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Résume :
Au vu des résultats montrés par les études sur les composés antioxydants et anti-inflammatoires,
ces derniers ont fait I'objet de nombreux travaux, notamment lorsqu'ils sont utilisés comme
conservateurs dans les denrées alimentaires a la place des antioxydants synthétiques. De plus,
ils traitent également de nombreuses maladies. A la lumiére de ces découvertes, les chercheurs
se sont appuyés sur des sources naturelles et ont découvert de nouveaux antioxydants et anti-
inflammatoires, et c'est ce qui nous a fait fasciner d'étudier les propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires des extraits de plantes médicinales de notre région de Tlemcen, qui sont
largement cultivées dans L'Algérie, et parmi ces plantes, nous avons choisi Pastinaca sativa,
qui appartient a la famille des Apiacées, qui est encore utilisée dans la médecine traditionnelle
comme la dysurie, I'hydropisie et les ulcéres cancéreux. Par macération des parties racinaires
du P.sativa nous avons extrait I'extrait qui a un bon rendement. Lors de I'évaluation du pouvoir
des antioxydants. Nous nous sommes appuyés sur trois techniques différents : le piégeage du
radical libre DPPH, réduction du fer FRAP, méthode chélation de fer (Test de réduction par
formation du complexe Fe+2 -Phenanthroline). Ont montré que I’extrait posséde une activité
antioxydante mais reste inférieure au BHT. Par ailleur, la fraction de Falcarinol n'a montré
aucune activité antioxydante. L'évaluation de I'activité anti-inflammatoire par dénaturation des
protéines a montré que le falcarinol avait une activité anti-inflammatoire supérieure a celle de
l'extrait, mais toujours inférieure a celle du diclofénac sodique.
Mot cles : Pastinaca.sativa, extrait, activité antioxydante, DPPH, FRAP, Chelation de Fer,
activite anti-inflammatoire.
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Abstract :

In view of the results shown by the studies on antioxidant and anti-inflammatory compounds,
the latter have been the subject of many studies, especially when they are used as
preservatives in food instead of synthetic antioxidants. They also treat many diseases. In light
of these findings, researchers have relied on natural sources and discovered new antioxidants
and anti-inflammatory drugs, and this is what made us fascinate to study the antioxidant and
anti-oxidant propertiesinflammatory extracts of medicinal plants from our region of Tlemcen,
which are widely cultivated in Algeria, and among these plants, we chose Pastinaca sativa,
which belongs to the family Apiaceae, which is still used in traditional medicine such as
dysuria, dropsy and cancer ulcers. By maceration of the root parts of P.sativa we extracted



the extract which has a good yield. When evaluating the potency of antioxidants. We relied on
three different techniques : the trapping of the free radical DPPH, reduction of iron FRAP,
iron chelation method (Fe+2 -Phenanthroline complex reduction test). Have shown that the
extract has antioxidant activity but remains lower than BHT. In addition, the Falcarinol
fraction showed no antioxidant activity. The evaluation of anti-inflammatory activity by
denaturing proteins showed that falcarinol had an anti-inflammatory activity higher than that
of the extract, but still lower than that of diclofenac sodium

Keywords : Pastinaca.sativa, extract, antioxidant activity, DPPH, FRAP, Iron chelation, anti-
inflammatory activity
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Introduction

Plus une personne considére le monde naturel, plus elle comprend qu'il s'agit d'un livre
qui peut étre lu et adapté a ses besoins et a ses exigences. La biodiversité végétale dont les
Algériens bénéficient dans le désert, la mer Méditerranée et les montagnes (steppe) ont permis
aux chercheurs d'identifier plus de 3000 plantes, dont certaines endémiques de différentes
familles [1]. Celles-ci semblent indispensables dans la médecine traditionnelle, la
phytothérapie et les préparations culinaires. Les gens ont ¢galement remarqué un intérét
croissant pour la phytothérapie (plantes d'aromathérapie médicale) suite a la prise de
conscience que de nombreuses maladies peuvent étre traitées par des plantes sans avoir

d'effets secondaires défavorables.

Les ingrédients des produits pharmaceutiques sont des composés naturels extraits de
plantes médicinales par diverses techniques (macération, distillation, extraction, etc.) et
contiennent des substances naturelles. La majorité de ces plantes contiennent suffisamment
de maticres premicres pour produire des médicaments industriels. Lorsque ces plantes ont des
effets pharmacologiques sur l'un de ses organes, on parle de médicaments. Il est possible
d'affirmer qu'une plante médicinale peut exacerber ou traiter une maladie [2]. Les plantes
médicinales sont composées d'une variété de composants métaboliques secondaires tels que
les flavonoides, les tanins, les huiles essentielles, les terpénes, les polyphénols et les

alcaloides.

D’autre part, la production excessive de radicaux libres, y compris les especes
réactives de l'oxygeéne (ROS) une fois formées, entraine des dommages oxydatifs aux
enzymes intégrales, aux protéines et méme a I'ADN, ce qui entraine des processus
dégénératifs ou pathologiques tels que le vieillissement, le cancer, l'inflammation, le diabete
et les troubles neurodégénératifs [3]. De plus, les médicaments couramment utilisés pour
réduire l'inflammation sont les AINS, ainsi, 1'utilisation prolongée de ces agents comporte un

risque de toxicité cardiovasculaire, gastro-intestinale et d'autres toxicités [3].

La diversité moléculaire des métabolites des plantes leur confére des rdles et des
propriétés biologiques. Certains extraits de plantes peuvent agir comme agents anti-
inflammatoires et antioxydants en inhibant la libération de médiateurs pros-inflammatoires,
en piégeant les radicaux libres et en augmentant les défenses antioxydantes pour améliorer la
santé ou guérir des maladies chez 'homme [4]. La majorité des personnes dans notre société

évitent aujourd'hui de manger du panais (Pastinaca sativa) a cause de son gofit et de son odeur

j
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désagréable. Cependant, cette plante sauvage, bisannuelle herbacée de la famille des Apiacées
(Umbelliferes), est 1'une des espéces les moins étudiées en ce qui concerne les propriétés

bioactives de ses extraits

Ainsi, le présent travail porte sur I’étude de la composition chimique et 1’activité
biologique de ’extrait a I’acétate d’éthyle de Pastinaca sativa afin de pallier le manque des
¢tudes effectuées sur cette espece végétale. L’ objectif principal de ce travail est 1) d’extraire les
racines du panais par de I’acétate d’éthyle ii) isoler les fractions riches en falcarinol et iii) tester
le potentiel antioxydant et anti-inflammatoire de 1’extrait de I’acété d’éthyle et de la fraction

riche en Falcarinol.

Ce mémoire se compose de trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a la
généralisation des extraits et des techniques d'analyse des extraits, suivi d'un bref rappel
bibliographique des différentes bio activités réalisées dans cette étude, et enfin nous présentons

une description botanique, ethnographique et chimique de notre plante.
Le deuxiéme chapitre présente les résultats de 1’é¢tude chimique sur le Pastinaca sativa.

Le troisieme chapitre contient les résultats des tests biologiques de l'extrait d'acétate

d'é¢thyle et de la fraction riche en falcarinol.




Chapitre 1 :
Etude Bibliographique



Chapitre 1 Etude Bibliographique

LI. Généralités sur les plantes médicinales
.LI.1. Les plantes aromatiques et médicinales

Une des caractéristiques des plantes aromatiques et médicinales (PAM) est leur
abondance de principes actifs, que les gens utilisent a des fins thérapeutiques ou commerciales
[5]. Une plante médicinale avec des métaboliques secondaires dans ses tissus (tiges, feuilles,
brindilles et racines) peut traiter ou atténuer les symptomes de certaines maladies et améliorer
la santé¢ humaine sans effets secondaires défavorables. Ces plantes sont utilisées dans une
variété de procédures d'aromathérapie et de phytothérapie, telles que la production des huiles
essentielles, d'extraits et de tisanes en utilisant une variété de techniques d'extraction. Le terme
phytothérapie peut étre divisé en deux parties : la phyto pour désigner le mot plante et la thérapie
qui signifie soigner, traiter [6]. C'est une médecine douce a base de PAM. Le métabolisme
secondaire se compose de trois grandes familles : les polyphénols, les terpénoides ainsi que les
polyacétylenes.
[.1.2. Les polyacétylénes

Le polyacétyléne est un groupe unique de produits naturels avec une structure quelque
peu réactive. Les plantes supérieures contiennent environ 1500 substances avec une ou
plusieurs triples liaisons, et plus de 2000 polyacétylénes différents et composés apparentés ont
¢été isolés [7]. Ces composés ont été retrouves dans 21 autres familles de plantes [8-9], avec une
répartition tres irréguliere chez les Araliacées, les Astéracées et les Ombelliferes. Ces composés
ont également été décrits chez certains champignons et algues, car ils sont devenus de bons

marqueurs chimiques en raison de leur distribution et de leur diversité structurale [10].

Comme d'autres matériaux organiques insaturés, le polyacétyléne est chimiquement et
biologiquement actif, ce tres haut bénéfice conduit a une oxydation et une détérioration rapide,
en particulier lorsqu'il est exposé a la lumieére UV et a un pH moyen, de sorte que ce type devient
un composé relativement instable qui nécessite des conditions particulieres d'extraction et
d'investigation [11-12]. Les composés naturels a activité biologique sont acycliques, contenant
au moins deux triples liaisons cycliques. IIs sont généralement conjugués [13] et linéaires, mais
ils peuvent étre partiellement cycliques et contenir une ou plusieurs doubles liaisons et
contiennent rarement des atomes hétérocycliques (chlore, souffre et oxygeéne). Souvent contenu
dans des systémes hétérocycliques : thiophéne, thianone, dihydrofuranone, dithian furane [12-

14].

7,
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Les polyacétylénes composés de 17 carbones, comme le falcarinol, sont largement
distribués dans les plantes ombelliféres [8-15], de sorte que tous les polyacétylénes trouvés dans
les parties comestibles des plantes ombelliferes telles que les carottes appartiennent au type
falcarinol, cependant, ils ne se trouvent plus dans les plantes comestibles. Des parties d'autres

familles de plantes, bien qu'on les trouve dans les aubergines [16-17].

P
=

\

Vi 4

Falcarinol Falcarinone

Figure 1. Structure chimique de quelques polyacétylenes

[.I1.3. Les extraits des plantes médicinales
Les extraits végétaux résultent de 1'évaporation des essences des plantes ou des solutions

d’extraction obtenues apres traitement de la matiére premicre végétale par un solvant approprié.
Chaque extrait produit est analysé pour déterminer pour sa composition en composés actif et
son rendement [18]. Il existe plusieurs types d’extraits : extrait par solvant éthanoiques ou
hydroalcooliques, extraits glycérinées et les extraits aqueux qui sont préparés par décoction ou

par macération [19].

[.L1.4. Analyse des extraits

L'analyse des extraits implique généralement la séparation, l'identification et la
détermination quantitative de leurs composants. Celles-ci comprennent la chromatographie
(chromatographie sur colonne et chromatographie en phase gazeuse) et les techniques de
spectroscopie (spectrométrie de masse (SM), spectroscopie par résonance magnétique
nucléaire, spectrophotométrie infrarouge) ou combinée (chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) [20,21].

La chromatographie est I’une des plus importantes méthodes de séparation et d'analyse,
adaptée aux compos€s gazeux ou aux composés facilement vaporisables par la chaleur sans
décomposition. La CPG, mise en ceuvre expérimentalement par James et Martin en 1952, s'est
avérée étre I'une des méthodes les plus appropriées pour isoler et identifier les constituants des

extraits des PAM et HE, car elle permet l'analyse individuelle des constituants dans les

-
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échantillons volatils au milligramme ou méme au niveau du microgramme. Il s'agit d'une
technique d'analyse quantitative qui est, d'une part, fournie le pourcentage relatif de chaque
signal par rapport a tous les signaux du mélange analysé, et d'autre part, fournie des

informations qualitatives basées sur le temps de rétention [22].

L’échantillon est injecté et vaporisé en haut de la colonne. L'¢lution est alimentée en par
un courant de gaz inerte (azote ou hélium qui transportent les composés volatils a travers la
colonne) qui sert de phase mobile. La colonne est placée dans un four ou les conditions de
températures peuvent étre atteintes et sont préprogrammeées. La séparation est basée sur la
différence des coefficients de division des composants, qui ont une affinité inférieure sont
d’abord élués de la colonne, a la sortie de la colonne se trouve un détecteur connecté a un
enregistreur, lorsqu'un composant d'échantillon le traverse, un pic apparaitra sur I'enregistreur
[23]. Chaque composant est caractérisé par un indice (indice de Kovats IK) calculé a partir
d'une gamme d'alcanes, a température constante ou programmation de température (indice de
rétention, IR) (temps de rétention relatif). L'identification comprend la comparaison des indices
de rétention avec des standards purs injectés en parallele ces indices peuvent étre mesurés a
I’aide d’un détecteur de spectre ou par des données spectroscopiques. Cependant, l'analyse
qualitative et quantitative des échantillons étudiés a 1'aide de normes et d'indices de rétention
limite la validité CPG, pour une meilleure séparation compléte peut €tre obtenue en combinant
avec d'autres méthodes telles que la spectrométrie de masse. Ce dernier est capable d'identifier

un treés grand nombre de composés présents dans les mélanges d'intéréts [22].

La chromatographie en phase gazeuse combinée a la spectroscopie de masse est une
technique trés avancée et en constante amélioration qui permet a la fois la séparation par
chromatographie en phase gazeuse et la détection et l'identification des composés par
spectrométrie de masse selon leurs proportions masse/charge [24]. Ce couplage affecte
plusieurs domaines dans le pétrole (carburant), I'alimentation (agricole), les sciences naturelles

et médicolégales (cosmétique, pharmaceutique).

L'instrument CG/SM peut fournir un chromatogramme accompagné d'un ensemble de
spectres de masse correspondant a chaque pic chromatographique, permettent d'identifier avec
précision la plupart des composants séparés par la CG et ceci par la facon de comparer la masse
de spectres obtenus avec des spectres de produits de références comprises dans des

bibliothéques commerciales informatisées contenant plusieurs milliers de composés [25].
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Cependant, pour acquérir les informations complémentaires, on peut mettre en place deux

modes d’ionisation [22, 26], ionisation par impact électronique (E) et ionisation chimique (IC).

La chromatographie en couche mince est une méthode utilisée pour analyser les matiéres
premigéres afin d'améliorer les systémes de solvants avec des séparations difficiles. La CCM est
un absorbeur destiné a 1'analyse et a la séparation des molécules chimiques [27]. La CCM est
composée de plaques et de cuves pour 1’¢lution, elle dépend du choix de la phase stationnaire
et la phase mobile (éluant), les phases stationnaires les plus utilisées en CCM sont le gel de
silice et I’alumine, les phases mobiles sont soit un solvant ou un mélange de solvant, la
chromatographie sur couche mince est considérée comme la plus simple des méthodes et la

moins onéreuse [28,29].

La CCM est réalisée sur les plaques de gel de silice de forme rectangulaire (2*5) cm a
I’aide d’un crayon on trace un trait horizontal de distance lcm des deux bords supérieur et
inferieur, puis notre échantillon est dilué dans un solvant. On dépose quelques gouttes sur le
trait du bord inférieur, ensuite on introduit la plaque dans une cuve (récipient en verre couvre
avec un couvercle) remplie d’éluant (de solvant de polarité et proportion déférentes), on laisse
un moment 1’¢luant arrive au bord supérieur (Front de la plaque CCM) on la retire de la cuve,
on laisse un moment la plaque sécher afin de pouvoir remarquer les taches (migration des
molécules) a I'aide d’un révélateur UV. Chaque tache est caractérisée par un facteur de

rétention.

Front éluant R =

Centre de la tache

o

Niveau de la disposition

Figure 2. Place CMM

La chromatographie sur colonne ressemble a la chromatographie sur couche mince. Une
colonne est constituée d'une phase stationnaire, un €¢luant sous pression munie d'une pompe.

L’¢luant est composé soit d’un solvant unique, soit d’'un mélange de solvants. Les molécules se
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comportent différemment dans la colonne. Une molécule se déplace devant l'autre, ce
phénomeéne est di a l'action de 1'éluant et aux liaisons qu'il forme avec l'absorbant. L'ajout de
plus de solvant accélere I'élution et permis de collecter différentes fractions dans des tubes a

essal.

Cette méthode permet la séparation et la purification des composants des échantillons,
la chromatographie sur colonne est basée sur I'adsorption, ou la phase solide est soit du gel de
silice, soit de I'alumine introduite en téte de colonne. Les échantillons sont présentés en haut de
la colonne [30]. La séparation des composants est réalisée par gravité ou par flux continu
d'éluant a travers la colonne. Sous basse pression, les molécules sont dressées a des vitesses

différentes en fonction de leur affinité et de leur solubilité dans 1'adsorbant ou 1'éluant.

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode utilisée
pour obtenir des informations sur la structure des molécules organiques dans le but de les
décrire et les identifier. Cette procédure est fondée sur le phénomene de magnétisme. Autrement
dit, les noyaux de quelques atomes ('H, '3C....etc.) se comportent comme des aimants
microscopiques par une grandeur quantique dite <spin>, simplement dire qu'ils sont pourvus

d'un moment magnétique nucléaire [31].

I.I.5. Activités biologiques des extraits

Depuis ’antiquité¢ les gens connaissaient les plantes pour leur bienfait et leurs pouvoirs
antimicrobiens, antifongiques, anti-inflammatoires, antivirales, stimulantes, toniques et méme
irritantes, mais leurs utilisations ne sont pas développées, elles sont restées comme recettes de
grand-mere non basées sur des méthodes scientifiques. Par conséquent, il y a un intérét a étudier
les activités thérapeutiques afin d'expliquer leurs effets et leurs utilisations en médecine

traditionnelle ainsi que de les promouvoir commercialement [32].

L’oxydation est un phénomene normal de notre corps et quand on dit oxydation on dit
oxygene, l'oxydation de nos cellules est un processus naturel. Les radicaux libres sont des
dérivés d’oxygene, sont problématiques si et seulement, s'ils sont en exces par rapport aux
antioxydants, d'ou ce que nous appelons le stress oxydatif qui peut causer des dommages
comme le cancer, maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, inflammatoires et le diabete
[33].

Les antioxydants, le stress oxydatif, les radicaux libres et les especes réactives de

'oxygene sont des terminologies qui couvrent le monde de la biologie et de la médecine. Cette
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information n'est pas nouvelle car elle est connue depuis 1969, date a laquelle ils ont extrait
pour la premicre fois un systéme enzymatique des globules rouges humains appelés
antioxydants. Cette découverte deviendra le point de départ d'importantes études scientifiques
sur les antioxydants, qui ont un réle intéressant dans le traitement des dommages oxydatifs
impliqués [34].

Les antioxydants sont déterminés comme substances additionnées a une faible dose au
substrat oxydable qui a le pouvoir de retarder et inhiber 1’oxydation et de détruire de manicre
significative ces substances biologiques [35]. De plus, les huiles essentielles comme source de
constituants phénoliques naturels influencent la pensée des chercheurs, ils sont utilisés dans les
industries agroalimentaires et pharmaceutiques pour réduire ou remplacer les conservateurs
synthétiques qui sont la cause des pathologies humaines [36]. Les tests radicalaires ont prouvé
que les PAM possedent des propriétés et des efficacités anti-radicalaires et antioxydants.
Comme la plante Sapotaceae (Argania spinosa L. Skeels) et Myrtaceae Myrtus communis L

[32].

Lorsqu'un agent étranger pénétre dans les tissus de 1'organisme, tel qu'un germe ou une
bactérie, ou entre en contact avec une infection, le systtme de défense crée une réponse, c'est
ce qu'on appelle une inflammation, et I'une de ses manifestations externes ou internes est une
rougeur, température corporelle élevée [37,38]. Il y a deux types d’inflammation : aigue et
chronique [39]. Néanmoins, il existe plusieurs fagons pour traiter 1’inflammation par des
médicaments qui sont couramment utilisés tels que les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) et les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) insatisfaisants et qui implique une
contrainte bien qu'ils soient assez forts a cause de leurs effets nocifs et non voulus comme les
actions immunosuppressives, la toxicité gastro-intestinale et les accidents cardiovasculaires.
[40,41].

En général, les extraits des plantes médicinales aromatiques ont des propriétés
analgésiques efficaces que les analgésiques synthétiques. Leur utilisation manifeste plusieurs
faveurs dans le traitement de l'inflammation, car ils possédent moins d'effets indésirables que
de nombreux médicaments synthétiques. C'est pourquoi les chercheurs s’intéressent a trouver

des alternatives aux médicaments synthétiques de base pour réduire I’inflammation [42].

3
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Etude botanique

LII. Présentation de la famille des Apiacées

Figure 3. Panais (P. sativa).

I1 existe environ 3700 especes d'Apiacées (ou Ombelliféres) taxonomiquement distinctes
réparties dans le monde en 455 genres différents [43]. En Algérie, il existe 55 genres répartis
en 135 especes, dont 24 endémiques [44]. Cette famille se distingue par ses fleurs Ombelliféres
en forme d'ombelle. Leurs fruits contiennent une composition chimique unique que nous
pouvons gotter et sentir [45]. Cette famille comprend plusieurs plantes dont 'anis, le persil, la

carotte, et le panais, objet de notre travail de master [46].

LIII. Pastinaca sativa

LIIL.1. Descriptions botanique et ethnobotanique du Pastinaca sativa
En latin le panais c’est « panacem » qui signifie « traitement » ou « médicament ».

Figure 4. Photo originale du Pastinaca sativa.

Pastinaca sativa, ou panais, est une herbe qui pousse annuellement ou biannuellement,
sa hauteur varie de 50 cm a plus d'un metre, et il est assez mi-ombragé, comme un légume. Il
se distingue par son aspect blanc, en forme de racine ou de gros cerfeuils. Cette plante est un
peu abandonnée ou oubliée dans le monde, contrairement aux pays nordiques, a I'Amérique du

Nord, a I'Australie, a la Chine, au Japon et a 1'Algérie ou elle est valorisée comme plante

E
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médicinale se distinguant par sa saveur a la fois acidulée, sucrée et veloutée. Elle est
fréquemment utilisée en phytothérapie sous diverses formes [47].
Cette flore peut étre classée en trois types: P. sativa L. subsp. Sylvestris (panais

sauvage), P. sativa L. subsp. Urens et P. sativa L. subsp. sativa [48].

LIII.2. Classification systématique du Panais
La position systématique de la famille selon la classification est la suivante [49] :
Reégne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Pastinaca

Espece : Pastinaca sativa L

L.IIL.3. Utilisation traditionnelle
Le panais est utilisé par les Grecs et les Romains depuis I'antiquité pour traiter les

maladies internes telles que la dysurie, I'hydropisie et les ulcéres cancéreux ainsi que les
maladies externes telles que les morsures de bétes venimeuses et les blessures de coups. Le
domaine de l'aromathérapie utilise actuellement P. sativa pour le traitement de la sclérophtalmie
catarrhale, du glaucome et de 1'entérocolite spasmodique [47]. L huile essentielle de P. sativa

est efficace dans certains cas de probléme oculaires [48].

LIII.4. Evaluation des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoire d’extrait de Panais (P.
Sativa)
Aujourd'hui, les plantes médicinales aromatiques sont largement utilisées en raison de

leurs effets curatifs sur les récepteurs secondaires qui dépendent de substances importantes,
contribuant de manicre significative au développement de médicaments. La famille des
apiacées comprend plusieurs taxons dont certains intéressent depuis longtemps, D’apres des
recherches qui ont été faites sur les Apiaceae, cette famille représente une trés bonne source
d’antioxydants, riches en composés phénoliques (les acides phénoliques et les flavonoides).
Cependant ces composés phénoliques sont les majeurs contributeurs du pouvoir antioxydant
des Apiaceae [49,50].

Parmi les composés phénoliques qui sont énormément présents dans les plantes on cite
les flavonoides, les flavanones, les flavonols et les isoflavoinoide les lignanes, les phénols et

les acides phénoliques, les cétones phénoliques, les phénylpropanoides, les quinonoides, les
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stilbénoides, les anthocyanes, les anthochlorés, les benzofuranes, les chromones, coumarins,
tanins et xanthones [49,50].

Ainsi, la valorisation des huiles essentielles, des extraits et des hydrolats sont devenus
des ¢léments essentiels dans le développement d'une économie rentable. D’aprées la littérature,
le panais (P. Sativa) est constitué de falcarinol, falcarindiol, xanthotoxine, furanocoumarines,
psoraléne, angélique, angélicine, psoraléne, bergapten et myrésticine ce qui lui confére

certaines activités biologiques antioxydant, anti-inflammatoire, antibactérien... [51].
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Les scientifiques sont devenus fascinés par les plantes médicinales et aromatiques pour
leurs propriétés médicinales dues aux principes actifs [52] et augmentent leurs utilisations car

elles jouent un role important dans le développement des médicaments [53,54].

IL.I. Etude de ’extrait de Pastinaca Sativa

Les Apiaceae (Apiacées) sont une famille diversifiée car elles sont une variété annuelle,
bisannuelle, pluriannuelle ou vivaces. Les scientifiques ont étudié certains d'entre eux,
notamment leurs propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes [55]. Le P. sativa
a fait I'objet de plusieurs études chimiques, botaniques et pharmacologiques, mais ses effets

thérapeutiques sont encore inconnus.

ILI.1. Lieux de récolte et rendement

Des échantillons de racines de P. sativa ont été récoltés durant la période de novembre
2022 dans la région d’Ain Fettah au nord de la wilaya de Tlemcen ou ils sont cultivés (Figure
5). Il est & noter que la région d’Ain Fettah est une région semi-aride avec un climat sec et froid.
L’identification de I’espeéce végétale a été réalisée par le professeur Kazi. Le rendement
d'extraction a été calculé en fonction de la masse seche de panais. L'extrait de la partie racinaire

de P. sativa se caractérise par une couleur brune avec un rendement de 0,59% (Tableau 1).

Figure 5. Spécimens de P. sativa récoltés dans la wilaya de Tlemcen.

Tableau 1. Répartition géographique, climatologique et rendement d’extrait de P. sativa.
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Région Site de Cordonne Altitude(m) Climat Période de Rendement
récolte GPS récolte (%)
Tlemcen Ain Fettah 34°57'56"N 352 Semi-aride Novembre 0.59
1°38'19 "O sec et froid 2022

[I.1.2. Analyse préliminaire d’extrait de la partie racinaire de P. sativa

» Fractionnement et isolement du falcarinol du P. sativa

L’objectif principal de ce travail a été d'isolé dans un premier temps la fraction falcarinol,
et dans un deuxiéme temps essayer de purifier ce composé dans le but d’évaluer son activité
biologique afin de trouver de nouvelles molécules a capacité biologiques. A cet effet, I'extrait
a été soumis a une chromatographie sur colonne de gel de silice.

5000 mg de I’extrait d’acétate d’éthyle ont été soumis a un fractionnement sur colonne
ouverte a gel de silice fine avec de 1’hexane-acétate d’éthyle comme éluant. Le schéma du
fractionnement est donné sur la figure 6. Cinq (5) fractions ont été récupérées et analysées dans

le but d’identifié le falcarinol.

Extrait d’acétate

d’éthyle (5000mg)

Hexane-acétate d’éthyle

95/5 Fraction 1 Fraction 2

3607mg (72.14%) 1393mg (27.85%)

80/20 F1 : 723.7 (14.47%)

70/30 F2 : 293.12(5.86%)

15/85 F3.1 : 250 (5%)
5/95 F3.2: 126.18 (2.52%)

Figure 6. Schéma de fractionnement de 1’extrait d’acétate d’éthyle.
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Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la fraction F3.2 qui a été soumise a des

analyses RMN1H, RMN®3C et infra-rouge.

» Spectre IR

Les résultats des analyses infra-rouges de la fraction F3.2 ont montré des bandes
caractéristiques a :
U=3437.66 cm™? correspond a O-H. alcool, U =2091.36-2188.36 cm™! désigne C=H-alcynes,
U = 1650 cm™?! qui désigne I’alcéne éthylénique en C=C, U= 2854.36-2926.24 cm™! désigne
alcanes, U = 1030.97cm™! désigne les alcools C-O (Tableau 2, Figure 7).

Tableau 2. Les bandes caractéristiques d’infrarouge.

Nombre d’onde cm™?! Liaison

3437.66 O-H alcool

3010 =C-H alcéne
2926.24 C-H alcane
2854.27 C-H alcane
2188.36 C=C alcyne
2091.36 C=C alcyne
1650.96 C=C alcéne
1458.03 C-C alcane
1248,97 C-C alcane
1030,97 C-0 alcool

PerkinElmer Spectrum Version 10.4.00
mardi 21 mars 2023 11:33

Analyste Analyst
Date mardi 21 mars 2023 11:33

T4
724
704
681
66
64
621
60
581
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%T

4000 3800 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1

Figure 7. Spectre Infrarouge de fraction du falcarinol.
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> RMN!H

Le spectre RMN 'H de la fraction F3.2 a montré deux motifs d’alcénes substitués et une double
liaison terminale (-CH=CH-C-) (CH2=C-OH-C) correspondante aux signaux a 5.29-5.41 (3H)
et a 0.88-0.96 (3H) ppm affichée sous forme de doublet.

Un groupement CH> correspondant au signal 6H=1.35ppm (5H). Le doublet a 3H=2 ppm
(H) correspondant au groupe OH du groupement CH>=C-C (Tableau 3, Figure 8).

Tableau 3. Déplacements chimiques des protons (60 MHz).

Protons RMN 'H $ (ppm) RMN 'H § Attribution
(littérature)
3 5.09 4.95 Doublet
2,6,7 2.70-3.03 3.03 Doublet
10,11 1.99 1.96 Quadruplet
12,13,20,21 1.36 1.32 Quintuplet
14,15,16,17,18,19 1.20-1.36 1.20-1.32 Octuplet
22,23,24 0.88-0.96 0.88 Triplet
4 2 2.02 Singulet
5 5.61 5.94 doublet
1,2 5.23-5.24 5.24 Doublet
8.9 5.29-5.41 5.34-5.41 Triplet
d (littérature) : Déplacement chimique décrit dans la littérature [48].
0 : Déplacement chimique décrit dans le spectre.

y)
// magritek

1D-1H-"PowerScan"

Value _—

i/ projects/ data/ 2023/ 01/ 31
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133808-Ziani Sa

.

26.10-

95 9.0 85 80 7.5 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 L5 1.0 05 00 -0.5 -l.
f1 (ppm)

Figure 8. Spectre RMN du proton de falcarinol.
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> RMN13C

Les résultats de RMN!3C ont confirmé la présence de 17 atomes de carbone, ou deux carbones

éthyléniques (Tableau 4, Figure 9).

J/ magritek
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Figure 9. Spectre RMN du carbone 13.

Tableau 4. Déplacements chimiques des carbones 13 (60 MHz).

Carbone RMN13C § (PPM) RMN!3C § (littérature)
1 116.4 117.07
2 59.73 63.59
3 74.8 74.21
4,5 68.54 71.32
6 65.46 63.99
7 74.6 80.31
8 122.2 121.85
9 131.54 133.16
10 26.8 27.19
11,12 31.57 31.81
13 29.33 29.17
14 28.97 27.19
15 31.9 38.86
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16 22.33 22.64
17 13.91 14.08

o (littérature) : Déplacement chimique décrit dans la littérature[48].
0 : Déplacement chimique décrit dans le spectre .

La comparaison des données RMNH, RMN13C et infrarouge des échantillons avec
ceux de la littérature [48] a permis de confirmer clairement le falcarinol dans la fraction F3.2.
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[II.I. Evaluation de I’activité antioxydante

Les antioxydants de synthéses sont de nos jours trés utilisés dans 1’alimentation et les
applications pharmaceutiques telles que le BHT et le BHA qui sont connus pour leurs effets
néfastes sur la santé humaine a long terme [57,58,59]. L’objectif principal de notre travail est
la recherche de nouveaux antioxydants naturels issus des plantes afin de trouver de nouveaux
agents susceptibles de remplacer les antioxydants de synthéses. La puissance des molécules
antioxydantes est ¢évaluée biologiquement in-vitro en laboratoire par des tests
physiologiquement mimétiques utilisant des dosages fluorescents ou colorimétriques [60]. Par
conséquent, il est nécessaire d’utiliser différents substrats pour évaluer I’efficacité des
antioxydants, et pour obtenir un indicateur précis de la capacité antioxydante, les résultats de
différents tests doivent étre collectés.

Selon les informations disponibles, aucun travail concernant les activités antioxydantes
de I’extrait végétal étudié n’a été rapporté dans la littérature. Par conséquent, cette étude vise a
mettre en évidence la capacité antioxydante de 1’extrait d’acétate d’éthyle, de la fraction riche
en falcarinol et 1’association de I’extrait et la référence (BHT) a 1’aide de trois méthodes
chimiques différentes le DPPH, FRAP et chélation de fer (réduction par formation du complexe

Fe*? -Phenanthroline).

Le processus de piégeage des radicaux libres DPPH évalue le potentiel antioxydant des
¢chantillons sélectionnés pour les tests. En effet, il repose sur la réduction des radicaux
artificiellement de couleur violette qui caractérise le DPPH, qui jaunit en présence
d’antioxydants aux propriétés anti-radicalaires. De plus, ce changement de couleur
s’accompagne d’une diminution de I’absorbance a 517 nm [61] est exprimé en taux d’inhibition.
Les techniques de piégeage des radicaux libres aident a classer les échantillons les uns par
rapport aux autres, fournissant ainsi une valeur globale pour la concentration d’inhibiteur qui
provoque une inhibition de 50 %. Une valeur de la Clso inférieure refléte un meilleur effet
protecteur de ’activité anti-radicalaire. D’apres les résultats du Tableau 4, nous avons remarqué
qu’une concentration de 2,5 mg/ml, de I’extrait d’acétate d’éthyle de I’espece P. sativa a montré
un effet anti-radicalaire avec un pourcentage d’inhibition de 76%, alors que la combinaison de
I’extrait avec le BHT a montré un trés bon pouvoir antioxydant avec un pourcentage
d’inhibition de 93.32% similaire a I’antioxydant de synthése le BHT (Clso= 93.5 %). D’autre
part a 5 mg/ml la fraction riche en falcarinol seul a présenté une activité antioxydante tres faible

avec pourcentage d’inhibition de 15.43% (Tableau 4).
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Tableau 5. Evaluation de 1’activité anti-radicalaire des différents échantillons testés par le test

DPPH.
Echantillon Activité Antioxydante
P. sativa Concentration(mg/ml) 0,156 0,312 0,625 1,25 2.5
Inhibition du DPPH [%)]

3791 46.89 55.01 61,47 76,18

Falcarinol Concentration(mg/ml) 0.312 0.625 1.25 2.5 5.0
Fraction F3.2  Inhibition du DPPH [%] 6.1 7.010 8.25 13.32 15.43

BHT Concentration(mg/ml) 0.156 0.312 0.625 1.250 2.5
Inhibition du DPPH [%] 39,19 43.52 65,46 71.82 93,50

Combinaison = Concentration(mg/ml) 0.156 0.312 0.625 1.25 2.5
Inhibition du DPPH [%] 41,10 50.37 57.19 82,07 93,32

La figure ci-dessous montre les résultats Clso obtenus a partir de divers échantillons :

Clso(mg/ml)

06
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

P.sativa BHT combinaison

Figure 10. Clso d’extrait a I’acétate d’éthyle, et la combinaison extrait & BHT déterminées
par la méthode DPPH.

Une comparaison de ’activité antioxydante de I’extrait de P. sativa avec la fraction de
falcarinol et le BHT ont montré qu'un a une concentration de 2,5 mg/ml, I’extrait a I’acétate
d’¢éthyle a présenté une bonne activité antioxydante avec une Clso de 0.59 mg/ml mais qui reste
inférieure a celle du BHT (Clso = 0,39 mg/ml). D’autre part, I’extrait combiné avec le BHT a

montré un effet synergique avec une Clso de 0,29 mg/ml meilleur que le BHT seul (Figure 10).

La réductibilité des échantillons a été évaluée en appliquant une méthode colorimétrique
bien connue. Cela dépend de la capacité de 1’échantillon a convertir le fer (III) présent dans le

compos¢ de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s. Le fer (II) piege les électrons formant une
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particule de couleur bleue & 700 nm ce qui fait que la teneur en ions Fe?* peut-étre vérifiée et

mesurée. Une augmentation de 1’absorbance (DO), indique toujours un pouvoir réducteur accru

[62].
Tableau 6. Evaluation de I’activité antioxydante des différents échantillons testés par le test
FRAP.

Echantillon Activité Antioxydante
P. sativa Concentration(mg/ml) 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.312
Absorbance du FARP 3 3 2377 1.589 1.409 0.676 0.323
BHT Concentration(mg/ml) 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.312
Absorbance du FRAP 3 3 1.833 1360 1.064 0.539 0.426
Combinaison Concentration(mg/ml) 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.312
Absorbance du FRAP 1.68 1.744 1.821 2.623 3 3 1.010

Absorbance

Evaluation du dosage de FRAP des différents
échantillons testés

—
20 10 5 25 1,25 0,625 0,3125
[Cl(mg/ml)

P.sativa mBHT ® Combinaision

Figure 11. Absorbances en fonction des différentes concentrations des échantillons de P.

L’histogramme montre les valeurs de I’absorbance des extraits obtenus selon la méthode
FRAP en fonction des différentes concentrations. L’augmentation de la concentration provoque
une augmentation du pouvoir antioxydant de I’extrait. En effet, a une concentration de 20
mg/ml, P’activité antioxydante de ’extrait est inférieure a celle de I’antioxydant synthétiques

(BHT), alors que la capacité antioxydante de la combinaison de ’extrait avec le BHT s’est

sativa, BHT et la Combinaison.

montrée trés intéressante que 1’extrait et le BHT seuls.

Ainsi, a une concentration de 20 mg/ml, le pouvoir réducteur de I’extrait de P. sativa a présenté

une densité optique de 3 similaires a celui de 1’antioxydant synthétique le BHT (DO = 3).

D’autre part, la combinaison de I’extrait avec le BHT a montré un trés bon pouvoir antioxydant

avec une DO de 3 a une concentration plus faible de 1,25 mg/ml meilleur que le BHT (Figure

11).

N
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Le test FRAP nous a permis de montrer que la combinaison a présenté une meilleure
activité similaire a la méthode DDPH, alors que I’extrait de panais a montré une activité
similaire a celle de ’antioxydant synthétique BHT. Il est a noter que les résultats sont
incohérents par les deux méthodes (DPPH et FRAP), cette différence est due aux détails de

chaque étape, a la structure des composés et a leurs mécanismes d’action.

Dans cette technique, il est possible de réduire (Fe3%) en ( Fe?%) grace a ’agent
réducteur contenu dans I’extrait végétal. Cette derniére forme un composé stable avec la
phénanthroline orange et rouge (Fe?") phénotrophine. Ceci est détectée par une procédure
spectrophotométrie, qui étudie les ions ferreux et permet de déterminer le pouvoir réducteur des

antioxydants testés.

Tableau 7. Evaluation de 1’activité anti-radicalaire des différents échantillons testés par le test
chélation de fer (de réduction par formation du complexe Fe*? -Phenanthroline.)

Echantillon activité antioxydant
P. sativa Concentration(mg/ml) 20 10 5 2.5 1.25 0.625
Absorbance de chélation 0.325 0.302 0.244 0.167 0.106 0.068
d fer
BHT Concentration(mg/ml) 20 10 5 2.5 1.25 0.625
Absorbance de chélation 0.714 0.624 0.567 0.525 0.486 0.291
de fer

Evaluation du dosage de chelation de fer
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Figure 12. Absorbances en fonction des différentes concentrations de 1’extrait de P. sativa et
le BHT.

D’apres les résultats obtenus (Figure 12), on peut déduire que 1’extrait posséde une

activité chélatrice tout en piégeant les ions Fer avant la complexation avec la phénanthroline.
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Sa capacité de chélation augmente avec la concentration. Cependant, le BHT a la capacité de
chélation la plus élevée. Grace a ces tests, nous pouvons remarquer que I’extrait d'acétate
d'éthyle et I'association extrait P. sativa avec la référence le BHT a montré une puissante activité
antioxydante avec des valeurs de Clso proches de celles au témoin utilis¢ BHT, ce qui ouvre des
perspectives prometteuses pour leur utilisation dans divers secteurs tels que l'industrie
cosmétique, alimentaire et pharmaceutique. D’autre part, la capacité¢ antioxydante de l'extrait
de racine du P. sativa peut étre liée a son profil chimique, en particulier la proportion
relativement ¢élevée en composés polyacétyliniques ou les furanocoumarins tels que :

Xanthotoxine [50].

[ILII. Activité anti-inflammatoire

Pour réduire I’inflammation et la traiter tout en affectant sur de nombreux processus
métaboliques et fonctions corporelles, les gens utilisent des anti-inflammatoires traditionnels et
synthétiques tels que les corticoides, du fait de leur forte activité qui augmente la production de
lipocortine, inhibe I’enzyme phospholipase A2, puis libére de 1’acide arachidonique. La
migration des monocytes, des cellules d’anticorps et des cellules polymorphonucléaires vers le
site de I'inflammation n’est réduite qu’avec I’utilisation a long terme de ces processus et
d’autres médiateurs tels que la sérotonine et la bradykinine sont produites, entrainant des effets
tels que la toxicité vasculaire et la toxicité infectieuse [63]. Les maladies inflammatoires doivent

étre traitées en recherchant des alternatives a base de plantes et des remedes.

» La dénaturation protéique

Lorsque les protéines perdent leur structure secondaire et tertiaire en raison d’action de
facteurs de stress externes ou de composés chimiques chaleur, solvant organique, concentrés
des sels inorganiques ou leurs organismes fonctionnels produisent des auto-antigeénes. La
dénaturation comprend des changements hydrophobes, hydrogenes ¢électrostatiques et
disulfures pour maintenir la structure tridimensionnelle de la protéine [64].

En fait, I’albumine peut étre affectée par des changements conformationnels liés a la
dénaturation.

La forme d’une structure tridimensionnelle (conformation associée a la déformation de cette
structure tridimensionnelle) qui provoque une agrégation sous I’influence d’un traitement
thermique) [65]. Notre objectif est de minimiser et de prévenir la dénaturation des protéines en
¢tudiant de nouvelles substances actives simples aux effets anti-inflammatoires. Le tableau 8

montre I’évolution de la protection contre la dénaturation thermique de 1’albumine a différentes
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concentrations (31.25 a 500 pg/ml). Ces résultats sont comparés a ceux du diclofénac sodique

considéré dans cet essai comme médicament de référence.

Tableau 8. Pourcentages d’inhibitions de la dénaturation de 1’albumine d’extrait, fraction
riche de falcarinol et le diclofénac sodique.

Echantillon Activité anti-inflammatoire
P. sativa Concentration(png/ml) 500 250 125 62.50 31.25
Inhibiteur % 80.09 62.55 34.59 15.63 9.0
Falcarinol Concentration(pg/ml) 250 125 62.50 31.25 15.62
Fraction Inhibiteur % 98.0 64 48 14 8.0
F3.2
Diclofénac  Concentration(png/ml) 200 100 50 25 12.50
Inhibiteur % 93.85 71.53 60.0 54.61 45.38

Les résultats obtenus ont montré une inhibition dose-dépendante de la dégénérescence
de Protéines (albumine) provenant de 1’échantillon de P. sativa qui a montré un taux de
protection de 9 a 80,09 % avec des concentrations comprises entre 31.25 a 500 pg/ml moins
performantes que le diclofénac qui a présenté un pourcentage de 93,85 % a des concentrations
comprises entre 12.50 a 200 pg/ml. D’autre part, la fraction riche en falcarinol a montré une
valeur protectrice relativement plus élevée 8% a 98% a des concentrations comprises entre

15.62 2 200 pg/ml. (Tableau 8).

Evaluation de ’activité anti-
inflammatoire de Psativa, fraction Cl, (ng/ ml)

200 - : -

5 de falcarinol et du diclofénac
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E I I I Diclofenac ' 3147

3 AREREY N

: S 3848 3 3 f; QR 2 Q Falcarinol - 106,58

i
[C)(ug/ml) psativa (Y - 555,42
B P.sativa
0 100 200 300 400
Figure 14. Capacite anti-inflammatoire des Figure 13. Clso de I’extrait, falcarinol et
échantillons. le diclofénac.

D’apres les figures 13 et 14, nous avons remarqué que la valeur Clso de la fraction du
falcarinol a présenté une bonne activité avec une Clso de 106.58 pg/ml presque trois (03) fois
inférieure au diclofénac (Clso = 31.472 pg/ml), alors que I’extrait a 1’acétate d’éthyle de P.
sativa a présenté 1’effet le plus faible avec une Clsode 355.32 ug/ml. L'action inhibitrice de la
dénaturation de l'albumine de I’extrait de P. sativa peut étre mise en évidence par la présence

de divers principes actifs comme les lactones sesquiterpéniques les tanins et les flavonoides
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contenus dans 1’especes disponibles de la famille des Apiécées. Certains flavonoides disposent
d’une forte activité contre diverses enzymes comme : Phospholipase A2, protéines tyrosine

kinases, la protéine kinase C protéine kinase alors que les lactones sesquiterpéniques sont

qualifiées d’anti-inflammatoires [66].
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Grace a son vaste territoire et a sa position stratégique, 1'Algérie dispose d'une
couverture végétale vaste, diversifiée, riche en plantes aromatiques et médicinales en particulier
la région de Tlemcen, souvent considérées comme des matiéres premicres pour diverses
industries.

Le travail de ce mémoire porte sur I'étude chimique et biologique de 1’extrait d’une
plante médicinale largement connue en médecine traditionnelle qu'est le Pastinaca sativa.

L’extrait a été obtenu par macération qui a donné un rendement estime a 0.59 %.

La partie chimique a également montré que le P. sativa a une variété de différents
composés. La chromatographie sur colonne nous a permis de séparer une fraction riche en

falcarinol qui a été confirmé et identifi¢ par des analyses RMN et infra-rouge.

L’activité antioxydante a été déterminée par trois méthodes, la méthode DPPH, FRAP
et chélation de Fer. Le test DPPH a montré que I’extrait de P. sativa a un pouvoir antioxydant
important qui s’est révélé trois fois plus faible que BHT. D’autre part, la fraction riche en
falcarinol n’a pas montré une bonne activité antioxydante. Dans cette recherche, nous avons
étudié I’activité antioxydante de I’extrait en combinaison avec le BHT par la méthode DPPH,
La combinaison de 1’extrait-BHT a mis en exergue des effets antioxydants plus intéressants

que ceux montrés par 1’extrait et le BHT seul.

Le test FRAP a montré que I’extrait de Pastinaca sativa a un pouvoir antioxydant
important similaire au pouvoir antioxydant du BHT, il est a noter que les résultats sont
incohérents par les deux méthodes (DPPH et FRAP). Cette différence est due aux détails de
chaque étape, a la structure des composés et a leurs mécanismes d’action. Le test de chélation
de Fer a mis en évidence que I’extrait de Pastinaca sativa a une activité antioxydante mais

moins importante que celle du BHT.

D’autre part, la fraction riche en falcarinol a montré une trés bonne activité anti-
inflammatoire mais qui reste inférieure au diclofénac. Cependant, d’autres études in-vivo sont
nécessaires pour confirmer ces activités et proposer cette plante dans le domaine

pharmaceutique en tant qu’agents antioxydants et anti-inflammatoires.
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I. Provenance du matériel végétal et identification
Les parties racinaires de P. sativa ont été collectées dans la région de Ain Fattah dans la
wilaya de Tlemcen [352 m, 34° 57' 56"N 1° 38'19" O] durant le mois de novembre 2022. Le
professeur Kazi de la faculté de médecine département de pharmacie, a identifié notre végétale

Pastinaca sativa.

II. Préparation d’échantillon
Les parties racinaires de P. sativa ont été coupées, séchées a 25 °C pendant 2 jours, puis

broyées en poudre fine avec un broyeur. La poudre de P. sativa a été trempée dans de 1'acétate
d'éthyle pendant 24 heures (macération a froid). Tous les échantillons ont été évaporés a sec
avec rota vapeur. Le rendement a été calculé sur une masse de 268 g. Le rendement de I'extrait
est défini comme le rapport entre la masse de 1'extrait et matériel végétal utilisé, exprimé en
pourcentage.

Le rendement est calculé a l'aide de la formule suivante :

ME
v 100

Rendement : Rendement en extrait (%)
ME : masse d'extrait (g)

Rendement (%) =

MMYV : masse de matiere végétale (g)

III.  Fractionnement de ’extrait de P. sativa
La chromatographie sur colonne est une méthode de séparation et de purification des
constituants d’un mélange par migration dans une colonne qui est constituée de deux phases,
une phase stationnaire (gel de silice) et une phase mobile (¢luant) qui repose sur la différence
de polarité entre les composés. Le fractionnement de I’extrait 5000ul(5000mg de 1’extrait dilué
dans I’acétate d’éthyle) a été réalisé sur une colonne chromatographique frittée, remplie par un
mélange de silice-Hexane qui constitue la phase stationnaire. L’¢lution est réalisée a I’aide d’un

gradient Hexane-acétate d’éthyle pour séparer les polyyne (falcarinol).

Figure 16. Pendants I’¢lution Figure 15. Révélation
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» Condition RMN

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire ont été enregistrés sur la fraction F3.2.
Le spectre de I’échantillon a été enregistré dans le CDCl3 a température 300K a 1’aide d’un
appareil Magritek SPINSOLVE 60 CARBON opérant 8 60 MHz pour le proton et 25 MHz pour
le carbone 13. Le spectre du carbone-13 a été enregistré avec les paramétres suivants : sonde
4.71 mm ; séquence d’impulsion : une impulsion, angle d’impulsion 4us (angle de retournement
45°) avec découplage du 'H pendant ’acquisition du signal. Le spectre a été authentifié¢ en
utilisant les éléments suivants : largeur di impulsion (PW), 9 us (angle de retournement de 90°)
temps d’acquisition 9,87 min.

» Condition (IR)

Les spectres infrarouges ont été enregistrés a 1'aide d'un spectrophotomeétre de Fourier (IR-
TF) Perkin Elmer Spectrum two (Walton, MA, Etats Unis). L’échantillon a été placé entre deux
pastilles de KBR pour former un sandwich. Différents spectres infrarouges ont été obtenus a
partir de 10 microlitres et ces échantillons ont été traités par un ordinateur utilisant le

programme SpectrumTM10 fourni avec l'instrument.

IV.  Evaluation de ’activité antioxydante
La démonstration de la capacité antioxydante in vitro des principes actifs des extraits de P.

sativa implique généralement la décoloration ou la coloration d'un réactif particulier en

présence d'un médicament antioxydant.

L'activité antioxydante a été €évaluée par le test de piégeage des radicaux libres DPPH. Ce
test simple et peu cotliteux a été I'un des premiers tests de radicaux libres utilisés pour étudier la
relation entre la structure antioxydante et l'activité afin d'expliquer sans ubiquité sa capacité
antioxydante. Cette méthode a pour principe de mesurer la capacité des antioxydants présents
dans le milieu réactionnel a retenir les radicaux libres DPPHe, qui apparaissent en violet et se
réduisent sous forme de diphényle picrylhydrazine DPPH-H jaune, apres une interaction avec
un atome d'hydrogéne ou d'un électron. La réduction radicale est surveillée en mesurant
l'absorption a une longueur d'onde de 517 nm, mais apres réduction avec un antioxydant le taux
d'absorption diminue. Les effets de ce test validé sont comparés a ceux des antioxydants

synthétiques [67].
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Dans notre étude, ce test a été évalué selon le protocole utilisé par Kuramasa et ses
collaborateurs en 2007. Une solution de DPPH est préparée en dissolvant 0,6 mg de DPPH dans
100 ml d'éthanol. Cette solution a été ensuite enveloppée dans du papier d'aluminium et
conservée au réfrigérateur a l'abri de la lumiére et de l'air pour éviter toute détérioration. 1 ml
de différentes dilutions d'extrait de plante (0,157-20 mg/ml) a été ajouté a 1 ml de solution
¢thanolique DPPH (0.06 mM) fraichement préparée (rapport 1/1). Le mélange résultant ensuite
a été¢ maintenu a 1'abri de la lumiére a température ambiante pendant 30 minutes. L'absorbance
du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl et des échantillons a 517 nm a été ensuite mesurée par rapport
a un témoin constitué de 1 ml de DPPH et de 1ml d’éthanol. Le BHT (butyl-hydroxytoluéne) a
¢été utilisé dans les mémes conditions de travail comme antioxydant de référence.

Le pourcentage d’inhibition d’activité anti-radicalaire est calculé selon la formule

suivante :

(Abs contrdle — Abs échantillons)
Abs controéle

Activité anti- radicalaire% (P1%) :|

] % 100

Abs contrdle : Absorbance du controle.
Abs échantillons : Absorbance des échantillons

» Calcul de la Clso

La concentration inhibitrice de 50 % est définie comme la concentration de 1'échantillon
d'essai requise pour réduire les radicaux DPPHe de 50 %. Les valeurs de la Clso sont calculées
graphiquement par régression lin€aire des parcelles de pourcentage d'inhibition (Figure 18),
pourcentage d'inhibition par rapport a différentes concentrations des €échantillons testés. Le

pouvoir ¢levé et efficace d’échantillons correspond a la plus basse valeur de la Cls.

Evaluation de activité anti-radicalaire
de P.Sativa ,du BHT, falcarinol et la

200 combinaison
S y =21,986x + 43,511
2 | y=22,15x+41,241 R? = 0,905
2 R2=0,9094 L.ttt
S| et " y = 34,715x + 41,237
a [ R $: R?=0,9286
= ¥
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Figure 18. Capacité antioxydante des échantillons étudiés. Figure 17. Méthode DPPH.
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Partie Expérimental

L'action réductrice du fer des extraits repose sur la réduction des ions fer jaunes (Fe3*)

en ions fer turquoise (Fe?*) présents dans le complexe KsFe (CN)s. L'intensité de cette
coloration, mesurée par spectrophotométriec a une longueur d'onde de 700 nm, est
proportionnelle au potentiel de réduction.

La réduction du fer a été déterminée par la méthode de réduction Oyaizu, 1986, basée
sur la réduction de Fe dans le complexe KsFe (CN)g [68]. Initialement, des solutions filles des
extraits ont été¢ préparées a partir de la solution meére avec une concentration de 1g, sur un
intervalle de concentrations comprises entre 0.625-1 g/ml. Ensuite le ferricyanure de potassium
[K3Fe (CN)s] (1%) a été ajouté avec 0.5ml d’une solution tampon phosphate de (0.2 M, pH 6.6)
puis les préparations ont été incubées pendant 20 min a une température de 55 °C.

Lorsque l'incubation terminée on a complété les solutions avec 0.5 ml d’acide
trichloracétique (10%) pour arréter la réaction, L'ensemble a ensuite été centrifugé a 3000 tours
pendant 10 minutes. Enfin on a ajouté Iml d’eau distillée et 1 ml d’une solution de chlorure
ferrique fraichement préparé (0.1%).

Les lectures d'absorbance ont été effectuées a une longueur d'onde de 700 nm contre un
blanc (échantillon de contrdle) préparé de maniere similaire en remplagant I'extrait par de I'eau
distillée pour calibrer le spectrophotomeétre (UV-visible) de l'instrument. L'acide ascorbique a
été utilis¢é comme témoin positif pour des études comparatives. Une augmentation de

l'absorbance du milieu réactionnel indique une augmentation du pouvoir réducteur (Figure 20).
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Figure 20. Absorbances en fonction des
différentes concentrations des échantillons
étudiés.

Figure 19. Méthode de FRAP.
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Partie Expérimental

Une méthode pour éliminer I'accepteur consiste a mesurer le pouvoir chélateur d’extrait
en incubant 1'échantillon avec du fer puis la formation du composé de complexes Fe (II)-o-
phénanthroline. Le phénanthroline est un chélateur ferreux de transition utilisé pour déterminer
I'étendue de l'épuisement des ions ferreux antioxydants. La formation de ce composé est
entravée par la présence d'un agent chélatant et l'absorbance est mesurée a 510 nm. Une
absorption accrue contribue a une capacité d'extraction accrue liée a son pouvoir antioxydant.

Cette méthode repose sur la formation d'un complexe rouge-orange ( Fe?t)
phénanthroline aprés une réaction d'oxydo-réduction. Ce complexe se dissout a pH basique et
la lecture d’absorbance est prise a 510 nm [69]. Dans un premier temps, deux solutions ont été
préparées : une solution a 0,05% de phénanthroline dans de I'éthanol et une solution a 200 pl
de chlorure ferrique (FeClz) dans de I'eau distillée. Solution mére a 1 mg/ml, a des différentes
dilutions dans I'éthanol (0,312-20 mg/ml). 1 ml de chaque dilution a ensuite ét¢ introduit et
mélangé avec 1 ml de solution de phénanthroline, puis 2 ml de solution de FeCls, le tout est
incubé a température ambiante pendant 10 minutes. Enfin, I'absorbance a 510 nm a été mesurée
par rapport a un blanc contenant 1 ml d'éthanol, 1ml de solution de phénanthroline et 2 ml de
solution de FeCls.

Evaluation du dosage de chelation de
fer des différents échantillons testés

0,8 , b

0,7 [ . N

0,6 ‘L‘ ' BT D ‘ B i

0'5 m: m‘ ."
¥

0,4
0,3
0,2
0,1

4

ABSORBANCE

0 5 10 15 20 25
[Cl(mg/ml) i
P.sativa BHT

Figure 21. Méthode chélation de fer
(réduction par formation du complexe
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Partie Expérimental

V. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

L'une des principales causes les plus importantes connues de l'inflammation est la
dégénérescence des protéines tissulaires, qui conduit a diverses maladies inflammatoires telles
que l'arthrite. Enfin, les extraits de plantes agissent pour réduire la dégénération des protéines,
qui sont acceptables lors du développement de nouvelles cellules. Médicaments anti-
inflammatoires, thérapeutique de I’inflammation [70].

La détermination de la capacité des échantillons récepteurs et des extraits a réduire la
dénaturation thermique des protéines dépend de la méthode [71]. L'utilisation d'une pression
externe, telle que la chaleur, donne une modification scientifique de la composition secondaire
et tertiaire des protéines, réduisant leur solubilité et leur pouvoir biologique. Les substances qui
peuvent inhiber la dégénérescence de la protéine peuvent donc avoir des effets anti-
inflammatoires. Par conséquent, toute substance pouvant inhiber la dénaturation de la protéine
a un potentiel anti-inflammatoire [72].

Le milieu réactionnel (2500 pL) est constitué de 100 pl d'albumine d’ceuf, de 1400 pl
de solution saline tamponnée au phosphate (PBS, pH 6,4) et de 1000 ul des différents
¢chantillons a des concentrations différentes (31.25 a 500 pg/ml). Le milieu réactionnel était
ensuite incubé a 37 °C pendant 20 minutes. La dénaturation est faite en bain-marie a 75 °C
durant 5 minutes. Apres refroidissement du milieu réactionnel, les absorbances ont ét€ mesurés
a 660 nm par le spectrophotoméetre UV/visible. Le diclofénac sodique est utilis¢é comme
controle positif dans les mémes conditions opératoires

L'inhibition de la dénaturation des protéines est calculée par la méthode suivante :
% inhibition = [4£/, . — 1] x 100
A c : I'absorbance sans échantillon d'essai (controle négatif).

A t : I'absorbance de 1'échantillon d'essai.
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Partie Expérimental

Evaluation de I’activité anti-
inflammatoire de P.Sativa, fraction
de falcarinol et du diclofenac
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