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I ntroduction

I ntroduction

L’homme a di faire face a son environnement et a appris a utiliser les ressources
naturelles pour subvenir & ses besoins nutritionnels afin d’ assurer sa survie et la pérennité de
son espece. Apprendre a reconnaitre les plantes a caractére bénéfique pour |’ organisme et se
méfier de celles ayant un effet néfaste est une nécessité naturelle, trés développée par

I”homme mai's également par d’ autres espéces animales.

La plupart des especes végeétales qui poussent dans le monde possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme (L ar ousse, 2001). Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un réle
déterminant dans la conservation de la santé de I’Homme et la survie de I'humanité (Iserin,
2001 ; Machiex et al., 2005) et |la premiére citation de ces plantes se trouve dans le Codex
Ebers (1550 av. JC), une revue médicae égyptienne signalant plusieurs formules
thérapeutiques a base des plantes comme reméde utile contre une variété de maladies (Block,
1985).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Allium. Aujourd hui, les Alliums sont
utilisés pour leur saveur, leur arbme et leur godt. Ils sont considérés comme une matiere
premiére pour divers procédés de fabrication d'aliments (déshydratation, congélation, mise en

conserve et saumurage) (Brewster et al., 1990).

D'autre part, la société moderne profite encore des connaissances ancestrales, pour
cette raison les valeurs thérapeutiques et medicinales des Alliums font I'objet de nombreuses
recherches. Les différentes études cliniques ont démontré qu’ils ont des effets protecteurs sur
le foie (Dion et Miler, 1996), des effets anti-infectieux (Lau, 1989), anti-stress et antifatigue
(Kawashima, 1986), anticancéreux (Dion et Milner, 1997 ; Pinto et al., 1997 ; Balasenthil
et al., 2001), neurotrophiques (Moriguchi, 1996) et autres effets pharmacologiques (Y eh,
1996). De nombreuses études récentes ont montré gue les Alliums ont un effet antioxydant ce
qui pourrait ére d'une grande importance pour son utilisation dans la prévention et le
traitement de différentes maladies (L au, 1989).

Des recherches récentes ont montré que les métabolites secondaires issus des plantes
représentent une source importante d antioxydants naturels tels que les polyphénols
(Thaipong et al., 2006 ).
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Ces antioxydants connaissent un intérét croissant pour des applications dans les
industries agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. En effet, leur utilisation est
encouragée, car les produits équivalents issus de synthéses chimiques ont, a tort ou a raison,
une mauvaise presse parmi les consommateurs. Il existe donc un besoin de production
d extraits riches en antioxydants a partir de différentes sources végétales y compris les

coproduits d'industries agro-alimentaires (Alessandro et al., 2012).

Dans notre pays la flore sauvage est trées diversifiée et largement utilisés en
adimentation et en médecine traditionnelle. Plusieurs chercheurs sintéressent a I’ activité
biologique et la caractérisation chimique des différentes especes d’Allium. C'est dans ce
contexte que s'inscrit |” objectif du présent travail qui vise a étudier les activités antioxydantes

des feuilles vertes du poireau sauvage.

Pour cela notre étude englobe plusieurs chapitres en commencant par une recherche
bibliographique suivie d'une partie expérimentale. La présentation et la discussion des
résultats obtenus figurent dans le chapitre trois. La derniére partie concerne la conclusion tirée

de cetravail ainsi les perspectives a proposer.



Recher che bibliographique

Chapitrel. Recherche bibliographique

|.1. Poireau sauvage

[.1.1. Description botanique et classification

Parmi les genres des aliacéesqui sont des plantes herbacées, vivaces, bulbeuses,
caractérisées par un bulbe souterrain, formé d’ une tige courte portant sur sa surface inférieure
de petites racines a la base et, sur sa face supérieure, des gaines foliaires emboitées les unes
dans les autres et disposees concentriquement, le genre Allium est le plus important, il
représente a lui seul presque 90% des especes des aliacées (Gibault, 2005). Il inclut plus de
700 espéces qui se développent dans les régions tempérées, semi-arides et arides de
I'hémisphére nord (Kamenetsky et Rabinowitch, 2006).

Le genre Allium comprend quelques-uns des plus anciens cultures, y compris A.
sativum (ail), A. cepa (oignon), A. schoenoprasum (ciboulette), A. ampéoprasum (ail a grosse
téte ou ééphant), A. tuberosum (ciboulette chinoise ou a l'ail), A. fistulosum (ciboulette
Japonaise) (Lore, 2010) (Figure1).

Figure 1. Genre Allium
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Le poireau sauvage est une alliacée appartenant au genre Allium. C’est une plante a
fleurs monocotylédones (Angiospermes) (Quezel et Santa, 1963), vivace, herbacée d'une
hauteur de 15-50 centimétres qui varie en fonction de la provenance et des conditions

environnemental es.

Le nombre de feuilles differe et chague plante se compose généralement de 2-5
feuilles et de 1-3 tiges floriferes par bulbe. Les feuilles sont larges de 5-15 millimetres, vertes,
planes, glabres, lancéolées, caduc ayant une odeur d'ail forte lorsqu’elles sont coupées ou
écrasées (Quezel et Santa, 1963) (Figure 2).

Les bulbes et les bulbilles sont généralement ovoides, blanc-cremes avec une odeur
forte d'ail. Ils forment la jeune plante de la prochaine saison de croissance. Avant sa
croissance, il alaforme d’un petit bulbe tuniqué ou d’un groupe de bulbilles avec une grappe
de racines blanches charnues. La longueur des racines varie selon la saison et le type du sol
(Quezdl et Santa, 1963) (Figure 2).

Figure 2. Poireau sauvage
[.1.2. Utilisations du poireau sauvage

Depuis I'antiquité, le poireau sauvage a été utilise comme légumes, épices et en tant
que plante médicinale. La premiére citation de cette plante est trouvée dans le Codex Ebers
(1550 A.J), un papyrus médical égyptien rapportant plusieurs formules thérapeutiques basées
sur l'ail et I'oignon en tant que remedes utilisés pour traiter diverses maladies (problemes de

coeur, mal detéte, morsures, versintestinaux,...) (Lanzotti, 2006 ; Najjaa et al., 2007).

Légume d'hiver par excellence, le poireau résiste trés bien au froid. Ce Iégume fait
I'objet d'une culture traditionnelle que I'on rencontre dans I’ Algerie et plus particuliérement en
Kabylie. Les résidents de cette région utilisent ses fleurs pour cicatriser les plaies et ses

feuilles sont utilisées pour aromatiser les galettes de pain ou assaisonner les salades. Les
4
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jeunes feuilles et le coeur des racines se mangent crus ou cuits a la vapeur et ils peuvent

accompagner d autres |égumes dans le couscous (Baba Aissa, 1999).

En médecine traditionnelle, le poireau sauvage a été employé pour traiter lesinfections
parasitaires, fongiques, bactériennes et virades. Les composés organosulfurés sont les
principaux agents antimicrobiens actifs. Cependant, quelques protéines, saponines et
composés phénoligques contribuent également a cette activité (Corzo-Martinez et al., 2007).
Cette plante a encore diverses vertus medicinales : diurétique, antibiotique, antioxydante,
antiinflammatoire, expectorante et anti-rhumatismale. |l soulage la douleur et stimule

lacirculation. Il est prescrit contre le rhume, latoux et lagrippe (Chevallier, 2001).
|.2. Radicaux libres et stress oxydant

|.2.1. Radicaux libres

Un radica libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un éectron
non apparié. Cet état n’est que transitoire car il est comblé soit par I’ acceptation d’un autre
électron soit par le transfert de cet éectron libre sur une autre molécule. Ces espéces
radicalaires tres réactives sont produites d’ une maniére continue au sein de notre organisme,
au cours de nombreux phénomenes biologiques (respiration cellulaire, phagocytose,...)
(Marfak, 2003). La plupart des espéces radicalaires sont dérivées de I’ oxygene a I’ exception

des radicaux libres qui dérivent du soufre ou del’ azote (Slater et al., 1995).

L’ appellation espéces réactives de |I’oxygene ERO (ROS : reactive oxygenspecies)
inclut les radicaux libres de I’ oxygéene proprement dit dont les radicaux superoxyde (°O-2),
hydroxyle (OH®), monoxyde d’ azote (NO°),..., mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs
non radicalaires dont la toxicité est importante: peroxyded hydrogene (H202), le
peroxynitrite (ONO-2), I’ oxygene singulet (102),... (Fontaine et al., 2002).

Ces ERO sont produites en permanence par les cellules notamment au niveau des
mitochondries lors de larespiration cellulaire, dans les cellules endothéliales par activation de
la xanthine oxydase, en cas d acidose, lors de I’autooxydation des catécholamines, lors de
I"inflammation par la NAPH-oxydase et lamyéloperoxydase, lors de perturbations du

métabolisme du calcium et de |’ exercice aérobie (Groussard, 2006).

Le radical hydroxyle est le radical le plus instable et |e plus réactif de toutes les ERO.
Il réagit avec de nombreuses espéces moléculaires (protéines, lipides, ADN...) entrainant
ains de multiples dommages. Les radicaux peroxyle (ROO°) se forment par |'addition de

5
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I”’oxygene sur des radicaux libres carbonés. Ils sont peu réactifs, mais sont capables de
diffuser a travers les membranes biologiques. Les hydroperoxydes organiques (ROOH) sont
les formes hydrogénées des radicaux peroxyles. Ils sont réactifs et se redécomposent en
radicaux peroxyles ou en radicaux acoxyles (RO°). Ces derniers se produisent lors de la

dégradation des peroxydes organiques. Ils sont trés réactifs (Marfak, 2003).

[.2.2. Stress oxydatif

|.2.2.1. Dé&finition

La perturbation de I’ équilibre endogéne entre radicaux libres et antioxydants de courte
ou longue durée, provoque des effets délétéres dus, soit a une défense antioxydante

défaillante, soit aun état pro-oxydant accru, nommé le stress oxydant (Biesalski et al., 1997).
[.2.2.2. Origine du stress oxydant

Un stress oxydant surviendralorsqu’il y a un désequilibre dans la bal ance antioxydants
/prooxydants en faveur de ces derniers. Chague individu ne posséde pas le méme potentiel
antioxydant (Pincemail et al., 1999).

Il peut avoir diverses origines : mauvaise aimentation, phénomenes inflammatoires
chroniques ou aigus, habitudes de vie non adéquates (exposition inconsidérée a de grandes
sources productrices d ERO), intervention chirurgicales (transplantation d organes et

pontages coronariens) (Favier, 2003).

La source principale des espéces réactives de I'oxygéne dans les cellules des
mammiféeres est d'origine enzymatique parmi ces enzymes la NADPH oxydase, les
peroxydases la xanthine oxydase, les cyclooxygénases et les lioxygénases sont parmi les
sources endogenes d ERO les plus importantes ;les mitochondries, ééments essentiels au
fonctionnement cellulaire puisqu’ elles métabolisent le dioxygene et produisent également en
permanence des ERO (Droge, 2002 ; Valko et al., 2006 ; Afonso et al., 2007).

[.2.2.3. Conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydatif est responsable de Iésions de molécules biologiques (oxydation de
I”’ADN, des protéines, des lipides, des glucides). Ces anomalies sont impliquées dans le
dével oppement des maladies cardiovasculaires, des cancers, des complications du diabéte ou

encore des affections neurologiques dégéenératives. Certaines cellules, comme les
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lymphocytes, les cellules béta de Langerhans et certains neurones, sont particulierement

sensibles au stress oxydant (Favier, 1997 ; Pincemail et al., 2007).
» Effetssur leslipides

Les premiéres cibles des ERO sont les lipides notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires Les membranes riches en acides gras polyinsaturés
(AGP sont tres sensibles a I'oxydation en raison de leur degré éevé dinstauration.
L’ oxydation des lipides genére de peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes trés réactifs
(Pincemail et al., 2001). La peroxydation lipidique forme une réaction en chaine, cette

réaction organisée en 3 phases successives :

e Phase d’'initiation: qui consiste en la rupture homolytique, occasionnée par un
initiateur radicalaire, d’une liaison C-H de la chaine d’un acide gras, ce qui en fait un
composé radicalaire tres réactif vis-a-vis de I’ oxygene et qui se transforme en radical
peroxyle.

e Phase de la propagation: au cours de laquelle e radical peroxyle arrache un atome
d hydrogene a un autre acide gras, créant un nouveau radical et entretenant ainsi une
réaction en chaine, pour se transformer en hydroperoxyde. Ce dernier finira par se
dégrader en aldéhydes volatiles.

e Terminaison, entrainée par la réaction de deux radicaux pour donner une espece
moléculaire ou par intervention d’un composé antioxydant, dit « briseur de chaine »
(Hennebéelle et al., 2004).

» Effetssur lesprotéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydryle (SH). C’ est le cas de nombreuses enzymes et protéines
de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivees. D’ autres |ésions irréversibles condui sent
a la formation d'un intermédiaire radicalaire. Les protéines peuvent alors soit subir des
réticulations par formation notamment de ponts bityrosine, soit subir des coupures en cas
dagressions fortes, ou des modifications de certains acides aminés en cas d'agressions
modérées (Favier, 2003).

Les attagues des ERO sur les protéines induisent |’apparition de groupements
carbonyles, de cystéines oxydées, de fragments peptidiques (détachements d’ acides aminés)
ou d’ agrégats protéiques (K oechlin-Ramonatxo, 2006).
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Les ERO peuvent provoquer des |ésions des acides nucl é ques susceptibles d entrainer
des mutations déléteres a I’origine de divers cancers ou d atérer I’expression des genes.
Certaines modifications oxydatives des acides nucléques affectent les bases d autres
induisent des cassures dans les brins. Les dommages causés au niveau des ARNS ne sont pas
réparés ; en revanche, les processus de réparation de I’ADN semblent pouvoir éiminer
pratiquement sans erreurs les |ésions oxydatives de cet acide. Cependant, si les dommages
excédent les capacités de réparation, la récupération cellulaire aprés un stress oxydatif peut
étre compromise (Ré et al., 2005). Les ERO provoquent par ailleursla coupureirréversible de
I”’ADN en fragments au niveau des nucléosomes. L’ ADN mitochondria est particulierement
vulnérable. 1l en résulte des dysfonctionnements métaboliques. Les ERO inhibent ou
modifient I’activité de la topoisomérase qui n’assure plus la religature des deux brins de
I”’ADN lors de saréplication (Lemkecher et al., 2005).

|.3. Antioxydants

|.3.1 Dé&finition

Un antioxydant est par définition une espece chimique plus ou moins complexe
diminuant le stress oxydant au sein de |’organisme. Un antioxydant peut donc : prévenir la
synthese de radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou désactiver
directement les ROS. Les antioxydants peuvent étre classes selon leurs modes d actions :
systemes enzymatiques, inhibiteurs d’ enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de
radicaux libres (Higdon et al., 2004).

L’organisme possede des systémes endogenes dédiés a cette action protectrice.
Cependant, cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants exogenes
sont également présents dans I’ aimentation apportant un soutien significatif dans la lutte
antioxydante. Nous les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges...), les légumes
(brocoli, oignon...), les boissons (café, the, vin...) ains que dans les épices, le cacao ou
encore les céréales. Ces antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a réagir
directement avec les radicaux libres en les « neutralisant » par réaction de réduction (Higdon
et al., 2004).

Les antioxydants sont un groupe hétérogene composé de systémes antioxydants
endogénes, enzymatiques ou non, de vitamines, d’ oligo-ééments ou encore de polyphénols
(Higdon et al., 2004).
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[.3.2. Systemes antioxydants enzymatiques endogénes

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutasela glutathion réductase) sont
considérés comme la premiere ligne de défense de notre organisme contre les différents
espéces oxydants. Leur role principal est de diminuer la quantité des ROS dans la cellule
(Lardon, 1988). Parfois, ces enzymes nécessitent des cofacteurs comme les oligoéléments

(Zn,Cu, Mn, Se, Fe) pourexercer leur activité enzymatique (Pelzer et al., 1998).

1.3.3. Antioxydantsnon enzymatiques endogenes

lls existent de nombreux réducteurs endogeénes participant a la protection de
I’ organisme contre les DROs, les plus importants étant le gluthathion, la bilirubine, I’ acide
urique, le coenzyme Q, les oestrogenes, la mélanine, la mélatonine et I’'acide lipoique
(Yamamura et al., 1998).

[.3.4. Antioxydants non enzymatiques exogenes

La principale source d approvisionnement de I’organisme enantioxydants exogenes
sont les aliments soit d origine animale, soit d origine végétale. Les plus connus sont la

vitamine E, lavitamine C et les polyphénols (Yamamura et al., 1998).
[.3.4.1. Polyphénols

Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. Ils sont tres
largement représentés dans le regne végétal et donc dans notre alimentation. Nous les
consommons sous forme de fruits ou de légumes par exemple. Leur structure comporte un ou
plusieurs groupes phénoliques (e.g., un groupement OH greffé sur un noyau aromatique).
Leur étude a été croissante ces dernieres décennies en raison de leurs bienfaits sur la santé,
notamment gréce a leur pouvoir antioxydant mais aussi dans la prévention ou le traitement de
nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies cardiovasculaires ou dégénératives
(Orgogozo et al., 1997 ; Chen et al., 2004). lls sont également utilisés en agroalimentaire, en
cosmétique ou dans I’industrie pharmaceutique comme additifs (Velu et al., 2008 ; Kosinova
et al., 2011).

Le mécanisme de piégeage des radicaux libres par les polyphénols se fait par le
transfert de I’atome d hydrogene (H-atom transfer ou HAT). Le radical libre est réduit par
transfert de |’ atome d’ hydrogene de I’ antioxydant (ArO-H) versleradical (Re).

ArO-H + Re ->—— ArOe + RH
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Le radical ArOe ainsi formé sera stabilisé (i) par délocalisation des électrons m, (ii) par
un nouveau transfert d’ atome d’ hydrogene conduisant a la formation de quinone (iii) ou par
réaction avec un autreradical libre (Velu et al., 2008 ; Kosinova et al., 2011).

Les polyphénols jouent un réle important, ils sont capables d’interagir avec les
métaux de transition, notamment avec le fer et le cuivre (Moran et al., 1997) . En effet les
ROS sont produits abondamment par réduction dO2 par Fe2+ ou Cu+ aboutissant a la
formation de superoxyde, de peroxyde d' hydrogene et de radicaux oxyle (réaction de Fenton).
Ains la formation de complexes chélateurs stables et inertes est un mécanisme antioxydant
(Velu et al., 2008 ; Kosinova et al., 2011).

a) Acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se separent en deux grands groupes distincts : les acides hydroxybenzoiques
(C6-C1) dérivés de I’ acide benzoique et les acides hydroxycinnamiques (C6-C3) dérivés de

I"acide cinnamique (Thomas, 2016) (Figure 3).

COOH

Figure 3. Structure chimique de I’ acide benzoique

Ces composes ont été trouves dans les différentes parties des espéeces du genre Allium
tels que : I’ acide protocatéchique, I’ acide gallique (Figure 4), I’acide cinnamique, ’acide p-
coumarique, I’ acide caféique et I’ acide férulique (Singh et al., 2009 ; Simin et al., 2013).

COOH

HO OH
OH

Figure 4. Structure chimique de I’ acide gallique
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b) Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de plantes possédant une structure
similaire avec deux cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone (Figure 5). lls se
présentent la plupart du temps sous forme d’ hétérosides (Thomas, 2016).

Con

Figure 5. Structure chimique de base des flavonoides

Les flavonoides sont trés largement étudiés en raison de leurs multiples propriétés
biologiques (Nijveldt et al., 2001) exploitées dans I’industrie. Le premier effet attribué a ces
molécules a été le caractere veinotonique (Jean et al., 2009) en renforcant la résistance des

capillaires.

Selon les études réalisées sur les flavonoides des espéces appartenant au genre Allium,
les flavonols et les flavones sont |es plus répandus (L anzotti, 2006 ; Bonaccorsi et al., 2008 ;
Beesk et al., 2010 ; Dziri et al., 2013).

c) Tannins

Les tanins se définissent comme des composés polyphénoliques ayant la propriété de
tanner la peau, c'est-a-dire de la rendre imputrescible. Ceci s explique par la création de
liaisons entre les molécules de tanin et les fibres de collagéne de la peau. Ces molécules
présentent de nombreuses fonctions hydroxyles et phénoliques qui vont leur permettre de se
complexer avec de nombreuses macromol écules telles que les protéines (Bravo, 1998). Is ont

également le pouvoir de pouvoir chélater lesions ferriques et cuivrigues (Hager man, 1988).

Les tanins vont présenter des propriétés biologiques variées. La principae est |’ effet
astringent, c'est-a-dire la capacité a precipiter les glycoprotéines. Notons des propriétés anti-
diarrhéiques, veinotoniques, antiseptiques, antioxydantes ou encore cicatrisantes. Comme vu
précédemment, ils vont pouvoir chéater les métaux mais également inhiber des systémes
enzymatiques. De plus, les cathécols vont avoir une activité cardioprotectrice, anti-

inflammatoire mais également anti-thrombotique (Thomas, 2016).

11
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[.3.4.2. Terpénoides

Les terpénoides, ou également appelés isopréenoides, est une famille de composés
chimiques tres vaste se caractérisant par un squelette dérivé du squelette de I'isoprene
(Pellegrini et al., 2003) ( Figure 6).

=

Figure 6. Structure chimique d’ une unité isoprene

Au sein de cette famille, nous distinguons les molécules en fonction du nombre de
carbones de son squelette, donc en fonction du nombre de molécules d’isopréne nécessaires a

leur synthese.

Un bon nombre d'entre eux possedent des activités intéressantes comme les stérols
(comme stabilisateur de membranes), les polyprénols (transporteurs de glucides) et les
caroténoides. Ces derniers jouent un réle fondamental dans la photosynthese et sont capable
de piéger les radicaux libres. Notons que la vitamine E est un terpénoide (Pellegrini et al.,
2003).
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Chapitrell. Matériel et méthodes

I1.1. Matéridl végétal

Cette étude a été réalisée sur la partie aérienne, plus précisément la partie verte du
poireau sauvage (Allium sp) (Figure 7) qui appartient a la famille des Alliaceae. Ce |légume
fait I'objet d'une culture traditionnelle que I'on rencontre dans le Nord-Est algérien et dont les

populations font un usage culinaire pendant |a période du printemps ou il est disponible.
Classification del’espece Allium sp :

Regne: Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Sous-classe: Liliidae
Ordre: Liliades

Famille: Alliaceae
Genre: Allium

Espéce: Alliumsp

Figure 7. Poireau sauvage

13



Matériel et méthodes

I1.2. Préparation dela poudre

La préparation de la poudre du poireau sauvage comprend différentes étapes qui ont
été effectuées précédemment.
[1.2.1. Collecte

La collecte du poireau sauvage Allium sp a été effectuée dans la région montagnarde
de Beni Maouche a une dtitude de 800m, dans la wilaya de B&aia au lieu-dit El-Djabia,

durant le mois d'avril 2018.

[1.2.2. Séchage

Apres avoir bien nettoyé les plantes de poireau récoltés préecédemment, on sépare les
deux parties : blanche et verte, puis on prend la partie verte et on procéde a leur séchage dans
une étuve sous une température de 40°C (Kablan et al., 2008) .

I1.2.3. Broyage

Apres le séchage, |’ échantillon sec obtenu est broyé a I’aide d’ un broyeur éectrique
jusqu’al’ obtention d’ une poudre trés fine.
[1.2.4. Tamisage

Le tamisage a été effectué afin d obtenir une poudre de granulométrie inférieure a 125
pum. La poudre ainsi obtenue est conservée dans des flacons en verre, fermés hermétiquement,
a l'abri de la lumiére pour éviter que la poudre n’absorbe pas |I"humidité, mais aussi pour
réduire le taux d’ oxydation di alalumiére (Kablan et al., 2008).

[1.3. Extraction

L’ extraction se fait par agitation de 100 mg de poudre verte, dans 10ml d’acétone
(25%) sous agitation pendant 30 min a 25°C. L’ extrait obtenu est filtré jusqu’a I’ obtention
d une solution limpide et conserveé au réfrigérateur (Figure 8).
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Figure 8. Extraction et filtration
I1.4. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteau décrite par Singleton et Rossi (1965).

Le réactif de Folin-Ciocalteau est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d’ acide phosphotungstique (HsPW12040) et d acide phosphomolybdique (HsPM O12040). Il est
réduit, lors de I’oxydation des phénols en un mélange d oxydes bleus de tungstene et de

molybdene (Kayumba, 2001).

Une quantité de 0.2ml de I’ extrait brut est introduite dans des tubes a essais, puis 1ml
du réactif de Folin-Ciocalteau dilué 10 fois. Apres 3 a5 minutes, on goute 0,8ml de carbonate
de sodium a 7,5%. Les tubes sont agités et incubés pendant 120 minutes. L’ absorbance est
mesurée a 765 nm a I’aide d'un spectrophotometre. Une courbe d’ étalonnage est réalisée en
paraléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’ acide gallique comme contréle
positif. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalant d’acide gallique par cent

gramme de matiere seche de poireau sauvage (mg EAG/100g MS).

I1.5. Activité antioxydante

Dans notre étude, la mise en évidence de I’ activité antioxydante in vitro de nos extraits
des composés phénoliques a été réalisée par des techniques chimiques a savoir : |’ activité
antioxydante totale (TAC), le pouvoir réducteur du fer, le piégeage du radical libre DPPH, le
pouvoir chélateur du fer, la détermination de I’ activité inhibitrice de peroxyde d’ hydrogene et

le test de blanchiment de B-caroténe.
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[1.5.1. Déermination du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité des antioxydants a réduit le fer ferrique (Fe**) en
fer ferreux (Fe?*) (Blasovics et al., 2003). En solution, cette forme réduite prend une couleur
vert-bleu, dont I'intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits (Ferruzzi et
al., 2007).

Le test a été déterminé en utilisant la technique d'Oyaizu (1986). 1 ml de chaque
extrait est mélangé avec 1 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH= 6,6) et 1 ml de ferricyanure
de potassium (K3Fe(CN)6 a 1%). Aprés incubation a 50°C pendant 20 minutes (Figure 9), 1
ml d’acide trichloracétique TCA (10%) est gjouté au mélange avant d’ étre centrifugé a 700 g
pendant 10 minutes a température ambiante. 1 ml de surnageant est additionné a 1 ml d’eau
distillée et 0,2 ml de chlorure ferrique (FeCl3, 0.1%). L’ absorbance est lue a 700 nm. Une
courbe d’ éaonnage a été établie pour I’ acide gallique dans les mémes conditions opératoires

que les échantillons.

Figure 9. Incubation dans le bain-marie
[1.5.2. Activité antioxydantetotale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al. (1999). Cette technique est basée sur la réduction de
molybdeéne Mo (V1) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4% & molybdéne Mo (V)
MoO?" en présence de |’ extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo (V) a pH
acide (Benhammou, 2012) (Figure 10).
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Une quantité de 0,3 ml de I’ extrait est introduite dans les tubes a essais, puis 3 ml de
solution & préparer sont additionnés (la solution contient de I'acide sulfurique 0,6 M, du
phosphate de sodium 28 mM et du molybdate d’ ammonium 4 mM). Les tubes sont agités et
incubés au bain-marie a 95°C pendant 90 minutes. Aprés refroidissement |’ absorbance est
mesurée a 695 nm. Une courbe d éaonnage est réalisée en paraléle dans les mémes
conditions opératoires en utilisant I’ acide gallique comme contréle positif. Les résultats sont
exprimés en milligrammes (mg) équivalent d’'acide gallique par cent gramme de matiére
seche (mg EAG/100g MS).

Figure 10. Test du TAC (coloration en vert)
11.5.3. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Le pouvoir anti radicalaire, par la neutralisation du radica DPPH- de I’extrait est
évalué selon la méthode décrite par Blois (1958). Dans le test du DPPH, les antioxydants
réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl-hydrayl) ayant une couleur violette en un compose
jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle
a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-
M oreno, 2002).

Un volume de 500 pl d’extrait est additionné a 1 ml d’une solution de DPPH (60 uM
dans le méthanol absolu). Le mélange réactionnel est agité au Vortex pendant 1 minute puis
incubé a I’ obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est réalisée a
517 nm. L’ activité scavenger est exprimée en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique

par cent grammes de matiere seche (mg EAG/100g MS).
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I1.5.4. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice des extraits a été estimée par la méthode modifiée de Dinis et
al. (1994). Pour 1 ml del'extrait, 2,7 ml d'eau distillée et 0,1 ml de chlorure ferreux 2 mM ont
¢été ajoutés. Apres 3 min, 200 pl de Ferrozine (5 mM dans le méthanol) sont additionnées au
milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé pour réagir pendant 10 min a
température ambiante. L'absorbance de la solution résultante a été mesurée a 562nm (Figure
11). Le contréle contient tous les réactifs a I’exception de |'échantillon a tester qui est
remplacé par un volume égal de |’ acétone. La capacité de chélation exprimée en milligramme
(mg) équivalent d EDTA par cent grammes de matiere seche (mg EEDTA/100g MS).

Figure 11. Lecture de |’ absorbance du pouvoir chéateur de fer
[1.5.5. Déermination del’activitéinhibitrice de peroxyde d’ hydrogene

La capacité des extraits d’ huiles a piéger |e peroxyde d’ hydrogene est mesurée selon la
méthode rapportée par Atmani et al. (2009). Un volume de 0,15 ml d’ extrait est gjouté a1 ml
d’ une solution de peroxyde d' hydrogéene et 1,35 ml de tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4). Un
blanc a été préparé suivant les mémes conditions en remplagant I'extrait par le solvant
d extraction (acétone). L’absorbance des échantillons est mesurée a 230 nm apres une
incubation de 20 min.

Le pouvoir antioxydant est exprimeé en % d’inhibition du peroxyde d’ hydrogene selon
laformule suivante :
Pour centage d’inhibition (%) = [(At—Ae) / At]*100

At : Absorbance du témoain ;
Ae: Absorbance de |’ échantillon.
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[1.5.6. Test de blanchiment de p-caroténe

L’ acide linoléique qui est dans un systeme d émulsion aqueuse génére des radicaux
peroxydes qui vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement insaturé entrainant ainsi la
disparition de sa couleur rouge. La présence des antioxydants réduisent I’intensité de la
destruction du B-caroténe en neutralisant les radicaux libres dérivés et permet donc de

prévenir I’oxydation et le blanchissement du f-caroténe (Unten et al., 1997).

Le test de blanchissement de [B-caroténe est réalis¢ par la méthode de Sun et Ho
(2005). Une quantité de 2 mg de B-caroténe est dissoute dans 10 ml de chloroforme. 1 ml de
cette solution est additionné & 200 mg de tween 20 et 20 pl d’acide linoléique. Le chloroforme
est éliminé ensuite par évaporation et 100 ml de I’eau oxygénée diluée sont gjoutés et le
mélange résultant est agité vigoureusement. Un volume 0,1 ml de chague extrait est gouté a
un volume de 2 ml de I’émulsion du Pcaroténe/acide linoléique. L’absorbance des extraits est
mesurée a 470 nm aprés une incubation a 50°C pendant 120 min. Le témoin est préparé de la
méme maniére sauf que |'extrait est remplacé par le solvant d'extraction. L'activité
antioxydante (%) en termes de blanchissement de f-caroténe des extraits a été évaluée en

utilisant laformule suivante :

(%) = [(AA(120) — CC(120))/ (CC(0) — CC(120))]* 100

AA(120) : représente |’ absorbance en présence de I’ extrait at =120 mn.
CC(120) : représente I’ absorbance du contréle at = 120 mn.
CC(0) : représente I’ absorbance du contréle at = 0 mn.
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Chapitrelll. Résultats et discussion

I11.1. Résultats
[11.1.1. Dosage des polyphénols totaux

L’ analyse quantitative des phénols totaux est déterminée a partir de I’équation de la
régression linéaire de la courbe d' étalonnage présentée dans la figure 12 exprimé en mg

équivalent d’ acide gallique par cent grammes de la matiere seche.

Figure 12. Courbe d’ étalonnage de I’ acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

D’ apres nos résultats, |’ extrait de la partie aérienne de la plante Allium sp posséde une
teneur des phénols totaux de I’ ordre de 1636,84 + 20,482 mg EAG /100 g MS.

[11.1.2. Activité antioxydante
[11.1.2.1. Activité antioxydante totale

Lafigure 13 représente la courbe d étalonnage de I’ activité antioxydante totale ayant
pour équation : Y= 6,09x —0.012.

A partir de cette équation, on a pu déterminer que les extraits de la partie verte de la

plante étudié révelent une activité antioxydante totatle égale a 3047,55 + 75,09 mg EAG/100
g.

20



Résultats et discussion

Figure 13. Courbe d’ étalonnage de I’ activité antioxydante totale

[11.1.2.2. Pouvoir réducteur de fer

D’ aprés les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait de la plante étudiée et
d apres les avoir converti en matiére de masse en se servant de la courbe d’ étalonnage réalisée

dans les méme conditions de dosage des extraits (Figure 14), on a fait ressortir une activité

réductrice de fer de 367,39 + 10,91 mg EAG/100 g.

Figure 14. Courbe d’ étalonnage du pouvoir réducteur
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[11.1.2.3. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Le pouvoir antiradicalaire des antioxydants contenus dans I’ extrait vert d’ Allium sp est
d une valeur de 36,2609 + 0,4135 mg EAG/100 g de la matiére seche par référence a une
courbe d’ éaonnage (Figure 15).

Figure 15. Courbe d’ étalonnage de DPPH
[11.1.2.4. Activité chélatrice desionsferreux

La ferrozine complexe le fer (11) et forme un composé rouge magenta (Fe**-Férrozine)

permettant un dosage col orimétrique avec un maximum d’ absorption a 562 nm. La formation
de ce complexe est perturbée en présence d’ agents chélateurs aboutissant a une diminution de
la couleur rouge, qui est suivie par spectrophotométrie.

Les résultats de cette éude ont montré que les extraits de la partie aérienne ont une
activité chéatrice de fer égale a 100,978 + 11,741 mg EEDTA/100 g de la matiere seche

aprés avoir utilise une courbe d’ étal onnage correspondante (Figure 16).
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Figure 16. Courbe d’ étalonnage du pouvoir chélateur de fer
[11.1.2.5. Piégeage du radical hydroxyle

L’une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du
peroxyde d'hydrogene est basée sur |'absorption de cette molécule dans le domaine de I'UV.
Comme la concentration de H202 diminue par les composés piégeurs, la valeur d'absorbance

de ce dernier a 230nm diminue également.

Aprés avoir utilisé laformule suivante : (%) = [(At — Ae) / At]* 100, le pourcentage de
piégeage de H20- de I'extrait est estimé a 80,604 + 4,82%.

[11.1.2.6. Test de blanchiment de j -caroténe

Dans la présente étude, le pourcentage d’inhibition est de 71,250 + 4,677%.
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[11.2. Discussion

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante,
qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurale est
responsable de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques influencant I'extraction
des polyphénols. Entre autre, la solubilité des composés phénoliques est affectée par la

polarité du solvant utilisé (Mahmoudi et al., 2013).

L’ extraction des composés phénoliques des matrices végétales est une étape cruciale
qui dépend de la méthode et du solvant appropri€é, pour leur quantification et leur
classification (Brun et al., 1992). Selon Mokrani (2009), I’ objectif de |’ étape d’ extraction
des composés phénoliques a partir de la matrice vegétale est de libérer ses composes a partir
des structures vacuolaires, ou ils se trouvent par la rupture du tissu végéta ou par le
phénomene de diffusion.

Afin d évaluer I'activité antioxydante du poireau sauvage, nous avons réalisé des
extractions des feuilles de la plante en utilisant I’ Acétone 25% comme solvant. Ce choix est
basé sur une étude d’ optimisation précédente faite par Benchennaf et al. (2018), dont les
résultats montrent que I'acétone 25% est la meilleure concentration pour sa capacité a extraire

le maximum de composés phénoliques.

D’ autre part, selon Benchennaf et al. (2018), le rapport solide /liquide de 0.1/10 et la
durée d'agitaion de 30 mins sont ceux qui permettent dobtenir le meilleur taux de
polyphénols, avec en moyenne 1363.48+10.389 mg EAG/100g MS, pour cette raison on a
choisi la quantité de 100 mg de poudre verte, dans 10ml d’acétone 25% pour e dosage des

polyphénals.

Nos résultats ont montré que la teneur en polyphénols totaux (1636,84 + 20,482 mg
EAG /100g MYS) était trés elevés par rapport au celle trouvés par Turmen et al. (2005) dont
savaleur est de 300,8 mg/100g MS, ainsi que par rapport aux résultats de Bouabbache et al.
(2018) qui ont rapporté des teneurs en polyphenols de 75,11 + 7,95mg EAG/100g MS.
Marinova et al. (2005) ont relevé des teneurs de 35,7 mg/100g MF et M okrani (2009) a noté
une teneur de 998,7 mg/100g M S (96,8 mg/100g MF) pour les feuilles du poireau sauvage.

Les différences constatées entre les teneurs en polyphenols de la présente éude et

celles indiquées dans la littérature peuvent étre dues aux plusieurs facteurs tels que la variété,
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I’ origine géographique et les conditions climatiques, le degré de maturité, la sensibilité de la

méthode d’ analyse utilisée et la durée et les conditions de la conservation (L ee et al., 2000).

Dans la présente étude, en comparant nos résultats de test du pouvoir réducteur de fer
dont la capacité réductrice est de 367,39 + 10,91 mg EAG/100 g avec les valeurs trouvées par
Bouabbache et al. (2018) et Himed (2015), nous constatons que |’ effet réducteur de notre
plante est plus remarquable. Pour le premier auteur, il annonce une capacité réductrice de
0,115+ 0 mg EAG/100 g.

Cette différence entre les résultats peut étre due a la concentration des extraits et cela
était expliqué par I’ é&ude de deuxiéme auteur, qui a monté que I’ absorbance augmente au fur
et & mesure que la concentration en extrait s éleve, ce qui signifie que le pouvoir réducteur

augmente avec |’ augmentation des concentrations.

Dans ce travail, les extraits de notre plante d’ Allium montrent une activité
antioxydante importante vis-a-vis du radical DPPH et du radical hydroxyle. Cette estimation
est basée sur la comparai son de nos résultats avec les résultats obtenus par Bouabbache et al.
(2018).

En outre, les résultats du pouvoir chélateur de fer exécuté par les composés
phél oniques contenus dans |a partie verte de notre poireau sauvage est notable par rapport aux
résultats obtenu par Ben Arfa et al. (2015). En revanche, le test de blanchiment de g -
carotene a monté un pourcentage d’inhibition supérieur a celui trouvé par Himed (2015).
Selon Liyana et al. (2006), un extrait qui inhibe ou retarde le blanchissement du 3 -caroténe

peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire.

Cependant, I’ activité antioxydante des extraits végétaux dépend de plusieurs facteurs
tels que la teneur en divers antioxydants, les conditions climatiques de croissance et |e stade
de maturité, la température et durée de stockage, la teneur en eau et le pH, le type et la
polarité du solvant d'extraction, les méthodes de séparation et la pureté des composés
bioactifs, ainsi que les techniques d’ analyse et le substrat utilisé (Prior et al., 1998 ; Amin et
al., 2004 ; Zhao et al., 2007).
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Conclusion et perspectives

De nos jours, on sintéresse de plus en plus aux substances possédant des propriétés
antioxydantes, qui sont fournies a la population humaine sous forme de composants
alimentaires ou de produits pharmaceutiques préventifs spécifiques. Nous étudions la capacité
antioxydante de la partie verte du poireau sauvage qui est bien connus pour leur utilisation

ethnopharmacol ogique en médecine traditionnelle.

Les résultats obtenus dans cette éude indiquent que le taux des polyphénols dans la
partie verte d’ Allium sp est important ce qui explique la présence d’ une activité antioxydante
forte, si bien que les valeurs des tests du pouvoir réducteur de fer, piégeage du radical libre
DPPH, activité chélatrice des ions ferreux, piégeage du radica hydroxyle et test de

blanchiment de -caroténe ont été tres élevés par rapport aux résultats des autres travaux.

Enfin, il serait auss intéressant d orienter les recherches scientifiques vers la
réalisation des études approfondies afin d’isoler et identifier les molécules naturelles
responsables de cette forte activité antioxydante. Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent

étre envisagees :

» Laréalisation des tests (in vivo) des extraits optimaux afin de déterminer leurs
effets sur la santé.

» L’éude des activités antibactériennes, anti-inflammatoire des composés
phénoliques notamment sur des especes pathogenes.

> L'utilisation des techniques d analyse avancées (HPLC, RMN... etc) pour
mieux quantifier et identifier les antioxydants de cette plante.
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Résumé

Le poireau sauvage est une alliacée appartenant au genre Allium. Depuis I’ antiquité, cette plante a été utilisé
comme légume, épice et en tant que plante médicinae. Le but du présent travail est de quantifier la teneur des
polyphénols totaux et d'évaluer I’ activité antioxydante des extraits acétonique (25%) de la partie verte d’ Allium sp. La
quantification des phénols totaux a été effectuée par la méthode de Folin-Ciocalteu tandis que I’ activité antioxydante a
été évaluée en utilisant les tests suivant : |’ activité antioxydante totale (TAC), le pouvoir réducteur (FRP), le DPPH, la
chéation de fer (FIC), le piégeage d'H20O: et le test du blanchiment de S -caroténe. Lateneur en polyphénols totaux qui
a été enregistrée est de I’ ordre de 1636,84 + 20,482 mg EAG /100g MS. La partie verte de la plante étudié arévélé une
activité antioxydante totale de I’ ordre de 3047,55 + 75,09 mg EAG/100g MS et une activité réductrice de fer de |’ ordre
de 367,39 + 10,91 mg EAG/100g. En outre, le pouvoir antiradicalaire et I’ activité chélatrice de fer des antioxydants
contenus dans les extraits est d'une valeur de 36,2609 + 0,4135 mg EAG/100g MS et de 100,978 +11,741 mg
EDTA/100g M S respectivement. Alors que le pourcentage de I’ activité inhibitrice de peroxyde d' hydrogene et le test de
blanchiment de B -caroténe sont estimés a 80,604 + 4,82% et a 71,250 + 4,677% respectivement.

M ots clés : Composés phénoliques, Activités antioxydantes, Poireau sauvage (Allium sp).

Abstract

Wild leek is an allium belonging to the genus Allium. Since antiquity, this plant has been used as vegetable,
spice and as a medicinal plant. The purpose of the present work isto quantify the content of the total polyphenols and to
evaluate the antioxidant activity of the acetonic extracts (25%) of the green part of Allium sp. The quantification of total
phenols was performed by the Folin-Ciocalteu method while the antioxidant activity was evaluated using total
antioxidant activity (TAC), reducing ability (FRP), DPPH, chelation (FIC) test, H202 trapping and B-carotene
bleaching test. The total polyphenol content that has been recorded is of the order of 1636.84 + 20.482 mg EAG / 100g
DM. The green part of the studied plant revealed a total antioxidant activity of the order of 3047.55 + 75.09 mg EAG /
100g DM and an iron reducing activity of the order of 367.39 + 10.91 mg EAG / 100 g DM. In addition, the antiradical
power and the iron chelating activity of the antioxidants contained in the extracts are 36.2609 + 0.4135 mg EAG /
100g DM and 100.978 + 11.741 mg EDTA / 100g DM respectively. While the percentage of hydrogen peroxide
inhibitory activity and B-carotene bleaching test are estimated at 80.604 + 4.82% and 71.250 £ 4.677% respectively.
Key words: Phenolic compound, Antioxydant activities, Wild leek (Allium sp).



