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Résumé

Bunium incrassatum (Talghouda) est une plante médicinale traditionnellement utilisée
en Algérie pour le traitement de diverses affections. Cette étude vise a explorer ses propriétés
phytochimiques et biologiques afin de valoriser son usage traditionnel et d’identifier

d’éventuels composés bioactifs.

Un criblage phytochimique qualitatif, une analyse FTIR ainsi que des évaluations in
vitro des activités antioxydante, anti-hémolytique et antibactérienne ont été réalisés sur des
extraits de polarité croissante (éther de pétrole, chloroforme et acétate d’éthyle, méthanol)

obtenus a partir des tubercules et des feuilles.

Les résultats du criblage phytochimique ont révélé une différence marquée entre les
deux organes. Les tubercules sont riches en amidon, flavonoides, coumarines et terpénoides,
tandis que les feuilles présentent principalement des tanins, stéroides et anthocyanosides. Les
analyses FTIR ont confirmé la présence de différents groupes fonctionnels caractéristiques des

composés phénoliques, carbonylés et aliphatique.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante par les tests DPPH et FRAP a montré des
comportements distincts selon les extraits. L’extrait méthanolique des feuilles a présenté la
meilleure activité antioxydante par le test DPPH avec une ICgyde 0,0048 mg/mL. En revanche,
le test FRAP a révélé une meilleure capacité réductrice pour I’extrait chloroformique des

tubercules (ECs, = 2,98 ng/ul).

L’activité anti-hémolytique a montré une forte protection des membranes
érythrocytaires, dépendante de 1’organe et du solvant d’extraction. Les extraits polaires des
tubercules ont présenté les meilleurs taux de protection, tandis que les feuilles étaient plus

actives dans les fractions peu polaires.

Concernant I’activité antibactérienne, seuls les extraits chloroformiques et a 1’acétate
d’éthyle des tubercules ont montré une activité modérée contre Staphylococcus aureus. Aucune

activité notable n’a été observée contre Escherichia coli.

Mots-clés : Bunium incrassatum, plante médicinale, tubercules, feuilles, criblage

phytochimique. Activité biologique.

vV



Abstract

Bunium incrassatum (Talghouda) is a medicinal plant traditionally used in Algeria for
the treatment of various diseases. This study aimed to investigate its phytochemical and
biological properties in order to support its traditional use and identify potential bioactive

compounds.

Qualitative phytochemical screening, FTIR analysis, and in vitro evaluations of
antioxidant, anti-hemolytic, and antibacterial activities were carried out on extracts of
increasing polarity (petroleum ether, chloroform, and ethyl acetate, mathanol) prepared from

tubers and leaves.

Phytochemical screening revealed clear differences between the two organs. Tubers
were rich in starch, flavonoids, coumarins, and terpenoids, whereas leaves mainly contained
tannins, steroids, and anthocyanosides. FTIR analysis confirmed the presence of functional

groups characteristic of phenolic, carbonyl, and aliphatic compounds.

Antioxidant activity assessed using DPPH and FRAP assays showed distinct behaviors
among extracts. The methanolic leaf extract exhibited the strongest DPPH radical scavenging
activity with a ICspvalue of 0.0048 mg/mL, while the chloroform tuber extract showed the

highest reducing power in the FRAP assay with an ECggvalue of 2.98 ng/uL.

Anti-hemolytic assays demonstrated significant erythrocyte membrane protection
depending on the plant organ and extraction solvent. Polar tuber extracts showed the highest

protective effects, whereas leaves were more active in low-polarity fractions.

Regarding antibacterial activity, only chloroform and ethyl acetate tuber extracts
exhibited moderate activity against Staphylococcus aureus. No significant activity was

observed against Escherichia coli.

Keywords: Bunium incrassatum, medicinal plant, tubers, leaves, phytochemical

screening, biological activity.
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Liste des abréviations

FTIR : Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier.
ATR : Réflexion totale atténuée.

DPPH : 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl (radical libre).
FRAP : Pouvoir antioxydant réducteur du fer.

ATCC : Collection américaine de cultures types.

ICso : Concentration inhibitrice médiane (50 %).

ECso : Concentration efficace médiane (50 %)

HPLC : Chromatographie liquide a haute performance.
GC/MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
CCM : Chromatographie sur couche mince.

SM : Spectrométrie de masse.

RMN : Résonance magnétique nucléaire.

IR : Infrarouge.

UV : Ultraviolet.

LLE : Extraction liquide-liquide.

SPE : Extraction sur phase solide.

SLE : Extraction solide-liquide.

TCA : Acide trichloroacétique

KBr : Bromure de potassium.

NaCl : Chlorure de sodium.

PBS : Tampon phosphate salin.

DMSO : Diméthylsulfoxyde.

UFC/mL : Unités formant colonies par millilitre.
OMS : Organisation mondiale de la Santé.

Da : Dalton (unité¢ de masse moléculaire).

Nm : Nanometre.

cm™ : Nombre d'onde (centimétre réciproque).

pg/nL : Microgramme par microlitre.

mg/mL : Milligramme par millilitre.

KsFe (CN)s : Ferricyanure de potassium.

FeCls : Chlorure ferrique.
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Fe** / Fe** : Ion ferrique / ion ferreux.
m/z : Rapport masse/charge.
o: Déplacement chimique (RMN, en ppm).

Amax : Longueur d'onde d'absorption maximale.

B. incrassatum : Bunium incrassatum (abréviation du nom d'espece).

Spp. : Plusieurs espéces du genre.
v/v : Volume/volume.

m/v : Masse/volume.

H:O : Eau.

S. bactérienne : Souche bactérienne.

DO : Densité optique.
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Introduction générale

Depuis longtemps, les plantes médicinales occupent une place essentielle dans la vie de
I’homme grace a leurs nombreuses utilisations thérapeutiques, alimentaires et
pharmaceutiques. Les populations se sont toujours appuyées sur les ressources naturelles pour
traiter différentes maladies, ce qui fait des plantes une base fondamentale des systémes de
médecine traditionnelle. Aujourd’hui encore, une part importante de la population mondiale,
surtout dans les pays en développement, continue de recourir aux remedes a base de plantes

pour les soins de santé primaires (Gurib-Fakim, 2006).

L’intérét scientifique pour les plantes médicinales s’est fortement développé ces
derniéres années, principalement en raison de leur richesse en métabolites secondaires tels que
les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les alcaloides et les terpénes. Ces molécules sont
connues pour leurs diverses activités biologiques, notamment antioxydantes, antibactériennes
et anti-inflammatoires. Les effets observés sont généralement liés a la composition chimique
des extraits ainsi qu’a la concentration de ces composés dans les différentes parties de la plante

(Trease & Evans, 2009).

Parmi les especes médicinales utilisées en Algérie, Bunium incrassatum, appelée
localement « Talghouda », occupe une place importante dans la pharmacopée traditionnelle.
Appartenant a la famille des Apiacées, elle est utilisée aussi bien a des fins thérapeutiques que
culinaires. Ses tubercules sont particulierement connus en médecine traditionnelle algérienne,
notamment pour le traitement des troubles thyroidiens (Toul, 2022). Dans ce travail, nous nous
sommes intéressés aux feuilles ainsi qu’aux tubercules de cette plante afin d’étudier leurs
propriétés phytochimiques et biologiques. Cette ¢tude s’inscrit dans une démarche de
valorisation de cette espéce en raison de ses usages traditionnels et de son potentiel en

composés bioactifs.

Le choix du solvant d’extraction constitue une étape essentielle dans les études
phytochimiques, car il influence directement le rendement et la nature des composés extraits.
Ce choix repose sur le principe d’affinité chimique entre le solvant et les métabolites présents
dans la matrice végétale. Ainsi, les composés lipophiles sont préférentiellement extraits par des
solvants apolaires, tandis que les composés hydrophiles sont mieux solubilisés dans des
solvants polaires. L’utilisation de solvants de polarités différentes permet donc d’obtenir une

extraction plus large et plus représentative des métabolites secondaires (Ahmed et al., 2026).
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Dans ce contexte, I’objectif principal de cette étude est d’explorer les caractéristiques
phytochimiques et les activités biologiques de Bunium incrassatum (feuilles et tubercules) a
travers une approche expérimentale basée sur 1’utilisation de différents solvants d’extraction.
Cette étude vise a mieux comprendre la richesse chimique de cette espece ainsi que son
potentiel pharmacologique. Ce choix méthodologique permet d’obtenir différents extraits
destinés a la détermination des métabolites totaux, aux tests phytochimiques qualitatifs ainsi
qu’a I’évaluation in vitro des activités biologiques, notamment antioxydante, antibactérienne

et anti-hémolytique des différents extraits obtenus.

Notre travail est structuré en quatre chapitres comme suit :

e Dans le premier chapitre, nous présentons une analyse bibliographique sur Bunium
incrassatum, incluant ses aspects botaniques, ses usages traditionnels et ses propriétés
biologiques rapportées dans la littérature scientifique.

e Dans le deuxieme chapitre, nous abordons les substances naturelles et les métabolites
secondaires, ainsi que les techniques d’analyse utilisées en phytochimie (extraction,
séparation et caractérisation).

e Le troisieme chapitre présente le matériel utilisé ainsi que les méthodes expérimentales
adoptées au cours de cette étude, I1 détaille les protocoles expérimentaux utilisés dans
cette étude, notamment 1’extraction, les tests phytochimiques et les évaluations des
activités biologiques.

e Le quatriéme chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus ainsi qu’a leur
analyse et leur interprétation.

e Enfin, une conclusion générale met en évidence les principaux résultats de 1’étude et

ouvre sur des perspectives de recherche futures.
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1. Généralités sur les plantes médicinales

1.1 Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des végétaux renfermant des substances actives
susceptibles de prévenir ou de traiter diverses pathologies. Selon 1'Organisation mondiale de
la Santé (OMS, 2002), une plante médicinale est définie comme toute plante contenant des
substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou comme précurseurs dans la
synthése de médicaments.

Les plantes peuvent étre utilisées sous diverses formes, notamment les infusions, les
décoctions, les extraits, les poudres ou encore les préparations végétales. Leur utilisation
constitue 1’'une des formes les plus anciennes de thérapie dans I’histoire de I’humanité

(Fabricant & Farnsworth, 2001).

1.2 Importance des plantes médicinales

L'utilisation des plantes médicinales remonte aux civilisations anciennes, notamment
en Egypte, en Chine et en Inde. Actuellement, environ 80 % de la population mondiale fait
appel a la médecine traditionnelle pour les soins de santé primaires, en particulier dans les
pays en développement (OMS, 2002).

Les plantes constituent également une source importante de molécules thérapeutiques
modernes. En effet, de nombreux médicaments commercialisés aujourd'hui sont dérivés de
plantes ou de composés naturels (Rates, 2001). Plus de 25 % des médicaments prescrits dans
le monde proviennent de plantes médicinales (Fabricant & Farnsworth, 2001). L'activité
thérapeutique des plantes est principalement liée a leurs métabolites secondaires, tels que les
alcaloides, les flavonoides, les tanins, les saponines et les terpénoides (Rates, 2001). Ces
composés possedent diverses activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes,

antibactériennes, anti-inflammatoires et antifongiques (Fabricant & Farnsworth, 2001).

2. Présentation de la famille des Apiacées

Les Apiacées, anciennement appelées Ombelliféres, constituent une famille de plantes
dicotylédones facilement reconnaissables par leur inflorescence en ombelles composées
(Gagi & Toubal, 2018).

Il s’agit majoritairement de plantes herbacées, annuelles, bisannuelles ou vivaces,

parfois arbustives.
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e Feuilles : alternes, composées, rarement simples. La base du pétiole est souvent
renflée et entoure la tige. La tige est souvent creuse.
e Fleurs : disposées en ombelles simples, avec des bractées involucrales a la
base. Les fleurs possédent 5 pétales et 5 étamines ; 1’ovaire est biloculaire.
e Fruit: composé de 2 méricarpes reliés par un axe central (chaque méricarpe
présente deux faces : une plate et une convexe).
La face dorsale comporte au moins 5 cotes, séparées par des sillons contenant des

canaux sécréteurs (Baadache & Merrouche, 2019).

Figure 01 : Caractéristiques morphologiques de la famille des Apiacées. (Reichenbach.,
1863).
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3. Dénominations du genre Bunium

Le genre Bunium (Apiacées), dont 1'étymologie grecque bounion fait référence a la
morphologie charnue de ses tubercules, regroupe environ 50 espéces réparties entre 1'Europe,
'Asie et I'Afrique du Nord (Mohammad Hosseini et al., 2021). En Algérie, ce genre revét
une importance particuliére : sur les sept espéces recensées dans la flore nationale, quatre
sont considérées comme endémiques (Quézel & Santa, 1963). La taxonomie de ce genre
reste complexe, comptant 128 synonymes et 31 taxons non résolus parmi les géophytes des
zones arides (Adoui et al., 2022).

Le genre Bunium est reconnu pour ses propriétés médicinales et aromatiques. En
Algérie, notamment dans les régions septentrionales, 1'usage thérapeutique de la Talghouda
connait un regain d'intérét. Les tubercules sont traditionnellement employés pour traiter
diverses affections, notamment les troubles respiratoires (bronchite, asthme), les pathologies
thyroidiennes, les kystes, ainsi que les inflammations hémorroidaires et les troubles digestifs.
Par ailleurs, ces organes souterrains possédent une valeur nutritive élevée, justifiant leur

consommation comme ressource alimentaire (Adoui et al., 2022).

4. Bunium incrassatum

Bunium incrassatum Localement nommée « Talghouda », la nomenclature
scientifique varie selon les auteurs et les régions. Bien que Bunium incrassatum soit
fréquemment identifiée dans les zones cultivées, d'autres dénominations telles que B.
fontanesii Batt, B. mauritanicum ou encore le genre équivalent Carum sont documentées
dans la littérature botanique algérienne (Quézel & Santa, 1963 ; Adoui et al., 2022).

Reconnu pour I'importance de ses graines et de ses huiles essentielles, le Bunium est
employ¢ a travers le monde depuis des générations, tant pour ses apports nutritionnels que
curatifs. Cette plante, autrefois 1'un des piliers de la pharmacopée traditionnelle, se trouve
désormais au centre de recherches scientifiques rigoureuses. Ces travaux visent a valider son
potentiel thérapeutique et a favoriser son intégration dans les protocoles médicaux actuels

(Mezzou & Meghouache, 2024).
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Figure 03 : La morphologie de Bunium incrassatum (Gagi & Toubal, 2018).
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5. Classification systématique

Tableau 01 : Classification systématique de B. incrassatum (El Kolli et al., 2017).

Regne Plantae

Subdivision Spermatophytina

Classe Magnoliopsida

Superordre Asteranae

Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Bunium

Espéce Bunium incrassatum
6. Description botanique

Bunium incrassatum est une espéce appartenant a la famille des Apiacées, un groupe
botanique comprenant de nombreuses plantes herbacées caractérisées par leurs
inflorescences en ombelles et leurs organes souterrains souvent développés. Cette espece
présente plusieurs particularités morphologiques qui permettent de la distinguer au sein de
ce genre.

La floraison survient généralement entre les mois de mars et juillet (Adoui et al.,
2022). Le tubercule est de forme globuleuse avec un diamétre compris entre 1 et 2 cm,
possede un cortex brunatre renfermant une chair interne de couleur blanche.

La partie aérienne de la plante peut atteindre une hauteur comprise entre 30 et 70 cm.
Les tiges sont fines, €élancées et légerement sillonnées, en particulier dans leur partie
supérieure. Les feuilles, disposées de maniere alterne le long de la tige, présentent une forme
générale triangulaire et une division complexe de type pennatiséquée, comportant
généralement deux a trois segments qui se terminent par des laniéres étroites.

L appareil reproducteur se manifeste par des inflorescences en ombelles mesurant
approximativement 5 @ 7 cm de diamétre et composées de fleurs blanches. Les pédicelles
qui portent ces fleurs sont relativement souples et ne présentent ni rigidit€é marquée ni
disposition étoilée (Couplan, 1994).

7
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(A) (8)

Figure 04 : Morphologie de Bunium incrassatum : Tubercule hivernal (A) et appareil

aérien printanier (B) (Dehimi et al., 2020)

Figure 05 : Présentation des fleurs et des tubercules de Bunium (Adoui et al., 2022).

7. Répartition géographique et écologie

Le genre Bunium présente une distribution spontanée étendue en Europe, dans le
bassin méditerranéen et en Afrique du Nord. En Europe, sa présence est documentée du nord
de I'Angleterre jusqu'a la péninsule balkanique, en passant par 1'ltalie, la Sicile et I'Espagne
(Tutin, 1980).

e Au Maghreb, Bunium mauritanicum est indigéne au Maroc et largement
répandu en Algérie, particuliecrement dans les zones orientales comme la
région d'Oum El Bouaghi (Chentouh et al., 2018).

e En Tunisie, ou l'espéce est localement nommée « Telghoudi », elle a
historiquement été consommée comme aliment de subsistance en période de

disette (Adoui et al., 2022).
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Figure 06 : Répartition géographique du genre Bunium (Mezzou & Meghouache, 2024).

8. Usages traditionnels de Bunium en Algérie

En Algérie, les espéces du genre Bunium, localement connues sous le nom de « Talghouda
», occupent une place importante dans la pharmacopée traditionnelle et I'alimentation. Selon
Adoui et al. (2022), leurs applications varient en fonction de 'organe utilisé et du mode de

préparation.

8.1.  Synthése des usages ethnomédicinaux du genre Bunium en Algérie

Selon les données rapportées par Adoui et al. (2022), I'efficacité thérapeutique de «
Talghouda » repose sur une diversité de préparations galéniques :

e La voie orale (Infusion et Poudre) : C'est la méthode prédominante pour traiter
les affections systémiques comme les troubles endocriniens (thyroide) et
respiratoires. La poudre de tubercule est particulierement citée pour son action
directe sur les muqueuses gastriques.

e La décoction et macération : Ces méthodes sont privilégiées pour extraire les
principes actifs des graines (contexte oncologique) ou des tubercules destinés aux
douleurs chroniques.

e L'usage topique et mécanique : Moins fréquent, il concerne la santé mentale
(anxiété) ou le traitement immédiat des symptomes grippaux par trituration de la

plante fraiche.




Chapitre 1 Etude bibliographique sur Bunium incrassatum
I

Tableau 02 : Modes de préparation et applications thérapeutiques de « Talghouda » (Adoui

et al., 2022).

Organe Mode de Pathologies ou usages Espéce concernée
utilisé préparation visés
Tubercule Infusion / Poudre Asthme, allergies, toux, B. incrassatum
(voie orale) amygdalite, troubles

thyroidiens et kystes

Tubercule Poudre Douleurs gastriques B. incrassatum
(maux d'estomac)

Tubercule Macération (voie Douleurs osseuses B. mauritanicum

orale)

Tubercule Cru / Cuit Usage culinaire et B. incrassatum
nutritionnel (alimentation
locale)

Tubercule Non spécifié Hémorroides B. incrassatum
inflammatoires, diarrhée
et galactogogue (¢élevage)

Graines Décoction (brute) Traitement des stades B. mauritanicum
précoces de cancer

Plante Trituration Symptémes de la grippe | B. mauritanicum

entiére (influenza)

Racines Usage topique Troubles de I'anxiété et B. incrassatum
hypocondrie

8.2.  Propriétés thérapeutiques et efficacité sur la thyroide

En médecine traditionnelle algérienne, la Talghouda est principalement reconnue

pour son efficacité contre les pathologies thyroidiennes, telles que les goitres et les kystes

(Taibi et al., 2021). Les guérisseurs l'utilisent également pour traiter des affections

respiratoires (asthme, bronchite) et des troubles digestifs (Belhouala & Benarba, 2021).

Des recherches expérimentales récentes ont validé ces connaissances empiriques.

L'é¢tude de Boutheina et al. (2022) a notamment démontré que I'administration de poudre

de tubercules de B. incrassatum permet d'améliorer significativement les dommages

tissulaires au niveau de la glande thyroide chez les rats. Par ailleurs, d'autres travaux ont mis

en évidence l'impact de ces extraits sur les paramétres hématologiques et la structure des

glandes surrénales (Hammoudi et al., 2021).
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8.3.  Utilisation culinaire et contexte historique

Durant la période coloniale, alors que les ressources alimentaires étaient
extrémement limitées, les populations locales utilisaient les tubercules de B. incrassatum
pour pallier la famine. Les tubercules étaient alors nettoyés, séchés, puis transformés en
poudre fine. Cette poudre servait de substitut a la farine pour la confection de pains et de
gateaux, permettant ainsi aux populations de survivre malgré I'épuisement des stocks de
céréales (Boutheina et al., 2022). Cette culture de subsistance était particulierement adaptée

aux régions montagneuses (Benkhalifa, 2018).

9. Composition chimique rapportée dans la littérature

La caractérisation chimique de la Talghouda met en évidence une grande diversité de
métabolites secondaires, dont les propriétés pharmacologiques soutiennent son potentiel
thérapeutique. Le profil phytochimique de la plante est principalement marqué par une forte
concentration en composés polyphénoliques. Les analyses quantitatives révelent que les
polyphénols constituent la classe prédominante, suivis par une teneur importante en
coumarines et une présence significative de flavonoides. Bien que détectés en proportions
plus réduites, les alcaloides complétent cette diversité moléculaire (Mezzou &
Meghouache, 2024).

En complément de ces grandes classes de métabolites, des investigations antérieures
ont permis d'identifier des molécules spécifiques a visée nutritionnelle et bioactive. Les
travaux de Berroukeche et al. (2022) rapportent notamment la présence de saccharose,
d'acide oléique et de [-sitostérol. Plusieurs molécules d'intérét pharmacologique ont
¢galement €t isolées, telles que la scopolétine et la scoparone. Par ailleurs, malgré leur faible
concentration, des composés phénoliques comme le thymol et le carvacrol ont été identifiés,
pouvant exercer une influence notable sur l'activité biologique globale de 1'extrait (Mezzou
& Meghouache, 2024).

Plusieurs études ont rapporté la présence de divers composés phytochimiques dans
les différentes parties de Bunium spp. Les principaux métabolites identifiés dans les extraits

de Talghouda sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 03 : Principaux composés phytochimiques identifiés chez Talghouda (Bunium

spp.) selon différentes études (Adoui et al., 2022).

Espéce Partie étudiée | Type d’extrait | Principaux composés
/ Méthode identifiés
Bunium Fruits Huile (Z)-farnésene
incrassatum essentielle Oxyde de caryophylleéne
(Algérie) Germacréne B
B-caryophylléne
Bunium Racines Extrait Acide ol¢ique
incrassatum méthanol- B-sitostérol
(Algérie) chlorométhane | Scoparone
(MS, NMR) Saccharose
Bunium Parties aériennes | Huile Acide palmitique
incrassatum essentielle
(Algérie) (GC-MS)
Bunium Tubercules Extraits Stérols, triterpenes,
mauritanicum méthanolique saponines, tanins,
(Algérie) et aqueux alcaloides, flavones
aglycones
Bunium Racines Extraits Flavonoides et tanins
incrassatum acétone et en forte concentration
(Algérie) hexane
H5C CH, CHs O H
CHy CH3 CHs H3C CHj
y-terpinene p-cymene cumin-aldehyde

Figure 07 : Structures chimiques des principaux composés des huiles essentielles de
différentes especes du genre Bunium (Adoui et al., 2022).
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HI:O ; i /W
HO oH \/W H3CO OCHg3
O HsC CH; 0 OH
Quinic acid Pantothenic acid Syringic acid
H OH O
o OH | OH
X o 20 ¥
OH HO
0. o o 00 0 j\L.-OH
| OH Non
OH
OH 0 OH OH O
Luteolin-O-glucuronide  Apigenin-O-glucuronide Rutin Kaempferol

Figure 08 : Structures chimiques des principaux composés phénoliques identifiés chez

certaines especes du genre Bunium (Adoui et al., 2022).

HO

Linoleic acid

Petroselinic acid

oH

Octadecanoic acid

8,11,14-eicosatrienoic acid

Figure 09 : Structures chimiques des principaux acides gras présents dans Bunium

persicum (Adoui et al., 2022).

CH20H
g o OH OH
. OH
OH CH,OH X
OH OH OH
Glucose Fructose Mannitol
CHQOH HOH
CH,OH o
)Q:Hon H:&\@‘\
Sucrose Raffinose

Figure 10 : Structures chimiques des mono et oligosaccharides identifiés dans Bunium

persicum (Adoui et al., 2022).
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1. Définition des substances naturelles
Les substances naturelles sont définies comme des composés chimiques organiques produits
par des organismes vivants et isolés a partir de sources biologiques. Elles proviennent des voies
métaboliques primaires ou secondaires et incluent une grande variété de molécules, allant des
métabolites essentiels (glucides, acides aminés, lipides) aux métabolites secondaires
spécialisés tels que les alcaloides, flavonoides et terpénes. Cette définition, largement reconnue
en chimie organique et en biochimie, souligne leur complexité structurale et leurs propriétés
bioactives, pertinentes pour la découverte de médicaments et I’analyse métabolomique
(Dewick, 2009).
2. Métabolites primaires des plantes

Les métabolites primaires sont essentiels au fonctionnement des organismes, participant
a la croissance, la reproduction et les activités cellulaires. Ils incluent principalement les
glucides, lipides, protéines et acides nucléiques, produits durant la phase de croissance active
(trophophase). Ils interviennent dans la production d’énergie (respiration, photosynthese),
assurent des fonctions structurelles (membranes, parois cellulaires, cytosquelette) et le
stockage, transmission de I’information génétique. Certains jouent également un réle dans la
signalisation cellulaire et la défense grace a des molécules comme les peptides et

phytohormones (Elshafie et al., 2023).

2.1. Les glucides

Issus de la photosynthese, ils constituent la principale réserve énergétique des
plantes et servent de précurseurs a la synthése d’autres composés organiques (Diemer,

2024).

Classification (Diemer, 2024) :

» Monosaccharides : glucose, fructose, xylose.
» Oligosaccharides : lactose, saccharose, maltose.

» Polysaccharides : amylose, cellulose, inuline.

14



Chapitre 11 Généralités sur les substances naturelles et techniques d'analyse
I  —

2.2.  Les protéines

Sont des macromolécules indispensables a la nutrition humaine. Leur rdle principal est
d’assurer I’apport en acides aminés essentiels nécessaires au bon fonctionnement de

I’organisme (Diemer, 2024).

2.3. Les acides aminés

Constituent les unités de base des protéines et jouent un rdle essentiel dans de
nombreux processus biologiques. Chez de nombreuses especes végétales, les acides aminés
dominants incluent la glutamine, le glutamate, 1’aspartate, I’asparagine, la glycine, la sérine et

I’arginine (Diemer, 2024).

2.4. Les lipides

Les lipides sont des molécules naturelles (huiles, cires, stérols, vitamines liposolubles
telles que les vitamines A, D, E et K, phospholipides) jouant un rdle clé dans la structure des
membranes, le stockage d’énergie et la régulation hormonale. Bien qu’ils soient des
métabolites primaires des plantes, certains présentent ¢également des activités
pharmacologiques (Hussein & El-Anssary, 2018).
2.5. Les acides gras

Sont décrits comme des composants principalement présents sous forme liée,
généralement estérifiés au glycérol pour former des graisses ou lipides. Ils constituent une
réserve énergétique dans les graines et fruits et participent a la composition des membranes des
chloroplastes et mitochondries. Certains acides gras insaturés sont également essentiels a

I’alimentation humaine (Harborne, 1973).

2.6. Les acides nucléiques

Les acides nucléiques, ADN et ARN, sont des polymeéres constitués d’un phosphate,
d’un sucre pentose et de bases azotées. L’ADN contient la cytosine, la thymine, 1’adénine et la
guanine, tandis que I’ARN remplace la thymine par 1’uracile. Ils assurent le stockage et la
transmission de I’information génétique (Diemer, 2024).
3. Meétabolites secondaires des plantes

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires ne sont pas
indispensables a la croissance ou a la reproduction des plantes, mais ils jouent un réle essentiel

dans le développement végétal, la défense immunitaire, la signalisation des réponses aux stress
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et D’adaptation aux conditions environnementales. Ils protégent également contre les
pathogénes et les ravageurs, facilitent les interactions symbiotiques avec les micro-organismes
et influencent la composition des communautés microbiennes associées aux plantes (Pang et
al.,2021). Ces compos€s suscitent un intérét majeur en biologie végétale et en biotechnologie,
étant étudiés in vitro et in vivo pour isoler de nouvelles molécules, caractériser leurs propriétés
biochimiques et évaluer leur activité¢ biologique ou leur toxicité¢ potentielle. Selon leur
composition chimique, les métabolites secondaires se répartissent principalement en trois
grandes familles : les terpenoides, les composés phénoliques et les composés azotés (Elshafie
et al., 2023).

4. Classification des métabolites secondaires

4.1. Flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe le plus important des composés phénoliques
naturels. Leur classification repose essentiellement sur le degré d’oxydation du cycle central.
Ces métabolites secondaires sont principalement présents chez les plantes supérieures, ou ils
jouent un réle biologique essentiel, notamment dans la pigmentation florale et les processus de
fixation de I’azote (Elshafie et al., 2023). A ce jour, plus de 2000 molécules ont été identifiées,
dont environ 500 existent sous forme libre. Leur structure de base repose sur un squelette
comportant un noyau chromane associ¢ a un cycle aromatique positionné en C2, C3 ou C4
(Hussein & El-Anssary, 2018).

Dans les plantes, les flavonoides jouent un role essentiel dans la pigmentation et les
mécanismes de défense. Ils possedent également de nombreuses propriétés bénéfiques pour la
sant¢ et sont des composants clés de nombreux produits cosmétiques, médicaments et
préparations pharmaceutiques. Grace a leurs activités anticancéreuses, antioxydantes, anti-
inflammatoires et antimutagenes, ils peuvent moduler des processus enzymatiques cellulaires

cruciaux (Pramanik et al., 2024).

Figure 11 : Structure de base des flavonoides (Apak et al., 2007).
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4.1.1. Classification des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en divers sous-groupes basés sur les types de

modifications chimiques qu'ils comportent, y compris I'hydroxylation, la O-méthylation, la C-

méthylation, I'isoprénylation ou encore la substitution par un groupement méthylénedioxy. Les

flavones, les flavanones, les flavonols, les anthocyanidines et les isoflavones sont les sous-

classes qui sont les plus représentées (Gharboudje & Hellous, 2023).

Tableau 04 : Classification des flavonoides (Bruneton, 1999).

Classe Exemples R3¥’ R4’ RS’ Structures chimiques
Flavones Apigénine H OH H
Lutéoline OH OH H
Diosmétine OH OCHs H o
Flavonols Kaempférol H OH H
Quercétine OH OH H
Myricétine OH OH OH
Flavanols Catéchine OH OH H
R3'
R4'
o O
O T~
OH
OH
Flavanones Naringénine H OH H aa
Eriodictyol OH OH H

17




Chapitre 11 Généralités sur les substances naturelles et techniques d'analyse

Anthocyanidines | Pelargonidine | H OH H R3'

R4’

Cyanidine OH OH H - S @
IC,O R5'

OH
Delphinidine OH OH OH s
Isoflavones Génistéine OH OH OH
Daidzéine H O-Glu OH

4.2. Tanins

Les tanins représentent un groupe majeur de composés phénoliques, caractérisés par
leur structure oligomérique ou polymérique et leur capacité¢ a interagir avec diverses
biomolécules telles que les protéines, les polysaccharides et les minéraux (Pramanik et al.,
2024). Classiquement, ils sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles, de
masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da, capables de précipiter les protéines et les
alcaloides (Bruneton, 2009). Par ailleurs, ces polyphénols possédent des propriétés
antioxydantes et antiseptiques. Ils sont largement distribués chez les dicotylédones, notamment
dans les tissus ligneux et les organes de réserve (Gharboudje & Hellous, 2023).

4.2.1. Classification des tanins

Chez les végétaux supérieurs, les tanins sont généralement classés en deux grandes
catégories, en fonction de leur structure chimique et de leur origine biosynthétique : les tanins
hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 2009).

e Tanins hydrolysables : Sont des composés phénoliques résultant de 1’estérification d’un
sucre, généralement le glucose, avec des acides phénoliques. Ils se caractérisent par leur
facilit¢ d’hydrolyse sous I’action d’agents chimiques ou enzymatiques et se divisent en
deux sous-groupes : les tanins galliques et les tanins ellagiques, selon 1’acide phénolique
impliqué (Bruneton, 2009).

o Tanins condensés : Les tanins condensés, ou proanthocyanidols, sont des polymeres

constitués d’unités flavaniques, principalement des flavan-3-ols. Ils se distinguent des tanins

hydrolysables par leur résistance a 1’hydrolyse et leur grande stabilit¢ chimique, due a des

liaisons carbone-carbone entre les monomeres (Bruneton, 2009).

18




Chapitre 11 Généralités sur les substances naturelles et techniques d'analyse

O
OH
A o o. o
HO
OH
o o
o OH
OH
o
HO OH OH
OH OH

Figure 12 : Structures des tanins : (A) tanins hydrolysables (Bruneton, 2009) ; (B) tanins
condensés ou proanthocyanidines (Apak et al., 2007).

4.3. Coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques simples de type benzo-2-pyrone,
résultant de la fusion d’un cycle benzénique et d’un cycle a-pyrone. Elles présentent diverses
activités biologiques, notamment antibactériennes et antifongiques, et jouent un réle de défense
chez les plantes, avec une concentration souvent élevée dans les graines (Pramanik et al.,
2024). Environ 1000 coumarines ont ¢été identifiées dans plus de 800 especes végétales et
certains microorganismes, particulierement au sein de plusieurs familles botaniques. Sur le plan
structural, elles se répartissent en plusieurs classes, telles que les coumarines simples, les

furanocoumarines, les pyranocoumarines et les formes dimériques plus complexes (Muanda,

2010).

8

Figure 13 : Structure de base des coumarines (Bruneton, 2009).
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4.4. Saponosides

Les saponines sont des composés amphiphiles constitués d’un aglycone polycyclique
(stéroidien ou triterpénoide) lié a une fraction glucidique composée de différents sucres.
Largement répandues dans le régne végétal, elles sont présentes dans diverses parties des
plantes, avec une concentration souvent ¢levée dans les racines. Grace a leur structure, elles
possedent des propriétés tensioactives (formation de mousse, hémolyse) et présentent une
grande diversité d’activités biologiques, notamment antitumorales, anti-inflammatoires,

expectorantes et analgésiques. (Hussein & El-Anssary, 2018).

H,C CH,
CH, COOH
HO
CH,
/0
Glucose CH3 COOH

Figure 14 : Structure de base des saponosides (Gharboudje & Hellous, 2023).

4.5. Terpénoides

Les terpenes, ou terpénoides, sont des composés liposolubles dérivés d’unités
d’isopréne ou de précurseurs métaboliques tels que I’acétyl-CoA. Ils présentent une grande
diversité structurale et jouent des rdles essentiels dans les fonctions physiologiques des plantes,
notamment dans la formation de pigments, de stérols et de phytohormones, ainsi que dans
I’attraction des pollinisateurs et la défense contre les herbivores (Pramanik et al., 2024).
Constituants majeurs des huiles essentielles, ils sont responsables des aromes et des saveurs
des plantes (Gharboudje & Hellous, 2023). Classés selon le nombre d’unités isopréne (CS5),
ils comprennent notamment les sesquiterpénoides, diterpénoides et triterpénoides, et sont
généralement étudiés par des techniques chromatographiques (Harborne, 1973).
4.5.1. Classification des terpénoides
o Hémiterpénes (C5) : Composés d’une seule unité isoprénique. Exemples : isoprene,
acide angélique (Angelica archangelica), acide isovalérique (Vaccinium myrtillus) (Hussein
& El-Anssary, 2018).
. Monoterpénes (C10) : Constitués de deux unités isopréniques (C10H16). Présents

dans les huiles essentielles de familles comme Lamiaceae, Pinaceae, Rutaceae et Apiaceae.
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Diverses structures : hydrocarbures, alcools, esters, aldéhydes, cétones. Activités : antalgiques,
antiprurigineuses, anthelminthiques, vasodilatatrices (Hussein & El-Anssary, 2018).

o Sesquiterpénes (C15) : Trois unités isopréniques (C15H24), structures acycliques,
monocycliques ou bicycliques. Activités : antibactériennes, antifongiques, antiparasitaires ;
applications thérapeutiques : anti-inflammatoires, analgésiques, cardiotoniques (Hussein &
El-Anssary, 2018).

o Diterpénes (C20) : Quatre unités isopréniques (C20H32), diversifiés structurellement.
Activités : anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antitumorales, antiparasitaires. Exemples :
vitamine K., gibbérellines, précurseurs de la vitamine A (Hussein & El-Anssary, 2018).

. Triterpénes (C30) : Six unités isopréniques (C30H48), présents dans les lipides
végétaux. Précurseurs des stéroides, formes libres ou glycosidées. Exemples : acides B- et a-
boswelliques (anti-inflammatoires, antirhumatismales) (Hussein & El-Anssary, 2018).

o Tétraterpénes (C40) : Huit unités isopréniques (C40H64). Composés principaux :
caroténoides, impliqués dans la photosynthése et la protection contre le stress oxydatif
(Hussein & El-Anssary, 2018 ; Mecheri & Rahali, 2025).

o Polyterpénes (C>40, jusqu’a C4000) : Chalnes longues d’unités isopréniques
répétées, assurant des fonctions structurales et protectrices dans les plantes (Mecheri &

Rahali, 2025).

NS
g”
OH
CH, Sesquiterpenes
|
CH,
| Terpenes and ‘ _ _ _
HsC™  "CHg their subgroups n

Monoterpenes Polyterpenes

Diterpenes

Figure 15 : Classification des terpeénes et de leurs différents sous-groupes (Pramanik et al.,
2024)
4.6.  Stéroides

Les stéroides sont des composés tétracycliques dérivés des triterpénoides et caractérisés
par un noyau cyclopentanopérhydrophénanthréne formé de quatre cycles fusionnés. Chez les
plantes, ils sont principalement représentés par les phytostérols, qui jouent un role essentiel

dans la structure et la stabilité des membranes cellulaires. Leur identification repose sur leurs
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propriétés chromatographiques ainsi que sur des réactions colorées spécifiques (Harborne,
1973).
4.7. Anthocyanosides

Les anthocyanosides sont des formes glycosylées des anthocyanidines appartenant a la
classe des flavonoides, responsables des couleurs rouges, violettes et bleues des fleurs, fruits
et feuilles. Leur structure repose sur le noyau flavylium, auquel sont généralement attachées
une ou plusieurs unités glucidiques en position 3. La coloration et les propriétés spectrales de
ces composés varient selon le pH, expliquant les changements de teinte observés dans différents
environnements. Outre leur role dans la pigmentation, les anthocyanosides possédent des
propriétés antioxydantes, ce qui les rend intéressants pour des applications alimentaires

(Harborne, 1973 ; Dias et al., 2021).

OH

Figure 16 : Structure chimique des anthocyanidines présentes dans la nature (Cavalcanti et

al., 2022).

5. Généralités sur I’extraction des composés bioactifs

L’extraction est un processus de séparation sélective permettant d’isoler les composés
bioactifs présents dans les matrices biologiques, qu’elles soient d’origine végétale ou animale,
grace a I’emploi de solvants spécifiques (Agarwal et al., 2016). Dans le cas des plantes, ce
processus vise a séparer un mélange complexe de métabolites tels que les alcaloides,
glycosides, phénols, terpénoides et flavonoides selon des protocoles standardisés. L’objectif
des méthodes d’extraction est de récupérer ces composés solubles, responsables de diverses

activités biologiques, tout en éliminant les résidus cellulaires insolubles. Plusieurs techniques

22



Chapitre 11 Généralités sur les substances naturelles et techniques d'analyse
I  —

d’extraction sont couramment utilisées, en fonction de la nature des composés et de leurs
applications pharmaceutiques, cosmétiques ou alimentaires (Dekebo, 2018).
6. Méthodes d’extraction
6.1. Séchage pré- et post-extraction

Le séchage avant extraction élimine I’humidité des plantes, favorise I’extraction des
composé€s bioactifs et prévient la dégradation ou la croissance microbienne. Il peut se faire a
I’air, au four, a ’ombre, par micro-ondes ou par lyophilisation, cette derniere étant idéale pour
les matériaux sensibles a la chaleur (Ozdemir & Karagoz, 2024)

6.2. Réduction de taille des particules
L’optimisation de la taille des particules est essentielle pour I’extraction des plantes, car

elle influence I’efficacité et la qualité des extraits. Des particules plus fines augmentent la
surface de contact avec le solvant, mais un exces de finesse peut limiter la diffusion du solvant
(Prasedya et al., 2021).
6.3.  Filtration et concentration

Apres I’extraction, les extraits végétaux contiennent souvent des impuretés solides et
des débris végétaux. La filtration permet d’¢éliminer ces particules a 1’aide de filtres en papier,
tissu ou membrane, clarifiant ainsi I’extrait (Brendler et al., 2023). La concentration consiste
ensuite a réduire le solvant pour augmenter la teneur en composés actifs. Elle peut étre réalisée
par €vaporation, distillation ou évaporation sous vide, cette derniére préservant les molécules
sensibles a la chaleur. Ces étapes garantissent des extraits plus puissants et efficaces, adaptés
aux usages pharmaceutiques, cosmétiques ou nutraceutiques (Yannick Stéphane et al., 2021

; Bommakanti et al., 2023).

Pre- and Post- Extraction Drying l Filtration and Concentration

Figure 17 : Etapes impliquées dans le processus d’extraction (Ahmed et al., 2026).
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7. Le choix du solvant
Le choix du solvant doit concilier sécurité, efficacité et colt. Les solvants toxiques

comme le benzeéne sont a éviter, tandis que 1’eau, bien que peu coliteuse, peut favoriser la
croissance microbienne et ’hydrolyse (Byrne et al., 2016). La polarité, le point d’ébullition,
la stabilité chimique et la faible viscosité sont essentiels pour assurer une bonne extraction,
préserver les composés et faciliter la récupération du solvant. Les solvants organiques sont
souvent préférés pour leur action conservatrice et leur meilleure absorption physiologique des
extraits (Lee et al., 2024).
8. Solvants utilisés pour I’extraction

Lorsqu’une plante séche est exposée a un solvant, les pores remplis d’air sont remplacés
par le liquide, ce qui provoque le gonflement des tissus et la rupture des cellules a paroi fine,
permettant au solvant de pénétrer et de dissoudre les composés actifs. Pour la fractionation, il
est recommandé de choisir des solvants selon leur polarité : deux a faible polarité (n-hexane,
chloroforme), deux a polarité moyenne (dichlorométhane, n-butanol) et un a forte polarité (eau)
(Abubakar & Haque, 2020).

8.1. Eau
L’eau est un solvant polyvalent, sir et respectueux de I’environnement, largement

utilisé pour D’extraction des composés végétaux. Elle est particulierement efficace pour les
substances polaires et offre un colt faible et une disponibilité facile (Lajoie et al., 2022).
Toutefois, sa capacité a dissoudre les composés hydrophobes est limitée, et elle peut favoriser
la croissance microbienne, 1’hydrolyse ou la dégradation enzymatique des extraits (Florez-
Fernandez et al., 2017)

8.2. Méthanol et Ethanol
Le méthanol et I’éthanol sont des solvants organiques polaires largement employés pour

extraire des phytocomposés. Ils offrent une excellente solubilité et efficacité d’extraction tout
en étant compatibles avec de nombreuses techniques analytiques (Awad et al., 2021). Ces
solvants possédent également des propriétés auto-conservatrices et facilitent la récupération du
solvant. Cependant, leur toxicité, leur volatilité et leur impact environnemental nécessitent une
utilisation prudente (Borges et al., 2020).

8.3.  Solvants hydroalcooliques
Les solvants hydroalcooliques, composés d’eau et d’alcool (éthanol ou isopropanol),

combinent les avantages des deux types de solvants. Ils permettent d’extraire sélectivement
divers composés tout en conservant I’efficacité des extraits (Tourabi et al., 2023). Ces
mélanges sont utilisés dans la médecine traditionnelle, I’industrie pharmaceutique, cosmétique

et alimentaire. Bien qu’efficaces, ils peuvent co-extraire des substances indésirables, ce qui
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nécessite un controle précis du processus (Plaskova & Mlcek, 2023). Leur utilisation offre un
compromis entre sécurité, polyvalence et efficacité, mais doit respecter les réglementations
environnementales et sanitaires.
8.4. Chloroforme

Le chloroforme (CHCI3) était historiquement apprécié pour sa volatilité et sa capacité
a dissoudre de nombreux composés organiques, facilitant I’extraction (Chigayo et al., 2016).
Toutefois, sa toxicité élevée, ses effets cancérogeénes et son impact environnemental persistent
ont conduit a des restrictions séveres (Rasul, 2018).

8.5. Acétate d’éthyle
L’acétate d’éthyle (CHsCOOC:Hs) est un solvant organique modérément polaire. Il se

distingue par sa faible température d’ébullition, permettant une concentration facile sans
dégrader les composés sensibles. Cependant, il présente des risques pour la santé et
I’environnement en raison de sa volatilité et de sa toxicité potentielle. Son efficacité est limitée
pour les composés treés polaires, nécessitant parfois 1'usage de solvants complémentaires.
(Babu et al., 2016).

8.6. N-Hexane et Ether de pétrole
Le n-hexane et I’éther de pétrole sont des solvants non polaires idéaux pour extraire les

composés lipophiles comme les huiles et les graisses (Norazlina et al., 2021). Le n-hexane est
notamment utilisé pour les huiles végétales alimentaires, tandis que I’éther de pétrole sert a
isoler les terpénes et huiles essentielles. Leur faible point d’ébullition facilite la concentration
des extraits. Cependant, leur toxicité, notamment neurotoxique, et leur impact environnemental
imposent des précautions strictes (Nawaz et al., 2020).
9. Types d’extraction
9.1. Extraction liquide-liquide (LLE)

Cette méthode sépare les composés végétaux en utilisant deux solvants immiscibles,
I’un polaire et 1’autre non polaire. Les composés hydrophiles sont d’abord extraits avec le
solvant polaire, puis les composés lipophiles avec le solvant non polaire. La distribution des
composés entre les phases dépend de leur solubilité. L’évaporation du solvant concentre les
extraits, et des étapes de purification comme la chromatographie peuvent suivre. LLE permet
d’adapter les solvants et les conditions selon la nature des composés ciblés, optimisant le
rendement et la pureté (Fierascu et al., 2020).
9.2. Extraction sur phase solide (SPE)

L'extraction sur phase solide (SPE) est une technique de préparation d'échantillon

sé¢lective. Elle repose sur la distribution des analytes entre une phase liquide (échantillon) et
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une phase stationnaire solide (appelée adsorbant ou sorbant). Lors du passage de I'extrait, les
molécules d'intérét sont retenues par l'adsorbant contenu dans la cartouche, tandis que les
interférences sont éliminées. Les composés sont ensuite récupérés par €lution avec un solvant
approprié. (Mencin et al., 2021).

9.3. Extraction solide-liquide (SLE)

Aussi appelée lixiviation, cette méthode transfére les composés des maticres solides
vers un solvant liquide. Le choix du solvant dépend de la solubilit¢ des composés, et la
préparation du matériau végétal vise a augmenter la surface d’extraction. Le mélange est agité
ou percolé pour faciliter le transfert, puis filtré et concentré. La récupération du solvant rend la
méthode économique et durable. SLE est adaptée a de nombreux types de plantes et composés.
Par exemple, I’extraction de caféine du thé montre que le chloroforme est plus efficace que

I’eau en raison de meilleures interactions avec la caféine (Senol & Aydin, 2006).

Figure 18 : Principales techniques d’extraction : extraction liquide-liquide, extraction sur
phase solide et extraction solide-liquide (Ahmed et al., 2026).

10.  Les techniques d’extraction
10.1. Extraction par solvants

L’extraction par solvants est une méthode polyvalente utilisée pour isoler des huiles
essentielles et autres composés bioactifs a partir de matériaux végétaux a 1’aide de solvants
organiques. Le choix du solvant dépend de sa capacité a dissoudre efficacement les composés
ciblés. Le matériau végétal peut étre préparé et réduit en particules pour augmenter la surface
d’extraction. Apres contact avec le solvant, I’extrait est séparé du résidu végétal par filtration
ou centrifugation. Le solvant peut étre récupéré pour réduire les cofits et I’impact
environnemental. L’extrait concentré est obtenu par évaporation sous conditions contrdlées et
stocké pour usage ultérieur, illustrant I’efficacité et la scalabilité de cette méthode (Kant &

Kumar, 2022).
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10.2. Macération

La macération est une méthode d’extraction consistant a immerger des matieres
végétales, sous forme grossiere ou en poudre, dans un solvant afin de libérer leurs composés
bioactifs. Cette technique est largement utilisée, notamment dans la vinification et pour
I’isolement de principes actifs a partir de plantes. Le mélange est laissé a reposer a température
ambiante pendant au moins trois jours, avec des agitations régulieéres, puis est soumis au
pressage ou a la filtration pour récupérer I’extrait (Dekebo, 2018).
10.3. Infusion

L’infusion est une technique qui repose sur la mise en contact de la drogue végétale
avec de I’eau chaude ou froide pendant une période relativement courte. Cette méthode permet
d’obtenir des préparations diluées contenant principalement les composés hydrosolubles
facilement extractibles (Malini et al., 2023)
10.4. Décoction

La décoction consiste a faire bouillir le matériau végétal pour extraire les composés
thermostables (alcaloides, flavonoides). Idéale pour racines et écorces dures, elle permet de
récupérer des composés liposolubles (Li et al., 2010).
10.5. Percolation

Méthode exhaustive ou le solvant traverse lentement le matériau végétal pour dissoudre
les composés. Elle combine infusion, macération et passage continu du solvant. Utilisée pour
la fabrication de teintures (Hidayat & Wulandari, 2021).
10.6. Digestion

La digestion représente une forme particuliere de macération réalisée sous 1’effet d’une
chaleur modérée. Elle est utilisée lorsque les composés a extraire tolerent une €lévation de
température. Cette condition thermique améliore 1’efficacité du solvant, en augmentant sa
capacité d’extraction. (Malini et al., 2023)
10.7. Extraction Soxhlet

L’extraction Soxhlet utilise un dispositif permettant une extraction continue par reflux.
Le solvant s’évapore, condense et s’écoule sur le matériau, répétant le cycle jusqu’a extraction
complete. Avantages : rendement €levé, utilisation minimale de solvant, adaptée aux matériaux
partiellement solubles. (Sahne et al., 2016).
10.8. Distillation

La distillation (souvent par vapeur) est la technique privilégiée pour extraire les huiles

essentielles. La vapeur sépare les composés volatils a une température inférieure a leur point
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d’ébullition. L’huile essentielle est ensuite récupérée séparément de I’eau. Convient pour les
huiles légeres et lourdes, avec efficacité selon le type de solvant utilis¢ (Machado et al., 2022).
10.9. Enfleurage

L’enfleurage extrait les huiles essentielles de fleurs délicates en saturant un support gras
avec les composés aromatiques. Les fleurs sont remplacées régulierement jusqu’a ce que le
gras soit totalement parfumé. L’huile est ensuite isolée par alcool et évaporation, produisant un
concentré appelé « absolute », préservant les fragrances sensibles (Salomé-Abarca et al.,
2015).
10.10. Expression mécanique

L’expression mécanique, par pressage hydraulique ou a vis, permet d’extraire des huiles
a partir de graines, fruits ou zestes sans utiliser de chaleur élevée ni de solvants. Cette méthode
conserve les propriétés naturelles des huiles mais peut avoir un rendement limité pour les
matériaux peu riches en huile (Yusuf, 2018).
10.11. Méthodes biologiques

Les méthodes biologiques, comme la fermentation et I’extraction enzymatique, utilisent
des microorganismes ou des enzymes pour libérer des composés bioactifs. Elles offrent une
extraction durable et douce, adaptée aux compos€s non volatils, et améliorent la
biodisponibilit¢ des phytocomposés tout en réduisant I’utilisation de solvants chimiques

(Lemes et al., 2022).

U

Digestion

Maceration g

Percolation
Solvent Extraction

Enfleurage
Decoction

Distillation Soxhlet Extraction

Figure 19 : Apercu général des techniques d’extraction par solvant (Ahmed et al., 2026).

28



Chapitre 11

Généralités sur les substances naturelles et techniques d'analyse

11.

Criblage phytochimiques

Tableau 05 : Tests de criblage phytochimique des métabolites secondaires et leurs principes

de détection (adapté de Agarwal et al., 2016 ; Nortjie et al., 2022 ; Trease & Evans, 1989).

Groupe’de Test Réactif / Principe ReS}l !tat
composés positif
Dragendorff Réactif de Dragendorff Précipité rouge
Ve e
Alcaloides P q Préci th’ brun
Wagner Réactif de Wagner cclpite brun-
rouge
Hager Acide picrique Précipité jaune
Test alcalin NaOH Coloration jaune
Flavonoides Acétate de plomb | Pb (CHsCOO) Précipité jaune
Test a H2SO4 Acide sulfurique Coloration orange
. . Coloration rose-
Legal Nitroprussiate + NaOH rouge
Glycosides £
Borntrager modifi¢ | FeCls + NHs Coloration rose
Anthraquinones | Borntrager HCI + CHCIs + NH; Coloration rose
Chlorure ferrique | FeCls Coloration bleu-
. noir
Phénols
Acétate de plomb | Pb (CHsCOO) » Coloration jaune
Gélatine Solution de gélatine Précipité blanc
Tanins Coloration vert
FeCls Chlorure ferrique oloration ve
foncé
Saponines Test de mousse Agitation dans I’eau Mousse persistante
Stéroides Te’st. a lanhydride Anhydride acétique + H2SO4 Coloration violet
acétique — vert
Terpénoides Salkowski CHCI: + H2SO4 Coloration brun-
rouge
Diterpénes Acétate de cuivre | Cu (CH:COO) 2 Vert émeraude
Ninhydrine Réactif de ninhydrine Bleu
Protéines / AA
Xanthoprotéique HNOs Jaune
Glucides Benedict Chauftage Précipité rouge
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Fehling Fehling A et B Précipité rouge

12.  Techniques de séparation et méthodes d’identification des composés bioactifs
12.1. Spectroscopie Infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge est une technique analytique fondamentale en phytochimie,
principalement utilisée pour l'identification des groupements fonctionnels au sein des
métabolites secondaires. La détermination de ces fonctions chimiques est cruciale, car elle
permet de définir les propriétés physiques et chimiques globales des composés isolés
(Abubakar & Haque, 2020 ; Harborne, 1998).

e Principes Fondamentaux et Instrumentation

Le processus repose sur le passage d'un rayonnement infrarouge a travers un échantillon
organique. Les liaisons chimiques (simples, doubles ou multiples) absorbent 1'énergie a des
fréquences spécifiques, provoquant des vibrations moléculaires mesurables (Abubakar &
Haque, 2020). Le résultat est généralement exprimé sous la forme d'un spectre de transmittance
(%), ou les bandes d'absorption pointent vers le bas.

Selon Harborne (1998), le balayage spectral s'effectue classiquement entre 4000 et 667 cm™'.
Cette plage permet de distinguer :
1) La zone des groupes fonctionnels (> 1200 cm™) : ou l'on identifie les vibrations de

valence spécifiques (ex : C=0, O-H).

2) La zone de l'empreinte digitale (< 1200 cm™) : qui refléte la structure squelettique
unique de la molécule.
e Préparation des Echantillons
La méthode de préparation varie selon 1'état physique de I'extrait ou du composé purifié
(Abubakar & Haque, 2020 ; Harborne, 1998) :
> Echantillons solides : La technique la plus répandue consiste & broyer environ 1 mg
de substance avec du bromure de potassium (KBr), puis a compresser le mélange sous
haute pression pour obtenir une pastille fine et translucide.
> Echantillons liquides : Ils sont généralement analysés sous forme de film mince placé
entre deux pastilles de chlorure de sodium (NaCl), un matériau transparent aux

radiations infrarouges.
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e Analyse et Identification
L'interprétation finale repose sur la comparaison des pics obtenus (nombres d'ondes)
avec des standards de référence ou des bases de données spectrales (Abubakar & Haque,
2020). Cette approche comparative est particulierement efficace pour confirmer la pureté d'un
¢chantillon ou pour différencier des structures étroitement liées, comme c'est le cas pour

certains alcaloides ou terpénoides (Harborne, 1998)

Séparateur de Miroir fixe
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-
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IR interferometre de Michelson
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l

Figure 20 : Schéma de principe d'un spectrometre infrarouge a transformée de Fourier

Truche, C. (2010).
12.2. Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible repose sur 1’absorption du rayonnement dans les domaines
ultraviolet (180—400 nm) et visible (400—700 nm), induisant des transitions électroniques des
¢lectrons de valence, principalement de type 1 — n* et n — =n*. Cette technique est
particulieérement adaptée a 1I’étude des molécules possédant des systémes conjugués, tels que
les composés aromatiques et les pigments naturels. La longueur d’onde d’absorption maximale
(Amax) constitue une signature caractéristique de la structure électronique de la molécule et

permet son identification (Skoog et al., 2014 ; Silverstein et al., 2015)
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Figure 21 : Dispositif expérimental en spectrophotométrie UV-Visible (Nouairia et al., 2010)

12.2.1. Loi de Beer-Lambert (Kiteto & Mecha, 2024)
A=c¢.l.c

» La loi de Beer-Lambert établit une relation linéaire entre I’absorbance (A) d’une
solution et la concentration (c) de I’espéce absorbante :
e A : absorbance (sans unité)
e ¢ : coefficient d’extinction molaire (L-mol'-cm™), dépend de la substance et de la
longueur d’onde
e 1: longueur du trajet optique (cm)
e ¢ : concentration (mol-L™")
Cette loi permet la quantification des substances en solution sous des conditions idéales
: solution diluée, rayonnement monochromatique, absence d’interactions moléculaires (Skoog
et al., 2014).

12.3. Spectrométrie de masse (SM)
La spectrométrie de masse permet de déterminer la masse moléculaire et la formule

brute d’un composé en mesurant le rapport masse/charge (m/z) des ions formés. Elle fournit
¢galement des informations structurales grace aux fragments issus de la fragmentation de la
molécule. L’ion moléculaire (ion parent) est particulierement important pour 1’identification
des composés organiques (Gross, 2017).

12.4. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
La RMN repose sur l’interaction des noyaux (notamment 'H) avec un champ

magnétique. Elle permet de déterminer I’environnement chimique des protons dans une

molécule. Les déplacements chimiques (0, en ppm), les multiplicités et les constantes de
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couplage fournissent des informations détaillées sur la structure moléculaire, rendant cette
technique indispensable pour 1’¢lucidation structurale (Claridge, 2016).
12.5. Chromatographie Liquide 2 Haute Performance (HPLC)
e Définition

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) constitue une technique
analytique essentielle permettant de séparer, identifier et quantifier les composés présents dans
un mélange complexe. Elle est largement utilisée en chimie pharmaceutique, biochimique et
environnementale grace a sa précision, son efficacité¢ et sa reproductibilité, fournissant des
données fiables dans divers domaines (Ahmed, 2024 ; Sonti, 2024). Chaque composé possede
un temps de rétention spécifique, ce qui permet de confirmer sa présence dans un échantillon
en comparant ce temps de rétention a celui d’un standard connu, et d’estimer ensuite sa
concentration (Ahmed, 2024).

e Principe
Le principe fondamental de la chromatographie liquide a haute performance repose sur

I’adsorption. Lorsqu’un mélange d’échantillons est introduit dans la colonne, les différents
composants migrent a des vitesses distinctes en fonction de leur affinité relative pour la phase
stationnaire. Les composés ayant une affinité €élevée pour la phase stationnaire se déplacent
plus lentement, tandis que ceux ayant une affinité moindre migrent plus rapidement. Comme
chaque composé posseéde une affinité unique pour la phase stationnaire, cela permet une
séparation efficace des composants du mélange (Sonti, 2024).

e Instrumentation
L’instrumentation de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

comprend plusieurs composants essentiels qui assurent la séparation et I’analyse des composés
chimiques. Parmi ces éléments principaux figurent le réservoir de solvants, les pompes, les
injecteurs, les colonnes, les détecteurs, ainsi que les enregistreurs et intégrateurs. Chaque
composant joue un role précis : les pompes assurent la circulation du solvant a haute pression,
les injecteurs introduisent I’échantillon dans le systéme, la colonne effectue la séparation des
composés, et les détecteurs combinés aux intégrateurs permettent d’obtenir et d’enregistrer les

signaux analytiques (Sonti, 2024).
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Figure 22 : Schéma de I’instrumentation de la chromatographie liquide a haute performance

(HPLC) (Sonti, 2024).
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I. Matériel et méthodes

La présente étude vise la caractérisation phytochimique et 1’évaluation des activités
biologiques des extraits de Bunium incrassatum (Apiacées). Les travaux ont été réalisés au laboratoire
n°10 du département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Moulay
Tahar de Saida.

Les différentes étapes expérimentales, depuis la récolte du matériel végétal jusqu’a 1’obtention

des extraits, sont schématisées dans la figure ci-dessous :

Figure 23 : Schéma des étapes de la récolte a I’obtention des extraits bruts (Photo
réelle).
1. Matériel
1.1.  Matériel végétal
La plante étudiée (Bunium incrassatum) a été récoltée a 1’état frais au mois de février 2026

dans la région d'Aouf (wilaya de Mascara, Algérie). Apres la récolte, un tri manuel a été effectué afin
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de séparer les différentes parties de la plante, notamment les tubercules et les parties aériennes
(feuilles). Les échantillons ont été lavés, puis séchés a I’air ambiant pendant une durée de 15 jours, a
I’abri de la lumicre et de I’humidité. Une fois le séchage terminé, les différentes parties de la plante
ont été broyées a 1’aide d’un broyeur de type domestique (broyeur a café) afin d’obtenir une poudre
fine, conservée dans des conditions appropriées jusqu’a leur utilisation.

1.2. Matériel microbien

L'activité antimicrobienne a été évaluée sur deux souches de référence : Escherichia coli
(ATCC 25922, Gram-) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923, Gram+).

Ces microorganismes de référence sont largement utilisés pour [’évaluation de [Dactivité
antimicrobienne des extraits végétaux. Ces souches ont été fournies et conservées par le laboratoire
de microbiologie de I'Université Dr. Moulay Tahar de Saida.

1.3. Matériel chimique et réactifs pour les activités biologiques

L'évaluation des activités antioxydante et anti-inflammatoire a nécessité 1'utilisation de
réactifs spécifiques de pureté analytique :

e Activité antioxydante (DPPH et FRAP)

Le radical libre stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) a été utilisé pour le test de
piégeage radicalaire. Les autres réactifs incluent le méthanol (solvant de dilution), le ferricyanure de
potassium (K3Fe (CN) 6) a 1%, l'acide trichloroacétique (TCA) a 10%, et le chlorure ferrique (FeCl3)
a 0,1%. L'acide ascorbique a servi de standard de référence pour quantifier le pouvoir réducteur.

e Activité anti-hémolytique (Test de stabilisation de la membrane des globules rouges)

Ce test a requis une solution d’Alsever fraichement préparée (composée de 2% de dextrose,
0,8% de citrate de sodium, 0,5% d’acide citrique et 0,42% de NaCl) pour la stabilisation des
érythrocytes. Un tampon phosphate a été utilis€¢ pour maintenir le pH du milieu réactionnel.

IL. Méthodes
1. Extraction des composés

L’extraction des composés bioactifs a été réalisée par macération en utilisant des solvants de
polarité croissante : éther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et méthanol. Pour chaque partie
de la plante, 10 g de poudre ont ét¢ macérés dans 100 ml de solvant (ratio 1 :10 m/v). La macération
a été effectuée pendant 24 heures a température ambiante, sous agitation constante afin de favoriser
I’extraction des métabolites secondaires.

A D’issue de la macération, les mélanges ont été filtrés a 1’aide d’un papier filtre Whatman
n°l afin d’éliminer les résidus solides. Les filtrats ont été concentrés sous pression réduite a 1'aide
d'un évaporateur rotatif (DAB RE100), puis les résidus ont été séchés a I'étuve a 40 °C pour éliminer

les traces résiduelles de solvant.
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Les extraits ainsi obtenus ont été conservés a I’abri de la lumiére, et & une température de 4
°C, jusqu’a leur utilisation ultérieure pour les analyses phytochimiques et biologiques.
2. Rendement d’extraction

Le rendement correspond a la quantité d’extrait obtenue a partir de la poudre de plante utilisée.
Il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la matiere végétale (10 g). L’extraction
a été réalisée par macération de 10 g de matériel végétal en poudre dans 100 ml de solvant, suivie

d’une filtration puis d’une évaporation du solvant afin d’obtenir 1’extrait brut.

Le rendement, déterminé sous forme d’extrait sec, a été calculé selon la relation suivante

(Harborne, 1998) :

R (%) = [(Me / Mv)] x100

Ou:

R (%) : Le pourcentage d'extrait récupéré.
e Me : La masse de I'extrait végétal sec (obtenu aprés évaporation du solvant).
e Myv : Lamasse de la matiere végétale séche utilisée pour I'extraction (10 g).
3. Caractérisation phytochimique

Le criblage phytochimique correspond a un ensemble de tests qualitatifs visant a détecter les
principales classes de composés bioactifs présents dans un extrait végétal, grace a des réactions
spécifiques de coloration ou de précipitation (Baadache & Merrouche, 2019).
> Protocole :

Ce tableau présente les principaux tests phytochimiques qualitatifs utilisés ainsi que leurs
protocoles, selon Bruneton (2009).

Tableau 06 : Principaux tests phytochimiques et leurs principes (Bruneton, 2009)

Meétabolites Protocole Résultats
attendus
Amidon 1 g de poudre végétale est dispersé dans | En présence

10 ml d’eau distillée. Le mélange est | d’amidon,

port¢ a ébullition pendant 2 minutes | apparition d’une
afin de favoriser la gélatinisation de | coloration bleu-
I’amidon, puis laissé refroidir a | noir foncé
température ambiante. Ensuite, 2 a 3
gouttes de réactif de Lugol sont
ajoutées.
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Flavonoides | 10 ml d’extrait +Traitement d’extrait | Observation de la
par H2S04 concentré couleur orange
Tanins 10 ml d’extrait + quelques gouttes du | Observation de la
réactif FeCl3 Formation d’un
précipité bleu noir
Coumarines | 1 ml d’extrait + 1 ml de la solution | Observation du
KOH en éthanol précipité
Saponosides | 9 ml d’eau distillée + 1 ml d’extrait, Apparence d’une
secoué vigoureusement mousse stable
Terpénoides | 2 ml d’extrait + 1 ml du chloroforme Observation de la
+ quelques gouttes de I’anhydride couleur
acétique + quelques gouttes de rouge/marron
H 2S04 concentré additionné sur les
parois
Stéroides Traitement de 1 ml d’extrait par 1 | Observation de la
ml d’éthanol et quelques gouttes de couleur bleu violet
H2S04 ou une couleur
verte
Anthocyano | 1 ml d’extrait est traité par | ml NaOH | Observation d’une
sides couleur bleu vert
4. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique a

haute résolution permettant d’identifier les composés bioactifs en fonction de leurs groupements
fonctionnels et de mettre en évidence leur structure. En FTIR, les molécules présentent des bandes
d’absorption dans des plages de fréquences caractéristiques. Les composés organiques absorbent
principalement dans la région comprise entre 4000 et 400 cm™, ce qui constitue un élément clé pour
leur identification et leur caractérisation dans les extraits étudiés (Salunke et al., 2025).

> Protocole :

L’analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a été réalisée afin
d’identifier les groupements fonctionnels présents dans les extraits végétaux. Ce protocole
expérimental a ¢été réalis€¢ selon une succession d’étapes permettant d’assurer la fiabilité et la
reproductibilité des résultats :

A. Préparation de I’appareil : Le spectrophotométre Agilent Cary 630 FTIR a été mis en
marche et laissé stabiliser selon les recommandations du fabricant. L’accessoire ATR a cristal

diamant a été vérifié et nettoyé avant utilisation.
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B. Acquisition du spectre de fond : Un spectre de référence (background) a été enregistré sans
¢chantillon afin de corriger les interférences atmosphériques et instrumentales, conformément aux
protocoles décrits dans la littérature (Stuart, 2004 ; Coates, 2000).

C. Préparation de I’échantillon : Une petite quantité de 1’extrait végétal (sec ou concentré) a
¢été directement déposée sur le cristal ATR. Aucun traitement préalable complexe n’a été effectué,
conformément aux méthodes ATR-FTIR utilisées pour les extraits naturels (Smith, 2011 ; Agilent
Technologies, 2024).

D. Mise en contact avec le cristal ATR : Une pression a été appliquée sur 1’échantillon afin
d’assurer un contact optimal entre la matiere et le cristal diamant, garantissant une bonne qualité du
signal.

E. Acquisition des spectres FTIR : Les spectres ont ét¢ enregistrés dans la gamme spectrale de
4000 a 400 cm™, avec une résolution de 4 cm™. Plusieurs scans ont été réalisés afin d’améliorer le
rapport signal/bruit et la reproductibilité des résultats (Agilent Technologies, 2024).

F. Traitement des données : Les spectres obtenus ont €té traités a 1’aide du logiciel associé a
I’appareil. Les bandes d’absorption ont ét¢ identifié¢es et analysées pour déterminer les groupements
fonctionnels présents.

G. Interprétation des résultats : Les spectres obtenus ont été traités et analysés a 1’aide du
logiciel OriginLab. Ce logiciel a permis de visualiser les données, d’identifier les principaux pics
spectraux et de déterminer leurs positions. L’interprétation a été réalisée par comparaison des pics
observés avec les données de la littérature et des bases spectrales, notamment celles décrites par
Stuart (2004), Smith (2011) et Coates (2000), ainsi que les applications récentes de la spectroscopie
FTIR ATR.

Les figures ci-dessous résument les différentes étapes suivies lors de 1’analyse par spectroscopie

infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) :
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e __. NN ) A S -

1) Dépot de I'échantillon sur le cristal ATR de I'appareil FTIR.

2) Application d'une pression a 'aide du bras de contact
afin d’assurer un bon contact entre I'échantillon et le cristal.

Figure 24 : Etapes de pép};tioﬁ physiqﬁe et de mise en place de I’échantillon sur le cristal ATR

(Photo réelle).
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Etape 1 : Préparation de I'échantillon (Physique) Etape 2 : Acquisition des données Etape 3 : Sauvegarde des données

L'échantillon solide (désigné '2N') est chargé et pressé Le processus de collecte du spectre de I'échantillon est Apreés la collecte, le statut passe & 'Saving' pour enregistrer
manuellement dans I'accessoire ATR de I'instrument FTIR. initié. Une barre de progression montre I'avancement le fichier de données (au format .a2r). Le bouton 'Report'
Le logiciel MicroLab indique que le statut de I'instrument ("Sampling..."), et le statut est 'Collecting Sample'. devient actif.
estReady.
. Etape 5 : Sélection du format et préparation Etape 4 : Quverture du dialogue de
Etape 4 : Ouverture du dialogue de rapport de I'impression rapport
Etape 5 : Sélection du dialoge de rnatre Etape 6 : Analyse de qualité et identification Etape 7 : Génération et affichage du spectre final

5.5 Agilent Technologies

=00 -
Un modéle de rapport spécifique est sélectionné, et Le spectre FTIR final est généré, complet, avec tous les
I'utilisateur se prépare a cliquer sur ‘Print' (ou fournit les résultats d’identification, comme 'Hydrosypropy! métadonnées de mesure, et peut étre visualisé dans un
Imprimer). cellulose’, avec des scores de qualité correspondants. document exporté pour le rapport.

Figure 25 : Interface logicielle et flux de travail pour I’acquisition, le traitement et I’analyse du
spectre FTIR.

Une fois les spectres obtenus, le traitement des données (correction de la ligne de base et
identification des pics) a €té réalis¢ a 1'aide du logiciel OriginLab. Ce programme a permis d'extraire
avec précision les nombres d'ondes correspondant aux groupements fonctionnels caractéristiques de
nos extraits.

5. Activités antioxydantes

L’activité antioxydante correspond a la capacité des composés bioactifs a neutraliser les
radicaux libres et a réduire les dommages liés au stress oxydatif, impliqué dans plusieurs maladies
telles que le cancer, les maladies neurodégénératives et cardiovasculaires. Son évaluation est donc
essentielle pour estimer le potentiel protecteur des extraits étudiés. Plusieurs méthodes existent pour
mesurer cette activité, et dans cette étude, les tests suivants ont été sélectionnés (Kiran et al., 2023).
5.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH.

Le test DPPH repose sur la réduction d’un radical libre stable de couleur violette en une forme
réduite jaune en présence d’un antioxydant, phénomene évalué par la diminution de 1’absorbance

entre 515 et 528 nm. Le pourcentage d’inhibition est calculé a partir des absorbances du témoin et de
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I’échantillon selon la formule établie, puis utilisé pour tracer une courbe de régression en fonction
des différentes concentrations des extraits étudiés. L’ 1Cso, correspondant a la concentration nécessaire
pour inhiber 50 % du radical DPPH, est ensuite déterminé par interpolation linéaire a partir de
I’équation de la droite (y = ax + b) en remplagant y par 50 afin de calculer la valeur de x (Xiao et al.,

2020 ; Mezzou & Meghouache, 2024).
H .

Antioxidant Antioxidant
Q O2N U Q O2N
. H

N—N NO, ——> N—N NO,
() o axr
DPPH : Purple DPPH-H : Colorless

Figure 26 : Réaction entre le radical DPPHe et un antioxydant conduisant a la formation de la
forme réduite du DPPH (DPPH-H). (Xiao et al., 2020).

> Protocole :

L’activité antioxydante des différents extraits (méthanolique, chloroformique, éther de pétrole
et acétate d’éthyle), obtenus a partir des tubercules et des feuilles de la plante étudiée, a été évaluée
par le test au DPPH. Le protocole initial a été adapté aux tubes a essai au lieu des microplaques.

Ainsi, 400 uL de chaque extrait ont ét¢ mélangés avec 1600 pL de solution de DPPH dans des
tubes a essai. Les mélanges ont ensuite été incubés pendant 30 minutes a température ambiante et a
I’abri de la lumiére. Un témoin positif a été réalisé en utilisant 1’acide ascorbique, reconnu pour son
activité antioxydante, tandis qu’un témoin négatif a été préparé en remplacant ’extrait par du
méthanol. L’absorbance a été mesurée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Blois, 1958).

5.1. Capacité de réduire I’ion ferrique (pouvoir réducteur) (FRAP)

L’activité réductrice d’un extrait est déterminée a travers une réaction d’oxydoréduction entre
les composés antioxydants qu’il contient et des ions métalliques de transition, en particulier ceux du
fer. Dans ce test, le ferricyanure de potassium (KsFe (CN)s) constitue une source d’ions Fe**, qui sont
réduits en Fe** sous D’action des substances antioxydantes présentes dans I’extrait végétal

(Benkoumar et al., 2022).
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[FeCN)e* + (&) —> [Fe(CN)e]*
(jaune) (provenant de (incolore)
I'Antioxydant

<

ETAT INITIAL O. ANTIOXYDANTS - ETAT FINAL

COMPLEXE FINAL
SESANTILLON =2 , BLEU-VERT OBSERVE
3 REDUCTION ET COMPLEXATION
o — sl
b o
[Fe(CN)l* :

Ferricyanure ‘plei |

ETAT INITIAL ETAT FINAL

Figure 27 : Représentation schématique du mécanisme réactionnel du test FRAP avec le ferricyanure
de potassium.
» Protocole :

L’activité réductrice des extraits a été¢ évaluée selon la méthode décrite par Oyaizu (1986),
avec une adaptation du protocole aux tubes a essai en appliquant un facteur d’échelle de 20. Dans un
premier temps, 200 pL de la solution d’échantillon, préparée a différentes concentrations, ont été
mélangés avec 800 pL de tampon phosphate (pH 6,6) et 1000 pL de ferricyanure de potassium (K3Fe
(CN)6, 1 %). Le mélange a ensuite été incubé a 50 °C pendant 20 minutes. Apres l'incubation, 1000
pL d’acide trichloroacétique (TCA, 10 %) ont été ajoutés pour arréter la réaction. Afin de clarifier le
mélange, les tubes ont été centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 minutes. Par la suite, 1000 uL du
surnageant récupéré ont été transférés dans un nouveau tube, puis mélangés avec 800 pL d’eau
distillée et 200 pL de chlorure ferrique (FeCl3, 0,1 %). Un témoin positif a ét¢ préparé en utilisant
I’acide ascorbique comme standard de référence, tandis qu’un témoin négatif a été réalisé en
remplagant 1’extrait par du méthanol. Enfin, I’absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre.

6. Activité anti-inflammatoire
6.1. Test de stabilisation de la membrane des globules rouges (érythrocytes)

Le principe de cette méthode repose sur 1’analogie structurale entre la membrane des
érythrocytes et celle des lysosomes. Les substances possédant une activité anti-inflammatoire sont
capables de stabiliser ces membranes et de prévenir leur rupture sous 1’effet d’un stress hypotonique
(Nurtamin et al., 2018). Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est d’évaluer la capacité des

extraits a protéger les globules rouges contre 1’hémolyse induite par des conditions hypotoniques.
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» Protocole :

Le sang a été prélevé chez un volontaire sain n’ayant pas consommé d’anti-inflammatoires
durant les deux semaines précédentes, puis immédiatement mélangé a volume égal avec la solution
d’Alsever (2 % de dextrose, 0,8 % de citrate de sodium, 0,5 % d’acide citrique et 0,42 % de NaCl).
Le mélange a ensuite été centrifugé a 3 000 tr/min pendant 10 minutes, et le surnageant a été éliminé.
Le culot érythrocytaire obtenu a été lavé a trois reprises avec une solution saline isotonique, puis une

suspension de globules rouges a 10 % (v/v) a été préparée.

Le milieu réactionnel, d’'un volume total de 4,5 ml, a été constitu¢ de 1 ml de tampon
phosphate, 2 ml de solution hyposaline, 0,5 ml de suspension érythrocytaire (10 %) et 1 ml d’extrait.
Un témoin négatif a été préparé en remplacant 1’extrait par 1 mL d’eau distillée. Les tubes ont été
incubés a 37 °C pendant 30 minutes, puis centrifugés a 3 000 tr/min pendant 10 minutes.

L’absorbance du surnageant a été mesurée a 560 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

Le pourcentage de protection contre ’hémolyse a été calculé selon la formule suivante

(Nurtamin et al., 2018)

Protection (%) = 100 — (DO échantillon / DO contréle x 100)

7. Activité antimicrobienne
7.1.  Evaluation de I’activité antimicrobienne par diffusion sur gélose

Les méthodes de diffusion sur gélose (disque, puits, plug, spot) sont des techniques simples
utilisées pour évaluer D’activité antimicrobienne. Elles reposent sur la diffusion d’un agent
antimicrobien dans la gélose, ce qui inhibe la croissance des micro-organismes. L’efficacité du

composé est déterminée par la mesure de la zone d’inhibition (Hossain, 2024).
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Disk diffusion assay
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strain at bottom

Figure 28 : Schéma illustrant les protocoles de diffusion par disque et de la méthode de stries
croisées pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne (Hossain, 2024).
» Protocole :
L’activité antibactérienne a été évaluée selon la méthode décrite par Mouas et al. (2017).
A. Préparation du milieu de culture
La gélose Mueller-Hinton stérile a été préparée puis coulée dans des boites de Pétri. Les boites
ont ¢été laissées a température ambiante jusqu’a solidification compléte du milieu.
B. Préparation de I’inoculum bactérien
Les souches de référence Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC
25922 ont été cultivées sur gélose nutritive pendant 24 heures a 37 °C. Une colonie isolée de chaque
souche a ensuite été prélevée a 1’aide d’une anse stérile et mise en suspension dans 9 mL d’eau
distillée stérile. La suspension a ét¢é homogénéisée au vortex, puis ajustée a une densité optique
comprise entre 0,08 et 0,1 a 660 nm, correspondant a environ (107) —(10%) UFC/ml.
C. Ensemencement des boites
Une quantité de 100 pL de suspension bactérienne a été étalée uniformément sur la surface de
la gélose Mueller-Hinton a I’aide d’un écouvillon stérile selon des stries serrées. Les boites ont ensuite
¢té laissées quelques minutes a température ambiante afin de permettre 1’absorption de I’inoculum
par le milieu.
D. Préparation et application des disques
Des disques de papier filtre Whatman n°1 (6 mm de diametre) ont été stérilisés a 1’autoclave
(121 °C, 15 minutes). Chaque disque a ét¢ imprégné de 10 uL d’extraits végétaux obtenus a partir de

feuilles et de tubercules. Les extraits bruts sous forme de poudre ont été solubilisés dans une solution
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de DMSO a 1 % préparée dans de 1’eau distillée stérile, afin d’assurer une bonne dissolution des

composés actifs tout en limitant I’effet antimicrobien du solvant. Les extraits testés étaient :

e Extrait chloroformique
o Extrait méthanolique
o Extrait a I’éther de pétrole

o Extrait a I’acétate d’éthyle

» Les extraits ont été préparés a différentes concentrations :
1) 0,15 g/mL
2) 0,075 g/mL
3) 0,0375 g/mL

Les disques imprégnés ont été déposés sur les boites ensemencées a 1’aide d’une pince stérile,
en attribuant trois disques correspondant aux différentes concentrations pour chaque extrait. Un
disque témoin négatif contenant du DMSO a 1 % (dans eau distillée stérile) a été utilisé afin de vérifier
I’absence d’activité antibactérienne du solvant. En parall¢le, des antibiotiques standards ont été

utilisés comme témoins positifs :

. Vancomycine (5 pug)

. Erythromycine (60 pg)

. Pénicilline G (10 UI)

. Amoxicilline (30 pg)

. Acide pipémidique (20 pg)

E. Diffusion et incubation
Les boites ont été laissées a température ambiante pendant 30 minutes afin de permettre la
diffusion des composés dans la gélose, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures.
F. Lecture des résultats
Aprées incubation, 1’activité antibactérienne a été déterminée par la mesure des diameétres des
zones d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide d’une régle millimétrique. Les résultats ont été

exprimés en millimétres (mm).
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Chapitre IV Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction obtenus a partir des différentes parties de la plante Bunium
incrassatum (feuilles et tubercules), en utilisant des solvants de polarité croissante, sont
présentés dans le Tableau 07. Ces résultats permettent d’apprécier 1’efficacité de chaque
solvant dans I’extraction des métabolites secondaires présents dans le matériel végétal.
Tableau 07 : Rendements d'extraction des deux parties de la plante (feuilles et tubercules) de

Bunium incrassatum.

Extraits Meéthanol Ether de pétrole Chloroforme Acétate d’éthyle
Tubercules| Feuilles/Tubercules| Feuilles Tubercules| Feuilles | Tubercules Feuilles
Masse de la
matiére
végétale(g) 15 15 15 15 15 15 15 15
Masse de 2.4 0.9 0.8 0.2 0.9 0.7 1.8 0.9
I’extrait (g)
Rendement
(%) 16% 6% 5% 1.3% 6% 4.6% 12% 6%
Valeurs de rendement
16.00%
16%
12.00%
14%
12%
:\: 10% 6.00% H Tubercules
3 . 5.00% 6.00% 4-60%
£ 8% B Feuilles
]
S 6% 1.30%
o
4%
e l
0%
EXT EXT Ether de EXT Chloroforme EXT Acétate
Méthanolique pétrole d'éthyle

Type de solvant d'extraction

Figure 29 : Comparaison des rendements d'extraction des tubercules et des feuilles selon le

solvant utilisé.

Les résultats consignés dans le Tableau 07 et représentés sous forme d’un histogramme
(Figure 29) mettent en évidence une variation significative des rendements d’extraction en
fonction du solvant utilisé et de I’organe étudié. Les tubercules présentent les rendements les
plus élevés, avec un maximum de 16 % pour I’extrait méthanolique, suivis de 12 % pour
I’acétate d’éthyle, 6 % pour le chloroforme et 5 % pour I’éther de pétrole. En revanche, les
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feuilles affichent des rendements globalement plus faibles, atteignant 6 % pour les extraits
méthanolique et a I’acétate d’éthyle, 4,6 % pour le chloroforme et seulement 1,3 % pour 1’éther
de pétrole.

Les tubercules ont présenté des rendements d’extraction supérieurs a ceux des feuilles
pour tous les solvants, avec une différence plus marquée pour les solvants polaires et semi-
polaires. De plus, les rendements augmentent avec la polarité du solvant, suivant I’ordre :
méthanol > acétate d’éthyle > chloroforme > éther de pétrole dans les deux organes. La
supériorité systématique des rendements des tubercules par rapport aux feuilles peut étre
expliquée par leur composition chimique particuliére. En effet, les tubercules constituent des
organes de réserve riches en polysaccharides, notamment I'amidon, ainsi qu'en sucres solubles
et en composés hydrophiles, qui sont facilement extractibles par les solvants polaires tels que
le méthanol et 1'acétate d'éthyle. Cette richesse en composés de réserve confére aux tubercules
une masse extractible plus importante que celle des feuilles, dont la composition est davantage
dominée par des composés phénoliques présents en moindre quantité totale. Ces observations
sont cohérentes avec les données du criblage phytochimique qui ont révélé une forte présence
d'amidon dans les tubercules, absente dans les feuilles.

Nos résultats pour l'extrait méthanolique des tubercules 16% sont en parfaite adéquation
avec ceux rapportés par Toul et al. (2022) et Berroukeche et al. (2022), qui ont également
obtenu un rendement de 16 % pour le méme organe en utilisant le méthanol. Cette concordance

confirme la reproductibilité de l'extraction méthanolique pour les tubercules de B. incrassatum.

Cependant, une divergence notable est observée pour 1'extrait a I'acétate d'éthyle : alors
que nous avons obtenu 12 %, Toul et al. (2022) rapportent un rendement nettement plus faible
de 1,3 % pour les tubercules. Cette différence peut s'expliquer par les conditions expérimentales
(temps de macération, température) ou par la provenance géographique des échantillons les

facteurs environnementaux influencgant la teneur en métabolites secondaires extractibles.

Concernant les feuilles, nos rendements différent de ceux rapportés par El Kolli et al.
(2017). Cette divergence s’explique par la méthodologie employée : alors que ces auteurs ont
utilisé I'hydrodistillation pour isoler les huiles essentielles, obtenant un faible rendement de
0,09 %, notre recours a des solvants polaires a permis une extraction plus exhaustive de

biomolécules, notamment les polyphénols et les flavonoides.

L’efficacité et le rendement de 1’extraction sont conditionnés par plusieurs facteurs
interdépendants, notamment la nature chimique des composés phytochimiques, la méthode
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employée, la granulométrie de I’échantillon, le pH, la température, la durée de 1’opération ainsi
que la polarité du solvant (Do et al., 2014). A température et durée constantes, les
caractéristiques physico-chimiques du solvant (point d’ébullition, stabilité chimique et faible
viscosité) jouent un role essentiel dans I’optimisation du processus en permettant une meilleure
solubilisation ainsi qu'une récupération efficace. Dans ce contexte, les solvants organiques sont
fréquemment privilégiés en raison de leur capacité a préserver 1’intégrité des composés extraits

(Lee et al., 2024).
2. Caractérisation phytochimique

Le criblage phytochimique consiste en une série de tests qualitatifs basés sur des
réactions de coloration et de précipitation, visant a détecter les grandes familles de métabolites
secondaires présentes dans un extrait végétal. Dans le cadre de ce travail, cette analyse a été
entreprise afin d'identifier les principes bioactifs des tubercules et des feuilles de Bunium
incrassatum. Les données qualitatives issues de ces essais sont synthétisées dans les Tableaux
08 et 09. En complément, les virages colorés et les réactions caractéristiques observés sont

présentés dans la Figure 30 ainsi que par le Tableau 10.

Extrait a I'éther de pétrole Extrait au chloroforme

Extrait a 'acétate d’éthyle Extrait au méthanol

Figure 30 : Observation des réactions phytochimiques des extraits de tubercules de Bunium

incrassatum (Photo réelle).
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Tableau 08 : Résultats du criblage phytochimique des extraits des feuilles de Bunium

incrassatum.
, . Résultats attendus Ether de Acétate |, .,
Métabolites (Feuilles) pétrole Chloroforme d*éthyle Méthanol|
. Observation de la couleur
01 Flavonoides Orange ) () () ()

. Observation de la formation
02 Tannins d’un précipité bleu noir ) (+2) (+2) (+3)

03 Coumarines Observation du précipité ) ) () )

Apparence d’une mousse
stable

04 Saponosides -) ) ) )

. Observation de la couleur
05 Terpénoides rouge— marron (+2) -) -) -)

Observation de la couleur

06 Stéroides bleu violet ou une couleur (+2) (+2) (+3) (+2)
verte
. Observation d’une couleur
07 | Anthocyanosides Bleu V‘é ot wied ) +D +1) D

Tableau 09 : Résultats du criblage phytochimique des extraits de tubercules de Bunium

incrassatum
Résultats attendus Ether de Acétate ,
Meétabolites (Tubercules) pétrole Chloroforme d’éthyle Meéthanol
01l Flavonoides Observation de la couleur +2) (+2) (+2) ©)

Orange

) Observation de la formation d’un
02| Tannins précipité bleu noir “) ) ) ©)

03| Coumarines Observation du précipité ) (+1) ) -)

04| Saponosides Apparence d’une mousse stable -) ) ) (=)

Observation de la couleur rouge
marron

05| Terpénoides (+1) ) ) )

. Observation de la couleur bleu
06 Steroides violet ou une couleur verte ) ©) ©) ©)

Observation d’une couleur

07| Anthocyanosides bleu vert
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Tableau 10 : Résultats de la caractérisation phytochimique de I'amidon (Tubercules et

Feuilles) (Photo réelle).
Organes Feuilles Tubercules

Résultats
(++++)
. . S Coloration bleu-nuit a violet
Observation Coloration vert foncé (Absence L , .
. foncé intense. Présence trés
d'amidon) ) .
importante d’amidon.

Les investigations phytochimiques mettent en évidence une hétérogénéité métabolique
significative, étroitement liée a la nature de I'organe et a la polarité du solvant d'extraction.
L'ensemble des données expérimentales et des observations visuelles est présent¢ de manicre
synthétique. Les résultats détaillés de 1'analyse phytochimique et de la caractérisation de
'amidon sont consignés dans les Tableaux 08, 09 et 10, tandis que le Tableau 11 regroupe les
photographies des tests colorimétriques obtenus. Les observations macroscopiques
correspondantes sont également illustrées par la Figure 30.

Au niveau des tubercules, les flavonoides présentent une distribution homogene dans
les solvants de polarité faible a moyenne (éther de pétrole, chloroforme et acétate d’éthyle),
mais disparaissent totalement dans la phase méthanolique. Les coumarines et les terpénoides
manifestent une présence restrictive, localisée respectivement dans les extraits chloroformiques
et a I’¢ther de pétrole. 11 est a noter 1'absence systématique de tanins, saponosides, stéroides et
anthocyanosides dans cet organe, quelle que soit la méthode d'extraction. En revanche, la
fonction de stockage des tubercules est confirmée par une accumulation massive d'amidon,

révélée par une réaction colorimétrique intense.
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Le profil foliaire se distingue par l'absence totale de flavonoides et d'amidon, contrastant
avec la richesse en composés de défense. Les tanins y sont prédominants, affichant une
intensité croissante avec la polarité du solvant, pour culminer dans 1'extrait méthanolique. Les
stéroides constituent un groupe majeur, détectés dans tous les extraits avec une affinité
particuliére pour l'acétate d'éthyle. Par ailleurs, les anthocyanosides sont identifiés dans les
extraits chloroformiques, a l'acétate d'éthyle et méthanoliques, tandis que les terpénoides et
coumarines conservent une présence exclusive dans 1'éther de pétrole et le chloroforme.

La comparaison directe des organes révele une spécialisation biochimique nette : les
tubercules sont des centres de stockage glucidique (amidon) et de flavonoides, alors que les
feuilles sont le sicge de la syntheése de tanins, stéroides et anthocyanosides. L'efficacité du

criblage souligne le role déterminant de la polarité des solvants :

¢ Les solvants apolaires (¢éther de pétrole) ciblent sélectivement les terpénoides ;

e Les solvants de polarité intermédiaire (chloroforme, acétate d'éthyle) favorisent l'extraction

des coumarines et des stéroides ;

e Les solvants polaires (méthanol) s'avérent indispensables pour 1'isolement des tanins et des

anthocyanosides foliaires.

Concernant les tubercules, nos résultats montrent une présence limitée des métabolites
secondaires, caractérisée principalement par la détection des flavonoides dans les solvants de
polarité faible a intermédiaire, ainsi que des coumarines et terpénoides de manicre restreinte.
En revanche, une absence totale de tanins, stéroides et saponosides a été observée. Ces
observations different partiellement de celles rapportées par :

e Bentahar et al. (2025) rapportent la présence de tanins, de stéroides et de composés
réducteurs au niveau des tubercules.

e Dehimi et al. (2020) signalent la détection de flavonoides dans les extraits
méthanoliques de tubercules, alors que ces composés sont absents dans nos échantillons.

e Karouche et al. (2022) confirment une richesse importante en stérols, triterpénes,
saponines, tanins et alcaloides dans les extraits méthanoliques et aqueux des tubercules.

Cette variabilité intraspécifique illustre la plasticité métabolique de B. incrassatum tace
a son environnement. La biosynthése des métabolites secondaires est un processus dynamique,
étroitement corrélé aux conditions édapho-climatiques du site de récolte (nature du sol,
ensoleillement, stress hydrique) ainsi qu'au stade phénologique de la plante au moment de la
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collecte (Bourgaud et al., 2001). En outre, les différences méthodologiques notamment les
protocoles d'extraction et la polarité des solvants constituent des facteurs déterminants qui
influencent directement la sélectivité de l'extraction des molécules bioactives (Wang & Weller,
2006). Cette analyse comparative souligne ainsi la nécessité, dans les études phytochimiques,
d'une standardisation accrue des conditions expérimentales pour permettre une meilleure
reproductibilité des profils métaboliques au sein d'une méme espeéce végétale.

Pour les parties aériennes (feuilles), nos résultats réveélent une richesse marquée en
tanins, stéroides et anthocyanosides, avec une forte dépendance a la polarité du solvant, en
particulier pour les extraits méthanoliques. Cependant, I’absence totale de flavonoides dans nos
extraits contraste avec les travaux de Gagi et Toubal (2018), qui rapportent leur présence dans
les feuilles et les fleurs. De méme, Karouche et al. (2022) ont mis en évidence une grande
diversit¢ de métabolites secondaires dans les feuilles, incluant les flavones aglycones, les
coumarines, les anthracénosides, les stérols et triterpeénes ainsi que les saponosides. En
revanche, 1I’absence de saponines observée dans notre étude est en accord avec les résultats de
Gagi et Toubal (2018). Les différences observées concernant les flavonoides et certains autres
composés pourraient s’expliquer par des variations liées au stade de développement de la plante,
aux conditions écologiques ou aux protocoles d’extraction employés.

D’un point de vue global, nos résultats confirment la spécialisation biochimique des
organes, déja suggérée dans la littérature : les organes souterrains présentent un role
principalement de stockage (amidon), tandis que les parties aériennes sont plus riches en
composés phénoliques impliqués dans les mécanismes de défense. Cette tendance est cohérente
avec les dosages quantitatifs rapportés, qui montrent des teneurs plus élevées en polyphénols
dans les feuilles et les fleurs comparativement aux tubercules (Mekraf et al., 2025). Les
résultats de Karouche et al. (2022) confirment également cette tendance, avec des teneurs en
polyphénols et flavonoides nettement plus élevées dans les feuilles que dans les tubercules. Ces
différences soutiennent I’idée que les parties aériennes constituent une source plus importante
de métabolites bioactifs.

Enfin, I’influence de la polarité des solvants observée dans notre étude est en accord
avec les données bibliographiques, ou les solvants polaires, notamment le méthanol, permettent
une meilleure extraction des composés phénoliques tels que les tanins et les anthocyanosides,
tandis que les solvants moins polaires favorisent I’extraction des terpénoides et composés

lipophiles.
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Tableau 11 : Illustration des résultats des tests phytochimiques des extraits de feuilles de

Bunium incrassatum.

Métabolites

01

Flavonoides

02

Tannins

03

Coumarins

04

Saponosides

Etl'ter de Chloroforme A’c,etate Méthanol
pétrole d’éthyle

B
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05

Terpénoides

06

Stéroides

07

Anthocyanosid
es

3. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

L’analyse des spectres infrarouges par transformée de Fourier (FTIR), réalisée a 1’aide
du logiciel OriginLab, a ¢été effectuée afin d’identifier les groupements fonctionnels
caractéristiques des métabolites secondaires présents dans Bunium incrassatum. Les résultats,
présentés dans les Figures 31 et 32, sont organisés selon 1’organe étudié et le solvant
d’extraction, permettant ainsi de mettre en évidence la diversit¢ moléculaire ainsi que

I’influence de la polarité du solvant sur les profils chimiques obtenus.
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Figure 31 : Spectres FTIR des différents extraits organiques des tubercules (Photo réelle).

3.1. Analyse des extraits des tubercules

L’extrait méthanolique des tubercules se distingue par la présence d’une large bande
intense autour de 3287 cm™, attribuée aux vibrations d’élongation des groupements hydroxyles
(O-H) et des composés phénoliques. Cette bande peut également indiquer la présence de
molécule d’eau résiduelle (H20) ou de polysaccharides. Par ailleurs, la présence d’une bande
trés marquée a 998 cm™!, caractéristique des liaisons C—O des structures polyosidiques, est en
accord avec la richesse du tubercule en amidon, liée a sa fonction de stockage. Une faible
absorption autour de 1610 cm™ indique également la présence de structures aromatiques,

suggérant la présence de flavonoides, composés phénoliques ou protéines.

Comparativement, 1’extrait a 1’éther de pétrole, solvant apolaire, présente une
dominance des bandes a 2922 cm™! et 2870 cm™', correspondant aux vibrations d’étirement des
liaisons C—H des chaines aliphatiques, témoignant de la présence de composés lipidiques.
Contrairement a 1’extrait méthanolique, les signaux associés aux composés aromatiques et
polaires sont peu marqués, confirmant la faible capacité¢ de ce solvant a extraire ce type de
métabolites. Toutefois, la persistance du signal autour de 998 cm™' suggere une co-extraction
partielle de composés glycosylés.
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L’extrait au chloroforme présente un profil intermédiaire, reflétant la polarité modérée
de ce solvant. L’apparition d’une bande a 1718 cm™, attribuée aux groupements carbonyles
(C=0), indique la présence probable d’esters ou d’acides organiques. De plus, les bandes
observées a 1632 cm™ et 1535 cm™!' suggeérent la présence de composés aromatiques,
possiblement des terpénes oxygénés. Le signal caractéristique des polysaccharides autour de

998 cm™ demeure présent, bien que moins dominant que dans 1’extrait méthanolique.

L’extrait a I’acétate d’éthyle, solvant de polarité¢ intermédiaire, montre une nette
intensification de la bande carbonylée a 1718 cm™, associée a des bandes aromatiques autour
de 1625 cm™. Ce profil suggére une extraction préférentielle de composés phénoliques
moyennement polaires, tels que les flavonoides sous forme d’aglycones ou certains acides
phénoliques. La présence conjointe de bandes a 1259 cm™ (liaisons C—O—C) et autour de 998

cm' confirme également la contribution de composés glycosylés.

EXT acétate feuilles EXT chioroforme feuilies
{ T
R ,{ i J& A
N 4 ! st R A
N\ AP N wa¥ '*‘v;’ HJLW \ et ' ",
gt . 5 2 \ &
34239742 | . i
1632,57397 WM
° N 2 by
& Aol 3 32,0573 nAISM2 |
8 | 15953005 2
s 1561,75455 ik oo ] l |
E [ { Al £ | me2.s056 |
i1 X .
g | axjreso sasmg| B 1 1\ adsloasgy, 12412005
| 250.96812 " P)
I | 1asioms il "4‘."""' | W W ¥ 42,1898
| 1 4 1386,56968
172571574, ¥, | 458482 X
125,15142 194385450 ¥ e 150157326 h W) ]
sy OMAE8S 69,28484" ‘.’
218,503 4 {
104365450 533,008
218,50553
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
wavenumber (cm™') wavenumber (cm™')
EXT Méthanal feutes EXT Ether de pétrole feuiles
[ 'J'LM"M |
M,
el 0
v
A “W
® g A ﬁ; g
8 226769021 200794163
s 3239.05658 |ns,rslu vl < 3283,78463
= 32244723 =
E 286259546 / % £ | |
137166002 W
E \ J f / \ = | 26259545 nnabiry s 65818
291850553 159157326 Aot | 157646391 |
1259, | P
1448, 139029701 \ w»«li
’ 143502507 NA
¥ w Mo
690,28484 4 00
\/‘ 292819 ,:hwm
. oy Tosnsars £33,00034
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
' '
wavenumber (cm™) wavenumber (cm')

Figure 32 : Spectres FTIR des différents extraits organiques des feuilles (Photo réelle).

3.2.  Analyse des extraits des feuilles

L’extrait méthanolique des feuilles présente un spectre particulierement riche,
caractérisé par un ensemble de bandes larges entre 3257 et 3224 cm™, correspondant aux
vibrations d’¢élongation des groupements hydroxyles (O-H). Cette signature indique une forte
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accumulation de composés phénoliques, notamment des flavonoides. La présence de bandes a
1591 cm™ (structures aromatiques) et a 1043 cm™ (liaisons C-O) suggere la présence
d’hétérosides phénoliques, impliqués dans les mécanismes de défense de la plante.
Comparativement aux tubercules, I’intensité relative des signaux aromatiques est plus marquée,

traduisant une plus grande richesse en métabolites secondaires.

L’extrait a 1I’éther de pétrole des feuilles est dominé par des bandes a 2922 cm™! et 2862
cm™, correspondant aux vibrations d’élongation des liaisons C-H aliphatiques, caractéristiques
des chailnes hydrocarbonées. Ces résultats reflétent la présence de cires cuticulaires et de
composés lipophiles tels que les phytols. Une bande a 1729 cm™! suggeére également la présence
d’esters lipidiques. Contrairement a 1’extrait méthanolique, les bandes associées aux composés
phénoliques sont trés peu intenses, confirmant I’extraction sélective des composés hydrophobes

par ce solvant.

L’extrait au chloroforme présente des bandes bien définies a 2918 cm™' et 2862 cm™,
associées aux chaines aliphatiques, ainsi qu’une bande carbonylée a 1725 cm™. Ce profil est
typique de composés tels que les terpenes et les stérols. Le signal a 1043 cm™!, bien que présent,
est moins intense que dans les tubercules, suggérant une différence dans la nature des composés

oxygénés extraits.

Enfin, I’extrait a ’acétate d’éthyle des feuilles met en évidence un ensemble de bandes
aromatiques caractéristiques a 1632 cm™, 1595 cm™ et 1561 cm™!, correspondant aux vibrations
des liaisons C=C aromatiques typiques des structures flavonoidiques. La bande intense a 1725
cm' confirme la présence de composés carbonylés, suggérant que ce solvant est
particulierement efficace pour I’extraction de métabolites bioactifs moyennement polaires.
Comparativement aux tubercules, ces bandes sont plus nettes et mieux résolues, indiquant une

plus grande diversité structurale des composés aromatiques dans les feuilles.

Globalement, les résultats mettent en évidence une forte influence de la polarité¢ du
solvant sur les profils d’extraction. Les extraits méthanoliques, fortement polaires, sont riches
en composés phénoliques et en polysaccharides, tandis que les extraits a 1’éther de pétrole,
apolaires, sont dominés par des constituants lipidiques. Les solvants de polarité intermédiaire,
tels que le chloroforme et 1’acétate d’éthyle, permettent I’extraction de métabolites

intermédiaires, notamment des composés carbonylés et des flavonoides.
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Par ailleurs, une différence notable est observée entre les deux organes : les tubercules
sont caractérisés par une forte présence de composés de réserve, notamment les
polysaccharides, alors que les feuilles présentent une richesse plus importante en métabolites
secondaires aromatiques, en lien avec leur role physiologique dans la protection et I’adaptation

de la plante.

L’analyse spectroscopique FTIR, bien qu’elle permette une identification globale des
groupements fonctionnels, constitue une premicre approche pour la caractérisation chimique
des extraits de Bunium incrassatum. Les spectres obtenus révelent notamment la présence de
groupements hydroxyles (—OH), caractéristiques des composés phénoliques et des sucres, ainsi
que de bandes carbonylées (C=0), indiquant la présence probable d’acides organiques, de
coumarines ou encore d’acides gras. Toutefois, cette technique présente certaines limites quant
a D’identification précise des molécules présentes dans les extraits. Ainsi, les techniques
chromatographiques telles que la chromatographie sur couche mince (CCM), Ila
chromatographie liquide haute performance (HPLC) et la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) apportent une complémentarité indispensable, en

permettant une identification plus spécifique et plus détaillée des composés chimiques.

Dans ce contexte, I’étude de Bousetla et al. (2015) a permis d’isoler, a partir des
tubercules, plusieurs composés tels que des coumarines, le B-sitostérol, le saccharose et I’acide
oléique. Ces résultats sont en accord avec les données FTIR, notamment la présence de bandes
hydroxyles et carbonylées, confirmant que ces groupements fonctionnels sont portés par ces

molécules.

Par ailleurs, I’analyse des parties aériennes par El Kolli et al. (2017) a révélé que I’huile
essentielle est dominée par 1’acide palmitique, représentant 18,39 % de la composition totale,
avec un total de 31 composés identifiés. Cette richesse en acides gras est cohérente avec les

bandes C=0 observées dans les spectres FTIR, notamment dans les extraits apolaires.

De plus, la revue réalisée par Adoui et al. (2022) confirme la variabilité de la
composition chimique selon I’organe étudié. Elle souligne la présence de composés terpénoides
(tels que le caryophylléne et le germacreéne B) ainsi que de composés non terpénoides (acide
palmitique, nonacosane), ce qui corrobore les profils intermédiaires observés dans les extraits
au chloroforme et a I’acétate d’éthyle. Ainsi, la comparaison des différentes approches

analytiques met en évidence une forte complémentarité. Le FTIR permet une identification
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rapide des fonctions chimiques majeures, tandis que les techniques chromatographiques

assurent une caractérisation précise des molécules responsables de ces signaux.

Enfin, une spécificité¢ organo-dépendante est clairement observée : les tubercules
apparaissent riches en composés de réserve tels que les sucres et certaines coumarines, tandis
que les parties aériennes sont davantage caractérisées par des composés lipidiques et
terpénoides, en lien avec leur role physiologique dans la protection et les interactions avec

I’environnement.

L’exploitation conjointe des données FTIR et du criblage phytochimique met en
¢vidence une cohérence globale entre les fonctions chimiques détectées et les métabolites
identifiés, tout en révélant I’impact de la polarité des solvants et de la spécificité des organes

chez Bunium incrassatum.

Dans les tubercules, les spectres FTIR sont dominés par des signatures hydroxyles et
des liaisons C—O, indiquant une forte contribution des composés glucidiques. Cette tendance
concorde avec le criblage, qui montre une accumulation importante d’amidon, en accord avec
le role de réserve de cet organe. La présence de signaux aromatiques dans certaines fractions
rejoint la détection de flavonoides dans les solvants de polarité faible a intermédiaire. L’absence
de ces composés dans I’extrait méthanolique peut étre attribuée a la prédominance des
polysaccharides, susceptibles de masquer leur révélation lors des tests (Wiercigroch et al.,

2017).

Les feuilles présentent un profil distinct, marqué par une intensité accrue des bandes
hydroxyles et aromatiques, particulierement dans les extraits polaires. Cette signature refléte la
richesse en tanins et en anthocyanosides mise en évidence par le criblage. Les fractions
apolaires et intermédiaires montrent des contributions aliphatiques et carbonylées, cohérentes

avec la présence de terpénoides et de stéroides.

Par ailleurs, la polarit¢ du solvant joue un rdle déterminant dans la sélectivité de
I’extraction. Les solvants apolaires favorisent I’extraction des composés lipophiles, les solvants
de polarité intermédiaire permettent une meilleure solubilisation des structures carbonylées,
alors que les solvants polaires assurent une récupération plus efficace des composés

phénoliques.
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4. Activités antioxydantes
4.1. Test de piégeage du radical DPPH

L’activité antiradicalaire des différents extraits de Bunium incrassatum a été évaluée par
le test de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) a une longueur
d’onde de 517 nm. Cette étude a porté sur quatre types d'extraits (méthanolique,
chloroformique, acétate d’éthyle et éther de pétrole) obtenus a partir des deux parties de la
plante : les feuilles et les tubercules.

La capacité inhibitrice de ces échantillons a été comparée a celle de 1’acide ascorbique, utilisé
comme témoin positif. Les résultats obtenus, exprimés en pourcentage d'inhibition en fonction
de la concentration et sous forme de valeurs de ICso sont consignés dans le tableau 12, tandis

que I’évolution comparative de ces activités est illustrée par I’histogramme de la figure 33.
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Tableau 12 : Activité d'inhibition du radical DPPH par les extraits de Bunium incrassatum (feuilles et tubercules)

Inhibition %
Extraits
5 2.5 1.25 0.62 0.31 0.15 0.07 0.03 0.01 ICso
(mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL)
EXT Méthanolique 35963 | 28297 | 27508 | 25479 / / 11.26
(tubercules) / / /
EXT Chloroformique
(Tubarculss) 30.552 | 20.631 | 18.038 | 14.317 / / ) ) ) 10.51
EXTal'Acétate d’Ethyle | 520 | 95 309 | 17,003 | 13.754 / / 9.93
(Tubercules) / / /
EXT a éther de pétrole
(Toborculed) / 31,792 | 26.155 | 24.464 | 24239 / ) ) ) 7 56
EXT gggi‘?shq“e 93.076 | 89.487 | 87.820 | 86.666 | 72.435 | 67.307 | 37307 | 1538 | 14.230 | 0.0048
EXT Chloroformique | o 156 | 59751 | 56.031 | 43.517 / / 0.94
(Feuilles) / / /
EXTalAcétate d’Ethyle | ¢ 515 | 45 | 23,0769 | 12.820 | 12.051 | 15.769 372
(Feuilles) / / /
EXT d’éther de pétrole | o 30 | 76005 | 53717 | 32435 | 20384 / 1.06
(Feuilles) / / /
Acide ascorbique 9988 | 9954 | 9943 | 9932 | 99.09 | 8500 | 6798 | 3934 | 3472 | 0.00034
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Valeurs d'ICso de test DPPH
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Figure 33 : Valeurs ICso des extraits étudiés dans la méthode de piégeage du DPPH.

Ll

Figure 34 : Profil de décoloration du radical DPPH par les différents extraits

organiques (feuilles vs tubercules) (Photo réelle).
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La Figure 33 présente les valeurs de I'ICso (mg/ml) pour les différents extraits de
Bunium incrassatum (feuilles et tubercules) ainsi que pour l'acide ascorbique utilis€ comme
standard. L’ICso représente la concentration nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux libres ;

plus cette valeur est faible, plus 1’activité antiradicalaire est importante.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode DPPH montre une différence
nette entre les extraits de tubercules et de feuilles. Les extraits de tubercules présentent des
valeurs d’ICso élevées, comprises entre 7,56 et 11,26 mg/ml, indiquant une faible activité
antioxydante. Parmi ces extraits, 1’éther de pétrole présente la valeur la plus faible, suivi de

I’acétate d’éthyle, du chloroforme et du méthanol.

En revanche, les extraits de feuilles présentent des valeurs d’ICso beaucoup plus faibles,
indiquant une activité antioxydante plus importante. L’extrait méthanolique montre la
meilleure activité avec une ICso de 0,0048 mg/ml, suivi des extraits chloroformique (0,94

mg/ml), a I’éther de pétrole (1,06 mg/ml) et a ’acétate d’éthyle (3,72 mg/ml).

La comparaison entre les organes montre clairement que les feuilles possédent une
activité antioxydante nettement supérieure a celle des tubercules. L’acide ascorbique, utilisé
comme standard, présente la plus forte activité avec une ICso trés faible (0,00034 mg/ml),

confirmant la validité du test.

La comparaison avec les travaux antérieurs révele certaines similitudes mais également
des différences importantes. Concernant les tubercules, Bentahar et al. (2025) ont rapporté
une [Cso de 0,38 mg/ml pour I’extrait méthanolique, tandis que Bouhalit et Douaouya (2025)
ont obtenu une ICso de 1,15 mg/ml. De leur coté, Berroukeche et al. (2022) ont observé des
activités antioxydantes encore plus élevées avec des ICso de 0,04 mg/ml pour I’extrait
acétonique et de 0,19 mg/ml pour I’extrait éthanolique. Ces valeurs restent nettement
inférieures a celles obtenues dans notre étude pour les extraits de tubercules, suggérant une
activité¢ antioxydante plus faible de nos échantillons. Cette variabilité peut étre attribuée a
plusieurs facteurs, notamment les différences de conditions climatiques, de période de récolte,
d’origine géographique, de méthode d’extraction, de nature du solvant utilisé ainsi que de
concentration en métabolites secondaires.

Par ailleurs, les résultats obtenus pour les feuilles apparaissent particulierement
intéressants. Selon Karouche et al. (2022), I’extrait méthanolique des feuilles de Bunium

mauritanicum, une espece appartenant au méme genre, présente une ICso de 19,36 mg/ml. Cette
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valeur est considérablement supérieure a celle observée dans notre étude pour I’extrait
méthanolique des feuilles de Bunium incrassatum (1Cso = 0,0048 mg/ml), indiquant une activité
antioxydante beaucoup plus importante dans notre cas. Cette différence pourrait refléter une
richesse plus €levée en composés phénoliques dans B. incrassatum ou encore des différences
liées a I’espéce, au stade physiologique de la plante et aux conditions écologiques.

Concernant les graines, Toul et al. (2022) ont rapporté des ICso de 0,15 + 0,02 mg/ml
pour I’extrait méthanolique et de 0,21 + 0,03 mg/ml pour I’extrait a I’ éther de pétrole, montrant
¢galement une activité antioxydante importante. Ces résultats confirment que certaines parties
aériennes ou reproductrices du genre Bunium peuvent constituer des sources riches en
composés bioactifs antioxydants.

Les différences observées dans I’activité antioxydante des extraits peuvent é&tre
expliquées par la nature et la concentration des composés phénoliques présents dans chaque
extrait. Le test DPPH repose sur la capacité des antioxydants a neutraliser le radical libre stable
DPPH?e par transfert d’un électron ou d’un atome d’hydrogene, provoquant une diminution de
sa coloration violette. Les composés phénoliques et flavonoides agissent ainsi comme des
donneurs d’hydrogene capables de stabiliser les radicaux libres et d’interrompre les réactions
d’oxydation en chaine. Par conséquent, plus un extrait est riche en composés phénoliques
actifs, plus son activité antioxydante est élevée et plus sa valeur d’ICso est faible. A I’inverse,
une [Cso €élevée traduit une faible capacité de piégeage des radicaux libres, liée soit a une faible
teneur en métabolites secondaires, soit & une moindre efficacité des composés extraits.
Plusieurs facteurs peuvent influencer cette activité, notamment la polarité du solvant, la partie
de la plante étudiée, les conditions environnementales, le stade physiologique de la plante ainsi
que la méthode d’extraction utilisée. Les solvants polaires, comme le méthanol, favorisent
généralement D’extraction des composés phénoliques, ce qui explique souvent les fortes
activités antioxydantes observées dans les extraits méthanoliques (Brand-Williams et al.,
1995 ; Huang et al., 2005 ; Rice-Evans et al., 1997).

4.1.1. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le test du pouvoir réducteur (FRAP) repose sur la capacité des extraits a réduire le fer
ferrique (Fe*"), de couleur jaune, en fer ferreux (Fe**), formant un complexe de couleur bleu-
vert dont I’absorbance est mesurée a 700 nm. Cette transformation permet d’évaluer I’activité
antioxydante des extraits étudiés. Les résultats sont exprimés en valeurs d’ECso, correspondant

a la concentration nécessaire pour obtenir 50 % de 1’effet réducteur, et sont comparés a ceux
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d’un standard de référence tel que I’acide ascorbique. Une faible valeur d’ECso traduit une forte

capacité antioxydante.

4732 Valeurs de ECso du test FRAP
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Figure 35 : Valeurs des ECso du test pouvoir réducteur (FRAP).

Figure 36 : Evaluation visuelle du pouvoir réducteur (Test FRAP) des différents extraits de
Bunium incrassatum (Photo réelle).
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Tableau 13 : Absorbance du pouvoir réducteur (FRAP) des différents extraits des feuilles et

des tubercules de Bunium incrassatum.

Extraits

ABS

0.391
(ng/uL)

0.781
(ng/pL)

1.563
(ng/ul)

3.125
(ng/ul)

6.25
(ng/pL)

12.5
(ng/ul)

25
(ng/ul)

ECso
(ng/uL)

EXT
Méthanolique
(Tubercules)

0.158

0.161

0.168

0.190

0.204

0.255

0.335

47.32

EXT
Chloroformique
(Tubercules)

0.181

0.196

0.206

0.216

0.238

0.297

0.436

2.98

EXTa
I’ Acétate
d’Ethyle
(Tubercules)

0.161

0.171

0.185

0.205

0.251

0.363

0.466

32.06

EXT a éther de
pétrole
(Tubercules)

0.147

0.156

0.173

0.202

0.262

0.388

0.400

11.76

EXT
Méthanolique
(Feuilles)

0.258

0.392

0.371

0.494

0.776

1.140

1.386

26.18

EXT
Chloroformique
(Feuilles)

0.121

0.188

0.243

0.293

0.315

0.540

0.870

17.71

EXTa
I’ Acétate
d’Ethyle
(Feuilles)

0.185

0.195

0.205

0.248

0.334

0.431

0.610

30.13

EXT d’éther de
pétrole
(Feuilles)

0.149

0.161

0.176

0.207

0.250

0.359

0.522

22.95

Acide
ascorbique

0.340

0.509

0.756

1.197

1.564

1.733

1.851

0.81

Les résultats du test FRAP montrent une augmentation progressive de 1’absorbance

avec I’augmentation de la concentration pour I’ensemble des extraits. Les extraits de tubercules

présentent des valeurs d’ECso variant entre 2,98 et 47,32 ng/uL, avec la meilleure activité
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observée pour I’extrait chloroformique, suivi de I’éther de pétrole, de 1’acétate d’éthyle et du

méthanol.

Les extraits de feuilles présentent des valeurs d’absorbance globalement plus élevées a
toutes les concentrations testées. Les valeurs d’ECso varient entre 17,71 et 30,13 ng/uL, avec
la meilleure activité observée pour I’extrait chloroformique, suivi de 1’éther de pétrole, du
méthanol. Les résultats obtenus par le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
montrent une augmentation progressive de 1’absorbance en fonction de la concentration pour
I’ensemble des extraits étudiés, ce qui traduit une capacité réductrice dose-dépendante. Cette
relation confirme la présence de composés capables de réduire les ions ferriques (Fe**) en ions
ferreux (Fe?"), caractéristique d’une activité¢ antioxydante via un mécanisme de transfert

d’électrons.

Concernant les extraits de tubercules, 1’extrait chloroformique a présenté la meilleure
activité antioxydante avec une valeur d’ECso de 2,98 pg/ul. Les autres extraits ont montré des
activités nettement plus faibles, avec des valeurs d’ECso atteignant jusqu’a 47,32 pg/uL pour
certains solvants. Cette performance supérieure de ’extrait chloroformique suggere que les
composés responsables de I’activité antioxydante sont majoritairement de faible a moyenne

polarité, ce qui favorise leur extraction par des solvants organiques de polarité modérée.

En revanche, les extraits de feuilles présentent des valeurs d’absorbance globalement
plus ¢élevées a toutes les concentrations testées, avec des ECso comprises entre 17,71 et 30,13
pg/uL. L activité la plus élevée est également observée dans 1’extrait chloroformique, suivi de
I’éther de pétrole, du méthanol et de I’acétate d’éthyle. Bien que les feuilles montrent une
activité réductrice notable, celle-ci reste globalement inférieure a celle observée dans certains

extraits de tubercules, notamment pour les meilleures fractions.

Selon Karouche et al. (2022), les extraits aqueux et méthanoliques des tubercules de
Bunium mauritanicum présentent les activités réductrices les plus élevées, avec des valeurs
d’ECso respectives de 0,018 mg/ml et 0,048 mg/ml. Comparativement, les résultats obtenus
dans la présente étude sur Bunium incrassatum révelent une activité réductrice plus marquée
pour les extraits chloroformiques, en particulier celui des tubercules, qui affiche une ECso de
2,98 ng/uL, suivi des extraits a I’éther de pétrole, a 1’acétate d’éthyle et au méthanol, Les
extraits de feuilles présentent également une activité réductrice notable, avec des valeurs

d’ECso comprises entre 17,71 et 30,13 pg/uL. Contrairement aux observations de Karouche
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et al. (2022), ou les extraits polaires étaient les plus actifs, nos résultats suggerent une
implication importante des composé€s moins polaires dans le pouvoir réducteur de Bunium

incrassatum.

De méme, Mekraf et al. (2025) ont rapporté une activité réductrice variable de Bunium
incrassatum selon les organes étudiés, avec une activité plus élevée dans les graines (ICso =
0,66 mg/ml), suivies des tiges puis des racines. En comparaison, les résultats de la présente
¢tude mettent en évidence une activité réductrice particulierement importante des extraits
chloroformiques, notamment au niveau des tubercules, ou I’ECso atteint 2,98 pg/uL, tandis que
les extraits de feuilles présentent des valeurs comprises entre 17,71 et 30,13 pg/uL. Ainsi,
contrairement a 1’¢tude de Mekraf et al. (2025) ou la variation de I’activité dépend
principalement de I’organe végétal, nos résultats soulignent davantage 1’influence du solvant

d’extraction, les extraits les moins polaires présentant les meilleures capacités réductrices.

Par ailleurs, Brixi Gormat et al. (2022) ont mis en évidence une activité réductrice
maximale dans les extraits aqueux de Bunium pachypodum, suggérant une contribution
importante des composés hydrophiles au pouvoir antioxydant. Les auteurs ont également
souligné que les tubercules constituent une source riche en métabolites secondaires bioactifs
capables de contribuer efficacement a 1’activité réductrice. Comparativement, les résultats
obtenus dans la présente étude sur Bunium incrassatum révelent une activité réductrice plus
marquée pour les extraits obtenus avec des solvants peu polaires, les extraits de tubercules se
montrant globalement plus actifs que ceux des feuilles. Contrairement aux résultats de Brixi
Gormat et al. (2022), ou les extraits polaires étaient les plus performants, nos résultats mettent
en évidence une contribution plus importante des composés moins polaires dans 1’activité

FRAP de Bunium incrassatum.

La divergence entre nos résultats et ceux de la littérature s’explique principalement par
la différence de polarité des solvants utilisés, qui influence les composés extraits et donc
I’activité antioxydante observée. Elle peut également étre liée aux variations biologiques
(espece, organe végétal, conditions de croissance) ainsi qu’aux différences méthodologiques
entre les études.

Les différences observées dans les résultats du test FRAP s’expliquent essentiellement
par la variation de la composition chimique des extraits, notamment leur teneur en composés
phénoliques et flavonoides, qui sont les principaux responsables de ’activité réductrice. En
effet, plus un extrait est riche en molécules donneuses d’électrons, plus sa capacité a réduire le
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complexe Fe** en Fe** est ¢levée, ce qui se traduit par une activité antioxydante importante
(ECso faible). A I’inverse, une faible teneur en ces composés ou la présence de molécules moins
actives conduit a une activité plus faible (ECso élevée). Ces variations sont également
influencées par la polarité des solvants d’extraction, qui détermine le type de métabolites
extraits, ainsi que par 1’organe étudi¢ et les conditions environnementales pouvant modifier la
biosynthése des composés bioactifs. Plusieurs études ont confirmé que 1’activité FRAP est
fortement corrélée a la richesse en polyphénols et varie selon I’espece, le solvant et la
composition chimique des extraits (Pulido et al., 2000 ; Apak et al., 2016 ; Karouche et al.,
2022).

La comparaison des résultats obtenus par les deux méthodes antioxydantes révele une
complémentarité importante. Le test DPPH mesure la capacité des extraits a piéger les radicaux
libres par transfert d'un atome d'hydrogéne ou d'un électron, et est particuliérement sensible
aux composés polyphénoliques comme les tanins et flavonoides. C'est pourquoi les extraits
méthanoliques des feuilles, riches en ces composés, présentent les meilleures performances en
DPPH. En revanche, le test FRAP évalue spécifiquement la capacité a réduire les ions ferriques
(Fe**) en ions ferreux (Fe*") via un mécanisme de transfert d'électrons, et est davantage sensible
aux composés de faible a moyenne polarité. Cela explique pourquoi les extraits
chloroformiques des tubercules, moins actifs en DPPH, présentent les meilleures valeurs d'ECso
en FRAP. Ainsi, les deux organes possédent des mécanismes antioxydants distincts et
complémentaires : les feuilles agissent principalement par piégeage de radicaux libres grace a
leurs polyphénols, tandis que les tubercules exercent leur activité antioxydante principalement
via le transfert d'électrons impliquant des composés moins polaires (Huang et al., 2005 ; Prior

et al., 2005).
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5. Activité anti-inflammatoire
5.1.  Activité anti-hémolytique (Test de stabilisation de la membrane des globules
rouges.)

L'évaluation de I'activité anti-hémolytique in vitro repose ici sur la capacité des extraits
a stabiliser la membrane érythrocytaire face a une agression hypotonique. Puisque la membrane
des globules rouges est analogue a celle des lysosomes, sa stabilisation empéche la libération
de médiateurs pro-inflammatoires et d'enzymes hydrolytiques dans le milieu extracellulaire.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de protection.

Activité protectrice (%)

91,81%
100,00% 78% 81,00% oo
80,00%
3
c 60,00% Tubercules
]
s 27% .
8 40,00% m Feuilles
° 13% 15.87%
& 9,16%
20,00%
0,00%
EXT EXT Acétate EXT Ether de
Méthanohque Chloroformique d'étyle pétrole

Types d'extraits

Figure 37 : Evaluation de ’activité antihémolytique des extraits des tubercules et des feuilles

de Bunium incrassatum.
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EXT (Méthanole / Chloroforme )

EXT (Ether de pétrole/ Acétate d’éthyle)

EXT (chloroforme/ Ether de pétrole)

EXT (méthanol / Acétate d’éthvle)

Figure 38 : Mise en évidence de l'activité stabilisatrice de différents extraits de Bunium

incrassatum sur la membrane des érythrocytes (Photo réelle).

Tableau 14 : Résultats de 'activité protectrice des extraits (Tubercules et Feuilles) sur la

membrane érythrocytaire.

Extrait Organe DO échantillon | Controle négatif | Protection (%)
Tubercules 0,067 0,819 91,81%
Méthanolique
Feuilles 0,595 0,819 27%
Tubercules 0,744 0,819 9,16%
Chloroformique
Feuilles 0,179 0,819 78%
Acé Tubercules 0,150 0,819 81%
cétate
d’éthyle
Feuilles 0.708 0,819 13%
Tubercules 0,689 0,819 15,87%
Ether de pétrole
Feuilles 0,193 0,819 76%
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Les résultats obtenus, illustrés par les Figures 37 et 38 ainsi que le Tableau 14 de
I’activité anti-hémolytique, montrent une variation importante selon I’organe végétal et le
solvant d’extraction utilisé. Les extraits des tubercules présentent les activités protectrices les
plus élevées avec les solvants polaires, notamment le méthanol (91,81 %) et I’acétate d’éthyle
(81 %), alors que les extraits chloroformique et a I’éther de pétrole présentent des activités
nettement plus faibles, respectivement 9,16 % et 15,87 %. A P’inverse, les feuilles présentent
un profil différent, caractérisé par des activités élevées avec les solvants moins polaires,
notamment le chloroforme (78 %) et 1’éther de pétrole (76 %), tandis que les extraits

méthanolique et & I’acétate d’éthyle montrent des activités faibles & modérées.

La comparaison entre les deux organes met en évidence une distribution différente des
composés bioactifs selon leur polarité. Les tubercules semblent riches en composés polaires
extractibles par le méthanol et I’acétate d’éthyle, alors que les feuilles contiendraient davantage
de composés lipophiles ou faiblement polaires mieux extraits par le chloroforme et 1’éther de
pétrole. Ces différences suggerent que la polarité du solvant influence fortement I’extraction

des molécules responsables de 1’activité anti-hémolytique.

Ces résultats concordent avec ceux rapportés par El Kolli et al. (2017), qui ont montré
que les extraits méthanoliques de Bunium incrassatum et Bunium alpinum possédent une
activité¢ anti-hémolytique élevée, atteignant preés de 90 % de protection membranaire aux
concentrations les plus importantes. Les performances observées pour notre extrait
méthanolique de tubercules soutiennent également 1'hypothese d'une contribution majeure des

composés polaires a la préservation de 1'intégrité des membranes érythrocytaires.

De méme, I'¢tude de Brixi Gormat et al. (2022), réalisée sur les tubercules de Bunium
pachypodum d'Algérie, a montré que l'activité anti-hémolytique variait en fonction de la
concentration. Les auteurs ont mis en évidence un effet protecteur particuliérement marqué
pour l'extrait aqueux a forte concentration. Bien que son activité demeure inférieure a celle de
l'acide salicylique utilisé comme référence, les extraits aqueux et acétoniques ont néanmoins
présenté une protection notable contre I'hémolyse. Dans I'ensemble, ces observations
confirment le role important des métabolites polaires dans la stabilisation des membranes
érythrocytaires et la protection des globules rouges contre les dommages induits par le stress

osmotique.
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L’effet protecteur des extraits sur les globules rouges peut étre expliqué par leur
capacité a stabiliser la membrane érythrocytaire face au stress hypotonique. En condition
hypotonique, I’entrée excessive d’eau provoque un gonflement cellulaire suivi d’une rupture
membranaire et de la libération de ’hémoglobine. Les composés bioactifs présents dans les
extraits, notamment les polyphénols, flavonoides et tanins, peuvent interagir avec les protéines
et phospholipides membranaires, réduisant ainsi les altérations de la membrane et limitant
I’hémolyse. De plus, ces composés possedent des propriétés antioxydantes capables de
neutraliser les radicaux libres responsables de la peroxydation lipidique membranaire,
contribuant ainsi a la protection des érythrocytes contre les dommages oxydatifs (El Kolli et

al., 2017).
6. Evaluation de activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits issus des tubercules et des feuilles de Bunium
incrassatum a ét¢ étudiée a 1’aide de quatre solvants présentant des polarités différentes : le
méthanol, I’acétate d’éthyle, le chloroforme et 1’éther de pétrole. L’évaluation de cette activité
repose sur la mesure du diametre des zones d’inhibition (exprimées en millimétres) formées
autour des disques imprégnés d’extraits, en présence de deux souches bactériennes de référence
: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram positif) et Escherichia coli ATCC 25922 (Gram
négatif).

Tableau 15 : Critéres d’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion

sur disque (Ponce et al.,2003).

Sensibilité Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Résistante / Non sensible (-) <8

Sensible(+) 9<0<14

Trés sensible (++) 15<0<19
Extrémement sensible (+++) > 20
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Tableau 16 : Evaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits des tubercules de

Bunium incrassatum .

S.
baetérienne Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25923
EXTs (T)

EXT
Méthanolique

EXT
Chloroformique

EXT a I’Acétate
d’Ethyle
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EXT a I’Ether
de Pétrole

Tableau 17 : Evaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits des feuilles de Bunium

incrassatum.
~bactérienne Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC
EXTs (F) 25923
EXT
Méthanolique
EXT
Chloroformique
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EXT a I’Acétate
d’Ethyle

EXT a I’Ether
de Pétrole

71



Chapitre IV

Résultats et discussion

Tableau 18 : Diametres des zones d’inhibition des antibiotiques de référence.

S. bactérienne

Controle positiv

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Vancomycin 5 ug
Erythromycin 60 ug
Penicillin G 10 UI

Amoxicillin 30 ug

- /
’ " Erythromyci 60 ug

PIPEMIDIC ACID 20

Vancomycin 5 ug

Penicillin G 10Ul

Q v v."( /

Jéﬂmh g

Penicillin G 10 Ul

PIPEMIDIC ACID 20 vg
Vancomycin 5 ug

Pipemidic acid 20 ug 0 %ﬂ R cinn 0/ § [ /
Tableau 19 : Liste des disques d'antibiotiques utilisés comme témoins positifs.
Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus
25922 ATCC 25923
Apparition Diamétre Apparition Diamétre
de la zone de lazone | dela zone de la zone
Antibiotique Concentration | d’inhibition | d’inhibition | d’inhibition | d’inhibition
(+/-) (mm) (+/-) (mm)
Acide pipémidique | 20 pug (+++) 23 (+++) 23
Amoxicilline 30 ug (+) 13 (+++) 43
Pénicilline G 10 UI (-) 8 (+++) 40
Erythromycine 60 ng (+) 10 (+++) 30
Vancomycine S5ug (+) 14 (++) 16
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Tableau 20 : Résultats de l'activité antibactérienne des extraits de tubercules a différentes

concentrations.
Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus
25922 ATCC 25923
Extraits Apparition | Diametre | Apparition | Diametre
. delazone | delazone | delazone | delazone
(Tubercules) | Concentration | g>inhibition | d’inhibition | d’inhibition | d’inhibition
mg/ml (+/-) (mm) (+/-) (mm)
150 mg/mL ) ND ) ND
EXT
- ND - ND
méthanolique | 75 mg/mL ) )
37,5 mg/mL ) ND ) ND
150 mg/mL ) ND ) 11
EXT
5 L - ND - 9
chloroformique 75 mg/m ) )
37,5 mg/mL ) ND ) 9
EXT 150 mg/mL ) ND ) 10
A Dacétate 75 mg/mL Q) ND ) ND
déthyle 1375 mg/mL -) ND ) 9
150 mg/mL (-) ND (-) ND
EXT a I’éther s me/ml. D D
de pétrole mg/m ) )
37,5 mg/mL ¢) ND ) ND

ND : Absence d'inhibition.
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Tableau 21 : Résultats de l'activité antibactérienne des extraits de feuilles a différentes

concentrations.
Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus
25922 ATCC 25923
Extraits Apparition | Diamétre | Apparition | Diametre
. . delazone | delazone | delazone | delazone
(Feuilles) | Concentration | ¢inhibition | d’inhibition | d’inhibition | d’inhibition
(mg/ml) (+/-) (mm) (+/-) (mm)
150 mg/mL ) ND () 0
EXT
- ND - 0
méthanolique 75 mg/mL ) )
37,5 mg/mL ) ND ) 0
150 mg/mL ) ND ) 0
EXT
chloroformique 75 mg/mL ©) ND ©) 0
37,5 mg/mL ) ND ) 0
150 mg/mL - ND - 0
T mg/m © ©
I’acétate 75 mg/mL (-) ND (-) 0
d’éthyl
cayie 37,5 mg/mL B ND B 0
150 mg/mL (-) ND () 0
EXT a I’éther
L - D -
de pétrole 75 mg/m ) N ) 0
37,5 mg/mL ) ND () 0

e ND : Absence d'inhibition.

Les résultats obtenus, illustrés par les Tableaux 16 et 17 relatifs a I’activité antibactérienne,
montrent une absence d’inhibition pour la majorité des extraits testés, aussi bien pour les tubercules
que pour les feuilles, vis-a-vis des souches d'Escherichia coli et de Staphylococcus aureus. Aucun
diamétre d’inhibition significatif n’a été observé pour les extraits de feuilles, quelle que soit la
concentration. Pour les tubercules, seules de faibles zones d’inhibition ont été observées contre
Staphylococcus aureus pour certains extraits, notamment 1’ extrait chloroformique et celui a I’acétate

d’éthyle, avec des diamétres inférieurs a 12 mm. Aucun effet n’a été observé contre Escherichia coli.
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Pour les tubercules, seules de faibles zones d’inhibition ont été observées contre
Staphylococcus aureus pour certains extraits, notamment I’extrait chloroformique et celui a 1’acétate

d’¢éthyle, avec des diamétres inférieurs a 12 mm. Aucun effet n’a été observé contre Escherichia coli.

La comparaison avec les antibiotiques de référence montre des diametres d’inhibition
nettement plus élevés, supérieurs a 20 mm, indiquant une activité importante. Ainsi, les extraits

¢tudiés présentent une activité antibactérienne faible a absente comparativement aux standards.

Selon Bouhalit et Douaouya (2025), Bunium incrassatum présente une activité
antibactérienne a la fois sur les bactéries Gram positif et Gram négatif, avec des zones d’inhibition
de 10,74 mm pour Staphylococcus aureus et de 9,45 mm pour Escherichia coli. Les résultats obtenus
dans la présente étude confirment I’activité antibactérienne des tubercules, tout en mettant en
¢vidence une sélectivité plus marquée. En effet, seule la souche S. aureus a montré une sensibilité
aux extraits testés, avec un diamétre d’inhibition maximal de 11 mm observé pour I’extrait
chloroformique, tandis qu’aucune activité n’a été détectée contre E. coli, contrairement aux résultats

rapportés par Bouhalit et Douaouya (2025).

Par ailleurs, une divergence notable concerne la nature des composés bioactifs impliqués.
Bouhalit et Douaouya (2025) ont mis en évidence une efficacité plus importante de I’extrait
méthanolique, suggérant I’implication de composés polaires. A I’inverse, nos résultats montrent une
activité plus marquée de I’extrait chloroformique, ce qui indique que les composés antibactériens

majoritaires présents dans notre échantillon seraient plutot de polarité intermédiaire a apolaire.

Comparativement a 1’étude de Bousetla et al. (2015), nos résultats confirment la sensibilité
de Staphylococcus aureus aux extraits de Bunium incrassatum, bien que 1’activité observée au niveau
des tubercules (11 mm) soit inférieure a celle rapportée pour les racines (20,33 mm). Cependant, une
divergence majeure concerne Escherichia coli : alors que Bousetla et al. (2015) ont observé une
inhibition de 8 mm, nos essais sur les feuilles et les tubercules n’ont montré aucune activité contre
cette bactérie Gram négatif. Cette différence peut s’expliquer par 1’utilisation de concentrations plus
¢levées dans 1’étude de Bousetla et al. (2015), allant jusqu’a 8 mg/ml, ainsi que par la présence de

coumarines spécifiques telles que la scopolétine et la scoparone isolées a partir des racines.

Enfin, I’étude de Karouche et al. (2020) sur les tubercules de Bunium mauritanicum confirme
la résistance de E. coli observée dans notre travail. Toutefois, contrairement a notre étude sur Bunium

incrassatum, qui met en évidence une activité sélective uniquement vis-a-vis de S. aureus, Karouche
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et al. (2020) rapportent une activité antibactérienne plus large. Cette sensibilité de S. aureus est
¢galement confirmée par ces auteurs, avec des zones d’inhibition comprises entre 7 et 15 mm, valeurs
comparables a notre diametre maximal de 11 mm obtenu avec ’extrait chloroformique. Enfin, les
deux études s’accordent sur le caractére globalement modéré de 1’activité des extraits par rapport aux

antibiotiques standards.

L’absence d’activité antibactérienne observée dans 1’ensemble des extraits peut s’expliquer
par plusieurs facteurs liés a la nature chimique des composés extraits, a leur concentration et a la
sensibilité des souches bactériennes testées. Bien que les extraits végétaux soient souvent riches en
métabolites secondaires tels que les polyphénols, flavonoides et terpénes, la présence de ces composés
ne garantit pas systématiquement une activité antibactérienne détectable. En effet, certains composés
peuvent étre présents sous des formes peu actives ou en concentrations inférieures au seuil minimal

inhibiteur nécessaire pour exercer un effet sur la croissance bactérienne (Cowan, 1999).

De plus, I’efficacité antibactérienne dépend fortement de la perméabilité de la membrane
bactérienne et des mécanismes de résistance intrinséque ou acquis des souches utilisées. Certaines
bactéries, notamment les Gram négatif, possédent une membrane externe riche en
lipopolysaccharides qui limite la pénétration des composés hydrophobes et réduit ainsi la sensibilité

aux extraits naturels (Nikaido, 2003).

Par ailleurs, les conditions d’extraction (type de solvant, rendement, polarité) peuvent
influencer la composition chimique finale des extraits, conduisant parfois a des fractions riches en
composés  antioxydants mais pauvres en molécules réellement antibactériennes.
Ainsi, I’absence d’activité observée ne signifie pas nécessairement 1’absence de composés bioactifs,
mais plutdt une faible affinité ou une concentration insuffisante des molécules actives vis-a-vis des

souches bactériennes testées dans les conditions expérimentales utilisées.
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Les plantes médicinales constituent aujourd’hui une source essentielle de molécules
bioactives, largement exploitées dans la recherche de nouveaux agents thérapeutiques. Elles
représentent un réservoir naturel important de composés a potentiel pharmacologique, tout en
restant au cceur du développement de nouvelles molécules d’intérét biomédical.

Dans ce cadre, notre étude s’est intéressée a la caractérisation phytochimique et a
I’évaluation des activités biologiques de deux organes de la plante médicinale Bunium
incrassatum, a savoir les tubercules et les feuilles, en utilisant des solvants de polarité
croissante (éther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et méthanol). Les résultats ont
montré des différences significatives dans les rendements d’extraction, avec un maximum de
16 % obtenu pour I’extrait méthanolique des tubercules. L’analyse phytochimique a mis en
¢vidence une répartition distincte des métabolites secondaires entre les deux organes,
caractérisée par une richesse en amidon dans les tubercules et une dominance des composés
phénoliques (notamment les tanins) ainsi que des stéroides dans les feuilles.

L’analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a confirmé la
présence de plusieurs groupes fonctionnels caractéristiques des composés bioactifs présents
dans les extraits de Bunium incrassatum. Les spectres ont révélé des bandes correspondant
principalement aux groupements hydroxyles (O—H), carbonyles (C=0), ainsi qu’aux liaisons
C—H aromatiques et aliphatiques. Ces résultats confirment la richesse chimique des extraits et
soutiennent les données du criblage phytochimique, notamment la présence de composés
phénoliques, de tanins et de stéroides.

Sur le plan biologique, les tests réalisés ont permis de mettre en évidence plusieurs
activités intéressantes.

Concernant I’activité anti-hémolytique, les extraits de Bunium incrassatum ont montré
un effet protecteur variable sur la membrane des érythrocytes, dépendant de 1’organe, du
solvant et de la concentration.

L’évaluation antibactérienne a révélé une activité globalement limitée. Seuls certains
extraits chloroformiques et a I’acétate d’éthyle des tubercules ont présenté une faible inhibition
vis-a-vis de Staphylococcus aureus, avec des diamétres inférieurs a 12 mm, tandis qu’aucune
activité significative n’a été observée contre Escherichia coli.

L’activité antioxydante, évaluée par les tests DPPH et FRAP, a révélé des résultats
contrastés mais complémentaires. Le test DPPH a montré une activité antiradicalaire trés forte
au niveau des feuilles, en particulier pour I’extrait méthanolique (ICso = 0,0048 mg/mL), ce qui
est attribué a leur richesse en composés phénoliques. A I’inverse, les tubercules présentent une
activité plus faible.
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Le test FRAP a mis en évidence une activité réductrice dépendant principalement de la
polarité des solvants, avec une forte contribution des fractions de faible a moyenne polarité,
notamment les extraits chloroformiques, en particulier au niveau des tubercules (ECso = 2,98
pg/ul). Ces résultats suggerent un mécanisme antioxydant basé sur le transfert d’électrons,
impliquant des composés moins polaires.

Dans I’ensemble, cette étude confirme I’intérét scientifique de Bunium incrassatum et
soutient son usage traditionnel, en mettant en évidence un potentiel biologique notable,
particulicrement sur les plans antioxydant et anti-hémolytique, malgré une activité
antibactérienne limitée dans les conditions expérimentales testées.

Afin de valoriser davantage cette espece, plusieurs axes de recherche peuvent étre
envisagés. Il serait tout d’abord essentiel d’isoler et d’identifier les molécules responsables des
activités observées, a partir des fractions les plus actives obtenues avec les différents solvants
(¢ther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et méthanol), en utilisant des techniques
analytiques avancées telles que la HPLC-MS et la GC-MS.

Une caractérisation plus approfondie des fractions riches en composés phénoliques et
en molécules de polarité faible a intermédiaire permettrait également de mieux comprendre les
mécanismes d’action responsables des activités antioxydantes observées (piégeage des
radicaux libres et transfert d’¢lectrons).

Il serait également intéressant d’¢largir les investigations biologiques a d’autres
activités telles que les effets anti-inflammatoires, cytotoxiques et immunomodulateurs afin
d’obtenir une vision plus compléte du potentiel pharmacologique de la plante.

Enfin, des études toxicologiques ainsi que des essais in vivo seraient indispensables
afin de confirmer I’innocuité et ’efficacité des extraits, condition essentielle pour toute

valorisation future a I’échelle pharmaceutique ou biotechnologique.
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Annexe : Préparation des solutions et réactifs utilisés dans les activités biologiques

» Préparation de la solution de DPPH :
La solution de DPPH a été préparée en dissolvant 6 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol.
Le radical DPPH est conservé a I’abri de la lumiére a une température de 20 °C. L’absorbance
de la solution est ajustée a 0,5 a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

> Préparation de la solution de KsFe (CN)s :
La solution de ferricyanure de potassium (KsFe (CN)s) a été préparée en dissolvant 1 g du
composé dans 100 mL d’eau distillée.

» Préparation de la solution d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 % :
La solution de TCA a 10 % a été obtenue en dissolvant 1 g d’acide trichloroacétique dans 10
mL d’eau distillée.

» Préparation de la solution de chlorure ferrique (FeCl) a 0,1 % :
La solution de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1 % a été préparée en dissolvant 0,1 g de FeCls
dans 100 mL d’eau distillée.

» Préparation de la solution de chlorure ferrique (FeCl) a 0,2 %
La solution de chlorure ferrique (FeCls) a 0,2 % a été préparée en dissolvant 0,2 g de FeCls
dans 50 mL d’eau distillée.

> Préparation du tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) :

Pour un PBS 0,01 M apH 6,4 :
Tableau 22 : Composition du PBS (1 Litre).

Composé Masse
Na:HPOs4 (phosphate disodique) 1,44 ¢
KH:POs (phosphate monopotassique) 0,24 ¢
NaCl 8,0¢g
KCl 0,2¢g
Eau distillée 1L
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> Procédure :

Dissoudre 1’ensemble des sels dans environ 800 mL d’eau distillée sous agitation. Ajuster
ensuite le pH a 6,4 a ’aide d’une solution de HCI1 0,1 N lorsque le pH est trop élevé, ou avec
une solution de NaOH 0,1 N lorsque le pH est trop faible. Compléter finalement le volume a 1

L avec de I’eau distillée. La solution peut étre filtrée ou stérilis€e si nécessaire.

> Préparation de la solution d’Alsever :

Tableau 23 : Composition de la solution d’Alsever (pour 1 Litre)

Composé Masse

Dextrose 2g(2%m/v)
Citrate de sodium | 0,8 g (0,8 % m/v)
Acide citrique 0,5 g (0,5 % m/v)
NaCl 0,42 g (0,42 % m/v)
Eau distillée 1L

> Procédure :

Dissoudre successivement le dextrose, le citrate de sodium, I’acide citrique et le chlorure de
sodium dans une quantité suffisante d’eau distillée sous agitation. Compléter ensuite le volume

final a 1 L avec de I’eau distillée. La solution obtenue peut étre stérilisée avant utilisation.

Tl

EXT Acétate d'thyle tubercules

EXT Chloroforme tubercules

Tranmittance %

_\/\ﬂ EXT Ether de pétrole tubercules
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EXT Méthanol tubercules

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

wavenumber (cm™")

Figure 39 : Spectres de Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) des

différents extraits de Tubercules.
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MWMW

EXT Acetate d'éthyle Feuilles
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:
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Figure 40 : Spectres de Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) des

différents extraits de Feuilles.

Figure 41 : L’Evaporateur Rotatif utilisé pour la concentration des extraits.

101



	Remerciements
	Dédicace
	Résumé
	Mots-clés : Bunium incrassatum, plante médicinale, tubercules, feuilles, criblage phytochimique. Activité biologique.
	ملخص
	Liste des tableaux
	Introduction générale
	Chapitre I :
	Étude bibliographique sur Bunium incrassatum
	1. Généralités sur les plantes médicinales
	1.1 Définition des plantes médicinales
	1.2 Importance des plantes médicinales

	2. Présentation de la famille des Apiacées
	3. Dénominations du genre Bunium
	4. Bunium incrassatum
	5. Classification systématique
	6. Description botanique
	7. Répartition géographique et écologie
	8. Usages traditionnels de Bunium en Algérie
	8.1.  Synthèse des usages ethnomédicinaux du genre Bunium en Algérie
	8.2. Propriétés thérapeutiques et efficacité sur la thyroïde
	8.3. Utilisation culinaire et contexte historique

	9. Composition chimique rapportée dans la littérature

	Chapitre II : Généralités sur les substances naturelles et techniques d'analyse
	1. Définition des substances naturelles
	2. Métabolites primaires des plantes
	2.1. Les glucides
	2.2. Les protéines
	2.3. Les acides aminés
	2.4. Les lipides
	2.5.  Les acides gras
	2.6. Les acides nucléiques

	3. Métabolites secondaires des plantes
	4. Classification des métabolites secondaires
	4.1.  Flavonoïdes
	4.1.1. Classification des flavonoïdes

	4.2. Tanins
	4.2.1. Classification des tanins

	4.3. Coumarines
	4.4. Saponosides
	4.5. Terpénoïdes
	4.5.1. Classification des terpénoïdes

	4.6. Stéroïdes
	4.7. Anthocyanosides

	5. Généralités sur l’extraction des composés bioactifs
	6.  Méthodes d’extraction
	6.1. Séchage pré- et post-extraction
	6.2. Réduction de taille des particules
	6.3. Filtration et concentration

	7. Le choix du solvant
	8. Solvants utilisés pour l’extraction
	8.1. Eau
	8.2. Méthanol et Éthanol
	8.3. Solvants hydroalcooliques
	8.4. Chloroforme
	8.5. Acétate d’éthyle
	8.6. N-Hexane et Éther de pétrole

	9. Types d’extraction
	9.1. Extraction liquide-liquide (LLE)
	9.2. Extraction sur phase solide (SPE)
	9.3. Extraction solide-liquide (SLE)

	10. Les techniques d’extraction
	10.1. Extraction par solvants
	10.2. Macération
	10.3. Infusion
	10.4. Décoction
	10.5. Percolation
	10.6. Digestion
	10.7. Extraction Soxhlet
	10.8. Distillation
	10.9. Enfleurage
	10.10. Expression mécanique
	10.11. Méthodes biologiques

	11. Criblage phytochimiques
	12. Techniques de séparation et méthodes d’identification des composés bioactifs
	12.1. Spectroscopie Infrarouge (IR)
	• Principes Fondamentaux et Instrumentation
	• Préparation des Échantillons
	• Analyse et Identification

	12.2. Spectroscopie UV-Visible
	12.2.1. Loi de Beer-Lambert (Kiteto & Mecha, 2024)

	12.3. Spectrométrie de masse (SM)
	12.4. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
	12.5. Chromatographie Liquide à Haute Performance (HPLC)
	• Définition
	• Principe
	• Instrumentation



	Chapitre III :
	Matériel et méthodes
	I. Matériel et méthodes
	1. Matériel
	1.1. Matériel végétal
	1.2. Matériel microbien
	1.3. Matériel chimique et réactifs pour les activités biologiques

	II. Méthodes
	1. Extraction des composés
	2. Rendement d’extraction

	3. Caractérisation phytochimique
	4. Analyse par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR)
	5. Activités antioxydantes
	5.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH.
	5.1. Capacité de réduire l’ion ferrique (pouvoir réducteur) (FRAP)

	6. Activité anti-inflammatoire
	6.1. Test de stabilisation de la membrane des globules rouges (érythrocytes)

	7. Activité antimicrobienne
	7.1. Évaluation de l’activité antimicrobienne par diffusion sur gélose


	Chapitre IV :
	Résultats et discussion
	1. Rendement d’extraction
	2. Caractérisation phytochimique
	3.  Analyse par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR)
	3.1. Analyse des extraits des tubercules
	3.2. Analyse des extraits des feuilles

	4. Activités antioxydantes
	4.1. Test de piégeage du radical DPPH
	4.1.1. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)


	5. Activité anti-inflammatoire
	5.1. Activité anti-hémolytique (Test de stabilisation de la membrane des globules rouges.)

	6. Évaluation de l’activité antibactérienne

	Conclusion
	Références bibliographiques
	Annexes

