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Glossaire médical

Glossaire Médical

L’idiosyncrasie: est le comportement particulier, propre a celui-ci, d'un individu face
aux influences de divers agents extérieurs. Le concept général est parfois nommé «
idiosyncrasisme »

hypersensibilité non allergique: I’hypersensibilit¢ est non allergique quand le
mécanisme immunologique n’est pas prouvé. C’est le cas des réactions a 1’aspirine,
des fausses allergies alimentaires par exces de consommation de produits riches en
amines vasoactives, de l’intolérance au lactose. Pour I’allergie alimentaire ou
médicamenteuse, cette hypersensibilité non allergique était appelée intolérance.

La dermatite atopique (ou eczéma atopique, ou dermite du nourrisson, anciennement
eczéma constitutionnel) est une pathologieallergique touchant la peau et atteignant
préférentiellement les enfants, évoluant par poussée, de diagnostic clinique et dont le
traitement est symptomatique;

Régime oligoantigénique, un régime hypoallergéne, qui élimine les allergenes
communs comme les noix, les produits laitiers, le chocolat et les agrumes, "les études
ont fourni des opinions mitigées sur son efficacité".

urticaire, (nom féminin, latin : urticaria, dérivé de urtica, ortie) est
une dermatose inflammatoire marquée par un cedéme dermique(urticaire superficielle)
ou dermo-hypodermique (urticaire profonde). La forme superficielle est la plus
fréquente. Elle s'exprime par une éruption cutanée érythémateuse et papuleuse dont les
lésions sont typiquement fugaces, migratrices et prurigineuses. Le diagnostic
est clinique.

Orthorexie nerveuse: (du grec orthos, « correct », et orexis, « appétit ») est un
ensemble de pratiques alimentaires, caractérisé par la volonté obsessionnelle d’ingérer
une nourriture saine et le rejet systématique des aliments per¢cus comme malsains
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Introduction

£’homme a toujours utilisé le végétal pour s’alimenter et se soigner. De nos jours, de

nombreux aliments sont consommés méme hors saison grace a leurs conservations par les
additifs alimentaires ; néanmoins, ces molécules chimiques le rendent de plus en plus moins
naturel et par conséquent une nouvelle source de molécules oxydantes nuisible a la santé

humaine.

Le stress oxydatif et les moyens de le combattre constituent un axe de recherche

d’actualité. Dans cette optique I’étude et la recherche de substances antioxydantes d’origine

végétale est d’un intérét majeur.

ZLe consommateur préfére toujours des aliments avec le moindre possiblede produits

chimiques, c’est pour cette raison et pour la conservation des qualités nutritionnelles et
sensorielles, que des chercheurs se sont intéressés a la recherche des inhibiteurs naturels du

brunissement enzymatique des aliments (Peschel ez al., 2005).

Allant dans ce sens,le présent travail s’inscrit donc dans cette recherche de nouveaux

composés qui peuvent trouver une utilisation en biotechnologie agroalimentaire. Pour cela,

une plante de la famille des Fumareacées, « Fumaria agraria », originaire de Bejaia-Algérie,

a fait I’objet d’une investigation approfondie. La sélection de cette espéce s’est basée sur des
considérations chimiotaxonomiques (sa richesse en substances bioactives notamment en
alcaloides isoquinoléines) et sur son utilisation en médecine traditionnelle (la régulation des

fonctions hépatobiliaires notamment).

Des ¢tudes préliminaires sur cette plante et d’autres especes du méme genre ont montré

son effet antioxydant (Maiza-Benabdesselam et al., 2007b), ce qui nous a poussés a apporter

des ¢léments de connaissances chimiques et biologiques relatifs a cette plante.

Ainsi, ’extrait d’alcaloides totaux, une fraction alcaloidique contenant plus de 60% de
protopine (Bougoffa-Sadaoui et al., 2015) et ’extrait brut des acides phénols de la partie
aérienne de cette plante furent soumis a une série de tests sur la cinétique inhibitrice de
I’activité de la peroxydase végétale afin d’investiguer son potentiel vis-a-vis le brunissement

enzymatique des aliments.
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Introduction

£a méthode de travail, que nous avons adoptée, est basée sur une action
pluridisciplinaire, visant la valorisation de la maticre végétale ; autrement dit, (i) une
extraction des alcaloides totaux, une extraction par fractionnement des alcaloides
etl’extraction brut des acides phénols a partir de la partie aérienne de la plante ;(ii) ainsi que
I’évaluation de leur degré inhibiteur vis-a-vis d’un extrait brut de la peroxydase du chou afin
de lutter contre le brunissement enzymatique des fruits et légumes. (iii) Par ailleurs, une
technique analytique couplée, la GC/MS, est aussi utilisée dans le présent travail, afin

d’effectuer une caractérisation des acides phénols de I’extrait brut d’acide phénolique.
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Synthese bibliographique

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet a coté des métabolites primaires classiques, ils
accumulent fréquemment des métabolites secondaires dont la fonction physiologique n’est
pas toujours évidente, mais qui représentent une source importante de molécules utilisables
par ’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou I’agroalimentaire.
Ces substances actives sont principalement les composés phénoliques, les alcaloides, les

huiles essentielles,.. .etc.

Dans notre partie bibliographique, en complément a la partie pratique, nous

évoqueront les composés phénoliques ainsi que les alcaloides.

I. Les substances bioactives

I.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux caractérisés
par la présence d’un ou plusieurs groupes hydroxyles, attachés a une structure aromatique.
Ces composés sont souvent liés a des glucides, surtout lorsqu’ils sont en solution dans le suc
vacuolaire. Cette combinaison se fait par des liaisons d’acétate de type éther-oxyde, dans le
cas des acides phénols les combinaisons sont assurées par des liaisons esters. Cette

combinaison donne naissance a des O-hétérosides (Ribereau-Gayon et al., 1968).

Ces métabolites secondaires exercent un role essentiel dans le développement et la
reproduction de la plante. Ils sont des molécules anti-oxydantes a caractére souvent
hydrophile. Ils ont un role protecteur contre les différents prédateurs et pathologies et contre

les radiations ultraviolettes (Lee et al., 2004).

Plusieurs classifications ont été proposées, la plus employée est celle préconisée par
Ribereau-Gayon (1968) qui les classe selon leurs propriétés chimiques en trois classes : Les

acides phénoliques, les flavonoides et les tanins.

Les polyphénols, groupe de molécules de structures variées, ils suscitent actuellement
beaucoup d’intérét en raison du bénéfice qu’ils pourraient apporter en terme de prévention des
maladies liées au vieillissement : infarctus du myocarde, cancer, maladies

neurodégénératives...etc (Leong & Shui, 2002).
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1.2. Les alcaloides :

Le terme alcaloide ou « alkaly-like » (al kaly= la soude ; like= qui a I’apparence) a été
proposé pour la premiere fois par le pharmacien Meissner, 1818 comme étant des substances
naturelles alcalines. Ce n’est que récemment, que Pelleter les a présentés comme des molécules
organiques de structures cycliques contenant un atome d’azote intracyclique «N» (Santavy,

1970).

Les alcaloides ont un rdle trés important dans le végétal comme ’odeur, la couleur le
golt et surtout la protection et la défense contre les agressions externes, ils sont aussi

considérés comme une forme de réserve d’azote (Santavy, 1970).

Les alcaloides sont formés principalement a partir de divers acides aminés ; la lysine,
la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ces acides sont le point de départ de la

synthese de plusieurs molécules alcaloidiques (Shakil, 1998).

Les alcaloides ne constituent pas une catégorie définie de composés chimiques en
raison de la variété de leurs structures moléculaires. Les scientifiques classent les alcaloides
selon plusieurs critéres a savoir le rdole biologique, la voie de biosynthése, la structure
moléculaire (Hopkins, 2003). Celle qui prendre en considération en plus de la structure,
I’origine biosynthétique du composé, les mis en trois classes: Les Proto-alcaloides, les
pseudo-alcaloides et les vrais alcaloides. Ces derniers dérivent d’acides aminés, et posséde un
noyau hétérocyclique, parmi eux « les isoquinoléines », trés abondant dans les espéces du

genre Fumaria qui font ’objet de notre étude (Shakil, 1998).

Ce groupe de composés est considéré comme étant le plus important groupe des
alcaloides hétérocycliques, il est de structure complexe et donc trés vaste, ce qui donne lieu a
une large gamme d’activités biologiques dans les plantes des familles suivantes: les

Fumariaceae, les Papavariaceae.. .etc.
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11. Les Fumariacées

Les Fumariacées sont une petite famille de plante dicotylédone de 15 genres réparties
en 400 especes. Le genre Fumaria, a lui seul, comprend une cinquantaine d’espéces (Sousek

et al., 1999).

Comme toute plante, la famille des Fumariacées renferme en plus des sels minéraux
(sels potassiques) des métabolites primaires qui sont indispensables pour la vitalité¢ de la
plante. La transformation de ces composants (métabolites primaires) donne naissance a une

deuxiéme catégorie de constituants : « les métabolites secondaires » (Raven et al., 2003).

La fumeterre est particulicrement réputée pour sa teneur en métabolite secondaire
notamment : les acides phénols, les flavonoides et les alcaloides isoquinoléiques. Le tableau
ci-dessous (tableau I) résume la composition en alcaloides et acides organiques de I’espece
Fumaria agraria (celle utilis¢ dans notre partie pratique) (Sousek et al, 1999 ; Bougoffa-

Sadaoui et al., 2015)

Tableau I : composition chimique en alcaloides isoquinoléiques et acide phénoliques de la partie

aérienne de F.agraria (Sousek et al., 1999 ; Bougoffa-Sadaoui et al., 2015)

Alcaloides isoquinoléiques Acides phénoliques
Adlumiceine, Coptisine, Cryptopine, | Acides  Caféique, = Fumarique, = Malique,
Fumariline, Protopine, Stylopine, Parfumine, | Cinnamique, Succinique, Lactique,
Bulbocapnine, ...etc. Eritique,.. .etc.

La Fumeterre a ¢était longtemps utilisée dans le traitement de plusieurs maladies,
principalement contre les troubles digestifs, la régulation des fonctions hépatobiliaires et dans

le cas des migraines d’origine digestive (Gilani et al., 2005).

D’autres effets ont été mis en évidence notamment, des effets antioxydants (Maiza-
Benabdesselam et al., 2007b ; Khamtach-Abderrahim ez al., 2017), des effets anti-

inflammatoire (Bribi ef al., 2016) et un effet anti-cancereux (Bougoffa-Sadaoui et al., 2015).
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De nos jours, plusicurs médicaments a base de la fumeterre sont commercialisés.
« L’Actibil gélules », «1’Actisan digestion » et «Superdiet ampoules » favorisent la
production de bile par le foie et sa sécrétion dans l'intestin, facilitent les fonctions

d'élimination rénale et aident a la perte du poids respectivement (Marchand e al., 2004).

L’homme a toujours utilisé le végétal pour se soigner et s’alimenter. De nos jours, de
nombreux aliments sont consommés méme hors saison grace a leurs conservations par les
additifs alimentaires, qui agissent contre le brunissement des aliments afin de préserver leur

qualité nutritionnelle et organoleptique.

III. Le brunissement des aliments

De nombreuses denrées alimentaires subissent avec le temps des réactions complexes
conduisant a la formation de pigments bruns-noirs associés a des modifications d’odeur et de
saveur. Ces changements de coloration consistent en un phénomeéne dit « le brunissement »
qui se produit aussi bien au cours du vieillissement d’aliments, que pendant la mise en ceuvre
des différents procédés de fabrication ou de conservation. Ces réactions de dégradation
modifientles caractéristiques organoleptiques et nutritionnelles de 1’aliment via la formation
de pigments bruns mutagenes, tératogénes ou encore cancérigéne. Dans d'autres cas, certaines
de ces réactions sont recherchées pour donner a I'aliment la couleur et le goit désiré (crotte

de pain, chips, café, cacao,...etc) (Amiot et al., 1992).

Deux principaux types de réactions peuvent étre appréhendés, il s'agit des réactions

de (Bouquelet, 2008):

> Brunissement non enzymatique : C’est une réaction, le plus souvent non oxydative,
qui induit la formation de pigments de mélanines, par chauffage d’un mélange de sucre
et d’acides aminés en présence d’H,O. On peut citer, a titre d’exemple, le phénomene de

caramélisation.

> Brunissement enzymatique : Qui ne se rencontre que dans le traitement des fruits et
légumes et de certains crustacés. Sous I’action de certains enzymes végétales
(polyphénol-oxydase, peroxydases,...etc), les composés phénoliques s’oxydent
facilement en quinones en présence d’oxygene.Les quinones formées s’oxydent a leur
tour, sans faire appel a des enzymes particulicres, et se polymérisent en donnant des

composés bruns dit « polyquinones »
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IV. La peroxydase végétale :

Les peroxydases végétales (E.C. 1.11.1.7), appelées aussi peroxydases de classe III
jouent de grands rbles dans la croissance, le développement et le systeme de défense des
plantes. Elles catalysent 1‘oxydation de plusieurs substrats dont les phénols en présence du

peroxyde d‘hydrogéne (H,0;) (Maciel et al., 2007)

Les peroxydases sont des hémoprotéines contenant une composante glucidique. Leur
groupement prosthétique est constitué par la protohématine IX qui est une porphyrine (4
noyaux pyrrols en cercle) liée a un atome de fer sous forme ferrique (Baaziz et al., 2006) (Fig

01).

\  Sucres Forphyrine
\ s M2
H CHy
\\/x\\\/'\\\ b2
1 CH
\_n_ M=
Fed*
\\_n.' 'u...\)
< | )-Cﬂg
V\/
2 Oy
“th
i
v‘c\
0 o oH

Figure 01 : La structure monomérique de la peroxydase du raifort (Baaziz et al., 2006)

Les peroxydases sont des oxydoréductases qui catalysent l'oxydation d'un substrat
(donneur de protons) en présences du peroxyde d'hydrogene (H,0;). La réaction globale est

du type :

2 AH; + H,0; ————-- >2 H,0+2 AH

La catalyse déclenchée par le H,O, permet la formation d’enzyme transitoire. En

régissant avec un donneur de proton (RH3;), ces derniéres donnent naissance a des radicaux
libres (RH") qui peuvent former des polyméres en réagissant entre eux (Fig 02) (Maciel et al.,

2007).
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Composé I

Hoow 22 o
. | +

— > @ Radical
Feld Fed porphyrine

AH" AH2
+OH‘47 0 . +
IIX AH +H
iz (S

Peroxydase

Fed Composé 11
7 4 i Hy0, En excés
C-0 0-0 ¥
CDICD P
- la=\ " N
2 AH" + AH" —» HA-AH |
Fe2 Composé ITI Fe AH® + AH® —» A + AHj
+
\ Enzyme active | ‘H + OH — H0

Figure 02: Mécanisme catalytique de la peroxydase (Maciel et al., 2007)

En utilisant le gaiacol comme substrat (donneur de proton H'), la réaction donne
naissance au tétra-gaiacol, composé rouge rouille (absorbant la lumiére & 470 nm) (Rani et et

al., 2006 ) (Fig 03).

OCH3 OCH3
OCH5 0-0
OH Peroxydase
4 + 2H20; —— + 4H,0
Gaiacol 0-0
OCH3 OCH3

Tétragaiacol

Figure 03: La réaction catalysée par la peroxydase (Rani et et al., 2006 )

Partie bibliographique Page 8



Synthese bibliographique

Extraites des feuilles et testées avec le gaiacol comme substrat, ces enzymes sont
hautement résistantes a la dénaturation par chauffage (Fig 04). Elles présentent un pH

optimum moyen allant de 5 4 6,5 (Baaziz, 1989).

50°C| a [s5°c) | B0 =C

Activité Peroxydase (%)

[F1]
-
L=
-
u

0 5 0 15 0 5 10 15 20
Temps (min)

Figure 04 : Effet de la température sur ’activité des peroxydases végétales (Baaziz, 1989)

V. Inhibition du brunissement enzymatique :

L’acidification du milieu ou un traitement a température ¢€levée (70 a 90°C), les
sulfites, qui sont des inhibiteurs puissants du brunissement enzymatique, sont trés souvent
utilisés pour prévenir les brunissements, ainsi que l'utilisation d’additifs (NaCl, CaCl,)

(Fayad-Dahouk, 1998).

L’inhibition du brunissement peut étre due a une inhibition directe de I’enzyme (cas de
la Quercétine) ou par réduction et pi¢geage des quinones (cas de la vitamine C) résultants de

I’oxydation des polyphénols (Hemeda et al., 1990).

Le consommateur préfere toujours des aliments avec le moins possibles de produits
chimiques qui sont une nouvelle source de molécules oxydantes contre la santé humaine, pour
cette raison et pour la conservation des qualités nutritionnelles et sensorielles, que des
chercheurs se sont intéressés a la recherche des inhibiteurs naturels du brunissement

enzymatique des aliments (Fayad-Dahouk, 1998).
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VI. Additifs alimentaires et danger :

D’apres le comité FAO-OMS (FAO : Food & Agriculture Organisation) , un additif
alimentaire est défini comme une substance dotée ou non d’une valeur nutritionnelle, ajoutée
intentionnellement a un aliment dans un but technologique, sanitaire, organoleptique ou
nutritionnel. Son emploi doit améliorer les qualités du produit fini sans présenter de danger
pour la santé, aux doses utilisées. Il peut étre d’origine naturelle : minérale (sulfites, nitrite
etc.), végétale (épaississants extraits de graines, d’algues etc.), animale (colorants comme le
carmin de cochenille) ou artificielle : produits de transformation de substances naturelles
(amidons transformés comme agents de texture etc.), de fermentation (enzymes, gommes
xanthane ...etc.), ou encore étre un colorant de synthése (érythrosine, indigotine) (Dutau et

al.,2002).

Les exigences parfois contradictoires des firmes de I’industrie agro-alimentaire et des
consommateurs conduisent a ’utilisation de nombreux additifs alimentaires. Leur évaluation
en matiere de sécurité est assurée par 1’ Autorité européenne de sécurité des aliments. Chaque
additif autorisé bénéficie d’un code type « Exxx». Source d’inquiétude, les additifs sont
régulierement incriminés pour expliquer des symptomes et des pathologies variées (Dutau et

al.,2002).

Une autre difficulté concerne la méconnaissance habituelle du mécanisme
physiopathologique de la toxicité des additifs alimentaires. On peut distinguer les quelques
additifs ou un phénomene IgE-dépendant est en cause, et ou les investigations seront celles
habituellement réalisées en allergologie alimentaire : c’est le cas par exemple du carmin de
cochenille (E120), des carraghénanes (E407), de la gomme adragante (E 413), du lysosyme
(E 1105) (Wiithrich et al., 1993).

Pour la plupart des autres additifs, le mécanisme est surtout celui d’une intolérance :
dans ce cas les tests cutanés et biologiques n’ont alors pas d’intérét. Dans cette situation, de
loin la plus fréquente, les termes utilisés sont nombreux : « idiosyncrasie », « intolérance »,

«hypersensibilité non allergique » (Worm et al., 2001).

L’additif peut se comporter comme un hapténe se liant a des protéines. 11 peut aussi
s’agir d’une augmentation de la perméabilité intestinale, d’une histaminolibération non

spécifique, d’une inhibition de la cyclo-oxygénase par la voie de la lipo-oxygénase avec
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augmentation de la production de leucotriénes. Deux études se sont intéressées a ce dernier

mécanisme.

La premicre étude, portant sur la dermatite atopique de 1’adulte avec intolérance aux
additifs, fait appel a un régime oligoantigénique et a des TPODAC « Test de provocation en
double insu contre placebo », avec mesure de la production de leucotrienes par les

basophiles circulants. En présence d’additif isolé, a doses croissantes de 0,2 a 200 pg/ml,

e Dans le groupe A (dix témoins non atopiques), il n’y a pas d’augmentation des
leucotriénes.

e Dans le groupe B (neuf patients améliorés par le régime, mais dont le TPO
« test de provocation oral » est négatif), on constate une augmentation des
leucotriénes dans deux cas sur neuf.

e Dans le groupe C (neuf patients améliorés par régime avec un TPO positif), les
leucotrienes sont augmentées dans sept cas sur neuf.

Comme résultats, la tartrazine (trois cas sur neuf), les nitrites (cinq cas sur neuf) et les

benzoates (quatre cas sur neuf) sont les plus souvent en cause dans le groupe C (Worm et al.,
2001).

L’autre étude argumente indirectement ce mécanisme en évaluant I’efficacité des anti-
leucotrienes chez 51 adultes agés de 15 a 71 ans présentant une urticaire chronique avec
intolérance aux additifs et/ou a I’aspirine confirmée par TPODACP. Ils sont répartis en trois
groupes de 17 patients traités par Montelukast (un antileucotriene) (10 mg), Cétirizine (un
antihistaminique H;) (10 mg) ou placebo. En étudiant pendant un mois le pourcentage de
jours sans symptome et de nuits sans réveil, I’efficacité du montelukast et de la cétirizine est

supérieure au placebo avec une efficacité plus importante de 1’antileucotriene (Pacor et al.,
2001).

La connaissance des mécanismes physiopathologiques reste encore trés floue et, a
I’exception de quelques substances particulieres ou la démarche diagnostique est calquée sur
celle de I’exploration générale de 1’allergie alimentaire, seuls les tests de provocation sont
capables d’affirmer le diagnostic. La prévalence, bien étayée chez I’adulte, étant faible par
rapport a l’allergie alimentaire IgE-dépendante, mais plus difficile a prouver en pratique
courante chez I’enfant en raison de la lourdeur des explorations a mettre en ceuvre (Bourrier,

20006).
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Malgré la tendance actuelle, dans les civilisations mondiales, du retour a la nature,
pouvant déboucher au maximum sur « [’orthorexie nerveuse », nouveau trouble du
comportement alimentaire décrit par les nutritionnistes, ou la crainte de toute contamination

des aliments (colorants et conservateurs compris) touche a la psychiatrie (Bourrier, 2006).
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Partie expérimentale (Chapitre I)

I. Matériels et méthodes :
1.1.Matériel :
I.1.1.Matériel végétale :

Notre étude porte sur une espece du genre Fumaria « Fumaria agraria » afin d’extraire
des substances bioactives. Le Chou (Brassica oleracea) nous a servi comme une source de la

peroxydase pour 1’étude de I’activité enzymatique.

A. La Fumeterre

La partie aérienne de Fumaria agraria (tige, feuilles, fleure et fruit) a fait I’objet de
notre étude afin d’extraire un ensemble de substances bioactives. La plante a été récoltée dans
les champs de « Ighrem » commune « d’Akbou » (GPS : 36°28°0”°’N et 4°31°0°°E) wilaya de
« Bejaia » la matinée du mois de Mars 2018 (moment de la fructification). Un échantillon
d’herbier a été¢ déposé a I’Herbier des Conservatoire et Jardins botaniques de Nancy, France

sous la référence “NCY013571” par le collecteur, Bougoffa-Sadaoui K. (2009).

La fumeterre est une plante herbacée, dicotylédone, de la famille des Fumariacées (Fig
05). Sa description peut étre résumée dans le tableau ci-dessous (Tableau II) (Susplugas et

al., 1975) .

Figure 05 : Photographie de Fumaria agraria dans son champ

Matériels & Méthodes Page 13



Partie expérimentale (Chapitre I)

Tableau II : Description de la plante du genre Fumaria (Susplugaset al., 1975 ).

Organe Description

Tige Epaisse, longue, grimpante, rameuse.

Feuilles Couleur verte, alternées, pétiolées et composées.

Fleurs Volumineuses de plus en plus rose aprés fécondation, seul les

pétales latéraux sont a appointe pourpre.

Fruits Formé d’une capsule, trés granuleux de plus de 2.4 mm de
largeur.
La floraison Mars — Juin

Certains Botanistes incluent les plantes des Fumariacées dans celles des Papavéracées

(Salinas et al., 2003 ).

v" Ordre : Ranunculales ;
v Famille : Fumariaceae / Papaveraceae ;

v Genre : Fumaria.

Dans notre région, la plante porte plusieurs appellations a savoir :

» En kabyle : Zallamit ; Tijujargisghi; Tigquadnyesghi (Idres & Madi, 2017) ;
= En arabe : Mesran elhed;] ; Hachichet archam (Haroumi & Nacef, 1979).

B. Lechou:

= Le chou utilisé comme source d’enzyme est celui commercialisé (Mars, 2018).
Le nom latin de l'espéce « Brassica » serait dérivé d'un mot composé, « bresic », qui
voulait justement dire « choux», alors que « oleracea » veut dire potager. La

classification de ce végétal est décrite ci-dessous (De-Fontnelleet al., 1836) :

= Régne : Plantea ; =  Famille : Brassicaceae ;
= Sous régne : Traceobionta ; = Genre : Brassica ;
= Division : Magnoliophyta ; = Espéce :Brassica oleraceaviridice

= Classe :Magnoliopsidae ;
= Sous classe :Dilleniidae ;

=  QOrdre : Capparales ;
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1.2.Méthodes :

1.2.1.Séchage, broyage :

Nos échantillons de Fumaria agraria ont été rincés a I’eau courant pour les débarrasser
de poussieres et d’autres particules, puis séchés a DI’étuve ventilée a 40°C jusqu’a
stabilisation du poids. Le séchage permet un meilleur broyage de la plante et donc une

meilleure extraction et conservation du matériel végétal (Debuigne, 1991).

Les échantillons séchés sont réduits en poudre fine a I’aide d’un broyeur électrique. La
poudre obtenue est conservée dans des récipients en verre et stockées a I’abri de la lumiere.
Le broyage permet d’avoir un meilleur rendement de la substance par augmentation de la

surface d’échange entre la maticre végétale et le solvant d’extraction (Debuigne, 1991).

1.2.2.Extraction des substances bioactives :

Toutes les extractions sont réalisées en utilisant le Soxhlet comme extracteur permettant

une extraction solide liquide, et I’éthanol comme solvant d’extraction.

On a tenté d’extraire, de la partie aérienne de F.agraria, les acides phénoliques, les

alcaloides totaux ainsi que des fractions alcaloidiques.

L’extraction des alcaloides est réalisée en se basent sur leur caractére alcalin.
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A. Extraction des alcaloides totaux « AT »:

L’extraction des alcaloides de la partie aérienne de F. agraria a été réalisée suivant le

protocole schématisé sur la figure 06 (Suau et al., 2002).

Evaporation sous vide

Délipidation par I’éther
de pétrole

Poudre végétale

Extraction éthanolique

Dissolution dans ’Hcl 2.5%

La phase aqueuse acidifiée
récupérée par filtration

Extraction par dichlorométhan

Filtration et élimination du
diclorométhane

=
SN

-
~

<4— .
~

-
~

Basidification par NH4OH (pH=S8)

Ajout du sulfate de magnésium

Extrait brut d’alcaloides totaux

Figure 06 : Schéma du protocole d’extraction des alcaloides totaux de la partie aérienne de
Fumaria agraria (Sueau et al., 2002).

B. Extraction des alcaloides par fractionnement:

Le processus de fractionnement ici utilisé est celui de Farzana (1997) avec des

modifications (Bougoffa-Sadaoui et al., 2015) (Fig 07).
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Figure 07 : Schéma d’extraction des alcaloides par fractionnement
(Farzana, 1997) in (Bougoffa- Sadaoui et al., 2015).

Matériels & Méthodes Page 17



Partie expérimentale (Chapitre I)

C. Extraction des Acides phénoliques :

L’extraction a été réalisée suivant le protocole recommandé par Sousek et ses
collaborateurs (1999). Les différentes étapes d’extraction sont schématisées sur la figure 08.

Cet extrait est soumis a une analyse GC-MS afin de déterminer le profil en acides organiques

et phénoliques de la partie aérienne de la plante.

Poudre végétale

Ll
a
€=
E—" "=~ =.< Extraction éthanolique
Extraction sous vide _.=7
<— "
~
Délipidation par I’éther = ~.~.4 Dissolution dans I’Hcl 2.5%
de pétrole B
La phase aqueuse acidifiée
récupérée par filtration
]
=
Extraction par I’éther |  _ .~ "~
diétylique

Extrait brut d’acides organiques

Figure 08: Schéma du protocole d’extraction des Acides organiques de la partie aérienne de
Fumaria agraria (Sousek et al., 1999).
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1.2.3.Taux d’extraction:

Les rendements massiques (MA) des déférentes extractions (EAP, AT et Fa),

sont déterminés par la formule suivante :

MA=M’-M

Le pourcentage (PA) est calculé comme suite :

PA=100% * MA/ PE

D’ou :

M : masse de la boite de pétri vide.

M’ : masse de | boite de pétri est pesée de nouveau remplis.
PE : masse de la prise d’essai (20g).

Fa : fractions alcaloidiques

EAP : extrait d’acide phénolique

AT : alcaloides totaux

1.2.4. Caractérisation de I’extrait brut des acides phénols par GCMS :

L’extrait brut des acides phénols subit une dérivatisation par sylilation afin de les rendre
plus volatiles en abaissant leur point d’ébullition. Ainsi ces molécules seront analysables par

GC-MS.
A. La dérivatisation :

Les groupements hydrogénes actif appartenant a un OH, un NH ou un SH seront
remplacer par un groupement triméthylsilyl en utilisant le « MSTFA » (N-méthyl-N-

triméthylsilyltrifluoroacetatmide) (Rambaud et al., 2005), selon le mécanisme ci-dessous :
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O Si(CH)s O Si(CHy);

R—AH + R—C=—H—Si(CH); -—-- > R—A—Si(CH); + R—C=—NH

0O
F /
Le MSTFA N
¥ |
F .
~ Tl\

L’extrait sec obtenu apres lyophilisation est solubilisé et silylé a 37°C pendant 30

minutes, ensuite 1’échantillon est laissé au repos pendant une heure a température ambiante
9

avant injection.

B. L’analyse GCMS

Les analyses ont été effectuées grace a un chromatographe GC-MS (Thermo Scientific
TRACE GC, Italy), équipé d’un passeur automatique d’échantillons, d’un injecteur
split/splitless et d’un spectrometre de masse DSQII (Thermo Scientific, USA). La colonne
utilisée pour les analyses chromatographiques est une colonne apolaire BPXS5 (SGE
Analytical Science, France) (30 m x 0,25 mm de diamétre interne, épaisseur du film : 0,25

um). L hélium a été utilis¢é comme gaz porteur a un flux constant de 1 ml/min.

La spectrométrie de masse a été réalisée en mode impact électronique (EI) a I'aide
d’une trappe ionique équipée d’une source interne. Les molécules ont été bombardées avec un
faisceau électronique d’une énergie de 70 eV. L’acquisition des données a été faite a partir de
5 min pour éviter le pic de solvant, pour une gamme de masse allant de 10 a 400 Da enregistré

a un débit de 6 scans/s. Les températures des différentes parties du spectromeétre ont été fixées

a 230°C pour la trappe et 280°C pour la ligne de transfert.

Le programme choisi pour I'analyse GC/MS débute a une température 70°C, maintenue

pendant 5 minutes, puis se poursuit par une montée en palier de 5°C/ min pour arriver a310°C

ou elle est maintenue pendant une minutes.
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L’injection a été réalisée en mode splitess durant toute la durée de I’analyse. Les
extraits ont été dilués dans du naphtaléne ou la pyridine de qualit¢ CLHP (Img/ml), et 1 pl

de la solution a été injecté via le passeur automatique.

Pour le traitement des données chromatographiques, les indices de Kovats de
chacune des molécules ont été calculés selon la formule suivante :
Log (4(x) — log (t(n))
Log (4(N))— log (¢(n))

t(x) : temps de rétention du composéa identifier

1K= 100 (n+

t(n) : temps de rétention de I'alcane ayant élué immédiatement avant le composéa identifier
t(N) : temps de rétention de I'alcane ayant élué immédiatement aprés le composéa identifier
n : nombre d’atomes de carbone de l'alcane ayant élué juste immédiatement avant le composéa

identifier

Les indices de Kovats sont les temps de rétention relatifs des substances analysées
par rapport & ceux d’une série d’alcanes linéaires injectés sur le méme appareil (ici

I’analyse a été effectuée a partir d’une série d’alcanes allant de C8 a C20) (Annexe 1).

Chaque acide organique et phénolique a été quantifi¢ par rapport a I’acide fumarique,
dont le sommet superficie mesurée en TIC a été fixée a une valeur de 100. L’identification
des composés a été faite par comparaison directe de leurs MS et le temps de rétention (Rt)
avec les données de la bibliotheque NIST et avec des données rapportée dans la littérature

(Sousek et al., 1999; Suau et al., 2002a; Suau et al., 2002b)

Il est nécessaire de noter qu’en plus de I’extrait des alcaloides totaux et des acides

phénoliques, seule la fraction FB sera évaluée pour son pouvoir anti-peroxydase.

Le choix de [l'utilisation de la fraction FB repose sur des études préalables,
antioxydantes et anticancéreuses, qui ont montré 1’efficacité de cette fraction en comparaison

au deux autres fractions FN et FA (Bougoffa-Sadaoui ef al., 2015).
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I.2.5. Evaluation de D’effet des extraits de F.agraria sur DPactivité enzymatique de

P’extrait brut de la peroxydase :

Le choix de I’étude de I’effet de nos extraits sur ’activité de cet enzyme est li¢ au fait
que ce dernier est probablement ’enzyme qui présente le meilleur rapport entre la facilité de

préparation et de conservation et la variété des applications pédagogiques possibles (Andrews
et al., 2000).

Les extraits de Fumaria agraria (AT, FB et EAP) sont testés pour leur pouvoir

antioxydant en estimant leur potentiel sur I’activité de la peroxydase végétale.

A. Préparation de I’extrait enzymatique :

Le travail est réalisé sur un extrait brut obtenu a partir de chou connu pour sa richesse
relative en peroxydase (Neves, 2002).

La préparation de notre extrait a été faite suivant les étapes schématisées sur la figure
09 (Ponce et al., 2004). 11 est a noté que toutes les étapes ont été réalisé a froid (dans un bac a

glace).

10 g du végétal (Chou)

Couper puis homogénéiser (tampon
phosphate a 0.06M, pH=6 ,2)

Filtration sur de la gaze

Centrifugation
10000g/15min/4

Surnageant dilué

Extrait enzymatique brut

Figure 09 : Schéma de préparation de I’extrait enzymatique de la
peroxydase (Ponce et al., 2004).
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B. Préparation des différents ¢éléments du milieu réactionnel :
Dans cette étude différentes préparations ont été faite a savoir:

¢ Préparation de H,0; a différents concentrations « 1 Substrat» (le peroxyde
d’hydrogene a 10 V est utilisé comme solution meére).

¢ Préparation d’une solution gaiacol a 1% « 2™ Substrat » (le gaiacol a 100 % est
utilis€ comme solution meére).

¢ Préparationd’une solution tampon phosphate a 0,06M et pH 6,2.

¢ Préparation des extraits de plante « AT, FB et EAP) et du standard « I’acide caféique »

a une concentration de 0,4 mg/ml et 0,1 mg/ml respectivement.

C. Mesure de I’activité de la peroxydase

Le choix de la concentration du substrat (H20,) et celle de I’extrait enzymatique brut a
¢été maintenu, apres plusieurs essais, dans le domaine de la linéarité de la courbe cinétique

de l'enzyme.

Le suivi cinétique de la réaction catalytique se fait en fonction de la concentration en

H;0,, en maintenant le gaiacol constant.

L’étude de la cinétique de la peroxydase a été effectuée selon le protocole de Ponce et
al. (2004) avec des modifications (Fig 10) en absence et en présence de nos extraits de

plante utilisés comme additifs.

Matériels & Méthodes Page 23



Partie expérimentale (Chapitre I)

Iml Solution « H;O, » (0.4 ; 0.8 ; 1.2 ; 1.6 & 2 mM)

1 ml Solution « gaiacol 1%»

0,2ml d’additif

1 ml d’Extrait Enzymatique 1/10

<

Lecture a 470 nm

Figure 10 : Mode opératoire de I’étude cinétique de I’activité peroxydasique
(Ponce et al., 2004).

La réaction est déclenchée immédiatement apres injection de ’enzyme et les mesures
de I’absorbance ont été enregistrées a 470 nm contre un blanc (sans enzyme) chaque 10

secondes pendant 2 minutes.

I. 2.6. Etude statistique

L’analyse statistique des résultats est donnée pour des expériences réalisées au moins
trois fois et de maniére indépendante. Les résultats sont présentés comme une moyenne +
écart-type. Le calcul de la moyenne et de l'écart-type sont réalisés avec Microsoft Excel
2007. Leur significativité a été évaluée par le test "Student" permettant la comparaison des
moyennes, celui-ci est effectué avec le logiciel "Statistica 7.1.2". Les résultats jugés

statistiquement différents lorsque p < 0.05 en comparaison au controle.
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II. Résultats et discussion :

L’utilisation de I’éthanol (99%) comme solvant, permet d’extraire le maximum de
composés, et possede 1’avantage d’étre plus facilement éliminé (volatile) et surtout moins

toxique que le méthanol (Ribéreau-Gayon, 1968).

Dans cette étude, la poudre de la partie aérienne de Fumaria agraria nous a permis de
préparer différents extraits a savoir, les alcaloides totaux, les fractions alcaloidiques et un
extrait brut contenant les acides phénols. Les taux d’extraction sont calculés par rapport a la

masse de la poudre végétale initiale.

II.1. Dosage massique des alcaloides totaux et des fractions alcaloidiques de la partie

aérienne de Fumaria agraria

Notre extraction a permis de récupérer un taux d’alcaloides totaux « AT » de
720mg/100 g du poids sec (PS) (0,72%), qui est inférieur a celui retrouvé chez la méme
espece Espagnole avec un rendement de 0,83% (Suau ez al., 2002). Ceci peut s’expliquer par
la différence de la région et la période de récolte. Ces résultats sont comparables a ceux trouvé
par Bougoffa-Sadaoui ef al. (2015) de la méme espéce récoltée en 2009, qui a donné un

rendement de 0,7%, ce qui confirme la reproductibilité du protocole d’extraction.

Par contre, notre résultat reste largement inférieur a celui trouvé par Maiza et al.,
(2007) qui allait a un taux de 2.66% (Fumaria bastardi)qui s’explique par la différence de la
méthode d’extraction, ou cette dernicre a utilisé un réactif spécifique précipitant sélectivement
les alcaloides (le réactif de Mayer). En terme de rendement, [’utilisation des réactifs
spécifiques aux alcaloides sont les plus efficaces ; alors que, d’un point de vue pureté, le
protocole d’extraction adopté dans notre cas (par simple entralnement des alcaloides sous
forme de sels par acidification) nous permet d’avoir un extrait brut d’alcaloides totaux le plus
pur possible (sans utilisation d’autres techniques plus avancées et plus couteuses pour la

purification telle que la chromatographie sur colonne).

Nos résultats restent meilleurs que ceux obtenus par Bruneton (1987), par
macération,avec untaux de 0,33% chez F. officinalis et une moyenne de (0,3 a 0.4 %) pour
d’autres plantes alcaloiféres (Bruneton, 1999), ce qui montre I’efficacité et la sélectivité de la

technique d’extraction utilisée dans notre étude.
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L’extraction par fractionnement de la partie aérienne de F.agraria a permis 1’obtention
de trois fractions alcaloidiques avec des taux variables : la fraction neutre « FN » (400 mg/
100 g PS), la fraction acide « FA » (50 mg/ 100 g PS) et la fraction basique « FB » (270 mg/
100 g PS). La méthode d’extraction par fractionnement, comparant aux taux récupérés par
Bougoffa-Sadaoui et ces collaborateurs (2015) ainsi que des études de fin de cycle des

années précédentes, montre sa fiabilité et sa reproductibilité.

Une analyse par GC-MS réalisée sur les mémes extraits alcaloidiques (totaux et
fractionnés) a démontré leurs richesses en alcaloides isoquinoléines avec abondance de la

protopine, la stylopine et la fumariline (Bougoffa-Sadaoui et al., 2015).

I1.2. Caractérisation par GCMS des acides phénols de la partie aérienne de F.agraria

De méme que précédemment, il a été calculé le rendement massique de 1’extrait brut des
acides phénols, ou on a enregistré une valeur de 5,72 %.Cet extrait a été¢ soumis a une analyse
GC-MS, les résultats sont présentés sur la figure 11etle tableau III. Au temps de rétention,
entre 10 et 40 minutes, 10 pics correspondant aux acides phénoliques ont pu étre détectées et

identifiées avec certitude.

L’acide Fumarique est le composant majoritaire ici identifié, tandis que les acides
Caféique, Oxalique, Lactique, Protocatechique, p-Coumarique, Cinnamique, Férulique et
esters d’acide Malique sont détectés comme des acides phénols mineures ou a 1’état de trace
(Tableau III, Fig 11).Pour la plupart de ces molécules, aucun standard n’a été injecté pour la
quantification absolue. L'abondance relative de chaque acide phénolique a ensuite été estimée
en fonction de la surface de pic sur le chromatogramme sur la base du courant ionique total
(CIT).Le pic de I’acide fumarique étant considéré comme la référence, sa surface était fixée a
100 ; pour une comparaison relative, la surface des autres pics a ensuite été exprimée en

pourcentage de cette référence (Tableau III).

Comme il est montré sur le chromatogramme de I’extrait des acides phénols (Fig 11), la
sylilation (Fig 11 B) permet une meilleure détection de certains métabolites notamment des

acides phénols comparant au chromatogramme de 1’échantillon nonsylilé (Fig 11 A).

Sur la figure 12 sont représentées les structures de quelques acides phénols identifiés

dans la partie aérienne de F.agraria
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Figure 11 : Chromatogramme GC-MS de I’extrait d’acides phénols de la partie
aérienne de Fumaria agraria. A) extrait sans dérivatisation. B) extrait avec
dérivatisation.
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Tableau III : Les acides phénols identifiés dans 1’extrait brut de la partie aérienne de F.agraria

Acide phénolique (tR min) Formule chimique | Abondance relative (% en
acide fumarique)*
Acide oxalique (12,4) C,H,04 0,80
Acide lactique (17,37) C3HgO3 0,46
Acide succinique (17,65) C4HsO,4 1,15
Acide fumarique (18,7) C4H,0,4 100
Esters d’acide malique (22,05) C4HsOs5 0,57
Acide protocatechique (29,65) C7HeOy4 0,23
Acide p-coumarique (32,32) CoHgO4 1,26
Acide cinnamique (33,58) CgHsO; 0,34
Acide férulique (35,23) C1oH;004 0,92
Acide caféique (35,88) CoHgO4 1,26

tR : temps de rétention

* . Abondance relative calculée a partir des surfaces des pics dans le chromatogramme obtenu en
courant ionique total par rapport a100% d’acide fumarique.
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Figure 12 : Structure chimique de quelques acides phénoliques identifiés dans la partie aérienne de
Fumaria agraria
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Il est connu que le type de substituant influence le temps de rétention des molécules a

analyser : la valeur de ¢R diminue en fonction de la substitution du groupe hydroxyle.

Comme nous I’avons décrit dans notre partie théorique, beaucoup de composés naturels
sont connus pour leur pouvoir antioxydant. Plusieurs tests in-vitro existent afin d’évaluer ce

parametre.

I1.3. Mesure de I’activité peroxydasique de I’extrait brut de chou :

Dans notre travail nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’efficacité des extraits de
F. agraria a inhiber I’activité¢ de la peroxydase (extrait enzymatique brut de chou) enzyme

responsable du brunissement des fruits et 1égumes.

Le choix du chou comme source d’enzyme (peroxydase) a été fait en se basant sur les
résultats obtenus par Ponce et ses collaborateurs (2004) qui en étudiant plusieurs extraits
végétaux, ont montré que I’extrait brut du chou présente la plus grande activité enzymatique
(29081,88 Ul/min/g) en comparaison a d’autres extraits tels que 1’extrait d’épinard (1745,87
Ul/min/g), D’extrait de laitue scariole (4647,21 Ul/min/g), d’épinard blette (1285,381
Ul/min/g), de laitue romaine (1014,53 Ul/min/g).

L’activité enzymatique de la peroxydase est déterminée par une méthode
colorimétrique, permettant d’estimer le taux de « gaiacoquinone » (produit coloré) issu de

I’oxydation du « gaiacol » (substrat incolore) en présence d’une molécule d’ H0;.

La représentation graphique V = f ([S]) (Fig 13), montre que I'enzyme « la peroxydase »
suit une cinétique Michaelienne vis-a-vis du substrat H>0;. D'aprés ce graphe, on constate
que la relation est proportionnelle entre la concentration et la vitesse enzymatique. Les

résultats obtenus sont statistiquement significatifs (p < 0,05).
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[ Figure 13 : La cinétique de la peroxydase ]

De la représentation précédente on procede a la représentation de Lineweaver - Burkl /
V =1/ ([S])(Fig 14) qui nous a permis de déterminer les différents parameétres cinétiques de
la peroxydase a savoir la vitesse maximale « Vmax = 0,05mM / sec » et la constante de
Michaelis - Menten« Ky - 0,25+ 0,02mM»y. L’¢étude statistique a montré que les résultats

obtenus sont statistiquement significatif (p<0,05).
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[ Figurel4 : Représentation de Lineweaver - Burkde la peroxydase
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Cette ¢tude a été étendue sur I’aspect cinétique de cette derniére en présence et en

absence de nos molécules (extraits de plante) utilisés comme conservateur alimentaire
I1.4. Test d'inhibition :

Dans le but de trouver un inhibiteur naturel de la peroxydase pour ’amélioration de la
biotechnologie alimentaire en minimisant l’utilisation des additifs chimiques, qui ont une
importante gamme de toxicité sur la santé humaine, nous avons donc étudié 1'effet des extraits

de la partie aérienne de F.agraria (AT, FB et EAP) sur l'activité de la peroxydase végétale.

Les mesures ont ¢été effectuées avec le gaiacol et ’H,O,comme substrats de I'enzyme.
L'influence du temps d'incubation sur l'inhibition de l'activité enzymatique a été examinée
jusqu'a 2 min. Une absorbance faible en présence de I’additif testé signifie une activité

antioxydant élevée.

Les tests d'inhibition ont été effectués pour les différents extraits (AT, FB et EAP) et
les taux d'inhibition ont été calculés et résumés dans le tableau VI, I’acide caféique « AC » a

été utilis€ comme standard connu pour son activité antioxydant.

Tableau VI : Taux d'inhibition de 1’activité peroxidasique par les extrait de F. agraria et

I’acide caféique.

Additifs (Extrait de plante) % d’inhibition
AT 42% + 0,05
FB 50% £ 0,01
EAP 38% £ 0,12

AC 0% (activation)

Selon le tableau ci-dessus(Tableau VI) la plus forte inhibition est observée avec la
fraction alcaloidique « FB » avec 50% d’inhibition a I’issu des 60 sec de la réaction

catalytique, vient par la suite les extraits « AT » et « EAP » avec, respectivement, 42% et
38% d’inhibition.
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Des ¢études menées par Ponce ef al. (2004) ainsi que Hemeda et ses collaborateurs
(1990) sur un extrait brut de la peroxydase de chou et d’autres végétaux, montrent qu’a des
concentrations variables en substances antioxydantes on note une activité anti-peroxydase
aussi importante. Par exemple a une concentration minimale inhibitrice [CMI = 0,05
ml/100(v/v)], cette activité est de 33% pour les huiles essentielles de « Syzygiuma

romaticum », elle est de 35% dans le cas de ’acide ascorbique (vitamine C).

D’aprés les courbes figurant la variation de l'inverse des vitesses réactionnelles
exprimées en « mM™ s» en fonction de l'inverse des concentrations exprimé en « mM™ »
pour différentes concentrations de substrat (H,0,) (Figl5) ont maintenant la concentration du
gaiacol constante, nous avons déterminé le type d’inhibition de chaque échantillon ainsi que
les paramétres cinétiques apparents (Vmaxapp et Kwyapp) en les comparant a la réaction

catalytique de la peroxydase en absence de tout effecteur (Fig 13).

Les Vmax,pp et Ky app sont calculés a partir de ces graphes, et le type d'inhibition de
chaque additif (extrait de plante et standard) est déduit a partir du point de rencontre de ces

tracés. Le tableau V et figure 15 regroupent les différents résultats obtenus.
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Tableau V : Type d’inhibition et parameétres cinétiques apparents de la peroxydase en

présence des extraits de F.agraria et standard

La
Concentration -1 Peo P ep s
M. Type d'inhibition
en extrait Vinaxypy (mM. Sec”) Kt app (mM) P
(Additif)
Extrait brut d’acide phénol
[C]=0,4 mg/ml 0,02 + 0,002 0,25 +0,01 Non-compétitive
Extrait d’alcaloides totaux
[C] =0,4 mg/ml 0,02 + 0,001 0,16 +£ 0,046 In-compétitive
Fraction basique « FB »
[C] =0,4 mg/ml 0,02 + 0,004 0,16 + 0,005 In-compétitive
Acide caféique
[C] =0,1 mg/ml 0,05 + 0,002 0,037 £ 0,057 Activation

L'ensemble des résultats obtenus montrent que la totalité¢ des extraits, aqueux (EAP) et
alcaloidiques (AT et FB), de notre plante ont la capacité d'inhiber 'activité de la peroxydase

III, en présentant des inhibitions de type : non-compétitive et in-compétitive respectivement.

Un inhibiteur non compétitif classique n'a aucune influence sur la fixation du substrat
et réciproquement, les sites de fixation du substrat et de l'inhibiteur sont distincts. En
conséquence, l'inhibiteur se fixe a l'enzyme libre « E » et au complexe « ES » ; de méme, le
substrat se fixe a l'enzyme libre « E » et au complexe « EI ».Les inhibiteurs non compétitifs
n'ont pas d'homologie structurale avec le substrat. Ce type d'inhibition est connu

cinétiquement par une diminution de Vmax tandis que le Ky reste inchangé.

Les résultats de la GC-MS de I’EAP (tableau III) montrent la richesse de cet extrait
en acides organiques et phénoliques. Il est important de noter que cet extrait (EAP) en plus
des composés précédemment cités, il contient d’autres molécules (des glucides, des acides

gras...etc) qui sont résumés sur le tableau IV (Annexe 2).
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Il est connu que les acides phénols présentent une analogie structurale au gaiacol
(substrat de la peroxydase), qui devraient, théoriquement, présenter une inhibition
compétitive. Dans notre cas, I’extrait des acides phénols « EAP » présente une inhibition de
type non-compétitive, qui peut s’expliquer par la présence d’autres molécules (tel que les
glucides ou acides gras) qui empéchent, par un encombrement stérique, 1’accés de ces
substances (acides phénols) au site actif. Aussi, ’extrait EAP est un extrait brut contenant un

mélange de molécules de structures variées et qui peuvent étre antagonistes.

En ce qui concerne les alcaloides (AT et FB) I’effet inhibiteur qu’ils exercent est de
type incompétitive dit aussi « inhibition par blocage du complexe intermédiaire » ; cette
appellation décrit mieux le mécanisme : I'enzyme et le substrat forment d'abord le complexe
enzyme-substrat (le complexe intermédiaire), puis l'inhibiteur se fixe a ce complexe. Dans ce
cas l’alcaloide se fixe sur un autre site autre que celui du substrat (site actif) vu qu’il est déja
occupé, et du aussi a ’absence d’analogie structurale entre les alcaloides et le gaiacol (le
substrat). Ce type d'inhibition est essentiellement observé pour des réactions

impliquant plusieurs substrats (notre cas).

L'inhibiteur incompetitive est caractérisé par la fixation sur I'enzyme complexé (ES). Ce
type d'inhibition est connu cinétiquement par une diminution de Ky et Vmax. En effet, il y'a
formation d'un complexe ternaire (ESI) (peroxydase-gaiacol-alcaloide) non productif. Ce
qui est intéressent, c’est que cette inhibition ne peut étre "levée" par un exces de substrat
puisque plus il y a de substrat, plus il y a formation de complexe ES et plus I'équilibre de

fixation de l'inhibiteur est déplacé en faveur du complexe ternaire ESI.

Dans les réactions catalytiques, plus le Ky est faible, plus l'activité enzymatique
maximale est atteinte pour un faible niveau de concentration de substrat. L'affinité de
'enzyme pour le substrat est forte. Il s'agit en général d'enzymes sélectives et/ou tres actives.
C'est par exemple le cas des peroxydases, qui doivent dégrader des composés toxiques, dés

des niveaux de concentrations trés faibles (Delannoy et al., 2013).
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Dans le cas de I’acide caféique, la vitesse maximale apparente (Vmaxapp) de la
réaction est la méme en fonction de la concentration en comparaison avec la réaction
catalytique en absence de tout effecteur (Vmax), tandis que la constante Michaelienne
diminue (Kyapp< Ky) (affinité de liaison est élevée). Dans ce cas cet acide phénolique
(acide caféique) présente le role d’un effecteur activateur en accélérant la réaction
d’oxydation du gaiacol (substrat) en gaiacoquinone (produit) sous I’action de la peroxydase,
qui se traduit par une augmentation de la « Do » en fonction du temps et de la concentration
en H,O; (substrat). Cette activation peut s’expliquer par la notion de dose (concentration) ;
autrement dit, I’acide caféique a certaine concentration (0.1 mg/ml dans notre cas) se

comporte comme un prooxydant et non pas comme un antioxydant (Defraigne and

Pincemail, 2008).
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Conclusion & perspectives

Au cours de la présente étude ayant pour objectif la recherche de nouveaux composés
naturels a intérét conservateur, deux extraits alcaloidiques (AT et FB) et un extrait brut
d’acides phénols (EAP) provenant de la partie aérienne d’une espece végétale algérienne
(Bejaia) « Fumaria agraria » choisie sur la base de son utilisation en médecine traditionnelle,
ont été évalués a 1’aide de méthodes physico-chimiques et biologiques, afin de mettre en

¢vidence les extraits les plus actifs et leur mode d’action.

La méthode d’extraction des alcaloides totaux, celle basée sur les propriétés
physicochimiques de ces substances (celle utilisée dans notre étude) est assez simple, et a
permis de récupérer un bon rendement (0.72%) avec une bonne pureté. Ces résultats sont
proches a ceux trouvés par d’autres auteurs (Suauet al., 2002 ; Bougoffa-Sadaoui et al.,
2015). L’extraction par fractionnement de la partie aérienne de F.agraria a permis 1’obtention
de trois fractions alcaloidiques avec des taux variables : la fraction neutre « FN » 0,4 %, la

fraction acide « FA » 0,05 % et la fraction basique « FB » 0,27 %.

Lrutilisation de la technique analytique couplée « GC/MS » pour déterminer le profil
chromatographique des acides phénols,a permis de mettre en évidence 10 acides phénoliques :
L’acide Fumarique est le composant majoritaire identifi¢, tandis que les I’acide Caféique,
acide Oxalique, acide Lactique, esters d’acide Malique, acide Protocatechique, acide p-
Coumarique, acide Cinnamique et acide Férulique sont détectés comme des acides phénols

mineures

Les plantes du genre Fumaria ont été choisies pour I’étude de activité antioxydante

sur le principe de leurs utilisations en médecine traditionnelle.

L’étude de Deffet des extraits de F. agraria sur la peroxydase a montré une activité
inhibitrice appréciable, plus importante dans le cas de la fraction FB suivi des AT et EAP.
Ce test confirme les capacités antioxydantes de nos extraits (Maiza-Benabdesselam et al.,

2007b).
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La connaissance de type d’inhibition de I’enzyme est un facteur trés important dans le
choix de I’additif naturel en question (I’extrait de plante). La peroxydase intervient surtout
dans les phénoménes de brunissement enzymatique des végétaux qui peuvent avoir des
conséquences néfastes sur la qualité organoleptique de nombreux fruits et légumes. Pour
pallier cet inconvénient on fait généralement appel a des antioxydants de syntheése (additifs

chimiques tel que la vitamine C).

La capacité d’inhibition de cette enzyme par certains extraits végétaux donne une
alternative a [I’utilisation de ces composés synthétiques. Un approfondissement des
connaissances dans ce domaine a pour but d'aider les technologues dans la recherche
d'inhibiteurs naturels et non toxiques du brunissement, applicables sur des fruits et légumes

frais et/ou transformés.

En résumé, nos travaux ont permis de mettre en évidence pour la premiére fois 1’effet
des extraits de la partie aérienne de Fumaria agraria sur le brunissement enzymatique des
aliments via I’inhibition de la peroxydase III. Des études complémentaires sont a envisagées
afin d’évaluer le degré de toxicité de ces additifs naturels (nos extraits). Pour ceci on peut
procéder a des tests in-vivo sur des animaux de laboratoire (souris) qui recevront ces additifs
incorporés dans la nourriture. Ceci nous permettra de controler la dose administrés qui peut
étre plus importante que celle utilisée dans nos tests précédents vu qu’elle subirait le premier

passage hépatique ainsi que gastrique.
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ANNEXES

Annexe 1 : Matériel et produits utilisés
1- Appareillage :

e Ampoule a décanté.

e Balance de précision : BP 310P
e Barreaux magnétique.

e  Béchers.

e Broyeur.

e Burette.

e Centrifugeuse.

e Entonnoir.

e Eprouvette gradué.

e FEtuve: BINDER BD 53.

e Fioles

e Hotte.

e Micropipette.

e pH metre : WTWPH 422.

e Pipette.

e Rotavapor : Heidolph.

e Soxhlet : BEHR labortechnik.
e Spatule métallique.

e Spectrophotométre UV-visible SHIMADZU 1240.
e Tubes a essais.

e Verre de montre.

2- Produits chimique :

e Ammoniaque.

e (Carbonate de sodium (Na,COs3).
e Chloroforme.

e [Eau distillée.

e Ethanol.

e Ether de pétrole.

e Sulfate de magnésium.

e Tampon phosphate (pH= 6 .6, M= 0 .2).



ANNEXES

Annexe 2 : Résultats et discussion

Tableau IV : les composés identifiés dans 1’extrait brut de la partie aérienne de F.agraria

Composé (tR min)

Formule chimique

Abondance relative (% en
acide fumarique)*

C3HeOs5

Acide lactique (9,64) 0,69
Hydroxylamine (11,29) H;NO 1,15
Acide oxalique (12,4) C,H,0,4 08
Acide lactique (17,37) C;Hg0; 046
Acide succinique (17,65) C4HO4 115
Acide fumarique (18,7) C4H404 100
Esters d’acide malique (22,05) C4HcOs 0,57
Acide protocatechique (29,65) C;HcO4 02
Acide oxalique (12,4) C,H,0,4 0.23
D-fructose (30,25) CeH1206 4,48
D-fructose (30,46) CeH1206 4,48
D-galactose (30,75) CeH1206 8,51
D-galactose (31,15) CeH1206 1,38
Acide p-coumarique (32,32) CoHgO3 1,26
Acide cinnamique (33,58) CoH;0, 0,34
Acide palmitique (34,26) C1H3,0, 1,49
Acide férulique (35,23) C1oH 1004 0,92
Acide caféique (35,88) CoH;04 1,26
Acide stéarique (37,8) C15H3¢0; 253




Résumeée :

Fumaria agraria est une plante de la famille des Fumariaceae, qui sont réputées pour leurs
multiples utilisations thérapeutiques. Ces propriétés pharmacologiques sont dues a leur
richesse en substances actives, notamment en alcaloides isoquinoléiques. Nous nous sommes
intéressées d’une part a ’extraction des acides phénols « EAP », des alcaloides totaux
« AT », des fractions alcaloidiques et leur dosage. D’autres parts une évaluation de I’activité
antioxydante vis-a-vis de la peroxydase du chou par spectrophotométrie a été tentée. La
méthode d’extraction a permis la récupération d’un rendement de 0.72% d’AT, des taux
variables des fractions alcaloidiques : FN (0,4%) FA (0,05%) et FB (0,27%). Les substances
alcaloidiques (AT et FB) ainsi que phénoliques (EAP) ont démontré une activité inhibitrice
vis-a-vis de la peroxydase, de types non-competitif et incompetitif respectivement. Le taux
d’inhibition allé jusqu'a 50% dans le cas de la FB. La GCMS de « EAP » a montré sa richesse
en acides phénols avec dominance de 1’acide fumarique.

Mots clés : Fumaria agraria, alcaloides isoquinoléiques, acides phénoliques, antioxydants,
peroxydasique, GCMS, protopine

Abstract:

Fumaria agraria is a plant that belongs to the family of Fumariaceae. They are known for
their several therapeutic uses. Their pharmacologic characteristics are due to the richness of
these plants in active substances especially in insoquinoline alkaloids. In our study, we were
interested, first to the extraction and proportioning of the alkaloids of these plants in addition
to the extraction of phenolic compounds. In the second, a study of the antioxidant activity of
our extracts was determined by measuring the inhibition of peroxidase activity. Rates of
alkaloids recorded were respectively of 0,72% of total alkaloids “TA”, 0,4% of neutral
fraction “NF”, 0,05% of acid fraction “AF” and 0,27% of the basic fraction “BF”. Alkaloids
and phenolic acids present non-competitive and un-competitive inhibitions on the peroxidase
activity respectively. An inhibition percentage of 50% was obtained with the alkaloids extract
“BF”.

Key words: Fumaria agraria, isoquinoline alkaloids, phenolic acids, oxidants, anti-
peroxidase activity
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