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Résumé

Le stress oxydatif est impliqué dans 1’apparition de nombreuses maladies en raison de la
production excessive de radicaux libres. Dans ce contexte, la recherche de sources naturelles
d’antioxydants représente un axe important dans le domaine de la santé et de la valorisation des

ressources végetales.

L’objectif de ce travail est d’évaluer 1’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique des

feuilles de Brassica rapa L. a travers le test de piégeage du radical libre DPPH.

Les résultats obtenus ont montré un rendement d’extraction de 15,23 %. L’étude de
I’activité antioxydante a révélé une capacité de neutralisation des radicaux libres avec un
pourcentage maximal d’inhibition de 79,08 %. La valeur de I’ICso de 1’extrait a été estimée a
46,65 mg/mL, tandis que I’acide ascorbique utilis¢é comme référence a présenté une ICso de 6,41

mg/mL, indiquant une activité antioxydante plus élevée.

Ces résultats mettent en évidence la présence de composeés bioactifs capables d’exercer
une activité antioxydante intéressante. Ainsi, Brassica rapa L. pourrait constituer une source
naturelle prometteuse d’antioxydants et représenter un potentiel d’application dans les

domaines alimentaire, nutraceutique et pharmaceutique.

Mots-clés

Brassica rapa L., — Activité antioxydante —DPPH, ICso, Extrait méthanolique, Radicaux
libres, Stress oxydatif.



ABSTRACT

Oxidative stress is involved in the development of many diseases due to the excessive
production of free radicals. Therefore, the search for natural sources of antioxidants has become

an important field of research in health and plant resource valorization.

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of the methanolic extract of

Brassica rapa L. leaves using the DPPH free radical scavenging assay.

The extraction process yielded 15.23%. The antioxidant activity study revealed a free
radical scavenging capacity with a maximum inhibition percentage of 79.08%. The ICso value
of the extract was estimated at 46.65 mg/mL, whereas ascorbic acid used as a reference standard

exhibited an ICso value of 6.41 mg/mL, indicating a stronger antioxidant activity.

These findings demonstrate the presence of bioactive compounds with antioxidant
potential in Brassica rapa L. Therefore, this plant may represent a promising natural source of
antioxidants with potential applications in food, nutraceutical and pharmaceutical fields.

Keywords: Brassica rapa L. — antioxidant activity — DPPH assay — ICso — oxidative
stress — free radicals — bioactive compounds.
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes constituent depuis toujours une source importante de substances bioactives

utilisées dans 1’alimentation, la médecine traditionnelle et I’industrie pharmaceutique. Au cours
des derniéres décennies, 1’intérét porté aux ressources végétales s’est considérablement accru
en raison de leur richesse en métabolites secondaires dotés de nombreuses propriétés
biologiques, notamment les activités antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et
anticancéreuses (Cartea et al., 2011). Ces composés naturels représentent aujourd’hui une
alternative prometteuse aux substances synthétiques utilisées dans divers domaines de la santé
et de I’alimentation.

Parmi les espéces végétales d’intérét nutritionnel et thérapeutique, le navet (Brassica rapa
L.), appartenant a la famille des Brassicaceae, occupe une place importante. Cette espéce est
largement cultivée et consommeée dans de nombreuses régions du monde en raison de sa valeur
nutritive élevée. En plus de sa richesse en vitamines, minéraux et fibres alimentaires, Brassica
rapa renferme divers composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides, les
glucosinolates et les vitamines antioxydantes, reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la santé
humaine (Cartea et al., 2011 ; Zhang et Hamauzu, 2004).

L’un des principaux mécanismes impliqués dans 1’apparition de nombreuses maladies
chroniques est le stress oxydatif. Celui-ci résulte d’un déséquilibre entre la production des
especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) et les systemes de défense antioxydants de 1’organisme
(Halliwell et Gutteridge, 2015). Une production excessive de radicaux libres peut provoquer
des dommages au niveau des lipides, des protéines et de I’ADN, favorisant ainsi le
développement de diverses pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les
cancers et les maladies neurodégénératives (Shahidi et Zhong, 2015).

Face a cette problématique, la recherche de nouvelles sources naturelles d’antioxydants
suscite un intérét croissant. Les composés phénoliques d’origine végétale sont particulierement
étudiés pour leur capacité a neutraliser les radicaux libres et a limiter les dommages causés par
le stress oxydatif. Dans ce contexte, 1I’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits végétaux
constitue une étape essentielle pour la valorisation des ressources naturelles et I’identification
de nouvelles molécules bioactives.

Parmi les méthodes les plus utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante, le test
du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) occupe une place privilégiée en raison
de sa simplicité, de sa rapidité et de sa fiabilité. Cette méthode, développée par Blois (1958),
repose sur la capacité des composés antioxydants a réduire le radical DPPH, entrainant une
diminution de son absorbance mesurable par spectrophotométrie.
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C’est dans cette perspective que s’inscrit le présent travail, dont I’objectif principal est

d’évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique des feuilles de Brassica rapa L. par
la méthode DPPH. Cette étude vise a mettre en évidence le potentiel antioxydant de cette plante
et a contribuer a sa valorisation comme source naturelle de composés bioactifs d’intérét
alimentaire, nutraceutique et pharmaceutique.

Le présent mémoire est structuré en deux parties principales. La premiére partie,
consacrée a I’étude bibliographique, présente des généralités sur Brassica rapa L., les
antioxydants, le stress oxydatif ainsi que les principales méthodes d’évaluation de I’activité
antioxydante. La seconde partie est dédiée a I’étude expérimentale et comprend la description
du matériel et des méthodes utilisés, suivie de la présentation, de I’analyse et de la discussion

des résultats obtenus.
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I. Généralités

Dans le cadre du renforcement de la santé et du bien-étre, la recherche scientifique et
I’innovation industrielle contemporaine s’orientent vers 1’exploitation des substances d’origine
naturelle, dans des domaines variés tels que la nutrition, la cosmétique et la pharmacie. Ces
substances constituent un élément fondamental de la biodiversité de la flore algérienne, laquelle
bénéficie, grace a sa situation géographique, d’une grande diversité d’especes appartenant a

différents ensembles biogéographiques (INRA/FAQ, 2006).

Par ailleurs, les légumes représentent une ressource biologique précieuse encore
insuffisamment valorisée, dont le potentiel reste largement sous-exploré et requiert davantage
d’études scientifiques.

La famille des Brassicaceae, autrefois connue sous le nom de Cruciféeres, compte 3400
especes réparties en 340 genres (Stevens 2001 ; Hall et al., 2002). Elles sont dispersées a travers
le monde entier, bien qu'elles soient plus répandues dans I'némisphére Nord. C'est un groupe
facilement identifiable et bien distinctif grace a ses fleurs aux pétales agencés en forme de croix,
d'ou son ancien nom de cruciféres (issu du latin crucem ferre, signifiant porter une croix).
Certaines espéces sont appropriées a des environnements spécifiques, tels que les montagnes
ou les déserts, et montrent alors une forte lignification et une surface foliaire diminuée (Sakhri
et Tatemante, 2018).

Cette famille englobe une multitude de plantes économiquement significatives que les
humains ont considérablement modifiées et domestiquées, notamment celles du genre Brassica.
Ce genre inclut le chou, le chou-fleur, le brocoli, les choux de Bruxelles, le chou frisé, le colza,
le navet, le rutabaga et le cresson. Brassica est le genre qui a le plus d'importance économique
et comprend 37 espéces distinctes, dont beaucoup sont cultivées. Elles fournissent des racines,
des feuilles, des tiges, des bourgeons comestibles, des fleurs et des graines (Hadji et Tarfaya,
2019).

Le navet est une plante cultivée depuis I'Antiquité, faisant partie intégrante de
I'alimentation des Romains, des Gaulois et des Germains. L'origine du terme "navet” remonte
au Xlle siécle, ou il était initialement désigné sous la forme "naviet", venant du mot latin
"napus" diverses régions et se décline aujourd'hui en de nombreuses variétés cultivées a travers
le monde (Araar, 2012).
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I.1. L’origine et répartition géographique

Il est généralement dit que le navet a ses origines dans la région méditerranéenne.
Cependant, on trouve plusieurs variétés de plantes potagéres de I'espéce Brassica rapa qui ont
leur origine en Chine. Selon l'une des théories actuellement examinées, cette espéce aurait
plutdt deux lignées distinctes. La premiére origine serait les régions plus occidentales (Europe,
Inde et Asie centrale) et inclurait le navet, le rutabaga ainsi que la navette (actuellement connue
sous le nom de colza ou canola). Quant a la seconde, elle serait plutot liée a I'Asie de I'Est et
regrouperait une multitude de variétés de « chou chinois » cultivées pour leurs racines ou leurs
feuilles : ta-tsoi, hon tsai tai, mibuna, mizuna, komatsuna, pac choi, bok choi, pai lo lo, etc. De
nombreuses sortes de navets étaient déja connues des Grecs et des Romains. C'est Jacques

Cartier qui introduira le navet en Amérique en 1541 (Azara et Belbacha, 2020).

En Algérie, le navet est cultivé a travers tout le pays en tant que culture irriguée de
printemps et d'été, ainsi qu'en tant que culture non irriguée a la fin de l'automne et au début du
printemps. De nos jours, il est principalement per¢cu comme un légume de diversification. On
dénombre plus de trente variétés dans le monde entier, notamment le navet d'automne qui
s'épanouit dans les zones nordiques, et le navet précoce (parfois appelé navet de mai). La variété

la plus répandue est le navet pygmée ou godt tres relevé (Araar, 2012).

Brassica rapa a besoin de températures plus fraiches, typiques des hautes terres
tropicales, et s'adapte bien aux conditions de longues journées. lls nécessitent une grande
quantité d'eau. La plupart des variétés de navet végétal ont besoin d'une induction a froid pour
fleurir, ce qui n'est pas possible sur les hauts plateaux tropicaux en dessous de 2000 m (Azara
et Belbacha, 2020).

1.2. Principales variétés de navet

Il existe une multitude de types de navets. lls sont généralement répartis en divers groupes

en fonction de la forme et de la couleur de leur racine épaisse.

Groupe 1 : Ce groupe regroupe les navets longs et demi-longs, classés selon leur précocité des

plus cultivés aux moins cultivés :

o Navet demi long blanc extra hatif,
o Navet a forcer blanc des halles,

o Navet precoce de Croissy,
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o Navet des vertus marteau,
o Navet de Viarmes,

o Navet blanc dur d’hiver,
o Navet noir long,

o Navet de Montesson.

Groupe 2 : Ce groupe regroupe les navets ronds, dont on privilégie principalement la culture

selon I'ordre de précocité :

o Navet d’Auvergne hatif a collet rouge,
o Navet rond de Croissy ou navet rond des vertus,
o Navet noir rond Navet blanc globe a collet violet,

o Navet jaune boule d’or.

Groupe 3 : Ce groupe englobe les navets plats, dont certains sont particulierement appréciés et

cultivés

o Navet blanc plat hatif a feuille entiére,
o Navet de Milan rouge,

o Navet blanc plat hatif,

o Navet jaune de Hollande,

o Navet jaune de Finlande.
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Figure 01 : Variétés locales de navets: un patrimoine génétique et culturel en
perdition (Araar, 2012).
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1.3. Classification botanique du navet

Le navet se classe comme suit (Tableau 01 ):
Tableau 01 : Classification botanique du navet (Reggai et Zekrini, 2014).

Taxonomie Classification
Regne Plantae
Embranchement Spermaphyte
Classe Dicotylédone
Ordre Brassicale
Famille Brassicaceae ou crufiére
Sous famille Brassicoideae
Tribu Brassiceae
Genre Brassica
Espéce Rapa

Noms communs : navet, naveau.
Noms vernaculaires :  frangais : navet, naveau, rave, espagnol : nabo, italien : navone
ourapa, turc:salgam, arabe: Sd[left] ou ~3L [chaljam] (Hadji et Tarfaya, 2019).

Noms latine : Brassica rapa (Bouklachi et Mamouni, 2019).

1.4. Description botanique du navet :

Le Navet, ou Brassica rapa, fait partie de la famille des cruciferes, les Brassicacees. C'est
une plante herbacée dressée qui peut atteindre jusqu'a 1,5 metre de hauteur. Sa tige est parfois
trapue et partiellement ramifiée. Les feuilles sont disposées en spirale, mais elles peuvent
également apparaitre sous forme de rosette ou a un stade vegétatif. Il n'y a pas de stipules, et
les feuilles internes sont plus ou moins pétiolées avec une structure pennatipartite. Elles
présentent entre 1 et 5 paires de petites lobes latéraux ainsi qu'un grand lobe terminal pouvant
atteindre 90 cm x 35 cm. Les feuilles caulinaires sont simples et embrassent la base, présentant

une texture glabre et glauque (Couplan, 2011).
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1.4.1. Les feuilles de navet : Le radis a des tiges érigées qui portent 8 a 12 feuilles formant
une couronne. Ont généralement une structure claire et fine, possédant a la base des pétioles de
feuilles une racine globuleuse ou effilée. Essentiellement, le stockage des racines se fait a
travers I'nypocotyle, qui est la partie de la plante située entre la véritable racine et les premieres

feuilles de la plantule (Couplan, 2011).

1.4.2. Floraison : apparait la deuxiéme année de culture sur une tige ramifiée pouvant
atteindre environ 80 cm de hauteur. La tige porte environ une centaine de petites fleurs jaunes

a quatre pétales, melliféres (Bellal, 2018).

Les fruits se présentent sous forme de siliques allongées, cylindriques et effilées, renfermant
entre 15 et 25 petites graines sphériques de couleur rougeatre, parfois presque noires (Hadji
et Tarfaya, 2019).

1.4.3. Racine : cultivée comme plante potagére ou fourragére pour sa racine charnue, allongée
ou arrondie. Une racine globale ou effilée se développe a la base des pétioles des feuilles. La
racine de stockage est principalement constituée de I’hypocotyle, la partie située entre la vraie

racine et les premiéres feuilles de la jeune plante (Bellal, 2018).

Figure 02: Différents parties du navet (Brassica rapa L) (Hadji et Tarfaya, 2019).
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1.5. Besoins culturaux

1.5.1. Exposition : Les navets sont cultivés en mi-ombre, car les températures élevées rendent

leur chair fibreuse et vide (Bouklachi et Mamouni, 2019).

1.5.2. Sol : Les navets sont cultivés en mi-ombre, car les températures élevées rendent leur
chair fibreuse et vide. Le navet prospére particuliérement sur des sols limoneux ou plutét
argileux, qui demeurent frais durant les chaleurs. La surabondance de calcaire réduit la
productivité et la qualité (Bouklachi et Mamouni, 2019).

1.5.3. Exigences pédoclimatiques de la culture

Tableau 02 : Exigences de la culture du navet (Bellal, 2018).

Favorable Défavorable Remarques
Climat Tempéré, méme un | Chaleur, sécheresse. | Sensible aux gelées
peu froid. (-3, -4°C) Variable
solen les variétés.
Sol Sol gardant la Sol grossier Peu exigent.

fraicheur pH 6.5-7

Fertilisation Reliquat de la fumures organiques
culture précédente fraiches -
Ou engrais organique

Rotation,Durée, 3adans BI¢, Autres especes de la
Précédents trefle, vesce méme famille -
Association Carottes, pois,
haricots, laitue, - -
tomate.

1.5.4. Fertilisation : Durant le mois de mars, pour la préparation du parterre, intégrez un
fertilisant complet qui soit riche en potasse et en phosphate. Lors du labour a l'automne
(octobre/novembre), il est essentiel d'ajouter des matiéres organiques (Bouklachi et Mamouni,
2019).

1.5.5. Entretien : Le binage et le désherbage ainsi qu'un arrosage fréquent sont nécessaires

pour maintenir la fraicheur du sol en permanence (Bouklachi et Mamouni, 2019).
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1.5.6. Multiplication : Ensemencement en place, de février (sous abri) a ao(t, pour une récolte
s'étalant de la mi-avril au mois de novembre. 1l est conseillé de faire un éclaircissement tous les
10 a 12 cm (Bouklachi et Mamouni, 2019).

1.5.7. Taille : Enlevez les feuilles qui sont jaunies ou endommagées.

1.6. Composition chimique de Navet :

Le navet est riche en composés biologiquement actifs, comme les flavonoides
(I'isorhamnétine, le kaempférol, la quercétine), et des glycosides issus de phénylpropanoides,
ainsi que des alcaloides indoliques (Couplan, 2011). Les différentes parties du Brassica rapa
sont particulierement riches en huiles essentielles, possédant des propriétés antioxydants et
antimicrobiennes. Des études ont prouvé la présence de divers composants, tels que les alcools,
les aldehydes, les cétones, les esters terpéniques et azotés (voir tableau Ill). Par ailleurs, les
feuilles sont majoritairement composées de soufre qui figure parmi les principaux éléments
volatils présents dans les huiles essentielles (Saka et al., 2017).

Tableau 03 : Les principaux constituants chimique de navet (Nabi, 2020).

Les organes Les constituants chimiques
Les racines -Eau (92g/100g9) -Na (67mg/100g)
-Calories (27kcal/100g) -K (191mg/1009)
-Protides (1g/100g) -Mg (11mg/1009)
-Lipides (0.19/100q9) -Vitamine A (0UI1/100g)
-Glucides (6.59/1009) -Vitamine B1 (0.04mg/100g9)
-Ca (30mg/100g) -Vitamine B2 (0.03mg/100g)
-P (27mg/1009) -Vitamine PP (0.4mg/100g9)
-Fe (0.3 mg/100g9) -Vitamine C (21mg/100g)
Les feuilles -Eau (919/100g) -Na (40mg/100g)
-Calories (27kcal/100g) -K (296mg/100g9)
-Protides (1.59/1009) -Mg (31mg/1009)
-Lipides (69/100g) -Vitamine A (7600U1/100g)
-Glucides (0.3g/1009) -Vitamine B1 (0.8mg/100g)
-Ca (191mg/1009) -Vitamine B2 (0.1mg/100g)
-P (42mg/1009) -Vitamine PP (0.6mg/100g)
-Fe (1.1mg/1009) -Vitamine (60mg/100g)

1.7. La valeur nutritionnelle

Le navet est un légume peu calorique, fournissant approximativement 17 a 18 kcal pour

100 g, grace a son importante proportion d'eau (environ 93 %) (Araar, 2012).
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Le navet est riche en vitamines, y compris la vitamine C, les vitamines du groupe B (B5,
B6 et autres, sauf la B12), ainsi que dans une mesure limitée de provitamine A. Il fournit
également des fibres, principalement insolubles, qui stimulent le transit intestinal.

Du point de vue minéral, il renferme du potassium, du calcium, du phosphore et divers
oligo-éléments comme le fer, le zinc, le cuivre, le manganése et le soufre. Sa saveur distinctive
est due & sa concentration en hétérosides, des composés contenant du soufre. De plus, le navet
offre des vertus salutaires pour I'organisme, notamment un effet apaisant et diuréetique (Bellal,
2018).

1.8. Application dans la médecine traditionnelle et la pharmacologie

Depuis longtemps, les cruciféres sont employées en alimentation, mais aujourd'hui, elles
sont également prises en compte dans le domaine de la santé, notamment pour des usages
pharmaceutiques. Dans la médecine traditionnelle, on a fréquemment utilisé les différentes
parties du navet (racines, feuilles, graines) pour soigner certaines affections comme le diabéte
(Benkhnigue et al., 2014).

De nombreuses recherches épidémiologiques ont prouve qu'une ingestion élevée de fruits
et l1égumes réduisait le risque de maladies cardiovasculaires, de certains cancers et d'autres
pathologies chroniques. Le navet, un légume aux feuilles comestibles, est une excellente source
de vitamine A et de folate. De plus, il est également riche en vitamine C et vitamine E. et des
antioxydants qui défendent les cellules corporelles contre les dommages infligés par les
radicaux libres, tels que la lutéine et la zéaxanthine, deux composés appartenant a la famille des
caroténoides. L'étude pharmacologique du navet a démontré que les flavonoides, anthocyanes
et d'autres composeés ont des effets bénéfiques, notamment une action hépatoprotectrice, anti-
tumorale, antioxydante, antimicrobienne ainsi qu'anti-inflammatoire (Paul et al., 2019).
Brassica rapa possede des caractéristiques antibactériennes contre certaines bactéries telles que
le staphylococcus aureus et le Bacillus cereus. Elle peut étre employée dans le traitement des
infections dues au Helicobacter pylori, et a une action antifongique contre le Candida albicans
(Paul et al., 2019).

Les polypheénols, (flavonoides, acides phénoliques) présents dans la Brassica rapa, ont la
capacité d'exercer un effet antimicrobien. L'acide phénolique, grace a sa polarité, peut traverser
la membrane bactérienne qui est perméable ou semi-perméable et interagir avec le cytoplasme
ou les protéines cellulaires. C'est pourquoi la plupart des polyphénols rencontrent une barriere

significative lorsqu'il s'agit de pathogenes Gram-négatifs (Beltagy, 2014).
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La richesse de leurs feuilles en flavonoides et en métabolites secondaires, ainsi que
I'ensemble de ces données, attirent notre attention sur cette plante pour son exploitation dans la

découverte de molécules antimicrobiennes.
1.9. Données toxicologiques

Brassica rapa fait partie des plantes souvent exposées a divers pathogénes présents dans
I'environnement. Ces derniers peuvent parfois contaminer les cultures avant la récolte, devenant
ainsi des vecteurs potentiels de maladies entériques chez I'homme (Jahangir et al., 2008).

Par ailleurs, plusieurs especes du genre Brassica, comme Brassica napus et Brassica rapa,
renferment des thioglucosides, notamment les progoitrines. Sous D’effet de 1’enzyme
myrosinase, ces composés peuvent se transformer en oxazolidines-thiones, connues pour leur

effet goitrigene chez les animaux non-ruminants (Benkhnigue et al., 2014).

14



CHAPITRE | : GENERALITES ET HISTORIQUE DE BRASSICA RAPA

15



CHAPITRE |1 :
ANTIOXYDANTS
ET ACTIVITE
ANTIOXYDANTE
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|. Notion d’oxydation et de stress oxydatif

1.1. Définition des radicaux libre

Un radical libre est un élément qui contient un ou plusieurs électrons non appariés dans
sa structure moléculaire la plus externe (orbitale), ce qui le rend hautement réactif. 1l se stabilise
géneralement par le biais de couples ou paires d'électrons (Leverve, 2009 ; Sen et al., 2010).

Les radicaux libres peuvent avoir des origines internes ou externes. Les radicaux libres
endogénes sont produits a I'intérieur des cellules par auto-oxydation ou désactivation de petites
molécules, tandis que les sources exogénes de radicaux libres proviennent de la fumée du tabac,
de divers polluants, des solvants organiques, des anesthésiques et des pesticides.

Tous les éléments cellulaires, comme les mitochondries, lysosomes, peroxysomes, etc.,
sont inclus dans les sites de production de radicaux libres. De plus, certains médicaments
transformés en produits intermédiaires de radicaux libres provoquent aussi des lésions

oxydatives dans les tissus ciblés (Rao et al., 2011).

Figure 03 : La formation des radicaux libres (Ramdaoui et Rouahi, 2022).

16



CHAPITRE Il : ANTIOXYDANTS ET ACTIVITE ANTIOXYDANTE

Tableau 04 : Espéces réactives de 1’oxygene radicalaire et non radicalaire (Ait Yahia
et Zemoura, 2014).

ERO (radicalaire) Formule chimique

Oxygeéne moléculaire 30,
Dioxygene singulet '0,
Anion superoxyde O,
Radical hydroxyle *OH
Radical hydroperoxyde HOO°
Radical peroxyle ROO°
Radical alkoxyle RO°
Radical oxyde nitrique NO°
Peroxinitrite ONOO°

ERO (non radicalaires) Formule chimique
Hydroperoxyde ROOH
Hypochlorite CIOH
Ozone O;
Peroxyde d’hydrogene H,0,

1.2. Principale source de ROS

Tableau 05 : Principales sources des ROS (Boughellout et amara, 2015)

Source endogenes Source exogenes
NADH Oxydases Tabagisme
Chaine respiratoire mitochondrial Cytokine pro-inflammatoire
Xanthine Oxydase Chimiothérapie
Atherogénése Radiation ionisantes
Lipo-Oxygénase Radiation UV
phagocytes Toxique enviromementaux
Inflammation Champs électriques
Etat d’ishémie-reperfusion Xénobiotique pro-oxydant
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1.3. Les types

1.3.1. Espéces réactives d’oxygeéne (ERO)

Il s'agit de molécules fortement réactives qui contiennent de l'oxygene. On peut les
catégoriser en superoxydes, hydroxyles et radicaux hypochlorites. Elles sont formées a la suite
de réactions de signalisation enzymatique, tant intercellulaires qu'intracellulaires. Les especes
réactives de I'oxygene (ERO) comprennent les dérivés non radicalaires d'oxygene tels que
I'oxygéne singulet, les peroxydes lipidiques, le peroxyde d’hydrogéne, entre autres (Mathew et
al., 2011).

a) L'anion superoxyde Oz~

L'anion superoxyde est peu réactif, car il ne peut pas passer a travers les membranes
biologiques. 1l se crée grace a I'ajout d'un électron a la molécule d'oxygéene (R1) par auto-
oxydation dans la mitochondrie pendant la respiration cellulaire. Il peut également étre généré
par des voies enzymatiques telles que la xanthine oxydase, la NADPH oxydase, etc. (Hamma
et al., 2015). Ce radical est responsable de la création de radicaux comme le peroxyde
d'’hydrogéne H202, le radical hydroxyle OHe et I'oxygene singulet O (Stief, 2003).

(R1) O2+e — O2~

b) Peroxyde d’hydrogéne H20>

Les mitochondries et le réticulum endoplasmique sont les principaux sites de production
du peroxyde d'hydrogéne. C'est un produit de la dismutation du radical anion superoxyde par
I'enzyme superoxyde dismutase (R2) (Hamma et al., 2015). Le H>O> est extrémement soluble
dans I'eau, traverse aisément les membranes biologiques et peut entrainer la dégradation des
protéines, la libération de Fe3*, I'oxydation de I'ADN, des lipides, I'inactivation d'enzymes, entre
autres. En réalité, une grande partie de la cytotoxicité du H>O: est attribuée aux especes
réactives de I'oxygene qu'il génere, telle que le radical hydroxyle OH" (Ait Yahia et Zemoura,
2014).

(R2) 202" + 2 H+ — H202 + O2

18



CHAPITRE Il : ANTIOXYDANTS ET ACTIVITE ANTIOXYDANTE

C) Radical hydroxyle OH"

Le radical hydroxyle est hautement réactif. Il peut se former soit par la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne en présence de métaux de transition sous leur forme réduite (c'est-a-dire
via la réaction de Fenton) (R3), soit par son interaction avec le radical superoxyde,

conformément a la réaction de d'Haber-Weiss (R4) (Ait Yahia et Zemoura, 2014).

(R3) H202 + Fe?* — OHs + Fe3* + OH"

(R4) H202 + O2’— 02+ OH~ + OH"

1.3.2. Espéces réactives d’azote (ERN)

Les radicaux libres d'azote réactifs ont un réle clairement défini dans les dommages aux
cellules et la transduction du signal (Mathew et al., 2011). A des concentrations faibles, les
ERN sont percus comme des intermédiaires régulateurs dans les processus de signalisation.
Tandis qu'elles peuvent étre nuisibles pour les étres vivants a des niveaux modérés ou élevés en
désactivant des molécules importantes (Di Meo et al., 2016), les deux especes réactives de
I'azote sont I'oxyde nitrique et le dioxyde d'azote (Mathew et al., 2011).

L'oxyde nitrique, généré par I'enzyme oxyde nitrique synthase (NOS), est un radical libre
fortement réactif qui cause des dommages aux glucides, lipides, protéines et nucléotides,
menant a des inflammations, adhérences et lésions tissulaires. Il a aussi pour effet d'inhiber
I'agrégation plaquettaire et de relaxer les muscles artériels et veineux (Agarwal et al., 2005).
Toutefois, le dioxyde d'azote affecte les poumons en entravant certaines de ces fonctions telles
que la réponse immunitaire, ce qui réduit la résistance aux infections. De ce fait, cela perturbe

le systéme nerveux qui controle le cceur, entrainant ainsi des arythmies (Ackermann, 2011).

1.3.3. Especes réactives de soufre (ERS)

Ce genre de radicaux libres se forme suite a I'oxydation des thiols et des disulfures. Dans
la nature, les éléments redox-actifs se caractérisent par la présence de soufre a un état
d'oxydation élevé. On peut citer parmi les exemples de I'ERS le disulfure, I'acide sulfénique et
les radicaux thiyliques. Ils induisent I'inhibition des protéines et des enzymes thiol par le biais

d'une oxydation rapide (Mathew et al., 2011).
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1.4. Les dommages dus aux radicaux libres

Les radicaux libres basés sur I'oxygene, tels que le peroxynitrite issu de la réaction entre
le radical monoxyde d'azote et le radical superoxyde, possedent un fort pouvoir oxydant contre
les lipides, les protéines et I'ADN (Therond, 2006).

1.4.1. Oxydation de I'"ADN

Les radicaux libres, en particulier le radical hydroxyle (HO®), sont capables de provoquer
des ruptures d'’ADN, des mutations ponctuelles (sur un ou deux brins) ou de perturber les
mécanismes de réparation. Les EROs peuvent causer, entre autres, des oxydations, des
nitrations ou des méthylations de bases. Dans le processus d'oxydation des bases, la guanine
peut étre transformeée en 8-hydroxy-Guanosine (8-OH-G) par le radical hydroxyle, ce qui
conduit a la production de 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OH-dG). Cette derniére peut
ensuite étre quantifiée en tant qu'indicateur de stress oxydatif. Ces changements vont donc
altérer la transcription et ultérieurement la traduction, conduisant a la création d'une protéine
incompléte et/ou inefficace. Ces modifications sont freqguemment responsables de processus
tels que la mutagénése, la carcinogénese ou encore le vieillissement anticipé (Figure 04)
(Lizorieux, 2013).

"TYPES DE «LESIONS» DE LADN
LESIONS

AGENTS
Y w*w
P> Cassures (double/simple brins)

Radiations ionisantes

Rayons X ) —_—
Molécules anti-tumorales Liaisons (intra/inter brins)
UVA/B Adduits
Carcinogénes —
1,T Diméres de thymine
Cassures simple brin
ROS

Agents alkylants

Hydrolyse spontanée  weip “’c’;‘ 8-oxoguanine
Mésappariements
, pp

Erreurs de réplication

Délétions/ insertions

Figure 04 : Les Iésions de I’ADN (Boughellout et amara, 2015).
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1.4.2. Oxydation des protéines

Bien que tous les radicaux aient la capacité d'oxyder les protéines, c'est le radical
hydroxyle HOe* qui se révele étre le plus réactif. On appelle généralement cette méthode
d'oxydation des protéines « metal-catalysed oxidation (MCO) », et elle conduit de préférence a
la carbonylation des acides aminés aromatiques comme le tryptophane ou la tyrosine. La rupture
des liaisons peptidiques ou la carbonylation de certaines chaines latérales d'acides aminés sont
les deux résultats possibles de I'oxydation primaire des protéines. Cette réaction, décrite comme
une modification post-traductionnelle irréversible, expose un groupe carbonyle actif sur les
chaines latérales des protéines, semblables a des aldéhydes ou des cétones (Figure 05)
(Malezieu, 2019).

HO" H202 HO " ONOOH HO" HO" HO" HO"

! ¢¢1~g;,~ml 0

CH2 NH2
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Figure 05 . Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

1.4.3. Oxydation des lipides

La peroxydation lipidique se réfere a l'agression des cibles lipidiques par les EROs.
L'initiation de la réaction requiert la présence d'oxygene dans I'environnement. Les acides gras
polyinsatures, qui possédent au moins deux ou trois doubles liaisons, sont particulierement
vulnérables a lI'oxydation. La peroxydation lipidique est une réaction séquentielle déclenchée
par un radical qui aboutit a la production d'hydroperoxydes. Ces derniers se décomposent en
aldéhydes, ce qui affecte la membrane cellulaire et peut causer une détérioration de I'intégrité

de la cellule ainsi que de ses organites. Dans les produits finaux formés, le malondialdéhyde
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(MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) possedent une capacité mutagéne et cancérigéne
(Figure 06) (Lizorieux, 2013).

radical llbre
Portion de chaine d'acide gras
non saturé

//“\,_

_ .H/
po—_— \
/

(-)0 H
,/\:/ \
hydroperoxyde

T R N

radical peroxyle

Figure 06 : La péroxydation lipidique (Boughellout et amara, 2015).

Il. Stress oxydatif
I1.1. Définition

Depuis plusieurs années, le concept du « stress oxydant » s'est propagé dans le domaine
des sciences biologiques et médicales. Il fait référence a une situation ou la cellule ne parvient
plus a reguler la présence abondante de radicaux oxygénés nocifs, un phénomene que les
chercheurs associent a la majorité des maladies humaines. L'oxydation cellulaire désigne une
altération du statut oxydatif au sein de la cellule, provoquée soit par une génération excessive
de radicaux libres, soit par une réduction de la capacité antioxydante de défense. L'équilibre
redox ou I'noméostasie est alors dérangé et les cellules deviennent susceptibles aux attaques de
radicaux, entrainant des lésions oxydatives sur les éléments cellulaires (Figure 07) (Sabour-
Madani, 2016).

Espeéces
oxygeéneées
réactives

— 1 -;

Antioxydants
Déséquilibre

Stress oxydant

Figure 07 : Balance radicaux libre\antioxydants (Boughellout et amara, 2015).
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11.2. Source du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut étre causé par différentes sources, comme la production excessive
interne de prooxydants liés a l'inflammation, une carence en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des éléments prooxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons

UV, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Magder, 2006).

I1.3. Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydatif joue un réle dans un grand nombre de pathologies, soit comme facteur
déclencheur, soit en tant qu'élément lié aux complications de I'évolution. La majorité des
affections liées au stress oxydatif se manifestent avec le temps, puisque le vieillissement réduit
les defenses antioxydants tout en augmentant la production de radicaux mitochondriaux (Sohal
et al., 2002). Parmi ces maladies, on peut citer les affections neurodégénératives (comme la
maladie d'Alzheimer [MA] et la maladie de Parkinson [MP]), les problemes cardiaques (tels
que les maladies coronariennes [MC] et I'athérosclérose, ainsi que les accidents vasculaires
cérébraux), les troubles rénaux (comme la néphropathie diabétique), les maladies pulmonaires
(entre autres I'asthme, la fibrose pulmonaire et le cancer du poumon), les maladies oculaires
(par exemple, la rétinopathie diabétique [RD] et la rétinite pigmentaire [RP]), ainsi que diverses
pathologies de I'estomac, de la peau, du sang (bétathalassémie, leucémie lymphoblastique aigué
[LLA]), du foie, du pancréas, du cerveau, sans oublier des conditions telles que la maladie de
Wilson, le diabete et I'obésité,...etc (Mancinelli et al., 2011 ; Rahman et al., 2012).

I11. Antioxydants
I11.1. Définition

On appelle antioxydant toute molécule capable de réduire ou d'interrompre l'activité des
especes oxygénées réactives, soit en inhibant leur production, soit en contrélant leur diffusion
en servant de piéges a radicaux libres pour donner finalement des composés stables Ces
molécules ont la capacité d'interagir de maniére sécurisée avec les radicaux libres et d'arréter la
réaction en chaine avant que les molécules essentielles ne subissent des dommages (Favier,
2003).
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Cette définition fonctionnelle concerne une vaste gamme de substances, y compris les
enzymes ayant des caractéristiques catalytiques particuliéres, ainsi que les petites molécules qui
sont hydro- ou liposolubles. Cette large diversité physico-chimique permet la présence
d'antioxydants dans tous les organismes, qu'ils soient a I'intérieur des cellules, au niveau des

membranes ou en dehors des cellules (Cano et al., 2006).

I11.2. Classification des antioxydants

II1.2.1. Selon P’origine
» Les antioxydants se divisent selon I’origine en antioxydants endogénes et exogénes :

Pour se prémunir des effets néfastes des especes réactives de l’oxygéne (ERO),
I’organisme s’appuie sur un systeéme complexe de défenses antioxydantes. Ces antioxydants
proviennent de deux sources principales : la premiére est exogéne, issue de 1’alimentation,
notamment via les fruits et légumes riches en vitamines, caroténoides et ubiquinone ; la seconde
est endogene, composée d’enzymes telles que la superoxyde dismutase, la glutathion
peroxydase et la catalase, ainsi que de protéines comme la ferritine et 1’albumine. Des
mécanismes de réparation des dommages oxydatifs, a I’instar des endonucléases, complétent
ce dispositif. Par ailleurs, quelques oligoéléments tels que le sélénium, le cuivre et le zinc, qui
agissent en tant que cofacteurs des enzymes antioxydantes, participent également a cette

protection (Haleng et al., 2007).

111.2.2. Antioxydants endogenes

111.2.2.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques jouent un role essentiel en tant que premiere ligne de défense

contre le stress oxydatif (Haleng et al., 2007). lls comprennent principalement :

- Superoxydes dismutases (SOD) :
Ces métalloprotéines sont responsables de la neutralisation de I'ion superoxyde O™ par une
réaction de dismutation. Ce processus transforme I'ion en peroxyde d'hydrogéne (H20:) et en
oxygene (O) (Haleng et al., 2007 ; Bensakhria, 2018). L'équation de réaction est la suivante :
2 02"+ 2 H+ — H202 + Oz
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- Glutathion peroxydase (GPx) :
Enzyme antioxydante présente dans le plasma, les fluides extracellulaires et le cytosol, elle
dépend du sélénium pour fonctionner. Son réle principal consiste a éliminer le H20 produit,
empéchant ainsi son comportement néfaste en tant que pro-oxydant. Elle transforme également
les hydroperoxydes lipidiques en alcools non toxiques, contribuant ainsi a interrompre la chaine
de peroxydation lipidique (Sachdeva et al., 2014 ; Mebarki et al., 2016). La réaction associée
est:
2 GSH + H202 — GSSG + 2 H20.

- Catalase (CAT) :
Cette enzyme omniprésente dans les organismes vivants aérobies catalyse la décomposition
du peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygeéne par dismutation (Chelikani et al., 2004 ; Sharma

et al., 2012). L'équation de la réaction est :

11 H202 — 2 H20 + O2

111.2.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce groupe de systemes antioxydants comprend une variété de substances endogenes, parmi
lesquelles figurent le glutathion, I'acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles, la
mélanine, la mélatonine, I'acide lipoique et le coenzyme Q10. Parmi ces composés synthétisés
par les cellules, le glutathion réduit est sans doute le plus essentiel. Ce thiol intracellulaire
majeur joue un réle clé en protégeant contre les radicaux oxygénés, les peroxydes et méme le
monoxyde d'azote (*NO). En effet, selon Favier (2003), le glutathion se trouve en concentration
millimolaire dans la plupart des cellules et en concentration micromolaire dans le plasma.

Dans des conditions physiologiques normales, la forme réduite du glutathion (GSH)
constitue de 90 a 98 % du glutathion total. Cependant, en cas de stress oxydant, le GSH peut
étre oxydé pour former un pont disulfure (GSSG) ou des ponts disulfures mixtes (GSSR, ou R
est lié a un autre radical thiol). Son role dépasse toutefois la simple neutralisation des radicaux
libres : il agit également comme cosubstrat pour plusieurs enzymes antioxydantes telles que la
glutathion peroxydase, la glutathion réductase et les transferases (Bouldjadj, 2009).

La bilirubine possede quant a elle la capacité de neutraliser les radicaux peroxyles
(ROO" et I'oxygeéne singulet, ce qui lui permet de protéger I'albumine et les acides gras associes
des agressions radicalaires. Les hormones sexuelles féminines jouent également un réle

antioxydant grace a un groupe hydroxyle phénolique présent dans leur structure chimique qui
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inhibe la peroxydation lipidique des LDL & des concentrations micromolaires in vitro
(Bouldjadj, 2009).

Enfin, bien que I'importance de leur impact reste encore incertaine, des composants
tels que les thiorédoxines, les glutarédoxines et les métallothionéines semblent exercer une

fonction protectrice (Favier, 2003).

111.2.3. Antioxydants exogéenes

a) Médicaments

- Probucol (Lurselle)
Le probucol est un médicament qui, en plus de ses effets bien établis sur la réduction du taux
de cholestérol sanguin, joue un rdle important dans la prévention de 1’athérogénése. Il agit en
tant qu'antioxydant en inhibant 1’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL)
(Medjoujda, 2014).

- N-acétylcystéine
La N-acétylcystéine est une molécule d’intérét notable, capable de pénétrer dans les cellules et
de participer efficacement a la régénération du glutathion. Des études ont également montré
qu’elle pourrait étre bénéfique pour traiter les lésions pulmonaires induites par les especes

réactives de I'oxygeéne (Medjoujda, 2014).

b) Alimentations

- Lavitamine C
L'acide L-ascorbique, plus communément connu sous le nom de vitamine C, est considéré
comme l'antioxydant le plus significatif dans les fluides extracellulaires. 1l agit comme un piége
hautement efficace pour les ions superoxydes, le peroxyde d'hydrogéne, I'hypochlorite, ainsi
que pour les radicaux hydroxyles, pyroxyles et I'oxygene singulet. Ses propriétés antioxydantes
reposent principalement sur sa capacité a réagir avec les radicaux peroxyles presents dans I'eau.
Cette réaction conduit a la formation du radical ascorbyle. En neutralisant ces radicaux
peroxyles dans le milieu aqueux avant qu’ils ne puissent déclencher des processus de
peroxydation lipidique, la vitamine C contribue a protéger les biomembranes et les
lipoprotéines (Bouldjadj, 2009).

La vitamine C joue un réle clé dans divers processus métaboliques et contribue au renforcement

des défenses naturelles de I'organisme. Une carence en cette vitamine peut entrainer le scorbut,
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mais également une réduction de son effet antioxydant, ainsi qu'un risque accru de développer

un cancer ou une cataracte (Amrane et Dib, 2021).

- Lavitamine E
Est un terme générique qui englobe une famille de composés comprenant les tocophérols et les
tocotriénols, parmi lesquels 1I’a-tocophérol se distingue comme la forme la plus active. Cette
vitamine joue un rdle essentiel en tant qu’antioxydant liposoluble prédominant dans le plasma
et les érythrocytes humains. Présente dans les lipoprotéines et les membranes cellulaires, 1’a-
tocophérol peut, d’un co6té, neutraliser 1’oxygéne singulet (102) en s’oxydant en quinone et, de
l'autre, interagir avec le radical hydroxyle (*OH). Toutefois, sa fonction biologique principale
réside dans la réaction avec les radicaux peroxyles (ROQO"), conduisant a la formation d’un

radical tocophéryle (Bouldjadj, 2009).

Le processus de régénération de 1’a-tocophérol repose principalement sur deux mécanismes.
Premierement, la vitamine C (acide ascorbique) peut réduire le radical tocophéryle.
Deuxiémement, une enzyme spécifique, la tocophéryl réductase, dépendante du glutathion, est
également capable de ramener le radical tocophéryle a son état initial d’a-tocophérol.
Simultanément, le glutathion sous sa forme réduite (GSH) est transformé en glutathion oxydé
(GSSG). Ce cycle métabolique nécessite I’intervention de la vitamine B2, qui agit comme
cofacteur de la glutathion réductase, indispensable pour restaurer le GSH aprés sa

consommation lors de la réduction du radical tocophéryle (Bouldjadj, 2009).

- Caroténoides

Les caroténoides constituent un groupe de pigments naturels colorés, produits et présents dans
de nombreuses cellules végétales. Ils se divisent en deux grandes catégories : les carotéenoides
a chaine oxygénée et ceux a chaine non oxygenée. Parmi eux, certains, notamment les béta-
carotenes, jouent un role important en tant que précurseurs de la vitamine A. Dans 1’organisme,
les caroténoides affichent des propriétés antioxydantes significativement supérieures a leur
potentiel pro-oxydant, en particulier lorsqu'ils interviennent dans un contexte de peroxydation
lipidique (Hassaine et Heddi, 2023).

- Les oligoéléments
Le mot oligoélément tire son origine du grec « oligo », qui signifie « petit » ou « peu abondant

». Dans le corps humain, leur concentration est inférieure a 0,01 %. Ils doivent étre apportés
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par l'alimentation, car l'organisme ne peut les produire. Les oligoéléments comme le cuivre
(Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) jouent un réle crucial dans
la défense de I'organisme contre le stress oxydatif. Les enzymes antioxydantes, pour maintenir
leur activité catalytique, dépendent de cofacteurs spécifiques. Par exemple, la superoxyde
dismutase (SOD) mitochondriale nécessite du manganése, tandis que la SOD cytosolique
dépend du cuivre et du zinc. La catalase utilise le fer, et la glutathion peroxydase (GPx) fait
appel au seélénium. Toutefois, certains de ces oligoéléments, comme le fer, lorsqu'ils sont
présents en exces et sous leur forme réduite, peuvent exercer une action prooxydante, ce qui

peut étre néfaste pour I'organisme (Garait, 2006).

- Les polyphénols
Les polyphénols, classés parmi les métabolites secondaires, forment une vaste famille
d'antioxydants. Leur r6le principal consiste a protéger les constituants cellulaires des atteintes
oxydatives, contribuant ainsi a réduire le risque de diverses maladies dégénératives associées

au stress oxydatif.

111.2.2. Selon leur mécanisme d’action

Les antioxydants peuvent étre classés en fonction de leurs modes d’action. Deux
stratégies principales permettent de ralentir les réactions d’oxydation : soit en neutralisant les
radicaux libres responsables des réactions en chaine, soit en bloquant la décomposition des
hydroperoxydes en radicaux libres. Ces deux mécanismes servent de base pour distinguer les
antioxydants en deux grandes catégories : les antioxydants primaires et secondaires (Rolland,
2004). Une classification élargie inclut également un troisieme type lié aux facteurs

environnementaux influengant les réactions d’oxydation.

111.2.2.1. Antioxydants primaires ou radicalaires (Type I)

Egalement appelés antioxydants vrais ou radicalaires, les antioxydants primaires interrompent
les chaines auto-catalytiques de 1I’oxydation en neutralisant les radicaux libres. Leur mécanisme
repose sur le don d’un atome d’hydrogéne aux radicaux libres, freinant ainsi la propagation des
réactions radicalaires (Rolland, 2004). La réaction générale peut étre décrite ainsi :

AH+R — A"+ RH
- AH correspond a la molécule antioxydante

- A’ désigne un radical libre
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Une molécule AH est qualifiée d’antioxydant lorsque le radical qu’elle génére (Ae) se révele
étre plus stable. La stabilité accrue de ce radical peut étre expliquée par sa conversion éventuelle
en composés non-radicalaires, selon la réaction suivante (Rolland, 2004) :

A+ A — A-A,

-A’ représente un second radical libre.

111.2.2.2. Antioxydants secondaires ou préventifs (Type II)

Les antioxydants secondaires interviennent en empéchant directement la formation de radicaux
libres par divers mécanismes. L un des principaux modes consiste a inhiber la décomposition
des hydroperoxydes en composés radicalaires, par exemple en les transformant en alcools. Des
substances comme les thiols (glutathion, acides aminés soufrés) et les disulfures sont
particulierement efficaces dans ce réle (Rolland, 2004).

En outre, cette catégorie inclut des chélateurs de métaux pro-oxydants tels que le fer et le cuivre.
Des composés comme 1’acide citrique, 1’acide phosphorique et les 1écithines réduisent 1’effet
pro-oxydant des ions métalliques en formant des complexes stables. Par ailleurs, d’autres
substances telles que les caroténes protégent contre les rayons UV, et I’acide ascorbique agit

comme séquestrant de 1’oxygene (Rolland, 2004).

Les flavonoides font également partie des antioxydants secondaires, grace a leur capacité a

piéger les radicaux libres et a chélater les métaux pro-oxydants (Ramdaoui et Rouahi, 2022).

111.2.2.3. Antioxydants de type |11

Cette troisieme catégorie regroupe des facteurs environnementaux qui exercent un effet
antioxydant en modifiant les conditions du milieu. Parmi ces facteurs figurent le potentiel
redox, la température, la pression partielle de I’oxygeéne ainsi que l'intensité lumineuse. Ces

variables influencent le déroulement des réactions d’oxydation.
L’efficacité des antioxydants peut étre optimisée par 1’association d’antioxydants de type I et

II, permettant d’agir simultanément sur les phases d’initiation et de propagation de 1’oxydation

des lipides (Ramdaoui et Rouahi, 2022).
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111.2.3. Selon la nature chimique

111.2.3.1. Les antioxydants synergiques

Les antioxydants synergiques sont des substances qui, individuellement, ont une activité
limitée en tant qu'antioxydants, mais dont I'efficacité se manifeste surtout en association avec
d'autres antioxydants. C'est le cas des lécithines, des acides citrique et tartrique, des acides
aminés et de certains flavonoides. Leurs propriétés sont souvent expliquées par leur capacité a
chélater des métaux tels que le fer ou le cuivre, connus pour agir comme catalyseurs de
I'oxydation a faible concentration. Certains composés inhibent la dégradation des
hydroperoxydes, tandis que d'autres semblent favoriser la régénération d'antioxydants comme
les tocophérols ou les dérivés de I'acide ascorbique a partir de leurs formes oxydées. Parmi ces
synergistes, les lipoaminoacides se distinguent par leur potentiel usage en cosmétologie. Par
ailleurs, le glutathion a également été proposé comme ingrédient dans diverses formulations

cosmétiques (Cheriet, 2017).

111.2.3.2. Les antioxydants naturels

Dans le domaine de I’industrie alimentaire, le recours aux antioxydants naturels
représente une avancée relativement récente, datant du début des années 1980. Ces composes
sont apparus comme des alternatives aux antioxydants synthétiques et sont aujourd’hui
largement préférés par les consommateurs (Pelli et Lyly, 2003). Diverses substances
biologiques peuvent prendre le role d’antioxydants in vivo, notamment le béta-caroténe,
I’albumine, 1’acide urique, les cestrogénes, les polyamines, les flavonoides, 1’acide ascorbique,
les composés phénoliques et la vitamine E. Ces molécules favorisent la stabilisation des
membranes en réduisant leur perméabilité et ont aussi la faculté de se lier aux acides gras libres.

Les antioxydants naturels se retrouvent dans presque toutes les plantes, les micro-
organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Parmi eux, les tocophérols
(vitamine E), les flavonoides et autres composés végétaux constituent le groupe le plus
remarquable (Pelli et Lyly, 2003). lls composent déja une source précieuse de molécules
exploitables a des fins pharmacologiques. Malgré leurs propriétes intéressantes, nombre de ces
substances se limitent encore a un usage non medicamenteux ne nécessitant pas de prescription
médicale. Les applications cosmétiques, énergétiques et anti-age de ces produits naturels leur
conférent une réputation grandissante. De plus, certaines recommandations diététiques
privilégient une consommation accrue d’aliments riches en ces agents antioxydants pour des

bienfaits préventifs ou thérapeutiques (Cheriet, 2017).
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111.2.3.3. Les antioxydants synthétiques

Elaborés principalement en laboratoire & partir de substances chimiques (Pelli et Lyly,
2003), sont largement utilisés dans I'industrie alimentaire en raison de leur efficacité élevée, de
leur faible codt et de leur disponibilité accrue. Comparés a leurs homologues naturels, ils offrent
une solution pratique pour prévenir I'oxydation et ralentir le processus de rancissement des
aliments riches en lipides. Ils sont intégrés dans diverses formulations, incluant des matieres
grasses insaturées ou des phases aqueuses contenant des extraits végétaux riches en oxydases
(Cheriet, 2017).

Face a linstabilité souvent associée aux antioxydants d'origine naturelle, les composés
synthétiques comme :

- Le butylhydroxyanisole (BHA).

- Le butylhydroxytoluéne (BHT).

- Le gallate de propylée (PG).

- Tetra-butylhydroquinone (TBHQ)
Sont privilégiés pour offrir une meilleure stabilité aux produits. Depuis leur introduction dans
les aliments en 1954, ces additifs figurent parmi les plus couramment employés pour protéger

les matieres grasses (Amrane et Dib, 2021).

Cependant, malgré leur puissante capacité antioxydante, une utilisation excessive de ces
substances peut poser des risques pour la santé humaine. Certaines études ont montré que le
BHA pourrait transformer certains aliments ingérés en produits toxiques ou cancérogenes en
augmentant 1’activité des enzymes microsomales du foie et d'autres organes extra-hépatiques.
Par ailleurs, le BHT a été associé a des effets cancérogenes chez le rat (Amrane et Dib, 2021).
Ces préoccupations sanitaires, couplées a un intérét croissant des consommateurs pour des
produits plus naturels, ont conduit a une recherche accrue de nouvelles sources d'antioxydants
naturels (Cheriet, 2017).
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111.3. L'effet des antioxydants sur la santé

111.3.1. Les effets bénéfiques des antioxydants sur la santé

Le stress oxydant avait un réel impact negatif sur la santé, notamment par la favorisation
de la survenue de pathologies telles que I'athérosclérose, le cancer, le diabete de type 2, les
maladies neurodégénératives et les maladies rhumatismales. Ainsi, il est 1égitime de penser que
si I'on supplémente la population en antioxydants, toutes ces pathologies pourraient tendre a

disparaitre.

Le régime méditerranéen riche en fruits et Iégumes a démontreé ses effets sur le systeme
cardiovasculaire. Une des hypothéses avancées pour justifier ce mécanisme protecteur est la
richesse en antioxydants des fruits et Iégumes. En effet, de nombreuses études conseillent une
alimentation variée riche en fruits et légumes afin de prévenir I'apparition de nombreuses

pathologies, notamment les cancers, les maladies cardio-vasculaires et le diabete de type 2.

Certaines études conférent également un réle important aux polyphénols dans ses effets
bénéfiques, ceci étant lié au caractere antioxydant de ces molécules (Guilloty, 2016). Les
Composeés phénoliques sont des antioxydants exogénes jouent un réle de protection des plantes
contre les invasions microbiennes, et présentent d'autres mécanismes d'action de lutte contre les
champignons bactéries et virus, ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent de
nombreuses applications enmédecine humaine (Figure 08) (Xia et al., 2011). Les polyphenoles
devenus aussi des molécules préférées des nutritionnistes, des épidémiologistes, des industries
de I'agroalimentaire et des laboratoires pharmaceutiques et cosmétiques, sont présentent d'autre

activités anti-inflammatoire et antiviral et en particulier anti-HIV (Zakkad, 2017).
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Figure 08: Effet biologiques des polyphénols.

111.3.2. Effets néfastes des antioxydants sur la santé

Par ailleurs, les antioxydants sont, a raison, tres largement utilisés dans l'industrie
agroalimentaire et cosmétologique a des fins de conservateurs. Le réservoir naturel de ces
substances en fait un matériel quasi inépuisable, il s'agit pour la plupart de molécules naturelles
ou hémisynthétiques. Cependant une certaine prudence est de mise quant a l'utilisation de ces
substances. Il ressort de certaines études un pouvoir potentiellement délétere de ces produits
s'ils sont utilisés de fagcon excessive ou inappropriée. Récemment, de nombreux scandales ont
émergés car les antioxydants puissants utilisés ont présente un éventuel pouvoir cancérigéne
ainsi que de possible troubles hormonaux. Un cadre de reglementation est donc nécessaire afin

d'encadrer plus strictement leur utilisation (Desmier, 2016).

IV. Les composés phénoliques

1VV.1. Définition et localisation

Les composés phénoliques sont des métabolismes secondaires de la plante qui sont
des déterminants importants de la qualité sensorielle et nutritionnelle des fruits, 1égumes et

autres plants.
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Les polyphénols forment le groupe des composés organiques phytochimiques le plus important
dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures phénoliques présentes dans tous les
organes de la plante (Seliamia et al., 2019). Les polyphénols sont des produits résultant de la
condensation de molécules d’acétylcoenzyme A et l'acide amine de phénylalanine. Cette
biosynthese permet la formation d’une grande diversité de molécules qui sont spécifiques pour
chaque d’une espéce végétale, d’un organe et d’un tissu particulier (Laouini., 2014).

Dans la cellule, les composés phénoliques sont essentiellement localisés sous forme soluble
dans les vacuoles. Ils peuvent également s’accumuler dans les parois végétales : ¢’est le cas de
la lignine (hétéropolymeére d’alcools coniférylique, p-coumarylique et sinapylique) ou de
certains flavonoides (Robards et al., 1999).

IVV.2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires se classent selon différents criteres : leur structure chimique
(présence de cycles ou de sucres), leur composition (avec ou sans azote), leur solubilité dans
divers solvants ou encore la voie métabolique par laquelle ils sont synthétisés. On les regroupe
en trois grandes catégories chimiques : les composés phénoliques, les alcaloides et les
terpénoides. Parmi ces catégories, les polyphénols représentent une diversité importante de
composeés bioactifs, jouant un réle clé dans de nombreux processus d'interactions, allant de la

symbiose a la résistance des plantes face aux maladies (Tiwari et Rana, 2015 ; Pham, 2017).

IV.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des micronutriments naturels essentiels présents dans les
plantes. lls constituent une catégorie majeure de composés physiologiques jouant un role clé
dans le métabolisme végétal. Parmi eux, les polyphénols représentent le groupe chimique le
plus important du regne végétal, avec plus de 8 000 structures différentes identifiées a ce jour.
On trouve ces composés dans divers aliments et parties de plantes, notamment les fruits,
Iégumes, noix, graines, racines, écorces, feuilles, ainsi que dans des herbes, produits céréaliers
complets, aliments transformés, le thé et le café (Gorzynik-Debicka et al., 2018 ; Silva et al.,
2020).

Les composés phénoliques possédent une grande variété d'activités biologiques bien
documentées. Parmi celles-ci figurent leurs propriétés antioxydantes, antimutageénes,

anticancérogenes, antiprolifératives et anti-estrogéniques. En outre, il a été démontré que ces
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biométabolites jouent un réle crucial dans la défense des plantes contre divers types de stress
(Fadel et al., 2011).

IV.2.1.1. Classification des composes phénoliques

Les composeés phénoliques sont des métabolites secondaires issus de la voie du shikimate et du
métabolisme des phénylpropanoides. Ces substances, présentes dans toutes les plantes, se
caractérisent par la présence d'au moins un noyau aromatique de type benzéne, assorti d'un ou
plusieurs groupements hydroxyles. Selon leur structure, ils peuvent étre relativement simples,
comme c'est le cas des acides phénoliques, ou bien fortement polymérises, a I'exemple des

tanins condensés (Figure 09) (Laguna, 2019).

Composés phénoliques

|

Polyphénols Composés phénoliques
{ simples
‘ |
I l
Tannins Flavonoides Acides phénoliques J coumarines
|
I l
Acides hydroxy Acides hydroxy
benzoiques cinnamiques

Figure 09 : Classification simplifiée des composés phénoliques (Laguna, 2019).

a) Les acides phenoliques
Egalement appelés acides-phénols, sont des composés omniprésents dans tous les fruits et
légumes. lls constituent les principaux types de polyphénols présents dans notre alimentation.
On peut les diviser en deux grandes catégories : les dérivés de I'acide benzoique (C6-C1) et
ceux de l'acide cinnamique (C6-C3) (Figure 10) (Matou, 2019).
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OH @)

HO

Figure 10: Structure chimique de I’acide phénolique : I’acide de hydroxybenzoique (A) et
Hydroxycinnamique (B) (Calinoiu et al., 2018).

b) Les flavonoides
Représentent un vaste groupe de plus de 6 000 composés naturels, presque omniprésents chez
les plantes vasculaires. Ils sont les pigments responsables des teintes jaune, orange et rouge

observées dans divers organes végétaux (Ghedira, 2005).

Sur le plan chimique, les flavonoides possedent une structure de type C6-C3-C6, constituée de
deux cycles benzéniques reliés par une chaine a trois atomes de carbone formant un hétérocycle
oxygené. Ces composés se répartissent en six classes principales : flavonols, flavanols,
flavanones, isoflavones, flavones et anthocyanidines. Ces différentes catégories se distinguent

en fonction du degré d'oxydation et du modele de substitution du cycle C (Benslama, 2020).

Selon Lahouel et al. (2004), divers travaux ont mis en évidence le réle clé des flavonoides dans
la neutralisation des radicaux libres. Cette famille de substances présente un potentiel
significatif pour réduire la toxicité des radicaux libres gréace a leur structure chimique, laquelle
permet de les piéger en neutralisant ces radicaux via la fixation de deux atomes d’hydrogene

provenant de deux fonctions thiols (Figure 11).
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Flavanols Flavonols Flavanones

Anthocyanidins Flavones Isoflavones

Ry0

Figure 11 : Classes de flavonoides (Abotaleb et al., 2019).

c) Lestanins
Les tanins constituent un groupe extrémement complexe de métabolites secondaires présents
dans les végétaux. Appartenant a la classe des polyphénols, ils se retrouvent dans diverses
familles botaniques. Leur localisation varie selon les espéces : on peut les trouver dans les fruits,
les écorces et les feuilles. Ces molécules sont caractérisées par une structure complexe

composée d’unités monomériques répétitives, souvent qualifiées de polyméres naturels

(Permal, 2017).

- Les tanins hydrolysables
Ce type de tanins est appelé hydrolysable en raison de leur sensibilité a I’hydrolyse chimique
ou enzymatique. IIs résultent d’une estérification d’un glucide, généralement le glucose, par
I’acide gallique. Cette particularité est particuliérement notable dans le cas des tanins galliques
(Zeghad, 2018).

- Les tanins condensés

Les tanins condensés, aussi connus sous le nom de proanthocyanidines ou tanins catéchiques,

sont des polyphénols issus de la polymérisation d'unités monomériques de flavan-3-ol. Leur
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structure chimique repose sur un systéme d’hétérocycles (Manolaraki, 2011 ; Theophile,
2017) (Figure 12).

Figure 12 : Structure chimique des tanins hydrolysables(a) et condensés(b) (Bayart, 2019).

V. Méthode de recherche de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des molécules peut étre mesurée soit par des études in vivo, soit
par des essais in vitro. Dans le cadre de ces derniers, de nombreuses approches sont disponibles
pour évaluer I’activité antioxydante des plantes. La plupart de ces méthodes reposent
généralement sur un changement de coloration ou une décoloration d’un réactif spécifique

lorsqu’il interagit avec un agent antioxydant, reflétant ainsi sa capacité a résister aux processus

d’oxydation (Hammoudi, 2015 ; Brahimi et Terrai, 2018 ; Righi et Boukhalat, 2021).

V.1. La méthode DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Développée par BLOIS en 1958, utilise un spectrophotomeétre pour évaluer la réduction
du radical DPPH". Cette réduction provoque un changement de couleur, passant du violet du
radical libre au jaune de sa forme non radicalaire, DPPH-H (2,2 Diphenyl 1 picryl hydrazine),
comme illustré a la Figure 13. Ce processus se déroule en présence d'un antioxydant capable de
donner des hydrogénes (AH) et est mesuré a une longueur d'onde de 517 nm. La capacité de
réduction est evaluée par une diminution de lI'absorbance due aux substances antiradicalaires,
comme décrit par Majheni¢ et al. (2007) et Hammoudi (2015).
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Figures 13: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1‘espéce radicalaire

DPPH? et un antioxydant (AH) (Michel, 2011).

V.2 Test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
La méthode FRAP repose sur la capacité d’un antioxydant (AH) a réduire 1’ion ferrique (Fe*")
en ion ferreux (Fe®*) (Figure 14). Cette réaction entraine I’apparition d’une couleur bleue

intense, mesurable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 710 nm (Ou et al., 2001 ;

Hammoudi, 2015).

N\\\ ///N

VAN ERTAY

Fe(lll) Fe(ll)

Figure 14 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

ferricyanide ferrique Fe (I11) et un antioxydant (AH) (Laraba et al., 2016).
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V.3. Test ABTS (Acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

Dans ce protocole, I'ABTS, initialement incolore, est oxydé a l'aide de persulfate de
potassium (K2S208) afin de générer le radical cationique ABTS+e, caractérisé par une teinte
bleu-vert (Figure 15). L'ajout d'un composé antioxydant provoque une réduction du radical
ABTS+e en sa forme initiale, 'ABTS. L'activité¢ antioxydante est alors évaluée en fonction de
I'intensitée de la coloration de la solution, qui est mesurée par spectrophotométrie a une longueur
d'onde de 734 nm (Osman et al., 2006 ; Moon et Shibamoto, 2009).
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Figure 15 : Formation du radical cation ABTS™ a partir de I’ABTS (Sarr et al., 2015).
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Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de recherche : Microorganismes
bénéfiques, aliments fonctionnels et sant¢ (LMBAFS) de ’universit¢ Abdelhamid Ibn Badis

Mostaganem.

. Matériel

I.1. Matériel végétal
Notre étude a été portée sur la partie aérienne (feuille) de plante médicinal Brassica rapa L.

1.1.1. La récolte
Le matériel végétal a eté récolté dans la commune de Khadra située dans la wilaya de

Mostaganem durant le mois de février 2026 a I’abri de la pollution, afin de préserver intacte la

composition chimique de cette plante (Figure 16).

BrassicaRapa L

/‘
q/'-
-
G
/
/
A
/
*";»

Figure 16 : Lieu de récolte de Brassica rapa L.

1.1.2. Lavage et conservation

Les échantillons sélectionnés sont soigneusement nettoyés et lavés a l'eau courante afin
d'éliminer toute trace de poussiére, de sable, de sol ou d'autres impuretés. Une fois cette étape

terminée, ils sont entreposés dans un lieu sec et a I'abri de la lumiere.
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1.1.3. Séchage

Apreés la récolte et le nettoyage, les échantillons sont mis a sécher a température ambiante dans
un espace bien ventilé et protégé de la lumiére. Cette étape garantit :
- Une extraction optimale des composes souhaités.

- Une homogénéisation du taux d'humidité résiduelle pour faciliter un broyage plus efficace.
I.2. Matériel de laboratoire

Eprouvette graduée, Tubes a essai + support, entonnoir, Spatule, Boite de Pétri, Spatule,

bécher, papier wattman, micropipettes, embouts, flacons.

1.2. Réactifs chimiques et solvants

Solvants Formule Réactifs
Acide ascorbique (vit c) CsHsOs DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
Méthanol CHs;OH

1.3. Appareils utilisés (Figure 17)

a) Spectrophotomeétre

C’est un appareil congu pour mesurer 1’absorbance ou la transmittance de la lumiére par un
¢chantillon selon des longueurs d’onde spécifiques. Il permet d’évaluer la concentration de

divers composés présents dans une solution.

b) Bain a ultrasons
Appelé aussi sonicateur, cet appareil utilise des ondes ultrasonores dont la fréquence se situe
généralement entre 20 et 400 kHz. Il favorise la dissolution des produits et optimise 1’extraction

des composés bioactifs des matrices végétales grace a I’action mécanique des ultrasons.

¢) Centrifugeuse
Dispositif permettant, par le biais de la force centrifuge, de séparer les constituants d’un
mélange en fonction de leur densité. Elle facilite ainsi la séparation entre les particules solides

et le liquide.
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d) Incubateur
Equipement congu pour maintenir les échantillons a une température constante et controlée
pendant un temps défini, favorisant certaines réactions ou assurant leur conservation dans des

conditions idéales.

e) Agitateur vortex
Instrument essentiel en laboratoire permettant de mélanger rapidement et efficacement les
solutions. Il crée un vortex puissant grace a un mouvement orbital rapide appliqué a la base du

tube contenant I’échantillon.

f) Agitateur magnétique
Appareil utilisé pour mélanger de maniére continue et homogeéne des solutions a 1’aide d’un
barreau aimanté. Celui-ci est entrainé par un champ magnétique généré par un moteur électrique

a vitesse réglable, généralement comprise entre 60 et 1200 tours par minute.

g) Balance de précision
Outil incontournable en laboratoire servant a peser des échantillons, extraits ou réactifs avec

une grande exactitude, tout en minimisant les marges d’erreur lors de la pesée.

a. Spectrophotometre b. Bain a ultrasons c. Centrifugeuse d. Incubateur

e. Agitateur vortex

Figure 17 : Les différents appareils utilisés dans 1’étude.
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1. Méthode
I1.1. Broyage

Les feuilles de navet (Brassica rapa L.) ont été délicatement sechées avant d'étre reduites
en une poudre fine a l'aide d'un broyeur électrique. La poudre obtenue a ensuite été stockée
dans un récipient en verre hermétique, enveloppé de papier aluminium pour la protéger de la
lumiere, préservant ainsi les composés bioactifs et minimisant le risque de photo-oxydation.
I1.2. Choix du solvant

Le choix du solvant constitue 1’un des facteurs les plus importants influencgant I’extraction
des composés phénoliques et des molécules bioactives a partir des plantes. Des études ont
montré que 1’extraction assistée par ultrasons améliore I’efficacité du processus d’extraction en
augmentant la pénétration du solvant dans les tissus végétaux et en favorisant la libération des
composés actifs, ce qui en fait une technique efficace et économique pour I’extraction des
antioxydants (Chen et al., 2014). Par ailleurs, il a été démontré que le méthanol est I’'un des
solvants les plus efficaces pour I’extraction des composés phénoliques et des flavonoides. Les
extraits obtenus avec ce solvant présentent des teneurs élevées en ces composés ainsi qu’une
activité antioxydante importante par rapport a certains autres solvants. Pour cette raison, le

méthanol a été choisi comme solvant d’extraction dans la présente étude (Mohammed et al.,
2022).
11.3. Préparation du matériel végétal

L’extraction des substances bioactives contenues dans les feuilles de navet (Brassica rapa L.)
a été réalisée par extraction assistée par ultrasons (UAE). Dix grammes (10 g) de poudre
végétale ont été pesés a I’aide d’une balance électronique de précision puis mélangés a 100 ml
de méthanol a 99,7 %. La solution obtenue a été transférée dans un flacon en verre et placée
dans un bain a ultrasons réglé a 40 °C pendant 60 a 90 minutes afin d’optimiser 1’extraction des
composés bioactifs. A ’issue de ce traitement, la solution a été répartie dans huit tubes gradués
de 12,5 ml chacun ensuite soumise a une centrifugation a 4 000 tr/min pendant 10 minutes afin
de séparer le surnageant du sédiment. Le surnageant récupéré a ensuite été filtreé sur papier filtre
Wattman n® 1.

Apreés filtration, I’extrait obtenu a été réparti dans trois boites de Pétri préalablement pesées et
placé dans une étuve réglée a 40 °C pendant 48 heures, a I’abri de la lumiere, afin d’assurer
I’évaporation complete du solvant et le séchage de ’extrait. Apres séchage, les boites de Pétri

contenant 1’extrait, ont été pesées (Figure 18).
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111.3. Rendements des extraits

L’extraction des plantes étudiées, nous a permis de déterminer les rendements de leurs extraits.

L’extrait a été quantifié selon la formule suivante :

R% = PE /PMV * 100
R : rendement
PE : poids de I’extrait sec (g)
PMV : poids de matiére végeétale (Q)
(Figure 18).
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Figure 18 : Détermination du rendement des extraits étudies.
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Activité antioxydante

1. Le teste de piégeage du radical DPPH

Le radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un outil couramment employé pour
évaluer l'activité antioxydante en raison de sa simplicité d'utilisation, de sa rapidité et de son
colt abordable (Hadbaoui, 2012) (Figure 19).

NO, NO,
. H

O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,

1]

VIOLET JAUNE

Figure 19: Mécanisme de réduction du radical libre DPPH (Benyoucef, 2020).

Mode opératoire

Préparation du DPPH

Le teste a été réalisé selon la méthode de (Blois, 1958). Une quantité de 4mg de DPPH a été
dissoute dans un volume de 100 ml méthanol pure (CH:OH) et mélangé pendant 30 min a 1’abri

de la lumiere pour obtenir une solution de DPPH.
Préparation d’une solution mere et des dilutions

7,3 g d’extrait est dissout dans 7,3ml de méthanol (CHsOH), a partir de cette concentration ; On
prépare 5 tubes moins concentre que le premier et un tube contenant seulement la solution de
DPPH (contrdle négatif) ; on prépare (100 ; 50 ; 25; 12,5 ; 6,25) en ajoutant 1 ml de DPPH en

chaque tube et mélangeé par vortex.
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Le mélange obtenu est ensuite gardé a ’abri de lumiére a température ambiante pendant 30

min, la lecture de la densité optique @ 517 nm par spectrométre (Figure 19).

e Calcul des pourcentages d’inhibition
I (%) = [(A cont — A éch) /A cont] X 100

I (%) : Pourcentage d’inhibition.
A cont : Absorbance du contréle négatif.

A éch : Absorbance du 1’échantillon testé.

e Calcul des IC50

Selon Dupont (2010) la concentration inhibitrice médiane 1C50 constitue un indicateur
de I'efficacité d'un inhibiteur a réduire une activité biologique ou biochimique spécifique. Elle
correspond a la concentration nécessaire pour atteindre 50 % d'inhibition de I'activité ciblée.
Dans le cadre du test du radical libre DPPH, la CI50 représente la concentration d'un extrait
permettant de générer une inhibition de 50 % du radical DPPH. Elle est calculée graphiquement
a partir des régressions logarithmiques reliant les pourcentages d'inhibition aux différentes
concentrations des extraits analysés. Un extrait est considéré comme ayant une activité

antioxydante supérieure lorsqu'il présente une valeur de CI50 plus faible.
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1, PREPARATION DU DPPH
(Blois, 1958)
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Figure 19 : Test du piegeage des radicaux libres par DPPH.
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e Calcul des IC50

Selon Dupont (2010) la concentration inhibitrice médiane IC50 constitue un indicateur
de l'efficacité d'un inhibiteur a réduire une activité biologique ou biochimique spécifique. Elle
correspond a la concentration nécessaire pour atteindre 50 % d'inhibition de I'activité ciblée.
Dans le cadre du test du radical libre DPPH, la CI50 représente la concentration d'un extrait
permettant de générer une inhibition de 50 % du radical DPPH. Elle est calculée graphiquement
a partir des régressions logarithmiques reliant les pourcentages d'inhibition aux différentes
concentrations des extraits analysés. Un extrait est considéré comme ayant une activité

antioxydante supérieure lorsqu'il présente une valeur de C150 plus faible.

Courbe d'etalonnage de I'acide ascorbique
Des solutions d'acide ascorbique (vitamine C) a différentes concentrations sont préparées,
en suivant un protocole uniforme pour chaque échantillon. Un spectrophotométre UV-visible,

réglé a une longueur d'onde de 517 nm, est utilisé pour I'analyse des résultats (Figure 20).

(Courbe d'étalonnage d'acide ascorbique (Vitamine C) J

O rinindes @ Pipminde () Ajotdels () Tocubtions 0 Mo
solutions d'acide différentes solution de I'abri de la
ascorbique concentrations DPPH lumiére 517nm /
Augmentation de |
Iacomntranon 'l\

"i 517nm

\/\/\’

GoGGGE
'étalonnag - /
100 4 Counbe dalonnze Calcul du % d'inhibition Détermination de I'ICq,

% Inhibition =

&

y=ax+h
R*=099%

® Ay - absorbance du controle (DPPH seul)
¢ Auntien  AbSorbance de I'échantillon

BEEEEE
Concentration d'acide ascorbique (ug/mL)
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inhibe 50 % du radical DPPH

KO
IC50 HO OH

HO OH

J

Figure 20 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.
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l. Résultats

e Lerendement d’extraction
- Les valeurs obtenues sont représentées dans le tableau ....
La plante PMV (g) PE (g) R (%)
Brassica rapa L. 10 1,523 15,23

Tableau : Rendement d’extraction par méthanol.

le rendement d'extraction
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Figure 21 : Rendement d’extraction de la plante Brassica rapa L.

Le rendement d'extraction obtenu pour les feuilles de Brassica rapa L. a été évalué a
15,23 %, une valeur qui s'aligne avec celles mentionnées dans diverses études consacrées aux
espéces du genre Brassica. Mishra et al. (2022) ont en effet démontré que les extraits
méthanoliques des feuilles de cette plante sont particulierement riches en composeés bioactifs et
que les résultats d'extraction dépendent étroitement des conditions expérimentales utilisées. De
plus, Rauf et al. (2018) ont mis en évidence l'importance de la polarité du solvant dans
I'efficacité de I'extraction des composés antioxydants, en soulignant que le méthanol figure
parmi les solvants les plus performants. Toutefois, le rendement obtenu dans cette étude reste
inférieur a celui rapporté par Ould Yerou et al. (2022), qui avaient atteint un rendement de
24 % pour I’extrait méthanolique de Brassica rapa L. Cette divergence peut s'expliquer par
plusieurs parametres, tels que la nature et I'origine du matériel végétal, le stade de croissance
de la plante, la concentration de méthanol utilisé, le rapport solide-liquide, la durée d'extraction

ou encore la technique appliquée lors du processus d'extraction.
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I1.  Résultats d’activité antioxydant par DPPH

Selon Wootton-Beard et al. (2011), il s'agit d'un radical libre stable de couleur violette,
caractérisé par une absorption maximale & 517 nm dans le spectre UV-visible. Floegel et al.
(2011) ont souligné que le DPPH figure parmi les premiers radicaux libres utilisés pour explorer
les liens entre la structure chimique des composeés phénoliques et leur activité antioxydante. De
leur coté, Popovici et al. (2009) ont mis en évidence que ce radical posséde un électron non
apparié délocalisé sur un atome d'azote, ce qui lui confere une stabilité élevée a température
ambiante tout en empéchant la formation de dimeres. Hadbaoui (2012) a précisé que la
méthode repose sur la réduction du DPPH par des molécules antioxydantes capables de donner
un électron ou un atome d’hydrogéne, engendrant ainsi le composé DPPH-H (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine). Cette réaction entraine un changement de couleur du violet au jaune,
accompagné d’une réduction de 1’absorbance a 517 nm, mesurée par spectrophotométrie UV -
visible. Par ailleurs, Benyoucef (2020) a noté que la baisse de 1’absorbance est proportionnelle
a la quantité de substances antiradicalaires présentes, reflétant ainsi le potentiel antioxydant des

extraits analyses.

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique des feuilles de Brassica rapa L. a été
mesurée a I’aide de la méthode basée sur le radical libre DPPH, introduite pour la premiére fois
par Blois en 1958. Cette technique repose sur la capacité des composés antioxydants a convertir
le radical violet DPPH" en sa forme réduite jaune, DPPH-H, entrainant ainsi une diminution de

[’absorbance a 517 nm.

Selon Brand-Williams et al. (1995), la baisse de 1’absorbance refléte la faculté de
I’échantillon a céder des électrons ou des atomes d’hydrogene aux radicaux libres, offrant une
estimation précise du potentiel antioxydant de I’échantillon. Le pourcentage d’inhibition (%)
a été calculé pour chaque concentration testée a partir de la formule décrite par ces auteurs.
Toutes les analyses ont été menées en triplicata afin de garantir la fiabilité et la reproductibilité
des résultats (Figure 22, 23).

Le niveau d’activité antioxydante est généralement exprimé par une valeur ICso,
représentant la concentration nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux libres DPPHe présents
dans le milieu de réaction. Une faible valeur d’ICso indique une activité antioxydante
importante, tandis qu’une valeur ¢élevée refléte une activité moindre. La détermination de 1’ICso
a été réalisée graphiquement, en tragant la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction des
concentrations testées. Les performances obtenues ont ¢été comparées a celles de 1’acide

ascorbique, utilisé comme standard de référence en matiére d’antioxydants Molyneux (2004).
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Figure 22 : Activité antioxydante de Brassica rapa L. par la méthode du DPPH.

0

Figure 23 : Activité antioxydante de 1’acide ascorbique par méthode de DPPH
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Environ 30 a 40 % des cancers sont liés & une alimentation désequilibrée et a d'autres facteurs
corrélés (Czapski, 2009). Des études épidémiologiques établissent un lien direct entre la
consommation de fruits et légumes et une diminution de la mortalité par cancer, maladies
cardiovasculaires et autres maladies dégénératives (Art and Hollmam, 2005 ; Vita, 2005). De
nombreux légumes de la famille des cruciferes sont consommés en grande quantité dans le
monde entier.

Les légumes de I'espéce Brassica rapa sont le navet, le chou chinois et le pak choi (Cartea et
al., 2011). Ces especes végetales regorgent de métabolites secondaires importants tels que les
glucosinolates, I'acide folique, la vitamine C, le sélénium, les caroténoides et les composés
phénoliques (Howard et al., 1997 ; Fimognari et al., 2002), ces composés agissent
efficacement contre de nombreux types d'agents cancérigénes. Ces composés sont
particulierement actifs contre un large éventail de cancers, notamment ceux de l'ovaire, du

cblon, de la vessie, du poumon et du sein (Higdom et al., 2007 ; Zhao et al., 2007).

L'oxygene, élément indispensable a la vie, peut, dans certaines circonstances, nuire a
I'organisme humain. Les processus d'oxydation sont essentiels aux organismes vivants. La
plupart des effets potentiellement nocifs de I'oxygéne sont dus & la formation d'espéces réactives
de l'oxygene (ERO).

La production incontrélée d'ERO et le déséquilibre du systéme de protection antioxydante
entrainent I'apparition de nombreuses maladies et accélérent le vieillissement. Les ERO sont
une classe de molécules tres réactives formées lors de la vie aérobie chez les organismes vivants
et comprennent les radicaux anions superoxyde (O2¢"), les radicaux hydroxyles (OHe) et des
especes non radicalaires, telles que H20: et 1'oxygeéne singulet (*O2) (Halliwell et Gutteridge,
1989 ; Gulgin et al., 2002a ; 2002b).

Il existe un équilibre entre la production d'ERO et leur inactivation par le systeme antioxydant
des organismes. En cas de déséquilibre entre les ROS et les mécanismes de défense
antioxydants, les ROS entrainent une modification oxydative des membranes cellulaires ou des

molécules intracellulaires (Duh et al., 1999 ; Gulgin et al., 2003).

Les résultats de cette étude révelent que 1’extrait méthanolique des feuilles de Brassica rapa L.

présente une activité antioxydante notable contre le radical libre DPPH, avec une valeur d’1Cso
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de 19.59. Néanmoins, cette activité demeure inférieure a celle de I’acide ascorbique, utilisé

comme référence standard (ICso = 6.41). Une telle différence est attendue, I'acide ascorbique
étant un composé pur doté d’un pouvoir réducteur élevé, tandis que 1’extrait végétal contient un
mélange complexe de composés bioactifs dont 1’efficacité dépend de leur nature et de leur

concentration relative.

L'activité antioxydante obtenue peut s'expliquer par la présence de composés phénoliques, de
flavonoides, ainsi que d'autres metabolites secondaires capables de neutraliser les radicaux
libres a travers le transfert d’électrons ou d’atomes d’hydrogéne. Selon les travaux de Cartea
et al. (2011), les especes du genre Brassica se distinguent par leur richesse en composés

phénoligques, reconnus pour jouer un role clé dans la protection contre le stress oxydatif.

Les conclusions de cette recherche corroborent celles d’Ould Yerou et al. (2022), qui avaient
également mis en évidence une activité antioxydante notable chez Brassica rapa. Les écarts
observés entre les valeurs d'ICso pourraient découler de divers facteurs, notamment le choix du
solvant et la méthode d’extraction, mais aussi des conditions environnementales, de I’origine
géographique des échantillons végétaux ou encore du stade physiologique de la plante lors de
la récolte. Ces parametres influencent directement la concentration en composés bioactifs

présents et, par extension, leur efficacité antioxydante.

Par ailleurs, 1’utilisation du méthanol comme solvant d’extraction a probablement optimis¢ la
récupération des composés phénoliques responsables de D’activité antioxydante. En effet,
plusieurs études suggérent que les extraits méthanoliques des espéces du genre Brassica
présentent généralement une forte activité antioxydante en raison de leur teneur élevée en

polyphénols et en flavonoides.

Ainsi, malgré inférieure a celle de I’acide ascorbique, I’extrait méthanolique des feuilles de
Brassica rapa L. démontre un potentiel antioxydant prometteur. Ces résultats ouvrent la voie a
la valorisation de cette plante comme source naturelle de molécules bioactives, présentant un

intérét potentiel pour les secteurs alimentaire, nutraceutique et pharmaceutique.
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CONCLUSION

Notre travail a été consacré a I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait
méthanolique des feuilles de Brassica rapa L. a I’aide de la méthode du radical libre DPPH.
Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence une activité antioxydante appréciable
de cet extrait, traduite par une valeur d’ICso de 19,59. Bien que cette activité soit inférieure a
celle de I’acide ascorbique utilis¢ comme composé de référence (ICso = 6,41), elle témoigne
néanmoins d’un potentiel antioxydant intéressant des feuilles de navet.

L’activité observée peut étre attribuée a la présence de composés bioactifs, notamment
les polyphénols, les flavonoides et d’autres métabolites secondaires connus pour leur capacité
a neutraliser les radicaux libres et a limiter les effets du stress oxydatif. Ces composés jouent
un réle important dans la protection des cellules contre les dommages oxydatifs associés a
diverses maladies chroniques.

La comparaison de la valeur d’ICso obtenue avec celles rapportées dans la littérature
confirme que les feuilles de Brassica rapa L. constituent une source naturelle prometteuse
d’antioxydants. Les variations observées entre les différentes études peuvent étre liées a
plusieurs facteurs tels que les conditions de culture, I’origine géographique de la plante, le stade
de développement, ainsi que la méthode et les conditions d’extraction utilisées.

En somme, les résultats de cette étude soulignent 1’intérét de valoriser les feuilles de
navet, souvent peu exploitées, comme source de molécules naturelles a activité antioxydante.
Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour leur utilisation potentielle dans les
domaines alimentaire, nutraceutique et pharmaceutique. Toutefois, des études complémentaires
sont nécessaires afin d’identifier précisément les composés responsables de cette activité, de
déterminer leurs mécanismes d’action et d’évaluer leurs effets biologiques dans des systemes

plus complexes.
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