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Résumé

Ce travail porte sur la valorisation des fibres d’artichaut (Cynara scolymus L.) collectés
dans région de I’Est Algérien (El-Tarf). Le rendement d’extraction des polyphénols, des

flavonoides, et des saponines 1'ordre de 18,3%, 17,1% et 12,5%.

L’analyse par spectrophotométrie de la fraction phytochimique a révélé que I’extraits riche en
polyphénols, flavonoides et saponines sont respectivement, 0,869 + 0,058 mg EAG/g MS ;
51,191mg EC/g MS et 8.312 mg EQ/g MS.

L’activité antioxydant testée avec le radical DPPH et le FRAP a montré des ICso remarquables

respectivement de I’ordre de 2,97+ 0,02 pg/ml et 1.39+ 0,01 pg/ml.

A la lumiere de ces résultats, les fibres de I’artichaut pourraient étre exploitées comme une

source d'agents antioxydants naturel pour des applications pharmaceutiques et alimentaires.

Mots clés : polyphénols, flavonoides, saponines, activités antioxydant



Summary

This work focuses on the valorization of artichoke fibers (Cynara scolymus L.) collected
in the eastern Algerian region (El-Tarf). The extraction yield of polyphenols, flavonoids, and

saponins around 18.3%, 17.1% and 12.5%.

Spectrophotometric analysis of the phytochemical fraction revealed that the extracts rich in
polyphenols, flavonoids and saponins are respectively 0.869 £ 0.058 mg EAG/g MS ; 51.191mg
EC/g MS and 8.312 mg EQ/g MS.

The antioxidant activity tested with the radical DPPH and the FRAP showed remarkable ICso
respectively of the order of 2.97+ 0.02 png/ml and 1.39+ 0.01 pg/ml.

In light of these results, artichoke fibers could be exploited as a source of natural antioxidant

agents for pharmaceutical and food applications.

Keywords : polyphenols, flavonoids, saponins, antioxidant activities
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Introduction générale

De nos jours, 1’utilisation de certains antioxydants synthétiques a été suspendue en raison
de leurs effets néfastes sur la santé humaine, entre autres 1’effet cancérigene. De ce faite les
traitements a base des plantes et le retour a la médecine traditionnelle sont revenus au premier
plan, d’autant plus que la phytothérapie propose des remedes a base d’extraits naturels qui sont
bien acceptés par I’organisme. La recherche s’est alors concentrée sur 1’investigation de

nouvelles sources d'antioxydants naturels d’extraits a partir de plantes ou de microorganismes.

Les plantes médicinales représentent une source naturelle d'antioxydants grace a leurs
principaux métabolites secondaires, principalement les polyphénols et les huiles essentielles)
[1]. Ces dernieres mises a part leur implication dans le processus de défense de la plante, sont
doués d’activités biologiques importantes et vari€es et incluent les effets antiallergique,
antibactérien, anti carcinogene, anti-inflammatoire, anti thrombotique, antiviral,
cardioprotecteur, hépatoprotecteur, vasodilatateur etc. [2]. En outre, de nombreuses substances
bioactives purifiées a partir d’extraits phénoliques ou de composés volatils de plantes, sont
employées comme ingrédients dans de nombreux secteurs, tels que le cosmétique, 1’industrie
pharmaceutique, l'agroalimentaire, l'agriculture, la péche. La plupart de ces molécules
bioactives ont été caractérisées comme étant d’excellents antioxydants qui interviennent dans
le controdle de deux types de réaction : 1) le transfert d'atomes d'hydrogene et ii) le transfert d'un

électron unique [3] ; [2].

La richesse de la flore algérienne en plantes médicinales et aromatiques est incontestable.
Selon certains auteurs, on dénombre, dans la nouvelle flore de 1’Algérie et des régions
désertiques méridionales, 289 especes assez rares, 647 rares, 640 tres rares, 35 rarissimes et 168
endémiques [4]. La majorité d’entre elles poussent en milieux fragiles et demeurent treés peu
étudiées. Leur utilisation au niveau de n’importe quel secteur, sollicite I’intérét récent des
études pharmacologiques ou de tests de toxicité.

Diverses propriétés médicinales ont été attribuées aux fruits, aux feuilles, aux racines et/ou
son écorce de I’artichaut. Des études chimiques effectuées sur les fibres de 1’artichaut ont
montré la présence des flavonoides, anthocyane, polyphénols, lactone, potassium, phosphore,

magnésium, cuivre, vitamine C, vitmineBs....

En vue d’apporter une contribution a la connaissance de I’espece Cynara scolymus L.

(artichaut) notre travail, a été réalis€ en trois parties :
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Dans la premiere partie, une synthése bibliographique menée sur I’espece sélectionnée
appartenant a la famille des astéracées, Cynara scolymus ainsi que sur les métabolites
secondaires de la plante et leurs activités biologiques.
Dans la deuxieme partie le travail est expérimental, qui consiste en :
» Préparation et détermination des rendements d’extraction (polyphénols,
flavonoides, et saponines.
» Extractions sélectives des familles prépondérantes notamment les composés
phénoliques, les flavonoides et les saponines.
» Dosage des polyphénols, des flavonoides, et des saponines.
» Evaluation de I’activité antioxydant (DPPH, FRAP).

« Dans la 3°™ partie : Résultats et discussion.
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Chapitre I : Présentation de I’artichaut : Cynara scolymus L.

I.1 Généralités

Le nom botanique de I’artichaut (Cynara scolymus L.) est dérivé en partie de la tradition de la
fertilisation de la plante avec des cendres (latin : cinis, cineris), et en partie de mot grec
skolymos, signifiant « thistle » des épines trouvées sur les bractées (elles ne sont pas des

feuilles) qui enferment la fleur formant la partie comestible de la plante [5].

L'artichaut est une espece qui a été connu depuis le IVeme siecle comme aliment et remede

[5].

Au Moyen-Orient on appelle souvent I’artichaut « ardhi-chouki », qui signifie littéralement «
épine de terre ». Les mots « Artichaut » en frangais, « Carciofo » en italien, « Artichoke » en
anglais, « Alcachofa » en espagnol et « Artishoke » en allemand, trouvent tous leur origine dans

le mot arabe « Harsciof », qui signifie « épine de terre » [6].
L'artichaut, cynara scolimus, est un légume qui nous vient des régions méditerranéennes [7].

La partie consommée est le capitule floral que 1'on récolte avant qu'il ne s'ouvre, donc avant la
floraison réelle. Les feuilles d'artichaut sont en fait des bractées, le « fond d'artichaut » étant le

réceptacle floral [8].

Figure 1. Artichaut Cynara Scolymus L. [9].

1.2 Ecologie et répartition géographique
L'artichaut est particulierement répandu dans le bassin méditerranéen, lieu de son origine ou le

climat est caractérisé par des étés chauds et des hivers doux [10].

Aujourd’hui, il est cultivé dans presque toutes les régions du globe (Afrique du Nord Amérique

du Sud, Argentine, Etats-Unis, Italie, France, Espagne, Angleterre et Chine...) [11] ou les
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conditions climatiques sont appropriées : été frais avec des températures moyennes inférieures
a 18°C et des hivers doux sans gel avec des températures moyennes comprises entre 4°C et
10°C [12]. La température la plus appropriée pour la vernalisation varie de 2°C a 7°C. Dans ces
régions, la production est possible toute ’année [13]. Elle Nécessite également de longues
périodes d'ensoleillement, avec une photopériode critique de 10,5 heures, avec une gamme de

pH allant de 6 a 8 [14].

La plante est tres exigeante en eau. Les besoins les plus importants se situent au moment de la

plantation et au redémarrage de la végétation pour une culture de 2éme année.

L’artichaut exige des sols meubles, profonds, riches en humus et sans exces d’humidité, il

valorise les sols salés [15].

1.3 Description botanique de la plante

L’artichaut est une plante herbacée vivace. Inconnu a 1’état spontané, c’est une forme culturale
de Cynara cardunculus originaire du bassin méditerranéen. La partie souterraine est un gros
rhizome pourvu d’un puissant systeme racinaire. La tige est dressée, cannelée, ramifiée, et
mesure de 1 a 1,5m. La premiere année apparait une rosette de grandes feuilles, larges, vert
grisatre, profondément découpées, a nervures tres saillantes, non épineuses, blanchatres et
tomenteuses sur la face inférieure. La tige qui apparait généralement la deuxieme année, porte
dans sa partie supérieure des feuilles presque entieres, plus petites et sessiles. Les feuilles
peuvent atteindre pres de 1m. Les fleurs bleu violacé, tubulées, sont disposées en gros capitules
solitaires verts ou violacés. Elles sont hermaphrodites et apparaissent généralement la deuxieme
année. Ces capitules terminaux, tres gros, dont la taille peut dépasser 10cm de diametre, sont
constitués d’un réceptacle charnu, hérissé de soies, entouré par un involucre de bractées ovales,
charnues a la base et pointues au sommet. La formule floraleest : 5S +5P+5E + 1 C. Les

fruits sont des akeénes ovoides, généralement brun foncé, couronnés d’une aigrette blanche [16].
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I.3.1 Classification botanique

Tableau 1. Classification de I’artichaut

Régne Végétal

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Cynara

Espéce Cynara cardunculus

Variété Cynara cardunculus var. scolymus L.

Noms vernaculaires Artichaut (francais), artichoke (anglais), ardi
chawki (arabe), garnoun (en Algérie)

1.4 Pieces comestibles et utilisations

Les tétes d'artichaut sont consommeées, soit crues soit cuites. Il faut cependant prendre soin de
retirer le foin (pour les plus gros spécimens) et les « feuilles », ou bractées, les plus a I’extérieur
qui sont trop coriaces et plutdt ameres. Le petit artichaut violet poivrade est consommé entier,
ou pelé et cuit rapidement. Certaines variétés violettes italiennes se mangent spécialement
crues, tranchées finement, avec du sel, du jus de citron et de 1'huile d'olive. L'artichaut peut étre
cuit a 1'eau salée, a la vapeur, au four a micro-ondes, au four, braisé, etc. On le mange chaud,

tiede ou froid, seul ou accompagné par exemple d'une vinaigrette ou d'une mayonnaise.

Le cceur, fréquemment mis en conserve ou mariné, peut étre incorporé aux salades et aux hors-
d’ceuvre ou employé comme garniture. Les vraies feuilles, celles qui poussent le long de la tige,

sont également comestibles une fois blanchies ou cuites [17].

.5 Composition et valeur nutritionnelle
L’artichaut est une source élevée de fibres avec 4,7 g pour un artichaut de taille moyenne, ils

sont constitués de substances qui ne sont pas digérées par I’organisme [18].

La valeur nutritive globale du cceur d’artichaut est comparable, sinon supérieure, a celle de la
majorité des cultures maraicheres (Tableau 2). Il posseéde une valeur énergétique élevée (47

kcal/100 g). Il est riche en protéines (2,9 a 3,27 g/100 g), en sucres (10,50 g/100 g), en sodium
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(94 mg/100 g), en calcium (44,05 mg/100 g) et en fer (1,51 mg/100 g). Il constitue également
un apport important en vitamines B1, B2, B3, B5, B6 et en acide folique [6, 19].

L’artichaut est une excellente source de vitamine C (60 a 100 mg/kg) et de provitamine A, de
potassium et de magnésium [19, 20]. Il est aussi riche en substance amere et aromatique, la
cynarine, utilisée dans la fabrication médicamenteuse, ainsi que de nombreuses enzymes, des
acides alcools (malique, lactique, citrique), des acides phénols, des flavonoides et de I’inuline

[20, 21]. Les artichauts possedent un contenu élevé d'inuline (3 % de poids frais), ses propriétés

prébiotiques sont bien connues [22].

Tableau 2. Valeur alimentaire comparative de quelques cultures maraicheres [6].

Pour o c | 3| B Z Vitamines
o
100g S| 2] g|g| | 2
N o) o a g 5
) b ~ | = @ - = o} w @ > w
|72} Foon) (0)°] U\Q/ ~ — w [ —_ N}
© 8 3 8 = 7 = 3
2 0q g 0q = ~ 0q
N N—’ N— N—’ N

94 10.072 105 |0.116 | 11.7 | 18 68

o
Q

Artichaut | 3.27 [ 0.15 | 10.5 | 5.4

35 10.097 | 0928 | 0.147 | 9.3 | 2813 | 14
0.088 | 1.48 226 |19.7 0.0 |12.8

o
Vs

Carotte 1.031091|10.1 |3
P de terre | 2.01 | 0.1 18 1.6

~J
=}
(@)}

.6 Propriétés de la plante

L’artichaut a des propriétés dépuratives mais aussi cholérétiques. Il stimule la sécrétion biliaire
par le foie et I’évacuation de la bile vésiculaire griace a la cynarine ou acide dicaféylquinique.
Mais la cynarine est essentiellement concentrée dans la tige et les feuilles de 1’artichaut. Les
parties que nous consommons en contiennent peu. Les infusions de feuilles sont donc les seules
qui paraissent efficaces pour stimuler le foie. En revanche les polyphénols de l'artichaut

aideraient a lutter contre le cancer du foie en provoquant 1'apoptose des cellules cancéreuses du

foie [23].

Il est 1égerement diurétique grace a son potassium et son inuline. Comme tous les diurétiques,
il fait perdre de I’eau, mais pas des graisses. En revanche il pourrait intervenir dans la sensation
de satiété par un effet coupe-faim. Une étude hongroise a montré que parmi les enfants et adultes
obeses qui suivent un régime pauvre en calories, ceux qui ont bu un concentré de jus d'artichaut

ont vu leur sensation de faim fortement diminuée. Leur indice de masse corporelle a lui aussi

baissé [24].
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1.7 Phytothérapie

En phytothérapie, ce sont les feuilles qui sont utilisées [25]. Ces feuilles contiennent des
principes actifs tels que I'inuline, 1'acide chlorogénique (composé phénolique principal),
l'apigénine et la lutéoline [26]. Ces principes actifs permettent de lutter contre la perte d’appétit,
le jaunisse et stimule la sécrétion biliaire ; elle augmente également la biodisponibilité du
calcium, exerce un effet régulateur de transit intestinal tout en améliorant le fonctionnement du
coOlon, exerce un effet hypolipidémiant etnhypocholestérolémiant et favorise le contrdle de la
glycémie [20, 27, 28, 29]. D'ailleurs, elle peut modifier la microflore du c6lon, en augmentant

la prolifération et I’activité des especes salutaires [30].

Des extraits des feuilles d'artichaut sont traditionnellement employés dans le traitement des
désordres dyspeptiques et hépatiques, principalement dus a des sécrétions biliaires
insuffisantes, induisant, lors de la prise d’artichaut, une normalisation de ces fonctions. L’acide
1,5- dicaféylquinique (acide chlorogénique, cynarine), et les flavonoides (luteolin-7-O-
glucoside) sont responsables d’une augmentation de débit biliaire (choléritique) et induisent
une hépatoprotection vis-a-vis de toxiques (éthanol, tétrachlorure de carbone, o amanitine...)

[21, 31, 32, 33].

N

Pour les artichauts, 1’activité antioxydante a été attribuée aux flavonoides, a l'acide
chlorogénique, au cynarine (dérivé d’acide caféoylquinique) et aux hétérosides de la lutéoline
(figure 1.2), tous des antioxydants in vitro [32, 34]. Cette activité engendre une modification de
métabolisme lipidique (effet antiathérogene) avec diminution et empéchement de la
biosynthese de cholestérol total (baisse de taux de LDL et, inversement, augmentation de la
valeur des HDL) par inhibition indirecte de I’ activité réductase de 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA. La lutéoline est le flavonoide responsable de cet effet [35, 36]. Bundy et al. [37], ont
conclu que la consommation des extraits des feuilles d’artichaut a eu comme conséquence une

modeste mais favorable différence significative en cholestérol total aprés 12 semaines.

Les feuilles abaissent le taux de sucre sanguin et donc employer contre le diabete [38]. Il est
aussi tres efficace pour accélérer 1’élimination de I'urée (diurétique) et favorise une bonne

circulation du sang [39, 40].

Des extraits secs d'artichaut sont actuellement commercialisés comme drogues, principalement

pour le traitement des affections hépatiques et comme remede pour l'indigestion [5, 37].
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Capitule nommé
L
< “Téte d’artichaut”

Figure 2. Extraits de feuilles employés pour des compliments alimentaires
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I1.1 Définition et fonctions des métabolites secondaires

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

chimique [41].

Les végétaux synthétisent naturellement les métabolites secondaires, mais qui ne participent
pas aussitot au métabolisme végétal. Ils peuvent étre spécifiques aux familles, aux ordres, aux

especes, et aussi marne aux taxa [42].

Ce sont des produits a structure chimique souvent complexe, on recense plusieurs milliers de
métabolites (au moins 30.000 structures caractérisées) et classés selon leur appartenance
chimique [43]. Parmi ces substances on trouve les composés phénoliques, les flavonoides, les
tanins, les saponosides, les huiles essentielles et les alcaloides qui ont des intéréts multiples mis
a profit dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique. De plus, ils sont reconnus pour
collaborer au processus de pollinisations et comme des signaux chimiques permettant a la plante

de s'adapter a 'environnement [44].

Il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour comprendre comment elles

agissent sur l'organisme [45].

I1.2 Classification des métabolites secondaires

Plus de 200.000 substances de métabolites secondaires ont été identifiées et appartiennent a

trois classes principales [46].
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Figure 3. Classification de quelques métabolites secondaires [47].
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I1.2.1 Composés phénoliques

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans
différentes parties des plantes selon 1’espece végétale ou le groupe phénolique considéré. Ce
sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatique(s) sont issus de deux grandes voies

métaboliques : la voie du shikimate et celle de I’acétate [48].

Jusqu'a aujourd'hui plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés chez les
végétaux. Ils ont tous la présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques portant une ou plusieurs

fonctions hydroxyle(s) [49].

I1.2.1.1 Classification des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d'atomes de carbone dans le squelette
de base, ces structures peuvent étre libres ou liées a 1'ester ou hétérosides [48]. Les différentes

classes de ces composés phénoliques et les plantes qui les renferment sont représentées dans le

tableau 3.
Tableau 3. Les principales classes de composés phénoliques [50].
Squelette Classe Exemple Origine
carboné
Co6 Phénols Catéchol Nombreuses especes
C6-Cl1 Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides Acides caféique, férulique | Citrus
hydroxycinnamiques | scopolétine, esculétine Citrus
Coumarines
C6-CH4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 | Stilbenes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 | Flavonoides
e Flavonois Kaempférol, quercétine Fruits, Iégumes, fleurs
« Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine Fleure, fruits rouges
e Flavanois Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Déidzéine Soja, pois
(C6-C3)2 Lingnanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau, des fruits
(C15n Tanins Raisin rouge, kaki
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I1.2.1.2 Acides phénoliques
Deux classes des acides phénoliques peuvent étre distinguées : dérivés de 1'acide benzoique
(acides hydroxybenzoiques) (figure 4) et dérivés de l'acide cinnamique (acides

hydroxycinnamiques) (figure 5) [51].

La teneur en acide hydroxybenzoique des plantes comestibles est généralement tres basse,
excepté certains fruits rouges, radis noir et oignons. Le thé est une importante source d'acide
gallique (4,5 g/kg). En outre, les acides hydroxybenzoiques sont des composants de structures

complexes telles que les tanins hydrolysables [51].

R R1=R2=R3=R4=H acide benzoigue (non phénolique)

R; | R1=RA2=R4=H, R3=0H acide p-hydroxybenzoique
R1=R4=H, R2=R3=0H acide protocatéchigue
R1=A4=H, R2=-0CH3, R3=-0H acide vanillique

R4 COOH R1=H, R2=R3-R4=0H acide gallique
R1=H, R2=R4=0CH3, R3=0H acide syringique
R1=0H,R2=R3=R4=H acide salicylique

R f R1=R4=0H, R2=R3=H acide genlisique

Figure 4. Les principaux acides hydroxybenzoiques [52].

COOH Ri=R2=R3=H acide cinnamique (non phénoliqu)
N Ri=Rs=H. R2=0H acide p-coumarique

Ry Ri=R:=0H, R3=H acide cafeique

Ri= OCHs, R==0H, R:=H acide férulique

Ri=R3=0CH: R:=0H acide sinapique

Ry

Figure 5. Les principaux acides hydroxycinnamiques (phénylpropanoides) [52].
I1.2.1.3 Les flavonoides
Le terme « flavonoide » désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les pigments quasiment universels des
végétaux. Tous les flavonoides (plus de 4000) possedent la méme structure générale en Cis (Ce-

C3-Ce) [53].

Les flavonoides sont, généralement, dérivés de benzo -y - pyrone, qui est synonyme de
chromone [54]. Ils sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényle- chromone portant des
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Les flavonoides sont donc des polyphénols
complexes dont la structure est constituée de deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un

hétérocycle oxygéné (cycle C) (figure 6) [55].
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Figure 6. Structure de base des flavonoides [56].

Tableau 4. Quelques classes de flavonoides [57 ; 58].

Groupe de flavonoides Caractéristique
Flavones Le groupe le plus abondant des composés

phénoliques.

Ils se different des flavonols seulement par le
manque d'un OH libre en C3. Ce qui affecte
ainsi leur absorption aux UV, mobilité

chromatographique et les réactions de

coloration.

Flavonols Un autre groupe abondant des composés
phénoliques.

Anthocyanines Représentent le groupe le plus important des

substances  colorées.  Ces  pigments
hydrolysables contribuent a la coloration des

angiospermes.

Hydroxycinnamates Sont de puissants antioxydants, mais n'ont
pas d'impact sensoriel sauf apres oxydation,

ils peuvent former des pigments bruns.

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

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

partir des écorces de citrus

Ces composés sont de puissants antioxydants, leur mécanisme d'action peut €tre direct ou

indirect : pouvant piéger les radicaux libres réactifs et les chélateurs d'ions métalliques. Un des
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effets directs les plus importants est la réduction de la production de radicaux libres par
inhibition d'enzymes et la régénération d'antioxydants liés a la membrane tels que 1'a-tocophérol

sont des exemples de mécanismes indirects [59].

Ils jouent un ro6le tres important dans le traitement du diabete (inhibant I'aldose réductase), de
la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la phospholipase, etc), des
hépatites, des tumeurs, de 1'hypertension, des thromboses (flavonols), des allergies et des

affections bactériennes et virales (anti-HIV) [60 ; 61 ;62].

I1.2.1.4 Les tanins
Ce sont des composés polyphénoliques qui sont solubles dans I'eau. Ils présentent les réactions
caractéristiques des phénols généralement, ils sont capables de précipiter les alcaloides, la

gélatine et aussi les autres protéines [63 ; 64].

Les tanins sont une famille complexe de principes actifs. Ils ont la capacité de former des
complexes avec des macromolécules (les protéines, glucide, etc) et des liaisons entre les fibres
de collagenes, d'ou leur viennent la plupart de leurs propriétés. Leur structure chimique est
particulierement variable, mais comporte toujours une partie polyphénolique [65]. Des radicaux
tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en

chaine de I'auto-oxydation des lipides [66].

Ils ont les propriétés et les capacités biologiques suivantes : la fixation et l'inhibition
enzymatique, le piégeage des radicaux libres et I'activité antioxydante, un effet antiseptique

(antibactérien, antifongique, antiviral), et la prévention des maladies cardiovasculaires [67].

Les tanins sont compris dans la protection contre les infections fongiques et bactériennes. Ils
favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse et tonifient la

peau des rides [68].

Il est classique de distinguer deux grands groupes de tanins, différents a la fois par leur réactivité

chimique et leur composition : les tanins hydrolysables et les tanins condensés [69 ; 70].

Leur structure chimique est particulierement variable, mais comporte toujours une partie

polyphénolique.

a) Les tanins hydrolysables : appelés tannoides, ce sont des dérivés de l'acide gallique ;
ils sont des oglio ou des polyesters d'un sucre et d'un nombre variable d’acides phénols.
Le sucre est généralement le D-glucose, I'acide phénol peut étre soit 1'acide gallique

dans le cas des gallotanins ou l'acide ellagique dans le cas des tanins classiquement
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dénommés ellagitanins [71 ; 61]. Ils sont facilement dégradés par hydrolyse chimique
(alcaline ou acide) ou enzymatique [72]

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

cette raison, ils sont dénommés proanthocyanidines [70].

OH
A O HO—_ 0
( ST N\ _o. . _OH
" o~ O on MO N o B
OH O 0 \OH
S ~ OH s J
OH | 2N o= OH OH
A o K r
HO T S ~ N
HO X~ X
" NR OH ~OH
g OH [
OH Rz OH
A) (B)

Figure 7. Structure chimique d'un tanin condensé (proanthocyanidine) (A) et d'un gallotanin

ou tanin gallique (1, 2,3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) (B) [70].

I1.2.1.5 Les coumarines
Les coumarines qui sont aussi les dérivés de (C6—C3), appartiennent au groupe des composés

connus par des benzo-a-pyrone et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle.
Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres.

Elles sont responsables de I’odeur caractéristique du foin [61].

X

O "0

Figure 8. Structure de base de coumarine [73].
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I1.2.1.6 Anthocyanosides
Ce sont des pigments rouges en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin ; ils sont tres

répandus dans les fleurs et les fruits.

Les anthocyanes sont les dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavyliumde) porteur de

3 cycles aromatiques conjugués d’ou I’absorption de la lumiere visible [74].

R.
CH

&
HO )]
T

OGlucoss

OH

Figure 9. Structure des anthocyanosides [75].

I1.2.1.7 Quinones

Chez les plantes, ces molécules, également appelées prénylquinones [76], fonctionnent dans les
chaines de transport d'électrons, en tant que porteurs d'hydrogene liés a la membrane et mobiles.
Certaines de ces molécules sont attachées de maniere permanente aux protéines et facilitent le
transport des électrons au sein de complexes protéiques [77]. 1l a également été signalé qu'ils
participaient a la régulation de l'expression des geénes et a la transduction du signal dans les
cellules [78]. D'autres études ont décrit leur role important dans la photosynthese (phylloquinine

et plastoquinone) et la respiration aérobie (ubiquinone).

Les quinones sont des pigments naturels qui sont généralement jaunes pales, rouges et bruns.

Ces couleurs sont masquées par d'autres pigments [49].

O

O

Figure 10. Structure d'une molécule de quinone [61].
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I1.2.1.8 Les terpénoides

Aussi appelés isoprénoides, sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5
carbones de type isoprene (Figure 11). On parle également de composés terpéniques ou
monoterpene correspondant a des molécules a 10 carbones formées a partir de deux unités

isoprenes [48 ; 49].

Les terpenes possedent d'importantes propriétés thérapeutiques, notamment en cancérologie,

dans le traitement de 1'inflammation ou encore des infections bactériennes [79].

CH

3

H C)\%CHZ

2

Figure 11. Structure de base d'isoprene [80].

Ils existent chez toutes les plantes et représentent la plus grande catégorie de métabolites

secondaires, avec plus de 22000 composés décrits.

L'hydrocarbure est le terpénoide le plus simple. Ils sont classés en fonction du nombre de leurs

unités isopréniques [81].

On compte aujourd'’hui 600 classes utilisées en aromathérapie dont l'essor s’étend dans le

domaine médical et cosmétique [82].

I1.2.1.9 Les Alcaloides

Ce sont des composés organiques azotés, basique, pharmaceutiquement tres actifs. D’origine
naturelle et de distribution restreinte, les alcaloides existent sous forme de sels solubles (citrate,
malate et benzoate) ou sous forme d’une combinaison avec les tanins. Ils sont synthétisés a

partir des plantes supérieures pour la protection contre le stress et les herbivores [48].

0 o
CH

H3C\ N/ . H3C\N N

N PY 2

o)\ ’T‘ N o N N

ohiy CH,

Caféine Théophylline
Figure 12. Structures de quelques alcaloides [83].
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I1.3 Généralité sur les saponines

Les saponines ou saponosides sont une classe spécifique de métabolites secondaires,
généralement connues comme des composés non-volatils, tensio-actifs [84], des produits
naturels abondamment retrouvés dans le regne végétal [85]. Il est intéressant de noter que des
organismes marins comme le concombre de mer contiennent des saponines par exemple le
frondoside A isolé de Cucumaria frondosa, I’eximisoside A isolé de Psolus eximius [86 ; 87 ;

88 ; 89].

I1.3.1 Structure des saponines

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de 1'eau. Structuralement parlant, les saponines sont constituées
d'un squelette stéroidique ou triterpénique (aglycones non polaires) porteur d'une ou de
plusieurs sections sucres, de masse moléculaire entre 600 a 2000 Daltons et de structure
complexe. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique leur
comportement moussant en solution aqueuse. La nature des sections osidiques retrouvées a
l'intérieur des saponines est tres variée, mais elles sont habituellement constituées de D-glucose,

D-galactose, L-rhamnose, D-xylose, D-fucose et acide D-glucuronique [48].

Fig. 1 - Le saponine.

Zucchero Saponine Acifdo
1 = Glucosio neutre saponine
2 - Arabinosio

3 - Xylosio
4 - Acido glucoronica Steroidi Triterpenoidi Fig. 2 - Struttura chimica
dell’escina C_H_0

55 865 4"

Figure 13. structure de saponines

I1.3.2 Propriétés et activités biologiques des saponines

De nombreuses revues rapportent que les saponines existent dans les plantes sous forme
biologiquement active et sont impliquées dans la phyto-protection antimicrobienne [90], elles
ne sont pas limitées qu’a la protection des plantes, mais elles présentent aussi des activités
biologiques variées, principalement dans les domaines de I’immunologie, la cancérologie et la

microbiologie  [91;92;93;94] Ces métabolites manifestent plusieurs  propriétés
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(pharmacologiques, hémolytiques, antimicrobiennes, insecticides,), anti-inflammatoires,
antalgiques [84], réduction du cholestérol et effet cardiovasculaire, activité antivirale. Les
saponines triterpénoides de la famille des Fabaceae ont montré une activité antiherpétique [84]
et leur structure influencerait sur cette activité. Ainsi, elles sont employées dans la
phytothérapie et dans I'industrie cosmétique. Elles formeraient les principaux constituants de
plusieurs remedes issus des plantes [95]. En effet, les travaux de indiquent que ces activités sont
dépendantes de leurs structures, en particulier de la nature, du nombre et la séquence des sucres

dans les saponines.

I1.3.3 Distribution de saponines

Les Saponines sont distribuées dans une large variété de produits alimentaires et dans plusieurs
familles de plantes différentes incluant I'asperge, les haricots, les mires sauvages, les pois, les
pommes de terre, la betterave sucriere et le thé. Ils se trouvent généralement dans les racines,

les tubercules, les feuilles, les fleurs ou les graines [96].
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II1.1 Généralités

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies mais peut étre également une
source d’agression pour ces organismes [97]. Nos cellules et tissus peuvent €tre soumis a une
grande variété d’agressions physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique),
chimiques (acidose, toxines) et métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un
facteur hormonal ou facteur de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une
expression commune appelée stress oxydant, di a I’exagération d’un phénomene

physiologique, normalement trés controlé, la production de radicaux dérivés de I’oxygene [98].

I11.2 Activité antioxydante

L’oxydation est une des plus importantes manifestations a 1’origine de vieillissement des
produits alimentaires et cosmétiques. Les dégradations oxydatives affectent les qualités
nutritionnelles et sensorielles des aliments et peuvent avoir des répercussions sur la santé du
consommateur. Elles sont également mises en cause dans le vieillissement des tissus

biologiques et des organismes ainsi que dans de nombreuses pathologies [99].

Dans ce contexte, différents moyens de prévention sont disponibles pour limiter ces
phénomenes. Parmi eux, la valorisation d’antioxydants d’origine végétale a des fins
alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques représente un enjeu majeur pour la recherche et

I’industrie [100, 101].

II1.3 Le stress oxydant

L’oxydation ou le stress oxydatif est un état au cours duquel des substances oxydantes, externes
comme internes, interviennent sur la capacité de défense anti- oxydative de la cellule [102]. Les
principaux agents oxydants (radicaux libres) sont les especes réactives de 1I’oxygéne (0% ,10z,
HO., H>0», NO), des enzymes (lipoxygénases, péroxydases), des ions métalliques (Cu, Fe) et
les peroxydes lipidiques. Qui concourent tous a la formation en chaine de radicaux libres. Ceux-
ci attaquent les protéines, les acides nucléiques, les acides gras insaturés, les vitamines ou
d’autres constituants [99]. Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes
physiologiques (la chaine respiratoire, I’inflammation, les systeémes enzymatiques, le cycle
redox, les rayonnements et les particules inhalées tels que 1’amiante et la silice) afin de détruire
des bactéries au sein des cellules phagocytaires ou pour réguler des fonctions cellulaires 1étales

telle que la mort cellulaire programmée ou apoptose (figure 14) [103].
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Figure 14. Principales especes réactives de I’oxygene et enzymes antioxydantes
[104].

IT1.3.1 Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de 1'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés
anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi €tre des auto-

anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique [103].

I11.3.1.1 Dommage d’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des €tres vivants, il s'agit
d'une molécule tres sensible a I'attaque par les radicaux de 1'oxygene. L'attaque radicalaire peut
étre directe et entrainer 1'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées.
Le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site

abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin [103].
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I11.3.1.2 Oxydation des protéines
Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires se trouvent tre celles qui comportent
un groupement sulthydrile (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines

de transport qui vont étre de ce fait oxydées et inactivées [105].
Les protéines peuvent subir I’action directe des ERO suivant ces étapes [106] :

» Modifications oxydatives réversibles : formation de disulfures, d’acide sulfénique et de
méthionine sulfoxyde résultant de 1’oxydation des chaines latérales des résidus cystéine
et méthionine, les plus sensibles a I’oxydation.

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

» Fragmentation de la chaine carbonée par oxydation d’un résidu glutamyl ou par a-
amidation et oxydation directe de chaines latérales de résidus sensibles (lysine, arginine,

proline, thréonine) conduisant a la formation de groupes carbonylés sur la protéine.

I11.3.1.3 Oxydation des glucides

Si la chimie de I'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée que celle
des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les especes réactives de 1'oxygene
attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage. Par ailleurs,
le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces métalliques,
en libérant des cétoaldéhydes, H>O> et OH", qui entraineront la coupure de protéines ou leur

glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant un dérivé AGE.

Ce phénomene de glycosoxydation est tres important chez les diabétiques et contribue a la

fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine [103].

I11.3.1.4 Peroxydation lipidique
Les lipides sont les molécules les plus sensibles au stress oxydatif, surtout les acides gras
polyinsaturés. Quand le radical hydroxyle rencontre les lipides, il va se produire un phénomene

qu’on dénomme peroxydation lipidique. Brievement ce processus implique :

» Le retrait d’un atome d’hydrogene d’un lipide par le radical hydroxyle.
» Le lipide radicalaire réagit avec I’oxygene pour former le radical peroxyde.
» Ce dernier peut attaquer les chaines lipidiques adjacentes et propager la réaction de

peroxydation.
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La réaction en chaine génere des lipides hydroperoxydes qui, lorsqu’ils s’accumulent dans la
membrane, la déstabilisent en générant des macrospores induisant une fuite d’ions (Figure 15)

[107].
N~ Polyunsaturated fatty acids LH

AN~ Lipid radical ' R

N\./ Lipid peroxyl radical LOO®
N\I/ Lipid hydroperoxides LOOH

SOH
y
decomposition
/ products \
aldehydes 4-Hydroxy-2-nonenal Malondialdehyde

4-HNE MDA

Figure 15. Mécanisme de la peroxydation lipidique [108].

Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides
membranaires. Les conséquences seront différentes : 1'attaque des lipides circulants aboutissant
a la formation de LDL oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépot lipidique
de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque des phospholipides
membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux

récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux [103].

I11.4 Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances naturellement présentes dans 1'organisme, capables de le
protéger d'influences néfastes, notamment des réactions d'oxydation également appelées stress
oxydant. Les antioxydants, qui constituent un systeme de défense in vivo, se composent de
plusieurs lignes de protection. La principale d'entre elles consiste a inhiber la formation des

radicaux libres et des dérivés réactifs de I'oxygene en isolant les ions métalliques et en détruisant
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I'anion superoxyde et l'oxygene singulet, réduisant le peroxyde d'hydrogene et les

hydroperoxydes dans chaque cellule de I'organisme [109].

L’organisme possede des systemes endogenes dédiés a cette action protectrice. Cependant, cette
ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants exogenes sont également
présents dans 1’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte antioxydante. Nous
les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges, etc), les 1égumes (brocoli, oignon,
etc), les boissons (café, thé, etc) ainsi que dans les épices, le cacao ou encore les céréales. Ces
antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a réagir directement avec les radicaux libres

en les « neutralisant » par réaction de réduction.

Les antioxydants sont un groupe hétérogene composé de systemes antioxydants endogenes,

enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols [110].

I11.4.1 Sources d’antioxydants
I11.4.1.1 Enzymatiques

Nous trouvons trois sources d’antioxydants enzymatiques :
a) La catalase

C’est une enzyme que l’on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les
hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales. Cette enzyme est constituée de quatre
chaines polypeptides, comportant chacune un atome de Fer sous forme ferrique (Fe**). Ces
derniers constituent les sites actifs de cette enzyme. Le mécanisme de dismutation du peroxyde

d’hydrogene est le suivant [110] :
H,0: + Fe (II)-E ——» H»0 +O=Fe (IV)-E
H202+ O=Fe (IV)-E — »  O2+ Fe (II)-E +H>0
b) La glutathion peroxydase

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

[111].

Cette enzyme constitue la voie majeure de dégradation des hydroperoxydes. Cette fonction
antioxydante est d’autant plus importante qu’elle joue un role essentiel avec les superoxydes

dismutases et la vitamine E [112].
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En présence de substrat de type ROOH, la réaction se traduit de la maniere suivante avec la

formation d’une molécule d’eau et d’une molécule d’alcool [110].

2 GSH + ROOH — GS-SG + ROH + H20

¢) La superoxyde dismutase

Le role déterminant de la superoxyde dismutase (SOD) dans les systemes de défenses
antioxydantes de 1’organisme est connu depuis 1968. On sait que I’ion superoxyde (O%) est le
point de départ de la chaine de production des radicaux libres. Or, des ce stade précoce, la
superoxyde dismutase inactive I’ion superoxyde en le transformant en peroxyde d’hydrogene
(H20,). Celui-ci est ensuite rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en

dioxygene (O2) et en molécules d’eau (H>O) (Figurel6).

Ainsi, différentes études ont confirmé que la production de H>O> sous I’action de la SOD était
bien le facteur déclenchant des mécanismes naturels de défenses antioxydantes. La SOD

apparait donc comme I’enzyme clé de la défense naturelle contre les radicaux [130].

SOD
_ +2H™
20 3 > H202
GPx
2H202 > 2H20 -+ 02
Catalase

Figure 16. Role des enzymes antioxydantes dans le processus d’inactivation de I’ion

superoxyde [130].

111.4.1.2 Les polyphénols
Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. Ils sont trés largement

représentés dans le regne végétal et donc dans notre alimentation.

Nous les consommons sous forme de fruits ou de 1égumes [110]. Les polyphénols doivent leur

activité a, comme leur nom I'indique, un tres grand nombre de résidus hydroxyles, qui sont
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autant de munitions pour lutter contre les radicaux libres et stopper la réaction en chaine (Figure

17) [113].

OH + R —» O + RH

réduction d'un radical réactif

stabilisation par conjugaison

Figure 17. Propriétés réductrices des polyphénols [113].
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IV.1 Matériel végétal
La plante étudiée est I’artichaut (Cynara scolymus L.) ont été récoltée a I’Est Algérien (régions

d’El-Tarf) et ceci durant le mois de février de I’année 2023.

Figure 18. L artichaut (Cynara scolymus L.) (Photo prise par DJEDDAI NOAMANE)

IV.2 Screening Phytochimiques :

IV.2.1 Les Sapnosides (test de mousse) : en suivant le protocole [114].

- On met 1g de la poudre seche dans une fiole dans laquelle 10 ml d’eau distillée sont ajoutés.

- On met dans un bain marie pendant Smn.

- Apres filtration du mélange est filtré, on ajoute 2,5 ml du filtrat a2 10 ml d’eau distillée dans
un tube a essai.

- Le tube est secoué vigoureusement pendant 30 s puis on laisse reposer une demi-heure.

- Une mousse alvéolaire révele la présence des saponines.

IV.2.2 Les Flavonoides : en suivant le protocole [114].

- On macere 10 g de la poudre dans 150 ml d’HCl a 1% pendant 24h.

- Apres avoir filtré le mélange, on procede au test suivant.

- On prend 10 ml du filtrat, on le rend basique par 1’ajout de NH4OH.

- Apres trois heures, I’apparition d’une couleur jaune clair dans la partie supérieure du tube a
essai indique la présence des flavonoides.

IV.2.3 Les Tannins : en suivant le protocole [114].

- On place 1 g de poudre seche dans 20 ml de NaOH a 80%.

- Apres 15 mn d’agitation, I’extrait sont filtré et mis dans tube a essai.

- L’ajout des gouttes d’une solution de FeClz a 1 % permet de détecter la présence ou non des

tannins.
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IV.2.4 Les Alcaloides : en suivant le protocole [115].

- On mélange 1g de la poudre de la plante séchée et broyée avec 10 ml d’HCI a 5% dans un
récipient.

- Apres une demi-heure de macération. On filtre le mélange et on additionne au filtrat quelque
goutte de réactif de Mayer.

- L’apparition d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides.

IV.2.5 Les Huiles volatiles : en suivant le protocole [115].

- On macere 1 g de la poudre dans 40 ml d’eau distillée avec agitation constante 30 mn.

- Apres filtration de I’extrait, 2 ml du filtrat sont secoués avec 0,1 ml de NaOH dilué et une
petite quantité d’HCI dilué. La formation d’un précipité blanc indique la présence d’huile
volatile.

IV.2.6 Les Quinones : en suivant le protocole [115].

- On place 1 g de la poudre broyée dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther de pétrole.

- Apres agitation et un repos de 24 h, I’extrait est filtré puis concentré au rotavapeur.

Ajouter 2 ml de NaOH dilué dans 1 ml d’extrait de la plante. La formation de couleur bleu-vert

ou rouge indique la présence de quinones.

IV.3 Extraction des polyphénols par macération a froid :

Il s’agit d’une extraction solide-liquide le solvant utilisé dans cette présente étude est le
méthanol pur 99% [116, 117]. Celui-ci possede 1’avantage d’étre éliminé facilement sous vide.
Il donne en plus un meilleur rendement d’extraction dépassant celui de 1’eau [118, 119]. Le

rendement d’extraction en polyphénols augmente aussi avec le temps de contact.

On introduit 1 g de poudre de la plante dans un mortier, avec 20 ml de méthanol pur, apres une
macération de 48 h environ le mélange obtenu est filtré par un papier filtre whatman, la phase
aqueuse récupérée est concentrée au rotavapeur a 45°C. On obtient ainsi un extrait visqueux

qui est récupéré dans 3 ml de méthanol.

IV .4 Extraction des flavonoides :

L’extraction des flavonoides a été faite selon la méthode modifiée de Lee et al (1995) [120].
10 g des fibres d’artichaut ont été chauffés a 90°C sous reflux dans un mélange
Eau distillée/Méthanol absolu (100ml :100ml) pendant 4h.

L’extrait a été filtré a traves un papier filtre, puis évaporé du méthanol.
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La phase aqueuse a été ensuite extraite par 200 ml de 1-butanol puis acidifiée par HCI a 10%

au PH=3.
La phase butanolique a été évaporée a 40°C.

Le résidu a été extrait 3 fois par 200 ml d’un mélange de Eau distillée/Acétate d’éthyle

(100ml :100ml) pendant 1h.
La phase organique a été basifiée par NaHCO3 au PH=9.

Apres un repos de 15 mn, la phase organique a été évaporée a sec a 40°C.

IV.5 Extraction des saponines :

Les saponines ont été extraites selon la méthode élaborée par Appelbaum et al (1969) [121].
10 g des fibres d’artichaut ont été délipidés durant 24h par 50 ml d’hexane.

Apres élimination de la phase organique, le précipité obtenu a été macéré dans 100 ml d’éthanol

absolu sous agitation magnétique a température ambiante pendant 24 h.
L’extrait a été filtré a traves un papier filtre, puis évaporé d’éthanol a sec sous vide a 40°C.

Le résidu sec é été extrait 3 fois par 100 ml d’un mélange de eau distillée/éther de pétrole

(50ml : 50ml) chauffé a 50°C dans un bain marie pendant 30mn.
Les phases organiques ont été mélangées puis reprises par 150 ml de 1-butanol pendant 30 mn.
Enfin, la phase organique a été évaporée a 40°C.

IV.6 Dosage des polyphénols

Protocole

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode de Dewanto et al., (2002) [122] reprise
et modifiée par. A 100 pul d’extrait (dilution appropriée) ou de standard, on ajoute 400 ul du
réactif de Folin-ciocalteu (dilué 10 fois dans de I’eau ultra pure). Le mélange réactionnel est
agité, puis apres 5 mn, la couleur bleue apparue est intensifiée et stabilisée par I’ajout de 500 pl
de sodium (Na, CO;) a 7.5 %. Apres agitation au vortex, le mélange est incubé pendant 1h a
I’ obscurité et a température ambiante. La densité optique (DO) est mesurée a A=725 nm, a 1’aide
d’un spectrophotometre. Le tube « blanc » ne contenant pas d’extrait, sert a ajuster le zéro de
I’appareil. La quantification des polyphénols est réalisée a partir d’'une gamme étalon d’acide

gallique en concentrations finales (0.031 a 0.5 mg/ml) en milieu aqueux. Les teneurs en
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polyphénols sont exprimées en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme de résidu sec (mg

EAG/g MS).

IV.7 Dosage des flavonoides

Protocole

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode rapportée par Medjeldi et al., (2018)
[123]. Une prise de 100 pl d’échantillon convenablement dilué est mélangée a 400 ul d’eau
distillée et 30 pl de NaNO2 (5%). Apres 5 mn de repos, on ajoute 60 pl d’une solution
d’AICI36H20 (10%) fraichement préparée puis apres 6 mn d’incubation, on ajoute 200 pl de
NaOH (1M). le mélange réactionnel est ajusté a 1 ml avec de I’eau distillé. Apres une incubation
de 1 h a I’obscurité, la lecture de 1’absorbance est faite a 510 nm contre le tube « blanc » dans
lequel I’extrait est remplacé par le solvant d’extraction. Une gamme étalon de catéchine a des
concentrations finales allant de 0 a 60pg/ml est utilisée pour la quantification des flavonoides.
Les teneurs en flavonoides sont exprimés en milligramme d’équivalent de catéchine par

gramme de résidu sec (mg EC/g MS).

IV.8 Dosage des saponines

Protocole

Un volume de 0.1 ml de I’extrait brut de saponine et 0.4 ml d’eau ont été séchés a 70°C dans
un bain d'eau pendant 2h, ensuite, 0.1ml de la solution vanilline-acide acétique glacial (5%) et
0.4 ml d’acide perchlorique ont été ajoutés. Le tube contenant le mélange a été agité au vortex
et transféré au bain-marie a 70°C pendant 15min, puis retiré et placé dans I'eau glacée pour
refroidir. Suivant ceci, 2.5ml de 1’acide acétique glacial a été ajouté. La solution a été bien

mélangée et I’absorbance a été mesurée contre un blanc (sans extrait) a 540 nm.

IV.9 Evaluation du pouvoir antioxydant

IV.9.1 Piégeage du radical libre DPPH

Cette méthode est décrite par plusieurs auteurs entre autres, Iwashima et al., (2005) [124] ;

Rigane et al., 2011[125]. C’est une technique avantageuse du fait qu’elle soit indépendante,

simple et rapide.

a) Principe
Le DPPH’ (2,2 diphényl-1 picrylhydrazyl) est un radical stable qui absorbe dans le visible entre
515 a 520 nm. Le test consiste a faire réagir le DPPH de coloration violette avec des molécules

dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a le réduire en DPPH-H de coloration
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jaune. Ce changement de couleur reflete le pouvoir de I’extrait végétal a piéger ce radical. Le

phénomene peut donc étre suivi par spectrophotométrie visible.

0N O;N

DPPH’ (DPPH) H

(Forme radicalaife violette) (Forme réduite jaune)

Figure 19. Réaction du radical DPPH avec un donneur d’hydrogene (antioxydant).

L’estimation de I’activité antiradicalaire est déterminée selon la méthode décrite par El-Haci et
al., (2011) [126] avec quelques modifications. A 975 pl d’une solution méthanolique de DPPH
a (4%) sont ajoutés 25 ul de I’extrait a différentes concentrations ou standards Apres agitation
vigoureuse, le mélange est gardé a 1’obscurité pendant 1h. L.’absorbance est mesurée a 517 nm
en se référant a un témoin sans extrait. Le méthanol est utilis€ comme blanc.

b) Expression de ’activité antiradicalaire

Elle est exprimée en pourcentage d’inhibition qui est calculé selon la formule suivante :

P1% = [(DO témoin — DO extrait) / DO témoin] x 100

P1% : pourcentage d’inhibition

DO témoin : Absorbance de la solution témoin (DPPH)

DO extrait : Absorbance de la solution antioxydante (extrait)

La régression linéaire de la courbe : PI% = f [Cextrait] permet de déterminer I'ICso qui
correspond a la concentration en extrait responsable de 1’inhibition de 50% de radical DPPH".

L’ICs0 est exprimée en unités de concentration de 1’extrait.

IV.9.2 Méthode de la réduction du fer FRAP

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par
OYAIZU, 1986 [127], basée sur la réduction du Fe** présent dans le complexe K3Fe(CN)s en
Fe2*

- Iml de chaque extrait a différentes concentrations est mélangé avec 2,5ml d’une solution
tampon phosphate 0,2M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s a 1%

- L’ensemble est ensuite incubé au bain marie a 50°C pendant 20min
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- 2,5ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction

- Les tubes sont centrifugés a 3000rpm pendant 10min

- 2,5ml du surnageant sont mélangés a 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution de chlorure
ferrique fraichement préparée a 0,1%

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer I’appareil (UV-VIS
spectrophotometre).

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique

dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.
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Résultats et discussion

V.1 Screening Phytochimiques :

Les résultats du screening phytochimiques sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 5. Screening Phytochimiques

Meétabolites secondaires Test
Alcaloides +
Sapnosides (test de mousse) +
Flavonoides ++
Tannins ++
Huiles volatiles -
Quinones +

Signification des symboles : (++) abondamment présent, (+) présence, (-) absence
L’examen du tableau fait ressortir la présence et I’absence de ces substances bioactives au
niveau de notre plante, on peut constater que les flavonoides et les tannins sont tres abondants,
suivis des autres composants les saponines, les quinones, et 1’absence des huiles volatiles. La
présence de composés phytochimiques biologiquement actifs qui agissent comme stimulants
G.R.P.I Abeysiria et al (2013) [128]. Le screening phytochimiques nous donne des informations
primaires sur notre plante, et en basant sur ces résultats, nous avons choisi les méthodes
d’extraction a titre d’exemple nous n’avons pas fait I’hydrodistillation pour extraire les huiles

volatiles.

V.2 Rendement d’extraction :

Les rendements des extraits ont €t€ calculés en utilisant la formule suivante :

Rendement (%) = m0/m1 X 100

mo : Masse en gramme de 1’extrait brut évaporé.
mi : Masse en gramme de la matiere végétale initiale seche (5 g).

Tableau 6. Résultat rendement d’extraction

Métabolite secondaire Quantité en %
Polyphénols 18,3%
Flavonoides 17,1%
Saponines 12,5%
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Rendements d'extraction déterminés a partir des fibres d’artichaut étaient de 1'ordre de 18,3%,
17,1% et 12,5% d'extraits a méthanol pur, a eau distillée/méthanol et a hexane ; respectivement.
Le rendement d'extraction semble étre influencé par le degré de polarité du solvant, ainsi que

par le degré de polarité des divers composants de 1'extrait tels que les constituants phénoliques.

V.3 Teneur en polyphénols

La teneur en polyphénols est déterminée a partir de I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique : y = 0.3971 x -0.0131(Figure 20) Avec un coefficient
de régression de la droite (R?= 0,9975) proche de 1 prouvant ainsi la fiabilité de cette courbe
dans la détermination des phénols totaux.

Le résultat est exprimé en milligramme équivalent acide gallique par résidu sec (mg EAG/g

MS).
05 —03071x- 00131
0375 mz_ggars
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Figure 20. Courbe d’étalonnage des polyphénols avec 1’acide gallique
Les teneurs en polyphénols (0,869 + 0,058 mg EAG/g MS)

A la lumiere de ces résultats, il parait que la plante collectée est riche en polyphénols

V.4 Teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides est déterminée a partir de I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage de la catéchine : y = 0.0047x- 0.0416 (Figure 21) avec un coefficient de
régression de la droite (R? = 0.9997) proche de 1 prouvant ainsi la fiabilité de cette courbe dans

la détermination des flavonoides.
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Figure 21. Courbes d’étalonnages de catéchine
Le résultat est exprimé en milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiere seche

(51,191mg EC/g MS).

V.5 Teneur en saponines

La teneur en saponines est déterminée a partir de 1I’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage de saponine de quillaija : y = 0.0539x + 0.1329 (Figure 22) avec un coefficient de
régression de la droite (R? =0.9941) proche de 1 prouvant ainsi la fiabilité de cette courbe dans

la détermination des saponines.
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Figure 22. Courbe d’étalonnage
Apres la réalisation des étapes d'extraction des saponines a partir de la plante testée, 1'extrait
des fibres d’ Artichaut montre une concentration élevée de saponines (8.312 EQ/g MS).
Ce résultat corrobore parfaitement avec 1’analyse phytochimique. En effet il est montré dans la
bibliographie que ces plantes contiennent des saponines, qui sont le plus souvent concentrées

dans les organes de réserve comme les fibres.
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V.6 Activités antioxydants

L’activité antioxydant a été déterminée sur 1’extrait méthanoliques

V.6.1 Activité balayage DPPH
L’activité antioxydant a été€ déterminée sur 1’extrait méthanolique car s’est montré le plus riche

en polyphénols totaux.
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Figure 23. La capacité antioxydant de I’extrait des fibres d’artichaut.

L'activité de piégeage des radicaux DPPH a été enregistrée en termes de pourcentage
d'inhibition. Le parametre utilisé pour comparer 1'activité de piégeage des radicaux est la valeur
ICso0, définie comme la concentration d'antioxydant nécessaire pour piéger 50 % des radicaux
DPPH. La valeur ICso du trolox (3,314 0,09 pg/ml) est presque la méme que celle de 1'extrait
méthanolique (ICso = 2,97+ 0,02 pg/ml), ce qui montre que notre extrait a une valeur

significative et il peut avoir une activité antioxydant.

V.6.2 FRAP
L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par Y.Pan et
al [129], basée sur la réaction chimique de réduction du Fe** présent dans le complexe

K3Fe(CN)s en Fe?*
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Figure 24. Courbe d’étalonnage (FRAP)
Les résultats obtenus montrent que 1’extrait des fibres a un pouvoir de réduire le fer avec une
valeur de 1.39+ 0,01 pg/ml. L’activité de I’extrait des fibres, serait due a sa forte teneur en

composés polyphénoliques.




Conclusion



Conclusion

Aujourd'hui, la phytothérapie et le retour a la médecine traditionnelle reviennent sur le
devant de la scene, d'autant plus que la phytothérapie propose des soins a base des extraits
naturels bien acceptés par I'organisme. Les recherches se sont alors concentrées sur I'exploration
des nouvelles sources d'antioxydants naturels des extraits des plantes.

Le présent travail vise a évaluer les activités antioxydants de 1'extrait phénolique des fibres
d'artichaut récoltées dans la région d’el-Tarf. Il a été prouvé que l'efficacité de I'extraction avec
le méthanol est meilleure, Au cours de cette étude, nous avons également effectué un dosage
des polyphénols, flavonoides, et saponines.

L’activité antioxydants testée avec le radical DPPH et le FRAP a montré des ICsg
remarquables respectivement de I’ordre de ICso= 2,97+ 0,02 pg/ml et 1.39+ 0,01 pg/ml. A Ia
lumiere de ces découvertes, les fibres de l'artichaut peuvent servir de source d'antioxydants

naturels pour des applications pharmaceutiques et nutritives.
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