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Introduction

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des
effets néfastes dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes
réactives oxygénées (ERO) (Haleng et al, 2007). Dans certaines situations, la
production des Especes Réactives oxygénées (ERO) augmente fortement, entrainant un
stress oxydatif. En raison de leur capacité a endommager presque tous les types de
molécules dans 1’organisme, les ERO ont été impliqués dans un trés grand nombre de

pathologies aigués tel que le cancer, le diabéte, Alzheimer (Fontaine, 2007).

L'ensemble des dommages radicalaires semble pouvoir étre limité, tout au moins
en partie, par l'action de molécules dites antioxydantes. Celles-ci ont pour réle
d'empécher les especes réactive de 1’oxygéne (ERO) d‘atteindre leurs cibles
biologiques, d’ou leur fonction de protecteur chimique. Il est habituel de dire qu'un bon

antioxydante est un bon « capteur » de radicaux libres (Gardes-Albert, 2003).

Les plantes médicinales sont une source importante pour une grande variété
d'antioxydantes naturels. Les plantes médicinales en raison de leur bonne performance
thérapeutique et une faible toxicité ont été utilisées pour traiter les maladies humaines
pour des milliers d'années. (GHABRIER J. Y, 2010)

Les métabolites secondaires font 1I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasculoprotecteurs, antiinflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et

antiradicalaires (Bahorun, 1997).

L’objectif général de cette étude est d’évaluer les potentialités de l'activité
antioxydantes de différentes fractions d’extrait hydro-méthanolique des partie
aériennes de plante « Bunium bulbocastanum I», Et aussi testés la présence de 1’activité

anti-inflammatoire.

Dans Nos études ont commenceé Par 1’extraction des molécules bioactives, avec
la détermination de la concentration de polyphénols totaux et flavonoides, flavonols, et
tri-terpénes, comme il vise a tester les activités biologiques des différents extraits
organiques surtout ’activité antioxydante de différents fractions par 3 tests anti-
oxydantes de (FRAP, ABTs+, et Molibdate), puis testée 1’activité anti-inflammatoire

de fraction d’acétate d’éthyle sur les souries Lwiss albinos (in vivo).
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Chapitre 1 Présentation de la plante

1.1 La famille Apiaceae

Cette famille se compose de 423 genres, principalement des herbes, des
arbustes, des arbres (Koul A, Hamal L, 1979). La caractéristique la plus distinctive des
Apiaceaes est son inflorescence "ombelle", ce qui signifie "parasol”. C'est un groupe de
fleurs convexes ou a sommet plat dans lequel tous les pédicules proviennent du méme
sommet, La tige est souvent creuse dans la région inter nodale avec sécrétion canaux

contenant des huiles éthérées et des résines (Judd W, et al,2002).
1.2 Le genre Bunium

Le genre Bunium contient environ 166 espéces, y compris B. persicum, B.
carum, B. bulbocastanum, B. copticum, B. flexuosum, B.elegans, B. cylendricum et B.
chaerophyllocides, qui sont prévalent en Asie centrale, au Caucase, en Crimee et
Europe (Vasilava M, et al, 1985).

1.3. L’espéce Bunium bulbocastanum |

Bunium bulbocastanum I, est une plante vivace de 30-70 cm, glabre et verte. De
racine subglobuleuse, grosse (1-2 cm de diam.) et de tige dressée, gréle, finement
sillonnée, rameuse, peu feuillée et aussi de feuilles bi-tripennatiséquées (ses feuilles

sont deux ou trois fois ailées) (Delamarck et Decanddle,1805).
1.3.1. Ecologie :

Champs calcaires ou argileux, dans une grande partie de la France ; nul dans
I'Ouest, rare dans la région méditerranéenne, Répartition Europe occidentale et centrale,

et la Floraisation entre Juin-juillet, la plante est représentée dans la Figure 01.

Figure 1 : les parties aériennes de Bunium bulbocastanum | (Taglait, bordj

bouarreridj, Algérie).
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1.3.2. Classification
La systématique de Bunium bulbocastanum [, est donnée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Classification de Bunium bulbocastanum | selon (Delamarck et
Decanddle, 1805).

Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Bunium
Espéce Bunium bulbocastanum |

1.3.3. Usage traditionnelle

Les différentes parties de Bunium bulbocastanum | sont normalement utilisés
comme épices culinaires pour des années pour améliorer la saveur. Son fruit a été utilise

pour la production d'aliments comestibles. (Clapham et al. 1962).

Médicalement, il est également utilisé en tant que un astringent, En gardant a
I'esprit le de Bunium bulbocastanum, la présente étude avait pour objet de cribler les
différentes parties pour voir si cela est vrais. Cette plante posséde des Propriétés
biologiques/pharmacologiques, ¢’est a dire antibactérienne, antifongique, phytotoxique

et hémagglutinante (Ahmed et al. 2014).
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Chapitre 2 Notions génerales sur les métabolites secondaires

2.1. Les métabolites secondaires

Les metabolites secondaires sont des molécules organiques complexes
synthétisées par les plantes autotrophes (BOUDJOUREF 2011). Les produits du
métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000 structures définies
(Hartmann 2007). lls sont divisés principalement en trois grandes familles: Les

polyphénols, les terpénes, les alcaloides (Lutge, 2002 ; Abderrazak, 2007).
2.2. Les polyphénols

IIs sont synthétisés par 1’ensemble des végétaux et ils participent aux réactions de
défense face a différents stress biotiques (agents pathogeénes, blessures, symbiose) ou
abiotiques (lumiére, rayonnements UV, faible température, carences). Les polyphénols
contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur,
astringence, aréme, amertume) (Visioli et al., 2000).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé
dans une autre fonction : ether, ester, hétéroside (Bruneton, 1999), sa structure présentée
dans la Figure 2.

OH

Figure 2: Structure du noyau phénol (Bruneton,. 1999).
2.2.1 Classification des polyphénols

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non
flavonoides dont les principaux composes sont : les acides phénoliques, les stilbénes,
les lignanes, les lignines et les coumarines (Hoffman, 2003), et les flavonoides, dont on
caractérise principalement : les flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones,

anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols (Pinacemail et al., 2007).
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2.2.1.1 Les non flavonoides

2.2.1.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides
hydroxy benzoiques et les acides hydroxy cinnamiques (Chanforan, 2010).

2.2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux
(Ghedira, 2005). Tous les flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-
C6), ils contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles
aromatiques A et B a six atomes de carbones liés avec une unité de trois atomes de
carbone qui peut ou non étre une partie d'un troisieme cycle C (Tapas et al., 2008).sa

structure présentée dans la Figure 3.

Figure 3: structure des flavonoides, enchainement C6-C3-C6 (Isorez, 2007).
2.2.1.3 Les tannins condenseés

Les tannins sont des substances poly-phénoliques de structures variées, ayant en

commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de rendre imputrescible. Ces
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substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique
leur pouvoir tannant. On distingue : les tanins hydrolysables et les tanins condensés

(Roux et Catier, 2007), sa structure de base présentée dans la figure 04.

COH

Figure 4: Structure chimique des tannins condensés (Guignard, 1996).
2.3. Les terpénes

Les terpenes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une unité
simple a cing atomes de carbone nommée isopréne. Leur grande diversité trouve son
origine dans le nombre d’unités de base qui composent la chaine, ainsi que dans les
divers modes d’assemblage. La formation de structures cycliques, 1’addition de
fonction comprenant de 1’oxygene et la conjugaison avec des sucres ou d’autres

molécules peuvent rendre leurs structures complexes (Hopkins ,2003).
2.4. Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques, ils
interviennent dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des
blessures Mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister a I’attaque des
insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés
phénoliques (Bahorun,1997). Ces composes montrent des activités anti-carcinogénes,
anti-inflammatoires, antiathérogénes, antithrombotiques, analgésiques, antibactériens,
antiviraux, anticancéreux (Babar et al, 2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et
al., 2008) et antioxydants (Gomez et al., 2006).
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2.5. Activités antioxydante des flavonoides

Ces derniéres années , une importances particuliere a été accordés aux
flavonoides grace a leurs propriétés antioxydants qui sont attribués a : leur capacité de
piéger directement les radicaux libres , de chélateur les ions métallique impliques dans
la production des EOR via les réactions Fenton et Haber-Weiss , d’inhiber quelques
enzymes en particulier les oxydases , d’activer les enzymes antioxydants et de réduire
les radicaux a-tocopheryl (Coetelle 2001 ;Lin et Weng .,2006 ;Heim et al., 2002).
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Chapitre 3 les activités biologiques étudiées

3.1. Activité anti-oxydante
3.1.1. Les radicaux libres

Il s’agit des espéces chimiques trés réactives qui cherchent dans leurs
environnements un électron pour s’apparier (Jadot, 1994). Ils sont généralement de
forme particuliere instable se sont des atomes, ou des groupes d'atomes, qui posseédent
sur sa couche la plus externe, un ou plusieurs électrons célibataires (Atawodi, 2004),
IIs sont produit quotidiennement par 1’organisme et nécessaire a des mécanismes vitaux
(Pincemail et al., 1999), mais ils deviennent nocifs quand ils sont en exces et induisent
des dommages au niveau de la structure des protéines, des lipides et des acides

nucléiques (Favier, 2003).
3.1.2. Les espéces réactives de I’oxygene

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les especes
réactives de I’oxygeéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule
d’oxygene, par addition d’un électron. les principales espéces réactives de 1’oxygene
sont : le radical superoxyde(O2e-), le radical hydroxyle (HO¢), et aussi certains dérivés
oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) ( Jacques et Andre, 2004 ;
Gutteridge, 1993).

3.1.3. Sources de production des ERO
Les ERO sont produites par différentes sources tant endogénes qu’exogeénes
3.1.3.1. Sources endogenes

La xanthine oxydoréductase (XO) joue un réle important dans la production des
ERO, particuliérement O2¢- et H202 (Pacher et al., 2006), XO est une enzyme qui
utilise I’oxygene moléculaire comme un accepteur d’électrons en produisant 1’anion
superoxyde au cours de la réaction d'oxydation de I’hypoxanthine en xanthine et la

xanthine en acide urique (Harrison, 2004).

La mitochondrie est le siege majoritaire de la synthese des radicaux libres. Durant
la respiration, quatre électrons sont ajoutés a 1’oxygéne par la chaine respiratoire,

cependant 1’oxygene peut étre réduit en formant des especes réactives de 1’oxygene

telles que O2+-ct ®OH (Finaud et al., 20006).
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3.1.3.2. Sources exogenes

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents capables de
donner naissance a des radicaux libres. Les rayonnements UV (ultra-violet) induisent
la synthése de radicaux libres et de molécules génératrices de radicaux libres par
I’intermédiaire d’agents photo-sensibilisants Les radiations ionisantes provoquent

également la génération de radicaux libres dérivés de I’oxygéne.

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers
mécanismes et les substances toxiques tels que I’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde
d’azote (NO2), présents dans notre environnement (goudron, tabac, polluants
industriels), sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsatures des

alvéoles pulmonaires (Hadi, 2004).
3.1.4. Systémes antioxydants

Le contréle de des ERO est généralement assuré par des systemes antioxydantes.
Une antioxydante peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi

retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats (Ladoh yemeda et al., 2014).

Le corps humain est équipé d'une variété d'antioxydantes qui servent a
contrebalancer I'effet des oxydants. A toutes fins pratiques, ceux-ci peuvent étre divisés

en 2 catégories : enzymatique et non enzymatique (Birben et al., 2012).
3.1.4.1. Systemes enzymatiques

Des enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase
(GPx), et catalase (CAT) participent a 1’¢élimination des ERO (Fathy Et Drees, 2016).

3.1.4.2. Systemes non enzymatique

Il est représenté par l'acide ascorbique (vitamine C), I’a-tocophérol (vitamine E),
le glutathion (GSH), les caroténoides, les flavonoides et d'autres antioxydants (Valko
etal., 2007).

A. La vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C est un antioxydant hydrosoluble, il protége les autres composés de

I'oxydation (I’oxydation des LDL) (Padayatty et al., 2003). Les principales sources de
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vitamine C sont des fruits (en particulier les baies) et les Iégumes verts (Pelli et lyly,
2003).

3.1.5. Le stress oxydatif

En quantité moderée, les RLs sont des éléments indispensables a la vie, car ils
remplissent de nombreuses fonctions physiologiques au cours de la croissance ou de la
défense de I’organisme (Belaich et Boujraf, 2016). Dans ces circonstances normales,
on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants (figure 6) est équilibrés, si tel n’est pas
le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une superproduction énorme

de radicaux, I’exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant » (Favier, 2003).

jque
Dés’equ'\\'\bre patho\og o)

Enzymes antioxydantes
. o , Cofacteurs : Zn, Se
Espéces réactives de I'0, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu

2 Antioxydant
Facteurs environnementaux

Oxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 5: Déséquilibre entre antioxydantes et pro-oxidantes (Andersen, J.k (2004))

3.1.5.1. Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est la principale cause initiale de plusieurs maladies. C’est le
facteur potentialisant 1’apparition des maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la
maladie d’alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Bidie et al.,
2001). Les radicaux libres sont également impliqués dans le développement de
nombreuses pathologies telles que I’obésité, le cancer, I’inflammation, 1’athérosclérose
et les maladies dégénératives (Sarr et al., 2015). La plupart des maladies induites par le
stress oxydant apparaissent avec l'age car le vieillissement diminue les défenses

antioxydants et augmente la production mitochondriale de radicaux (Favier, 2003).
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3.2. Activité anti-inflammatoires

L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes supérieurs
contre toute agression extérieure (infection, blessure (agression mécanique), etc.). Elle

a pour role essentiel 1’élimination de I’agent pathogéne et la réparation du tissu 1ésé.

L’inflammation se manifeste par quatre signes cardinaux (la rougeur, 1’cedéme,
la chaleur, la douleur) résultant d’une augmentation du flux sanguin, d’une
augmentation de la perméabilité capillaire permettant aux compléments, aux anticorps
et aux cytokines de franchir la barriére endothéliale et de la migration des leucocytes

vers le tissu Iésé pour une réparation de la lésion (Delarue J, 2001)

La réponse inflammatoire implique de nombreux enzymes parmi lesquels les
lipoxygeénases et les cycloxygénases (COX 1 et COX 2) qui synthétisent des médiateurs
pro-inflammatoires tels que les leucotriénes et les prostaglandines a partir de 1’acide

arachidonique (Bourkhiss M et al, 2010)

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques
jours a quelques semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des
phénoménes vasculoexsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent
spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des sequelles si la destruction

tissulaire est importante (Charles et al., 2010).

Pour cette raison, il est impérieux d’orienter la recherche de nouveaux agents
thérapeutiques anti-inflammatoires vers les plantes médicinales qui constituent une
source potentielle de molécules naturelles anti-inflammatoires, L’existence de recettes
de la médecine traditionnelle qui se sont révélées positives pour le traitement des
pathologies inflammatoires nous amene a nous intéresser a une espéce végétale

d’origine tropicale. (sy G, wélé A,Ndiaye M et al, 2008)

10



Partie Il : Partie expérimentale



Chapitre 4 ;. Matériels et Méthodes



Chapitre 4 Matériels et Méthodes

4.1. Matériels
4.1.1. Matériel végétal

La plante Bunium bulbocastanum 1, a été récoltée durant le moi mai 2017, dans
la région de Taglait de wilaya de bordj Bou Arreridj, Algeérie.

Nous n'avons pris en considération que la partie aérienne de la plante, Le matériel
végétal a été lavé et séché a I’obscurité dans un endroit bien aéré, a la température

ambiante.
4.1.2. Matériel animal

L’étude in vivo a été réalisée sur 30 souries Swiss Albinos males (Figure 6) dont le
poids varie entre 20 et 28 g, ils ont été obtenus a partir de I'université el Bachir el
Ibrahimi de bordj Bou Arreridj, Algérie. Les animaux sont hébergés dans des cages en
groupes de 5 avec acces libre a 1’eau et 1’aliment standard (Entreprise de fabrication

d'aliment de bétail et Volaille, Bordj Bou Arreridj) jusqu’a leurs utilisation.

Figure 6: Groupes des souries Swiss Albinos

4.2. Méthodes
4.2.1. Extraction et fractionnement
4.2.1.1. Extraction

L’extraction est réalisée selon la méthode de Markham (1982), Elle est basée sur
le degré de Solubilité des molécules bioactifes dans les solvants organiques, Cette
méthode comprend deux grandes étapes :
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La premiere phase d’extraction se fait avec le méthanol 85%, apres broyage des
parties aériennes du la plante « Bunium bulbocastanum | », 100g a été soumise a une
macération avec 500 ml de Méthanol 85% a température ambiante et sous agitation

pendant 24h, aprés 24h L’extrait récupéré est filtré

La deuxiéme phase d’extraction se fait avec le méthanol 50%, le culot récuperé
par la 1ére extraction a été soumise a une 2eme maceration avec 500ml de méthanol 50
% a température ambiante et sous agitation pendant 24h, aprés 24h L’extrait récupéré

est filtré.

Les filtrats ont été évaporés dans un rota vapeur (évaporateur rotatif) a
température douces (40 C°), puis sécher I’extrait concentrée a 1’étuve pour donner

I’extrait hydro-méthanolique brut.
4.2.1.2. Fractionnement

L'extrait brut hydro-méthanolique a subi un fractionnement par une série
d’extractions liquide/liquide avec des solvants a polarité croissante de facon
successives (Hexane, Chloroforme, Acétate d’éthyle, butanol), on commence le
fractionnement par I'hexane jusqu’a épuisement totale. On récupére une phase
organique (extrait de hexane) et une phase agqueuse, qui est ensuite épuisée par le
solvant suivant est ainsi de suite. A la derniére extraction on considére la fraction
aqueuse comme extrait aqueux. Les différents extraits doivent conservés loin a la

lumiere & température ambiante (Markham, 1982).

Le protocole d’extraction et fractionnement est présente dans la figure 07.
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Macération 24 h 500 ml methanole 85%
a Température
ambiante +

ian Macération 24 h
agitation Filtration a Température
ambiante +
agitation

l Filtrat 1 Culot +500mI MeOH 50%

Matériel végétal sec 100 g + ]

Filtrat 2

‘ Culot

Extrait brut hydro-méthanolique

\

Fractionnement

l | (3x100 ml) de
Fraction de hexane ] Résidu (Phase aqueuse) hexane
l l Fractionnement
- = (3x100 ml) de
[ Fraction de chloroforme ] [ Résidu (Phase aqueuse) ] chloroforme
i Fractionnement
1 (3x100 ml)
[ Fraction d’acétate d'éthyle ] [ Résidu (Phase aqueuse) ] d’acétate
d'éthyle
l l Fractionnement
i ) . 3x100 ml) de
Fraction de butanol Fraction aqueuse finale ( )
butanol

Figure 7: Protocole d'extraction et fractionnemnt (Markham, 1982).
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4.2.2. Calcul du rendement
4.2.2.1. Rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation du
solvant, il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante

soumise a 1’extraction.
Les rendements des extractions sont calculés suivants la formule ci-dessous :
Rdt % = M extrait /M échantillon*100
Avec : M extrait =masse de I’extrait en gramme.
M échantillon = masse de 1’échantillon en gramme (Boubekri, 2014).

4.2.2.2. Rendement de fractionnement

Ce rendement est calculé via I’équation :

Rdt % = M f /M Eb *100

Avec : M f =masse de chaque fraction en gramme.

M Eb = masse dextrait brut (hydro-méthanolique) en gramme (Boubekri, 2014).
4.2.3. Dosage des métabolites secondaires
4.2.3.1. Dosage des Polyphénols totaux

A. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique

Folin Ciocalteu selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965).

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de
Folin Ciocalteu, ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif Folin Ciocalteu en un complexe ayant la couleur bleue
constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdene. L’intensit¢é de la couleur est

proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés.

B. Mode opératoire

Dans des Eppendorf mélanger : 100 pl de solution d’extrait, 500ul du réactif de

Folin Ciocalteu a 10 % (v /v), puis le mélange est incubé pendant 4 min, on ajout ensuite
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400ul de NaCO5; a 7.5% (p/v), puis le melange est soumis a une autre incubation

pendant 2h a I’obscurité. La lecture se fait dans la longueur d’onde 765 nm.

Le blanc de test contient : 100ul de méthanol, 500ul de folin et 400ul de NaCOs.

Pour chaque extrait, le test est réalisé en triplicata.

C. Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées
en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide

gallique dans le méthanol.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en acide gallique par 1

milligramme d’extraits sec (ug EAG/mg d’extrait).
4.2.3.2. Dosage des Flavonoides totaux

A. Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par
(Djeridane et al. 2006) avec le trichlorure d'aluminium. Le trichlorure d'aluminium

forme un complexe jaune avec les flavonoides qui absorbe dans le visible a 430 nm.

B. Mode opératoire

Dans un Eppendorf : on mélange 300ul de solution d’extrait avec 300ul AlICI; ,

puis on incube pendant 15 min, la lecture se fait a la longueur d’onde 430 nm.
Le blanc : 1ml d'extrait et 1ml de méthanol. Blanc de test : extrait dilué.

C. Expression des résultats

Les concentrations de flavonoides totaux des extraits sont déterminées en se référant a
la courbe d'étalonnage obtenue a différentes concentrations de quercétine (10- 45ug/ml)

dans le méthanol, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent en quercétine par 1

milligramme d’extrait sec (ug EQE/mg d’extrait).
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4.2.3.3. Flavonols

A. Principe

La teneur en flavonols dans les extraits a été déterminée par une méthode adaptée
par (Mbaebie B et al.,2012). Le trichlorure d’aluminium et I’acétate de sodium forment

un complexe de couleur jaune avec les flavonols mesurable dans 440 nm.

B. Mode opératoire

Dans un eppendorf on mélange :

250ul de solution d’extrait, avec 250ul d’AICl; et on ajout 375ul d’acétate de
sodium. Le mélange va étre incubé pendant 2.5h a 25°C a I’obscurité. Lecture des Abs

se fait a 440 nm.
Blanc : 250ul extrait +625ul méthanol+ 375ul d’acétate de sodium.

C. Expression des résultats

Les concentrations des flavonols des extraits sont déterminées en se référant a la

courbe d'étalonnage obtenue a différentes concentrations de Rutine dans le méthanol.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent en Rutine par 1

milligramme de d’extrait sec (ug ER/mg d’extrait).
4.2.3.4. Dosage des Triterpénes

A. Principe

Le dosage des tri-terpénes et s’effectuer selon la méthode de (J. P. Fan et C. H.
He., 2006)

Le principe de base de cette méthode est la réaction des triterpenes oxydés avec
la vanilline, ou l'acide sulfurique est utilis¢é comme oxydant. Les sapogénines
stéroidiennes avec ou sans double liaison en C-5, les sapogénines triterpénoides et les
acides stéroliques et biliaires qui ont un groupe OH en position C-3 réagissent avec la
vanilline en milieu acide pour donner des chromogénes avec des maxima d'absorbance

a 548 nm, selon la nature des saponines.
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B. Mode opératoire

Dans un eppendorf on mélange

20ul d’extrait sont melangés avec 30ul vanilline, on ajout 100ul acide
perchlorique, puis on incube le mélange a I’obscurité pendant 45 min dans un bain
marie dont la température est 60 °C, aprés le mélange est refroidit dans un bain glacé

pour et on ajoute 450ul acide acétique, la lecture des absorbances est réalisee a 548 nm
Blanc : I’extrait est remplacé par le méthanol.

C. Expression des résultats

Les concentrations des tri-terpénes des extraits sont déterminées en se référant a
la courbe d'étalonnage obtenue a différentes concentrations d'acide Ursolique dans le

méthanol.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent en acide Ursolique

par 1 milligramme de d’extrait sec (ug EAU/mg d’extrait sec).
4.2.4. Evaluation de P’activité antioxydante

De nombreuses méthodes utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante
des extraits. La plupart des méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un
réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude nous avons utilisé 3 tests
chimiques : le test Ferric Reducing Antioxydant Power assay (FRAP) qui mesure le
pouvoir de réduction des ions de fer, le test a I’acide 2,2’-azinobis-3
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS), et le test de Capacité antioxydante totale.

4.2.4.1. Test de pouvoir réducteur FRAP

A. Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir anti-radicalaire. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fes+) présent dans le complexe KaFe(CN)s en fer ferreux (Fez2+). En effet le
Fe3+ participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.
L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986). Une
augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Hubert, 2006)
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B. Mode opératoire

Dans un eppendorf on mélange :

225ul d’extrait sont mélangés avec 225ul de tampon phosphate, on ajout 225ul
de K3Fe(CN)s, avec agitation puis on incube le mélange a 1’obscurité pendant 20 min
dans un bain marie dont la température est 50 °C, aprés on ajouter immédiatement 225
ul de TCA. Et directement centrifuger le mélange pendant 10 min a 700 TPM. Puis on
mélanger 375ul d’H20 distillé avec 375ul du surnageant et on ajoute 75ul de FeCl3, la
lecture des absorbances est réalisée a 700 nm. Pour le blanc, I’extrait est remplacé par

du méthanol.

C. Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions des

différentes concentrations utilisées pour les différentes fractions des extraits étudiés.

L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des fractions testées. Pour chagque concentration, une absorbance est mesurée

et les résultats sont représentés sous forme de graphique.

Les résultats sont obtenus en pg EC/mg d’extrait sec par extrapolation sur la
courbe d’étalonnage de I’acide ascobique, et avec la quercetine et 1’acide gallique

comme standards.
4.2.4.2. Test de I’acide 2,2’-azinobis-3 éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTYS)

A. Principe

L’ABTS est un radical cation caractérisé par sa couleur bleu vert foncé qui va
disparaitre apres la réduction par un antioxydant donneur des protons (hydrogéne). Ce
radical est facilement formé a partir de I’acide correspondant par oxydation en présence
de persulfate de potassium. Plus la perte de couleur est rapide plus le donneur
d’hydrogeéne considéré comme un antioxydant fort. La perte de couleur peut étre suivie

par la mesure de 1’absorbance au spectrophotométre a 734nm. (LI et al., 2015)

B. Mode opératoire

. Préparation de réactif
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Suivant le protocole décrit par Aazza et al. (2011), le radical ABTS.+ est produit
par réaction entre une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) et une solution de persulfate
de potassium (K2S20s, 2.45mM), utilisé comme oxydant. Ce mélange est laissé pendant
au moins 16h a 1’obscurité puis dilue avec I’eau distillé jusqu'a 1’obtention d’une

absorbance de 0.700 a la longueur d’onde de 734 nm.
. Réaction

Dans un tube on mélange : 50ul d’extrait avec 950ul d’ABTS, on les incube
pendant 7 min, et la lecture se faite & 700 nm, contre un blanc contient le réactif et le

méthanol.

C. Expression des résultats

Pourcentage inhibition d’ABTS = (Absorbance de contrle — Absorbance de
1’échantillon/Absorbance de contréle) x100.

4.2.4.3. Le test de Capacité antioxydante totale

A. Principe

Ce test est basé sur la reduction du molybdéne (V1) en molybdéne (V) par I'extrait
de plante. Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo
(V) de couleur verte (Prieto et al. 1999).

B. Mode Opératoire

Une aliquote de 0,1 ml d’extrait est combinée a 1 ml de solution composée d’acide
sulfurique (0.6 N), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate d’ammonium (4
mM). Les tubes sont incubés a 95°C pendant 90 mn. Apres un repos de 6 minutes a
température ambiante, I'absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc contenant du
méthanol a la place de Dl’extrait. Comme pour les polyphénols totaux, I’activité
antioxydante totale est exprimée en ug d’équivalent acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mgE). Blanc : I’extrait est remplacé par le méthanol.

C. Expression des résultats

Les résultats sont obtenus en pg E Vit C/ mg d’extrait sec par extrapolation sur la
courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Absorbances en fonction de la

concentration).
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4.2.5. Activité anti-inflammatoire

Pour étudiée I’activité anti-inflammatoire (in vivo) de la plante testée, on utilise

le test (Edéme d'oreille induit par le xyléne selon la méthode (Shang et al., 2011).
4.2.5.1. Répartition des animaux

Des souris male swiss albinos de 20-29 g sont reparties en lots de 6 souris dans
des cages standards. Avant 1’expérimentation Les souris testées sont privées de tout

nutriment pendante 24h.
4.2.5.2. Protocole
Le traitement oral de souris :
Groupe 1 : traitement avec solution saline normale (contrdle,5 ml / kg) (10 ml/ kg).
Groupe 2 : traitement avec dexaméthasone (1 mg / kg).
Groupe 3 : traitement avec 1’extrait (d’acétate d’éthyle) 150 mg / kg.
Groupe 4 : traitement avec 1’extrait (d’acétate d’éthyle) 300 mg / kg.

Apres 1h du traitement oral des souris un cedéme a été induit chez les souris en
appliguant un Goutte de xylene (30 ul) a la surface intérieure et postérieure de l'oreille
droite, 1h aprés I’application de I’irritant, les animaux ont été tués sous anesthésie a
I'éther et les deux oreilles sont coupées, Les sections circulaires ont été prises a l'aide

d'un porteur de liege Avec un diamétre de 8.0 mm, et pesé.
4.2.5.3. Expression des résultats

L'augmentation de poids Causée par le xylene a été estimée en sous trayant le
poids de I’Oreille gauche non traitée de celle des sections d'oreille droite traitées et le

pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :
% inhibition = [(At- Ad)/ At]* 100
At = moyenne de différence entre oreille droite et gauche du lots temoin
Ad = moyenne de différence entre oreille droite et gauche du lots traité

Les résultats présentés sous forme d’un histogramme avec le control.
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5.1. Rendement
5.1.1. Rendement d’extraction

Le rendement a été déterminé aprés I’extraction des parties aériennes de Bunium
bulbocastanum |, Le rendement de 1’extrait hydro-méthanolique est 19.6 % de la

matiére séche, le rendement présente dans la Figure8.

extrait bruit

20

15

10

rendement %

extrait bruit

Figure 8: Rendement d'extraiot hydro-méthanolique des parties aériennes de Bunium
bulbocastanum I.

Dans I’étude d’Ali Mandegary et ses collaborateurs (2012), un rendement de 27.5%
est obtenu d’extrait méthanolique de 1’espéce Bunium persicum du méme genre que
notre espece, alors que notre résultat de 19.6% est inférieur a ceux obtenues par ces

études mais restent comparables a eux.

D’une maniere générale, Le rendement d’extraction varie en fonction de I’espece
végétale, I’organe utilis¢ dans 1’extraction, les conditions de séchage, la richesse de
chaque espece en métabolites et dépend aussi du type de solvant utilisé, de sa polarité
et de la solubilité des composés phénoliques dans les solvants d’extraction (Daoudi et
al. 2015), La région et la période de la récolte sont aussi des facteurs déterminants du
rendement (Keskes et al, 2014).
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5.1.2. Rendement du Fractionnement :

Les rendements des fractions déterminé apres le fractionnement de I’extrait
hydro-méthanolique par des solvants a différentes polarités (Hexane, Chloroforme, A.

éthyle et Butanol), les résultats présente dans la figure 9.

Rendement %

Hexane , Chloroforme A Ethyle
3% 2% 5%

Pertes
9%

Butanol
21%

Aqueux
60%

B Hexane M Chloroforme M A,Ethyle B Butanol B Aqueux M Pertes

Figure 9: Rendement des fractions d'extrait brut des parties aériennes de Bunium
bulbocastanum |

La fraction aqueuse représente, la fraction la plus importante de I’extrait hydro-
méthanolique avec un rendement de 60 %, suivie par la fraction butanol qui représente
21%, et la fraction de I’acétate d'éthyle de 5% puis la fraction d’hexane avec 3% et en

fine chloroforme avec 2% seulement.

La variation du rendement d’extraction des mémes espéces végétales en ce qui
concerne le solvant pourrait étre expliqué par la solubilité différentielle des composés
chimiques dans différentes solvant. Un certain nombre d’études liées a 1’extraction de
composés chimiques de plantes avec différents solvants a constaté une forte variation
du rendement (Teugwa et al., 2013).

22



Chapitre 5 Résultats et discussions

Dans autre étude de Khaksari M et al (2014) le rendement de Bunium persicum,,
pour la fraction aqueuse d’une masse de 8mg , cette masse est faibles que notre masse

de 11.65mg, mais reste comparable.

11 difficile de comparer nos rendement avec les rendements obtenus par d’autres
études car les rendements différents considérablement selon 1’espéce végétale, la partie
de la plante utilisées (tiges, racines, feuilles et fruit) et du type de solvant utilisé pour
I’extraction. Cela est d0 & des facteurs édaphiques ou bien intrinseque génétique propre

a chaque espece végétale (Teugwa et al., 2013)
5.2. Dosage des métabolites secondaire
5.2.1. Polyphénols :

L’estimation de la teneur en polyphénols se fait selon la méthode de Singleton et

Rossi (1965) par l'utilisation de Réactif de Folin-Ciocalteu.

La droite d'étalonnage a été tracée en utilisant I'acide gallique comme standard (5
a 200 pg/ml).Les essais ont été réalisés en triple et la concentration des composées

phéniques totales était déterminée a partir de la droite d'étalonnage de la figurel0.
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Figure 10: Droite d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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La quantité des polyphénols totaux dans les extraits est exprimée en
microgramme équivalant d'acide Gallique par | mg d’extrait sec. Les résultats obtenus

sont présentés dans la figure 11.
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Figure 11: Teneur des fractions en polyphénols totaux en pg EAG/mg Extrait sec
pour la plante Bunium bulbocastanum .

Les résultats de la figure montrent que, la fraction de 1’ Acétate d'éthyle est la
plus riche en polyphénols totaux, et contient une teneur forte par rapport aux autres
extraits avec 308.01+ 9,93 ug EAG/mg ES, Suivie de la fraction butanol avec 141.67+
5,78 ug EAG/mg ES.

Puis le chloroforme avec 51.37 + 2,52ug EAG/mg, Suivie de la fraction aqueux
avec 30.52+ 6,61 ug EAG/mg et en fin la fraction d’hexane avec 13.75 + 0,56 ug
EAG/mg ES.

On remarque que I’extrait d’ Acétate d’éthyle est Supérieur aux autres extraits,

Les résultats d’étude de Seri, A., et ses collaborateurs (2017), montré que la teneur
en composés phénoliques totaux du Bunium persicum de 122,41 ug d'équivalents
d’acide galliques par milligramme d'extrait séché. Cette résultat est inferieur a la
fraction la plus riche en polyphénols (acétate d’éthyle), et presque similaire a la fraction

du butanol, mais il supérieur aux autres fractions (hexane, chloroforme, et aqueux).
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Dans autre étude de Saeed, N, et ses collaborateurs (2012), les résultats montrent
que le teneur des polyphénols de la plante Torilis teptophylla de méme famille de nos
plantes (Apeaceae), de 121.9+3.1ug/mg d’extrait. Ce teneur est inferieur a la fraction
la plus riche en polyphénols (acétate d’éthyle), et similaire a la fraction de butanol, mais

il est supérieur aux les autres fractions.

La différence entre la teneur en polyphénols des différentes fractions s'explique
par la différence en solubilité de ces composés dans les solvants extracteurs choisis,
sachant que les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants
organiques polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants

organiques apolaires (Macheixet al.2005).

Le teneur des composées phénoliques différents considérablement selon 1’espéce
végétale, la partie de la plante utilisées (tiges, racines, feuilles et fruit), la richesse en
métabolite secondaire et du type de solvant utilisé pour 1’extraction (Teugwa et al.,
2013).

5.2.2. Dosage des Flavonoides totaux

L’estimation des teneurs en Flavonoides se fait selon la méthode de chélation de

I'’Aluminium (Djeridane et al. 2006).

La droite d'étalonnage a été tracée en utilisant la quercétine comme standard (5 a
50 pg/ml).

Des essais ont été realisés en triplicata el la concentration des flavonoides totaux

était déterminée a partir de la droite d'étalonnage de la Figure 12.
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Figure 12: Droite d'étalonnage de la Quercétine pour le dosage des flavonoides.

La quantit¢ des Flavonoides totaux dans I’extrait hydro-méthanolique et ces

différentes fractions est exprimée en microgramme équivalant quercétine par |

milligramme d’extrait sec. Les Résultats obtenus sont présentés dans la figure 13.
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Figure 13: Teneur des fractions en flavonoides totaux en pg EQE/mg d'extrait sec de

la plante.
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Les résultats de cette figure montrent que la fraction d’ Acétate d'éthyle est la plus
riche en flavonoides totaux et contient une teneur 49.09+ 0,03 ug EQ/mg ES suivie par
la fraction butanol avec 26.21+ 1,51 pg EQ/mg suivie par la fraction chloroforme avec
9.15+ 1,28 ug EQ/mg ES, puis la fraction aqueux avec 7.18 + 0,40 ug EQ/mg ES et en
fin la fraction d’hexane avec 5.99 + 0,04 ug EQ/mg ES.

On a remarqué que 1’extrait d’ Acétate d’éthyle est supérieur aux autres extraits.

Dans autre étude de Saeed, N, et ses collaborateurs (2012), les résultats montrent
que le teneur des flavonoides de la plante Torilis teptophylla de méme famille de nos
plantes (Apeaceae), de 60.9+2.2ug EQ/mg d’extrait. Ce teneur est supérieur a nos

résultats.

le facteur principal influencant sur la solubilité de la flavonoide est sa capacité a
former des liaisons hydrogeénes avec le solvant, Les flavonoides sont des substance
moins soluble dans 1’eau et dans des solvants tres apolaires, mais soluble dans les

solvant polaire (alcools) (Calias et al., 1996).
5.2.3. Dosage des flavonols

La détermination de la teneur en Flavonols des différents extraits est estimée par
la méthode de (Mbaebie B et al., 2012).

La teneur en flavonols a été estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée
avec une substance de référence, la rutine a différentes concentrations. Les résultats
sont exprimés en pg équivalent rutine par mg d’extrait (ug ER/mg d’extrait). La courbe

d’étalonnage présente dans la Figure 14.
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Figure 14: Droite d'étalonnage de la Rutine pour le dosage des flavonols.

La quantité des flavonols a été rapportée en microgramme d’équivalent de rutine

par milligramme de I’extrait (ug ER/mg d’extrait), Les résultats obtenus sont présentés

dans la figurel5.
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Figure 15: Teneur des fractions en flavonols totaux en pug ER/mg d'extrait sec.

Les résultats de la figure 15 ont montré que la fraction d’acétate d'éthyle est trés

riche en Flavonols et contient une teneur tres forte de 166.03+5.10 ug ER/mg d’extrait
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Sec, suivie par la fraction butanol avec 30.60+1.06 pg ER/mg d’extrait sec,
ensuite 15+0.61ug ER/mg d’extrait sec pour la fraction de chloroforme, la fraction
aqueuse renferme 12.57+1.03ug ER/mg d’extrait sec et enfin la fraction d’hexane

contient une teneur trés faible de 6.96+1.13ug ER/mg d’extrait sec.
On a remarqué que I’extrait d’ Acétate d’éthyle est supérieur aux autres extraits.

La différence entre les teneurs en métabolites secondaires justifiée selon Teugwa
et al., (2013), par I’espéce végétale utilisée, la partie de la plante choisie , et aussi la

richesse en métabolites secondaires .
5.2.4 Dosage des tri-terpenes

La détermination de la teneur en tri-terpenes des différents extraits est estimée
par la méthode de (J.P .Fan et He., 2006).La teneur en tri terpéne a été estimée grace a
une courbe d’étalonnage, réalisée avec une substance de référence, 1’acide ursolique a

différentes concentrations.

Les résultats sont exprimés en pg équivalent acide ursolique par mg d’extrait (ug
EAU/mg d’extrait).

La courbe d’étalonnage présente dans la Figure 16.
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Figure 16: Droite d'étalonnage de I'acide ursolique pour le dosage des tri-terpénes

La quantité des Tri-terpenes a été rapportée en microgramme d’équivalent acide
ursolique par milligramme de I’extrait (ug EAU/mg d’extrait) Les résultats obtenus sont

présentés dans la figurel7.
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Figure 17: Teneur des extraits en Tri-terpenes en ug EAU/mg d'extrait sec.

Les résultats de la figure 17 ont montré que la fraction d’hexane est trés riche en
Tri-terpénes et contient une teneur tres forte de 337.36+10.61ug EAU/mg d’extrait sec,
suivie par la fraction de chloroforme avec 212.47+18.27ug EAU/mg d’extrait sec, en
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suite la fraction d’acétate d’éthyle 197.92+16.006ug EAU/mg d’extrait sec, puis
la fraction de butanol renferme 85.25+6.10ug EAU/mg d’extrait sec.

Et enfin la fraction aqueuse qui contient une teneur le plus faible avec
60.03£1.17pug EAU/mg d’extrait sec.

On a remarqué que 1’extrait d’hexane est supérieur aux autres extraits.

Alors, les différences dans les quantités de composés bioactifs peuvent étre
affectées par l'origine des échantillons, et la solubilité de ses composés (Fernandes, R.
P.P.2016).

5.3. Evaluation de P’activité antioxydant :
5.3.1. Pouvoir réducteur FRAP

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur des différents extraits
augmente en fonction de la concentration, ces résultats sont représentés dans la figure
18.
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Figure 18: Pouvoir réducteur de la différente fraction de I'extrait hydro-méthanolique
et des standards.

L’extrait d’acétate d’éthyle a donné le pouvoir réducteur le plus important avec
une absorbance de 0.80+ 0,03 enregistrée a la concentration 100 pg/ml. Suivie de
I’extrait du butanol avec une absorbance de 0.27+0.008ug/ml, a la méme concentration,

puis I’extrait aqueuse avec une absorbance 0.15+0.005 pg/ml, puis 1’extrait de
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chloroforme avec 0.086+0.002 ug/ml, et en fin I’extrait du I’hexane avec une

absorbance de 0.043+0.003ug/ml, toujours a la méme concentration.

Les résultats des standards obtenus montrent que les absorbances des différents
standards augmentent en fonction de la concentration, alors les absorbances des

standards reste supérieur a la différente fraction d’extrait hydro-méthanolique.

Pour mieux comparer cette résultats ont utilisent une courbe d’étalonnage,
réalisée avec une substance de référence, 1’acide ascorbique a différentes concentrations

(10-150pg/ml). La courbe d’étalonnage présente dans la figure 19.
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Figure 19: Courbe d'étalonnage d'acide ascorbique pour le pouvoir réducteur.

Pour mieux comparer entre nos fractions et les standards, on prend 1’absorbance de
chaque extrait et les standards a la concentration 100 ug E Vit C /mg ES, les résultats

sont représentés sous forme d’histogrammes dans la figure 20.
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Figure 20: Pouvoir réducteur des différentes fractions a la concentration 100 pg E Vit
C /mg ES.

La fraction d’acétate d’éthyle a donné le pouvoir réducteur le plus important avec
une teneur de 622.13+0.03ug E AA/mg Extrait sec, suivie de la fraction de butanol avec
une teneur de 228.60+0.008ug E AA/mg E, puis la fraction aqueuse avec
141.29+0.005ug E AA/mg Extrait sec et la fraction chloroforme avec 89.55+0.002ug
E AA/mg Extrait sec. Et enfin la fraction d’hexane a donné le pouvoir réducteur le plus

faible par rapport a ces fractions avec 57.46+£0.003 ug E AA/mg Extrait sec.

Le pouvoir réducteur des différentes fractions reste faible par rapport aux
standards utilisés qui donnent un pouvoir réducteur plus fort avec 1895.02 +0.03ug E
AA/mg Extrait sec pour I’acide gallique .et le quercetine avec1363.68+0.021ug E
AA/mg Extrait sec.

Selon I’étude de Sharafati C et ses collaborateurs(2018), I’activité antioxydante
des huiles essentiels des extraits de Bunium Perscium a été évaluée a 1’aide d’une
méthode antioxydante réductrice d’acide feerique, I’huile essentiel de B. perscuim a

montreé la plus grand activité antioxydante de (248.56+1.09ug AG /mg).

Cette résulta est presque similaire a la fraction de butanol avec une teneur de
228.60+£0.008ug E AA/mg mais reste tres faible par rapport a nos résultats (acétate

d’¢éthyle) et aussi par rapport I’acide gallique et quercitine.

La capacité d’une plante a réduire le fer ferrique en fer ferreux peut étre dii a sa

richesse en antioxydants par rapport aux autres plantes. L’activité réductrice observée
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peut étre due principalement a la présence des polyphénols qui ont des propriétés
redox qui leur permettent d’agir comme étant d’agents réducteurs et/ou donneurs

d’¢électrons (Djeridane et al., 2006).

D’aprés Sahreen et al. (2011), ’activité antioxydant est due a la présence de

différents composés phénoliques notamment les polyphénols et flavonoides
5.3.2. Inhibition de radical cation ABTS+

L’estimation de cette activité anti-radicalaire est mesurée par la méthode (Re et al.,
1999), les résultats obtenu montre que I’inhibition de radical cation ABTS+ augmente

en fonction de concentration, les résultats présente dans la figure 21.
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Figure 21: Inhibition de radical libre ABTS+ en fonction de la concentration.

Pour la comparaison on utilise 3 standards BHA, Quercitine, et BHT. Les

résultats représente sous forme es courbe dans la figure 22.
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Figure 22: Inhibition de radical libre ABTS+ en fonction de la concentration des
standards.

Pour une meilleure comparaison entre nos fractions d’extrait hydro-méthanolique
ainsi que les standards utilisés, on a calculé les IC50 a partir des graphes précédents,
Les IC50 obtenues sont présentées dans la figure 23.
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Figure 23: 1C50 de différentes fractions et les standards effectués par le test ABTS+.

La fraction d’acétate d’éthyle posséde 1’'IC50 la plus petite 96.76+2.2pg/ml et
pour cela elle détient le pouvoir anti-radicalaire le plus puissant, suivie par la fraction
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butanol avec une IC50 de 348.50+6.35ug/ml, en suite la fraction de chloroforme
avec 377.73+£5.39ug/ml, puis la fraction aqueuse avec une IC50 de 779.154+27.36ug/ml,
et enfin la fraction d’hexane avec 1997.44+35.45ug/ml. Donc le pouvoir anti-
radicalaire le plus faible para port les fractions précédentes est 1’acétate d’éthyle et la
plus forte activité para port les autres fractions mais les standards ils sont plus actifs
que les extraits mais reste tres proche de la fraction d’acétate d’éthyle. Donc le BHA
donné 40.42+0.99ug/ml, et le BHT avec 49.74+2.05ug/ml. Et en fin quercetine
avecl8.79+1.92ug/ml

Dans autre étude de Saeed, N, et ses collaborateurs (2012), les résultats montrent
que 'ABTS de (10,0 = 0,9 pug / ml) de la plante Torilis teptophylla de méme famille de
nos plantes (Apeaceae). Ce résultats est supérieur a nos résultats, car il donnée I’IC50

plus faible a la fraction la plus actif (acétate d’éthyle) de nos étude.

L’évaluation de I’activité antioxydante est différente selon le déegrée de solubilité
des composés secondaire de chaque plante, et aussi selon la plante utilisée (Ferradji A.
2011).

5.3.3. Teste molybdate

La détermination de la Capacité antioxydant totale TAC des différents extraits est

estimée par la méthode de (Prieto et al., 1999).

La Capacité antioxydant totale a ét¢ estimée grace a une courbe d’étalonnage,
réalisée avec une substance de référence, 1’acide Ascorbiques a différentes

concentrations ont été variées entre 10pg/ml jusqu’au 300pg/ml. .

Les résultats sont exprimés en pg équivalent acide Ascorbiques par mg d’extrait

(ng EAA/mg d’extrait). La courbe d’acide ascorbique présente dans la figure 24.
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Figure 24: Droite d'étalonnage de I'acide ascorbique pour le test de la capacité
antioxydante.

La capacité antioxydant a été rapportée en microgramme d’équivalent acide
Ascorbique par milligramme de 1’extrait (ug EAA/mg d’extrait) Les résultats obtenus

sont présentés dans la figure 25.
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Figure 25: La capacité antioxydante de différentes fractions et de ces standards.

Les résultats de la figure 25 ont montré que la fraction d’acétate d’éthyle ayant,
la TAC Ia plus haute avec 752.66+0.04ug E AA/mg d’extrait sec, suivie par la fraction
de chloroforme avec 501.66+0.01ug E AA/mg d’extrait sec, en Suite 334.16+0.02ug E
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AA/mg d’extrait sec pour la fraction de butanol, en fin par la plus faible activité
la fraction aqueuse avec 262.33£0.01 pg E AA/ mg ES et I’hexane 238+0.007 ug E
AA/ mg ES.

La TAC de nos différentes fractions reste faible par rapport aux standards utilisés
on trouve que BHT donne le teneur la plus forte 2096.66+0.15ug E AA/mg d’extrait
sec. Suivie A gallique de 1858+0.21ug E AA/mg d’extrait sec, ensuite BHA de teneur
de 1212+0.12ug E AA/mg d’extrait sec, enfin quercetine ayant la TAC la plus faible
des standards et trés proche de la fraction d’A éthyle de 935.33+£0.05ug E AA/mg

d’extrait sec.

Selon Nickavar B et Abolhasani FA, (2009), il y une corrélation positif entre
I’activité antioxydante et la teneur en flavonoides des fractions, et la fraction d’acétate

d’éthyle présente 1’activité et la teneur la plus élevées.
5.4. Activité anti-inflammatoire :

L’étude de cette activité anti-inflammatoire est mesurée par la méthode (Shang et
al., 2011), les résultats obtenu montre que 1’augmentation de poids Causée par le xyléne
a été estimée en sous trayant le poids de I’Oreille gauche non traitée de celle des sections
d'oreille droite traitées, en fonction de concentration, les résultats présente dans la figure
26.
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Figure 26: Le pourcentage d'inhibition d'activité anti-inflammatoire et leur contréle.

A la dose de 150 mg /kg de poids corporelle I’extrait inhibe 1’cedéme a 31,34 %

par rapport au contrdle négatif, a la dose 300 mg /kg de poids corporelle on obtient une
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inhibition de 68 ,16 % ce pourcentage est plus élevé que celui du médicament de

référence utilisé comme contrdle positif (Dexaméthasone) qui n’a donné que 47,14%.

Donc les parties aériennes de Bunium bulbocastanum L, appliqués localement
possedent un effet anti-inflammatoire significativement supérieur a celui de
médicament DEXA, alors que la fraction d’acétate d’éthyle a un effet anti-

inflammatoire important que le control positif aux doses utilisées.

Dans autre étude de shang x et al (2011) qui étudiée I’activité anti-inflammatoire
de I’extrait aqueuse du plante «Phlomis umbrosa turez » chez les souris, par I’utilisation
de méme méthode et Protocole de nos étude, donc il montre que a la dose 100mg/kg
I’extrait inhibe 1’cedéme a 25.50%, ce résultat est de bonne effet dépendant de la dose

ont été obtenu.

L’évaluation de D’activité antioxydante et activité anti-inflammatoire sont
différente selon le dégrée de solubilité des composés secondaire de chaque plante
(Ferradji A. 2011).
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Les plantes médicinales ou les extraits des plantes sont utilisées dans le
traitement de nombreuses maladies, sont aussi utilisées dans les préparations

pharmaceutiques.

Notre travail pouvant constituer une base pour d’autres études plus
approfondies, a demontré le potentiel antioxydante et testés la présence de 1’activité
anti-inflammatoire sur 1’extrait d’acétate d’éthyle des partie aériennes de Bunium

bulbocastanum 1.

L’extrait hydro-méthanolique représente 19.6% de la matiére végétale, a pres
fractionnement de I’extrait hydro-méthanolique avec des solvants de différente polarite,
on constate que la fraction aqueuse constitue la plus grande partie de 1’extrait hydro-

méthanolique.

Le dosage des polyphénols, Flavonoides, Flavonols, révelent que la fraction
acétate d’éthyle est la plus riche en polyphenols, Flavonoides, flavonols, entre les
différentes fractions de I’extrait hydro-méthanolique alors que la fraction d’hexane est

la plus pauvre.

Mais le dosage des tri-terpenes révele que la fraction d’hexane est la plus riche
entre les différentes fractions de I’extrait hydro-méthanolique alors que la fraction

aqueuse est la plus pauvre en tri-terpénes

Pour évaluer les potentiels antioxydants des différentes fractions d’extrait hydro-
méthanolique on a utilisé les tests de I’activité antioxydant FRAP, ABTs+, molybdate,
les 3 testes montrent que tous les extraits possedent une activité antioxydante. L'extrait
d'acétate d’éthyle, possede la meilleure activité anti radioxydante et aussi in vivo ont
une activité anti-inflammatoire importante par rapport le standard DEXA.

Les résultats obtenus restent préliminaires et nécessitent d'autres travaux qui
doivent se concentré sur 1I’étude de la composition chimique de cette plante bunium
bulbocastanum L, et la recherche de la ou les composants responsables de ’activité

antioxydant et anti-inflammatoire et des mécanismes par lesquels ils fonctionnent.
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L’objectif de cette étude est d’évaluer ’activité antioxydant et ’activité anti-inflammatoire de déférents extraits de la partie aérienne
de Bunium bulbocastanum .

Dans un premier temps, la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et flavonols et aussi les tri-terpénes de différentes fractions
d’extraits sec a été effectuée. L’extrait d'acétate d'éthyle a montré une richesse en polyphénols totaux, en flavonoide, et en flavonols,
mais les tri-terpénes existent en grand teneur dans la fraction d’hexane. Et Pour I’activité antioxydante , L’extrait d’acétate d’éthyle a
montré une trés forte activité antioxydant dans les 3 tests (FRAP, ABTs+, TAC),et aussi ont une activité anti-inflammatoire,qui donnée
une pourcentage d’inhibition plus élevé que celui du médicament de référence(DEXA).

En conclusion, I'extrait d'acétate d'éthyle de Bunium bulbocastanum . possede une excellente activité antioxydant et anti-inflammatoire
par a pour a l'autre extrait.

Mots clés : bunium bulbocastanum . polyphénols, flavonoide, flavonols, tri-terpénes, anti-inflammatoire, antioxydant

o /

Abstract

The objective of this study is to evaluate the antioxidant activity and the anti-inflammatory activity of deferent fractions of
the aerial part of Bunium bulbocastanum L.
At first, the content of total polyphenols, flavonoids and flavonols and the tri-terpenes of different fractions of dry extracts was
carried out. The ethyl acetate extract showed a richness in total polyphenols, flavonoid, and flavonols, but tri-terpenes exist in
high content in the hexane fraction. In addition, for the antioxidant activity, the ethyl acetate extract showed a very strong
antioxidant activity in the three tests (FRAP, ABTs +, TAC), and have an anti-inflammatory activity, which gives a percentage of
higher inhibition than that of the reference medicine (DEXA).

In conclusion, the ethyl acetate extract of Bunium bulbocastanum . has excellent antioxidant and anti-inflammatory activity for

the other extract.

Key words: bunium bulbocastanum . polyphenols, flavonoid, flavonols, tri-terpenes, anti-inflammatory, antioxidant




58



