids, quinones, reducing sugars and saponosides.

The assessment of the antioxidant power in vitro by the DPPH and FRAP methods showed
that the raw extracts of B. incrassatum tubregress had a different antioxidant activity. The
hydroacetonic extract showed an anti-radical activity vis-a-vis the DPPH radical, but it is the

aqueous extract which marked the best reducing activity of the iron.

Therefore, these results indicate that the fruit root of Bunium incrassatum is an effective
source of phenolic compounds, which confers it an important antioxidant activity allowing its

use in the pharmaceutical and food industry.

Keywords: Buium incrassatum L, phytochimics tests, polyphenols, antioxidant activity,

FRAP, DPPH
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Introduction

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particuliecrement pour la majorit¢ des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent, pour la fourniture des médicaments traditionnels dans le
systeme de soin de santé et aussi comme une source de nourriture pour la classe sociale aux

faibles revenus et pour les communautés rurales (Bouzid et al., 2017).

En se basant sur les usages traditionnels, de nombreux chercheurs ont tenté
d’ fondir 1 i les pl édicinal leur i 1 :
approfondir leurs connaissances sur les plantes médicinales et leur impact sur la santé

humaine et animale (Chentouh et al/., 2018).

A cet égard, une grande attention a été accordée ces derni¢res années a des composés
naturels, tels que les polyphénols, les caroténoides, les stérols, et leurs activités biologiques

associges, telle que I’activité antioxydante (Baraka et al., 2013).

En effet, la reconnaissance des propriétés antioxydantes de ces composés, leur
abondance dans I'alimentation et leur réle probable dans la prévention des maladies associées

a un stress oxydant sont les principales raisons de cet engouement (Achat, 2013).

L’Algérie est un pays riche en plantes médicinales dont I’exploitation est d’un grand
intérét pour leur utilisation dans différents domaines pharmacologiques ou cliniques
(Chentouh et al., 2018). En effet, ces dernieéres années, plusieurs études ont été entreprises

afin d’explorer ces plantes médicinales Algériennes (Benarba et al., 2014).

Parmi ces plantes médicinales utilisées, surtout dans notre région d’Ain Témouchent
située dans 1I’Ouest Algérien, la plante Bunium incrassatum, connue sous le nom de
Talghouda. Cette plante est surtout utilisée par la population pour réduire les manifestations

de dysthyroidies.

Toutefois, en interrogeant la bibliographie, trés peu d’études ont été menées concernant
I’activité antioxydante de cette plante. C’est dans ce contexte que s’inscrit I’objectif de notre
travail qui porte sur I’étude phytochimique et 1’évaluation de 1’activité anti-oxydante des

extraits du tubercule de Bunium incrassatum d’ Ain témouchent.
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Notre travail se divise en deux parties principales:

» La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique qui comporte des
notions sur le stress oxydatif et le pouvoir antioxydant, ainsi que sur les plantes
médicinales et la description botanique de la plante Bunium incrassatum;

» La deuxieme partie matériel et méthodes décrit le protocole expérimental en exposant
les techniques utilisées dans la préparation des différents extraits de notre plante, la
réalisation des tests phytochimiques ainsi que I’évaluation de I’activité antioxydante
des différents extraits par la technique de piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) , et celle du fer ( Ferric reducing antioxydant power ou FRAP)

» La troisiéme partie résultats et discussion.

» Et enfin conclusion et perspectives.
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Le stress oxydatif et les antioxydants

I.1 Le stress oxydatif

1.1.1 Définition

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre la production des espéces

réactives d’oxygene, ERO (pro-oxydants), et 1’élimination de ces especes par le mécanisme

de défense antioxydant (Sarr ef al., 2015).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines : déficit nutritionnel en antioxydant,
surproduction endogeéne d'origine inflammatoire ou 1’exposition environnementale a des

facteurs pro-oxydants (Favier,1997 ; Favier, 2003).

Le stress oxydant peut étre un facteur potentialisant D’apparition des maladies
plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Bidie et al., 2011), suite a des dommages causés au niveau des composants

cellulaires incluant les lipides, I’ADN, les glucides et les protéines (figurel) (Sarr et al.,
2015).

[ d Espéces Oxygénées Activées =) Dégits cellulaires - -Vieillissement cellulaire
OXIDATIVE STRESS pec liz%)mu e ol o o gy
Autorégulation . relation . = .
Cellulaire C :) -Chronic diseases :
fité (cardio vasc.
: Molecules causalr SR
Redox Bt e Stress Oxydant (SO) ?ﬂiil::;anwc
Red / Balance break-down
0 antioxydants/pro-oxydants
- \ Toxicity () +)
Indispensable i la vie , ‘

Nutritional failure Heavy metals toxicity

VLA, Cligo Trars Iradiation
venenn deficiency Genetic disorders Ischaegma, reperfusion

responsables mauvais codage
d’une protéine

-Enzyme pro-oxydante )

-Synthétisant un an?inx:.rdanl (GGS=> glutathion) de plusieurs

-Régénérant un antioxydant fienre e

-Dun romoteur de ces mémes génes muilés un type cellulaire
oy . . non rclar:ufs a l.m excés de radicaux précis, non dans

e S ST A i T g v tout I"organisme
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dr.cohe

Figure 1 : Stress oxydatif (Cohen-Loro.,2019)
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I.2 Les radicaux libres et les espéces réactives d’oxygéne

1.2.1 Définition

Un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant un ou plusieurs
¢lectrons non appariés, capables d’exister sous forme indépendante, contenant au moins un
¢lectron libre sur sa couche externe. Cela augmente considérablement sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénomeéne
d’oxydation (Finaud et a/., 2006 ; Mac laren, 2007). L'ensemble des radicaux libres et de leurs

précurseurs est souvent appelé especes réactives de I’oxygene (Favier, 2003).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires qui dérivent de
I'oxygene par des réductions a un électron tels I'anion superoxyde (O;”) et le radical hydroxyle
(‘OH), ou de l'azote tel le monoxyde d'azote (NO'), Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques

de la cellule (Favier, 2003).

Ces radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour l'organisme a dose raisonnable; mais la production peut devenir excessive ou
résulter de phénomeénes toxiques exogenes et I'organisme va devoir se protéger de ces exces

par différents systémes antioxydants (Favier, 2003).

1.3 Les antioxydants

Les antioxydants sont une famille de substances capables de neutraliser les radicaux
libres et prévenir ainsi la survenue des maladies associées au stress oxydant (Kulawik et al.,
2013). 1l existe deux types d’antioxydants : les antioxydants endogenes ou enzymatiques et

les antioxydants exogeénes ou d’origine alimentaire (Pincemail et Defraigne, 2003)
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1.3.1 Les antioxydants endogénes

Afin de se protéger des effets toxiques de ’oxygéne, I’organisme a développé des
systtmes de défense antioxydants composés d’enzymes (2 savoir la SOD (Superoxyde
Dismutase), la GPO (Glutathion Peroxydase) et la Catalase), de protéines (la ferritine) et
méme d’un systtme secondaire de défense composé de phospholipases, d’ADN
endonucléases et ligases et de macroxyprotéinases ; qui empéche I’accumulation de lipides,
d’ADN et de protéines oxydés dans la cellule et participe a 1’élimination de leurs fragments
toxiques (Pincemail et al., 2002). Ces systemes enzymatiques nécessitent des cofacteurs
d’origine alimentaire tels que le cuivre, le manganése, le magnésium, le zinc et le sélénium ;
mais aussi certaines vitamines (C, E, A) ou des molécules comme le glutathion (Pincemail et

Defraigne, 2003; Gammoudi et al, 2010).

1.3.2 Les antioxydants exogénes

Ce sont des composés naturels fournis par le biais d’aliments ou de suppléments, tels
que la vitamine E (a-tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique), les caroténoides, les oligo-
métaux (s€lénium, manganese, zinc), les flavonoides, les acides gras oméga-3 et oméga-6, etc

(figure 2) (Pham-Huy et a/., 2008; Gammoudi et a/., 2010).
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ANTIOXIDANTS

Non-Enzymatic
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Figure 2: Subdivision entre antioxydants endogenes et exogenes (Simioni et al., 2018).

II. Les plantes médicinales
I1.1 Généralités

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurale et urbaine en Afrique (Hamel et al., 2018). Elles représentent une source
riche en molécules bioactives ayant des propriétés antimicrobienne et antioxydante (Bourgou

et al., 2016).

Les grandes civilisations (chinoise, égyptienne, babylonienne, grecque, romaine, etc.) ont

eu recours aux plantes médicinales pour leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques,
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chimiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles (Lahsissene et

al.2009).

L’Algérie constitue un véritable réservoir phylogénétique, avec environ 4000 especes et
sous-especes des plantes vasculaires. Cependant, la flore médicinale Algérienne reste
méconnue jusqu’a nos jours, car sur les quelques milliers d’espéces végétales, seules 146 sont

dénombrées comme médicinales (Hamel et a/., 2018).

Parmi les composés bioactifs présents dans les plantes médicinales, on trouve les
alcaloides et les composés phénoliques. Ces derniers constituent le principal groupe des

métabolites secondaires ayant une forte capacité antioxydante (Bourgou et al., 2016).

I1.2 Les métabolites secondaires

On appelle métabolites secondaires les composés synthétisés naturellement par les
végétaux mais qui ne participent pas directement au métabolisme végétal (Guillaume et
Charrouf, 2005). Ils ont des intéréts multiples mis a profit en pharmacologie, dans I’industrie
alimentaire et en cosmétologie. Parmi ces principes actifs, on retrouve les composés
phénoliques, les coumarines, les alcaloides, les saponosides, les mucilages, les composés

volatils, les stérols et les terpénes (Alain et al., 2018).

I1.2.1 Les composés phénoliques

Les polyphénols sont un groupe complexe et trés varié de substances naturelles d’origine

végétale, qui résultent des métabolites secondaires des plantes (Adriouch et al., 2017).

Il a également été prouvé que ces biométabolites jouent un rdle indéniable dans la

protection des plantes vis a vis de différents stress (Fadel et a/., 2011).

Ces composés sont reconnus pour leur forte bioactivité, qui se traduit au niveau de
I’organisme par une large gamme de propriétés biologiques, notamment un impact positif sur

la protection de la fonction vasculaire (Adriouch et al., 2017). Parmi ces composés:
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» Les acides phénoliques simples

Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares a 1’état naturel et issus de la
décarboxylation de 1’acide shikimique. On trouve parmi les phénols simples 1’hydroquinol, le

pyrocatéchol et le phloroglucinol (figure 3) (Chira et al., 2008).

R5.. 'i HEL(}OH RE.W;H«@JCC}DH
e |
R4 I R2 R4 f‘“-‘._i;:f*‘m R2
(Acide benzoigue) (Acide hydroxycinnamigue)

Figure 3 - Structure des acides phénoliques (Chira et al., 2008).

> Les flavonoides

Les flavonoides ont ét¢ découverts au moyen d’un nouveau produit chimique isolé de
I’orange (Jucid et al., 2020). Ce sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de
carbone formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de
3 carbones (Chira et al., 2008), Leurs principales classes sont : les flavonols, les flavones, les
flavanones, les anthocyanines, les isoflavones et les flavanols (Tapas et al., 2008). Ces classes
different par le niveau d’oxydation et le modele de substitution du cycle C, tandis que les
différents composés au sein de chaque classe différent par les modeles de substitution des

cycles A et B (figure 4) (Pietta ,2000).

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur
capacité¢ a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH-), anions
superoxydes (O,7) et les radicaux peroxylipidiques (Haleng et al., 2007), selon la réaction

suivante :

[ Flavonoide (OH) + R- s flavonoide (O) + RH

En effet, les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur

groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif (Cillard, 2006).
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Ce sont également de bons chélateurs de fer, ce qui est un des mécanismes de leur
activité antioxydante. Ces chélateurs forment des complexes ou des composés de coordination
avec les métaux. Ils inhibent ainsi le cycle redox du métal ou forment des complexes

métalliques insolubles (Cillard et Cillard, 2006).

Figure 4 Structure de base des flavonoides les plus courants (présents dans les
aliments), avec des anneaux et des positions numérotées (Tapas et al., 2008).

» Les Tanins
Selon la nature des assemblages moléculaires, les tanins sont classés en 2 groupes :
Les tanins hydrolysables, constitués par une molécule glucidique sur laquelle est
estérifiée I’acide gallique ou un de ces dérivés (acide ¢éllagique, acide m-digallique). Ils sont

facilement hydrolysés par voie chimique ou enzymatique (figure 5) (Sereme et al., 2011).

Les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeéres constitués d’unités
flavanes reliées par des liaisons entre les carbones (De Bruyne et al., 1999; O’connell et Fox,

2001).

11
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Figure 5: Exemple de structures de tanins hydrolysable (Sereme et a/., 2011).

I1.2.2 Les saponosides

Présents dans de nombreuses especes végétales, les saponines sont des molécules
complexes composées d’aglycone non sucré couplé a des unités de la chaine sucricre. Ils
peuvent étre divisés en deux groupes contenant du triterpéne ou des aglycones stéroidiens —

sapogenines (Oleszek et Marston, 2013).

11.2.3 Les alcaloides

Les alcaloides représentent un groupe de composés chimiques intéressants et
complexes, produits par le métabolisme secondaire des organismes vivants dans différents
biotopes (Aniszewski, 2007). Ces composés azotés ayant a faible dose des propriétés
pharmacologiques marquées (Togola et al., 2019). Ils ont été une source de médicaments
conventionnels treés efficaces pour le traitement de nombreuses formes de cancer (Cuendet et

Pezzuto, 2007)

11.2.4 Les triterpénes
Les terpénoides se composent d’environ 25000 structures chimiques, avec des
applications pratiques potentielles dans les industries de parfum, les industries

pharmaceutiques et chimiques en particulier (Huang et al., 2012). Selon leurs structures, les

terpénoides sont composés de plusieurs sous-classes, les monoterpénoides, les

12
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sesquiterpénoides, les diterpénoides, les triterpénoides et les tétraterpénoides (Huang et al.,
2012).
I1.2.5 Stérols

Les stérols appartiennent a la famille des isoprénoides ou terpénoides (Chappell, 2002).
Ce sont des alcools qui possédent tous un noyau composé¢ de plusieurs cycles de carbone
appelé noyau cyclopentanophénanthrénique ou noyau stérol. Ce sont des composés cristallisés

qui grace a une estérification peuvent étre présents sous forme lipidique (Callias, 2007).

Les stérols végétaux, appelés également phytostérols présentent la plus grande
proportion de la fraction insaponifiable des lipides (Azadmard-Damirchi et Dutta, 2006;
Cafabate-Diaz et al., 2007).

Les phytostérols et leurs dérivés sont largement utilisés dans différents secteurs
industriels (pharmaceutique, agro-alimentaire et cosmétique) en raison leurs activités

biologiques spécifiques et de leurs propriétés physiques et chimiques (Xu et al., 2005).

CH, cH,
(a) HC— - (b) H,C e ’f .
H CH, CH.
. 3 {’ H CH
cH,| on| H i T
5 & p Ly
H CH, .| H H
HO™ P HO
H,C CH,
- CH
(<) f
H,C CH
CH, H,C
I H
CH, H
H H
Hﬁf 3
H,C
{d) 3 CH, CH
M,C_
H,C CH, (e) |
CH
CH ' 1 .iH' H “"CHI
CH, W | CH,
HO™
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Figure 6:Structure des stérols quantifiés (b)stigmastérol, (c) sitostérol , (d) campestérol
et des triterpénes (a) lupéol, (e)amyrine)(Kpoviéssi et al., 2008).
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I11. La plante Bunium incrassatum
ITI.1 Origine de la plante

Bunium incrassatum (Boiss.) Batt. & Trab est une plante médicinale, appartenant a la
famille des Apiaceae (Quezel et Santa, 1963), largement répandue dans I’Est de I’ Algérie et
connue sous le nom de Talghouda, (ou glande de terre). Elle évoque pour certains une source
alimentaire remarquable mais pour d’autre, un symbole de misére qui rappelle la famine des

années de disette (Benkhalifa, 2018).

Le genre Bunium compte environ 50 espéces, distribuées en Asie, en Europe et dans le

Nord de I’ Afrique.

En Algérie, il est composé de sept especes, dont quatre sont endémiques : Bunium
incrassatum (Boiss.) Batt. Et Trab, Bunium fontanesii (Pers.), Maire, Bunium chaberti (Batt.,
Bunium elatum (Batt), Bunium crassifolium (Batt), Bunium macuca (Boiss), Bunium alpinum

(Waldst et Kit.) (Quezel et Santa, 1963).

I11.2 Description botanique

Bunium incrassatum, synonyme de Carum incrassatum (Boiss.), ou Bulbocastanum
incrassatum, est une plante vivace de 40-60 cm, glabre, a racine grosse, globuleuse, et
irréguliere. La tige est dressée sillonnée anguleuse au sommet. Les feuilles bi-
tripennatiséquées, a lanieres linéaires. Les fleurs en Ombelles a 7-14 rayons inégaux de
couleur blanche et les racines tubéreuses (tella botaniqua, 2011). Le tubercule ayant le volume
et ’aspect d’une truffe de moyenne grosseur d’un brun noirdtre a I’extérieur, blanc a

I’intérieur, en forme de rein, facilement déchiré¢ (Laouedj, 2019).
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IT1.3 Classification botanique de Bunium incrassatum

La position systématique de Bunium incrassatum selon Cronquist et Takhtadzhian

(1981), est illustrée dans le tableau 1:

Tableau 1: Classification de Bunium incrassatum (Cronquist et Takhtadzhﬁm, 1981)

Reégne Planae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosida
Ordre Apiales
Famille Apiacées
Genre Bunium
Espéce Bunium incrassatum L

I11.4 La composition chimique du Bunium incrassatum

L’¢tude de la composition chimique des graines de B. incrassatum a permis de mettre
en évidence la présence de coumarines, de Beta-Sitostérol, de saccharose et de I’acide oléique

(Chentouh et al., 2018).

I1L.5 Utilisation et usage thérapeutique

Bunium incrassatum est une plante médicinale d’une importance économique. Les
racines de cette plante sont nutritives et généralement consommées comme pommes de terre

(Bousetla et al., 2015).
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Cependant, ces racines ont été utilisées en médecine traditionnelle, sous forme de
poudre séche, comme astringents et antidiarrhéique, et s’avere utile contre les hémorroides
inflammatoires. En outre, cette plante est utilisée pour le traitement des bronchites et de la
toux (Bousetla et al., 2015). Elle est aussi connue pour ses vertus en cas de troubles

thyroidiens (Stambouli et Sebbagh, 2018).

Bunium bulbocastanum est utilisé a des fins comestibles depuis des années. Ses graines
peuvent étre utilisées crues ou cuites pour rehausser les saveurs des aliments ou en améliorant

le gotit (Clapham et coll., 1962).

Selon les tradipraticiens de la région d’Oum el Bouaghi (Nord Est de 1’Algérie). , la
plante Bunium incrassatum est utilisée dans le but d‘augmenter le poids et la sécrétion laitiere

de quelques animaux d’¢élevage (Chentouh et al., 2018).
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L. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des tubercules de la plante Bunium Incrassatum
(talghouda) (figure 7), récoltée en mois d’Avril dans la région d’Ain Témouchent située dans

I’Ouest Algérien.

La plante Bunium Incrassatum a été reconnue par Dr Amara M., maitre de conférences

classe A, a I’Université d’ Ain Témouchent.

Les tubercules ont été lavés soigneusement avec de 1’eau du robinet pour les débarrasser
de toutes les impuretés, puis pelés et coupés en fines rondelles a 1’aide d’un couteau. Ces

derniéres ont été séchées pendant 7 jours a I’abri de la lumiére a température ambiante.

Une fois séché, le matériel végétal a été broyé en fine poudre a 1’aide d’un broyeur
¢lectrique. Les poudres ainsi obtenues ont été conservées dans des bocaux hermétiquement

scellés et a I’abri de la lumiére (figure 7)

Figure 7: Etapes de préparation de la poudre de Bunium incrassaium
(photo original)
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Materiel et Methodes

Méthodes
I1.1 Préparations des différents extraits de Bunium incrassatum

Afin d’évaluer I’activité anti-oxydante de Bunium incrassatum, trois extraits bruts ont

été préparés : extrait aqueux, extrait eau-¢thanol, extrait eau-acétone.

I1.1.1 Extrait aqueux

20 g de poudre mises en contact avec 200 ml d’eau distillée froide. L ensemble est
laissé macérer durant 24 h sous agitation continue. Le mélange est ensuite filtré sous vide,
puis évaporé a sec dans une étuve a une température de 45°C. Le produit est récupéré sous

forme visqueuse de couleur jaune (Figure 8).

¢ 20 g de poudre +200 ml d’eau distillée

e Macération 24 h sous agitation

¢ Evaporation du filtrat a sec (45°C)

¢ Résidus sec de I'extrait aqueux

Figure 8: Schéma de I’extraction aqueuse du tubercule de Bunium incrassatum

11.1.2 Extrait éthanol-eau

20 g de la matiére végétale en poudre sont mises en contact avec 200 ml de la solution
éthanol-eau 70%(140 ml d’acétone+ 60 ml d’eau distillé). L’ensemble est laissé macérer
durant 24 heures sous agitation continue. Le mélange est filtr¢ a I’aide d’un papier filtre, puis
évapor¢ a sec dans une étuve a 45°C. Le produit est récupéré sous forme visqueuse de couleur

marron (Figure 9).
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¢ 20 g de poudre + 200 ml (éthanol-eau 70%)

¢ Macération 24 heure sous agitation

e Evaporation du filtrat a sec (45 °C)

¢ Résidus sec de I'extrait éthanolique

Figure 9: Schéma de I’extraction éthanolique de Bunium incrassatum.

11.1.3 Extrait Acétone-eau :

20 g de la matiere végétale seche ont macérés dans un volume de 200 ml de solvant
acétone-eau a 70% (140 ml d’acétone+ 60 ml d’eau distillé) sous agitation continue pendant
24 h. Le mélange est ensuite filtré sur papier filtre Wattman, puis séché a sec dans I’étuve a

45°C. Le produit est récupéré sous forme visqueuse de couleur marron claire (figure 10)

¢ 20 g de poudre + 200 ml (acétone+eau distillée)

e Macération 24 heure sous agitation

e Evaporation du filtrat a sec (45 °C)

* Résidus sec de I'extrait acétonique

- C-C-<- 4

Figure 10: Schéma de I’extraction acétonique de Bunium incrassatum.
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I1.2 Le rendement des extraits secs

Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids
de I’extrait sec (poudre) en gramme, et le poids du matériel végétal utilisé pour I’extraction en

gramme ; selon 1'équation suivante:
Rdt(%) [Pl _ PZ] 100
=|—-|[X
’ P3

P1 : poids du ballon aprés évaporation
P2 : poids du ballon avant évaporation

P3: poids de la matiére végétale initial. (La poudre)

I1.3 Screening phytochimiques Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits
des tubercules de la plante Bunim incrassatum selon le protocole de Trease et Evans, (1987) ;

Sofowora, (1993) ; Bruneton, (1999) ; Rizk, (1982)
» Les sucres réducteurs

On ajoute 2,5 ml du mélange des solutions de Fehling A+B a 1 ml des trois extraits.
Aprés Ebullition pendant 2 min. Un test positif est indiqué par la formation d’un précipité

rouge brique.
» Les quinones

Dans un tube, on ajoute 15ml d’éther de pétrole a 1g de poudre. Apres agitation de 2min
suivie d’une macération de 24heures. L’extrait est filtré puis séché dans 1’étuve a 45 C. On
ajoute ensuite quelques gouttes de NaOH(1/10). Un test positif est révélé par un virage de

couleur au jaune-rouge ou violet.
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> Les Coumarines

Dans un tube on ajoute quelques gouttes d'eau distillée a 1g de poudre, puis on couvre
le tube avec du papier imbibé de NaOH dilué, aprés ébullition pendant 7min on réalise un
examen sous la lumiere ultraviolette, 1’apparition d’une fluorescence jaune indique la

présence des coumarines.
» Les anthraquinones

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute 5ml de KOH & 10%. Aprés agitation, un virage de

la couleur au rouge indique la présence des anthraquinones.
» Les saponosides

On ajoute 10 ml d’eau distillée a 5 ml de I’extrait (¢thanolique, acétonique et aqueux).
Apres agitation pendant 2 min, I’apparition d’'une mousse persistante aprés 15min ou bien une

émulsion formée apres addition de I’huile d’olive, révélé la présence des saponosides.
» Triterpénes et stérols

A 2,5 ml de chaque extrait on ajoute 0,12 ml d’anhydride acétique, 0,12ml chloroforme
et 0.5ml d’acide sulfurique H,SO4. Le test positif est révélé par la formation d’un anneau
brunatre-rouge ou violet a la surface (présence des stérols) ou 1’apparition d’une coloration

verte violette (présence des triterpénes)
» Les tanins

A 0,5ml de chaque extrait on ajoute 5 ml d’eau distillé et 2 gouttes de FeCls,
I’apparition d’une coloration brune verdatre indique la présence de tanins condensés. Si la

coloration est bleu noire, cela indique la présence des tanins hydrolysables.
> Flavonoides

A chaque 5ml extrait, on ajoute Sml d’'un mélange de solution diluée (NH3+H,SO4). La

présence des flavonoides est indiquée par une coloration jaune qui disparait aprés un moment.
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> Les alcaloides

On ajoute Sml d’HCL aqueux 1% a 0.2 ml de nos extraits. Le mélange est agité¢ dans un
bain-marie pendant 15min et filtré. Puis on ajoute 3 gouttes de réactif de wagner a 1 ml de

filtrat. Une précipitation ou une turbidité indique la présence des alcaloides.

I1.4 Evaluation de Pactivité antioxydante

I1.4.1 Test de piégeage du radical libre DPPH. (2,2-diphenyl 1-1picrylhydrazyl)
» Principe

Cette méthode repose sur la théorie qu’un donneur d’hydrogene est un antioxydant (Sarr
et al. 2015). Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm (Fadili, et al.2017). En
présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur
violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (figure 11) (Athamena
etal., 2010).

o P
8 Q4

Diphenyle 1 picrvlhydrazyle (radical libre) Diphenyle 1 picrylhydrazyle (non radical)
Figure 11: Forme libre et réduite de DPPHe (Molyneux, 2004)

» Mode opératoire

L’effet scavenger du DPPH de chaque extrait est mesuré par le procédé décrit par

(Sanchez-Moreno et al,. 1998), avec quelques modifications.

Pour préparer la solution de DPPH, une quantité¢ de 2,5 mg de DPPH en poudre est
solubilisée dans 100 ml de d’éthanol. Un volume de 50 ul de différentes concentrations de
chaque extrait et du standard acide ascorbique est ajouté a 1950 ul de la solution éthanolique

du DPPH. Le contrdle négatif est préparé en parallele en mélangeant 50 pl d’éthanol avec
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1950 pl de solution éthanolique de DPPH. Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a
la température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un

spectrophotométre.
> Expression des résultats

L’activité réductrice est définie par I’indice de réduction de I’activité anti-radicalaire en
pourcentage d’inhibition (I1%) ou RSA% (Radical Scavenger Activity) (Jing et al,2011;

Molyneux, 2004). Elle est déterminée par la relation suivante :

AC — At

%=1 Ac

] % 100

(Ac) : l'absorbance du controle
(At) : I'absorbance de I’échantillon testé a différentes concentrations.

La concentration inhibitrice de 50 % de I’activité du DPPH (IC50) de chaque extrait a
¢t¢ par la suite calculée a partir de 1’équation des courbes tracées qui déterminent le
pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations. Elle a été¢ exprimée en

mg/ml et comparée avec celle de 1’acide ascorbique (Andzi Barhé et Feuya Tchouya, 2015).

I1.4.2 Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
» Principe

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est fondée sur la réduction de
I’ion ferrique (Fe") en ion ferreux (Fe'"). Le complexe de tripyridyltriazine (TPTZ) ferreux
a une couleur bleu intense mesuré par un spectrophotomeétre (Soltani et al., 2017) Une
augmentation de l’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Hubert, 2006).
» Mise en ceuvre pratique

Le protocole expérimental suivi est celui de Karagdzler, et al. (2008). 1ml de
I’échantillon a différentes concentrations (0,075 ; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5 et 10

mg/ml) dilué dans 1’eau distillée est mélangé avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate
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(0.2M

; pH 6.6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3;Fe(CN)g a 1%, puis

on incube les tubes a 50°C pendant 20 minutes.

>

Y

Apres refroidissement des tubes a température ambiante, nous ajoutons 2.5ml d’acide
trichloracétique (TCA) a 10% pour stopper la réaction.

Les tubes sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes.

Prélever 2,5 ml du surnageant et ajouter 2.5ml d’eau distillée.

On ajoute au mélange 500ul d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6 H,O) a 0.1%
fraichement préparée.

La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a l’aide d’un
spectrophotometre.

Nous avons utilisé¢ 1’acide ascorbique comme contrdle positif dans cette expérience

dans les mémes conditions.

> Expression des résultats

Afin d’explorer les résultats obtenus, on trace les graphes des absorbances obtenues en

fonctions des différentes concentrations utilisées pour les différents extraits de la plante

¢tudiée. L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur

des extraits testés.
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Rendement des extraits de Bunium incrassatum

Les rendements des trois extraits de polarité¢ différente: aqueux, hydro-éthanolique,

hydro-acétonique obtenus a partir de la plante Bunium incrassatum; ainsi que les

caractéristiques des extraits sont représentés dans le tableau 2

Tableau2: Rendements et caractéristiques des trois extraits secs du Bunium

incrassatum.
Extrait sec Hydro-éthanolique | Hydro-acétonique Aqueux
La couleur Marron Marron claire Jaune
L’aspect Visqueux Treés visqueux Visqueux
Rendement (%) 11,5 6,9 6,65

Le rendement, la couleur, et I’aspect des différents extraits obtenus a partir des plantes

dépendent du solvant d’extraction utilisé (Charles et al.,2020).

Le résultat des rendements des trois extractions a montré que I’extrait hydro-éthanolique
est le plus éleve (11,5%) suivi par I’extrait hydro-acétonique avec un taux estimé a 6,9%.
Tandis que le rendement de ’extrait aqueux a ¢té le plus faible avec un pourcentage de

6,65%.

Par comparaison aux autres études, le résultat obtenu concernant I’extrait éthanolique
reste supérieur par rapport a celui obtenu dans 1’étude (EI koli et al., 2017) sur les especes B.
incrassatum et B. alpinum (1,82% et 0,89% respectivement), qui ont utilis¢ le méthanol

comme solvant d’extraction.

En revanche, 1’é¢tude de Dehimi et collaborateurs (2021) qui ont travaillé sur Bunium
incrassatum, ont enregistré des valeurs beaucoup plus élevées pour I’extrait aqueux (24,48%)

par rapport a celui obtenu pour notre extrait (6,65%).

Le rendement d'extraction augmente avec l'augmentation de la teneur en eau dans le

systéme ¢éthanol, acétone et méthanol. Cela peut étre dii a la combinaison du solvant

27



Résultats et Discussion

organique avec l'eau qui facilite 1'extraction de tous les composés qui €taient solubles a la fois

dans I'eau et dans les solvants organiques (Do et al/,. 2014).

En fait, il existe plusieurs parametres influengant le rendement d’extraction, a savoir la
méthode d’extraction utilisée, la plante étudiée ainsi que sa préparation (conservation, séchage
et broyage) et le solvant utilisé¢ et sa concentration (Da Silveira et al, 2014 ; Ebadi et al,,

2015 ; Singh et al., 2020).

II. Screening phytochimiques

Afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains composés appartenant
aux familles chimiques des métabolites secondaires de notre plante, nous avons réalisé des
tests phytochimiques spécifiques fondés sur des réactions de coloration, de turbidité ou de

précipitation (Haddouchi et al., 2018).

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les trois extraits bruts de Bunium

incrassatum sont présentés dans tableau 3.

Nous remarquons que les trois extraits bruts du tubercule de la plante talghouda sont
fortement riches en saponosides, en flavonoides et en sucres réducteurs. Par contre, les stérols
sont présents seulement dans I’extrait éthanolique et les antraquinones dans 1’extrait
acétonique. Les quinones sont faiblement présents dans la poudre de talghouda. Cependant,
nous avons noté une absence totale de triterpenes, tanins, alcaloides et coumarines dans les

trois extraits.
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Tableau 3: Les résultats de caractérisation des composants chimiques recherchés dans
les différents extraits de Bunium incrassatum

Extrait Ethanol/Eau Acétone/Eau La poudre
Tests
] +4+ ++ +4+
Saponosides
Triterpénes ) ) )
- +++ -
Stérols
Tanins ) ) )
+++ +++ +++
Flavonoides
Alcaloides ) ) )
. - - +
Anthraquinones
+++ +++ +++
Sucres réducteurs
. ND ND ND -
coumarines
. ND ND ND +
Quinones

+ : Présence en quantité faible, ++ : Présence en quantité moyenne, +++ : Présence en

quantité abondante, - : Absence totale, ND : non déterminé

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Dehimi et al, (2021), qui ont
travaillé sur la méme espéce mais de région différente (wilaya de Msila) quant a la présence
des flavonoides et des quinones. Cependant ils ont noté 1’absence des saponosides et présence

des tanins.

Les résultats de ce criblage phytochimique sont préliminaires et qualitatifs; et la
différence entre les autres travaux peut étre due a plusieurs facteurs tels que la nature du
solvant, la méthode d’extraction, la période de récolte ou aux facteurs génétiques, climatiques

et édaphiques de la région de la récolte.
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II1. Evaluation de P’activité anti-oxydante
III.1 . Test de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
Le DPPH est un radical libre stable choisi pour évaluer I’activité antioxydante de nos

extraits. Le test de piégeage du radical libre DPPH est simple, rapide et efficace a cause de la

grande stabilité du radical (Bozin et al., 2008).

Nous avons évalué ’activité antiradicalaire des différents extraits des tubercules de B.

incrassatum spectrophotometriquement a 515 nm. Le standard utilisé était 1’acide ascorbique.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes qui montre la variation des
pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations

pour I’acide ascorbique représentée sur la figure 12 et pour les autres extraits représentées

dans la figure 13.

% d'inhibition de I'acide ascorbique
120 -
100 -
g 80 _/’
£ y = 4,955In(x) + 85,37
£ 60 - R? = 0,904
£
b -]
X 40 -
20 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentration (mg/ml)

Figurel2: Pourcentages d’inhibition du DPPH par I’acide ascorbique
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Figure 13: Pourcentages d’inhibition du DPPH par les extraits de Bunium incrassatum
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D’aprés les courbes obtenues, nous avons remarqué que le pourcentage d’inhibition

augmente avec I’augmentation des concentrations des extraits et de I’acide ascorbique.

Les deux extraits hydro-acétonique et hydro-éthanolique dépasse les 60% d’inhibition.

Cependant, 1’acide ascorbique a enregistré un pourcentage plus élevée de 95%.

Afin de mieux caractériser le pouvoir antioxydant, la concentration inhibitrice de 50%
du radical DPPH- a été calculée a partir des graphes de pourcentage d’inhibition en fonction
de la concentration (tableau 4). Plus la valeur de I'IC50 est petite, plus 1’activité anti

radicalaire de I’extrait est grande (Safdar et al., 2017).

Tableau 4: Concentration inhibitrice IC50 (mg/ml) du radical DPPH des différents

extraits des B. incrassatum et de 1’acide ascorbique

Acide ascorbique 0.0008
Aqueux 1.5033
Hydro-éthanolique 2.5163
Hydro-acétonique 0.462

A partir des valeurs des IC50, on constate que ’activité anti-radicalaire de I’extrait
hydro-acétonique (0,462 mg/ml) est plus importante par rapport a celles de 1’extrait aqueux
(1,5033 mg/ml) et de I’extrait hydro-éthanolique (2,5163mg/ml), mais reste largement

inférieure a celle de I’acide ascorbique (0,0008mg/ml).

Nos résultats sont différents de ceux obtenus par Dehimi et al., (2021) sur les tubercules
de Bunium incrassatum, qui ont not¢ un faible effet scavenger égal a 24,65 mg/ml et
21,18mg/ml pour I’extrait acétonique et 1’extrait méthanolique respectivement. D’apres leur

résultat, I’extrait aqueux n'a enregistré aucune activité.
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Lefahal, et al., (2017) dans leur étude menée sur les parties aériennes de la plante
Bunium alpinum montre que Dactivité anti-oxydante de 1’extrait éthanolique est plus
importante par rapport a I’extrait méthanolique avec une valeur d’IC50 égale respectivement a

0,00211mg/ml et 0,00289mg/ml.

En fait, le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de 1’antioxydant; c’est ce qui été rapporté dans I’étude de Li et Sun,
(2017) qui ont montré que les polyphénols polymériques possedent une activité antioxydante
meilleure que les polyphénols oligomériques et que ses derniers agissent en tant qu'agents
donneurs d'hydrogéne ou d'¢lectrons dans le milieu réactionnel (Ghafar et al., 2010 ; Huang et

al., 2005).

En outre, Il a été prouvé que les composés phénoliques et plus particulierement les
flavonoides sont principalement responsables de [’effet scavenger des radicaux libres
(Amessis-Ouchemoukh et al., 2014; Zhang et Tsao, 2016), ce qui en accord avec le screening

phytochimique effectué sur notre plante, qui a révélé la forte présence des flavonoides.

I11.2 Test de 1a réduction du fer « FRAP » (Ferric reducing antioxydant power)

Le test de FRAP peut étre utilis€ pour mesurer 1’activité antioxydante totale des extraits
des plantes médicinales. Cependant les antioxydants ont la capacit¢ de réduire les ions
ferriques (Fe'") a la forme ferreuse (Fe*") en donnant un électron, ot intensité d’absorbance

est proportionnelle a la capacité antioxydante (Dehimi et al., 2021).

Il existe une corrélation directe entre les activités antioxydantes et le pouvoir réducteur

de certains extraits de plantes (Duh et Yen, 1997).

Nous avons testé le pouvoir réducteur des trois extraits bruts de Bunium incrassatum et
de I’acide ascorbique. La figure ci-dessous résume les valeurs des absorbances obtenues et qui
ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Nous avons utilisé 1’acide ascorbique
comme solution témoin, ¢’est un antioxydant puissant qui capte les radicaux libres et empéche

les réactions en chaine (Kurniawati et al., 2017).
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Figure 14: Pouvoir réducteur des différents extraits de Bunium incrassatum comparé a
I’acide ascorbique par le test de FRAP.
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Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur des extraits et de 1’acide
ascorbique augmentent avec 1’augmentation de la concentration. En effet, une augmentation
de I’absorbance signifie une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Ozturk et

al., 2007).

Nous avons illustré dans la figure 15 I’effet réducteur des différents extraits de notre

plante et celle de I’acide ascorbique a une concentration de 2,50 mg/ml.

3+ Ac. Ascorbique
2,58

2,5 - B Extrait aqueux

M Extrait éthanolique

B Extrait acétonique

Absorbance
=
(03]

1 - 0,78 0,65 057
0’5 | l . .

0 J
Ac. Extrait Extrait Extrait

Ascorbique aqueux éthanolique acétonique

Figure 15: Le pouvoir réducteur des différents extraits de Bunium incrassatum et de

I’acide ascorbique testés par la méthode de FRAP a une concentration de 2,50 mg/ml

En comparant le pouvoir réducteur des trois extraits par rapport a celui de 1’acide
ascorbique a la concentration de 2,50 mg/ml, nous remarquons que 1’extrait aqueux a montré
la meilleure activité réductrice du fer (0,78%) suivie par I’extrait éthanolique (0,65%) et
I’extrait acétonique (0,57%). Cependant ce pouvoir réducteur reste inferieur a celui de 1’acide

ascorbique.

Nos résultats ne vont pas dans le méme sens que ceux obtenus par Dehimi et al., (2021),
puisque c’est I’extrait acétonique qui a présenté le meilleur pouvoir réducteur par rapport aux

extraits méthanolique et aqueux.

D’apres ces mémes auteurs, 1’augmentation de ’efficacité anti-oxydante dépend tout
d’abord de la structure, la qualité et la concentration des composées phénoliques et leurs

quantités dans les tissus des plantes. Ainsi qu’a la plante elle méme, sa localisation et les
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propriétés climatiques de chaque région, la méthode d’extraction et le solvant utilisé peuvent

aussi influencer cette activité.

36



Conclusion

37



Conclusion

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’actualité malgré son ancienneté et cela est di a

leur richesse en composés bioactifs.

Parmi ces plantes, Bunium incrassatum possede des propriétés thérapeutiques et
pharmacologiques en plus de sa disponibilité dans notre région. Ce qui nous a pousser a faire
un screening phytochimique afin de connaitre les groupes chimiques présents dans cette
plante ainsi que I’étude de I'activité antioxydante des extraits bruts préparés a partir de cette

plante en utilisant deux méthodes DPPH et FRAP.

Parmi les différentes parties de B. incrassatum , seule le tubercule a été sélectionné dans notre
¢tude pour son effet antioxydant trés important. Le calcul des rendements apres extraction a
montré que les rapports les plus €levés ont été obtenus pour I’extrait hydroéthanolique et
hydroacétonique estimés a 11,5% et 6,9% respectivement. Tandis que le rendement de
I’extrait aqueux a été le plus faible égal a 6,65 %. Les tests phytochimiques ont mis en
¢vidence la présence d’une grande variété de métabolites secondaires dans les différents
extraits du tubercule de B.incrasstum notamment les flavonoides, les saponosides, les sucres

réducteurs et les quinoneslibres.

L’étude de I’activité antioxydante par les deux méthodes DPPH et FRAP montre une grande
capacité des différends extraits a réduire le fer et a neutraliser le radical DPPH. Cette activité
est dépendante de la teneur en composés phénoliques. L’extrait hydroacétonique a présenté le
pouvoir antioxydant le plus important par rapport aux autres extraits dans le test DPPH, ce
dernier s’est montré inférieur a celui de 1’acide ascorbique. Cependant, c’est I’extrait aqueux

qui a montré le pouvoir antioxydant la plus important dans le test de FRAP.

Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires approfondies a
différents niveaux, a travers une caractérisation fine et poussée sur d’autres composés de

Bunium. incrassatum par d’autres techniques.
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Annexe 1 : Test de piegeage du DPPH par 1’acide ascorbique et des extraits du Bunium
incrassatum

Annexe 2: Test de FRAP des différents extraits du Bunium incrassatum
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