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Résumé

De par sa composition, Cynara scolymus L. (Artichaut) est une plante d’intérét
nutritionnel et médicinal décrite pour sa richesse en métabolites secondaires (tanins,

flavonoides...).

Dans le cadre de la découverte de nouvelles molécules bioactives a partir de sources
naturelles, notre travail a porté sur I'étude des métabolites secondaires (phénols totaux,
flavonoides et tanins) et sur I'évaluation de I'activité antioxydante des différents extraits de

I'espéce Cynara scolymus appartenant a la famille des Astéracées.

La premiére partie de notre étude a pour but I'extraction et le dosage des phénols
totaux, des flavonoides et des tanins condensés par le réactif de Folin-ciocalteu, par le
trichlorure d’aluminium et par le test de vanilline respectivement. La deuxiéme partie est
I'étude de l'activité antioxydante des extraits de Cynara scolymus qui est déterminée in vitro
en utilisant trois tests d’évaluation : I'activité antioxydante totale CAT, le piégeage du radical
DPPH, et la réduction de fer.

Les résultats obtenus ont montré que les teneurs en polyphénols totaux exprimés en
milligramme équivalent acide gallique par gramme de matiére séche sont comprises entre
2,83 et 23,84mg EAG/g MS. Les teneurs en flavonoides et en tanins sont exprimées en

milligramme équivalent catéchine par gramme de matiére séche.

L’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant par trois méthodes différentes a révélé
qgue tous les extraits de I'espéce végétale étudiée présentent des propriétés antioxydantes a
différents niveaux. Comparés aux autres extraits, I'extrait méthanolique du cceur, la fraction
aceétate d’éthyle du coeur et I'extrait des tanins du cceur ont montré une bonne capacité a
piéger le radical libore DPPH° (Valeurs des ICso= 1,4mg/ml ; 2,07mg/ml et 3,00mg/ml
respectivement. Par ailleurs la fraction acétate d’éthyle du coeur a enregistré un fort pouvoir

réducteur de fer (ECso = 0,30mg/ml).

Mots clés : Cynara scolymus ; composés phénoliques ; flavonoides ; tanins ; activités
antioxydantes ; CAT ; DPPH ; FRAP.
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Abstract

Thanks to its composition and being a plant of nutritional and medicinal interest,
Cynara scolymus L. (Artichoke) is known for its richness in secondary metabolites (tannins,
flavonoids, etc.).

In order to discover new active molecules from natural resources, the present work
aims to study secondary metabolites (total phenols, flavonoids and tannins) and to evaluate
antioxidant activity of various extracts of the Cynara scolymus species belonging to the

Asteraceae family.

As a matter of fact, the first part of our work aims to extract and measure the total
phenols, flavonoids and condensed tannins by the Folin-ciocalteu reagent, aluminum
trichloride and the vanillin assay, respectively. The second part is related to the study of the
antioxidant activity of extracts of Cynara scolymus which is determined in vitro using three
evaluation tests: Total antioxidant capacity (TAC), DPPH assay and Ferric reducing

antioxidant power (FRAP).

The obtained results revealed that total polyphenol contents expressed in milligram
equivalent gallic acid per gram of dry matter were between 2.83 and 23.84 mg EAG / g DM.
The flavonoid and tannin contents were expressed in milligram equivalent catechin per gram

of dry matter.

In vitro evaluation of the antioxidant power by three different methods, for its part,
revealed that all extracts of the plant species studied had antioxidant properties at different
levels. Compared to the other extracts, the methanolic extract of the heart, the ethyl acetate
fraction of the heart and tannins extract of the heart showed a good ability to trap the free
radical DPPH°® (values of ICsq = 1.4mg / ml, 2.07mg / ml and 3.00mg / ml respectively. In
addition, the ethyl acetate fraction of the heart recorded a high iron reducing power (ECso =
0.30mg / ml).

Keywords : Cynarascolymus ;  phenolic  compounds; flavonoids; tannins
antioxidantactivities ; TAC ; DPPH ; FRAP.
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Introduction générale _

Au cours de la derniere décennie, la recherche d'antioxydants d'origine naturelle a
suscité un intérét croissant et diverses études ont révélé l'importance des fruits et des
legumes dans la prévention des maladies chroniques résultant du stress oxydatif
(GULCIN, 2012). Les plantes ont une riche source de molécules a potentiel antioxydant,
telles que les composés phénoliques, les caroténoides, les vitamines, les flavonoides et
les terpénoides (KUMAR et al., 2012 ; RANILLA et al., 2010).

Les composés phénoliques font I'objet de nombreuses recherches. Ills sont
largement utilisés en thérapeutigue comme inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti
radicalaires (EL-DEMERDASH et al., 2005 ; GEHIN et al., 2006 ; BOUAYED et al., 2007 ;
SIVAPRIYA et SRINIVAS, 2007).

La recherche de nouvelles molécules pharmacologiques actives via le screening
de sources naturelles a permis la découverte d’'un grand nombre de médicaments utiles
qui commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies
humaines (GURIB-FAKIM, 2006).

Pour cela notre laboratoire et principalement notre équipe de recherche s’intéresse
de trées prés a la phytochimie et aux activités biologiques (antimicrobiennes et
antioxydantes) des extraits végétaux des plantes meédicinales dans le but d’élargir les
perspectives de valorisation des produits naturels (BEKHECHI et al., 2012 ; SELADJI et
al., 2014 ; BOUGANDOURA et BENDIMERAD, 2013 ; BENHAMMOU et al., 2014 ; NANI
et al., 2015).

En vue d’apporter une contribution a la connaissance de I'espéce Cynara

scolymus L. (artichaut) notre travail, a été réalisé en trois parties :

v' Dans la premiére partie, une syntheése bibliographique menée sur I'espéce
sélectionnée appartenant a la famille des astéracées, Cynara scolymus
ainsi que sur les métabolites secondaires de la plante et leurs activités

biologiques.

v" Dans la deuxieéme partie le travail est expérimental, qui consiste en :

» Préparation et détermination des rendements des extraits bruts secs aqueux et

méthanolique.




Introduction générale _

Extractions sélectives des familles prépondérantes notamment les composés
phénoliques et les tanins.

Dosage des principales classes phénoliques, les phénols totaux, les flavonoides,
et les tanins.

Extraction des fractions flavonoidiques, d’acétate d’éthyle et n-butanol.

Extraction des tanins.

L’évaluation in vitro de l'effet antioxydant des extraits aqueux, méthanolique,
acétatique, butanolique, et tannique correspondants aux feuilles et au cceur de la
plante selon la technique de la capacité antioxydante totale, la méthode du

piégeage du radical libre DPPH et celle de la réduction de fer.

v La troisieme partie sera consacrée a la discussion des résultats obtenus
lors de cette étude et notre travail est achevé par une conclusion et des

perspectives envisagées.
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Synthése bibliographique [N

Chapitre | : La nutrition

1. Définition de la nutrition

La nutrition c’est I'apport alimentaire répondant aux besoins de 'organisme. Une
bonne nutrition (c’est-a-dire un régime adapté et équilibré) et la pratique réguliére
d’exercice physique sont autant de gages de bonne santé.

Une mauvaise nutrition peut entrainer un affaiblissement de l'immunité, une
sensibilité accrue aux maladies, un retard de développement physique et mental et une
baisse de productivité (OMS).

Science appliquée, au carrefour de plusieurs disciplines scientifiques (biologie,
médecine, psychologie), qui permet de comprendre le fonctionnement du corps humain
et de proposer des recommandations alimentaires ou médicales visant a maintenir

celui-ci en bonne santé (Larousse, 2019).

2. Les plantes

Le terme « botanique » vient du grec botané, qui signifie « plante », dérivé du
verbe boskein, « nourrir ». Cependant, les plantes ne sont pas seulement une source
de nourriture, mais elles interviennent dans notre vie de bien d’autres fagons. Elles
nous procurent des fibres pour les vétements, du bois pour les meubles, I'abri et le
combustible, du papier pour les livres, des épices pour la saveur, des médicaments
pour les soins et I'oxygéne que nous respirons. Nous dépendons totalement des
plantes. Les plantes interpellent en outre intensément nos sens, et notre vie profite de
la beauté des jardins, des parcs et des zones naturelles dont nous disposons (RAVEN
et al., 2014).

2.1. Le pouvoir nutritionnel des plantes
Les aliments d'origine végétale contiennent exclusivement deux
nutriments essentiels : les fibres et les phytonutriments. Les fibres, présentes dans de
nombreuses variétés de tous les aliments végétaux intacts, offrent une protection
puissante des systéemes gastro-intestinal, cardiovasculaire et immunitaire, tandis que
les phytonutriments, une vaste classe de milliers de composés comprenant des
glucosinolates, des caroténoides et des flavonoides, agissent en synergie pour réduire
l'inflammation et I'oxydation, assurant une protection contre l'initiation et la progression
de la maladie (CLEMENS et al., 2012 ; FRAGA, 2009).
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3. La plante sélectionnée
3.1. Présentation et description de la plante étudiée : Cynara
scolymus L.

Au Moyen-Orient on appelle souvent l'artichaut « ardhi chouki », qui
signifie littéralement « épine de terre ». Les mots « Artichaut » en francais, « Carciofo »
en italien, « Artichoke » en anglais, « Alcachofa » en espagnol et « Artishoke » en
allemand, trouvent tous leur origine dans le mot arabe « Harsciof », qui signifie « épine
de terre » (GUYOT et GIBASSIER, 1967).

Au début de I'ére chrétienne, I'artichaut était déja cultivé et bien connu ;
selon FOURY, 1997 la mise en culture date du premier siécle apres J.C., en Andalousie
et/ou en Tunisie. L'espéce est pérenne et est multiplié¢e normalement par voie
veégetative. Toutefois, au début de sa culture, elle était vraisemblablement multipliée par
graines. La transition vers la multiplication végétative aurait été le résultat de la fixation
de certains types particuliers ayant une bonne aptitude a s’adapter dans diverses aires
de culture (FOURY, 1978).

L’artichaut (Cynara scolymus L.) (Annexe A) une espéce pérenne
appartenant a la famille des Asteraceae, est cultivée pour ses propriétés a la fois
culinaires, thérapeutiques et industrielles. Son aire de distribution géographique couvre
les régions du globe a été frais et hiver doux sans gel, ou sa production est possible
toute 'année (DRIDI, 2002). L'artichaut est originaire des régions méditerranéennes, il
n'existe pas a l'état spontané. Aujourd'hui, il est admis que l'artichaut descend du

cardon sauvage (Cynara cardonculus) (1.T.C.M.I, 2008).

3.2. Description botanique de la plante

L’artichaut est une plante herbacée vivace. Inconnu a I'état spontane,
c’est une forme culturale de Cynara cardunculus originaire du bassin méditerranéen. La
partie souterraine est un gros rhizome pourvu d’un puissant systéme racinaire. La tige
est dressée, cannelée, ramifiée, et mesure de 1 & 1,5m. La premiére année apparait
une rosette de grandes feuilles, larges, vert grisatre, profondément découpées, a
nervures tres saillantes, non épineuses, blanchatres et tomenteuses sur la face
inférieure. La tige qui apparait généralement la deuxiéme année, porte dans sa partie

supérieure des feuilles presque entieres, plus petites et sessiles. Les feuilles peuvent
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atteindre pres de 1m. Les fleurs bleues violacées, tubulées, sont disposées en gros
capitules solitaires verts ou violacés. Elles sont hermaphrodites et apparaissent
généralement la deuxieme année. Ces capitules terminaux, trés gros, dont la taille peut
dépasser 10cm de diameétre, sont constitués d’'un réceptacle charnu, hérissé de soies,
entouré par un involucre de bractées ovales, charnues a la base et pointues au sommet.
La formule florale est : 5 S + 5P + 5 E + 1 C. Les fruits sont des akénes ovoides,
généralement brun foncé, couronnés d’une aigrette blanche (GOETZ, 2007).

Regne : Végétal

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Cynara

Espéce : Cynara cardunculus

Variété : Cynara cardunculus var. scolymus L.

Noms vernaculaires : artichaut (francais), artichoke (anglais), ardi chawki (arabe),

garnoun (en Algérie)

3.3. Pieces comestibles et utilisations

Les tétes d'artichaut sont consommeées, soit crues soit cuites. Il faut
cependant prendre soin de retirer le foin (pour les plus gros spécimens) et les
« feuilles », ou bractées, les plus a I'extérieur qui sont trop coriaces et plutét ameres. Le
petit artichaut violet poivrade est consommé entier, ou pelé et cuit rapidement.
Certaines variétés violettes italiennes se mangent spécialement crues, tranchées
finement, avec du sel, du jus de citron et de I'huile d'olive. L'artichaut peut étre cuit a
l'eau salée, a la vapeur, au four a micro-ondes, au four, braisé, etc. On le mange chaud,
tiede ou froid, seul ou accompagné par exemple d'une vinaigrette ou d'une mayonnaise.
Le cceur, fréquemment mis en conserve ou mariné, peut étre incorporé aux salades et
aux hors-d’ceuvre ou employé comme garniture. Les vraies feuilles, celles qui poussent
le long de la tige, sont également comestibles une fois blanchies ou cuites
(Alimentarium, 2016).
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3.4. Propriétés de la plante

L’artichaut a des propriétés dépuratives mais aussi cholérétiques. |l
stimule la sécrétion biliaire par le foie et 'évacuation de la bile vésiculaire grace a la
cynarine ou acide dicaféylquinique. Mais la cynarine est essentiellement concentrée
dans la tige et les feuilles de lartichaut. Les parties que nous consommons en
contiennent peu. Les infusions de feuilles sont donc les seules qui paraissent efficaces
pour stimuler le foie. En revanche les polyphénols de l'artichaut aideraient a lutter
contre le cancer du foie en provoquant l'apoptose des cellules cancéreuses du foie
(MICCADEI et al., 2008).

Il est légérement diurétique grace a son potassium et son inuline. Comme
tous les diurétiques, il fait perdre de I'eau, mais pas des graisses. En revanche il
pourrait intervenir dans la sensation de satiété par un effet coupe-faim. Une étude
hongroise a montré que parmi les enfants et adultes obéses qui suivent un régime
pauvre en calories, ceux qui ont bu un concentré de jus d'artichaut ont vu leur sensation
de faim fortement diminuée. Leur indice de masse corporelle a lui aussi baissé (ANTAL
et al., 2008).

4. Travaux antérieurs

Plusieurs études ont décrit de nombreuses activités pharmacologiques associées
a l'artichaut, telles que des effets hépatoprotecteurs, antioxydants, anticarcinogenes,
hypocholestérolémiants, antibactériens, anti-VIH et diuritiques (JOY et HABER, 2007 ;
KUKIC et al., 2008 ; LATTANZIO et al., 2009 ; SHEN et al., 2010 ; QIANG et al.,
2012 ; GOUVEIA et CASTILHO, 2012 ; MAHMOUDI et al.,, 2012; DA SILVA
OLIVEIRA et al., 2014 ; SALEKZAMANI et al., 2018).

L'acide 1,3-O-dicaffeoylquinique (cynarine) est considéré comme ayant la plus
grande capacité d'inhibition de la biosynthese du cholestérol et de I'oxydation des LDL
(LATTANZIO et al., 2009).
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Chapitre Il : Les métabolites secondaires

1. Définition et fonctions des métabolites secondaires

Le terme « métabolite secondaire », qui a éventuellement été introduit par
Albrecht Kossel en 1891, est employé pour décrire une large gamme de composés
chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions périphériques
indirectement indispensables a la vie des plantes telles que la communication
intercellulaire, la défense, la régulation des cycles catalytiques. Les métabolites
secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures et ont une répartition
limitée dans l'organisme de la plante. Plus de 200.000 structures ont été définies et sont
d'une variété structurale extraordinaire. Ces molécules marquent de maniére originale,
une espece, une famille ou un genre de plante et permettent parfois d'établir une
taxonomie chimiqgue (HARTMANN, 2007).

Les végétaux synthétisent naturellement les métabolites secondaires, mais qui
ne participent pas aussitot au métabolisme végétal. lls peuvent étre spécifiques aux
familles, aux ordres, aux espéces, et aussi marne aux taxa (LAITINEN et al., 2000).

Ce sont des produits a structure chimique souvent complexe, on recense
plusieurs milliers de métabolites (au moins 30.000 structures caractérisees) et classes
selon leur appartenance chimique (JUDD et al., 2002). Parmi ces substances on trouve
les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins, les saponosides, les huiles
essentielles et les alcaloides qui ont des intéréts multiples mis a profit dans l'industrie
alimentaire et pharmaceutique. De plus, ils sont reconnus pour collaborer au processus
de pollinisations et comme des signaux chimiques permettant a la plante de s'adapter a
l'environnement (GRAGLIA et al., 2001).

Il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour comprendre

comment elles agissent sur I'organisme (ISERIN, 2001).

2. Classification des métabolites secondaires

Plus de 200.000 substances de métabolites secondaires ont été identifiées et

appartiennent a trois classes principales (VERMERRIS et al., 2006).

.
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Figure 1. Classification de quelgues métabolites secondaires (MUANDA, 2010).
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2.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du
métabolisme secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. lls
sont localisés dans différentes parties des plantes selon I'espéce végétale ou le groupe
phénolique considéré. Ce sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles
aromatique(s) sont issus de deux grandes voies métaboliques : la voie du shikimate et
celle de 'acétate (BRUNETON, 1999).

Jusqu'a aujourd’hui plusieurs milliers de composés phénoliques ont été
caractérisés chez les veégeétaux. lls ont tous la présence d'un ou plusieurs cycles

aromatiques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyle(s) (HARBORNE, 1998).

2.1.1 Classification des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d'atomes de
carbone dans le squelette de base, ces structures peuvent étre libres ou liées a l'ester
ou hétérosides (BRUNETON, 1999). Les différentes classes de ces composés

phénoliques et les plantes qui les renferment sont représentées dans le tableau 1.
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Tableau 1. Les principales classes de composés phénoliqgues (HARBORNE, 1989).

Squelette
carboné Classe Exemple Origine
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
C6-C1 Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides Acides caféique, férulique | Citrus
hydroxycinnamiques
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2 - C6 | Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3 - C6 | Flavonoides
* Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, légumes, fleurs
* Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fleure, fruits rouges
* Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
* Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Déidzéine Soja, pois
(C6 -C3)2 Lingnanes Pinorésinol Pin
(C6 —C3) n |Lignines Bois, noyau des fruits
(C15) n Tanins Raisin rouge, Kaki

2.1.2. Acides phénoliques

Appartiennent a deux groupes, les acides hydroxybenzoiques, dérivés de

'acide benzoique, qui ont une structure de base de type C6-C1, et les acides

hydroxycinnamiques dont la structure de base (C6—C3) dérive de celle de l'acide
cinnamique (VERMERRIS et al., 2006).

Les acides phénoliques présentent une tres grande variété de phénols. Le

terme acide phénol peut s'appliquer a tous les composés organiques possédant au

moins une fonction carboxylique et/ou hydroxyle phénolique (BRUNETON, 1993). lIs

sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales (PSOTOVA

et al., 2003).
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lIs possedent des activités antioxydantes et anti-radicalaires. De
nombreux glycosides du phénylpropane ont montré de fortes activités antioxydantes
(CAVIN, 1999).

/

OH

Figure 2. Structure de base de l'acide benzoique (VU et WANDLOWSKI, 2016).

O

\ OH

Figure 3. Structure de base de I'acide cinnamique (WAHYUNINGRUM et
PRAJNAMITRA, 2019).

2.1.3. Les flavonoides

Ce sont des métabolites secondaires ubiquitaires des plantes. On a
identifie plus de 4000 flavonoides naturels jusqu’a aujourd'hui (MILANE, 2004 ;
LHUILLIER, 2007).

lls possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitué de
deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones
(structure en C6-C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et B est communément
cyclisée pour former le cycle C (BOUGANDOURA, 2010).

lIs sont considérés comme des pigments quasiment universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. A I'état naturel, ils se trouvent le plus souvent sous forme d'hétérosides
(GHESTEM et al., 2001 ; BRUNETON, 1999).
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Les flavonoides présentent plusieurs activités biologiques, principalement
leur activité antioxydante et leur capacité a piéger les radicaux libres grace a leur
groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif (GHEDIRA K., 2005). lls exercent
aussi une activité antidiabétique, comme la myricétine qui présente des effets
hypoglycémiants et hypotryglycéridémiants chez les animaux diabétiques (ONG et
KHOO, 1997 ; ONG et KHOO, 2000). lls possédent des propriétés anti-inflammatoires,
antiallergiques et anti-ulcérogénes. Certains flavonoides ont également démontré un
potentiel d'agent vasodilatateur (BRUNETON, 1993).

On les regroupe en 5 grands groupes chez les plantes (LARKINS et
WYNN, 2004) :

* les flavones

* les flavonols (réputés les plus antioxydants) et les procyanidines
* les anthocyanines

* les hydroxycinnamates (abondants dans les fruits)

* les flavanones

lIs ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui
sont arrangés a une configuration C6—C3-C6 de type phényl-2—-benzopyrane (YAO et
al., 2004).

Figure 4. Structure de base des flavonoides (LHUILER, 2007).
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Tableau 2. Quelques classes de flavonoides (NARAYANA et al., 2001 ; ERDMAN et
al., 2007).

Groupe de flavonoides Caractéristique

Flavones Le groupe le plus abondant des
composeés phénoliques.

lIs se different des flavonols seulement
par le manque d'un OH libre en C3. Ce
qui affecte ainsi leur absorption aux UV,
mobilit¢  chromatographique et les

réactions de coloration.

Flavonols Un autre groupe abondant des

composés phénoliques.

Anthocyanines Représentent le groupe le plus important
des substances colorées. Ces pigments
hydrolysables contribuent a la coloration

des angiospermes.

Hydroxycinnamates Sont de puissants antioxydants, mais
n'‘ont pas d'impact sensoriel sauf aprés
oxydation, ils peuvent former des

pigments bruns.

Flavanones Sont caractérisés par I'absence de la
double liaison C2—-C3.

Le flavanone le plus abondant est la
naringénine, isolée pour la premiére fois

a partir des écorces de citrus.

Ces composés sont de puissants antioxydants, leur mécanisme d'action
peut étre direct ou indirect : pouvant piéger les radicaux libres réactifs et les chélateurs
d'ions métalliques. Un des effets directs les plus importants est la réduction de la
production de radicaux libres par inhibition d'enzymes et la régénération d'antioxydants
liés a la membrane tels que I'a-tocophérol sont des exemples de mécanismes indirects
(RITA et FARIT, 2009).

=
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lIs jouent un réle trés important dans le traitement du diabete (inhibant
l'aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations
(inhibant la phospholipase, etc), des hépatites, des tumeurs, de I'hypertension, des
thromboses (flavonols), des allergies et des affections bactériennes et virales (anti-HIV)
(ANDERSSON et al., 1996 ; COWAN, 1999 ; YAO et al., 2004).

2.1.4. Les tanins

Ce sont des composés polyphénoliques qui sont solubles dans l'eau. lls
présentent les réactions caractéristiques des phénols généralement, ils sont capables
de précipiter les alcaloides, la gélatine et aussi les autres protéines (STEVANOVIC,
2005 ; MERGHEM, 2009).

Les tanins sont une famille complexe de principes actifs. lls ont la
capacité de former des complexes avec des macromolécules (les protéines, glucide, etc)
et des liaisons entre les fibres de collagenes, d'ou leur viennent la plupart de leurs
propriétés. Leur structure chimique est particulierement variable, mais comporte
toujours une partie polyphénolique (BARTOSZ, 2003). Des radicaux tanniques plus
stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine
de l'auto-oxydation des lipides (CAVIN, 1999).

lls ont les propriétés et les capacités biologiques suivantes : la fixation et
l'inhibition enzymatique, le piégeage des radicaux libres et l'activité antioxydante, un
effet antiseptique (antibactérien, antifongique, antiviral), et la prévention des maladies
cardiovasculaires (LECASBLE, 2012).

Les tanins sont compris dans la protection contre les infections fongiques
et bactériennes. lls favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation
veineuse et tonifient la peau des rides (KANSOL, 2009).

Il est classique de distinguer deux grands groupes de tanins, différents a
la fois par leur réactivité chimique et leur composition : les tanins hydrolysables et les
tanins condensés (PAOLINI et al., 2003 ; SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

Leur structure chimique est particulierement variable, mais comporte

toujours une partie polyphénolique.

a) Les tanins hydrolysables : appelés tannoides, ce sont des dérivés de

I'acide gallique ; ils sont des oglio ou des polyesters d'un sucre et d'un nombre variable

g
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d'acides phénols. Le sucre est généralement le D-glucose, I'acide phénol peut étre soit
l'acide gallique dans le cas des gallotanins ou l'acide ellagique dans le cas des tanins
classiguement dénommes ellagitanins (BRUNETON, 1993 ; COWAN, 1999).

lls sont facilement dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique
(GUIGNARD, 2000).

b) Les tanins condensés : Les tanins condensés, appelés
proanthocyanidines ou procyanidines, sont des composés qui ne possedent pas de
sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s'agit
des polyméres flavoniques constitués d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des
liaisons carbone-carbone (BRUNETON, 1999). Par traitement acide a chaud, ils se
transforment en pigments rougeatres et, pour cette raison, ils sont dénommés
proanthocyanidines (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

(A) (B)

Figure 5. Structure chimique d'un tanin condensé (proanthocyanidine) (A) et d'un
gallotanin ou tanin gallique (1, 2,3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) (B) (SARNI-MANCHADO
et CHEYNIER, 2006).

2.1.5. Les coumarines

Ce sont des substances naturelles connues. Ce sont des composés a
neuf atomes de carbone possédant le noyau 1,2-Benzopyrone (Figure 6). Certaines
familles d'Angiospermes élaborent des structures trés variées : Fabaceae, Asteraceae
et surtout Apiaceae et Rutaceae chez lesquelles sont rencontrées les plus complexes
(BRUNETON, 1993).
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Figure 6. Structure de base de coumarine (DONG-CHAN et al, 2013).

Les coumarines et leurs dérivés sont des produits naturels qui sont
largement utilisés pour des fins pharmaceutiques, agricoles et cosmétiques
(MOUSSAOQUI et BENSALEM, 2007). Elles ont des activités anti-thrombotiques, anti-
inflammatoires et vasodilatatrices (COWAN, 1999).

Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires
et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditions
structurales requises pour l'activité antiperoxydante des coumarines sont similaires a

celles signalées pour les flavonoides (ANDERSSON et al., 1996).

2.1.6. Phénylpropanoides

Les phénylpropanoides constituent une vaste classe de quelques milliers
de molécules, qui ont été identifies chez les plantes. Ils forment une sous-classe d'une
plus grande catégorie de métabolites secondaires communément appelée « phénols ».

Ces composés phénoliques sont largement répandus dans le regne
végétal, et a ce jour, plus de 8000 structures ont été identifices (DAl et MUMPER,
2010). Ces molécules ont été classées sur la base de la présence d'une unité de
phénol commune dans leurs structures, complétée par au moins un substituant
hydroxyle (CROTEAU et al., 2000).

Les phénylpropanoides jouent un rdle important dans les réactions des
plantes aux stress environnementaux biotiques et abiotiques. lls aident les plantes a
résister a divers agresseurs environnementaux tels que les microbes (LA CAMERA. et
al., 2004 ; MAZID et al., 2011), les herbivores (NURINGTYAS et al.,, 2012) et
favorisent lI'adaptation des plantes a de nouveaux environnements (BAIS et al., 2003)
par le mécanisme de l'allélopathie et de la reproduction réussie (DUDAREVA et al.,
2004).

&
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De plus, ils jouent un rble de molécules de signalisation dans les
interactions plante-microbe (LA CAMERA et al.,, 2004). Bien que les métabolites
secondaires soient généralement décrits comme des molécules présentes a faible
concentration dans les plantes, la lignine est le phénylpropanoide qui constitue le
deuxieme biopolymere terrestre le plus répandu et constitue une unité structurelle de
base des angiospermes et des gymnospermes.

Outre leurs rbOles centraux spécifigues aux plantes, plusieurs
phénylpropanoides ont été décrits comme des molécules d’'importance médicinale. En
effet, ils peuvent servir d'antioxydants (BORCHARDT et al., 2009), anticancéreux
(FERRAZZANO et al., 2011), anti-inflammatoires (CHANG et al., 2010), antibactériens,
cicatrisants et filtres UV (KORKINA, 2007).

2.1.7. Quinones

Chez les plantes, ces molécules, également appelées prénylquinones
(LICHTENTHALER, 1977), fonctionnent dans les chaines de transport d'électrons, en
tant que porteurs dhydrogéne liés a la membrane et mobiles. Certaines de ces
molécules sont attachées de maniere permanente aux protéines et facilitent le transport
des électrons au sein de complexes protéiqgues (NOWICKA et KRUK, 2010). Il a
€également été signalé qu'ils participaient a la régulation de I'expression des génes et a
la transduction du signal dans les cellules (KAWAMUKAI, 2002). D'autres études ont
décrit leur role important dans la photosynthese (phylloquinine et plastoquinone) et la
respiration aérobie (ubiquinone).

Les quinones sont des pigments naturels qui sont généralement jaunes
pales, rouges et bruns. Ces couleurs sont masquées par d'autres pigments
(HARBORNE, 1998).

O

O

Figure 7. Structure d'une molécule de quinone (COWAN, 1999).
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2.2. Les terpénoides

Aussi appelés isoprénoides, sont des composeés issus de la condensation
d’'unités de base a 5 carbones de type isoprene (Figure 8). On parle également de
composeés terpéniques ou monoterpéne correspondant a des molécules a 10 carbones
formées a partir de deux unités isoprenes (BRUNETON, 1999 ; HARBONE, 1998).

Les terpenes possédent d'importantes propriétés thérapeutiques,
notamment en cancérologie, dans le traitement de linflammation ou encore des
infections bactériennes (CHRISTIANSON, 2008).

CH,

__CH,

H,C
Figure 8. Structure de base d'isoprene (MOROT-GAUDRY, 2016).

lls existent chez toutes les plantes et représentent la plus grande
catégorie de métabolites secondaires, avec plus de 22000 composés décrits.

L'hydrocarbure est le terpénoide le plus simple. lls sont classés en
fonction du nombre de leurs unités isopréniques (RAVEN et al., 2003).

On compte aujourd'hui 600 classes utilisées en aromathérapie dont I'essor

s’étend dans le domaine médical et cosmétique (LUCIENNE, 2010).

2.3. Les composés azotés (Alcaloides, dérivés des acides
amines)

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement
basiques, issus principalement des végétaux. lls présentent des réactions communes
de précipitation. Aprés extraction, ils sont détectés par des réactions générales de
précipitation fondées sur leur capacité de se combiner avec des métaux. La
caractérisation de la présence d'alcaloide peut se faire par précipitation a l'aide de
plusieurs réactifs (KANSOLE, 2009).

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce

&
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groupe de métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéme nerveux
central, ils agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants
(caféine, etc). Certains jouent un rdle d’anesthésiques locaux (cocaine) (KANSOLE,
20009).

Inversement a la majorité des autres types de métabolites secondaires,
les nombreuses classes d'alcaloides possedent des origines biosynthétiques uniques
(ZIEGLER et FACCHINI, 2008).

L'étude de leur mécanisme d'action a conduit a les employer comme
réactifs biologiques en neurochimie et en chimiothérapie. lls sont dotés aussi d'un
pouvoir antioxydant (ROUE, 2011).

0
CH
H4C e 9 H
;N\ | N/> H3C\N)tl\{
N |
N /
CHs |
CHs

Caféine Théophylline
Figure 9. Structures de quelques alcaloides (ZIEGLER et FACCHINI, 2008).
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Chapitre lll : L’oxydant et I’antioxydant
1. Généralités

L’'oxygéne est la source de vie pour les organismes aérobies mais peut étre

également une source d’agression pour ces organismes (NAMIKI, 1990).

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions
physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose,
toxines) et métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d'un facteur
hormonal ou facteur de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une
expression commune appelée stress oxydant, d0 a I'exagération d’un phénoméne
physiologique, normalement trés contrélé, la production de radicaux dérivées de
'oxygéne (WALKER et al., 1982).

2. Le stress oxydant

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
espéces réactives de I'oxygéne et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les
dommages oxydatifs (BOYD et al., 2003).

L’'oxygéne assure grace a des enzymes, l'oxydation de divers substrats
endogenes : les phospholipides des membranes cellulaires, les protéines, 'ADN. Cette
oxydation conduit a la formation des radicaux libres ou espéces réactives oxygénées
(ERO) (ROUSSEAU, 2004).

Ces molécules sont tres nombreuses, de forme radicalaire (contenant un
électron non appari€) ou non. Il existe de tres nombreuses ERO mais les plus
importantes sont l'ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne, le radical hydroxyle,
I'hypochlorite et le peroxynitrite (Figure 10). L’'ion superoxyde est formé spontanément
ou par certaines enzymes comme les oxydases ou les complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale. Il est transformé en peroxyde d’hydrogéne par I'enzyme
superoxyde dismutase. Cette molécule est plus stable que l'ion superoxyde. Elle est
dégradée en eau et oxygene par la catalase et la glutathion peroxydase. En présence
de métaux de transition sous forme libre (fer et cuivre), elle peut donner naissance au
radical hydroxyle qui est la plus réactive et donc la plus toxique des ERO (ICHAI et al.,
2011).
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02 + électrons

—|

;. (anion superoxyde) + H'

Oxydase
Chaine respiratoire
mitochondriale

Superoxyde dismutasé

H202 (peroxyde hydrogéne)

HO + OH. (hydroxyle) + Fe**

Spontanément
en présence de Fe

Catalase
Glutathion peroxydase

2+

H,0 + O,
Figure 10. Principales espéces réactives de 'oxygéne et enzymes antioxydantes
(ICHAI et al., 2011).

Ces ERO peuvent causer des dommages a l'organisme, en effet en cas de
stress entrainant un défaut de régularisation de [Il'oxydation, de conditions
environnementales ou de déséquilibre alimentaire, elles provoquent des
désorganisations cellulaires parfois irréversibles entrainant la mort des cellules
(ROLLAND, 2004). Cela peut conduire a I'apparition de nombreuses pathologies telles
que les maladies inflammatoires, I'athérosclérose, l'ischémie cérébrale et le cancer
(DIALLO et al., 2001).

2.1. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes
de molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides),
mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des
métabolites libérés notamment lors de l'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi
réagir contre ces composes anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement
peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique
(FAVIER, 2003).

&
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2.1.1. Dommage d’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des
étres vivants, il s'agit d'une molécule trés sensible a l'attaque par les radicaux de
'oxygene. L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées. Le stress oxydant peut aussi
attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer

le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin (FAVIER, 2003).

2.1.2. Oxydation des protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires se trouvent étre
celles qui comportent un groupement sulfhydrile (SH). C’est le cas de nombreuses
enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont étre de ce fait oxydées et
inactivées (BARNOUD et al., 2007).

Les protéines peuvent subir I'action directe des ERO suivant ces étapes
(BARAIBAR et al., 2013) :

» Modifications oxydatives réversibles : formation de disulfures, d’acide sulfénique
et de méthionine sulfoxyde résultant de I'oxydation des chaines latérales des
résidus cystéine et méthionine, les plus sensibles a I'oxydation.

> Formation de réticulations intra- et inter-moléculaires et/ou fragmentation des
chaines polypeptidiques par oxydation du squelette carboné de la protéine.

» Fragmentation de la chaine carbonée par oxydation d’un résidu glutamyl ou par
a-amidation et oxydation directe de chaines latérales de résidus sensibles
(lysine, arginine, proline, thréonine) conduisant a la formation de groupes
carbonylés sur la protéine.

2.1.3. Oxydation des glucides

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup
moins étudiée gque celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les
especes réactives de I'oxygéne attaquent les mucopolysaccharides et notamment les
protéoglycanes du cartilage. Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions
physiologiques, en présence de traces meétalliques, en libérant des cétoaldéhydes,
H,O, et OHe, qui entraineront la coupure de protéines ou leur glycation par attachement

du cétoaldéhyde, formant un dérivé AGE.
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Ce phénomene de glycosoxydation est tres important chez les diabétiques

et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (FAVIER, 2003).

2.1.4. Peroxydation lipidique
Les lipides sont les molécules les plus sensibles au stress oxydatif, surtout
les acides gras polyinsaturés. Quand le radical hydroxyle rencontre les lipides, il va se
produire un phénomene qu'on dénomme peroxydation lipidique. Briévement ce
processus implique :
> Le retrait d’'un atome d’hydrogéne d’un lipide par le radical hydroxyle.
> Le lipide radicalaire réagit avec 'oxygéne pour former le radical peroxyde.
» Ce dernier peut attaquer les chaines lipidiques adjacentes et propager la
réaction de peroxydation.
La réaction en chaine géneéere des lipides hydroperoxydes qui, lorsqu’ils
s’accumulent dans la membrane, la déstabilisent en générant des macrospores
induisant une fuite d’ions (Figure 11) (LACRAZ, 2009).

A~ Polyunsaturated fatty acids LH

M/ Lipid radical g

N\./. Lipid peroxyl radical LOO"

/\/\|/ Lipid hydroperoxides LOOH
OOH

y

decomposition

) / products \
e e D NN

aldehydes 4-Hydroxy-2-nonenal Malondialdehyde
4-HNE MDA

Figure 11. Mécanisme de la peroxydation lipidique (LAOUAFA, 2018).

Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou

les phospholipides membranaires. Les conséquences seront différentes : |'attaque des
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lipides circulants aboutissant a la formation de LDL oxydées qui, captées par des
macrophages, formeront le dépét lipidigue de la plaque d'athérome des maladies
cardiovasculaires, l'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la
transduction des signaux (FAVIER, 2003).

3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances naturellement présentes dans l'organisme,
capables de le protéger d'influences néfastes, notamment des réactions d'oxydation
également appelées stress oxydant. Les antioxydants, qui constituent un systeme de
défense in vivo, se composent de plusieurs lignes de protection. La principale d'entre
elles consiste a inhiber la formation des radicaux libres et des dérivés réactifs de
'oxygene en isolant les ions métalliques et en détruisant l'anion superoxyde et
'oxygene singulet, réduisant le peroxyde d'hydrogene et les hydroperoxydes dans
chaque cellule de I'organisme (BASHARAT, 2015).

L’organisme posséde des systémes endogénes dédiés a cette action protectrice.
Cependant, cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants
exogénes sont également présents dans I'alimentation apportant un soutien significatif
dans la lutte antioxydante. Nous les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits
rouges, etc), les légumes (brocoli, oignon, etc), les boissons (café, thé, etc) ainsi que
dans les épices, le cacao ou encore les céréales. Ces antioxydants sont surtout connus
pour leur capacité a réagir directement avec les radicaux libres en les « neutralisant »
par réaction de réduction.

Les antioxydants sont un groupe hétérogéne composé de systemes antioxydants
endogenes, enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de
polyphénols (DESMIER, 2016).
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3.1. Sources d’antioxydants

3.1.1. Enzymatiques
Nous trouvons trois sources d’antioxydants enzymatiques :
a. La catalase

Cest une enzyme que l'on retrouve principalement au sein des
peroxysomes, dans les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales. Cette
enzyme est constituée de quatre chaines polypeptides, comportant chacune un atome
de Fer sous forme ferrique (Fe3+). Ces derniers constituent les sites actifs de cette
enzyme. Le mécanisme de dismutation du peroxyde d’hydrogéne est le suivant
(DESMIER, 2016) :

H,0, + Fe(lll)-E ——>  H20 +O=Fe(IV)-E
H,0, + O=Fe(IV)-E =~ ———= 0O, + Fe(lll)-E +H20

b. La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une enzyme a sélénium. Elle se
retrouve dans les liquides extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du cytosol
et des mitochondries (RICHARD et al., 1997).

Cette enzyme constitue la voie majeure de dégradation des
hydroperoxydes. Cette fonction antioxydante est d’autant plus importante qu’elle joue

un réle essentiel avec les superoxydes dismutases et la vitamine E (FREI et al., 1988).

En présence de substrat de type ROOH, la réaction se traduit de la
maniére suivante avec la formation d’'une molécule d’eau et d’'une molécule d’alcool
(DESMIER, 2016).

2 GSH + ROOH

> GS-SG + ROH + H20
c. La superoxyde dismutase

Le role déterminant de la superoxyde dismutase (SOD) dans les systémes
de défenses antioxydantes de l'organisme est connu depuis 1968. On sait que I'ion
superoxyde (O, —) est le point de départ de la chaine de production des radicaux libres.

Or, dés ce stade précoce, la superoxyde dismutase inactive I'ion superoxyde en le
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transformant en peroxyde d’hydrogéne (H,0O;). Celui-ci est ensuite rapidement
catabolisé par la catalase et les peroxydases en dioxygéne (O) et en molécules d’eau
(H20) (Figurel?2).

Ainsi, différentes études ont confirmé que la production de H,O, sous
laction de la SOD était bien le facteur déclenchant des mécanismes naturels de
défenses antioxydantes. La SOD apparait donc comme I'enzyme clé de la défense
naturelle contre les radicaux libres (JOANNY, 2005).

SOD
_ +2H
20 R » Hzo2
GPx
2H202 » 2H20 + 02
Catalase

Figure 12. Role des enzymes antioxydantes dans le processus d’inactivation de 'ion
superoxyde (JOANNY, 2005).

3.1.2. Non enzymatiques

Le glutathion (GSH sous sa forme réduite) est un tri-peptide formé par la
condensation d'acide glutamique, de cystéine et de glycine : y-L-Glutamyl-L-
cystéinylglycine. Sa synthese fait intervenir la y -glutamylcystéine synthétase et la
glutathione synthétase. Il est particulierement important car c'est le substrat de
plusieurs enzymes antioxydantes (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1999).

*
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3.1.3 Autres antioxydants

a. Les vitamines

Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité
indispensable pour le fonctionnement des voies métaboliques des étres vivants. Elles
réagissent sous forme de coenzyme (BARATI et LE MARECHAL, 2008).

» Lavitamine E : La vitamine E est le plus abondant antioxydant liposoluble
du corps et joue un rdle protecteur en neutralisant les radicaux libres. La
vitamine E oxydée devient elle-méme un radical tocophéroxyl non toxique
lorsqu’elle neutralise un radical peroxyle (HALENG et al., 2007 ;
GOUDABLE et FAVIER, 1997 ; NEVE, 2002).
Elle est abondante dans les germes de blé, les légumes verts, les ceufs,
les noix et les corps gras notamment les huiles de tournesol, soja, et de
mais (KOECHLIN-RAMONATXO, 2006).

» La vitamine C : La vitamine C par ses propriétés antioxydantes, intervient
dans l'organisme contre les radicaux libres (MUNNICH et al., 1987). Ses
principales fonctions sont la contribution au fonctionnement du systeme
immunitaire, I'implication dans la synthése du collagéne et des globules
rouges, la protection des composés situés dans les compartiments
cellulaires et tissulaires hydrosolubles et la participation dans les
mécanismes liés a la métabolisation du fer (HALENG et al., 2007).
Toutefois la vitamine C est capable de piéger des radicaux libres mais son
intérét majeur en terme de pouvoir antioxydant réside en sa capacité a
régénérer la vitamine E au sein de la membrane (FABRE et al., 2015).
Elle est abondante dans les agrumes, les fruits rouges, les pommes, les
brocolis (BENBROOK, 2005).

» La vitamine A: La vitamine A est une vitamine liposoluble que l'on
retrouve en grande quantité dans l'organisme surtout au niveau du foie,
son lieu de stockage principal (DESMIER, 2016).
Parmi les différents caroténoides présents dans la nature, le plus connu
des caroténoides est le béta-carotene. Les fruits et légumes qui sont
jaunes, orange ou rouges y compris les carottes, les patates douces, les

abricots, et les mangues ainsi que vert foncé sont des sources de béta-
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carotene. D'autres caroténoides comme le lycopene, la lutéine, la
zéaxanthine, et la cryptoxanthine se trouvent dans les tomates, les
épinards et les agrumes respectivement (KOECHLIN-RAMONATXO,
2006 ; DIPLOCK et al., 1998).

b. Les polyphénols

Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. lls
sont tres largement représentés dans le régne végétal et donc dans notre alimentation.
Nous les consommons sous forme de fruits ou de légumes (DESMIER, 2016).

Les polyphénols doivent leur activité a, comme leur nom l'indique, un trés
grand nombre de résidus hydroxyles, qui sont autant de munitions pour lutter contre les
radicaux libres et stopper la réaction en chaine (Figure 13) (ROLLAND, 2004).

réduction d'un radical réactif

O @ — O

stabilisation par conjugaison

Figure 13. Propriétés réductrices des polyphénols (ROLLAND, 2004).
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Dans le cadre de l'étude de lactivité antioxydante d'une plante a intérét
nutritionnel, nous nous sommes intéressés a I'espéce Cynara scolymus L. (Artichaut).

Le travail a été effectué au sein du laboratoire de recherches « Produits naturels
"LA PRONA" ».

1. Origine et préparation des échantillons

1.1. Origine du matériel végétal

L’espéce étudiée a été achetée chez un marchand spécialiste des fruits et

légumes de la commune de Mansourah, située a Tlemcen, région Ouest de I'Algérie.

1.2. Préparation des échantillons

Nous nous sommes intéressés dans notre travail a la partie comestible de
lartichaut, a savoir: le réceptacle (coeur) et les bractées (les feuilles, dont on
consomme l'extrémité). Les deux parties du matériel végétal sont séparées, triées et
séchées a 'ombre et a température ambiante pendant 3 semaines, puis broyées a
I'aide d’'un mixeur.

Les poudres obtenues sont ensuite conservées dans des flacons, en verre
hermétiquement fermés a basse température -18°C en vue de procéder aux différentes

manipulations.

1.3. Préparation des extraits bruts secs

1.3.1. Préparation des extraits agueux

10g de chaque poudre (feuilles et coeur) dissous dans 150ml d’eau
distillée ont été chauffés a reflux pendant 2h (Annexe B), puis filtrés a froid ; ce filtrat a
ensuite été évaporé a sec sous pression réduite & 60 C & l'aide d'un évaporateur rotatif
(Buchi Rotavapor R- 200) (Annexe C). Le résidu obtenu est déterminé en poids pour
calculer le rendement (MAJHENIC et al., 2007).

1.3.2. Préparation des extraits méthanoliques

Une prise d’essai de 2,5g de chaque poudre (feuilles et coeur) a été mise

a macérer dans 25ml de méthanol absolu sous agitation magnétique pendant 30min.
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L’extrait a ensuite été stocké & 4°C durant 24h, filtré, puis le solvant a été
évaporé a sec sous pression réduite & 60°C a l'aide d'un évaporateur rotatif (Biichi
Rotavapor R- 200). Le résidu sec peseé est repris dans 3ml de méthanol et conservé a -
18°C (FALLEH et al., 2008).

1.3.3. Calcul du rendement

Le pourcentage en extraits bruts secs méthanoliques et aqueux ainsi que

celui des différentes fractions ont été calculés par la formule suivante :
R (%) =M/ M, x 100

R (%) : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de I'extrait sec

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

2. Dosage des composeés phénoliques

2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le réactif utilisé est le « Folin-Ciocalteu » ; c’est un mélange complexe des
acides phosphotungsténe (HsPW31,04) et phosphomolybdéne (HsPM;,0,4) de couleur

jaune.

Le principe de ce dosage, en utilisant la méthode de SINGLETON et
ROSSI, 1965 est basé sur l'oxydation des composés phénoliques par ce réactif, elle
entraine la formation d'un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur bleue

qui absorbe a 765nm.

Une quantité de 200ul des extraits de chaque partie de la plante est
mélangée avec 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué) et
0,8ml de carbonate de sodium a 7,5% (Na,CO3). L'ensemble est incubé a température
ambiante pendant 30min et la lecture est effectuée contre un blanc a l'aide d’'un

spectrophotometre a 765nm (Annexe D).

Une courbe d’étalonnage (y = ax+b) a été réalisée en paralléle par I'acide

gallique a différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.
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Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalents d’acide

gallique par gramme de matiere végétale séche en appliquant la formule suivante :
C=(cxV)/m
C : La teneur en phénols totaux (mg d’acide gallique/g de matiére seche).

c : La concentration de I'Acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage

(mg/ml).
V : Volume de I'extrait méthanolique ou aqueux (ml)

m : Prise d’essai de la matiére séche (g)
2.2. Dosage des flavonoides

Le principe de la quantification des flavonoides repose sur une méthode
adaptée par ZHISHEN et al., 1999 avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le
trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme
un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510nm. La teneur en
flavonoides des extraits bruts méthanoligues et aqueux a été déterminée par

spectrophotomeétrie.

Une quantité de 500ul de solution méthanolique de catéchine a différentes
concentrations ou de l'extrait méthanolique convenablement dilué est mélangé avec
1500ul d’eau distillée. A temps zéro, 150ul de nitrite de sodium (NaNO,) & 5% sont
ajoutés au mélange. Aprés 5min, 150ul de trichlorure d’aluminium (AICI3) & 10% (m/v)
sont rajoutés. Aprés 6min d’incubation a température ambiante, 500ul d’hydroxyde de
sodium (NaOH) (1M) sont additionnés immeédiatement, le mélange est complétement
agité afin d’homogénéiser le contenu. L’absorbance de la solution de couleur rosatre

est déterminée a 510nm contre le blanc.

La teneur en flavonoides totaux a été calculée a partir de la courbe
d’étalonnage (y=ax+b) réalisée par la catéchine a différentes concentrations dans les
mémes conditions que les échantillons. Les résultats sont exprimés en milligrammes

équivalents catéchine par gramme du poids de la matiére seche (mg EC/g MS).
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2.3. Dosage des tanins condensés

Les quantités des tanins condensés sont estimées en utilisant la méthode
a la vanilline en milieu acide (JULKUNEN-TITTO, 1985).

Un volume de 50ul des deux extraits bruts est ajouté a 1500ul de la
solution vanilline/méthanol (4%, m/v) et puis mélangé a l'aide d’'un vortex. Ensuite,
750ul de l'acide chlorhydrique concentré sont additionnés. On le laisse agir a
température ambiante pendant 20min. L'absorbance a 550nm est mesurée contre un
blanc. La concentration des tanins est estimée en milligramme équivalents de catéchine

par gramme du poids de la matiére séche a partir de la courbe d’étalonnage.

3. Extraction des flavonoides et des tanins

3.1. Extraction des fractions acétate d’éthyle et n-butanol des

flavonoides

Pour dissoudre les flavonoides nous avons soumis nos extraits secs
méthanoliques a un fractionnement a l'acétate d’éthyle et n-butanol selon la méthode
de BEKKARA et al., 1998.

Les résidus secs obtenus apres évaporation des deux filtrats
méthanoliques de la plante ont été repris dans 20ml d’eau bouillante et extraits dans
une ampoule a décanter successivement avec 2 x 20ml d’acétate d’éthyle (AcOEt) et
butanol (n-buOH). Les deux fractions de chaque phase organique ont été concentrées a
I'évaporateur rotatif. Les résidus secs ont été repris dans 3ml de méthanol puis
conservés a -18°C. Ces derniers étant la fraction acétate d’éthyle et la fraction n-

butanol respectivement.
3.2. Extraction des tanins
3.2.1. Protocole d’extraction

L’extraction des tanins a été effectuée selon la méthode adaptée par
ZHANG et al., 2008.
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» 2,59 de poudre de chaque partie de la plante (coeur et feuilles) ont été extraits
par 50ml du mélange acétone/eau distillée (35/15, V/V) durant trois jours a

une température ambiante.

» Les solutions sont filtrées puis évaporées par un évaporateur rotatif pour
éliminer l'acétone. Ensuite, la phase aqueuse est lavée par 15ml de
dichlorométhane afin d’éliminer les pigments et les lipides. Apres la séparation
de la phase organique, la phase aqueuse a été extraite deux fois avec 15ml
d’acétate d’éthyle.

» Le mélange des deux phases est évaporé a sec a 40°C puis pesé et repris
par 3ml de méthanol.

4. Evaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits de la

plante

Dans notre étude, pour mettre en évidence I'activité antioxydante in vitro des

extraits de notre plante, trois techniques chimiques ont été utilisées :

> Capacité antioxydante totale (CAT)
> Piégeage du radical libre DPPH
> Test de la réduction du fer (FRAP)

4.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la
méthode de phosphomolybdéne de PRIETO et al., 1999. Cette technique est basée sur
la réduction de molybdéne Mo (V1) présent sous la forme d’ions molybdate MoO,* &
molybdéne Mo (V) MoO* en présence de I'extrait pour former un complexe vert de

phosphate Mo(V) a pH acide.

Un volume de 0,3ml de chaque extrait méthanolique est mélangé avec
3ml de solution du réactif (0,6M acide sulfurique, 28mM phosphate de sodium et 4mM
molybdate d’ammonium). Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90min.
Aprés refroidissement, I'absorbance des solutions est mesurée a 695nm contre un

blanc qui contient 3ml de la solution du réactif et 0,3ml du méthanol et qui est incubé
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dans les mémes conditions que l'échantillon. La capacité antioxydante totale est
exprimée en milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme de la matiere

seche (mg EAA/ g MS). Les expériences sont répétées 3 fois.
4.2. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

Pour évaluer I'activité antioxydante, nous avons utilisé la méthode du
piégeage du radical libre DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit
par SANCHEZ-MORENO et al., 1998 (Annexe E). Dans ce test, les antioxydants
réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un composé
jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont lintensité de la couleur est inversement
proportionnelle & la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des
protons. Les absorbances mesurées a 515nm servent a calculer le pourcentage
d’inhibition du radical DPPH ; qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de
I'échantillon (PAREJO et al., 2002).

50ul de chaque solution méthanoligue des extraits a différentes
concentrations ou de standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1,95ml de la solution
méthanoligue du DPPH (0.0025g/l). En parallele, un contrble négatif est préparé en
mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95ml de la solution méthanolique de DPPH
(Annexe F).

La lecture de I'absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque
concentration a 515nm aprés 30min d’incubation a l'obscurité et a température

ambiante.

Le contrOle positif est représenté par une solution d’'un antioxydant
standard ; l'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesurée dans les mémes

conditions que les échantillons.
4.2.1. Expression des résultats
4.2.1.1. Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage de réduction du radical liore DPPH est exprimé par

la formule suivante :
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% d’inhibition = [(Abs ¢ — Abs e) / Abs c] x 100

Abs c : Absorbance du contrble

Abs e : Absorbance de I'échantillon testé

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois

mesures obtenues.
4.2.1.2. Calcul des concentrations inhibitrices (ICsp)

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur ICsy qui est la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité du DPPH (SAMARTH
et al., 2008).

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

ICso : Concentration de I'extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale
du radical DPPH.

4.3. Méthode de laréduction du fer FRAP

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode
décrite par OYAIZU, 1986, basée sur la réduction du Fe** présent dans le complexe
KsFe(CN)s en Fe®* (Annexe G).

> 1ml de chaque extrait a différentes concentrations est mélangé
avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2M (pH 6,6) et 2,5ml d'une

solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)g a 1%

> L’ensemble est ensuite incubé au bain marie a 50°C pendant 20min

> 2,5ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction

> Les tubes sont centrifugés a 3000rpm pendant 10min

> 2,5ml du surnageant sont mélangés a 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml

d’une solution de chlorure ferrique fraichement préparée a 0,1% (Annexe H)
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La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un
blanc semblablement préparé, en remplagant I'extrait par de I'eau distillée qui permet

de calibrer 'appareil (UV-VIS spectrophotometre).

Le contrle positif est représenté par une solution d’'un antioxydant
standard ; l'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesurée dans les mémes

conditions que les échantillons.

Une augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation du
pouvoir réducteur des extraits testés (HUBERT, 2006).
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1. Les composés phénoliques

1.1. Rendements des extraits bruts obtenus

Apres extraction par le méthanol a froid et I'eau a chaud des composés
phénoliques des feuilles et du coeur de Cynara scolymus L., nous avons pu définir les

rendements des extraits bruts (Tableau 3).

Tableau 3.Rendements en (%) des extraits bruts aqueux et méthanoliques.

Extraits Rendements en %
Extrait brut aqueux du cceur 34,73%
Extrait brut aqueux des feuilles 18,50%
Extrait brut méthanolique du coeur 7,62%
Extrait brut méthanolique feuilles 4,96%

D'apres ces résultats, il va sans dire que les extraits bruts aqueux présentent les
rendements les plus élevés par rapport aux extraits bruts méthanoliques avec 34,73%
pour le coeur et 18,5% pour les feuilles, ce qui concorde avec les résultats de
MAJHENIC et al., 2007 qui ont démontré que la température joue un rble dans le
rendement des extraits secs. En effet, le rendement est proportionnel a la température
lors de l'extraction. Ils ont aussi prouvé que les extraits bruts aqueux ont un rendement

nettement supérieur a celui des extraits bruts méthanoliques.

1.2. Teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins

condensés

Le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques et extrinseques (FALLEH et al., 2008). La raison principale pour laquelle
les teneurs en flavonoides doivent étre déterminées réside dans le fait qu'’ils constituent
la classe phénolique la plus importante avec plus de 5 000 composés déja décrits
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).
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1.2.1. Courbes d’étalonnage des dosages des phénols totaux, des

flavonoides et des tanins condensés

Les analyses quantitatives des phénols totaux, des flavonoides et des tanins
condensés sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire des
courbes d’étalonnage exprimées respectivement en mg équivalent d’acide gallique et

mg équivalent de catéchine par g de la matiére séche.
» Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols totaux

Cette courbe est établie en utilisant I'acide gallique comme référence et les
résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seche
(mg EAG/g MS). La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation
R2 = 0,992 (Figure 14).
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols
totaux.

» Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides

Le composé de référence utilisé pour I'établissement de cette courbe est la
catéchine. La courbe est établie avec un coefficient de corrélation R2 = 0,989 (Figure
15). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent catéchine par gramme de

matiere séche (mg EC/g MS).
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Figure 15. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

» Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés

La courbe est établie en utilisant la catéchine comme référence (Figure 16).
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Figure 16. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.
1.2.2. Analyses quantitatives des extraits
Les tableaux ci-dessous représentent les résultats des teneurs des dosages des

phénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés dans les extraits bruts aqueux

et méthanoliques des feuilles et du coeur de Cynara scolymus.
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a. Dosage des phénols totaux

Nous constatons que l'extrait méthanolique du cceur est quantitativement plus
riche en polyphénols par rapport aux autres extraits avec une teneur de 23,84mg
EAG/g MS. L'extrait agueux des feuilles vient en deuxiéme position avec une teneur de
13,95mg EAG/g MS, suivi de I'extrait aqueux du cceur puis de I'extrait méthanolique des
feuilles. Ces résultats sont comparables a ceux de MAHMOUDI et al., 2012 qui ont
trouvé des teneurs en polypénols pour I'extrait méthanolique de la fleur d’artichaut de
l'ordre de 28,54 + 0.18. Par contre DA SILVA OLIVEIRA et al., 2014 ont trouvé des
résultats différents des notres avec une teneur en polyphénols pour I'extrait aqueux des
feuilles égale a 661,15 + 20.11 mg EAG/g MS. Ceci peut étre expliqué par le fait qu’ils
ont préparé l'extrait aqueux par infusion, contrairement a nous qui avons fait une

extraction a chaud.

Tableau 4. Teneurs des dosages des phénols totaux des extraits bruts.

Extraits Teneurs mg EAG/g MS
Extrait aqueux du cceur 3,50
Extrait aqueux des feuilles 13,95
Extrait méthanolique du cceur 23,84
Extrait méthanolique des feuilles 2,83

b. Dosage des flavonoides

On remarque a partir du tableau 5 qu'encore une fois, I'extrait méthanolique du
cceur montre la teneur la plus élevée avec une teneur en flavonoides de l'ordre de
3,29mg EC/g MS. Les trois extraits restants a savoir I'extrait méthanolique des feuilles,
I'extrait aqueux du cceur et I'extrait aqueux des feuilles ont noté de faibles teneurs en
flavonoides (0,64mg EC/g MS, 0,31mg EC/g MS et 0,13mg EC/g MS respectivement).
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Tableau 5. Teneurs des dosages des flavonoides des extraits bruts.

Extraits Teneurs mg EC/g MS
Extrait aqueux du coeur 0,31
Extrait aqueux des feuilles 0,13
Extrait méthanolique du cceur 3,29
Extrait méthanolique des feuilles 0,64

De ce fait, on peut conclure que les extraits méthanoliques ont une teneur plus
élevée en flavonoides par rapport aux extraits aqueux.

KUKIC et al., 2008 ont trouvé des résultats proches des noétres et indiquent que le
réceptacle d’artichaut est le plus riche en flavonoides.

D’autres études ont quantifié les composés phénoliques et les flavonoides dans
les extraits méthanoliques et éthanoliques des feuilles de Cynara scolymus, toutefois,
en quantités plus importantes comparées a nos résultats (WANG et al., 2003 ;
GOUVEIASC. et CASTILHO, 2012 ; NASSAR et al., 2013).

c. Dosage des tanins condensés
Bien que I'extrait aqueux des feuilles soit celui ayant la teneur la plus élevée en
tanins condensés de l'ordre de 0,86mg EC/g MS, on remarque que toutes les valeurs

sont faibles et ne dépassent pas 1mg EC/g MS (Tableau 6).

Tableau 6. Teneurs des dosages des tanins des extraits bruts.

Extraits Teneurs mg EC/gMS
Extrait aqueux du coeur 0,10
Extrait aqueux des feuilles 0,86
Extrait méthanolique du coeur 0,48
Extrait méthanolique des feuilles 0,31

Si on se référe aux travaux de ROSALES, 1999 et JOKIC et al., 2010 l'eau,
spécialement a haute température, va aussi extraire des substances indésirables

comme les protéines, les lipides et les colorants non phénoligues qui causent des




Résultats et discussion [

interférences lors du dosage des tanins. L'extraction des tanins dépend de leur nature

chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires (CHAVAN et al., 2001).
2. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits

Afin d'avoir une meilleure compréhension de Il'activité de Cynara scolymus, nous
nous sommes intéressés aux propriétés antioxydantes des extraits de cette plante, dont
le réle suscite de plus en plus d’intéréts notamment dans la prévention de plusieurs

maladies cardiovasculaires, inflammatoires, du diabéte et du cancer.

Il existe une grande variété de méthodes triviales et précises permettant la
mesure de I'activité antioxydante des extraits de plantes. On a eu recours dans notre
étude a trois meéthodes complémentaires souvent utilisées pour évaluer l'activité
antioxydante des espéces végétales, a savoir : la capacité antioxydante totale (CAT), le
piégeage du radical libre DPPH et la réduction de fer (FRAP).

2.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale des différents extraits de Cynara scolymus est
exprimée en mg équivalent d’acide ascorbique par g a partir d'une courbe d’étalonnage

établie en utilisant I'acide ascorbique comme référence (Figure 17).
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Figure 17. Courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique pour la mesure de la capacité
antioxydante totale.
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A partir des résultats de la figure 18, on remarque que l'extrait ayant la plus
grande capacité antioxydante est l'extrait aqueux des feuilles avec une capacité
antioxydante égale a 1,87mg EAA/g, suivi de l'extrait aqueux du coeur avec une
capacité antioxydante de I'ordre de 1,24mg EAA/g. Les extraits des feuilles et du coeur
ont enregistré une capacité antioxydante totale presque identique avoisinant 0,63mg
EAA/g.
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MeOH F: extrait méthanolique des feuilles ; MeOH C : extrait méthanolique du coeur : Aq F : extrait
aqueux des feuilles ; Aq C : extrait aqueux cceur.

Figure 18. Capacité antioxydante totale des extraits de Cynara scolymus.

2.2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

L’activité antioxydante des extraits de Cynara scolymus et de l'antioxydant
standard (BHA) vis-a-vis du radical liore DPPH a été évaluée a laide d'un
spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515nm. Cette capacité de
réduction est déterminée par une diminution de [Il'absorbance induite par des

substances antiradicalaires.

Grace aux résultats obtenus, on a calculé les pourcentages d'inhibitions et tracer
des courbes (pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations) qui

vont nous permettre de déterminer la valeur d'ICso de chaque extrait.

|
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Figure 19. Courbe des concentrations du standard (BHA).

2.2.1. Extraits aqueux des feuilles et du coeur

La figure ci-dessous montre les pourcentages d'inhibition des extraits aqueux
des feuilles et du cceur.
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Figure 20. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH des extraits aqueux des
feuilles et du ccoeur de Cynara scolymus.
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On remarque que pour le coceur et a une concentration de 5mg/ml, le
pourcentage d'inhibition est de I'ordre de 48,48% tandis que celui des feuilles et a une

méme concentration est égal a 13,30%.

Tableau 7. Valeurs des ICso des extraits aqueux.

Extraits ICso
Extrait aqueux des feuilles 14,00
Extrait aqueux du cceur 5,20
BHA 0,15

Selon les valeurs des ICsq (Tableau 7), on peut classer I'efficacité des extraits de
comme suit : Le standard BHA, I'extrait aqueux du cceur et enfin I'extrait aqueux des
feuilles.

2.2.2. Extraits méthanoliques des feuilles et du cceur

La figure 21 montre les pourcentages d'inhibition des extraits méthanoliques des
feuilles et du coeur.
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Figure 21. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH des extraits méthanoliques
des feuilles et du coeur de Cynara scolymus.
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On remarque que pour le cceur et a une concentration de 5mg/ml, le
pourcentage d'inhibition est de I'ordre de 92,84% tandis que celui des feuilles et a une

méme concentration est égal a 14,50%.

Tableau 8. Valeurs des I1Cs, des extraits méthanoliques.

Extraits ICso
Extrait méthanolique des feuilles 12,28
Extrait méthanolique du coeur 1,40
BHA 0,15

Selon les valeurs des ICsq (Tableau 8), on peut classer I'efficacité des extraits de
comme suit: Le standard BHA, l'extrait méthanolique du cceur et enfin I'extrait
méthanolique des feuilles.

2.2.3. Fractions acétate d'éthyle des flavonoides des feuilles et du

coeur

La figure ci-dessous montre les pourcentages d'inhibition des extraits fractionnés
des feuilles et du coeur.
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Figure 22. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH des fractions d'acétate
d'éthyle des feuilles et du coeur de Cynara scolymus.
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On remarque que pour le coceur et a une concentration de 5mg/ml, le
pourcentage d'inhibition est de l'ordre de 86,89% tandis que celui des feuilles et a une

méme concentration est égal a 2,70%.

Tableau 9. Valeurs des I1Cs, des fractions d'acétate d'éthyle.

Extraits ICso
Fraction acétate d'éthyle des feuilles 21,01
Fraction acétate d'éthyle du coeur 2,07
BHA 0,15

Selon les valeurs des IC5y (Tableau 9), on remarque que les deux fractions
d’acétate d’éthyle ont une activité radicalaire nettement inférieure a celle du standard
BHA. Le classement se fait ainsi : Le standard BHA, la fraction acétate d'éthyle du coceur

et enfin la fraction acétate d'éthyle des feuilles.
2.2.4. Fractions butanoliques des flavonoides des feuilles et du cceur

La figure 23 montre les pourcentages d'inhibition des extraits butanoliques
fractionnés des feuilles et du coeur. A une concentration de 5mg/ml, on remarque que le
pourcentage d’inhibition du cceur est égal a 61,89% alors que celui des feuilles est de
'ordre de 41%.
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Figure 23. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH des fractions butanoliques
des feuilles et du coeur de Cynara scolymus.
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Tableau 10. Valeurs des ICsy des fractions butanoliques.

Extraits ICso
Fraction butanolique des feuilles 21,39
Fraction butanolique du coeur 5,54
BHA 0,15

Selon les valeurs des ICso (Tableau 10), on remarque que les deux fractions
butanoliques ont une activité radicalaire inférieure a celle du standard BHA. Le
classement se fait ainsi : Le standard BHA, la fraction butanolique du cceur et enfin la
fraction butanolique des feuilles.

2.2.5. Extraits des tanins des feuilles et du coeur

La figure ci-dessous montre les pourcentages d'inhibition des extraits des tanins
des feuilles et du cceur.
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Figure 24. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH des extraits des tanins des
feuilles et du coeur de Cynara scolymus.

On remarque que pour le cceur et a une concentration de 5mg/ml, le
pourcentage d'inhibition est de l'ordre de 86,19% tandis que celui des feuilles et a une
méme concentration est égal a 10,20%.

)
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Tableau 11. Valeurs des ICsg des extraits des tanins.

Extraits ICso
Extrait des tanins des feuilles 13,65
Extrait des tanins du cceur 3,00
BHA 0,15

Selon les valeurs des ICsp (Tableau 11), on remarque que les deux extraits ont
une activité radicalaire inférieure a celle du standard BHA. Le classement se fait ainsi :
Le standard BHA, suivi de I'extrait des tanins du cceur et enfin I'extrait des tanins des
feuilles.

En analysant les résultats précédents, on remarque que le pourcentage
d'inhibition du radical libre DPPH est proportionnel a l'augmentation de la concentration,
gue ce soit pour le standard Butylhydroxyanisol (BHA) ou pour les différents extraits de
notre étude. De ces résultats, nous constatons que le pouvoir piégeur, mesuré par le
test DPPH, des extraits est dans I'ordre suivant :

Extrait méthanoliqgue du cceur > fraction acétate d’éthyle du cceur > extrait des
tanins du cceur > extrait aqueux du cceur > fraction butanolique du coeur > extrait
méthanolique des feuilles > extrait des tanins des feuilles > extrait aqueux des feuilles >
fraction acétate d’éthyle des feuilles > fraction butanolique des feuilles.

De ces résultats nous constatons que pour lartichaut, la partie du coceur

(réceptacle) posseéde une meilleure activité antiradicalaire que les feuilles (Figure 25).
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Figure 25. Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
concentrations des différents extraits de Cynara scolymus.

2.3. Réduction de fer : FRAP

L'activité antioxydante des extraits méthanoliques et agueux de Cynara scolymus
a été évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple,
rapide et reproductible (BENZIE et STRAIN, 1996). Il est universel, peut étre appliqué
aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et agqueux
(LI et al., 2008).

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction
de Fe3+/complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre
évalué en mesurant et en surveillant 'augmentation de la densité de la couleur verte
dans le milieu réactionnel @ 700nm (CHUNG et al., 2002).

En d’autre terme, le systéme FeCls;/K3Fe(CN)g confere a la méthode la sensibilité
pour la détermination « semi-quantitative » des concentrations des polyphénols, qui
participent a la réaction redox (AMAROWICZ et al., 2004).
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Quelques études ont également montré que le pouvoir réducteur d’'un composé
peut servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle
(JEONG et al., 2004 ; KUMARAN et KARUNAKARAN, 2007).

Pour notre travail, nous avons décidé de tester les différents extraits des deux
parties étudiées de Cynara scolymus. Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer
des courbes pour chaque extrait. Les résultats obtenus corroborent avec le fait que la
capacité de réduction est proportionnelle a 'augmentation de la concentration des
échantillons (OZTURK et al., 2007 ; LIU et al., 2009), que ce soit pour le standard
(BHA)(Figure 26), ou pour les différents extraits.
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Figure 26. Pouvoir réducteur du standard BHA.

2.3.1. Extraits aqueux des feuilles et du cceur

La figure 27 montre I'absorbance des extraits aqueux des feuilles et du coeur de

Cynara scolymus.
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Figure 27. Pouvoir réducteur des extraits aqueux des feuilles et du cceur de Cynara
scolymus.
A une concentration de 2,50mg/ml, on remarque que l'extrait aqueux du coeur a
une plus grande capacité a réduire le fer par rapport a I'extrait aqueux des feuilles, soit
une DO = 0,7232 contre une DO = 0,4369.

De ce fait, I'extrait aqueux du cceur a un pouvoir antioxydant supérieur a celui de

I'extrait aqueux des feuilles.

Par ailleurs nous avons calculé pour chaque extrait la concentration ECsp qui est
définie comme la concentration nécessaire pour réduire 50% du ferricyanure de

potassium, afin de pouvoir comparer l'activité antioxydante des différents extraits.

Tableau 12. Valeurs des concentrations ECs, des extraits aqueux.

Extraits ECso
Extrait aqueux des feuilles 2,97
Extrait aqueux du cceur 1,72
BHA 0,08

Selon les résultats du tableau ci-dessus, on remarque que I'extrait aqueux du
cceur a une meilleure capacité a réduire le fer (ECso = 1,72mg/ml) par rapport a I'extrait

agueux des feuilles (ECso = 2,97mg/ml).

&
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2.3.2. Extraits méthanoliques des feuilles et du cceur

La figure ci-dessous montre |'absorbance des extraits méthanoliques des feuilles

et du ceeur.
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Figure 28. Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des feuilles et du coeur de
Cynara scolymus.

A une concentration de 2,50mg/ml, avec une DO = 1,5769, cela va sans dire que
I'extrait méthanolique du coeur a une plus grande capacité a réduire le fer par rapport a

I'extrait méthanolique des feuilles dont la DO = 0,0300.

On en conclut donc que l'extrait méthanolique du coeur a un pouvoir a réduire le

fer supérieur a celui de I'extrait méthanolique des feuilles.

Tableau 13. Valeurs des concentrations ECsp des extraits méthanoliques.

Extraits ECso
Extrait méthanolique des feuilles 22,04
Extrait méthanolique du coeur 1,56
BHA 0,08

Selon les résultats du tableau 13, on remarque que l'extrait méthanolique du
cceur a une capacité a réduire le fer (ECso = 1,56mg/ml) nettement supérieure a celle

de I'extrait méthanolique des feuilles (ECso = 22,04mg/ml).

=
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2.3.3. Fractions acétate d'éthyle des feuilles et du coeur

La figure 29 montre I'absorbance des extraits fractionnés d'acétate d'éthyle des
feuilles et du coeur de C. scolymus. On constate qu'a la concentration 2,50mg/ml,
I'absorbance de la fraction d'acétate d'éthyle du coeur est nettement supérieure a celle

des feuilles avec une DO = 1,8701 contre une DO = 0,0276 pour les feuilles.
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Figure 29. Pouvoir réducteur des fractions d'acétate d'éthyle des feuilles et du coeur de
Cynara scolymus.

Ainsi, la fraction d'acétate du coeur a un pouvoir antioxydant nettement supérieur

a celui de la fraction d'acétate des feuilles.

Tableau 14. Valeurs des concentrations ECsp des fractions d'acétate d'éthyle.

Extraits ECso
Fraction acétate d’éthyle des feuilles 23,87
Fraction acétate d’éthyle du coeur 0,315
BHA 0,08

Selon les résultats du tableau ci-dessus, on remarque que la fraction d’acétate
d’éthyle du cceur a une meilleure capacité a réduire le fer (ECso = 0,315mg/ml) que

celle de la fraction d’acétate d’éthyle des feuilles (ECso = 23,87mg/ml).
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2.3.4. Fractions butanoliques des feuilles et du coeur

La figure ci-dessous montre I'absorbance des extraits fractionnés butanoliques
des feuilles et du cceur. On remarque qu'a la concentration 2,50mg/ml, la fraction

butanolique du cceur a une DO = 1,3330.
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Figure 30. Pouvoir réducteur des fractions butanoliques des feuilles et du cceur de
Cynara scolymus.

Tableau 15. Valeurs des concentrations ECsg des fractions butanoliques.

Extraits ECso
Fraction butanolique des feuilles 4,27
Fraction butanolique du cceur 0,73
BHA 0,08

Selon les résultats du tableau 15, on remarque que la fraction butanolique du
cceur a une forte capacité a réduire le fer (ECso = 0,73mg/ml) par rapport a celle de la

fraction butanolique des feuilles (ECso = 4,27mg/ml).
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2.3.5. Extraits des tanins des feuilles et du coeur

La figure 31 montre I'absorbance des extraits des tanins des feuilles et du cceur.
A la concentration 2,50mg/ml, nous remarquons que l'extrait du coeur a une DO =
1,4947 et I'extrait des feuilles a une DO = 0,1901. Ce qui nous fait dire que I'extrait des
tanins du cceur a un pouvoir antioxydant largement supérieur a celui de Il'extrait des

taninsdes feuilles.
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Figure 31. Pouvoir réducteur des tanins des feuilles et du cceur de Cynara scolymus.

Tableau 16. Valeurs des concentrations ECsy des extraits d’acétone.

Extraits ECso
Extrait tanins des feuilles 18,7
Extrait tanins du coeur 1,09
BHA 0,08

Selon les résultats du tableau ci-dessus, on remarque que l'extrait des tanins du
cceur a une forte capacité a réduire le fer (ECso = 1,09mg/ml) par rapport a celle de

I'extrait des tanins des feuilles (ECso = 18,7mg/ml).
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Figure 32. Pouvoir réducteur des différents extraits des feuilles et du coeur de

Cynara scolymus.

La figure 32 montre que pour I'espéce Cynara scolymus, la fraction acétate
d’éthyle du cceur posséde une forte capacité a réduire le fer comparable a celle de
'antioxydant de synthése (BHA). L’extrait méthanolique du cceur, la fraction n-butanol
du cceur et I'extrait des tanins du coeur possedent a la concentration de 1,25mg/ml une
forte puissance de réduction de fer (DO = 0,84, DO = 0,74 et DO = 0,62
respectivement), suivis de I'extrait aqueux du cceur (DO = 0,37). Nous remarquons

aussi que les extraits des feuilles montrent un faible pouvoir a réduire le fer.

L’activité antioxydante des extraits d’artichaut a été rapportée (KUKIC et
al., 2008 ; GOUVEIA et CASTILHO, 2012) et différents génotypes d'artichaut ont été
étudiés en termes de leur capacité antioxydante (PANDINO et al., 2011). Ces études
ont donné des valeurs de FRAP inférieures a nos extraits. Cependant, la comparaison
des résultats obtenus dans des études indépendantes doit étre considérée qualitative
puisque de petites variations dans les conditions expérimentales peuvent grandement

affecter les résultats.
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De I'ensemble nos résultats, nous constatons que des deux parties de la plante,
ce sont les extraits du coeur qui se sont montrés actifs. La bonne activité des extraits
est due a leur richesse en composés phénoliques, ce qui concorde avec les travaux de
KSOURI et al., 2009, qui ont montré qu'il existe une étroite relation entre les contenus
en composés phénoliques d’'une matrice végétale et le pouvoir biologique quiils

exercent en tant qu’antioxydants majeurs des plantes.

De nombreuses études ont montré I'existence d'antioxydants naturels dans
toutes les parties des plantes et que les composés typiques responsables de cette
activité sont principalement les polyphénols (ZAINOL et al., 2003 ; SKANDRANI et al.,
2010). Cependant, dans le corps, la concentration de ces composés phénoliques est
relativement limitée en raison de I'absorption et de I'excrétion, et leur action dépend de
la biodisponibilité du composé (HELENO et al., 2015).
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Conclusion

La découverte de ressources naturelles du monde végétal reste capitale pour la

mise au point de nouveaux remedes thérapeutiques.

La présente étude a porté sur 'espéce Cynara scolymus L. qui appartient a la
famille des Astéracées, une des familles les plus importantes dans la flore algérienne.
Elle a permis la détermination du rendement en composés phénoliques qui a montré une
richesse des extraits bruts secs de I'espéce Cynara scolymus L. (34,73% pour le cceur et
18,50% pour les feuilles) issus de [I'extraction aqueuse tandis que, [I'extraction
méthanolique a permis d’obtenir des rendements proches en extraits bruts secs : coeur
(7,62%) et les feuilles (4,96%).

Le dosage des phénols totaux des deux extraits bruts aqueux a révélé des teneurs
considérables dans les feuilles (13,95mg EAG/qg) et le cceur (3,5mgEAG /g) alors que, la

forte teneur a été enregistrée dans I'extrait brut méthanolique du cceur.

D’autre part, le dosage des flavonoides a montré une teneur modérée dans I'extrait
méthanolique du cceur 3,29mg EC/ g MS, moins importante dans les feuilles 0.64mg
EC/g MS. Dans I'extrait aqueux, on remarque une teneur dans les feuilles (0,13mg EC/g

MS) moins élevée que dans le cceur (0,31mg EC/g MS).

Au cours de I'extraction sélective des tanins, la teneur la plus élevée a été obtenue
dans les feuilles (0,86mg EC/g MS).

L’étude de l'activité antioxydante par trois différentes méthodes, a savoir: la
capacité antioxydante totale CAT, la méthode du piégeage du radical libore DPPH°® et celle
de la réduction de fer FRAP des extraits méthanolique et aqueux et des fractions
d’acétate d’éthyle, n-butanol et tanins correspondant aux deux parties de I'espéce étudiée

a montré que tous nos extraits possédent un pouvoir antioxydant modéré.

L’étude du pouvoir antioxydant de nos extraits par la méthode de piégeage du
radical libore DPPH s’est montrée modérée, 'extrait méthanolique du coeur a le pouvoir

piégeur le plus puissant.

e




Conclusion

La comparaison de ces valeurs avec celle de 'antioxydant standard, BHA (0,15
mg/ml), nous a permis de déduire que le pouvoir antioxydant de 'ensemble des extraits

testés est plus faible que celui du BHA.

L’étude de l'activité antioxydante par la méthode de réduction de fer, la fraction
acétate d’éthyle du cceur posséde une forte capacité a réduire le fer comparable a celle

de I'antioxydant de synthése (BHA).

L’espéce Cynara scolymus L. est riche en métabolites secondaires, une
exploitation de ses propriétés antioxydantes implique une recherche plus poussée de ces
principes actifs. Pour plus d'efficacité, de nombreuses perspectives peuvent étre

envisagees :

v' Compléter le présent travail par la purification et I'identification de

diverses molécules en utilisant des techniques chromatographies diverses.

v' Tester les molécules isolées in vivo dans le but de trouver des
applications pharmaceutiques, ou alors dans la conservation des produits

alimentaires.
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Annexe A : Artichaut
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Annexe B : Préparation des extraits bruts secs - Phase de reflux
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Annexe C : Evaporateur rotatif

Annexe D : Spectrophotometre
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Annexe E : Préparation du test de DPPH
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Annexe F : Résultats du test de DPPH
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Annexe H : Résultats de la méthode FRAP
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