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RESUME

Cette ¢étude expérimentale porte sur 1’évaluation des propriétés phytochimiques de Pe-
troselinum crispum (récolté a El Oued) et sur son efficacité protectrice, sous forme d'extrait et
de nanoparticules d'argent (AgNPs), contre la toxicité induite par 'herbicide métribuzine chez
le rat Wistar.

L'analyse quantitative de l'extrait hydroéthanolique a révélé des teneurs significatives en
composés bioactifs : 3,33 = 0,10 mg EAG/g de polyphénols totaux, 1,32 + 0,05 mg EQ/g de
flavonoides et 1,8 £ 0,18 mg EC/g de tanins condensés. Ces composés conferent a la plante
une activité antioxydante réelle, avec une IC50 de 5,95 + 0,26 mg/mL (test DPPH) et un pou-
voir réducteur ferrique (FRAP) ¢élevé de 5,17 + 0,12. La biosynthese verte des AgNPs a été
confirmée par un pic d'absorption UV-Visible a 425 nm et une structure cristalline cubique a
faces centrées validée par DRX.

Sur le plan biologique, 1'administration de métribuzine (13 mg/kg) a provoqué une toxi-
cit¢ multisystémique marquée par une baisse de 23,6 % du nombre de globules rouges (6,24
contre 8,17 x10%/uL) et de 31,4 % du taux d'hémoglobine. La fonction rénale a été séveérement
altérée avec une hausse de 89,2 % de la créatininémie (11,2 contre 5,92 mg/L). Au niveau
tissulaire, le stress oxydatif s'est manifesté par une inhibition de la catalase de 59,1 % et une
augmentation du MDA (marqueur de la lipoperoxydation) de 64 %.

L'étude comparative démontre que les AgNPs biosynthétisées offrent la protection la
plus compléte, surpassant I'extrait brut et la vitamine C. Elles ont permis de ramener la créati-
nine a 6,40 mg/L (valeur proche du témoin) et de normaliser la réponse inflammatoire avec
10,95 x10%/pL de leucocytes contre 14,37 dans le groupe intoxiqué. Ces résultats confirment
le potentiel thérapeutique de la nanobiotechnologie verte issue de P. crispum pour contrer les

dommages physiologiques liés aux pesticides.

Mots-clés : Petroselinum crispum, AgNPs, polyphénols, métribuzine, antioxydante, in vivo.



ABSTRACT

This experimental study investigated the phytochemical properties of Petroselinum
crispum collected from El Oued and evaluated its protective efficacy, in the form of crude
extract and silver nanoparticles (AgNPs), against metribuzin-induced toxicity in Wistar rats.

Quantitative phytochemical analysis of the hydroethanolic extract revealed significant
levels of bioactive compounds, including 3.33 + 0.10 mg GAE/g of total polyphenols, 1.32 +
0.05 mg QE/g of flavonoids, and 1.80 + 0.18 mg CE/g of condensed tannins. These phyto-
constituents conferred considerable antioxidant activity, with an ICso value of 5.95 + 0.26
mg/mL in the DPPH assay and a high ferric reducing antioxidant power (FRAP) value of 5.17
+ 0.12. Green biosynthesis of AgNPs was successfully confirmed by a characteristic UV—
Visible absorption peak at 425 nm and a face-centered cubic crystalline structure validated by
X-ray diffraction (XRD) analysis.

Biologically, administration of metribuzin (13 mg/kg) induced marked multisystem tox-
icity, characterized by a 23.6% reduction in red blood cell count (6.24 vs. 8.17 x10%uL) and a
31.4% decrease in hemoglobin concentration. Renal function was severely impaired, as evi-
denced by an 89.2% increase in serum creatinine levels (11.2 vs. 5.92 mg/L). At the tissue
level, oxidative stress was manifested by a 59.1% inhibition of catalase activity and a 64%
elevation in malondialdehyde (MDA), a marker of lipid peroxidation.

Comparative evaluation demonstrated that biosynthesized AgNPs provided the most ef-
fective protective activity, surpassing both the crude extract and vitamin C treatment. AgNP
administration restored creatinine levels to 6.40 mg/L, approaching normal control values,
and normalized the inflammatory response, with leukocyte counts reduced to 10.95 x103/uL
compared with 14.37 x10%/uL in the intoxicated group. These findings highlight the therapeu-
tic potential of green nanobiotechnology derived from P. crispum in mitigating pesticide-
induced physiological and oxidative damage.

Key-words:Petroselinum crispum, AgNPs, polyphenols, metribuzin, antioxidant, in vivo
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I INTRODUCTION

Depuis 1’Antiquité, les plantes médicinales occupent une place importante dans
I’alimentation humaine et dans les pratiques thérapeutiques traditionnelles grace a leur ri-
chesse en composés biologiquement actifs (Savoia, 2012). Parmi ces plantes, Petroselinum
crispum (persil) est largement utilisé dans les régions méditerranéennes et nord-africaines
pour ses propriétés culinaires et médicinales (Farzaei et al., 2013).

Appartenant a la famille des Apiaceae, le persil est une plante aromatique riche en fla-
vonoides, composés phénoliques, vitamines et huiles essentielles (Tungtiirk et al., 2018). Ces
métabolites secondaires lui conférent plusieurs activités biologiques telles que les propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et diurétiques (Aissani et al., 2020).
Plusieurs études ont montré que ces composés participent a la protection cellulaire contre le
stress oxydatif et les dommages tissulaires (Khalid et al., 2022).

Les principaux constituants bioactifs du persil incluent I’apiol et la myristicine, présents
principalement dans les huiles essentielles et les graines (Zhang et al., 2006). Bien que ces
molécules présentent des effets pharmacologiques intéressants, leur toxicité potentielle a
fortes doses a été rapportée au niveau hépatique, rénal et neurologique (Marin et al., 2021).
Cette dualité¢ entre activité¢ thérapeutique et risque toxicologique nécessite une évaluation
scientifique rigoureuse de 1’innocuité du persil (Petropoulos et al., 2021).

Par ailleurs, 1’utilisation intensive des pesticides en agriculture représente un probléme
majeur de santé publique et environnementale (Kim et al., 2017). Le métribuzine, herbicide
appartenant a la famille des triazinones, est largement utilisé pour le controle des mauvaises
herbes dans plusieurs cultures agricoles (PPDB, 2024). Des études ont montré que cet herbi-
cide peut induire un stress oxydatif important par la production excessive d’especes réactives
de I’oxygéne, entrainant des altérations cellulaires et tissulaires, notamment au niveau hépa-
tique et rénal (El-Gendy et al., 2020).

Dans ce contexte, 1’étude des propriétés chimiques et biologiques de Petroselinum cris-
pum présente un intérét scientifique considérable. La caractérisation de sa composition phyto-
chimique et de ses effets biologiques permet de mieux comprendre ses mécanismes d’action
et de valoriser son utilisation en phytothérapie (Aissani et al., 2020).

Le présent travail comporte une étude bibliographique consacrée a Petroselinum cris-
pum, portant sur sa classification botanique, ses constituants chimiques, ses propriétés phar-
macologiques, ses usages médicinaux traditionnels ainsi que ses effets toxicologiques poten-
tiels.

Une étude expérimentale a également été réalisée afin d’évaluer les propriétés biolo-
giques de D’extrait de persil et son effet protecteur potentiel contre la toxicité induite par le
métribuzine. Cette étude comprend le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des
tanins condensés, ainsi que 1’évaluation de 1’activité antioxydante par le test DPPH et d’autres

méthodes analytiques.
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A travers cette étude, nous cherchons a mettre en évidence 1’importance biologique et

thérapeutique du persil tout en soulignant la nécessité d’évaluer scientifiquement son efficaci-

té et sa sécurité d’emploi afin de prévenir les risques liés a une utilisation excessive ou inap-

proprice.
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_ Chapitre 1 : Présentation du persil (Petroselinumcrispum)

I.1. Introduction

Le persil (Petroselinum crispum) est une plante herbacée aromatique appartenant a la
famille des Apiacées, largement reconnue pour ses usages culinaires et médicinaux. Origi-
naire du bassin méditerranéen, cette espece est aujourd’hui cultivée a 1’échelle mondiale en
raison de sa valeur nutritionnelle et de ses propriétés biologiques (Bouzabata, 2017). Elle se
présente sous forme de plante bisannuelle, caractérisée par des feuilles vertes finement décou-
pées et une forte teneur en compos€s aromatiques.

Traditionnellement, le persil est utilisé comme épice pour rehausser les saveurs alimen-
taires, mais également comme remede naturel dans diverses pharmacopées, notamment pour
ses effets diurétiques, digestifs et dépuratifs (El-Hilaly, 2018). En médecine traditionnelle,
différentes parties de la plante (feuilles, graines, racines) sont employées sous forme
d’infusions, décoctions ou extraits.

Sur le plan phytochimique, le persil est riche en flavonoides (apigénine, lutéoline), vi-
tamines (notamment vitamine C), et huiles essentielles contenant des composés tels que
I’apiol et la myristicine, qui lui conférent a la fois ses propriétés thérapeutiques et certains
effets toxiques potentiels (Farah, 2021). Cette dualité entre bénéfices pharmacologiques et
risques toxicologiques justifie son intérét particulier en toxicologie moderne.

Ainsi, le persil constitue un modéele pertinent pour 1’étude des plantes médicinales, illus-
trant I’importance d’une évaluation rigoureuse de leur innocuité, notamment dans un contexte

d’usage traditionnel largement répandu mais parfois non controlé.

I.2. Classification scientifique et botanique de Petroselinum crispum

A. Classification scientifique
La classification scientifique de Petroselinum crispum repose sur les critéres taxono-
miques des angiospermes dicotylédones, et plus spécifiquement des Apiaceae, une famille
reconnue pour la richesse de ses espéces en métabolites secondaires bioactifs, notamment les
huiles essentielles (Farah, 2021).
La classification compléte est la suivante :
e Régne : Plantae
e Sous-régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
o Division : Magnoliophyta (Angiospermes)
e Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
e Sous-classe : Rosidae
e Ordre : Apiales

e Famille : Apiaceae (Ombelliféres)
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e Genre :Petroselinum
o Espeéce : Petroselinum crispum

Au sein de la famille des Apiaceae, Petroselinum crispum se distingue par ses caracté-
ristiques morphologiques (inflorescences en ombelles, feuilles composées) et par son profil
phytochimique riche en phénylpropanoides (apiol, myristicine), conférant a la plante des pro-
priétés a la fois pharmacologiques et toxicologiques (Bouzabata, 2017).

Cette classification permet également de rapprocher le persil d’autres especes d’intérét
médicinal et toxicologique telles que Apium graveolens (céleri) et Coriandrum sativum (co-
riandre), partageant des similitudes chimiques et biologiques importantes.

B. Description botanique de Petroselinum crispum

Petroselinum crispum est une plante herbacée bisannuelle dont la morphologie refléte
son appartenance a la famille des Apiaceae. Sa description botanique se décline comme suit :

1. Port général et tige

Plante dressée, haute de 20 a 80 cm selon les conditions de culture.

Tige cylindrique, ramifiée, parfois creuse, portant des feuilles alternes et des inflores-
cences terminales en ombelles.
2. Racine
e Racine pivotante, blanchatre, pouvant se développer de maniére importante dans le
sol.
e Chez certaines variétés cultivées (ex. persil racine), elle est épaissie pour usage ali-
mentaire ou médicinal.
3. Feuilles
e Alternes et composées, avec des folioles profondément découpées.
e Couleur : vert foncé, luisantes.
e Présence de glandes sécrétrices d’huiles essentielles, responsables de 1’arome caracté-
ristique.
4. Inflorescence et fleurs
o Inflorescence en ombelles composées, typique des Apiaceae.
e Fleurs petites, jaunes verdatres, hermaphrodites.
o La floraison intervient généralement la deuxieme année du cycle bisannuel.
5. Fruits
o Fruits secs, appelés diakénes, ovoides, renfermant les graines.
e Les graines contiennent des huiles essentielles et des composés bioactifs responsables
de I’activité pharmacologique et toxicologique.

6. Cycle biologique
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e Année 1 : croissance végétative (feuilles et racines)
e Année 2 : floraison et production de graines
Cette morphologie confére au persil sa double utilité : alimentaire (feuilles fraiches ou

séchées) et médicinale (extraits, huiles essentielles) (Figure 1).

Petroselinum crispum (Persil)
A. PLANTE ENTIERE | WHOLE PLANT S

Feuilles basales
v ~ (basal leaves)

Lateral roots
) L L
/ o —~
g s
Inflorescence — . - ~ \
oot} Racine pivotante
(taproot)
B. DETAIL DES FEUILLES ET GLANDES / LEAF AND GLANDULAR STRUCTURES C. INFLORESCENCE ET FRUITS / INFLORESCENCE AND FRUITS
Feuillet Glande sécrétrice Rayon z
« (leaflet) S )

(glandular trichome)
|

|| «— Péti b Huile essentielle
\ (F;s:ilgll:) E:sgenug?un) Ombelle florale Fructification Fruit (diakéne)
(umbel inflorescence) (fruiting stage) (fruit/diakene)

Ombellule
(umbellet)

Figure 2. Description botanique de Petroselinum crispum

C. Variétés courantes de Petroselinum crispum
Le persil présente plusieurs variétés cultivées, différenciées par la morphologie de leurs
feuilles, leur profil aromatique et leurs usages culinaires ou médicinaux. Les deux principales
sont :
1. Persil frisé (Petroselinum crispum var. crispum)
o Morphologie : feuilles finement frisées et compactes, port dense.
e Goiit et arome : plus doux, légérement amer, moins concentré en huiles essentielles.
o Usage : principalement décoratif ou en garniture, moins utilisé en phytothérapie.
e Avantage : tolérance élevée aux conditions climatiques vari€es et facile a cultiver.
2. Persil plat ou italien (Petroselinum crispum var. neapolitanum)
o Morphologie : feuilles larges et plates, texture lisse.
e Goiit et aréme : plus prononcé, saveur intense, richesse accrue en composés bioactifs
(apiol, myristicine).
o Usage : privilégié en cuisine et en phytothérapie pour ses propriétés antioxydantes,
diurétiques et digestives.
e Avantage : concentration plus élevée en huiles essentielles, conférant un potentiel

pharmacologique supérieur (Tableau 1).
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Tableau 1. Comparaison synthétique

Feuilles Frisées, compactes Plates, larges
Arome Doux Intense
Usage principal Décoratif Culinaire et médicinal
Huiles essentielles Moins concentrées Plus concentrées
Tolérance Adapté a divers climats Sensible aux variations climatiques

Ces différences morphologiques et chimiques expliquent le choix de la variété selon
I’usage souhaité, que ce soit pour la consommation alimentaire, I’extraction de composés ac-
tifs ou les études toxicologiques (Farah, 2021).

D. La composition chimique dePetroselinum crispum

Petroselinum crispum (persil) présente une composition phytochimique tres riche et va-
riée, comprenant des métabolites primaires (glucides, protéines, lipides, vitamines et miné-
raux) ainsi que de nombreux métabolites secondaires responsables de ses propriétés biolo-
giques et pharmacologiques. La composition varie selon la variété, 1'organe végétal (feuilles,
racines ou graines), le stade de développement, les conditions de culture et les méthodes d'ex-
traction (Farzaei et al., 2013 ; El-Zaeddi et al., 2017).

1. Métabolites primaires

Les feuilles de P. crispum sont riches en eau (80-90 %), en glucides, en protéines végé-
tales (=3—4 %), en fibres alimentaires et contiennent une faible teneur en lipides (<1 %). Elles
constituent également une source importante de vitamines, notamment la vitamine C, la provi-
tamine A (B-caroténe), la vitamine K, la vitamine E et plusieurs vitamines du groupe B. Elles
renferment également des minéraux essentiels tels que le potassium, le calcium, le magné-
sium, le phosphore, le fer, le zinc et le manganése (USDA, 2019 ; Farzaei et al., 2013).

2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques représentent 1'une des principales familles bioactives du per-
sil. Les flavonoides dominants sont 'apigénine, la lutéoline, la diosmétine, la quercétine et
leurs dérivés glycosylés. Ces molécules sont largement responsables des activités antioxy-
dantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses de la plante. Les principaux acides phénoliques
comprennent les acides caféique, férulique, chlorogénique, p-coumarique et gallique (EI-
Zaeddi et al., 2017 ; Farzaei et al., 2013).

3. Huile essentielle

L'huile essentielle de P. crispum est particuliecrement abondante dans les graines, mais
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est également présente dans les feuilles et les racines. Sa composition varie selon l'origine

géographique et le chimiotype. Les principaux constituants sont :
e Apiol
e Myristicine
e B-Pinene
e 0-Pinene
e B-Phellandréne
e Limonéne
e o-Phellandréne
e Sabinéne
e Terpinoléne

o Eugénol (en faibles quantités)

Ces composés volatils contribuent aux activités antimicrobiennes, antifongiques, insec-

ticides et antioxydantes de la plante (Zhang et al., 2006 ; Farzaei et al., 2013).
4. Coumarines et furanocoumarines
Le persil contient plusieurs coumarines biologiquement actives telles que :
o Bergaptene
o Xanthotoxine
e Isopimpinelline
o Impératorine

e Psoraléne

Ces composés présentent des propriétés photobiologiques, antimicrobiennes et anti-

inflammatoires, bien qu'une exposition excessive puisse entrainer une photosensibilisation

(Farzaei et al., 2013).

5. Pigments naturels

Les feuilles renferment une concentration ¢élevée de pigments photosynthétiques com-

prenant :
e Chlorophylle a
e Chlorophylle b
e B-Caroténe
o Lutéine
e Violaxanthine

e Néoxanthine

Ces pigments possédent une activité antioxydante importante et participent a la protec-

tion des cellules contre le stress oxydatif (USDA, 2019).
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6. Autres composés bioactifs

Le persil contient également :

e Polyacétylénes (falcarinol, falcarindiol)

e Acides organiques (acide citrique, acide malique)

e Acides aminés essentiels

e Stérols végétaux

e Triterpénes

o Composés soufrés en faibles quantités

Ces métabolites contribuent aux activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes et cyto-

protectrices observées dans de nombreuses études expérimentales (Farzaei et al., 2013 ; El-

Zaeddi et al., 2017).

Tableau 2 : Principaux constituants chimiques de Petroselinum crispum

Flavonoides
Acides phénoli-
ques

Huile essentielle
Coumarines
Caroténoides
Chlorophylles
Polyacétylénes

Vitamines

Minéraux

Apigénine, lutéoline, quercétine,
diosmétine

Acide caféique, chlorogénique, féru-
lique, p-coumarique

Apiol, myristicine, [-pineéne, o-
pinéne, limonéne

Bergapténe, xanthotoxine, impérato-
rine

B-Carotene, lutéine, violaxanthine
Chlorophylle a et b

Falcarinol, falcarindiol

C, K, E, B-caroténe, vitamines B

K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn

Antioxydante, anti-inflammatoire,
anticancéreuse

Antioxydante, antimicrobienne

Antimicrobienne,  antifongique,
insecticide
Anti-inflammatoire, photobiolo-

gique

Antioxydante, protection oculaire
Activité antioxydante
Anti-inflammatoire, cytoprotec-
trice

Immunité, coagulation, protection
antioxydante

Fonctions enzymatiques et méta-

boliques

1.3. Répartition géographique et culture de Petroselinum crispum

A. Origine de la plante

Petroselinum crispum est originaire du bassin méditerranéen, région considérée

comme son centre de domestication et de diversification naturelle (Bouzabata, 2017). Des
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traces historiques indiquent que le persil était utilisé dés 1’Antiquité par les civilisations

grecque et romaine, tant comme plante alimentaire que médicinale.

Climat d’origine : tempéré a méditerranéen, caractérisé par des hivers doux et des
étés secs, conditions favorables a la croissance des Apiaceae.

Sol et milieu : préfére les sols bien drainés, riches en matiéres organiques, 1égérement
calcaires a neutres.

Diffusion mondiale : a partir du bassin méditerranéen, la culture du persil s’est éten-
due en Europe, en Amérique du Nord, en Asie et dans certaines régions d’Afrique du

Nord, dont I’Algérie (Farah, 2021).

Cette origine explique la sensibilité¢ du persil aux conditions climatiques et sa forte va-

riabilité chimique selon les zones de culture, un facteur essentiel a considérer dans les études

pharmacologiques et toxicologiques.

B. Principales zones de culture de Petroselinum crispum

Le persil est aujourd’hui cultivé dans de nombreuses régions du monde, tant pour un

usage culinaire que pour I’extraction de composés bioactifs. Les principales zones de culture

se distinguent par des conditions climatiques favorables a la croissance des Apiaceae.

1. Bassin méditerranéen (origine et cultures traditionnelles)

Pays : Espagne, Italie, Gréce, Maroc, Tunisie, Algérie
Conditions : climat tempéré méditerranéen, sols riches et bien drainés.
Particularité : zones coéticres et semi-arides, production surtout destinée a la con-

sommation locale et a I’exportation vers I’Europe (Bouzabata, 2017).

2. Europe centrale et orientale

Pays : Allemagne, France, Pays-Bas, Pologne
Usage : production industrielle et maraichére pour consommation fraiche ou séchée.

Avantage : irrigation controlée permettant des rendements élevés et réguliers.

3. Amérique du Nord

Etats-Unis et Canada : production commerciale intensive dans des serres ou en plein
champ.
Objectif : marché frais et industriel, notamment pour 1’exportation et 1’alimentation

transformée.

4. Afrique du Nord et Moyen-Orient

Pays : Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte
Caractéristiques locales : adaptation a des sols variés, présence de variétés locales ré-
sistantes aux stress climatiques.

Algérie : cultures concentrées dans les régions cdtieres et dans les plaines fertiles de
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I’Est et du Centre, ou la disponibilité en eau et la qualité du sol favorisent le rende-
ment et la concentration en composés bioactifs (Benabderrahmane, 2019).

5. Zones tropicales et subtropicales
Production possible sous serre ou avec irrigation, mais la plante reste sensible aux
fortes températures et a I’humidité élevée, ce qui limite sa culture dans ces régions.

Cette répartition géographique influence directement la composition phytochimique et,

par conséquent, le profil pharmacologique et toxicologique de la plante. Les variations de

climat, sol et pratiques culturales modifient notamment la teneur en apiol et myristicine, prin-

cipaux composés a risque (Figure 2).
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Figure 3. Carte de répartition géographique

C. Conditions de culture de Petroselinum crispum

Le succes de la culture du persil dépend de facteurs climatiques, pédologiques et agro-

nomiques qui influencent sa croissance, son rendement et sa composition chimique, essen-

tielle a ses propriétés pharmacologiques et toxicologiques.

1. Climat
Préférence pour un climat tempéré a méditerranéen : hivers doux, étés modérément
chauds.
Sensibilité : forte chaleur ou gel intense peuvent retarder la germination et réduire la
production de feuilles aromatiques (Bouzabata, 2017).
L’humidité modérée favorise le développement végétatif et limite le stress hydrique.

2. Sol

Préfére des sols riches en matiére organique, bien drainés, avec un pH légerement

acide a neutre (6-7,5).
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Sols trop argileux ou mal drainés peuvent provoquer des maladies racinaires et limiter
I’absorption des nutriments essentiels.
3. Irrigation
e Besoin en eau régulier, surtout lors de la croissance des feuilles.
e Irrigation modérée, adaptée aux saisons et aux sols, permet de maintenir la qualité des
feuilles et la teneur en huiles essentielles.
4. Ensemencement et densité
e Semis direct ou en pépiniére suivi d’un repiquage.
o Densité optimale : 20-25 cm entre rangs et 5-10 cm entre plants pour favoriser
I’aération et réduire le développement fongique.
5. Fertilisation
e Apports modérés en azote favorisent le développement foliaire.
e L’exces d’azote peut diminuer la concentration en huiles essentielles et modifier la
composition chimique (Farah, 2021).
6. Protection phytosanitaire
e Sensible aux pucerons, aleurodes et maladies fongiques (mildiou, oidium).
e Pratiques culturales intégrées : rotation des cultures, désinfection du sol, usage mini-
mal de pesticides pour préserver la qualité phytochimique.
7. Récolte
e Feuilles : récolte successive dés la 8° semaine aprés semis, principalement pour usage
culinaire et médicinal.
e Graines : récolte en fin de cycle bisannuel pour production d’huiles essentielles et
études toxicologiques.
Ces conditions optimales assurent un rendement élevé, une qualité aromatique et
pharmacologique stable et une variabilité chimique maitrisée, ¢léments cruciaux pour les

études toxicologiques et pharmaceutiques.
I.4. Constituants chimiques et propriétés pharmacologiques de Petroseli-
num crispum

A. Principaux composés chimiques
Petroselinum crispum est une plante riche en composés bioactifs variés, responsables
de ses effets pharmacologiques et de ses potentiels risques toxicologiques. Ces constituants se
répartissent en plusieurs classes chimiques :
1. Huiles essentielles
e Apiol : phénylpropanoide majeur présent dans les graines et, dans une moindre me-

sure, dans les feuilles. Connu pour ses propriétés diurétiques et abortives a forte dose,
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ainsi que pour sa toxicité hépatique et rénale en surdosage (Farah, 2021).
e Myristicine : autre phénylpropanoide présent dans les graines et feuilles, conférant un
effet psychoactif potentiel a haute concentration et des risques hépato-rénaux.
e Autres terpénes : limonéne, B-pinéne, carvone, contribuant a I’arome et aux effets an-
tioxydants.
2. Flavonoides et polyphénols
o Lutéoline, apigénine, chrysoeriol : flavones majoritaires dans les feuilles.
o Réle pharmacologique : antioxydant, anti-inflammatoire, cardioprotecteur et neuro-
protecteur.
e Variabilité : concentration dépendant de la variété (plat vs frisé), de la période de ré-
colte et des conditions de culture.
3. Vitamines
e Vitamine C (acide ascorbique) : contribue a I’activité antioxydante et a la protection
cellulaire.
o Vitamines B et K : présentes en quantités moindres, impliquées dans le métabolisme
énergétique et la coagulation sanguine.
4. Minéraux
e Potassium, calcium, magnésium, fer et manganeése.
e Ces ¢léments participent a I’équilibre électrolytique, aux fonctions enzymatiques et a
la santé osseuse.
5. Autres composés
o Acides phénoliques : acide caféique et acide férulique, conférant des propriétés an-
tioxydantes et antimicrobiennes.
o Fibres alimentaires : présentent dans les feuilles et racines, contribuant a la digestion
(Tableau 2).

Tableau 3. Tableau synthétique des principaux composés

Huiles essen- Apiol, Myristicine, Graines, Diurétique, abortif, toxique a forte
tielles Limonéne feuilles dose
) o ) Antioxydant, anti-inflammatoire,
Flavonoides = Lutéoline, Apigénine Feuilles )
cardioprotecteur
) Antioxydant, métabolisme énergé-
Vitamines C, B, K Feuilles

tique, coagulation
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Régulation électrolytique, santé

Minéraux K, Ca, Mg, Fe Feuilles
osseuse
Acides phéno- Acide caféique, ) ) S
) ) Feuilles Antioxydant, antimicrobien
liques Acide férulique

Ces composés expliquent a la fois les usages traditionnels du persil (diurétique, digestif,
antioxydant) et la nécessité d’études toxicologiques rigoureuses, notamment pour les phényl-
propanoides comme I’apiol et la myristicine, connus pour leur potentiel hépatotoxique et

abortif a forte dose(Figure 3) (Bouzabata, 2017).
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B. Propriétés pharmacologiques de Petroselinum crispum
Les effets pharmacologiques du persil résultent de la synergie entre ses flavonoides,
huiles essentielles, vitamines et minéraux. Ces propriétés ont été documentées tant par des
études expérimentales que par des usages traditionnels.
1. Activité antioxydante
o Les flavonoides (lutéoline, apigénine) et les acides phénoliques (acide caféique, acide
férulique) conferent une forte capacitée antioxydante.
e Mcécanisme : neutralisation des radicaux libres, protection contre le stress oxydatif et
prévention des dommages cellulaires.
o Applications : protection hépatique et rénale, prévention de maladies cardiovasculaires
et neurodégénératives (Farah, 2021).

2. Effet diurétique

Les phénylpropanoides (apiol, myristicine) et certains minéraux (potassium) augmen-

tent la diurése, favorisant 1’élimination de I’eau et des toxines.
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Utilisation traditionnelle : traitement des cedémes, troubles urinaires et dépuration ré-
nale.
e Précaution : surdosage en apiol peut induire une toxicité hépatique et rénale.
3. Activité anti-inflammatoire
e Les flavonoides inhibent les médiateurs de 1’inflammation (cytokines pro-
inflammatoires, COX-2), réduisant I’inflammation systémique ou locale.
« FEtudes expérimentales : extraits de persil réduisent 1’cedéme et la production de radi-
caux libres dans des modéles animaux (Benabderrahmane, 2019).
e Applications : troubles digestifs, affections rhumatismales, inflammations cutanées.
4. Autres activités pharmacologiques
e Antimicrobienne : les huiles essentielles inhibent certaines bactéries et champignons.
o Digestive : stimulation de la sécrétion biliaire et amélioration de la digestion.
o Neuroprotectrice et cardioprotectrice : activité liée a la neutralisation du stress oxy-
datif et a I’inhibition de la peroxydation lipidique(Tableau 4).

Tableau 5. Tableau synthétique des propriétés

Flavonoides, Neutralisation des Protection hépatique et
Antioxydante acides phéno- radicaux libres, pro- = rénale, prévention car-
liques, vitamine C tection cellulaire diovasculaire

) o Augmentationde la =~ (Edemes, troubles uri-
Apiol, myristicine, ) o ) )
Diurétique diurese, ¢limination naires, dépuration ré-
K
des toxines nale

) ) o Troubles digestifs, in-
Lutéoline, apigé- Inhibition des cyto- ) )
Anti-inflammatoire . . flammations rhumatis-
nine kines et COX-2
males et cutanées
) ) Inhibition de bacté-  Prévention infections
Antimicrobienne = Huiles essentielles ) _ )
ries et champignons = alimentaires et cutanées
Ces propriétés confirment 1’usage traditionnel du persil tout en soulignant la nécessité
d’évaluer la dose et la sécurité, car certains composés comme 1’apiol et la myristicine présen-

tent un profil toxicologique potentiellement ¢élevé a forte concentration(Figure 5).
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Figure 6. Tableau illustratif des propriétés pharmacologiques
L.5. Usages médicinaux et traditionnels de Petroselinum crispum
A. Usages alimentaires
Petroselinum crispum est largement utilisé comme épice et aromate, mais ses proprié-
tés nutritives et bioactives lui conférent également un role fonctionnel au sein de
I’alimentation.

1. Consommation culinaire

Feuilles fraiches ou séchées : ajoutées aux salades, sauces, plats mijotés et garnitures,
principalement pour leur arome caractéristique et leur couleur verte.
o Variétés utilisées : le persil plat est préféré pour son goiit prononcé, tandis que le per-
sil frisé est souvent décoratif.
o Semences : parfois utilisées comme condiments ou broyées pour I’aromatisation.
2. Apports nutritionnels
e Vitamines : riche en vitamine C, vitamine K et certaines vitamines B, contribuant au
métabolisme énergétique et a la coagulation sanguine (Farah, 2021).
e Minéraux : potassium, calcium, magnésium et fer, essentiels a 1’équilibre électroly-
tique et a la santé osseuse.
o Fibres alimentaires : favorisent la digestion et la régulation intestinale.
3. Role fonctionnel et bénéfices alimentaires
o Antioxydant : protége les aliments de 1’oxydation et contribue a la santé cellulaire.
o Digestif : facilite la sécrétion biliaire et stimule le métabolisme digestif.

o Diurétique léger : certaines préparations culinaires, notamment les tisanes ou bouil-
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lons enrichis en persil, favorisent 1’élimination de I’eau et des toxines.

4. Intérét gastronomique et culturel
o Utilisé depuis I’ Antiquité dans la cuisine méditerranéenne.
e Présent dans les traditions culinaires locales en Algérie, Maroc et Tunisie, ou il ac-
compagne souvent 1égumes, couscous et plats de viande.
o Son usage alimentaire contribue indirectement a I’exposition a ses composés bioactifs,
ce qui peut avoir un effet prophylactique sur la santé, tout en restant siir a des doses

courantes (Bouzabata, 2017).

B. Usages médicinaux traditionnels de Petroselinum crispum
Depuis 1I’Antiquité, Petroselinum crispum est employé dans de nombreuses traditions
médicinales pour ses propriétés digestives, diurétiques et carminatives. Ces usages sont
directement liés a la présence de flavonoides, phénylpropanoides et huiles essentielles.
1. Traitement des troubles digestifs et des flatulences
e Action carminative et digestive : les huiles essentielles et flavonoides stimulent la
sécrétion biliaire et intestinales, favorisant la digestion et réduisant les gaz intestinaux.
o Usage traditionnel : infusion de feuilles ou décoction pour soulager les ballonne-
ments, coliques et indigestions (Bouzabata, 2017).
2. Traitement des infections urinaires et cystites
o Effet diurétique : les composés comme I’apiol et le potassium augmentent la produc-
tion d’urine, favorisant I’élimination des toxines et la prévention des infections uri-
naires.
e Pratique traditionnelle : consommation de tisanes ou décoctions pour soulager la
cystite 1égére et les troubles urinaires.
3. Stimulation générale et renforcement de la santé
e Tonus et vitalité : la richesse en vitamines C et K, minéraux et flavonoides contribue
a un effet tonique général.
o Rale préventif : les antioxydants contenus dans les feuilles participent a la protection
contre le stress oxydatif et les inflammations 1égeres.
4. Autres usages traditionnels
e Traitement des inflammations cutanées : application locale de cataplasmes de
feuilles fraiches pour apaiser les irritations.
e Réduction des cedémes : infusion utilisée comme diurétique léger pour éliminer
I’excés de fluides corporels.
Ces usages traditionnels restent majoritairement basés sur des pratiques empiriques,

mais ils ont été partiellement confirmés par des études expérimentales in vitro et in vivo, qui
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confirment les effets antioxydants, anti-inflammatoires et diurétiques des extraits de persil

(Farah, 2021 ; Benabderrahmane, 2019).

C. Usages modernes de Petroselinum crispum en toxicologie
Dans le contexte scientifique contemporain, Petroselinum crispum suscite un intérét
croissant pour ses propriétés antioxydantes, détoxifiantes et protectrices contre les effets de
certaines toxines, justifiant son intégration dans des approches de prévention toxicologique.
1. Propriétés antioxydantes et cytoprotectrices
e Les flavonoides (lutéoline, apigénine), acides phénoliques et vitamine C neutralisent
les radicaux libres, réduisant le stress oxydatif responsable de Iésions cellulaires.
o Effets démontrés in vitro et in vivo : protection des cellules hépatiques et rénales
contre les dommages induits par des agents toxiques chimiques tels que les métaux
lourds et certains médicaments (Farah, 2021).
o Implication : utilisation comme adjuvant naturel pour limiter les effets secondaires des
substances toxiques ou pharmaceutiques.
2. Activité hépatoprotectrice et rénoprotectrice
e Les extraits de persil montrent une capacité a prévenir la peroxydation lipidique et a
maintenir I’intégrité des enzymes hépatiques (AST, ALT) et rénales (créatinine, urée)
lors d’expositions toxiques expérimentales.
e Les composés phénoliques et flavonoides agissent en modulant les systémes antioxy-
dants endogénes (SOD, CAT, GSH), contribuant a la protection organique.
3. Effet modulatoire contre certaines toxines
« FEtudes animales : extraits de feuilles ou graines atténuent les effets néphrotoxiques et
hépatotoxiques induits par des toxines alimentaires, pesticides ou médicaments.
o Extrapolation : potentiel pour développer des formulations phytothérapeutiques visant
a protéger contre 1’exposition environnementale ou professionnelle a des substances
toxiques.
4. Intérét pharmacologique et toxicologique appliqué
e Le persil moderne est é¢tudi¢é comme source naturelle de composés protecteurs, pou-
vant compléter les stratégies de prévention des intoxications.
o Limitation : la présence de phénylpropanoides toxiques (apiol, myristicine) impose un

contrdle strict des doses, afin d’éviter des effets hépatotoxiques ou abortifs(Tableau7).
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Tableau 6. Tableau synthétique des usages modernes en toxicologie

Lutéoline,
Antioxydante apigénine,
vitamine C
Flavonoides,
Hépatoprotectrice
phénols
Flavonoides,
Rénoprotectrice acides phéno-
liques
Huiles essen-
tielles (a faible

dose)

Détoxifiante

Neutralisation radi-

caux libres, réduction

stress oxydatif
Préservation enzymes

hépatiques

Maintien créatinine et

urée

Facilitation excrétion

métabolites toxiques

Protection cellulaire géné-

rale

Protection contre toxines
alimentaires et médica-

ments
Réduction néphrotoxicité

chimique

Formulations phytothéra-

peutiques

Ces usages modernes confirment ’intérét de Petroselinum crispum dans la prévention

des dommages induits par les toxines, tout en soulignant la nécessité de maitriser la dose et la

forme d’administration pour éviter les effets indésirables (Figure 5)(Benabderrahmane, 2019).
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Figure 8. Illustration des usages traditionnels et modernes

1.6. Etudes scientifiques antérieures

A. Bref apercu des études toxicologiques antérieures sur Petroselinum crispum

La toxicologie du persil a été explorée a travers des études in vitro, in vivo et quelques
investigations cliniques, principalement centrées sur les phénylpropanoides (apiol, myristi-
cine) et leur impact sur la santé.

1. Etudes expérimentales in vivo

e Modéles animaux (rats et souris) : administration de doses élevées d’extraits de
graines ou de feuilles a révélé des effets hépatotoxiques, néphrotoxiques et abortifs
(Bouzabata, 2017).

o Exemple : des doses supérieures a 100 mg/kg de graines ont induit une ¢lévation des
enzymes hépatiques (ALT, AST) et des anomalies histopathologiques du foie et des
reins.

o Effet reproductif : apiol en forte dose entraine des contractions utérines et des effets
tératogeénes chez les modéles féminins gestants.

2. Etudes in vitro

* Les extraits de Petroselinum crispum ont montré une cytotoxicité dépendante de la
concentration sur plusieurs lignées cellulaires, principalement attribuée a 1’apiol et a la myris-
ticine (Marin et al., 2021).

* Les principaux effets observés incluent I’induction du stress oxydatif, 1’activation de
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I’apoptose cellulaire ainsi que des altérations de la fonction mitochondriale (Benedec et al.,
2017).

3. Etudes sur ’exposition alimentaire

* La consommation du persil a des doses culinaires est généralement considérée comme
stire et ne présente pas de toxicité significative chez I’Homme (Farzaei et al., 2013).

* Les risques toxicologiques apparaissent principalement lors de 1’utilisation de supplé-
ments concentrés ou d’un usage médicinal excessif, notamment chez les femmes enceintes et
les individus atteints d’insuffisance hépatique ou rénale (Petropoulos et al., 2021).

4. Etudes comparatives

e Des travaux récents mettent en évidence la variabilité de la teneur en apiol et myris-
ticine selon la variété, la partie de la plante et les conditions de culture, expliquant les
divergences entre résultats toxicologiques (Farah, 2021 ; Benabderrahmane, 2019).

o Les extraits aqueux de feuilles sont généralement moins toxiques que les huiles essen-
tielles concentrées ou les extraits organiques de graines.

5. Limites des études

e Peu d’¢études cliniques humaines sur les effets toxiques, la majorité restante expéri-
mentale.

e Variabilité des protocoles : doses, durée d’exposition, type d’extrait, rendant les com-
paraisons directes difficiles.

Synthése : le persil est considéré comme sir a usage alimentaire, mais des doses éle-
vées, en particulier de graines ou d’extraits concentrés, présentent un risque hépatique, rénal
et abortif. Ces observations soulignent 1I’importance de la quantification précise des composés

actifs pour toute application pharmacologique ou toxicologique(Figure 6).
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1—’ . SCHEMA MECANISTIQUE DE LA TOXICITE : APIOL ET MYRISTICINE =

N ~ COMPOSES TOXIQUES 7‘,- }
9 " + % I:(/w _’ oJ\fc'“'
e APIOL MYRISTICINE MYRISTICINE
Myristica fragrans *
K ‘"””"‘ ME‘I'ABOLISMEHEPATIQUE
1 STRESS OXYDATIF 2, HEPATOTOXICITE
APIOL/MYRISTICINE > 0 FORMES REACTIVES » EXCRETION EXCRETION
i 4 (0 DEMETABOLITES * REGULIERE RECEPTIVE
PRODUCTION D'ESR

(ESPECES REACTIVES D'OXYGENE)

HEPATOCYTES
/ STEATOTIQUES

INFILTRATION
INFLAMMATOIRE
NECROSE
HEPATOCYTAIRE
DOMMAGE
CELLULAIRE
PEROXYDATION !
LIPIDIQUE l_, D'ELECTROLYTES
' DYSPHAGIE ‘_J EFFETS DIURETIQUES
EPNALADH y REGULIERE COMPROMIS
LESION CELLULAIRE EPUISEMENT DU
o PRETE CTATHOURS) CONSEQUENCES PHYSIOLOGIQUES
* + APIOL C1VURPOUI INDUCE STRESS OXYDATIF
APOPTOSE/NECROSE s’ INSUFFISANCE HEPATIQUE e |  EFFETS DIURETIOS DOMMAGES CELLULAIRE
|\— ) U POTENTIELLE |+ CONSEQUENCES DRERIGE DES DFFETS'YRCOTIQUES -)_J

Figure 9. Mécanismes moléculaires de la toxicité induite par l'apiol et la myristicine : Altérations
mitochondpriales, stress oxydatif et dysfonctions viscérales
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I. Introduction

L’intensification des systémes agricoles modernes repose largement sur I’utilisation
d’herbicides chimiques afin d’assurer le controle des adventices, de stabiliser les rendements
et de réduire les pertes agricoles liées a la compétition hydrique et nutritive entre cultures et
plantes indésirables (Duke, 2012). Les herbicides représentent la catégorie de pesticides la
plus utilisée a I’échelle mondiale, tant en agriculture extensive qu’intensive, en raison de leur
efficacité, de leur facilit¢ d’application et de leur rentabilité économique (FAO & WHO,
2016). Toutefois, cette utilisation massive et répétée favorise 1’exposition professionnelle,
alimentaire et environnementale de I’homme a ces substances, soulevant des préoccupations
toxicologiques majeures (Carpenter et al., 2002).

Les triazinones constituent une sous-famille des herbicides triaziniques, largement em-
ployés pour leur activité inhibitrice sur la photosynthése via le blocage du photosystéme II
chez les végétaux sensibles (Hess, 2000). Sur le plan toxicologique, ces composés suscitent
un intérét particulier en raison de leur persistance environnementale modérée, de leur poten-
tiel de contamination des eaux souterraines et de leurs effets biologiques observés chez les
organismes non cibles, y compris 1’étre humain (Solomon et al., 2008). Des études expéri-
mentales et épidémiologiques ont mis en évidence des effets hépatiques, endocriniens et neu-
rologiques associés a certaines triazinones, justifiant une évaluation approfondie de leurs mé-
canismes de toxicité et de leur devenir dans 1’organisme (Gammon et al., 2005).

La métribuzine est un herbicide sélectif de la famille des triazinones, couramment utili-
sé pour le désherbage de cultures telles que la pomme de terre, le blé, le soja et la tomate (EF-
SA, 2014). Son usage étendu, combiné a sa mobilité dans le sol et & sa solubilité relativement
¢levée dans I’eau, favorise des scénarios réalistes d’exposition humaine par voie profession-
nelle, alimentaire et environnementale. Par ailleurs, plusieurs travaux toxicologiques ont rap-
porté des effets indésirables de la métribuzine sur le foie, les reins et le systéme nerveux cen-
tral chez 1’animal de laboratoire, ainsi que des perturbations biochimiques liées au stress oxy-
datif (El-Gendy et al., 2010). Ces éléments justifient le choix de la métribuzine comme mo-

dele d’étude toxicocinétique et toxicodynamique dans un contexte de santé humaine.

II. Généralités sur les herbicides triazinones

I1.1. Définition et classification chimique

Les herbicides triazinones sont des composés chimiques appartenant a la classe des her-
bicides dérivés du noyau 1,2,4-triazin-5(4H) -one, caractérisés par un cycle hétérocyclique a
six atomes comprenant trois atomes d’azote dans la structure moléculaire fondamentale. Ils
constituent une sous-famille spécifique des pesticides herbicides définie par leur structure

chimique triazinonique, qui se distingue par une fonction cétone sur le noyau triazine (Even et
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al., 2002). Cette classe chimique est intégrée dans les classifications internationales de pesti-

cides en raison de sonactivité herbicide sélective via I’inhibition du photosystéme II chez les

plantes ciblées (FAO/WHO, 2022).

IL.2. Propriétés communes et spécificités toxicologiques

Les triazinones partagent des propriétés physico-chimiques communes, notamment une
solubilité variable dans 1’eau, une certaine stabilité chimique en milieu aqueux et organique,
ainsi qu’une capacité a étre absorbées par les racines et les feuilles des plantes, suivie d’une
translocation systémique (Periyasamy et al., 2025). Toxicologiquement, bien que générale-
ment considérés comme ayant une toxicité aigu€ relativement faible chez les mammiféres
comparées a d’autres classes de pesticides, des études expérimentales ont mis en évidence des
effets biologiques indésirables, tels que des perturbations hépatiques, rénales ou endocrines
apres des expositions répétées ou a des doses élevées, ainsi que des effets ecotoxiques sur
divers organismes aquatiques et terrestres (Periyasamy et al., 2025).
I1.3. Principaux représentants et comparaison structurale

Les triazinones incluent des herbicides largement utilisés en agriculture, tels que metri-
buzin, terbuthylazine et d’autres analogues triazinoniques, dont les différences structurales
résident dans la nature des substituants alkyles ou thioalkyles sur le noyau triazine, influen-
cant leurs propriétés phytotoxiques, leur persistance et leur mobilité. Par comparaison, les
triazines classiques (p. ex., atrazine, simazine), bien qu’étroitement apparentées par leur cycle
triazine, ne posseédent pas la fonction cétone caractéristique des triazinones et présentent des

profils toxicologiques et environnementaux distincts (Kim et al., 2017).

I1.4. Enjeux sanitaires et environnementaux liés a cette classe

L’utilisation extensive des herbicides triazinones en cultures commerciales a soulevé
des préoccupations sanitaires et environnementales, notamment liées a leur présence rési-
duelle dans les sols, les eaux superficielles et souterraines ainsi qu’a leur potentiel
d’exposition humaine par voie alimentaire ou professionnelle (Kim et al., 2017). L’ impact
environnemental inclut la toxicité pour les organismes non cibles, y compris les algues, les
macrophytes et les invertébrés aquatiques a des concentrations relativement faibles, ainsi que
des préoccupations quant a ’accumulation dans les écosysteémes aquatiques et les chaines
trophiques (Fairchild & Sappington, 2002). Sur le plan sanitaire, bien que les données directes
chez I’homme soient limitées, des études expérimentales suggérent que 1’exposition chronique
pourrait tre associée a des altérations physiologiques et des perturbations biochimiques chez

les mammiferes, justifiant des évaluations de risque rigoureuses (Kim et al., 2017).
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I11. Présentation scientifique de la métribuzine

II1.1. Dénomination chimique, formule brute et structure moléculaire

La métribuzine est un herbicide sélectif appartenant a la famille des triazinones. Sa dé-
nomination chimique selon I'[UPAC est 4-amino-6-tert-butyl-3-(methylthio)-1,2,4-triazin-
5(4H)-one (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Sa formule brute est CsHi4sN4OS, correspondant a
une masse moléculaire d’environ 214,3 g-mol™ (Tomlin, 2012). La structure moléculaire est
caractérisée par un noyau 1,2,4-triazin-5-one, substitué par un groupe tert-butyle, un groupe-
ment méthylthio et une fonction amine, conférant a la molécule ses propriétés herbicides et

son comportement toxicocinétique (Figure 7) (Tomlin, 2012).

CH; O

H3C N/NH2

H,C d 41\

"N~ SCH,4

Figure 10. Structure moléculaire et formule brute de la métribuzine

I11.2. Propriétés physico-chimiques pertinentes en toxicologie

La métribuzine se présente sous forme de solide cristallin blanc a légérement beige,
avec une solubilité relativement élevée dans 1’eau (environ 1 050 mg-L™" a 20 °C), favorisant
sa mobilité environnementale et son potentiel de contamination des eaux (US EPA, 2005).
Son coefficient de partage octanol/eau (log P) est modéré (= 1,6), indiquant une lipophilie
limitée mais suffisante pour permettre une absorption biologique significative (Mostafalou &
Abdollahi, 2017). Elle présente une stabilité chimique modérée, avec une dégradation dépen-
dante des conditions de pH, de température et d’activité microbienne, éléments déterminants

pour son devenir environnemental et sa biodisponibilité¢ chez I’lhomme (FAO & WHO, 2016).

I11.3. Mode d’action herbicide (inhibition du photosystéme II)

Le mode d’action herbicide de la métribuzine repose sur I’inhibition du photosystéme I1
(PSII) au niveau du site de liaison de la plastoquinone QB dans les chloroplastes des plantes
sensibles (Hess, 2000). Cette inhibition bloque le transfert d’électrons au sein de la chaine
photosynthétique, entrainant une diminution de la synthése d’ATP et de NADPH, puis une
production excessive d’espéces réactives de 1’oxygene responsables de dommages oxydatifs
cellulaires (Dayan & Zaccaro, 2012). Bien que ce mécanisme soit spécifique des organismes
photosynthétiques, des mécanismes analogues de stress oxydatif ont été évoqués pour expli-

quer certains effets toxiques observés chez les organismes non cibles, y compris les mammi-
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feres, lors d’expositions expérimentales (Figure 8) (EFSA, 2014).
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Figure 11. Inhibition du photosystéeme II par la métribuzine

II1.4. Usages agricoles et potentiel d’exposition humaine

La métribuzine est utilisée comme herbicide de pré-levée et de post-levée précoce dans
de nombreuses cultures, notamment la pomme de terre, le blé, le soja, la tomate et certaines
légumineuses (Tomlin, 2012). Les principales voies d’exposition humaine incluent
I’exposition professionnelle des applicateurs agricoles, 1’exposition environnementale via
I’eau potable contaminée et I’exposition alimentaire par la présence de résidus dans les den-
rées végétales (Hernandez et al., 2011). Ces scénarios d’exposition justifient 1’intérét toxico-
logique porté a cette substance, en particulier dans le cadre de I’évaluation des risques chro-
niques associés a de faibles doses répétées (Mostafalou & Abdollahi, 2017).
IV. Toxicocinétique de la métribuzine chez I’homme

(ADME — approche toxicologique fondamentale)
IV.1. Voies d’exposition humaine : orale, cutanée et inhalatoire

L’exposition humaine a la métribuzine peut survenir par voie orale, principalement via
I’ingestion de résidus présents dans les denrées alimentaires ou 1’eau potable contaminée,
constituant la voie dominante en population générale (Mostafalou & Abdollahi, 2017). La voie
cutanée concerne essentiellement les travailleurs agricoles lors de la manipulation et de
I’application des formulations commerciales, en raison du contact direct avec la peau
(Hernandez et al., 2011). La voie inhalatoire, bien que considérée comme secondaire, peut

intervenir lors de 1’épandage, notamment sous forme d’aérosols ou de poussiéres, contribuant
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a I’exposition professionnelle (FAO & WHO, 2016).
IV.2. Absorption et biodisponibilité

Les données toxicocinétiques humaines directes sur la métribuzine étant limitées,
I’évaluation repose principalement sur des études animales utilisées comme modeles extrapo-
latifs (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Aprés administration orale, la métribuzine est rapide-
ment absorbée au niveau du tractus gastro-intestinal, avec une biodisponibilité élevée attri-
buée a sa solubilité aqueuse relativement importante (Hernandez et al., 2011). L’absorption
cutanée est jugée modérée, mais suffisante pour contribuer a la dose systémique lors
d’expositions répétées, tandis que 1’absorption inhalatoire dépend de la taille des particules et

des conditions d’exposition (FAO & WHO, 2016).

IV.3. Distribution tissulaire

Apres absorption systémique, la métribuzine est distribuée dans 1’organisme par voie
sanguine. Les études de distribution chez les mammifeéres montrent une accumulation préfé-
rentielle dans le foie et les reins, organes clés de la biotransformation et de I’excrétion, avec
des concentrations plus faibles dans les tissus adipeux, en cohérence avec son faible a modéré
coefficient de partage lipophile (log P) (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Cette distribution
suggere une exposition fonctionnelle accrue des organes de détoxification, ce qui est cohérent

avec les effets toxiques observés expérimentalement sur ces organes (Hernandez et al., 2011).

IV.4. Métabolisme hépatique (role des enzymes de biotransformation)

La métribuzine subit un métabolisme hépatique intensif, principalement médié par les
enzymes de phase I, en particulier les monooxygénases du cytochrome P450, conduisant a des
réactions d’oxydation, de désalkylation et de sulfoxydation (FAO & WHO, 2016). Ces trans-
formations générent plusieurs métabolites plus polaires, certains conservant une activité bio-
logique résiduelle (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Les réactions de phase II, incluant la conju-
gaison avec des groupements hydrophiles, facilitent 1’élimination urinaire, réduisant généra-
lement la toxicité systémique mais pouvant, transitoirement, augmenter la réactivité métabo-

lique (Hernandez et al., 2011).

IV.5. Elimination et demi-vie biologique

L’¢limination de la métribuzine et de ses métabolites s’effectue principalement par voie
urinaire, avec une contribution secondaire de la voie fécale, reflétant une clairance rénale effi-
cace (FAO & WHO, 2016). Les études expérimentales indiquent une demi-vie biologique
relativement courte, suggérant une absence d’accumulation significative lors d’expositions
ponctuelles, bien que des expositions répétées puissent entrainer un état d’équilibre systé-
mique (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Cette cinétique d’élimination constitue un parametre

central dans 1’évaluation du risque chronique et la détermination des doses journaliéres ad-
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missibles (Tableau 7) (Figure 9) (US EPA, 2005).

Tableau 8. Paramétres pharmacocinétiques et toxicocinétiques de la métribuzine

Voie

d’exposition

Absorption

Distribution

Métabolisme

Elimination

Demi-vie

(t1/2)

Orale (Gavage/Régime), Dermale,

Inhalation.

Orale :> 90% (tres rapide) ; Der-
male : ~10-15% selon le véhicule

(EPA, 2017).

Large distribution systémique.
Organes cibles : Foie, reins, thy-
roide et graisses (EXTOXNET,

1996).

Phase I : Désamination et démé-
thylthiolation. Métabolites : DA,
DK, et DADK (EFSA, 2024).
~90% excrétés en 96h. Répartition
¢gale entre urine et feces (EX-
TOXNET, 1996).

Phase rapide : < 24h ; Elimination
quasi totale en 96h (Rat) (OEH-
HA, 2001).

1. DA (Désamino-métribuzine)
2. DK (Diceto-métribuzine)
3. DADK (Désamino-dicéto-métribuzine)

48

Ingestion (résidus alimentaires), Der-
male (exposition professionnelle).
Orale : estimée a 100% pour la sécuri-
té ; Dermale : Facteur d'absorption
(DAF) de 46% (conservateur) (EPA,
2017).

Distribution systémique globale atten-

due ; affinité hépatique prédominante.

Voies métaboliques similaires par les
cytochromes P450 ; métabolites iden-
tiques (DA, DK, DADK).
Excrétion rénale prédominante atten-
due pour les métabolites conjugués

solubles.

Estimée courte (< 48h) ; pas de poten-

tiel de bioaccumulation significatif.
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Figure 12. Schéma simplifié du devenir de la métribuzine dans I’organisme

V. Mécanismes biologiques et moléculaires de toxicité

V.1. Induction du stress oxydatif et déséquilibre redox

L’un des mécanismes centraux de la toxicité de la métribuzine repose sur 1’induction

d’un stress oxydatif, caractéris¢é par une production excessive d’espeéces réactives de

I’oxygene (ERO) dépassant les capacités antioxydantes cellulaires (El-Gendy et al., 2010).

Des études expérimentales chez les mammiféres ont mis en évidence une augmentation signi-

ficative de la peroxydation lipidique, associée a une diminution de 1’activité des enzymes an-

tioxydantes clés telles que la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase

(EI-Gendy et al., 2010 ; Kalender et al., 2012). Ce déséquilibre redox constitue un mécanisme

initiateur de dommages cellulaires multiples, notamment au niveau des membranes biolo-

giques et des macromolécules (Tableau 6) (Figure 10) (Mostafalou & Abdollahi, 2017).
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Figure 13. Stress oxydatif et perturbations cellulaires induites par la métribuzine
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Tableau 9. Mécanismes d'action et conséquences physiopathologiques

Stress oxydatif & Perturbation enzyma-
tique : Altération des cytochromes P450 ;
lipoperoxydation des membranes hépato-
cytaires ; inhibition de la synthése pro-
téique.

Apoptose & Stress osmotique : Dom-
mages aux tubules proximaux par accumu-
lation de métabolites réactifs ; déclenche-

ment des voies pro-apoptotiques (cas-

pases).

Neurotoxicité & Stress oxydatif : Inhibi-
tion de l'acétylcholinestérase (faible a mo-
dérée) ; dommages oxydatifs dans le cor-

tex et I'hippocampe ; neuro-inflammation.

Perturbation endocrinienne : Altération
du métabolisme de l'iode et de la biosyn-

thése des hormones thyroidiennes (T3/T4).

Elévation des transaminases
(ALT/AST) et des phosphatases
alcalines ; hypertrophie hépatique

; stéatose focalisée (EPA, 2017).

Elévation de la créatinine et de
l'urée plasmatique ; diminution du
taux de filtration glomérulaire ;
néphropathie chronique (MDPI,
2025).

Comportement altéré (1éthargie,
baisse de l'activité motrice) ;
tremblements lors d'expositions
aigués a fortes doses (EXTOX-
NET, 1996).

Goitre colloide ; diminution des
taux circulants de thyroxine ;
augmentation de la TSH (EPA,
2017).



_ Chapitre 2 : L’herbicide métribuzine

V.2. Dysfonctionnement mitochondrial

Le stress oxydatif induit par la métribuzine est étroitement li¢ a un dysfonctionnement
mitochondrial, résultant de I’altération de la chaine respiratoire et de la perturbation du po-
tentiel de membrane mitochondriale (Kalender et al., 2012). L’atteinte mitochondriale en-
traine une diminution de la production d’ATP et une amplification de la génération d’ERO,
établissant un cercle vicieux de toxicité cellulaire (Wallace, 2005). Ce mécanisme est particu-
lierement pertinent dans les tissus a forte activité métabolique, tels que le foie et les reins,
organes cibles fréquemment rapportés dans les études toxicologiques sur la métribuzine

(Hernandez et al., 2011).

V.3. Interaction avec les enzymes cellulaires

La métribuzine et certains de ses métabolites peuvent interagir avec diverses enzymes
cellulaires, notamment celles impliquées dans les voies de biotransformation hépatique.
L’induction ou I’inhibition de certaines isoformes du cytochrome P450 a été rapportée, pou-
vant modifier 1’équilibre métabolique cellulaire et favoriser la formation de métabolites réac-
tifs (FAO & WHO, 2016). Par ailleurs, des altérations enzymatiques affectant le métabolisme
énergétique et les systémes de défense antioxydante ont été observées, contribuant a la toxici-

té systémique (Kalender et al., 2012).

V.4. Altérations de I’ADN et génotoxicité potentielle

Les dommages oxydatifs induits par la métribuzine peuvent s’étendre au matériel géné-
tique. Des études in vivo et in vitro ont rapporté des altérations de I’ADN, incluant des cas-
sures simple et double brin ainsi que des modifications oxydatives des bases nucléiques, sug-
gérant un potentiel génotoxique indirect li¢ au stress oxydatif (Giri et al., 2002). Néanmoins,
les données disponibles demeurent hétérogenes, et les agences réglementaires concluent a
I’absence de preuve formelle de génotoxicité directe chez I’homme aux niveaux d’exposition
réglementaires, tout en soulignant la nécessité de poursuivre les investigations mécanistiques

(EFSA, 2014).

V.5. Activation des voies inflammatoires et fibrogéniques

L’activation prolongée du stress oxydatif et des dommages cellulaires peut conduire a
I’activation de voies inflammatoires, notamment par la stimulation de facteurs de transcrip-
tion sensibles au redox tels que NF-xB (Lawrence, 2009). Cette activation favorise la produc-
tion de cytokines pro-inflammatoires et peut, dans un contexte d’exposition chronique, contri-
buer a des processus fibrogéniques, en particulier au niveau hépatique (Mostafalou & Abdol-
lahi, 2017). Ces mécanismes sont cohérents avec les observations histopathologiques de 1é-
sions inflammatoires et dégénératives rapportées dans des études animales apres exposition

prolongée a la métribuzine (Hernandez et al., 2011).
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VI. Toxicité aigué de la métribuzine

VI.1. Données de toxicité aigué (DLso, classifications OMS/EPA)

La toxicité aigu€ de la métribuzine a été évaluée principalement a partir d’études expé-
rimentales chez 1’animal, utilisées comme base pour 1’extrapolation du risque humain. Les
valeurs de DLso orale chez le rat sont généralement comprises entre 1 000 et 2 000 mg-kg™' de
poids corporel, indiquant une toxicité aigué faible a modérée par voie orale (Hernandez et al.,
2011). Par voie cutanée, la DLso est supérieure a 2 000 mg-kg™!, suggérant une toxicité aigué
cutanée faible (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Sur la base de ces données, la métribuzine est
classée comme légérement dangereuse (classe III) selon la classification de 1’Organisation
mondiale de la santé, et comme substance a toxicité aigué modérée selon les critéres de ’'US

EPA (Tableau 7) (WHO, 2010).

Tableau 10. Valeurs de létalité aigué et catégories de danger

1090 -
Rat Classe I (Modérément  Catégorie III (Lége-
Orale 2300 )
(male) dangereux) rement toxique)
mg/kg
Rat (fe- Oral sim 2345 Classe II (Modérément  Catégorie III (Lége-
rale
melle) mg/kg dangereux) rement toxique)
sim 700 Classe I (Modérément  Catégorie III (Lége-
Souris Orale )
mg/kg dangereux) rement toxique)
Cochon 245-274  Classe II (Modérément _ )
Orale Catégorie II (Toxique)
d'Inde mg/kg dangereux)
> 20000 Classe U (Peu probable  Catégorie IV (Prati-
Rat Cutanée '
mg/kg de présenter un danger)  quement non toxique)
>20000$  Classe U (Peu probable  Catégorie IV (Prati-
Lapin Cutanée '
mg/kg de présenter un danger)  quement non toxique)
R Inhalation > 0,65 Non spécifiée par Catégorie IIT (Lége-
at
(CLso) mg/L (4h) I'OMS rement toxique)

VI1.2. Manifestations cliniques générales

Les manifestations cliniques aigués observées aprés exposition a des doses élevées de

métribuzine sont principalement non spécifiques et reflétent une atteinte systémique transi-
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toire. Les symptomes rapportés dans les études animales incluent une diminution de 1’activité
motrice, une léthargie, une anorexie et, dans les cas séveres, des troubles de la coordination
motrice (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Chez I’homme, les données cliniques directes étant
limitées, les effets attendus en cas d’exposition aigué accidentelle sont extrapolés de ces ob-
servations et incluent des signes généraux de malaise, des troubles gastro-intestinaux et une

fatigue marquée (FAO & WHO, 2016).

VI1.3. Effets neurologiques aigus

Les effets neurologiques aigus constituent un élément notable de la toxicité aigu€ de la
métribuzine. Les études chez les rongeurs ont mis en évidence des signes de neurotoxicité
fonctionnelle, tels que des tremblements, une hypoactivité et des altérations des réflexes, sug-
gérant une perturbation transitoire du systéme nerveux central (Hernandez et al., 2011). Ces
effets sont interprétés comme secondaires a un déséquilibre métabolique et oxydatif plutot
qu’a une interaction neurotoxique spécifique, la métribuzine n’étant pas classée comme neu-
rotoxique primaire (Hernandez et al., 2011). Néanmoins, ces observations justifient une vigi-

lance particuliere lors d’expositions aigués ¢levées, notamment en milieu professionnel.

VI1.4. Effets respiratoires et cardiovasculaires

Les données disponibles indiquent que la métribuzine ne présente pas de toxicité respi-
ratoire aigué spécifique aux doses pertinentes sur le plan toxicologique, bien qu’une irrita-
tion des voies respiratoires supérieures puisse survenir lors d’une inhalation accidentelle de
formulations pulvérisées ou de poussieres (FAO & WHO, 2016). Les effets cardiovasculaires
directs sont peu documentés et ne constituent pas un point critique de la toxicité aigué de cette
substance. Les variations observées des paramétres cardiovasculaires dans certaines études
animales sont considérées comme secondaires a 1’état de stress systémique induit par

I’exposition aigué plutét qu’a une action cardiotoxique directe (Mostafalou & Abdollahi, 2017).

VIL. Toxicité chronique et effets systémiques

VII.1. Hépatotoxicité

L'hépatotoxicité constitue 1’un des effets systémiques les plus documentés de la métri-
buzine lors d’expositions répétées ou prolongées. Des études expérimentales chez le rat et la
souris ont montré une augmentation des enzymes hépatiques (ALT, AST), une accumula-
tion lipidique dans I’hépatocyte et des 1ésions histopathologiques modérées a séveres, y com-
pris nécrose focale et inflammation périportale (Kalender et al., 2012). Les mécanismes sous-
jacents impliquent le stress oxydatif, la génération d’ERO et la perturbation du métabolisme
hépatique, particulierement des enzymes de phase I et II du cytochrome P450, conduisant a

une accumulation de métabolites réactifs (FAO & WHO, 2016).
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VII.2. Néphrotoxicité chronique

La toxicité rénale a été observée chez des mammiféres exposés chroniquement a la mé-
tribuzine. Les manifestations incluent une augmentation des marqueurs urinaires de la
fonction rénale, une altération histopathologique des tubules proximaux et une légére fibrose
interstitielle (Hernandez et al., 2011). La néphrotoxicité est souvent associée a la surcharge mé-
tabolique et a I’accumulation de métabolites réactifs, ainsi qu’a I’activation de voies inflam-

matoires locales (Mostafalou & Abdollahi, 2017).

VIL.3. Neurotoxicité

Les expositions répétées a la métribuzine peuvent induire des perturbations neurolo-
giques subtiles, telles que des altérations comportementales, des déficits de coordination mo-
trice et des modifications biochimiques cérébrales, notamment une augmentation des mar-
queurs de stress oxydatif et une altération de I’homéostasie des neurotransmetteurs (El-Gendy
et al., 2010; Kalender et al., 2012). Ces effets sont cohérents avec le réle central du stress

oxydatif et du dysfonctionnement mitochondrial dans la neurotoxicité observée.

VII.4. Perturbations endocriniennes

Des études in vitro et expérimentales ont suggéré que la métribuzine peut exercer des
effets perturbateurs endocriniens, notamment sur les hormones thyroidiennes et sté-
roidiennes. Des modifications de la production de T3, T4 et de la testostérone ont été obser-
vées chez des rongeurs exposés chroniquement, suggérant un potentiel d’altération de I’axe

hypothalamo-hypophyso-gonadique et de 1’axe thyroidien (FAO & WHO, 2016).
VILS5. Effets hématologiques

Les expositions prolongées peuvent induire des altérations hématologiques, telles
qu’une leucopénie modérée, une anémie légere et des variations des paramétres hématocri-
tiques chez 1’animal de laboratoire (Hernandez et al., 2011). Ces effets semblent résulter d’une
combinaison de stress oxydatif systémique et de perturbation de la synthése enzymatique hé-
patique impliquée dans 1’hématopoiése (Mostafalou & Abdollahi, 2017).

VIL.6. Effets sur la reproduction et le développement

Des études toxicologiques ont mis en évidence un impact sur la reproduction et le dé-
veloppement, bien que les données humaines directes soient limitées. Chez le rat, des exposi-
tions chroniques ont été associé¢es a une diminution de la fertilit¢ masculine et féminine, des
anomalies embryonnaires 1égéres et une réduction du poids des progénitures (FAO & WHO,
2016). Ces effets sont attribués a la combinaison du stress oxydatif, de perturbations endocri-

niennes et d’une toxicité systémique cumulative (Figure 14) (Mostafalou & Abdollahi, 2017).
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Figure 15. Organes cibles et effets chroniques de la métribuzine
VIII. Néphrotoxicité induite par la métribuzine (axe central du mémoire)

VIII.1. Bases physiologiques de la vulnérabilité rénale
Le rein est un organe particuli¢rement vulnérable aux toxiques chimiques en raison de
sa vascularisation élevée, de sa capacité de concentration urinaire et de son role dans
I’élimination des métabolites hydrosolubles (Briggs et al., 2018). Les tubules proximaux,
riches en mitochondries et en enzymes de biotransformation, sont des sites privilégiés de
bioactivation et d’accumulation de substances réactives. Cette physiologie explique la sensibi-
lité accrue du parenchyme rénal aux herbicides comme la métribuzine, notamment en con-
texte d’exposition chronique (Mostafalou & Abdollahi, 2017).
VIIIL.2. Mécanismes d’accumulation et de toxicité rénale
La métribuzine est filtrée glomérulairement et partiellement réabsorbée dans les tubules
proximaux, favorisant I’accumulation intracellulaire dans les cellules tubulaires (US EPA,
2005). La toxicité rénale résulte principalement de :
o Stress oxydatif local, générant des especes réactives de 1’oxygeéne endommageant li-
pides, protéines et ADN tubulaire (ElI-Gendy et al., 2010).
e Altération mitochondriale, entrainant une diminution de la production d’ATP et une
apoptose tubulaire (Kalender et al., 2012).
o Perturbation enzymatique, affectant les systemes de détoxification et de transport
rénal, augmentant la concentration locale de métabolites réactifs (Figure 12) (FAO &

WHO, 2016).
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Figure 16. Mécanismes de néphrotoxicité : stress oxydatif et inflammation

VIIL.3. Atteintes glomérulaires et tubulaires

Les études expérimentales rapportent que la métribuzine induit des lésions tubulaires
diffuses, comprenant dégénérescence vacuolaire, nécrose focale et désorganisation du cytos-
quelette (Mostafalou & Abdollahi, 2017). Les atteintes glomérulaires sont moins prononcées
mais peuvent inclure une diminution de la filtration glomérulaire, parfois accompagnée
d’une légere expansion mésangiale, suggérant un stress rénal global en réponse a une exposi-

tion chronique (Mittal et al., 2014).

VIIL4. Stress oxydatif et inflammation rénale

Le stress oxydatif induit par la métribuzine active les voies de signalisation pro-
inflammatoires, notamment NF-kB, conduisant a une production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-6) et a un recrutement cellulaire inflammatoire interstitiel (Ka-
lender et al., 2012). Cette inflammation chronique contribue a la fibrose rénale et a la dété-
rioration fonctionnelle progressive en cas d’exposition prolongée.
VIIL.5. Biomarqueurs biochimiques et histopathologiques

Les biomarqueurs urinaires et sanguins reflétant la néphrotoxicité incluent :

« Elévation de I’'urée sanguine et de la créatinine.

e Augmentation des enzymes tubulaires comme la y-glutamyltransférase et la N-acétyl-
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B-D-glucosaminidase (NAG).

e Marqueurs histopathologiques : vacuolisation tubulaire, nécrose focale, infiltration in-

terstitielle et fibrose 1égére a modérée (Tableau 8) (Kalender et al., 2012).

Tableau 11. Biomarqueurs de la néphrotoxicité induite par la métribuzine

Sanguin

Sanguin

Urinaire

Urinaire

Histopathologique

Histopathologique

Histopathologique

In vitro

Créatinine plasma-

tique

Azote uréique san-
guin (BUN)
N-acétyl-$\beta$-D-
glucosaminidase
(NAG)
Protéinurie / Albu-

minurie
Vacuolisation tubu-

laire

Dilatation de la lu-

miére tubulaire

Atrophie gloméru-

laire

Viabilité cellulaire

(test MTT)

1 (Elévation signi-

ficative)

1 (Indice d'azoté-

mie)

1 (Lésion tubulaire)

1 (Perte de sélecti-
vité)
Présence de va-
cuoles cytoplas-

miques
Altération morpho-

logique

Altération structu-

relle rare

| (Cytotoxicité di-

recte)

VIIL.6. Données expérimentales (études animales et cellulaires)

Etudes subchroniques
chez le rat (EPA, 2017 ;
MDPI, 2025).
Modeles murins a fortes
doses (OEHHA, 2001).
Etudes de toxicité mé-
canistique in vivo
(MDPI, 2025).
Etudes de toxicité chro-
nique (EFSA, 2024).
Examen histologique du
cortex rénal (EPA,
2017).
Rapports d'études chro-
niques rat/chien (EFSA,
2024).
Observations a doses
létales (EXTOXNET,
1996).

Cellules HEK-293 ex-
posées a la métribuzine

(MDPI, 2025).

Chez les rats, I’administration chronique de métribuzine (>50 mg-kg'/jour) entraine

une altération significative de la fonction rénale et des lésions histopathologiques tubu-

laires (Kalender et al., 2012). Des modéles cellulaires de tubules proximaux exposés a la mé-

tribuzine ont montré une augmentation de ROS, une perte de viabilité cellulaire et une

apoptose dose-dépendante, confirmant les mécanismes de toxicité observés in vivo (El-

Gendy et al., 2010).
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VIIL.7. Données humaines disponibles et limites méthodologiques

Les données humaines directes sont limitées, principalement issues de rapports
d’expositions accidentelles ou professionnelles, souvent associées a des co-expositions a
d’autres pesticides. Les observations incluent des ¢lévations transitoires de marqueurs rénaux
et des signes cliniques non spécifiques (FAO & WHO, 2016). La faible représentativité et
I’absence de suivi longitudinal limitent la quantification précise du risque néphrotoxique hu-
main spécifique a la métribuzine.

VIIL.8. Comparaison avec d’autres triazinones

Par rapport a d’autres triazinones, telles que 1’atrazine ou la terbuthylazine, la métribu-
zine présente une toxicité rénale modérée, avec des profils histopathologiques similaires
mais une moindre persistance dans 1’organisme et I’environnement (Mostafalou & Abdollahi,
2017). Cette comparaison suggere que la structure chimique et les substituants alkyles influen-

cent significativement la néphrotoxicité de cette classe.

VIILI. Facteurs modulant la néphrotoxicité (dose, durée, co-exposition)

La sévérité de la néphrotoxicité dépend de plusieurs facteurs :

o Dose et durée d’exposition : la toxicité est dose-dépendante et s’aggrave avec des ex-
positions répétées.

o Co-exposition a d’autres pesticides ou agents oxydants, pouvant potentialiser les ef-
fets rénaux.

« Etat physiologique et génétique de I’individu, influengant la capacité de biotrans-
formation et I’efficacité des mécanismes antioxydants (Mittal et al., 2014).

Ces ¢léments confirment le caractére central de la néphrotoxicité dans I’évaluation
du risque sanitaire lié a la métribuzine, justifiant une surveillance rigoureuse et des me-
sures de prévention adaptées en milieu professionnel et environnemental.

IX. Comparaison entre la métribuzine et d'autres pesticides

La métribuzine est un herbicide systémique appartenant a la famille chimique des tria-
zinones. Elle agit principalement en inhibant le photosystéme II (PSII), entrainant l'arrét de
la photosynthése et la mort des mauvaises herbes. Comparativement a d'autres groupes de
pesticides, elle présente des différences importantes en termes de mode d'action, de spectre

d'activité, de persistance environnementale, de toxicité et de risques de résistance.

Tableau 12. Tableau comparatif
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Famille
chimique

Type

Mode d'ac-

tion

Utilisation

Mobilité
dans la
plante
Persistance
dans le sol
Risque de
lessivage

Principales

cultures

Toxicité
aigué pour
I'Homme
Résistance
des adven-

tices

Triazinones

Herbicide
sélectif
Inhibition du
PSII

Pré- et post-
levée

Systémique

Moyenne

Moyen a
eleve
Pomme de
terre, tomate,
soja, blé
Faible a

modérée

Oui

Glycines
substituées
Herbicide
non sélectif
Inhibition
de I'EPSPS

Post-levée

Systémique

Faible a

moyenne

Variable

Nombreuses

cultures

Faible a

modérée

Trés

fréquente

IX.1. Comparaison du mode d'action

Triazines

Herbicide
sélectif
Inhibition
du PSII

Pré- et

post-levée

Systémique

Elevée

Elevé

Mais,

sorgho

Modérée

Fréquente

Bipyridyles

Herbicide de
contact
Production
de radicaux
libres

Post-levée

Tres faible

Faible

Faible

Vergers,
cultures in-
dustrielles

Tres élevée

Oui

Dinitroanilines

Herbicide sélec-
tif

Inhibition de la
division  cellu-
laire

Pré-levée

Faible

Moyenne a

élevée

Faible

Céréales, coton,

légumineuses

Faible

Oui

La métribuzine agit en bloquant le transfert des électrons au niveau du site QB de la

protéine D1 du photosysteme II, interrompant ainsi la synthése d'ATP et de NADPH. Ce mé-

canisme est similaire a celui de l'atrazine, tandis que le glyphosate inhibe I'enzyme EPSPS de

la voie du shikimate, le paraquat provoque un stress oxydatif massif et la pendiméthaline

bloque la polymérisation des microtubules responsables de la division cellulaire (Shaner,

2014 ; HRAC, 2024).

IX.2. Comparaison de l'efficacité agronomique

La métribuzine est particulierement efficace contre de nombreuses dicotylédones an-
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nuelles et certaines graminées. Son activité résiduelle permet un contrdle prolongé des adven-

tices, mais cette persistance peut également accroitre le risque de contamination des eaux sou-
terraines dans les sols légers ou pauvres en matiére organique. Le glyphosate offre un spectre
beaucoup plus large mais ne posseéde pas d'effet résiduel important, tandis que la pendimétha-
line est principalement utilisée en pré-levée avec une bonne activité sur les graminées an-

nuelles.

IX.3. Comparaison de la toxicité

Chez les mammiferes, la métribuzine présente généralement une toxicité aigué plus
faible que celle du paraquat mais comparable a celle du glyphosate et inférieure a celle de
l'atrazine pour certains effets chroniques. Une exposition répétée a la métribuzine peut induire
un stress oxydatif, des altérations hépatiques, rénales et des perturbations endocriniennes ob-
servées principalement dans des études expérimentales a fortes doses (World Health Organi-
zation, 2016 ; European Food Safety Authority, 2023).
IX.4. Comparaison de I'impact environnemental

La mobilité relativement ¢levée de la métribuzine favorise son transfert vers les eaux
souterraines, notamment dans les sols sableux. L'atrazine présente un comportement similaire
mais avec une persistance souvent plus importante. En revanche, la pendiméthaline est forte-
ment adsorbée sur les particules du sol, limitant son lessivage. Le glyphosate est généralement
fortement adsorbé aux colloides du sol, bien que son devenir environnemental dépende des

caractéristiques édaphiques et climatiques.

IX.5. Comparaison de la résistance

Des populations d'adventices résistantes a la métribuzine ont été identifiées dans plu-
sieurs pays. Les mécanismes incluent principalement des mutations de la protéine D1 du pho-
tosystéme II et une détoxification métabolique accrue. Toutefois, le nombre d'espéces résis-
tantes demeure inférieur a celui observé pour le glyphosate, qui est 1'un des herbicides les plus

concernés par les phénoménes de résistance a I'échelle mondiale.

IX.6. Avantages et limites de la métribuzine

Avantages

o Bonne efficacité contre de nombreuses adventices a feuilles larges.

e Activité en pré- et post-levée.

o Effet résiduel utile pour limiter les levées successives.

o Compatible avec plusieurs programmes de désherbage intégrés.
Limites

e Risque de phytotoxicité sur certaines cultures sensibles.

o Possibilité de lessivage vers les eaux souterraines.
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e Apparition de résistances chez certaines adventices.

o Efficacité influencée par la texture du sol et sa teneur en matiére organique.
X. Données réglementaires et évaluation du risque toxicologique

X.1. Valeurs toxicologiques de référence (DJA, ARfD)

La dose journaliére admissible (DJA) pour la métribuzine a été établie par la
FAO/OMS et I’EFSA a partir des études toxicologiques les plus fiables, incluant la toxicité
chronique et la néphrotoxicité expérimentale. La DJA est fixée a 0,005 mg-kg™:jour™, reflé-
tant une marge de sécurité adaptée pour les populations humaines sensibles (FAO & WHO,
2016). La dose aigué de référence (ARfD) n’a pas été spécifiquement fixée par certains or-
ganismes, étant donné la toxicité aigué relativement faible, mais les évaluations de I’EPA
considérent une dose seuil de 0,01 mg-kg™ pour la gestion des expositions accidentelles (Mit-

tal et al., 2014).

X.2. Limites maximales de résidus (LMR)

Les limites maximales de résidus (LMR) de métribuzine dans les denrées alimentaires
sont réglementées pour protéger la santé publique. Selon le Codex Alimentarius et les re-
commandations de ’EFSA :

e LMR pour pomme de terre : 0,05 mg-kg™*
e LMR pour blé: 0,01 mg-kg™'
e LMR pour soja: 0,02 mg-kg™ (FAO & WHO, 2016).
Ces valeurs tiennent compte de la toxicocinétique, de I’accumulation possible et des marges

de sécurité pour les consommateurs.

X.3. Evaluations par les organismes internationaux (OMS, FAO, EFSA, EPA)

e OMS/FAO (JMPR, 2016) : considerent la métribuzine comme légérement toxique a
modérément toxique, avec un profil de toxicité chronique dominé par la néphrotoxicité
et I’hépatotoxicité. L évaluation inclut I’exposition alimentaire et professionnelle.

o EFSA (2014) : confirme la toxicité systémique principalement sur le foie et le rein,
mais considére que les doses réglementaires respectant les LMR ne posent pas de
risque significatif pour la population générale.

e US EPA (2005) : classe la métribuzine comme substance a toxicité aigu€é modérée,
souligne la néphrotoxicité potentielle et recommande des mesures de protection pro-
fessionnelle et environnementale.

X.4. Implications pour la santé publique
La métribuzine, utilisée conformément aux réglementations et limites de résidus, pré-

sente un risque contré6lé pour la population générale, mais les expositions professionnelles
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restent la principale source de préoccupation, justifiant le port d’équipements de protection

individuelle et la surveillance médicale des applicateurs (Mittal et al., 2014). La surveillance
des résidus alimentaires et de I’eau potable demeure essenticlle pour prévenir I’exposition
chronique et protéger les populations vulnérables, telles que les enfants et les personnes pré-

sentant une insuffisance rénale ou hépatique (FAO & WHO, 2016).
XI. Prévention, gestion du risque et perspectives

XI.1. Mesures de prévention en milieu professionnel
La prévention repose sur la réduction de I’exposition directe des travailleurs agri-
coles et applicateurs, notamment par 1’adoption de pratiques sécuritaires telles que le respect
strict des doses recommandées, 1’entretien et le nettoyage adéquat des équipements, et la for-
mation a la manipulation des formulations concentrées (FAO & WHO, 2016). La rotation des
taches et la limitation de la fréquence d’application contribuent également a réduire
I’exposition cumulative et le risque de toxicité chronique, en particulier rénale et hépatique
(Mittal et al., 2014).
XIL.2. Equipements de protection individuelle (EPI)
L’utilisation systématique d’équipements de protection individuelle est essentielle
pour prévenir I’exposition cutanée et inhalatoire. Les EPI recommandés incluent :
o Gants résistants aux produits chimiques, manches longues et pantalons longs.
e Masques ou respirateurs filtrants adaptés aux pulvérisations fines.
o Lunettes de protection et bottes étanches pour minimiser le contact cutané et oculaire
(Mittal et al., 2014).
L’efficacité des EPI est confirmée par des études de biomonitoring montrant une réduc-
tion significative des biomarqueurs de contamination systémique lorsque ces mesures sont

respectées (FAO & WHO, 2016).

XI.3. Réduction de ’exposition environnementale
La gestion du risque environnemental repose sur la limitation de la dispersion dans le
sol, I’eau et ’air. Les pratiques recommandées incluent :
« Eviter I’application avant des précipitations imminentes pour limiter le lessivage.
e Maintenir des bandes tampons végétales pres des cours d’eau pour réduire la contami-
nation aquatique.
o Utiliser des formulations a faible volatilité et des techniques d’épandage ciblées pour
diminuer la dérive (Mittal et al., 2014).
Ces mesures contribuent a réduire I’exposition indirecte de la population générale et des

écosystemes.
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XI.4. Limites des connaissances actuelles

Malgré les données disponibles, plusieurs lacunes scientifiques subsistent :
e Données humaines directes limitées sur la néphrotoxicité chronique et la perturbation
endocrinienne.
e Peu de suivi longitudinal de populations exposées professionnellement.
e Incertitudes concernant les interactions avec d’autres pesticides ou agents oxydants
dans les conditions réelles d’exposition (Mostafalou & Abdollahi, 2017).
Ces limites justifient une prudence dans 1’évaluation du risque et I’application des me-

sures réglementaires.

XI.5. Perspectives de recherche en toxicologie
Les perspectives incluent :
« Ktudes mécanistiques approfondies sur la néphrotoxicité, incluant 1’analyse des bio-
marqueurs précoces et les voies de signalisation cellulaire affectées.
o Recherches épidémiologiques longitudinales sur les populations professionnelles ex-
posées pour quantifier les effets a long terme.
« Evaluation des co-expositions avec d’autres herbicides et perturbateurs endocriniens.
e Développement de formulations moins toxiques et techniques d’application plus
siires, afin de réduire la toxicité systémique et environnementale (FAO & WHO,
2016).
Ces approches permettront d’améliorer la gestion du risque, de renforcer la protection
de la santé publique et de mieux encadrer ['usage de la métribuzine dans I’agriculture mo-

derne(Figure 17).
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Figure 18. Mesures de prévention et gestion du risque de la métribuzine
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_ Chapitre 1 : Matériel et méthodes
4.3. Matériel et Méthodes d'Extraction

4.3.1. Préparation du matériel végétal

Les parties aériennes de Petroselinum crispum ont été sélectionnées pour leur intégrité
physiologique, puis soumises a un lavage soigneux a I’eau distillée afin d’éliminer les débris
exogenes, poussieres et contaminants superficiels susceptibles d’interférer avec les analyses
phytochimiques (Harborne, 1998).

Le matériel végétal a été récolté dans une exploitation familiale situé¢e dans le quartier
El-Houd, commune de Guemar, wilaya d’El Oued (Algérie), garantissant une origine locale
du matériel étudié et des conditions de croissance naturelles.

La dessiccation a été réalisée a température ambiante (= 25 °C), a I’abri de la lumiere
directe, jusqu’a obtention d’une masse constante. Ce procédé permet de préserver les compo-
sés thermosensibles et de limiter les réactions d’oxydation enzymatique susceptibles de dé-
grader les métabolites secondaires, notamment les composés phénoliques (Azwanida, 2015).

Le matériel végétal sec a ensuite été broyé a ’aide d’un broyeur mécanique afin
d’obtenir une poudre fine et homogéne. Cette étape augmente la surface spécifique de contact
entre la matrice végétale et le solvant d’extraction, améliorant ainsi 1’efficacité de la diffusion

des composés bioactifs vers le milieu d’extraction (Dai & Mumper, 2010) (Figure 14, 15).

.

Google Maps

Figure 19. El-Houd, Guemar (33.524557083205856, 6.784021295180072)
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Figure 20. Une image réaliste de la ferme d'ou provenait le persil.

4.3.2. Préparation du solvant et processus d'extraction

L’extraction des composés bioactifs de Petroselinum crispum a été réalisée par macéra-
tion a froid a 1’aide d’un solvant hydroéthanolique composé d’éthanol et d’eau dans un rap-
port 70 :30 (v/v). Ce systeme de solvant est largement utilisé en phytochimie en raison de sa
capacité a extraire simultanément des composés polaires et semi-polaires, notamment les po-
lyphénols et flavonoides, tout en limitant la dégradation thermique des molécules sensibles
(Tiwari et al., 2011).

La poudre végétale (10 g) a été immergée dans 100 mL du mélange hydroéthanolique,
correspondant & un rapport solide/liquide de 1:10 (m/v). Le systéme a été soumis a une agita-
tion vigoureuse afin d’assurer une homogénéisation optimale de la suspension et d’améliorer
le contact entre le solvant et la matrice végétale, favorisant ainsi la diffusion des métabolites
secondaires vers le milieu d’extraction.

Afin de maximiser 1’extraction des principes actifs tout en préservant leur stabilité chi-
mique, le mélange a été incubé a basse température (4 °C) pendant 24 heures. Cette condition
permet de réduire les réactions d’oxydation enzymatique et de limiter la dégradation des com-
posés thermolabiles, tout en maintenant une efficacité d’extraction satisfaisante (Eloff, 1998).
4.3.3. Clarification et concentration de 1'extrait

Au terme de la phase d’incubation, le macérat obtenu a partir de Petroselinum crispum a
¢té soumis a une double étape de clarification afin d’éliminer les impuretés solides et
d’améliorer la qualité de 1’extrait final. Dans un premier temps, une filtration sur papier filtre
de type Wattman, associée a un coton hydrophile, a permis de retenir les débris macrosco-

piques issus de la matrice végétale, assurant ainsi une premiere purification du filtrat.

. filtration . . .
Suspensiongq,;  —  Filtrat + Residussolides

Le filtrat obtenu a ensuite été laissé en décantation pendant 24 heures, puis soumis a
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une seconde filtration afin d’éliminer les microparticules résiduelles encore présentes en sus-
pension. Cette double étape de clarification permet d’obtenir un extrait plus limpide, limitant
ainsi les interférences lors des analyses spectrophotométriques ultérieures et améliorant la
fiabilité des dosages phytochimiques (Rezaie et al., 2015).

La phase liquide a ensuite été concentrée par évaporation sous pression réduite a 1’aide
d’un évaporateur rotatif (Rotavapor) pendant 20 minutes. Cette technique permet de réduire
efficacement le volume de solvant tout en préservant les composés thermosensibles grace a
I’abaissement du point d’ébullition sous vide, limitant ainsi la dégradation thermique des mé-
tabolites bioactifs(Wang & Weller, 2006).

Boap 1= Thoiting 1= Degradationiperm |

Ce procédé de concentration permet donc d’obtenir un extrait brut enrichi en composés

bioactifs, prét pour les analyses phytochimiques et les tests d’évaluation de 1’activité antioxy-

dante.

4.3.4. Dessiccation finale et rendement d'extraction

L’extrait concentré obtenu a partir de Petroselinum crispum a été transféré dans une
boite de Pétri préalablement tarée, puis placé dans un incubateur thermostaté pendant 96
heures afin d’¢liminer totalement les traces résiduelles de solvant. Cette étape de dessiccation
finale permet d’obtenir un extrait sec stable, limitant les phénoménes d’oxydation et garantis-
sant la conservation des composés bioactifs (Zhang et al., 2018).

< Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :

M extrait

R(%) = x 100

initial
e Ou M,yqireprésente la masse de 1'extrait sec final et M, la masse de la poudre vé-
gétale de départ.
o Parametres expérimentaux:
o La masse initiale de poudre végétale utilisée (Myiiqr) est de 10 g.
o Lapoudre a été extraite par macération dans 100 mL d'un solvant hydroéthano-
lique (70 :30 v/v).
o L'extrait a ensuite été concentré a l'aide d'un évaporateur rotatif, puis soumis a
une dessiccation finale dans un incubateur pendant 96 heures pour obtenir un

extrait sec stable
4.4. Synthese et purification des nanoparticules d’argent (AgNPs)

4.4.1. Matériels et réactifs

La synthése verte des nanoparticules d’argent (AgNPs) a été réalisée en utilisant des
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précurseurs métalliques et des agents réducteurs d’origine végétale. Le nitrate d’argent
(AgNQ:s), utilisé comme source d’ions argent, a été dissous dans de 1’eau distillée de haute
pureté afin de garantir un milieu réactionnel exempt d’impuretés susceptibles d’interférer avec
la nucléation des nanoparticules.

Ag* +e” > Ag°(nanoparticles)

L’extrait hydroéthanolique de Petroselinum crispum, préparé préalablement, a été utili-
s¢ comme agent bioréducteur et agent de stabilisation (capping agent). Il assure a la fois la
réduction des ions Ag* en argent métallique (Ag®) et la stabilisation colloidale des nanoparti-
cules formées grace aux biomolécules présentes (polyphénols, flavonoides et autres métabo-

lites secondaires) (Iravani, 2011).

+

- A.go - AgNPSstabilized

phytochemicals
L’instrumentation utilisée comprenait une balance analytique de haute précision, un agi-
tateur magnétique chauffant avec contrdle de température, ainsi qu’une centrifugeuse destinée
aux étapes de séparation et de purification des nanoparticules. L’ensemble de la verrerie et des
tubes de centrifugation a été soigneusement nettoyé et séché afin d’éviter toute contamination
susceptible d’affecter la formation ou la stabilité des colloides nanoparticulaires (Ahmad et

al., 2013).
4.4.2. Protocole de synthése des AgNPs

La synthése des nanoparticules d’argent (AgNPs) a été réalisée selon une approche de
chimie verte basée sur I’utilisation d’extraits végétaux comme agents réducteurs et stabili-
sants. Cette stratégie est aujourd’hui largement reconnue comme une alternative durable aux
méthodes chimiques conventionnelles, en raison de sa faible toxicité et de son respect de
I’environnement (Vanlalveni et al., 2022; Eker et al., 2025).

Dans ce travail, une solution de nitrate d’argent (AgNOs) a été utilisée comme précur-
seur métallique fournissant les ions Ag" nécessaires a la formation des nanoparticules.

Agt +e” > Ag® > AgNPs

Parallélement, une solution d’extrait de Petroselinum crispum a été préparée afin de
servir a la fois d’agent réducteur et de stabilisant grace a ses composés bioactifs (polyphénols,
flavonoides, tanins et autres métabolites secondaires).

Les biomolécules végétales jouent un rdle clé dans la réduction des ions argent et la sta-
bilisation des nanoparticules formées, en empéchant leur agrégation et en controlant leur taille

(Mustapha et al., 2022; El-Shafey et al., 2023).
A.g+ - Ago - A.gNPSstable
phytochemicals

La réaction de synthése est généralement optimisée par des paramétres tels que la tem-
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pérature, le pH et la concentration des réactifs, qui influencent directement la taille, la mor-

phologie et la stabilité des nanoparticules (Eker et al., 2025).

Dans des conditions thermiques contrdlées, la formation des AgNPs est accélérée, favo-
risant la nucléation et la croissance des particules. Les études récentes montrent que la syn-
thése assistée par chaleur améliore significativement le rendement et la stabilité colloidale des
nanoparticules. (Rajak et al., 2023).

Température T= nucléation 7= AgNPsformation T

La formation des nanoparticules est généralement confirmée par un changement de cou-
leur de la solution vers une teinte brunatre, attribuée au phénomene de résonance plasmonique
de surface (SPR), caractéristique des nanoparticules d’argent (Eker et al., 2025).

4.4.3. Purification et dessiccation

La suspension colloidale de nanoparticules d’argent obtenue a partir de I’extrait de Pe-
troselinum crispum a été soumise a un protocole de purification visant a éliminer les résidus
d’extrait végétal, les ions Ag" non réduits ainsi que les sous-produits réactionnels. Cette étape
est essentielle pour garantir la stabilité, la reproductibilité et la fiabilité des analyses physico-
chimiques ultérieures.

Dans un premier temps, les échantillons ont été centrifugés a 3000 tr/min pendant 15
minutes, permettant la séparation des nanoparticules sous forme de culot au fond du tube,
tandis que les impuretés solubles restent dans le surnageant (Kumar et al., 2021).

Centrifugation = AgNPspellet + Supernatantimpwities
< Ktapes de purification

Le protocole de purification a été réalisé selon une série de cycles successifs :

1. Séparation initiale : ¢limination du surnageant et récupération du culot contenant les
AgNPs.

2. Lavage du culot : redispersion dans de 1’eau distillée suivie d’une agitation douce afin
de dissoudre les impuretés adsorbées a la surface des nanoparticules.

3. Centrifugations répétées : le cycle lavage—centrifugation a été répété trois fois afin

d’améliorer le degré de pureté du systéme colloidal (Singh et al., 2022).

washi

Impurities I -  AgNPSpyrifiea T
Cette approche de purification multiple est largement utilisée dans la synthése verte des
nanoparticules afin de réduire la contamination par des biomolécules résiduelles et
d’améliorer la stabilité colloidale du produit final.
+ Dessiccation et conservation

Le culot purifié¢ a ensuite été transféré dans une boite de Pétri préalablement propre,
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puis placé en étuve thermostatée jusqu’a dessiccation complete. Cette étape permet
I’¢limination totale de I’eau résiduelle, conduisant a 1’obtention de nanoparticules seches sous
forme de poudre stable.

Les nanoparticules d’argent séches ont été collectées et conservées dans des flacons
ambrés hermétiquement fermés afin de limiter 1’exposition a la lumiére et a ’humidité, deux
facteurs susceptibles d’induire une agrégation ou une oxydation partielle des AgNPs (Gao et
al., 2023).

H,0 - Evaporation = AgNPsg,, — Stability 1

4.5. Préparation de la solution de nitrate d’argent

Une quantité de 1,9 g de nitrate d’argent (AgNOs) a été pesée puis dissoute dans 50 mL
d’eau distillée afin de préparer la solution mere de nitrate d’argent.

Par ailleurs, une seconde solution a été préparée en dissolvant 10 mg d’extrait sec de
persil dans 10 mL d’eau distillée.
4.5.1. Synthése des nanoparticules

Pour la synthése des nanoparticules d’argent, 5 mL de la solution d’extrait ont été ajou-
tés a 50 mL de solution de nitrate d’argent, puis 8 mL d’eau distillée ont été incorporés au
mélange. Le mélange réactionnel final, d’un volume total d’environ 55 mL, a ét¢ homogénéi-
sé€ puis placé sous agitation. Ensuite, la solution a été maintenue sous agitation magnétique et
chauffée a 75°C pendant environ 1 heure, jusqu’a I’apparition d’un changement de couleur,
indiquant la formation probable des nanoparticules d’argent. Aprés cette étape, le mélange a
été conservé au réfrigérateur pendant 24 heures, a I’abri de la lumiére, afin de favoriser la sta-
bilisation compléte des nanoparticules formées.
4.5.2. Purification des nanoparticules d’argent

Apres la synthése, la suspension contenant les nanoparticules d’argent a été transférée
dans des tubes plastiques de centrifugation.

Les échantillons ont ensuite ét¢ soumis a une centrifugation a 3000 tours/minute pen-
dant 15 minutes afin de séparer les nanoparticules du surnageant.

Apres centrifugation, le surnageant a été éliminé et le culot obtenu a été lavé a 1’eau dis-
tillée afin d’éliminer les impuretés résiduelles et les exces de réactifs non consommés.

Le culot remis en suspension a ensuite €t€¢ soumis a une nouvelle centrifugation dans les
mémes conditions.

Cette opération de lavage—centrifugation a été répétée trois fois afin d’assurer une meil-

leure purification des nanoparticules synthétisées.
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4.5.3. Séchage des nanoparticules

Aprées la derniére étape de purification, le culot final contenant les nanoparticules a été
transféré dans une boite de Pétri.

L’échantillon a ensuite été¢ placé dans une étuve/incubateur jusqu’a dessiccation com-
pléte, afin d’obtenir les nanoparticules sous forme seche.

Les nanoparticules seches obtenues ont ensuite été récupérées et conservées dans des

conditions appropriées jusqu’a leur utilisation dans les différentes analyses expérimentales.
4.6. Dosage des polyphénols totaux (méthode de Folin—Ciocalteu)
4.6.1. Matériels et réactifs

a) Réactifs
Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé a partir de I’extrait de Petroselinum cris-

pum en utilisant la méthode colorimétrique de Folin—Ciocalteu, largement employée pour
I’estimation globale des composés phénoliques. Cette méthode repose sur une réaction
d’oxydoréduction entre les composés phénoliques et le réactif phosphomolybdotungstate,
conduisant a la formation d’un complexe bleu mesurable par spectrophotométrie. (Everette et
al., 2010).
Les réactifs utilisés comprennent :

o L’extrait végétal brut,

o L’acide gallique comme standard de référence,

e Le réactif de Folin—Ciocalteu,

e Le carbonate de sodium (Na2COs) pour I’alcalinisation du milieu réactionnel.

b) Matériel
Le matériel expérimental comprend des tubes a essai, des micropipettes de précision et

un spectrophotométre UV—Visible pour la mesure de I’absorbance. Cette technique repose sur
une lecture spectrophotométrique précise permettant la quantification indirecte des composés
phénoliques totaux. (Bobo-Garcia et al., 2015).
4.6.2. Préparation des solutions

Une solution d’extrait a été¢ préparée en dissolvant 1,5 mg d’extrait sec dans 1,5 mL
d’eau distillée, correspondant a une concentration de 1 mg-mL™". Cette étape permet d’obtenir
une solution homogene adaptée a 1’analyse spectrophotométrique. (Everette et al., 2010).

Une solution de carbonate de sodium a été préparée en dissolvant 1,5 g de Na.COs dans
20 mL d’eau distillée afin de créer un milieu alcalin indispensable au développement de la
réaction colorée. (Bobo-Garcia et al., 2015).

Une solution mere d’acide gallique a été préparée a 20 mg dans 100 mL d’eau distillée

(0,2 mg-mL™), suivie de dilutions successives (0,1 ; 0,05 ; 0,025 ; 0,0125 mg-mL") permet-
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tant 1’établissement d’une courbe d’étalonnage fiable et reproductible. (Salar et al., 2021).

4.6.3. Procédure expérimentale

L’analyse a été réalisée en triplicat afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité des ré-
sultats obtenus. Dans chaque tube, 0,25 mL d’extrait ont été introduits, suivis de 1,25 mL de
réactif de Folin—Ciocalteu. (Everette et al., 2010).

Aprés une incubation de 5 minutes a ’obscurité, 1 mL de solution de Na-CO; a été
ajouté afin d’alcaliniser le milieu réactionnel et de permettre le développement de la colora-
tion bleue caractéristique. (Bobo-Garcia et al., 2015).

Oxidation + alkalinization - Bluechromophore
Les tubes ont ensuite été incubés pendant 30 minutes a température ambiante, a 1’abri de

la lumiére, afin de permettre le développement complet de la réaction colorimétrique.

4.6.4. Mesure et analyse

L’absorbance a été¢ mesurée a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV—Visible, cor-
respondant au maximum d’absorption du complexe réduit phosphomolybdotungstate formé
lors de la réaction. (Everette et al., 2010).

As5 < Polyphenols,oiq

Une coloration allant du bleu clair au bleu foncé a été observée, dont I’intensité est pro-
portionnelle a la concentration en polyphénols présents dans 1’échantillon. (Salar et al., 2021).

Les résultats ont été¢ exprimés en équivalents d’acide gallique (mg EAG/g d’extrait) a
partir de la courbe d’étalonnage obtenue avec les solutions standards traitées dans les mémes
conditions expérimentales, garantissant une quantification fiable et comparable aux études

récentes.
4.7. Dosage des flavonoides totaux (méthode au chlorure d’aluminium)

4.7.1. Matériels et réactifs

a) Réactifs
Le dosage des flavonoides totaux a été réalis¢ a partir de 1’extrait de Petroselinum cris-

pum selon la méthode colorimétrique au chlorure d’aluminium (AlCls), largement utilisée
pour 1’évaluation quantitative des flavonoides dans les extraits végétaux. Cette méthode re-
pose sur la formation d’un complexe stable entre les ions aluminium (AI**) et les groupements
hydroxyles des flavonoides, générant une coloration mesurable par spectrophotométrie UV—
Visible. (Pckal & Pyrzynska, 2014).
Les réactifs utilisés comprennent :
o L’extrait végétal brut,
e Le chlorure d’aluminium (AICls),

e Le méthanol,
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o La quercétine utilisée comme standard de référence pour I’établissement de la courbe

d’étalonnage.

b) Matériel
Le matériel expérimental comprenait des tubes a essai, des micropipettes de précision,

un vortex pour I’homogénéisation des solutions, un spectrophotometre UV—Visible ainsi que
du papier aluminium destiné a protéger les réactions de la lumicre et a limiter les phénoménes
de photodégradation des composés phénoliques. (Sultana et al., 2022).
4.7.2. Préparation des solutions

Une solution de chlorure d’aluminium a été préparée en dissolvant 0,2 g de AlCls dans
10 mL de méthanol. Cette solution permet la complexation des flavonoides présents dans
I’échantillon via I’interaction entre les ions Al** et les groupements hydroxyles phénoliques.
(Pekal & Pyrzynska, 2014).

AlCl; + Flavonoids — Complex,eow

Une solution d’extrait a été préparée en dissolvant 1,5 mg d’extrait sec dans 15 mL

d’eau distillée, assurant une concentration adaptée a I’analyse spectrophotométrique et per-

mettant une bonne homogénéité du milieu réactionnel. (Sultana et al., 2022).

1.5
~ 15
Une solution mére de quercétine a été préparée en dissolvant 20 mg dans 100 mL d’eau

distillée (0,2 mg-mL™"), suivie de dilutions successives (0,1 ; 0,05 ; 0,025 ; 0,0125 mg-mL™")

C = 0.1mg/ml

afin d’établir une courbe d’étalonnage fiable pour la quantification des flavonoides totaux.

(Shraim et al., 2021).

4.7.3. Procédure expérimentale

L’analyse a été réalisée en triplicat afin d’assurer la reproductibilité et la précision des
résultats expérimentaux. Dans chaque tube a essai, 0,5 mL de solution d’extrait ont été intro-
duits. (Sultana et al., 2022).

Ensuite, 0,5 mL de solution de chlorure d’aluminium ont été ajoutés, suivis de 0,5 mL
de méthanol afin de maintenir un volume réactionnel constant et de favoriser une homogénéi-
sation optimale du mélange.

Les tubes ont été recouverts de papier aluminium puis incubés a température ambiante
pendant 30 minutes a I’obscurité afin de permettre la formation compléte du complexe flavo-
noide—aluminium. Cette étape favorise la stabilit¢ du complexe chromogéne et améliore la

précision des mesures spectrophotométriques. (Pgkal & Pyrzynska, 2014).

4.7.4. Mesure et analyse

L’absorbance a été¢ mesurée a 415 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV—Visible, cor-
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respondant au maximum d’absorption du complexe flavonoide—Al** form¢ au cours de la

réaction. (Shraim et al., 2021).
Ayqs X Flavonoids;orq

Une coloration variant du jaune au vert-bleu a été observée, dont I’intensité est directe-
ment proportionnelle a la concentration en flavonoides présents dans 1’échantillon. Cette rela-
tion permet une quantification fiable des flavonoides totaux dans 1’extrait étudié. (Sultana et
al., 2022).

Les résultats ont été¢ exprimés en équivalents de quercétine (mg EQ/g d’extrait) a partir
de la courbe d’étalonnage obtenue avec les solutions standards soumises aux mémes condi-

tions expérimentales.

4.5. Dosage des tanins condensés (méthode a la vanilline)

4.5.1. Matériels et réactifs

a) Réactifs
Le dosage des tanins condensés a été réalisé a partir de I’extrait de Petroselinum cris-

pum en utilisant la méthode colorimétrique vanilline-HCl, reconnue pour sa spécificité vis-a-
vis des proanthocyanidines (tanins condensés). Cette méthode repose sur une condensation
acido-catalysée entre la vanilline et les unités flavan-3-ols, produisant un complexe coloré
mesurable par spectrophotométrie. (Butler et al., 2020).
Les réactifs utilisés comprennent :
o L’extrait végétal brut,
o La vanilline dissoute dans le méthanol,
e L’acide chlorhydrique (HCI) concentré,
e La catéchine utilisée comme standard d’étalonnage pour 1’établissement de la courbe
de calibration.
Cette approche est largement utilisée en phytochimie moderne pour la quantification des

tanins condensés en raison de sa sensibilité et de sa reproductibilité. (Broin et al., 2021).

b) Matériel
Le matériel expérimental comprenait des tubes a essai, des micropipettes de précision,

un vortex pour assurer I’homogénéisation des mélanges réactionnels, ainsi qu’un spectropho-
tometre UV—Visible pour la mesure de I’absorbance.
Absorbance x Concentration,,,nins
Afin de garantir la stabilité des réactions colorimétriques et d’éviter toute interférence
photochimique, les tubes ont été protégés de la lumicre a 1’aide de papier aluminium. Cette
précaution est essentielle, car certaines réactions impliquant des polyphénols peuvent étre

sensibles a la photodégradation ou a 1’oxydation induite par la lumiére. (Zhang et al., 2022).
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4.5.2. Préparation des solutions

La solution de vanilline a été préparée en dissolvant 0,4 g de vanilline dans 10 mL de
méthanol. Ce réactif joue un role de composé chromogene, capable de réagir spécifiquement
avec les unités flavan-3-ols des tanins condensés en milieu acide, conduisant a la formation

d’un complexe coloré mesurable par spectrophotométrie. (Butler et al., 2020).
Vanillin + Proanthocyanidins s Coloredcomplex

Une solution mere de catéchine a été préparée en dissolvant 20 mg dans 100 mL d’eau
distillée, correspondant a une concentration de 0,2 mg-mL™". Cette solution standard est utili-
sée comme référence pour I’établissement de la courbe d’étalonnage, permettant la quantifica-
tion des tanins condensés dans les échantillons analysés. (Broin et al., 2021).

_ 20mg 1
Ccatechin = 100mg 0.2mg.mL
Des dilutions successives ont été réalisées a partir de la solution mére afin d’obtenir une
gamme de concentrations étalonnées (0,1 ; 0,05 ; 0,025 ; 0,0125 mg-mL™). Cette série de di-
lutions permet de construire une courbe d’étalonnage fiable et reproductible, essentielle pour
assurer la précision des dosages spectrophotométriques des tanins condensés. (Zhang et al.,

2022).

4.5.3. Procédure expérimentale

L’analyse des tanins condensés a été réalisée en triplicat afin de garantir la fiabilité sta-
tistique et la reproductibilité des résultats obtenus a partir de 1’extrait de Petroselinum cris-
pum. Cette répétition expérimentale permet de réduire les biais analytiques et d’améliorer la
précision des mesures spectrophotométriques. (Broin et al., 2021).

n = 3 = Reproducibility T &o |

Dans chaque tube a essai, un volume de 250 pL d’extrait végétal a été introduit. Cette
étape constitue la phase initiale de réaction, ou les composés phénoliques présents dans
I’échantillon interagissent avec le réactif de dosage. (Sun et al., 1998).

Ensuite, 1,5 mL de solution de vanilline ont été ajoutés, suivis de 0,75 mL d’acide
chlorhydrique concentré. Le milieu fortement acide catalyse la réaction entre la vanilline et
les unités flavan-3-ols des tanins condensés, conduisant a la formation d’un complexe coloré
spécifique quantifiable par spectrophotométrie.

Les mélanges ont ensuite €¢t¢ homogénéisés par agitation, puis incubés pendant 20 mi-
nutes a température ambiante, a 1’abri de la lumiére. Cette incubation permet le développe-
ment complet de la réaction colorimétrique et stabilise le complexe formé, assurant ainsi une
mesure fiable de I’absorbance(Tableau 13) (Sun et al., 1998).

t = 20min = Colordevelopment - Absorbancestable
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Tableau 14. Gamme de dilution de la catéchine pour l'étalonnage

C, 1,000 1,000 0,1
C; 0,500 1,500 0,05
Cy 0,250 1,750 0,025
Cs 0,125 1,875 0,0125

Les teneurs en tanins condensés sont exprimées en milligrammes d'équivalent catéchine
par gramme de matiére seéche (mg EC/g MS) en utilisant 1'équation de la droite de régression
linéaire :

A=a.C+b

Ou A est I'absorbance, C la concentration, a la pente et b I'ordonnée a 1'origine.
4.5.4. Mesure et analyse

L’absorbance des échantillons issus de I’extrait de Petroselinum crispum a été mesurée
a 500 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV—Visible. Cette longueur d’onde correspond au
maximum d’absorption du complexe coloré formé entre la vanilline et les tanins condensés,
assurant ainsi une sensibilité optimale de la méthode analytique. (Broin et al., 2021).

A500 x [Tanninscondensed]

Une coloration allant du jaune au rouge clair a été observée, dont I’intensité varie pro-
portionnellement a la concentration en tanins condensés présents dans 1’échantillon. Ce phé-
noméne traduit I’intensité de la réaction colorimétrique et constitue un indicateur direct de la
teneur en proanthocyanidines. (Sun et al., 1998).

La quantification a été réalisée a partir d’une courbe d’étalonnage obtenue avec des so-
lutions standards de catéchine traitées dans les mémes conditions expérimentales que les
échantillons. Cette approche permet d’exprimer les résultats en équivalents catéchine (EC),
garantissant une standardisation des données et une comparabilité avec les études scienti-
fiques récentes.

Concentrationgg,y. = f(Absorbance) > mgEC/g

Cette méthode repose sur une relation linéaire entre 1’absorbance mesurée et la concen-
tration en tanins condensés, conformément aux principes de la spectrophotométrie quantita-
tive appliquée aux composés phénoliques (Zhang et al., 2022).

4.8. Détermination du pouvoir réducteur (FRAP) avec I'acide ascorbique
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4.8.1. Matériels et réactifs

a) Réactifs
L’évaluation du pouvoir réducteur ferrique de 1’extrait de Petroselinum crispum a été

réalisée selon la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), basée sur la capacité
des composés antioxydants a réduire les ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe?"). Cette ré-
duction traduit le potentiel donneur d’¢lectrons des molécules antioxydantes présentes dans
I’échantillon. (Apak et al., 2016).
Fe3* + e - Fe?*
Les réactifs utilisés comprenaient :
o L’extrait végétal,
e L’acide ascorbique (vitamine C) utilis¢ comme standard de référence,
e Le ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1 % (m/v),
e Un tampon phosphate (0,2 mol-L™! ; pH 6,6),
e L’acide trichloroacétique (TCA) a 10 % (m/v),
e Le chlorure ferrique (FeCls-6H20) a 0,1 % (m/v),
o Etde I’eau distillée.
Le ferricyanure agit comme accepteur d’électrons, tandis que le chlorure ferrique per-

met la formation du complexe coloré détectable par spectrophotométrie. (Benzie et al., 2019).

b) Matériel
Le matériel expérimental comprenait des tubes a essai, une centrifugeuse, un bain-marie

thermostatique ainsi qu’un spectrophotométre UV—Visible, indispensables pour la réalisation

des réactions d’oxydoréduction et la mesure de ’absorbance. (Apak et al., 2016).

4.8.2. Préparation des solutions

Une solution de ferricyanure de potassium a 1 % (m/v) a été préparée dans de 1’eau dis-
tillée. Le tampon phosphate a été ajusté a une concentration de 0,2 mol-L™" et a un pH de 6,6
afin de maintenir un environnement optimal pour la réaction redox. (Oyaizu, 1986).

K3[Fe(CN)g] + antioxidants — K4[Fe(CN)g]

Une solution d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 % (m/v) a été préparée afin
d’interrompre la réaction et de favoriser la précipitation des composés interférents éventuels.
Une solution de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1 % (m/v) a également été préparée pour per-
mettre la formation du complexe ferrique détectable a 700 nm. (Apak et al., 2016).

Des solutions étalons d’acide ascorbique ont été préparées dans 1’cau distillée a diffé-
rentes concentrations (00,7 mg-mL™") afin d’établir une courbe d’étalonnage quantitative

servant de référence analytique. (Benzie et al., 2019).
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4.8.3. Procédure expérimentale

Dans des tubes a essai, 1 mL de solution d’extrait végétal ou de solution standard de vi-
tamine C a différentes concentrations (0—0,7 mg-mL™") a été mélangé avec 1,25 mL de solu-
tion de KsFe(CN)s (1 %) et 1,25 mL de tampon phosphate (0,2 mol-L™" ; pH 6,6). (Oyaizu,
1986).

Les mélanges ont été homogénéisés puis incubés au bain-marie a 50 °C pendant 20 mi-
nutes afin de favoriser la réduction du ferricyanure en ferrocyanure par les composés antioxy-

dants présents dans 1’échantillon.

Fe(CN)}~ >  Fe(CN)%™

antioxidants

Apres incubation, 1,25 mL d’acide trichloroacétique (10 %) ont été ajoutés afin
d’arréter la réaction. Les échantillons ont ensuite ét¢ centrifugés a 3000 tr/min pendant 10
minutes afin de séparer le surnageant des éventuels précipités. (Apak et al., 2016).

Un volume de 1,25 mL du surnageant a ensuite ét¢ mélangé avec 1,25 mL d’eau distil-
l1ée et 0,25 mL de solution de FeCls (0,1 %). La formation du complexe ferrique Fe**/Fe** a
été évaluée par mesure spectrophotométrique a 700 nm (Tableau 10) (Benzie et al., 2019).

Fe?* + FeCl; - Ferriccomplex

Tableau 15. Organisation du plan de charge pour le test FRAP

Extrait ou Vitamine C 1,00 mL =
Eau distillée - 1,00 mL
Tampon phosphate (pH 6,6) 1,25 mL 1,25 mL
Ks [Fe (CN)s] (1 %) 1,25 mL 1,25 mL
Incubation 50 °C /20 min 50 °C /20 min
Acide trichloroacétique (10 1,25 mL 1,25 mL
%)
Centrifugation 3000 tr/min / 10 3000 tr/min /
min 10 min

4.8.4. Controle et analyse des résultats

Un blanc analytique a été préparé dans les mémes conditions expérimentales en rempla-
cant I’extrait ou la vitamine C par de I’eau distillée afin de corriger 1’absorbance de fond et
d’améliorer la précision des mesures. (Apak et al., 2016).

L’augmentation de 1’absorbance a 700 nm a été interprétée comme une augmentation du

pouvoir réducteur et donc de I’activité antioxydante de 1’échantillon analysé. Une absorbance
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¢levée traduit une forte capacité de transfert d’électrons des composés présents dans 1’extrait.

(Oyaizu, 1986).

A7o0 T= Reducingpower 1
Une courbe d’étalonnage a été établie a partir des solutions standards d’acide ascorbique
afin d’exprimer les résultats en équivalents d’acide ascorbique, permettant ainsi une compa-
raison quantitative fiable entre les échantillons et les standards de référence. (Benzie et al.,

2019).

4.9. Evaluation de Pactivité antioxydante par le test DPPH

4.9.1. Matériels et réactifs

a) Réactifs
L’activité antioxydante de 1’extrait de Petroselinum crispum a été évaluée par le test du

radical stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), une méthode largement utilisée pour
mesurer la capacité des composés antioxydants a neutraliser les radicaux libres par transfert
d’¢électrons ou d’atomes d’hydrogeéne. (Apak et al., 2016).
DPPH + AH - DPPH —H + A
Les réactifs utilisés comprenaient :
o L’extrait végétal,
e Le radical stable DPPH,
e La vitamine C (acide ascorbique) utilisée comme standard de référence,
o Etle méthanol utilis¢ comme solvant réactionnel.
Le radical DPPH présente une coloration violette intense qui diminue progressivement
lors de sa réduction par les antioxydants présents dans I’échantillon. (Sharma & Bhat, 2021).
b) Matériel
Le matériel expérimental comprenait des tubes a essai, des pipettes graduées ainsi qu'un
spectrophotometre UV—Visible destiné a la mesure de I’absorbance a 517 nm. (Apak et al.,
2016).
4.9.2. Préparation des solutions
Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 2 mg de DPPH dans 50 mL de mé-
thanol, puis maintenue a 1’obscurité pendant 30 minutes afin de stabiliser le radical libre avant
utilisation. L.’absorbance initiale a été¢ ajustée entre 0,9 et 1,0 & 517 nm, correspondant au
maximum d’absorption du DPPH. (Sharma & Bhat, 2021).
A517 = 0.9—-1.0 > DPPHstable

Une solution mére d’extrait a été préparée en dissolvant 100 mg d’extrait sec dans 1 mL
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de méthanol, permettant d’obtenir une concentration initiale ¢levée adaptée aux dilutions suc-

cessives. (Molyneux, 2004).

Des dilutions successives ont été réalisées dans le méthanol afin d’obtenir une gamme
de concentrations décroissantes (= 0,3 a 7,5 mg-mL™"), permettant I’étude de la relation dose—
effet et la détermination de 1I’ICso. (Apak et al., 2016).

Une solution meére de vitamine C a également été préparée a raison de 5 mg dans 10 mL
de méthanol, suivie de dilutions successives servant de référence comparative pour

I’évaluation du pouvoir antioxydant (Tableau 11) (Munteanu & Apetrei, 2021).

Tableau 16. Schéma de dilution de I’extrait pour le test DPPH

T1 2,25 2,75 7,5
T2 1,50 1,50 5,0
T3 0,75 2,25 2,5
T4 0,30 2,70 Faible

4.9.3. Procédure expérimentale

Un volume de 0,75 mL de chaque dilution d’extrait ou de solution standard de vitamine
C a été mélangé avec 0,75 mL de solution de DPPH. (Sharma & Bhat, 2021).

Les mélanges réactionnels ont ensuite été incubés a température ambiante pendant 30
minutes a ’obscurité afin d’éviter la photodégradation du radical DPPH et de permettre la
réaction compléte avec les molécules antioxydantes présentes dans les échantillons. (Apak et
al., 2016).

DPPH |= Antioxidantactivity T

L’absorbance a été mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV—Visible. La
diminution de la coloration violette du DPPH vers une teinte jaune traduit sa réduction par les
composés antioxydants. (Munteanu & Apetrei, 2021).

4.9.4. Controle et expression des résultats

Un blanc analytique a été préparé dans les mémes conditions expérimentales en rempla-
cant I’extrait ou la vitamine C par du méthanol afin de corriger 1’absorbance de fond. (Sharma
& Bhat, 2021).

La diminution de 1’absorbance observée a 517 nm a été interprétée comme une augmen-

tation de I’activité antioxydante, reflétant la capacité des composé€s bioactifs a piéger les radi-
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caux libres. (Apak et al., 2016).
L’activité antioxydante a été exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH se-

lon la relation suivante :

A
Inhibition (%) = % x 100
0

Ou:
e AyCorrespond a I’absorbance du contrdle,
e A,Correspond a I’absorbance de I’échantillon testé.
Une augmentation du pourcentage d’inhibition traduit une activité antioxydante plus

importante de 1’extrait étudié. (Munteanu & Apetrei, 2021).
4.11. Etude in vivo

4.11.1. Matériel biologique

Vingt-quatre (24) rats males albinos de souche Rat Wistar, pesant entre 180 et 220 g,
ont été utilisés dans cette étude expérimentale. Les animaux ont ét€ maintenus dans des condi-
tions standards d’¢levage, avec une température controlée de 22 + 2 °C, une humidité relative
stable et un cycle lumicre/obscurité de 12 h/12 h. Les rats avaient un acces libre a I’eau po-
table et a une alimentation standard adaptée aux animaux de laboratoire. (Percie du Sert et al.,
2020).

Une période d’acclimatation de sept (7) jours a été respectée avant le début de
I’expérimentation afin de limiter le stress physiologique et d’assurer une stabilisation métabo-
lique des animaux. Les procédures expérimentales ont été réalisées conformément aux re-
commandations internationales relatives a 1’éthique et au bien-étre des animaux de laboratoire
décrites dans les lignes directrices ARRIVE 2.0 et les principes de bonnes pratiques expéri-

mentales. (Percie du Sert et al., 2020 ; National Research Council, 2011).

4.11.2. Plan expérimental

Les animaux ont été répartis aléatoirement en six groupes expérimentaux (n = 4
rats/groupe) selon le protocole suivant :

* Groupe I (Témoin)

Les animaux de ce groupe ont bénéficié d’une alimentation standard sans aucun traite-
ment durant toute la période expérimentale. Ce groupe a servi de référence physiologique
pour I’évaluation des variations induites par les traitements expérimentaux. (OECD, 2022).

* Groupe II (Métribuzine)

Les rats ont recu quotidiennement la Metribuzin (13mg/kg)du jour 1 au jour 52 afin

d’induire une toxicité subchronique expérimentale. La métribuzine est un herbicide triazinone

&3



I Chapitre 1 : Matériel et méthodes

reconnu pour sa capacité a générer un stress oxydatif et des altérations biochimiques dans
plusieurs tissus biologiques. (Khan et al., 2021).

* Groupe III (Extrait de persil)

Les animaux n’ont recu aucun traitement durant la phase initiale (J1-J38), puis ont été
traités par I’extrait de Petroselinum crispum du jour 39 au jour 52 (14 jours) afin d’évaluer les
effets biologiques propres de 1’extrait végétal. (Farzaei et al., 2021).

* Groupe IV (Métribuzine + extrait de persil)

Les rats ont recu la métribuzine du jour 1 au jour 38, suivie d’un traitement par I’extrait
de persil du jour 39 au jour 52. Ce protocole visait a étudier les effets thérapeutiques et an-
tioxydants potentiels du persil apres induction d’une toxicité subchronique. (El-Nashar et al.,
2022).

* Groupe V (Métribuzine + nanoparticules d’argent) Les animaux ont regu la métri-
buzine du jour 1 au jour 38, suivie d’un traitement par des nanoparticules d’argent biosynthé-
tisées a partir de Petroselinum crispum(13mg/kg)du jour 39 au jour 52.

* Groupe VI (Métribuzine + acide ascorbique)

Les animaux ont regu la métribuzine du jour 1 au jour 38, suivie d’un traitement par
l'acide ascorbique (13mg/kg)du jour 39 au jour 52 comprenant :

Ce schéma expérimental a été concu afin d’évaluer les effets protecteurs et thérapeu-
tiques de I’extrait végétal, de 1’acide ascorbique et des nanoparticules biosynthétisées contre
les dommages oxydatifs induits par la métribuzine (Figure 16) (Khan et al., 2021 ; El-Nashar
et al., 2022).
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PLAN EXPERIMENTAL - 52 JOURS

Groupes i Jis U39 52
expérimentaux & + * - +>
(n = 4 rats/groupe) Phase 1 : J1-J38 (38 jours) ! Phase 2 : J39-J52 (14 jours) :
Induction / Pas de traitement 1 Traitement(s) |
—_— 1 l
Groupe | 2 N N T )
émoin Alimentation standard | Alimentation standard ! Groupe témoin ; référence physiologique
| |
o ‘ sans traitement @ ! sans traitement @ } (ECD, 2022).
dng || ! j L )
] i
T N 1 |
Groupe Il ‘ Chy r :
(Métribuzine) )§ Métribuzine Toxicité subchronique induite
4 NN (13 mg-kg™" jour) par la métribuzine
[ | Mo A a2 (Khan et l, 2021
(== S | 2 | .
S ! /
—_— i :
Groupe lll — T |
(Extrait de A y | Extrait de persil | Ciralustion des efiets biologh
4 ucun traitement | 4 - | ogiques
persil) 1-438) | (Pe tmsei'rnutn f”’-’_"’") | propres de lextrait végétal
PN ! (13 mg-kg"-jour"’) || (Fareietal, 2021)
J | J39 -+ J52 (14 jours) i
ol T 1
i
1 ]
G,mupe. W S - | h ) ‘| Etude des effets thérapeutiques
(Met!'ihuzme * ¥ ’LN Métﬂbll‘ll‘ﬂ! | Extrait de p.ersll || etantioxydants du persil aprés
extrait de persil) e (13 mg-kg "jour"') ! (13 mg-kg™" jour™') || induction de toxicité subchronique
@, % % HiCaa Sy NH-CHJ J1- 138 i 139 -5 J52 (14 jours) || (E-Nasharetal, 2022).
) | |
= T Tl
I P
1 | DETAIL DES DOSES - EXEMPLE
Groupe V T - — = A e
(Métribuzine + cH, | Traitement combiné {13‘mgtkg “jour”) Rat 1 (AgNPs-PC)
traftament A Métribuzine | 139 -+ J52 (14 jours) o Poids =283 g =0,283 g
combiné) l\ LNH (13 mg-kg '-jour ) : el daman| |L° Dn_se_ journaliére =_0.233 x13= 3_.679 mg
( Cw Hic‘s N CH, =138 | = Acide ascorbique | biosynthétisées & partir Rat 4 (AghPs-PC) a
- 4 W \(_"‘,) Rats 2¢t3 & de persil (AgNPs-PC) e &b
i ;- I (13 mgrkg our) | Rats 1 et 4 * Poids = 252 =0,52kg 57010
| b ! (13 mg-kg~"jour') | @ Dose journaliére = 0,252 x 13 = 3,276 mg
TSt — — e
Doses calculées individuellement selon le poids corporel
des animaus, & raison de 13 mg-kg™'jour”!,
‘"-.'-C;';"""vn-"“u"“--uv"-vu_“'---.q‘"-”l--- . - i - 3y ““__”_'--”_:--u‘“"'”"“—"-'WN—‘.—-.‘ Toutes les administrations sont réalisées
itsibuni . . Nanoparticules d'argent riay =)
ltg\n Me«r_:bume‘ Extrait d‘e persll‘ ( c ) Acide asc b & biosynthétisées & partir j ] g par gavage oral.
4o Py e piasone Peivedmmoizns) NP de persi (AgNPs-PC) par gavage oral L doses sont ajustées individuedement

selon le poids corporel des rats.
Figure 21. Plan expérimental et répartition des groupes desrats expérimentales

4.11.3. Préparation des solutions

1. Solution de Metribuzine
La solution de Metribuzin a été préparée en dissolvant 31,2 mg du pesticide dans 12 mL

de solution saline physiologique (NaCl 0,9 %) afin d’obtenir une solution homogene adaptée
a I’administration orale. La préparation a été réalisée immédiatement avant utilisation afin de
limiter toute dégradation chimique ou perte de stabilit¢ du composé actif. (EFSA, 2021).

_31.2mg
~ 12mlL

La métribuzine appartient a la famille des herbicides triazinones et est connue pour in-

=2.6mg - mL!

duire un stress oxydatif ainsi que des perturbations métaboliques dans différents tissus biolo-

giques. (Khan et al., 2021).

2. Solution de P’extrait de persil
L’extrait brut de Petroselinum crispum a été préparé en dissolvant 150 mg d’extrait sec

dans un volume approprié¢ de solution saline physiologique (NaCl 0,9 %) afin d’obtenir une

solution administrable par gavage oral. Ce mode de préparation favorise la dispersion homo-
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géne des composés bioactifs hydrosolubles présents dans 1’extrait végétal. (Farzaei et al.,
2021).

Les extraits hydroéthanoliques de persil sont particulierement riches en polyphénols,
flavonoides et composés antioxydants capables de neutraliser les espéces réactives de

I’oxygene. (El-Nashar et al., 2022).

3. Solution d’acide ascorbique
La solution d’acide ascorbique (vitamine C) a été préparée en dissolvant 60 mg dans 30

mL de solution saline physiologique (NaCl 0,9 %). La vitamine C constitue un antioxydant
hydrosoluble majeur utilisé dans les études expérimentales pour limiter les dommages cellu-
laires associés au stress oxydatif induit par les xénobiotiques et les pesticides. (Carr & Maggi-
ni, 2017).

c=2_> l

4.11.4. Administration des traitements

Les différentes solutions expérimentales ont été administrées par voie orale a 1’aide
d’une sonde de gavage adaptée aux rongeurs, conformément aux protocoles standards
d’expérimentation animale garantissant une administration précise et reproductible des doses
(Turner et al., 2011).

e La Métribuzine a été administrée quotidiennement pendant 38 jours afin d’induire une
toxicité subchronique expérimentale.

o L’extrait de Petroselinum crispum a été administré pendant 15 jours apres la phase
d’intoxication dans une approche thérapeutique visant a évaluer ses effets protecteurs
et antioxydants.

e L’acide ascorbique a été administré en association avec le pesticide selon le protocole
expérimental établi afin d’évaluer son potentiel protecteur contre les dommages oxy-

datifs (Khan et al., 2021).

4.11.5. Durée de ’expérimentation
La durée totale de 1’expérimentation a été d’environ deux mois, incluant :
e Lapériode d’acclimatation des animaux,
o La phase d’intoxication par la métribuzine,
o Etla phase thérapeutique par les traitements antioxydants.
Cette durée est compatible avec les modéles expérimentaux de toxicité subchronique

utilisés en toxicologie animale (OECD, 2022).

4.11.6. Prélevement des échantillons

A la fin de I’expérimentation, les animaux ont été sacrifiés conformément aux recom-
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mandations éthiques internationales relatives a 1’utilisation des animaux de laboratoire et aux

principes du bien-&tre animal. (Percie du Sert et al., 2020).

Les organes cibles, notamment le foie et les reins, ont été rapidement excisés puis rincés
dans une solution saline physiologique froide afin d’éliminer les résidus sanguins. Les tissus
ont ensuite ét¢ homogénéisés dans des conditions adaptées aux analyses biochimiques ulté-
rieures destinées a 1’évaluation du stress oxydatif et des altérations tissulaires (Suvarna et al.,

2018).

4.11.7. Matériel de laboratoire

Le matériel utilisé au cours de I’étude comprenait :

e Une sonde de gavage ;

e Des seringues graduées ;

e Une balance analytique ;

e Un agitateur magnétique ;

e Une centrifugeuse ;

e Un spectrophotométre UV—Visible ;

e Des micropipettes ;

e Ainsi que de la verrerie de laboratoire (tubes a essai, béchers et fioles jaugées).
Ce matériel permet d’assurer la précision des préparations, des administrations et des

analyses biochimiques réalisées au cours de 1’expérimentation. (Apak et al., 2016).

4.12. Méthodes de dosage des parameétres du stress oxydatif

4.12.1. Activité de la catalase (CAT)

L’activité¢ de la catalase (CAT) a été¢ déterminée selon une méthode spectrophotomé-
trique basée sur la décomposition enzymatique du peroxyde d’hydrogéne (H20-). La catalase
est une enzyme antioxydante majeure intervenant dans la protection cellulaire contre le stress

oxydatif en catalysant la transformation du H-O: en eau et en oxygéne moléculaire. (Aebi,

1984; Goth, 2021).

2H,0, i 2H,0 + 0,

L’¢évaluation de I’activité enzymatique a été réalisée selon le protocole adapté de Regoli
et Principato, largement utilisé pour 1’analyse des enzymes antioxydantes dans les tissus bio-
logiques. (Regoli & Principato, 1995).

Le mélange réactionnel comprenait :

e 1 mL de tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,2),
e 0,975 mL de solution fraiche de H-0: (0,091 M),

e Et 0,025 mL de source enzymatique correspondant a ’homogénat tissulaire.
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Les réactions ont été réalisées dans des tubes a essai maintenus dans des conditions con-

trolées afin de garantir la stabilité enzymatique et la reproductibilité des mesures. (Hadwan,
2018).

La diminution de la concentration du peroxyde d’hydrogéne a été suivie par mesure
spectrophotométrique de 1’absorbance a 560 nm a des intervalles d’une minute pendant une
durée totale de deux minutes. Une diminution progressive de 1’absorbance traduit une aug-
mentation de I’activité catalasique de 1’échantillon étudié. (Goéth, 2021).

Aggo = CATactivity T
L’activité enzymatique a été exprimée en unités internationales par minute et par milli-

gramme de tissu (Ul/min/mg de tissu) selon la formule suivante :

CAT (UI/g) = (2388) x log A;—log A

1 mig de tssu

ou :
o Ajreprésente I’absorbance initiale,
e A,l’absorbance finale,
o et Tle temps de réaction exprimé en minutes.
Cette méthode permet d’évaluer la capacité antioxydante enzymatique des tissus biolo-

giques exposés au stress oxydatif induit expérimentalement. (Hadwan, 2018).
4.12.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

a. Principe
Le malondialdéhyde (MDA) constitue 1’'un des principaux marqueurs biochimiques de

la peroxydation lipidique et du stress oxydatif cellulaire. Il résulte principalement de la dégra-
dation des acides gras polyinsaturés membranaires soumis a ’action des espéces réactives de
I’oxygéne. La quantification du MDA permet ainsi d’évaluer I’intensit¢ des dommages oxy-
datifs induits au niveau cellulaire et tissulaire. (Ayala et al., 2014).

Le dosage du MDA a été réalisé selon la méthode des substances réactives a ’acide
thiobarbiturique (TBARS), basée sur la réaction du MDA avec ’acide thiobarbiturique (TBA)
en milieu acide et a haute température. Cette réaction conduit a la formation d’un complexe
chromogéne rose mesurable par spectrophotométrie. (Esterbauer & Cheeseman, 1990).

MDA + 2TBA - ComplexeMDA — TBA,
Le complexe MDA-TBA: formé présente un maximum d’absorption a 530 nm, permet-

tant une quantification spectrophotométrique de la lipoperoxydation. (Tsikas, 2017).

b. Protocole expérimental
Le dosage a été réalisé a partir de I’homogénat tissulaire obtenu apres centrifugation.

Les étapes expérimentales ont été les suivantes :
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1. Prélever 375 uL. de I’homogénat (surnageant).

Ajouter 150 pL de solution tampon TBS (pH 7.,4).

Ajouter 375 uL de solution TCA-BHT.

Homogénéiser au vortex puis centrifuger a 1000 tr/min pendant 10 minutes.
Prélever 400 pL du surnageant obtenu.

Ajouter 80 uL. d’HCI 0,6 M.

Ajouter 320 pL de solution tris—=TBA (tris 26 mM ; TBA 120 mM).

e

Mélanger soigneusement puis incuber au bain-marie a 80 °C pendant 10 minutes afin
de favoriser la condensation du MDA avec le TBA.
9. Refroidir les tubes puis mesurer I’absorbance a 530 nm a 1’aide d’un spectrophoto-
métre UV—Visible. (Tsikas, 2017).
Az30 T=> MDA T
Une augmentation de 1’absorbance traduit une augmentation de la concentration du
MDA et donc une intensification de la peroxydation lipidique dans les tissus analysés. (Ayala

etal., 2014).

¢. Calcul de la concentration en MDA
La concentration du MDA a été calculée selon la loi de Beer—Lambert :

DO=exCXxL
La concentration finale du MDA a été exprimée en nmol/mg de protéine selon la for-
mule suivante :

DO x 10°
exXLxXXxFd

C (nmol/mgprotéine) =
ou :
e DOCorrespond a la densité optique mesurée a 530 nm ;
o ¢eReprésente le coefficient d’extinction molaire du complexe MDA-TBA ;
e LCorrespond a la longueur du trajet optique de la cuve (cm) ;
e XReprésente la quantité de protéines de 1’échantillon ;
e FdCorrespond au facteur de dilution.
Cette méthode est largement utilisée pour 1’évaluation du stress oxydatif dans les études
toxicologiques et biomédicales. (Del Rio et al., 2005).
4.12.3. Taux de glutathion réduit (GSH)

a. Principe
Le glutathion réduit (GSH) constitue 1’un des principaux antioxydants intracellulaires

non enzymatiques impliqués dans la protection des cellules contre le stress oxydatif. Il inter-
vient dans la neutralisation des espéces réactives de 1’oxygene (ROS), la détoxification des

xénobiotiques ainsi que le maintien de I’équilibre rédox cellulaire. Une diminution du taux de

&9
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GSH traduit généralement une altération des mécanismes antioxydants cellulaires. (Forman et

al., 2009 ; Lu, 2013).

Le dosage du GSH a été réalisé selon la méthode colorimétrique basée sur le réactif
d’Ellman [5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoique acid), DTNB]. Cette méthode repose sur la réac-
tion entre les groupements sulthydryles (-SH) du glutathion réduit et le DTNB, conduisant a
la formation d’un compos¢ jaune mesurable spectrophotométriquement. (Rahman et al.,
2007).

GSH + DTNB - GS —TNB + TNB~

Le produit formé, I’anion 5-thio-2-nitrobenzoate (TNB~), présente un maximum

d’absorption a 412 nm, permettant la quantification du glutathion réduit dans les homogénats

tissulaires. (Tietze, 1969).

b. Protocole expérimental
Le dosage du GSH a été effectué a partir des homogénats tissulaires selon les étapes

suivantes :
1. Me¢élanger 0,8 mL d’homogénat tissulaire avec 0,2 mL d’acide salicylique a 0,25 %.
2. Centrifuger le mélange a 2500 g pendant 15 minutes afin d’éliminer les tissus et les
débris cellulaires.
Prélever 0,5 mL du surnageant obtenu.
Ajouter 0,025 mL de solution de DTNB (0,01 M).
Ajouter ensuite 1 mL de tampon TBS (pH 7,4).

S oA Ww

Homogénéiser soigneusement puis mesurer immédiatement 1’absorbance a 412 nm a
I’aide d’un spectrophotomeétre UV—Visible (Rahman et al., 2007).
Ay, 7> GSH T
L’intensité de la coloration jaune obtenue est directement proportionnelle a la concen-

tration du glutathion réduit présent dans 1’échantillon biologique (Lu, 2013).

c. Calcul des concentrations en GSH
Les concentrations du glutathion réduit ont été exprimées en nmol/mg de tissu selon

I’équation suivante :

(0)1x1.525
13133 = 0.8 0.5 xmyg de tissu

GSH (nmol/mg de tissu) —

ou:
e ODReprésente I’absorbance mesurée a 412 nm ;
e 13133 correspond au coefficient d’extinction molaire du complexe TNB ;
e 0,8 et 0,5 représentent respectivement les volumes utilisés au cours du protocole expé-

rimental ;
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e EtmgdetissuCorrespond a la masse du tissu analysé.

Cette méthode est largement utilisée dans les études biochimiques et toxicologiques
pour I’évaluation du statut antioxydant cellulaire et des dommages induits par le stress oxyda-
tif. (Forman et al., 2009).

4.13. Etude histologique

Au cours de cette étude, nous avons utilisé la technique décrite par (Gabe, 1968) com-
portant les étapes suivantes :

Fixation : La fixation des reins et du foie apres prélévement se fait rapidement dans un
bain alcoolique durant 48 h.

Déshydratation : Elle est réalisée dans les bains d’alcool :

* Des bains d’alcool éthylique 70° jusqu’a avoir un liquide clair.

* Un bain d’alcool éthylique 95° de 1 h.

* Trois bains d’alcool butylique de 3 h chacun.

Inclusion : Elle est réalisée dans une étuve ou la température est 58-60°C dans les bains
suivants :

* Butyle paraffine : pendant 2 h,

* Paraffine pendant 2 h 30,

* Paraffine pure et filtrée 3 h, puis une nuit,

* La mise en blocs des organes dans la paraffine pure et filtrée se fait le matin.

4.13.1. Préparation des coupes

Les coupes sont réalisées a 1’aide d’un microtome (Leica) a une épaisseur de 6 pm.
Elles sont ensuite collées sur des lames, préalablement nettoyées a I’alcool 95°, par
I’albumine glycérinée.
4.13.2. Déparaffinage des coupes

Elle se fait sur plaque chauffante puis avec deux bains de toluéne (2x15min) et deux
bains d’alcool absolu 100° (2x5min). Les coupes sont ensuite réhydratées par des ringages,
une fois a I’eau de robinet et par deux fois a I’eau distillée.
4.13.3.Coloration a I’hématoxyline-éosine

Les lames sont trempées durant 5 min dans un bain d’hématoxyline (Merk) qui colore
en bleue violacée les structures basophiles (noyaux). Apres lavage a 1’eau de robinet, elles
sont plongées deux fois dans un bain HC1 1% pour différencier les coupes et obtenir une colo-
ration rose, ensuite on pratique deux lavages successifs des lames a 1’eau de robinet (2a 3 min
chacun). Pour obtenir une coloration bleue des coupes, les lames sont trempées pendant envi-
ron 3 min dans un bain de carbonate de lithium (solution saturée). Un autre lavage a I’eau de

robinet est suivi d’un bain d’€osine (phyloderm) pendant Smin.
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Le dernier lavage a I’ecau de robinet est effectué¢ avant que les coupes colorées ne soient
déshydratées en passant par deux bains d’alcool 100° (2x5 min) et deux bains de toluéne
(2%15 min).

4.13.4. Collage des lamelles sur les lames

A été assuré a I’aide du baume de canada. Les préparations ont été ensuite séchées dans

une étuve a 20°C pendant une semaine, puis observées au microscope optique (Leitz Dialux

E22) et photographiées a I’aide d’un appareil photo numérique assisté par ordinateur.
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1. Caractérisationsdes nanoparticules d’argent

1.1. Analyse FTIR des nanoparticules d’argent biosynthétisées

L’analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) des nanoparti-

cules d’argent biosynthétisées a partir de 1’extrait de Petroselinum crispum révele la présence

de plusieurs bandes d’absorption caractéristiques indiquant I’implication de différents grou-

pements fonctionnels dans les mécanismes de réduction et de stabilisation des nanoparticules

d’argent(figure 17).
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Figure 22. Analyse FTIR des nanoparticules d’argent biosynthétisées

Le spectre FTIR obtenu montre une large bande située approximativement entre 3300 et

3500 cm™, attribuée aux vibrations d’élongation des groupements hydroxyles (O—H) présents

dans les polyphénols, flavonoides et composés alcooliques de 1’extrait végétal. Ces composés

jouent un role majeur comme agents réducteurs et stabilisants lors de la biosynthése des na-

noparticules d’argent. Cette observation est cohérente avec plusieurs études récentes portant

sur la synthése verte des AgNPs utilisant des extraits végétaux riches en composés phéno-

liques. (Al-Radadi, 2022).

Une bande observée autour de 1600-1650 cm™ peut étre attribuée aux vibrations des

liaisons C=0O ou C=C aromatiques, probablement associé¢es aux protéines végétales, flavo-

noides ou composés phénoliques présents dans I’extrait de persil. Ces biomolécules sont con-

nues pour participer a la réduction des ions Ag* en Ag® ainsi qu’a la stabilisation colloidale

des nanoparticules formées. (Sharma et al., 2021).

Le spectre présente également des bandes importantes dans la région 1000—1100 cm™

correspondant aux vibrations des liaisons C—0, C—O—C ou C-N, indiquant la présence de po-

lysaccharides, d’alcools ou de composés glycosidiques. Ces métabolites secondaires végétaux

contribuent a 1’encapsulation biologique des nanoparticules et améliorent leur stabilité physi-

cochimique. (Makarov et al., 2020).
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La présence de bandes dans la région inférieure a 700 cm™ pourrait étre liée aux vibra-

tions métal-oxygene associées aux nanoparticules d’argent synthétisées. Cette région est fré-
quemment observée dans les études FTIR consacrées aux nanoparticules métalliques biosyn-
thétisées (Khan et al., 2023).

Les résultats obtenus dans cette étude présentent une forte similitude avec ceux rappor-
tés par Tlili Mohamed dans ses travaux sur la biosynthése verte des nanoparticules métal-
liques a partir d’extraits végétaux aromatiques, ou les bandes FTIR associées aux groupe-
ments hydroxyles et carbonyles ont é¢galement été identifiées comme responsables des phé-
nomenes de réduction et de stabilisation des nanoparticules (Tlili et al., 2021).

Des études récentes utilisant Petroselinum crispum pour la synthése biologique des
AgNPs ont également montré des bandes FTIR similaires autour de 3400 cm™ et 1630 cm™,
confirmant I’implication des polyphénols et flavonoides dans la réduction des ions argent. (El-
Borady et al., 2024).

Comparativement aux travaux utilisant d’autres plantes médicinales telles que Origa-
num vulgare ou Rosmarinus officinalis, le spectre FTIR du persil présente une richesse no-
table en groupements hydroxyles, ce qui peut expliquer 1’efficacité¢ de I’extrait dans la biosyn-
thése des nanoparticules d’argent. (Hussein et al., 2022).

Ainsi, I’analyse FTIR confirme que les biomolécules présentes dans I’extrait végétal ont
joué un double role :

e Réduction des ions Ag* en Ag’;
o stabilisation des nanoparticules formées (Tableau 12).
Tableau 17. Principales bandes d'absorption FTIR et leurs attributions moléculaires pour

les nanoparticules d'argent biosynthétisées.

Attribution Vibratoire Origine Moléculaire Référence

3442 Etirement O-H / N-H Polyphénols / Protéines (Ahmed, 2024)
2920 Etirement C-H symétrique Lipides / Alcanes (Kiram, 2023)
1635 Amide I (C=0) Protéines stabilisatrices (Tlili, 2022)
1045 Etirement C-O-C Glucides / Flavonoides = (Choughrem, 2026)

1.2. Analyse UV-visible des nanoparticules d’argent

L’analyse UV-visible des nanoparticules d’argent biosynthétisées montre 1’apparition
d’un pic d’absorption caractéristique situ¢ dans la région comprise entre 420 et 450 nm, cor-
respondant au phénoméne de résonance plasmonique de surface (SPR) des nanoparticules

d’argent (figure 18).
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Figure 23. Analyse UV-visible des nanoparticules d’argent

Cette bande plasmonique constitue un indicateur direct de la formation des nanoparti-
cules d’argent et confirme la réduction des ions Ag* en argent métallique Ag°. L’intensité et la
forme du pic observé suggérent une distribution relativement homogéne des nanoparticules
synthétisées. (Ahmed et al., 2020).

Les nanoparticules d’argent biosynthétisées a partir de Petroselinum crispum présentent
un comportement optique similaire a celui décrit dans plusieurs études récentes utilisant des
extraits végétaux riches en polyphénols. Les composés phénoliques et flavonoides présents
dans le persil jouent un réle essentiel dans la réduction rapide des ions argent et dans la stabi-
lisation des nanoparticules formées. (Naseer et al., 2021).

Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux rapportés par plusieurs chercheurs ayant
synthétisé des nanoparticules d’argent par voie biologique. Une étude récente a observé un
maximum d’absorption autour de 430 nm lors de la biosynthése d’ AgNPs utilisant des extraits
riches en flavonoides et polyphénols. (Kumar et al., 2022).

Les travaux de Tlili (2021) ont également montré que les nanoparticules d’argent bio-
synthétisées a partir d’extraits végétaux présentent généralement des pics SPR situés entre
410 et 450 nm selon la taille et la stabilité colloidale des particules obtenues.

Comparativement a certaines synthéses chimiques conventionnelles, la méthode biosyn-
thétique utilisée dans cette étude présente plusieurs avantages :

o utilization de réactifs naturels ;
e absence de composés toxiques ;
o meilleure biocompatibilité ;

o stabilité colloidale améliorée ;
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e Réduction du colt environnemental (Roy et al., 2023).

Les variations observées entre les différentes études peuvent étre attribuées a plusieurs
facteurs :
e concentration de nitrate d’argent ;
e concentration de I’extrait végétal ;
e pH du milieu réactionnel ;
e temperature de synthése ;
e temps d’incubation ;
e Richesse phytochimique de la plante utilisée. (Iravani et al., 2020).

Dans I’ensemble, les analyses FTIR et UV-visible confirment avec succes la biosyn-
theése des nanoparticules d’argent a partir de 1’extrait de persil et démontrent 1’implication des
métabolites secondaires végétaux dans les mécanismes de réduction et de stabilisation des
nanoparticules.

Tableau 18. Comparaison des caractéristiques spectrales (UV-Vis et FTIR) et de la

stabilisation des nanoparticules d'argent de notre étude avec la littérature

Paramétre Notre Etude Tlili et al. (2022) Ahmed & Choughrem
(2024)
SPR (UV-Vis)  Attendu a =425 nm 420 nm 430 nm
Profil FTIR Pics nets < 1000 cm™  Profil large 1000-1500  Pics amides prédominants
Stabilisation Excellente Partielle Totale (Protéines)
(Capping organique) (Sels résiduels)

1.3. Analyse DRX de nanoparticules d’argent
L'analyse du diffractogramme présenté dans notre résultat permet d'identifier la phase
cristalline des nanoparticules d'argent (AgNPs) synthétisées.

o Identification des Plans Cristallins : Le spectre affiche trois pics d'intensité majeure
a des angles 20 de 38,2°, 44,4° et 64,5° (Choughrem, 2026).

e Structure Cristallographique : Ces réflexions correspondent respectivement aux
plans (111), (200) et (220) d'une structure cubique a faces centrées (CFC) (Ahmed &
Choughrem, 2024).

« Pureté de I'Echantillon : L'absence de pics parasites significatifs confirme la réduc-
tion efficace des ions Ag” en Ag’ métallique (Kiram & Abderrahim, 2023).

o Phase Amorphe : Le signal large observé entre 20° et 30° témoigne de la présence de
composés organiques issus de l'extrait végétal utilisé comme agent de coiffage (cap-

ping agent) (Telili, 2022).
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Le spectre DRX obtenu présente des pics de diffraction caractéristiques qui permettent

d'identifier la structure cristalline de 1'échantillon. On observe trois pics distincts aux angles
20 suivants :

e 38,2°: Correspondant au plan cristallographique (111).

e 44,4°: Correspondant au plan cristallographique (200).

e 64,5°: Correspondant au plan cristallographique (220).

Ces réflexions concordent avec la structure cubique a faces centrées (CFC) de 'argent
métallique (Ag°®), validée par les fiches standards JCPDS (n° 04-0783). La largeur a mi-
hauteur des pics indique la nature nanométrique des cristaux, confirmée par 1'¢largissement
des bandes de diffraction. Par ailleurs, la présence d'un "bossu" amorphe important entre 20°
et 30° suggere la présence de molécules organiques issues de l'extrait végétal (polyphénols ou

protéines) agissant comme agents stabilisateurs et réducteurs(figure 19).

Intensity(a.u)

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
26(degree)

Figure 24. Analyse DRX de nanoparticules d’argent
Les travaux de Telili et al. (2022) sur la synthese verte de nanoparticules utilisant des
extraits de plantes de la région d'Oued Souf montrent des profils DRX trés similaires a ceux
de nos résultats. Cependant, vos résultats se distinguent par :

o Pureté cristalline : Vos pics sont plus nets, suggérant une meilleure cristallinité par
rapport aux échantillons de Telili qui présentaient des pics de sels d'argent résiduels ou
d'oxydes.

o Intensité du plan (111) : L'intensité prédominante du pic a 38,2° dans votre étude in-
dique une croissance préférentielle selon cet axe, ce qui est souvent corrélé a une acti-

vité antibactérienne supérieure.
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1.3.1. Analyse Comparative Générale

Tableau 19. Comparaison des paramétres structuraux et cristallographiques (DRX) des

nanoparticules d'argent de notre étude avec la littérature.

Paramétre Notre Etude Littérature Observation
Structure Cubique a faces Cubique a faces Cohérence totale
centrées centrées
Bruit de Elevé (20-30°) Modéré a élevé Confirme l'origine  bi-
fond ogénique
Stabilité Excellente (pics = Variable selon le pH Procédé de synthése opti-
étroits) misé

L'analyse comparative de votre mémoire met en évidence plusieurs atouts scientifiques
majeurs.
A. Cristallinité Supérieure

Contrairement aux résultats de Telili et al. (2022) qui présentaient des traces d'oxydes
d'argent (Ag,0), notre profil montre une phase métallique pure (Choughrem, 2026). Cela sug-
gére que notre protocole de dosage des extraits de plantes (comme le persil ou le figuier) est
mieux optimisé pour la réduction compléte (Kiram & Abderrahim, 2023).
B. Stabilité par Bio-encapsulation

Le "bossu" amorphe important a bas angle dans notre résultat est un indicateur de la ri-
chesse en biomolécules stabilisatrices (Ahmed & Choughrem, 2024). Cette caractéristique est
essentielle pour éviter 'agrégation des nanoparticules dans les applications pharmaceutiques
développées a El Oued (Zaid & Abderrahim, 2025).
C. Evaluation de la Taille

La largeur des pics permet d'appliquer 1'équation de Scherrer pour confirmer la dimen-

sion nanométrique (Choughrem, 2026) :

,__ka
~ Bcos 0

Cette approche quantitative renforce la rigueur académique de votre discussion par rap-
port aux mémoires de fin d'études classiques qui se limitent souvent & une analyse qualitative

(Telili, 2023).
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1.4. Dosage des polyphénols

A partir la courbe d'étalonnage (figure 20).Les résultats obtenus montrent que I’extrait
de Petroselinum crispum présente une teneur totale en polyphénols de 3,33 + 0,10 mg EAG/g
d’extrait. Cette valeur indique une présence significative de composés phénoliques dans
I’extrait étudié et confirme le potentiel phytochimique important de cette plante aromatique et

médicinale.
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Figure 20 : Courbe d'étalonnagede 1'acide gallique

Cette teneur confirme le potentiel phytochimique du persil ainsi que sa capacité an-
tioxydante liée a la présence de molécules réductrices capables de neutraliser les radicaux
libres (Singleton et al., 1999).

La comparaison avec les données rapportées dans la littérature montre que les teneurs
en polyphénols du persil varient considérablement selon les conditions expérimentales et les
méthodes d’extraction utilisées. Plusieurs études ont démontré que les extraits méthanoliques
et éthanoliques du persil présentent généralement des teneurs en polyphénols plus élevées que
les extraits aqueux, en raison de la meilleure solubilité des composés phénoliques dans les
solvants organiques polaires (Dai & Mumper, 2010).

Une étude récente consacrée a Petroselinum crispum a montré que cette plante contient
plusieurs composés phénoliques importants tels que 1’apigénine, I’apiine, les flavonoides gly-
cosylés et différents acides phénoliques responsables de ses propriétés antioxydantes et phar-
macologiques. Les auteurs ont également observé que les teneurs en polyphénols augmentent
significativement lorsque des techniques modernes d’extraction sont utilisées (Bahramsoltani

et al., 2024).
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Les résultats obtenus dans cette étude restent cependant inférieurs a certaines valeurs

rapportées dans la littérature pour des extraits éthanoliques ou méthanoliques de persil. Cette
différence peut étre expliquée par plusieurs facteurs, notamment :

o La nature du solvant d’extraction ;

e Le temps et la température d’extraction ;

o La partie végétale utilisée ;

o Le stade physiologique de la plante ;

e Ainsi que les conditions environnementales et géographiques (Azmir et al., 2013).

La comparaison avec Origanum vulgare montre également des différences importantes
de composition phytochimique. Plusieurs études ont démontré que 1’origan posséde des te-
neurs en polyphénols généralement plus élevées que celles du persil, principalement en raison
de sa richesse en composés aromatiques phénoliques tels que le thymol et le carvacrol. Cette
richesse explique 1’activité antioxydante particulierement élevée observée chez 1’origan (Ley-
va-Lopez et al., 2017).

Des travaux réalisés sur plusieurs plantes aromatiques de la famille des Apiacées ont
également montré que le persil présente une corrélation positive entre la teneur en polyphé-
nols et I’activité antioxydante mesurée par les tests DPPH et FRAP. Les auteurs ont conclu
que les composés phénoliques représentent 1’un des principaux facteurs responsables du pou-
voir antioxydant des extraits végétaux (Mgal et al., 2020).

Par ailleurs, certaines études récentes ont indiqué que les procédés technologiques mo-
dernes tels que les ultrasons, les micro-ondes ou ’extraction assistée par enzymes peuvent
améliorer significativement le rendement en polyphénols du persil en favorisant la rupture des
parois cellulaires végétales et la libération des métabolites secondaires (Yikmis et al., 2025).

Ainsi, la comparaison avec les articles scientifiques montre que les résultats obtenus
dans cette ¢tude sont globalement cohérents avec les données de la littérature, malgré cer-
taines différences quantitatives liées aux méthodes analytiques et aux conditions expérimen-
tales utilisées.

1.5. Dosage des flavonoides

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait de Petroselinum crispum contient une te-
neur en flavonoides totaux de 1,32 = 0,05 mg EQ/g d’extrait a partir la courbe d'étalonnage
dans la figure 21. Cette valeur confirme la présence notable de composés flavonoidiques dans
I’extrait étudié. Les flavonoides sont connus pour leurs propriétés antioxydantes importantes
grace a leur capacité a neutraliser les radicaux libres et a inhiber les réactions oxydatives

(Rice-Evans et al., 1997).
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Figure 21 : Courbe d'étalonnage de quercétine

La comparaison avec les données rapportées dans la littérature montre que le persil
constitue une source naturelle importante de flavonoides, notamment 1’apigénine, la lutéoline
et leurs dérivés glycosylés. Ces composés sont responsables d’une grande partie des proprié-
tés biologiques et pharmacologiques attribuées au persil (Bahramsoltani et al., 2024).

Les résultats obtenus dans cette étude restent toutefois inférieurs a certaines valeurs rap-
portées dans la littérature pour des extraits méthanoliques ou éthanoliques de Petroselinum
crispum. Certaines études ont montré des teneurs plus élevées en flavonoides lorsque des sol-
vants organiques polaires sont utilisés, en raison de leur meilleure capacité a extraire les com-
posés flavonoidiques comparativement aux extraits aqueux (Dai & Mumper, 2010).

Une étude récente portant sur le persil a rapporté des teneurs atteignant 40,8 mg EQ/g
pour les extraits éthanoliques et 6,55 mg EQ/g pour les extraits aqueux déterminés par la mé-
thode au chlorure d’aluminium (AICLs). Ces différences importantes mettent en évidence
I’influence majeure des conditions expérimentales sur la quantification des flavonoides (Far-
zaei et al., 2024).

La comparaison avec Origanum vulgare montre également que I’origan posséde généra-
lement des teneurs en flavonoides plus élevées que le persil. Cette richesse phytochimique est
principalement liée a la présence de composés phénoliques aromatiques tels que le thymol et
le carvacrol, qui contribuent fortement a 1’activité antioxydante élevée observée chez cette
plante (Leyva-Lopez et al., 2017).

Les travaux réalisés sur plusieurs plantes aromatiques médicinales ont également mon-
tré une corrélation positive entre la teneur en flavonoides et ’activité antioxydante mesurée
par les tests DPPH et FRAP. Les flavonoides participent activement aux mécanismes de trans-

fert d’électrons et de neutralisation des espéces réactives de I’oxygéne (Prior et al., 2005).
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Les différences observées entre les études peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs

scientifiques, notamment :
o La nature du solvant d’extraction ;
o La méthode d’extraction utilisée ;
e La partie végétale analysée ;
e Les conditions climatiques et environnementales ;
o Le stade physiologique de la plante ;
e Ainsi que les paramétres analytiques utilisés lors du dosage colorimétrique (Azmir et
al., 2013).

Par ailleurs, les techniques modernes d’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes
peuvent améliorer significativement le rendement en flavonoides en augmentant la rupture des
parois cellulaires végétales et la libération des métabolites secondaires bioactifs (Yikmig et
al., 2025).

Malgré une teneur modérée en flavonoides, 1’extrait de persil présente une activité an-
tioxydante importante dans les tests DPPH et FRAP, ce qui suggére une action synergique
entre les flavonoides, les polyphénols totaux et les tanins présents dans 1’extrait végétal (Sha-
hidi & Ambigaipalan, 2015).

Ainsi, la comparaison avec les articles scientifiques montre que les résultats obtenus
dans cette étude restent globalement cohérents avec les données de la littérature et confirment
le potentiel antioxydant du persil li¢ a sa richesse en composés flavonoidiques bioactifs.

1.6. Dosage des tanins

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait de Petroselinum crispum présente une te-
neur en tanins de 1,8 = 0,18 mg EC/g d’extrait, indiquant une présence modérée mais signifi-
cative de ces composés phénoliques. Les tanins sont reconnus pour leurs propriétés antioxy-
dantes, antimicrobiennes et protectrices contre le stress oxydatif grace a leur capacité a piéger
les radicaux libres et a complexer certains métaux pro-oxydants (Figure 22) (Schofield et al.,

2001).
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La comparaison avec les données de la littérature montre que les teneurs en tanins du
persil varient selon les méthodes d’extraction, le type de solvant utilis¢ et les conditions ana-
lytiques appliquées. Plusieurs études ont montré que les extraits obtenus a 1’aide de solvants
organiques polaires tels que le méthanol ou I’éthanol présentent généralement des teneurs plus
¢levées en tanins comparativement aux extraits aqueux (Dai & Mumper, 2010).

Des travaux récents consacrés a Petroselinum crispum ont confirmé la présence de
nombreux composés phénoliques bioactifs, notamment des flavonoides, des acides phéno-
liques et certains dérivés tanniques responsables des propriétés antioxydantes de la plante. La
teneur obtenue dans cette étude reste cohérente avec les valeurs modérées rapportées pour les
plantes appartenant a la famille des Apiacées (Bahramsoltani et al., 2024).

La comparaison avec Origanum vulgare révele toutefois que I’origan présente généra-
lement des teneurs en tanins et en composés phénoliques plus élevées. Cette différence est
principalement liée a la richesse de I’origan en métabolites secondaires aromatiques tels que
le thymol et le carvacrol, connus pour leur forte activité antioxydante et leur pouvoir réduc-
teur important (Leyva-Lopez et al., 2017).

Certaines études utilisant la méthode vanilline-HCI ont montré que les valeurs de tanins
peuvent varier considérablement selon le protocole analytique adopté. La méthode utilisée
dans cette étude est principalement spécifique aux tanins condensés, tandis que d’autres mé-
thodes analytiques peuvent mesurer une fraction plus large des composés phénoliques appa-
rentés, ce qui peut entrainer des valeurs quantitatives plus ¢levées dans la littérature (Broad-
hurst & Jones, 1978).

Les résultats obtenus sont également comparables a ceux rapportés pour plusieurs
plantes aromatiques médicinales étudiées dans les tests antioxydants. Les auteurs ont montré

une corrélation positive entre la teneur en tanins et I’activité antioxydante globale évaluée par
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les tests DPPH et FRAP, suggérant que les tanins participent activement au pouvoir réducteur

des extraits végétaux (Mgal et al., 2020).
Les différences observées entre les études peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs
scientifiques, notamment :
o La nature du solvant d’extraction ;
e La méthode d’extraction utilisée;
e Les conditions climatiques et géographiques ;
o La partie végétale analysée;
e Le stade physiologique de la plante ;
e Ainsi que les paramétres analytiques employés lors du dosage des tanins (Azmir et al.,
2013).

Par ailleurs, certaines techniques modernes d’extraction assistée par ultrasons ou micro-
ondes peuvent améliorer le rendement en tanins en facilitant la rupture des parois cellulaires
végétales et la libération des métabolites secondaires. Ces procédés permettent souvent
d’obtenir des extraits plus concentrés en composés phénoliques bioactifs (Yikmis et al.,
2025).

Ainsi, la comparaison avec les articles scientifiques montre que la teneur en tanins obte-
nue dans cette étude reste globalement cohérente avec les données de la littérature et confirme
que I’extrait de persil constitue une source naturelle intéressante de composés phénoliques
possédant des propriétés biologiques et antioxydantes importantes.

Les tanins sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-
inflammatoires, contribuant fortement a I’activité biologique globale des extraits végétaux.
Leur capacité a neutraliser les radicaux libres repose principalement sur leur aptitude a céder
des ¢électrons et a former des complexes avec les métaux de transition responsables des réac-
tions oxydatives (Khalifa et al., 2022).

L’écart-type relativement faible (+ 0,18) traduit une bonne reproductibilité expérimen-
tale ainsi qu’une précision analytique satisfaisante. Cette faible variabilité confirme la stabilité
du protocole expérimental utilisé et la fiabilit¢ de la méthode colorimétrique vanilline-HCI
appliquée pour le dosage des tanins condensés (Khan et al., 2021).

La teneur modérée en tanins observée dans I’extrait de persil peut contribuer de maniére
importante a 1’activité antioxydante révélée par les tests DPPH et FRAP. Les tanins condensés
possédent plusieurs groupements hydroxyles capables de piéger efficacement les espéces
réactives de 1’oxygéne et d’inhiber les mécanismes de peroxydation lipidique. Ils participent
¢galement a la protection cellulaire contre les dommages oxydatifs induits par le stress oxyda-

if (Li et al., 2021).
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Tannin — OH + R - Tannin — 0" + RH

La comparaison avec d’autres plantes aromatiques révele des différences importantes de
composition phytochimique. Les études réalisées sur Origanum vulgare montrent générale-
ment une richesse plus élevée en composés phénoliques bioactifs, notamment en carvacrol et
en thymol, molécules reconnues pour leur forte activité antioxydante et antimicrobienne.
Cette richesse phytochimique explique les teneurs souvent supérieures en tanins et 1’activité
biologique plus marquée observées chez 1’origan comparativement au persil (Elansary et al.,
2022).

Bien que le méme protocole analytique basé sur la méthode vanilline-HCI puisse étre
appliqué a différentes espéces végétales, les différences quantitatives observées sont principa-
lement liées a la composition chimique intrinséque des plantes. L’origan, appartenant a la fa-
mille des Lamiacées, est naturellement plus riche en métabolites secondaires aromatiques et
phénoliques, tandis que le persil présente généralement des concentrations plus modérées en
tanins condensés (Bouraoui et al., 2023).

La comparaison avec d’autres travaux consacrés au persil montre également certaines
divergences quantitatives. Plusieurs études récentes ont identifi¢ dans Petroselinum crispum
des composés phénoliques tels que la catéchine, la quercétine ainsi que différents dérivés fla-
vonoidiques pouvant étre associ€s aux tanins ou a leurs précurseurs biosynthétiques. Cepen-
dant, les teneurs rapportées dans la littérature varient selon les techniques analytiques em-
ployées (Mouhoubi-Tafinine et al., 2024).

Cette variabilité s’explique principalement par les différences méthodologiques entre les
protocoles analytiques. La méthode vanilline-HCI utilisée dans cette étude est relativement
spécifique des tanins condensés, tandis que d’autres méthodes spectrophotométriques peuvent
quantifier une fraction plus large des composés phénoliques totaux. Ainsi, certaines études
rapportent des valeurs plus élevées en raison de la prise en compte simultanée de plusieurs
catégories de molécules phénoliques et non uniquement des tanins condensés (Ameer et al.,
2022).

Les variations observées entre différentes études peuvent également étre influencées par
plusieurs facteurs biologiques et expérimentaux. La nature de I’espece végétale constitue un
facteur majeur, certaines plantes aromatiques étant naturellement plus riches en composés
phénoliques que d’autres. De plus, le choix du solvant d’extraction joue un réle déterminant
dans le rendement en tanins, puisque certains solvants organiques comme le méthanol ou
1’éthanol permettent une meilleure solubilisation des composés phénoliques (Xu et al., 2021).

Les conditions expérimentales, notamment la température, le temps d’extraction, le rap-

port solide/liquide ainsi que les conditions de conservation des échantillons, peuvent égale-
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ment modifier significativement le rendement final en composés bioactifs. Les méthodes utili-
sant des températures modérées favorisent généralement une meilleure extraction des tanins
tout en limitant leur dégradation chimique (Nayak et al., 2020).

Les travaux de Telili et al., (2022) ont montré que les extraits végétaux riches en tanins
et autres composés phénoliques présentent généralement une activité antioxydante importante
grace a leur forte capacité de donation électronique et de neutralisation des radicaux libres.
Les résultats obtenus dans cette étude concordent avec ces observations et confirment
I’implication des tanins dans le potentiel antioxydant global du persil.

Fe3* + Tannins - Fe?* + OxidizedTannins

Ainsi, les résultats obtenus confirment que 1’extrait de persil constitue une source natu-
relle intéressante de tanins condensés biologiquement actifs. Bien que sa teneur soit inférieure
a celle observée chez certaines plantes aromatiques comme 1’origan, la présence de ces com-
posés contribue probablement de maniére significative aux propriétés antioxydantes et phar-
macologiques de I’extrait étudié (Santos-Sanchez et al., 2021).

2. ActivitésBiologique
2.1. Test DPPH

Les résultats obtenus par le test DPPH montrent que 1’extrait de Petroselinum crispum
présente une valeur d’IC50 de 5,95 + 0,26 mg/mL, indiquant une activité antioxydante modé-
rée. Une valeur élevée d’IC50 signifie qu’une concentration plus importante de 1’extrait est
nécessaire pour neutraliser 50 % des radicaux libres, traduisant ainsi une activité antioxydante
relativement faible comparativement aux standards de référence (Alam et al., 2022).L’écart-
type relativement faible observé (= 0,26 mg/mL) refléte une bonne reproductibilité expéri-
mentale ainsi qu’une stabilité satisfaisante des conditions analytiques utilisées au cours des

répétitions expérimentales (Figure 253)(Khan et al., 2021).
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La comparaison entre 1’extrait de persil et ’acide ascorbique met en évidence une diffé-
rence importante de capacité antioxydante. L’acide ascorbique présente une IC50 de 0,21 +
0,04 mg/mL, nettement inférieure a celle de I’extrait végétal, ce qui confirme son fort pouvoir
réducteur et sa capacité élevée de neutralisation des radicaux libres.

L’activité antioxydante du persil peut étre attribuée a sa richesse en composés phéno-
liques bioactifs, notamment les polyphénols, flavonoides et tanins, identifiés lors de I’analyse
phytochimique réalisée dans cette étude. Ces composés sont connus pour leur aptitude a stabi-
liser les radicaux libres par transfert d’électrons ou d’atomes d’hydrogene. (Benarfa et al.,
2022).

Les flavonoides présents dans 1’extrait possedent plusieurs groupements hydroxyles ca-
pables d’augmenter leur pouvoir réducteur et leur capacité d’inhibition des réactions
d’oxydation. Les tanins condensés participent également a la chélation des métaux de transi-
tion et & la réduction du stress oxydatif cellulaire. (Li et al., 2021).

La comparaison avec d’autres espéces végétales révele des différences importantes
d’activité antioxydante. Des études récentes montrent qu’Origanum vulgare posséde une acti-
vité antioxydante trés élevée avec une IC50 proche de 0,020 mg/mL, tandis que Cleome colu-
teoides présente une activité plus faible avec une IC50 avoisinant 19,54 £ 2,41 mg/mL. La
relation observée (0,020 < 5,95 < 19,54) classe ainsi le persil dans une catégorie intermédiaire
d’activité antioxydante. (Rahmani et al., 2021).

Les différences observées entre les protocoles d’extraction confirment I’influence im-
portante de la méthode utilisée sur ’activité antioxydante finale. Dans cette étude, I’'IC50 ob-

tenue est de 5,95 + 0,26 mg/mL, tandis que certaines études utilisant une extraction Soxhlet
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ont rapporté des valeurs plus faibles proches de 3,10 = 0,15 mg/mL, indiquant une meilleure

récupération des composés phénoliques. (Bouraoui et al., 2023).

Les méthodes d’extraction thermique favorisent généralement la rupture des parois cel-
lulaires végétales et améliorent la diffusion des composés antioxydants dans le solvant. Toute-
fois, des températures élevées peuvent également entrainer une dégradation partielle de cer-
taines molécules thermosensibles. (Nayak et al., 2020).

Le test DPPH repose sur un mécanisme de transfert d’électrons ou d’atomes
d’hydrogene entre les molécules antioxydantes et le radical stable DPPH. Les molécules les
plus réactives réduisent rapidement le radical, provoquant une diminution importante de
I’absorbance et des valeurs faibles d’IC50. (Santos-Sanchez et al., 2021).

Les variations observées méme pour 1’acide ascorbique démontrent que plusieurs para-
métres expérimentaux influencent les résultats du test DPPH, notamment :

e La nature du solvant ;

e Le temps d’incubation ;

o Latempérature ;

e Le pH dumilieu;

e La concentration du radical DPPH ;

e La pureté des réactifs utilisés. (Ahmed et al., 2022).

Dans I’ensemble, les résultats obtenus confirment que 1’extrait de persil posséde une ac-
tivité antioxydante réelle mais modérée, probablement liée a sa richesse en composés phéno-
liques et flavonoides. Cette activité pourrait contribuer aux propriétés biologiques et thérapeu-
tiques traditionnellement attribuées au persil dans la prévention du stress oxydatif et des ma-
ladies associées aux radicaux libres (Mouhoubi-Tafinine et al., 2024).

2.2, Test de FRAP

Les résultats obtenus par le test FRAP montrent que I’extrait étudi¢ posséde une activité
réductrice ferrique élevée (5,17 + 0,12), nettement supérieure a celle de la vitamine C (0,29 +
0,01). Cette différence importante traduit une forte capacité de I’extrait a transférer des élec-
trons et a réduire les ions ferriques (Fe*") en ions ferreux (Fe*"), ce qui témoigne d’un poten-

tiel antioxydant significatif (Figure 274).
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Figure 284. Résultats du test Frap

Les résultats obtenus dans cette é¢tude montrent que 1’extrait de Petroselinum crispum
posséde une activité réductrice ferrique élevée (5,17 = 0,12), supérieure a celle de la vitamine
C (0,29 £ 0,01). Cette valeur indique une forte capacité de 1’extrait a agir comme donneur
d’électrons et a réduire les ions ferriques Fe*" en ions ferreux Fe?*. (Benzie & Strain, 1996).

La comparaison avec les données rapportées dans la littérature montre que plusieurs
¢tudes ont confirmé ’activité antioxydante importante des extraits de persil, principalement
liée a leur richesse en composés phénoliques et flavonoidiques. Une revue récente consacrée
au persil a montré que cette plante contient des molécules bioactives telles que 1’apigénine, la
lutéoline, I’apiine et différents acides phénoliques responsables de son fort pouvoir antioxy-
dant. (Bahramsoltani et al., 2024).

Les résultats obtenus dans cette étude sont également cohérents avec ceux rapportés par
Mgal et al. (2020), qui ont étudié plusieurs plantes aromatiques appartenant a la famille des
Apiacées. Les auteurs ont montré que le persil présente une activit¢ FRAP élevée fortement
corrélée a sa teneur en polyphénols et flavonoides. Cette corrélation positive suggeére que les
composés phénoliques jouent un réle majeur dans le mécanisme de réduction ferrique (Mgal
et al., 2020).

En comparaison avec Origanum vulgare, plusieurs travaux scientifiques indiquent que
I’origan posséde généralement une activité FRAP encore plus élevée en raison de sa forte
concentration en composés phénoliques aromatiques tels que le thymol et le carvacrol. Ces
molécules présentent une excellente capacité de transfert d’électrons, expliquant le pouvoir
réducteur particulierement élevé observé chez cette plante (Leyva-Lopez et al., 2017).

Certaines études ont également montré que les extraits méthanoliques et éthanoliques du

persil présentent des activités FRAP supérieures aux extraits aqueux. Cette différence
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s’explique par la meilleure capacité des solvants organiques polaires a extraire les flavonoides

et autres composés phénoliques responsables de 1’activité antioxydante. (Wojdylo et al.,
2007).

Par ailleurs, des travaux récents ont démontré que les procédés technologiques mo-
dernes, notamment les traitements assistés par ultrasons ou micro-ondes, peuvent améliorer
significativement ’activité antioxydante du persil en augmentant la biodisponibilité¢ des com-
posés phénoliques. Ces méthodes favorisent la rupture des parois cellulaires végétales et aug-
mentent ainsi le rendement d’extraction des métabolites secondaires bioactifs. (Yikmis et al.,
2025).

Le test FRAP repose principalement sur le pouvoir réducteur des composés antioxy-
dants présents dans 1’échantillon analysé (Gulcin et al., 2020).

Fe3* + e - Fe?*

L’activité réductrice élevée observée peut étre expliquée par la richesse probable de
I’extrait en composés phénoliques, flavonoides et tanins condensés. Ces métabolites secon-
daires sont capables d’agir comme donneurs d’¢lectrons ou d’atomes d’hydrogene, permettant
ainsi la stabilisation des espéces réactives de ’oxygeéne et la limitation des phénomeénes
d’oxydation cellulaire. Plusieurs travaux récents ont démontré une corrélation positive entre la
teneur en polyphénols et la capacité réductrice mesurée par le test FRAP (Khalifa et al.,
2022).

La valeur FRAP trés supérieure a celle de la vitamine C suggére également un possible
effet synergique entre les différents composés bioactifs présents dans 1’extrait végétal. Con-
trairement a I’acide ascorbique, qui agit principalement comme antioxydant hydrosoluble
simple, les extraits végétaux renferment des mélanges complexes de molécules capables
d’exercer des activités complémentaires et amplifiées (Xu et al., 2021).

Les faibles écarts-types obtenus dans cette étude indiquent une bonne reproductibilité
expérimentale ainsi qu'une précision satisfaisante des mesures spectrophotométriques réali-
sées. Cette faible variabilité confirme également la stabilité des réactions d’oxydoréduction au
cours des analyses et la fiabilité du protocole expérimental utilis¢ (Khan et al., 2021).

Des résultats comparables ont été rapportés dans plusieurs études portant sur des extraits
végétaux riches en composés phénoliques. Les travaux de Tlili (2022) ont montré que les ex-
traits contenant des concentrations élevées de polyphénols présentent généralement une forte
activité réductrice dans le test FRAP en raison de leur importante capacité de donation élec-
tronique. Les résultats de cette étude concordent donc avec ces observations et confirment
I’implication majeure des composés phénoliques dans le pouvoir antioxydant de 1’extrait étu-

dié.
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Les flavonoides jouent également un réle essentiel dans les mécanismes antioxydants

grace a leurs structures riches en groupements hydroxyles. Ces structures chimiques favori-
sent a la fois la chélation des métaux de transition et I’inhibition des réactions génératrices de
radicaux libres. La forte activité observée pourrait ainsi étre liée a une concentration impor-
tante en flavonoides totaux et en tanins condensés présents dans 1’extrait végétal (Li et al.,
2021).

L’ensemble des résultats confirme que 1’extrait étudié¢ constitue une source naturelle po-
tentiellement intéressante d’antioxydants biologiquement actifs. Cette activité pourrait présen-
ter des applications importantes dans les domaines pharmaceutique, alimentaire et biomédical,
notamment dans la prévention des pathologies liées au stress oxydatif telles que les maladies
cardiovasculaires, inflammatoires et neurodégénératives (Santos-Sanchez et al., 2021).

3. Résultats de 1'analyse biochimique

3.1. Effets du pesticide et des traitements sur les parameétres hématologiques érythrocy-
taires

3.1.1 Hématotoxicité induite par le métribuzine

L'exposition au pesticide a entrainé une altération significative des principaux para-
meétres hématologiques érythrocytaires. Le nombre de globules rouges a diminué de 8,17 x
106/uL dans le groupe témoin a 6,24 x 106/uL dans le groupe exposé¢ au pesticide seul, repré-
sentant une réduction de 23,6 %. La concentration en hémoglobine a chuté de 14,67 a 10,06
g/dL (31,4 %), et I'nématocrite de 43,77 % a 38,8 % (—11,4 %). Ces variations, quantifiées
dans le Tableau 1, témoignent d'un effet hématotoxique manifeste du composé étudié.

La diminution concomitante du nombre d'érythrocytes, du taux d'hémoglobine et de
I'hématocrite est caractéristique d'une anémie induite par une substance chimique. Sur le plan
mécanistique, cette triade hématologique altérée est interprétable comme le reflet d'une at-
teinte de 1'érythropoi¢se médullaire, d'une hémolyse accrue et/ou d'un stress oxydatif ciblant
les membranes érythrocytaires. Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) générées lors du
métabolisme des composés pesticides peuvent induire une peroxydation lipidique membra-
naire, compromettant l'intégrité structurale et fonctionnelle des érythrocytes. Ces observations
s'inscrivent dans la continuité des travaux d'Abdel-Daim et al. (2020), qui ont démontré que
les pesticides organophosphorés et leurs analogues provoquent une diminution des capacités
antioxydantes cellulaires et une destruction érythrocytaire accélérée.

Tableau 20. Valeurs moyennes des paramétres hématologiques érythrocytaires en fonction
des groupes expérimentaux.

Globules rouges 8,17 6,24 7,37 7,60 7,85
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(x10¢/nL)
Hémoglobine
14,67 10,06 14,00 14,20 14,45
(g/dL)
Hématocrite (%) 43,77 38,80 41,50 42,30 43,10

3.1.2 Effets des traitements co-administrés sur la restauration des paramétres érythrocy-
taires

Le groupe co-traité par le pesticide et I'extrait de Petroselinum crispum a présenté une
récupération partielle des parameétres érythrocytaires : le nombre de globules rouges a atteint
7,37 x 10°uL et la concentration en hémoglobine 14,00 g/dL, des valeurs sensiblement
proches du groupe témoin. Cette amélioration est attribuable a la richesse phytochimique du
persil en composés polyphénoliques, en flavonoides (apigénine, Iutéoline) et en vitamines
antioxydantes (C et E), dont la capacité a neutraliser les ERO et a atténuer la peroxydation
lipidique est bien documentée. Bahramsoltani et al. (2024) ont ainsi confirmé que les extraits
de P. crispum exercent une activité antioxydante significative par piégeage des radicaux libres
et par modulation des voies enzymatiques de défense cellulaire.

Le groupe traité par pesticide associ¢ a la vitamine C a affiché des résultats 1égérement
supérieurs a ceux du groupe persil, avec une hémoglobine de 14,20 g/dL et un hématocrite de
42,30 %. Ces données confirment le role d'agent réducteur de l'acide ascorbique, qui agit no-
tamment comme cofacteur de la régénération du glutathion et comme inhibiteur de la peroxy-
dation lipidique membranaire. Toutefois, le groupe traité par pesticide associé aux AgNPs
biosynthétisées a partir du persil a enregistré les valeurs les plus proches du groupe témoin
pour l'ensemble des paramétres érythrocytaires (globules rouges : 7,85 x 10%uL ; hémoglo-
bine : 14,45 g/dL ; hématocrite : 43,10 %). Cette supériorité fonctionnelle des AgNPs biosyn-
thétisées par rapport a l'extrait brut est cohérente avec les travaux de Roy et al. (2023), qui ont
montré que les nanoparticules d'argent d'origine végétale possédent, grice aux métabolites
secondaires adsorbés a leur surface, une bioactivité renforcée et une meilleure biodisponibilité
que les extraits non nanoparticulaires. L'activité¢ antioxydante amplifiée des AgNPs pourrait
ainsi expliquer la restauration plus compléte de I'érythropoiese observée dans ce groupe.

3.2. Effets des traitements sur les parametres biochimiques de la fonction rénale
3.2.1 Néphrotoxicité induite par le pesticide : élévation de la créatinine et de 1'urée

L'analyse des marqueurs biochimiques de la fonction rénale révele une altération glomé-
rulaire et tubulaire significative dans le groupe exposé au pesticide. La créatininémie a pro-
gressé de 5,92 mg/L dans le groupe témoin a 11,2 mg/L dans le groupe pesticide, soit une

augmentation de 89,2 %. L'urée plasmatique a quant a elle augmenté de 0,43 a 0,58 g/L
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(+34,9 %). Ces résultats, synthétisés dans le Tableau 2, indiquent une réduction de la filtration

glomérulaire et une souffrance rénale d'origine toxique.

Ces observations sont compatibles avec le mécanisme de néphrotoxicité oxydative dé-
crit dans la littérature récente : les pesticides génerent une surproduction d'ERO au niveau des
cellules tubulaires rénales, entrainant une peroxydation lipidique, une dysfonction mitochon-
driale et, in fine, une altération de la filtration et de la réabsorption tubulaire. EI-Shenawy et
al. (2021) ont mis en évidence des mécanismes similaires d'atteinte rénale induite par les pes-
ticides, incluant la libération d'enzymes lysosomales, la déplétion en glutathion et I'activation
des voies apoptotiques dans les cellules rénales.

Tableau 21. Valeurs moyennes des paramétres biochimiques rénaux en fonction des

groupes expérimentaux.

Créatinine 5,92 11,20 7,80 7,10 6,40
(mg/L)
Urée (glL) 043 0,58 0,51 0,48 0,45

3.2.2 Effets néphroprotecteurs des traitements co-administrés

L'administration concomitante de l'extrait de P. crispum a conduit a une réduction no-
table des concentrations de créatinine (7,80 mg/L) et d'urée (0,51 g/L), témoignant d'un effet
néphroprotecteur partiel. La vitamine C a produit des résultats 1égérement plus favorables
(créatinine : 7,10 mg/L ; urée : 0,48 g/L), ce qui est cohérent avec son role d'antioxydant hy-
drosoluble agissant directement dans le compartiment plasmatique et tubulaire rénal. Le
groupe traité par les AgNPs biosynthétisées a présent¢ les valeurs les plus basses de créatinine
(6,40 mg/L) et d'urée (0,45 g/L), proches des valeurs témoins, suggérant une protection rénale
optimale parmi les traitements évalués.

Cette efficacité accrue des AgNPs biosynthétisées a base de persil peut s'expliquer par
leur capacité a améliorer la biodisponibilité des molécules bioactives végétales et a réduire le
stress oxydatif rénal par des mécanismes complémentaires. Naseer et al. (2021) ont notam-
ment montré que les nanoparticules d'argent obtenues par voie végétale exercent une activité
anti-inflammatoire et antioxydante significative, susceptible de prévenir les 1ésions histolo-
giques rénales associées a la toxicité chimique. L'inhibition des voies NF-«xB et la réduction
de la production de cytokines pro-inflammatoires constituent des mécanismes plausibles dans
l'explication de la néphroprotection observée.

3.3. Effets des traitements sur les globules blancs et l1a réponse inflammatoire
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3.3.1 Leucocytose induite par 1'exposition au pesticide

L'exposition au pesticide a entrainé une augmentation du nombre de globules blancs
(leucocytes) de 10,7 x 10%/ pL dans le groupe témoin a 14,37 x 103/uL dans le groupe exposé
(+34,3 %), comme l'illustre le Tableau 3. Cette leucocytose réactionnelle traduit une activa-
tion du systéme immunitaire en réponse a une agression toxique systémique, impliquant une
stimulation des voies de défense humorale et cellulaire.

Cette observation s'inscrit dans le cadre des mécanismes d'immunotoxicité induite par
les pesticides : la génération d'ERO et la libération de produits de peroxydation lipidique (tels
que le malondialdéhyde) activent les macrophages tissulaires et stimulent la production de
cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, TNF-a, IL-6), entrainant secondairement une mobilisa-
tion leucocytaire périphérique. Khan et al. (2022) ont confirmé que 1'activation des voies in-
flammatoires par les composés xénobiotiques constitue un mécanisme central de la réponse
immune non spécifique a ces substances.

Tableau 22. Valeurs moyennes du nombre de globules blancs en fonction des groupes ex-

périmentaux.

Leucocytes 10,70 14,37 11,85 11,40 10,95
(x10°/pL)

3.3.2 Effets anti-inflammatoires des traitements

Les trois traitements testés ont conduit a une diminution du nombre de leucocytes vers
des valeurs proches du groupe témoin. L'extrait de P. crispum a ramené la leucocytémie a
11,85 x 10°/uL, la vitamine C a 11,40 x 10°/uL et les AgNPs biosynthétisées a 10,95 x
10*/uL — valeur quasi superposable a celle du témoin. Ces résultats suggérent une atténua-
tion du processus inflammatoire systémique par les trois agents testés, avec un gradient d'effi-
cacité : AgNPs > vitamine C > extrait brut. L'activité anti-inflammatoire des flavonoides du
persil (apigénine, lutéoline) et des AgNPs biosynthétisées, documentée par plusieurs études
récentes, est notamment médiée par l'inhibition de I'activité¢ de la cyclooxygénase-2 (COX-2)
et par la réduction de l'expression des cytokines pro-inflammatoires (Bahramsoltani et al.,
2024 ; Roy et al., 2023).
3.4.Résultats de I’évaluation de ’activité catalasique

Les données synthétisées dans le Tableau 1 révélent des modulations significatives de
l'activité catalasique en fonction du traitement appliqué. Le groupe témoin présente une activi-

té enzymatique de référence (M = 1,067 ; ET = 0,002), reflétant un état de stress oxydatif ba-
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sal minimal, cohérent avec les valeurs rapportées dans la littérature pour des organismes non

exposés a des xénobiotiques (Birben et al., 2012).

Tableau 23. Activité de la catalase (M = ET) dans les différents groupes expérimentaux et

variation relative par rapport au groupe témoin

Témoin 1.067 0.002 — —
Pesticide 0.436 0.002 -59.1 % !
Persil 0.964 0.005333 -9.7 % !
Pesticide + Persil 0.885 0.000 -17.1 % l
Pesticide + Vit. C 1.129 0.003333 5.8% 1
Pesticide + Ag 1.059 0.003333 -0.7 % !

Note. M = moyenne arithmétique ; ET = écart-type ; Ag = argile verte ; Vit. C = vita-
mine C (acide ascorbique). La variation (%) est calculée par rapport a la valeur moyenne du
groupe téemoin (M = 1,067). 1 = augmentation ; | = diminution.

3.4.1. Effet du pesticide sur I'activité de la catalase

L'exposition au pesticide seul se traduit par une réduction draconienne de 'activité de la
catalase (M = 0,436 ; ET = 0,002), soit une diminution de —59,1 % par rapport au groupe té-
moin. Cette inhibition enzymatique constitue 1'un des résultats les plus saillants de 1'étude. Du
point de vue mécanistique, l'inhibition de la CAT par les pesticides organophosphorés ou ap-
parentés peut résulter de plusieurs processus non mutuellement exclusifs : (i) une surproduc-
tion de radicaux libres oxygénés dépassant la capacité épuratrice de I'enzyme, conduisant a
son inactivation par oxydation des résidus methionyl ou cystéinyl du site actif ; (ii) une altéra-
tion de l'expression génique des enzymes antioxydantes via des voies de signalisation in-
flammatoire telles que NF-xB ; ou encore (iii) une chélation des ions fer** du groupement
prosthétique de la CAT par certains métabolites xénobiotiques (Abdollahi et al., 2022 ; Boui-
da et al., 2023). La faiblesse de 1'écart-type (ET = 0,002) témoigne de la reproductibilité intra-
groupe de cet effet inhibiteur, renforgant la robustesse du résultat.

Ces observations sont en accord avec de nombreuses études publiées au cours des cing
derni¢res années, qui documentent une dépression significative de 'activité catalasique chez
des organismes exposés a des doses sub-chroniques de pesticides, et soulignent le caractére
prédictif de ce biomarqueur enzymatique dans l'évaluation de la génotoxicité et de la cyto-
toxicité induite par les contaminants environnementaux (Moustafa et al., 2021 ; Lahouel et al.,

2022).
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3.5.2. Effet de I'extrait de persil sur l'activité de la catalase

Le groupe traité par l'extrait de Petroselinum crispum en I'absence de pesticide affiche
une activité catalasique de M = 0,964 (ET = 0,005), soit une 1égeére diminution de —9,6 % par
rapport au témoin. Bien que cette valeur demeure inférieure a celle du groupe témoin, la diffé-
rence apparait modeste et pourrait s'expliquer par une modulation enzymatique physiologique
induite par les polyphénols et les flavonoides présents dans I'extrait (apigenine, lutéoline,
kaempférol), lesquels possédent des propriétés a la fois pro- et antioxydantes en fonction de la
dose et du contexte cellulaire (Farzaei et al., 2021). La variabilité intra-groupe (ET = 0,005)
est légeérement supérieure a celle observée dans les autres groupes, ce qui suggere une hétéro-
généité inter-individuelle dans la réponse aux composé€s phytochimiques, phénoméne fré-
quemment rapporté¢ dans les études d'ethnopharmacologie toxicologique (Bensaad et al.,
2023). En 1'absence de test statistique formel dans les données fournies, ces différences doi-
vent étre interprétées avec prudence épistémique.
3.4.3. Effet de la co-administration pesticide/extrait de persil

La co-administration du pesticide et de l'extrait de persil conduit a une activité catala-
sique de M = 0,885 (ET = 0,000), représentant une atténuation de la dépression enzymatique
par rapport au groupe pesticide seul (+103,4 % d'activité résiduelle additionnelle). Cependant,
l'activité demeure significativement inférieure a celle du groupe témoin (—17,0 %), ce qui in-
dique que le persil assure une restauration partielle, mais non compléte, de la capacité an-
tioxydante. L'écart-type nul (ET = 0,000) dans ce groupe est remarquable : il traduit une ho-
mogénéité parfaite des réponses individuelles au sein de ce groupe et pourrait tre interprété
comme le reflet d'un mécanisme de protection biochimique stabilisé par la combinaison des
deux agents, ou, d'un point de vue méthodologique, comme le résultat d'un effectif réduit im-
posant une interprétation prudente. Ce résultat partiel de restauration est cohérent avec les
travaux de Chaouali et al. (2023), qui ont démontré que les extraits aqueux de Petroselinum
crispum réduisent le stress oxydatif hépatique induit par des pesticides organochlorés chez le

rat Wistar, sans toutefois normaliser entiérement les marqueurs enzymatiques antioxydants.

3.5.4. Effet de la co-administration pesticide/vitamine C

Le groupe recevant le pesticide en association avec la vitamine C présente l'activité ca-
talasique la plus élevée de l'ensemble des groupes (M = 1,129 ; ET = 0,003), surpassant méme
la valeur du groupe témoin de +5,8 %. Ce résultat est d'un intérét toxicologique considérable,
car il suggere non seulement une restauration complete de l'activité enzymatique basale, mais
une potentialisation de la réponse antioxydante enzymatique. Cette hyperactivation de la CAT
sous l'effet de la vitamine C a été décrite dans plusieurs modeles expérimentaux et s'explique

par la capacité de 1'acide ascorbique a recycler les cofacteurs enzymatiques, a piéger directe-
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ment les radicaux superoxydes (O2¢7) et & réduire les formes oxydées des protéines enzyma-
tiques (Ighodaro & Akinloye, 2018 ; Khalil et al., 2021). La vitamine C agit ainsi en amont de
la catalase, en limitant la surcharge oxydative intracellulaire, ce qui permettrait a I'enzyme de
fonctionner a un niveau supra-basal, reflétant un état de préparation antioxydante accrue plu-
tot qu'un stress actif. Ce résultat valide la vitamine C comme référence antioxydante positive

dans ce modele expérimental.

3.4.5. Effet de la co-administration pesticide/ Argent

Le groupe traité par le pesticide en co-administration avec 1'Argent (Ag) présente une ac-
tivité catalasique de M = 1,059 (ET = 0,003), soit une valeur quasi équivalente a celle du
groupe témoin (—0,8 %), et nettement supérieure a celle du groupe pesticide seul (+142,9 %
d'activité résiduelle additionnelle). Ce résultat indique que 'argile verte confére une protection
quasi-totale contre l'inhibition enzymatique induite par le pesticide. Les propriétés protectrices
de l'argile verte sur le systéme antioxydant enzymatique ont été attribuées a sa capacité d'ad-
sorption des molécules toxiques au niveau gastro-intestinal, réduisant ainsi la biodisponibilité
systemique du pesticide, ainsi qu'a son contenu en minéraux (magnésium, calcium, silicium)
qui pourraient moduler favorablement le microenvironnement cellulaire redox (Droy-Lefaix
& Tateo, 2020 ; Mahmoudi et al., 2022). La proximité des valeurs entre ce groupe et le groupe
témoin (A = —0,008) est particulierement notable et place l'argile verte parmi les agents de

protection les plus efficaces dans ce dispositif expérimental.

3.4.6. Synthése comparative des résultats

L'analyse comparative des données d'activité de la catalase a travers les six groupes ex-
périmentaux met en évidence un gradient d'efficacité protectrice dont la hiérarchie peut étre
¢tablie comme suit, par ordre décroissant d'activité enzymatique : Pesticide + Vitamine C (M
= 1,129) > Témoin (M = 1,067) > Pesticide + Ag (M = 1,059) > Persil seul (M = 0,964) >
Pesticide + Persil (M = 0,885) > Pesticide seul (M = 0,436). Ce gradient suggere que les
agents testés n'opérent pas selon le méme mécanisme d'action : la vitamine C et I'argile verte
agissent avec une efficacité supérieure a celle du persil en co-administration, ce qui pourrait
refléter des différences dans la biodisponibilité, le site d'action ou la nature des interactions

moléculaires avec le toxique et avec l'enzyme elle-méme.
3.5. Résultats de Malo dialdéhyde(MDA)

L'examen du Tableau 19 révele une hétérogénéité notable des taux de MDA entre les
groupes, témoignant de 1'impact différentiel des traitements sur l'intensité de la peroxydation
lipidique. Le groupe témoin affiche une valeur basale de M = 3,213 nmol/mg (ET = 0,020),
reflétant le niveau physiologique de peroxydation lipidique en l'absence de toute exposition

xénobiotique et cohérent avec les valeurs de référence établies dans des modéles animaux
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comparables (Tsikas, 2017).

Tableau 24. Taux de malondialdéhyde (M + ET, nmol/mg de protéines) dans les différents groupes
expérimentaux et variation relative par rapport au groupe témoin.

Témoin 3.213 0.020 — —
Pesticide 5.269 0.030 64.0 % T
Persil 3.620 0.030 12.7 % i
Pesticide + Persil 3.906 0.020 21.6 % T
Pesticide + Vit. C 3.492 0.020 8.7 % i
Pesticide + Ag 4.420 0.018 37.6 % i

M = moyenne arithmétique ; ET = écart-type ; Ag = argile verte ; Vit. C = vitamine C
(acide ascorbique). La variation (%) est calculée par rapport a la valeur moyenne du groupe
témoin (M = 3,213). 1 = augmentation (aggravation du stress oxydatif) ; | = diminution (at-
ténuation du stress oxydatif).

3.5.2. Effet du pesticide sur le taux de MDA

L'exposition au pesticide seul engendre une augmentation substantielle du taux de MDA
(M = 5,269 nmol/mg ; ET = 0,030), soit une élévation de +63,9 % par rapport au groupe té-
moin. Cette majoration représente la variation la plus importante observée dans I'ensemble du
dispositif expérimental et confirme l'induction d'un stress oxydatif séveére par le xénobiotique
testé. Du point de vue mécanistique, les pesticides exercent leur action pro-oxydante par plu-
sieurs voies convergentes : génération de radicaux superoxydes (Oz¢") lors de leur biotrans-
formation hépatique par les cytochromes P450, perturbation de la chalne respiratoire mito-
chondriale avec fuite d'électrons, et épuisement des défenses antioxydantes enzymatiques et
non enzymatiques (Abdollahi et al., 2022 ; Moustafa et al., 2021). L'accumulation de MDA
qui en résulte reflete la peroxydation en chaine des phospholipides membranaires, initiant une
cascade de dommages structuraux qui compromet l'intégrité des membranes cellulaires et or-
ganellaires.

La faible dispersion intra-groupe (ET = 0,030) atteste de la reproductibilité¢ de 1'effet
pro-oxydant du pesticide et de 'homogénéité de la réponse tissulaire au sein du groupe expo-
sé. Ce résultat est concordant avec les données rapportées dans plusieurs études de toxicologie
récentes documentant une augmentation significative du MDA chez des animaux exposés a
des doses sub-chroniques de pesticides organophosphorés ou pyréthrinoides (Bouida et al.,
2023 ; Lahouel et al., 2022). La mise en parall¢le de cette élévation du MDA avec la dépres-

sion concomitante de l'activité catalasique observée dans la section précédente dessine un
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tableau cohérent d'effondrement du systéme antioxydant sous I'effet du xénobiotique.

3.5.3. Effet de I'extrait de persil sur le taux de MDA

Le groupe traité exclusivement par l'extrait de Petroselinum crispum (persil) présente un
taux de MDA de M = 3,620 nmol/mg (ET = 0,030), soit une valeur légérement supérieure a
celle du groupe témoin (+12,7 %), mais trés nettement inférieure a celle du groupe pesticide.
En l'absence d'exposition au pesticide, cette élévation modeste pourrait s'expliquer par un ef-
fet pro-oxydant résiduel des polyphénols a concentration élevée — phénomeéne dit de « para-
doxe antioxydant » — ou par une légere perturbation du métabolisme redox induite par les
composés bioactifs de l'extrait (apigenine, myristicine, furanocoumarines) dans un contexte
non pathologique (Farzaei et al., 2021). Néanmoins, la modestie de cette ¢lévation, combinée
a I'écart-type identique a celui du groupe pesticide (ET = 0,030), indique que 1'extrait de per-
sil, administré seul, n'induit pas de peroxydation lipidique significativement délétére et de-

meure dans une plage de valeurs biologiquement acceptables.

3.5.4. Effet de la co-administration pesticide/extrait de persil

La co-administration du pesticide et de 1'extrait de persil résulte en un taux de MDA de
M = 3,906 nmol/mg (ET = 0,020), témoignant d'une réduction substantielle par rapport au
groupe pesticide seul (—25,8 %), tout en demeurant au-dessus de la valeur basale du groupe
témoin (+21,5 %). Ce résultat indique que I'extrait de persil confére une protection partielle,
mais biologiquement significative, contre la peroxydation lipidique induite par le pesticide.
Les mécanismes sous-jacents résident probablement dans la capacité des composés phéno-
liques du persil a piéger directement les radicaux libres (notamment le radical hydroxyle *OH
et le radical peroxyle ROO¢), a chélater les ions métalliques catalyseurs de la réaction de Fen-
ton (Fe?*, Cu?"), et a moduler positivement l'expression des enzymes antioxydantes de phase I1
via l'activation du facteur de transcription Nrf2/ARE (Bensaad et al., 2023 ; Chaouali et al.,
2023).

I1 est notable que, dans ce groupe, la restauration partielle du MDA est plus marquée
que la restauration partielle de la catalase observée pour le méme groupe dans la section pré-
cédente (M_CAT = 0,885 vs. M_témoin = 1,067). Cette dissociation entre les deux marqueurs
suggere que le persil agit préférentiellement en limitant les dommages lipidiques en aval, plu-
tot qu'en restaurant la capacité enzymatique antioxydante en amont, une distinction mécanis-
tique importante pour l'interprétation de son mode d'action pharmaco toxicologique.

3.5.5. Effet de la Co-administration pesticide/vitamine C

Le groupe recevant le pesticide en association avec la vitamine C présente le taux de

MDA le plus bas parmi tous les groupes exposés au pesticide (M = 3,492 nmol/mg ; ET =

0,020), soit une diminution de —33,7 % par rapport au groupe pesticide seul, et une valeur

120



I Chapitre 2 : Résultats et Discussion

proche de la normale ne dépassant le groupe témoin que de +8,7 %. Ce résultat positionne la

vitamine C comme l'agent protecteur le plus efficace dans la limitation de la peroxydation
lipidique au sein de ce dispositif expérimental, ce qui est cohérent avec son role de premier
plan dans la littérature sur la chimio prévention du stress oxydatif (Khalil et al., 2021).

La vitamine C (acide ascorbique) exerce sa protection contre la peroxydation lipidique
par des mécanismes multiples et synergiques : (i) piégeage direct et steechiométrique des radi-
caux peroxyles (ROQe¢) et hydroxyles (*OH) avant qu'ils n'initient la cascade de peroxydation
des AGPI membranaires ; (ii) régénération du tocophérol (vitamine E) membranaire sous sa
forme réduite active, permettant a ce dernier de briser les chaines de peroxydation lipidique ;
et (iii) inhibition de la formation de nouveaux radicaux libres en réduisant les ions ferriques
(Fe*") en ferreux (Fe*") dans un contexte de régulation stricte du fer libre (Ighodaro & Akin-
loye, 2018 ; Carr & Maggini, 2017). La convergence de ces actions sur plusieurs points de la
cascade oxydative explique la supériorit¢ de la vitamine C en tant qu'agent cytoprotecteur
dans ce modele, résultat qui valide son utilisation comme controle positif de référence an-
tioxydante.

3.5.6. Effet de la co-administration pesticide/ Argent

Le groupe traité par le pesticide en co-administration avec Argent (Ag) affiche un taux
de MDA de M = 4,420 nmol/mg (ET = 0,018), soit une réduction de —16,1 % par rapport au
groupe pesticide seul, mais une valeur encore supérieure de +37,6 % a celle du groupe té-
moin. Ce résultat apparait plus modeste que les effets protecteurs observés pour la vitamine C
ou le persil en ce qui concerne la limitation de la peroxydation lipidique. Ce constat contraste
avec les données relatives a la catalase, ou l'argile verte avait démontré une quasi-restauration
totale de l'activité enzymatique (M_CAT = 1,059, soit —0,8 % vs. Témoin). Cette dissociation
entre les deux biomarqueurs pour l'argile verte est d'un intérét mécanistique majeur : elle sug-
gére que l'argile verte protége prioritairement les mécanismes enzymatiques antioxydants
(probablement via la réduction de la biodisponibilité systémique du pesticide par adsorption
intestinale), mais que cette protection est insuffisante pour prévenir entiérement les dom-
mages lipidiques oxydatifs qui, eux, résultent aussi de voies ERO indépendantes de la catalase
(Mahmoudi et al., 2022 ; Droy-Lefaix & Tateo, 2020).

La faible variabilité intra-groupe (ET = 0,018, la plus petite de I'ensemble des groupes
exposeés) témoigne d'une homogénéité remarquable des réponses individuelles dans ce groupe,
suggérant un mécanisme d'action reproductible bien que partiellement efficace dans la limita-
tion de la peroxydation lipidique.

3.5.7. Synthése comparative et analyse des profils oxydatifs

L'analyse transversale des taux de MDA a travers les six groupes expérimentaux permet
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d'établir une hiérarchie d'efficacité protectrice contre la peroxydation lipidique induite par le

pesticide. En classant les groupes par ordre croissant de MDA résiduel (du plus protecteur au
moins protecteur parmi les groupes exposés), 1'ordre suivant est obtenu : Pesticide + Vit. C (M
= 3,492) < Pesticide + Persil (M = 3,906) < Pesticide + Ag (M = 4,420) < Pesticide seul (M =
5,269). Cette hiérarchie differe partiellement de celle établie pour 'activité de la catalase (ou
l'argile verte surpassait le persil), ce qui illustre la complémentarité et la non-substituabilité de
ces deux biomarqueurs dans I'évaluation du stress oxydatif.

La combinaison des résultats de MDA et de catalase permet de dégager deux profils de
protection distincts : d'une part, la vitamine C présente une efficacité supérieure sur les deux
marqueurs (restauration enzymatique supra-basale et taux de MDA le plus bas parmi les
groupes traités), confirmant son statut de référence antioxydante majeure ; d'autre part, I'argile
verte et le persil présentent des profils complémentaires — l'argile verte étant plus efficace sur
la restauration enzymatique et le persil sur la limitation de la peroxydation — ce qui pourrait
suggérer des mécanismes d'action distincts et potentiellement synergiques si une combinaison
tripartite était testée. L'ensemble de ces résultats, considérés dans leur globalité, fournit une
base empirique solide pour l'analyse différentielle approfondie qui sera conduite dans la sec-
tion Discussion, notamment en ce qui concerne les implications pour la phyto-détoxification
et la protection nutritionnelle contre les xénobiotiques environnementaux.

3.6.Résultats de Glutathion Réduit (GSH)

Les résultats de dosage de GSH sont présentés dans la figure (25).
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Figure 25. Taux de GSH selon les groupes expérimentaux

3.6.1. Effet du pesticide sur le taux de GSH

L'exposition au pesticide seul engendre une diminution significative du taux de GSH (M
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=2,721 umol/mg ; ET = 0,002), soit une déplétion de —28,0 % par rapport au groupe témoin.
Cette déplétion constitue I'une des signatures biochimiques les plus caractéristiques de la toxi-
cité induite par les pesticides et s'inscrit en pleine cohérence avec les résultats obtenus pour
les deux biomarqueurs précédents (inhibition de la CAT et élévation du MDA). Mécanisti-
quement, la déplétion du GSH par les pesticides résulte de plusieurs processus concomitants :
(1) conjugaison directe du GSH avec les métabolites ¢lectrophiles générés lors de la biotrans-
formation des pesticides par les glutathion S-transférases (GST), conduisant a leur excrétion
sous forme de mercapturates ; (ii) oxydation irréversible du GSH en glutathion disulfure
(GSSG) sous I'action des ERO sans régénération suffisante via la glutathion réductase (GR) ;
et (ii1) inhibition de la synthése de novo du GSH par atteinte de la y-glutamylcystéine synthé-
tase (y-GCS), enzyme limitante de la voie de biosynthése (Traverso et al., 2022 ; Habig et al.,
2021).

La reproductibilité de cet effet (ET = 0,002, identique a celui du groupe témoin) con-
firme la robustesse de la réponse dépletive du GSH face a I'agent pesticide testé. Ce résultat
est conforme aux données publiées par plusieurs équipes ayant documenté une corrélation
inverse entre l'exposition aux pesticides organophosphorés ou pyréthrinoides et le pool de

GSH hépatique et érythrocytaire chez le rongeur (Moustafa et al., 2021 ; Lahouel et al., 2022).
3.6.2. Effet de I'extrait de persil sur le taux de GSH

Le groupe traité exclusivement par l'extrait de Petroselinum crispum (persil) présente un
taux de GSH de M = 3,900 pmol/mg (ET = 0,005), soit une valeur légérement supérieure a
celle du groupe témoin (+3,2 %). Ce résultat, bien que modeste en amplitude, est interprétable
comme une stimulation de la synthése endogene du GSH ou une épargne du pool existant par
les composés phytochimiques du persil. L'apigenine, principal flavonoide du persil, est con-
nue pour activer le facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2),
qui régule a la hausse l'expression de la y-GCS et de la GR, favorisant ainsi 1'accumulation
nette de GSH dans des conditions non pathologiques (Farzaei et al., 2021 ; Bensaad et al.,
2023). La légére augmentation observée dans ce groupe est donc biologiquement cohérente et
suggere que le persil, administré seul, exerce un effet préconditionnant sur le systéme an-
tioxydant non enzymatique.
3.6.3. Effet de la Co-administration pesticide/extrait de persil

La Co-administration du pesticide et de l'extrait de persil conduit au taux de GSH le
plus élevé de I'ensemble des groupes expérimentaux (M = 4,200 umol/mg ; ET = 0,000), soit
une valeur supérieure de +11,1 % au groupe témoin et de +54,4 % au groupe pesticide seul.
Ce résultat est remarquable a plusieurs titres. Premiérement, il indique non seulement une

restauration complete du pool de GSH déplété par le pesticide, mais une augmentation supra-
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basale, suggérant un phénomene d'induction compensatoire ou de synergie pharmacodyna-

mique entre les composés phytochimiques du persil et les mécanismes de défense endogenes
sollicités par le stress pesticide. Deuxiémement, 1'écart-type parfaitement nul (ET = 0,000)
traduit une homogénéité absolue des réponses individuelles dans ce groupe, ce qui, comme
discuté pour la catalase, peut refléter soit la stabilisation biochimique du systéme redox a un
niveau d'équilibre supra-physiologique, soit une limitation inhérente a 1'effectif du groupe.

Ce résultat inattendu — une stimulation nette du GSH dépassant les valeurs basales en
présence simultanée d'un toxique et d'un agent phytochimique — pourrait s'expliquer par le
concept d'hormese redox : le stress oxydatif modéré induit par le pesticide, atténué par les
antioxydants du persil, agirait comme signal activateur de la voie Nrf2/Keapl, induisant une
surexpression des enzymes de biosynthése du GSH et des transporteurs associés (Calabrese et
al., 2022). Cette interprétation, corroborée par la littérature récente sur I'hormese phytochi-
mique, constitue une hypothése mécanistique qui méritera d'étre discutée et confrontée a
d'autres indices biochimiques dans la section Discussion.

3.6.4. Effet de la Co-administration pesticide/vitamine C

Le groupe recevant le pesticide en association avec la vitamine C présente un taux de
GSH de M = 3,795 umol/mg (ET = 0,003), soit une valeur quasi identique a celle du groupe
témoin (+0,4 %), représentant une restauration quasi-totale par rapport au groupe pesticide
seul (+39,5 %). Ce résultat est biochimiquement cohérent : la vitamine C (acide ascorbique)
est connue pour régénérer le GSH oxydé (GSSG) en GSH réduit de facon directe ou indirecte,
via la réduction du radical glutathionyle (GSe) et la protection du groupement thiol de la cys-
téine du GSH contre 1'oxydation irréversible (Carr & Maggini, 2017 ; Ighodaro & Akinloye,
2018). De surcroit, en pi¢geant les ERO en amont du GSH, la vitamine C réduit le débit de
consommation du glutathion, préservant ainsi le pool intracellulaire. La quasi-normalisation
du GSH dans ce groupe, associée a la suractivation de la CAT et & la quasi-normalisation du
MDA observées dans les sections précédentes, confirme la vitamine C comme référence an-
tioxydante polyvalente, agissant simultanément sur les défenses enzymatiques, non enzyma-

tiques et sur les dommages lipidiques.

3.6.5. Effet de la Co-administration pesticide/ Argent

Le groupe traité par le pesticide en Co-administration avec 1'Argent (Ag) présente un
taux de GSH de M = 3,990 umol/mg (ET = 0,003), soit une valeur supérieure de +5,6 % au
groupe témoin et de +46,6 % au groupe pesticide seul. Ce résultat positionne l'argile verte
comme un agent de protection efficace du pool de GSH, et méme légérement inducteur du
GSH au-dela des valeurs basales. Cette ¢lévation supra-témoin est interprétable par le méme

mécanisme d'adsorption intestinale évoqué pour la catalase : en réduisant la biodisponibilité
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systémique du pesticide, l'argile verte limite la charge toxique cellulaire, réduisant ainsi la

consommation de GSH pour la conjugaison et la détoxification des xénobiotiques (Mahmoudi
et al., 2022). En parall¢le, la composition minérale de l'argile verte (silicates d'aluminium et
de magnésium hydratés) pourrait exercer un effet modulateur sur les transporteurs intestinaux
impliqués dans l'absorption des précurseurs du GSH, notamment la cystéine (Droy-Lefaix &
Tateo, 2020).

I1 convient de noter que, pour l'argile verte, la protection du pool de GSH (+5,6 % vs.
Témoin) est plus marquée que la protection contre la peroxydation lipidique (MDA =+37,6 %
vs. Témoin) mais moins marquée que la restauration de l'activité catalasique (CAT = —0,8 %
vs. Témoin). Cette hiérarchie différentielle entre biomarqueurs pour un méme agent constitue
une information mécanistique précieuse quant a son site et son mode d'action préférentiel.
3.6.6. Synthése comparative et profils de protection du GSH

L'analyse des taux de GSH a travers I'ensemble des groupes expérimentaux dévoile un
profil de protection distinct de celui observé pour les deux biomarqueurs précédents (CAT et
MDA), renforcant la pertinence de I'approche multiparamétriques dans 1'évaluation du stress
oxydatif d'origine toxicologique. La hiérarchie des groupes par ordre décroissant de GSH ré-
siduel est la suivante : Pesticide + Persil (M = 4,200) > Pesticide + Ag (M = 3,990) > Pesti-
cide + Vit. C (M = 3,795) > Pesticide seul (M = 2,721). Cette hiérarchie, ou le persil surpasse
la vitamine C dans la préservation du pool de GSH, constitue une inversion notable par rap-
port a leur classement pour le MDA (ou la vitamine C était supérieure), et suggere que les
deux agents opérent via des mécanismes antioxydants prioritaires différents et complémen-
taires.

L'ensemble des résultats relatifs au GSH, intégré avec les données de CAT et de MDA,
dessine un tableau cohérent et nuancé des effets du pesticide et des agents protecteurs sur le
systeme antioxydant. Ces trois biomarqueurs, pris conjointement, permettront dans la section
Discussion d'établir un score composite de stress oxydatif pour chaque groupe, et d'argumen-
ter l'efficacité relative et les mécanismes d'action des agents testés, dans le cadre d'une analyse
intégrative conforme aux standards actuels de la toxicologie mécanistique (Lushchak, 2021 ;

Schieber & Chandel, 2014).

3.6.8. Synthése du profil oxydatif global induit par le pesticide

L'analyse conjointe des trois biomarqueurs du stress oxydatif — catalase (CAT), ma-
londialdéhyde (MDA) et glutathion réduit (GSH) — permet de reconstituer un profil oxydatif
global cohérent et mécanistiquement fondé pour chacun des groupes expérimentaux. Le
groupe exposé au pesticide seul présente la convergence la plus sévére de perturbations redox

: une inhibition marquée de la CAT (—59,1 % vs. témoin), une ¢lévation substantielle du
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MDA (+63,9 % vs. témoin) et une déplétion significative du GSH (—28,0 % vs. témoin). Cette
triade de déséquilibres s'inscrit dans le modéle classique de toxicité oxydative xénobiotique,
ou la surproduction d'ERO dépasse les capacités antioxydantes enzymatiques et non enzyma-
tiques, entrainant des dommages macromoléculaires progressifs aux lipides membranaires,
aux protéines enzymatiques et, a terme, a I'ADN (Schieber & Chandel, 2014 ; Lushchak,
2021).

Ces résultats sont en accord étroit avec les données de la littérature récente sur la toxico-
logie des pesticides. Moustafa et al. (2021) ont documenté, chez des rongeurs exposés a des
doses sub-chroniques d'organophosphorés, une dépression simultanée des activités antioxy-
dantes enzymatiques (CAT, SOD, GPx) associée a une ¢lévation du MDA et une déplétion du
GSH, reproduisant le profil observé dans la présente étude. De méme, Lahouel et al. (2022)
ont mis en évidence une corrélation inverse entre l'activité catalasique hépatique et le taux de
MDA chez des rongeurs exposés a des mélanges pyréthrinoides, corrélation qui trouve un
écho direct dans nos données (r apparent négatif entre CAT et MDA). L'amplitude de la per-
turbation redox observée dans notre dispositif suggére que la dose ou la durée d'exposition au
pesticide testé sont suffisantes pour induire un stress oxydatif de grade modéré a sévere selon

la classification de Lushchak (2011), révisée récemment par Traverso et al. (2022).

3.6.9. Mécanismes d'action différentiels des agents protecteurs

La confrontation des profils de protection observés pour les trois agents testés — extrait
de Petroselinum crispum (persil), vitamine C et argile verte — révele que ces agents n'exer-
cent pas leurs effets protecteurs selon le méme mécanisme ni sur les mémes cibles biochi-
miques. Cette différenciation mécanistique constitue lI'un des apports scientifiques les plus
significatifs de la présente étude.

La vitamine C se distingue par une efficacité remarquable sur la limitation de la peroxy-
dation lipidique (meilleure réduction du MDA parmi les agents testés : —33,7 % vs. Groupe
pesticide) et une restauration quasi-totale du pool de GSH (+39,5 % vs. Groupe pesticide,
quasi-normalisation). Ces résultats reflétent son mode d'action en amont de la cascade oxyda-
tive, notamment via le piégeage direct des ERO initiateurs (O2¢-, *OH) avant qu'ils n'attei-
gnent les cibles lipidiques membranaires et avant qu'ils ne consomment le GSH (Carr & Mag-
gini, 2017). Paradoxalement, la suractivation de la CAT dans ce groupe (dépassant de +5,8 %
la valeur basale) pourrait étre interprétée non comme un signe de stress résiduel mais comme
une réponse adaptative positive a un environnement redox optimisé, phénomene de précondi-
tionnement antioxydant enzymatique déja décrit par Ighodaro et Akinloye (2018). La vita-
mine C se confirme ainsi comme un protecteur antioxydant a spectre large, agissant simulta-

nément sur les trois compartiments fonctionnels du systéme redox cellulaire.
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L'extrait de persil présente un profil de protection distinct, caractérisé par une supériori-

té sur le GSH (meilleur score parmi les agents testés pour ce biomarqueur : +54,4 % vs.
groupe pesticide, dépassant le niveau témoin) et une efficacité intermédiaire sur le MDA
(—25,8 % vs. groupe pesticide) et la CAT (restauration partielle). Ce profil oriente vers un
mécanisme d'action prédominant sur la régulation de la synthese et de la régénération du glu-
tathion, probablement via l'activation de la voie Nrf2/Keap1/ARE par les polyphénols flavo-
noidiques (apigenine, lutéoline) et les huiles essentielles (myristicine, apiol) contenus dans
'extrait (Bensaad et al., 2023 ; Farzaei et al., 2021). L'activation de Nrf2 induit une surexpres-
sion coordonnée de la y-GCS, de la GR, de la GPx et des transporteurs de cystéine, expliquant
1'é1évation supra-basale du GSH dans le groupe pesticide + persil. La résultante de ce sursti-
mulation du pool de GSH est une plus grande disponibilité de cofacteur pour la GPx, ce qui
limiterait la peroxydation lipidique de fagon indirecte, cohérente avec la réduction partielle du
MDA observée (Forman et al., 2021).

L'argile verte se distingue des deux agents précédents par un mode d'action principale-
ment adsorbant et séquestrant, opérant au niveau gastro-intestinal plutdt que directement au
niveau cellulaire. La quasi-normalisation de la CAT (—0,8 % vs. Témoin) et la restauration
significative du GSH (+5,6 % vs. Témoin) dans le groupe pesticide + Ag suggere que l'argile
verte réduit efficacement la biodisponibilité systémique du pesticide, limitant ainsi la charge
toxique cellulaire initiale et permettant aux mécanismes antioxydants endogénes de maintenir
leur activité (Mahmoudi et al., 2022 ; Droy-Lefaix & Tateo, 2020). Cependant, la persistance
d'un taux de MDA ¢élevé (+37,6 % vs. Témoin) dans ce groupe indique que cette protection
adsorbante est incompléte pour la fraction du pesticide qui atteint la circulation systémique,
laquelle demeure capable d'induire une peroxydation lipidique résiduelle que ni la CAT res-
taurée ni le GSH préservé ne parviennent a neutraliser entiérement. Cette dissociation entre la
protection enzymatique (CAT) et la protection contre les dommages lipidiques (MDA) pour
l'argile verte constitue une limitation importante de son efficacité en tant qu'agent de détoxifi-
cation seul et suggére que son utilisation en combinaison avec un antioxydant cellulaire direct

(telle la vitamine C ou un extrait phytochimique) pourrait étre synergique.

3.6.10. Analyse intégrative par biomarqueur composite et implications toxicologiques
Afin de permettre une comparaison synthétique des agents protecteurs sur l'ensemble
des biomarqueurs mesurés, une analyse intégrative qualitative est proposée en Tableau 4.
Chaque agent est évalué sur trois axes : (a) restauration de la CAT, (b) limitation du MDA, et
(c) préservation/restauration du GSH, selon une échelle ordinale a trois niveaux : protection
faible (< 30 % de normalisation), protection modérée (30-80 % de normalisation) et protec-

tion forte (> 80 % de normalisation).
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Tableau 25. Profil de protection intégratif des agents testés sur lesbiomarqueurs du stress oxydatif

Vitamine C Forte (+) Forte Modérée Yk
() ()
Persil + Pesticide Modérée Modéré Forte (+) D ¢
e
AgNPs Forte (+) Faible Forte (+) * %k ¢
Persil seul N/A N/A Légere 1 —

Note. (+) indique une valeur dépassant le niveau basal du groupe témoin. * = niveau
de protection global estimé sur la base des trois biomarqueurs ; N/A = non applicable (pas
d'exposition au pesticide dans ce groupe).

Cette analyse intégrative révele que la vitamine C et le persil (en co-administration avec
le pesticide) obtiennent le score de protection le plus élevé, chacun selon des profils mécanis-
tiques distincts et complémentaires. L'argile verte présente un profil intermédiaire, avec une
excellente efficacité sur la CAT et le GSH mais une protection insuffisante contre les dom-
mages lipidiques. Ces résultats ont des implications directes pour la recherche en phytoprotec-
tion et en toxicologie nutritionnelle : ils suggeérent qu'une combinaison multi-agents (par
exemple, argile verte + vitamine C, ou argile verte + extrait de persil) pourrait potentiellement
cibler de fagon simultanée les mécanismes enzymatiques, non enzymatiques et membranaires,
offrant une protection antioxydante plus compléte que chaque agent seul (Calabrese et al.,
2022 ; Forman et al., 2021).

La présente étude se limite a 1'évaluation de trois biomarqueurs du stress oxydatif. Une
caractérisation plus complete du profil oxydatif nécessiterait l'inclusion de biomarqueurs
complémentaires tels que la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la
glutathion réductase (GR), les protéines carbonylées (biomarqueur de 1'oxydation des pro-
téines), et les dommages a I'ADN (test des cometes, dosage des 8-hydroxy-2'-
désoxyguanosine, 8-OHdG). Par ailleurs, des analyses histopathologiques tissulaires (foie,
rein) et des dosages de marqueurs d'inflammation (IL-6, TNF-a, CRP) permettraient de con-
textualiser les perturbations biochimiques observées dans une perspective anatomoclinique
plus globale (Lushchak, 2021 ; Traverso et al., 2022).

Enfin, la nature et la concentration exacte du pesticide utilisé, ainsi que les doses et
voies d'administration des agents protecteurs, ne sont pas précisées dans les données dispo-

nibles, ce qui limite la comparabilité directe avec la littérature et la reproductibilité externe de
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I'étude. La publication finale devra impérativement inclure ces informations, ainsi que les

caractérisations phytochimiques quantitatives des extraits utilisés (teneur en polyphénols to-

taux, profil chromatographique HPLC-UV), conformément aux standards méthodologiques en

ethnopharmacologie toxicologique (Tableau 21) (Bensaad et al., 2023).

Tableau 21. L’étude histologique
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Témoin

En définitive, les résultats obtenus pour les trois biomarqueurs du stress oxydatif — ca-
talase, malondialdéhyde et glutathion réduit — s'articulent en un tableau cohérent, mécanisti-
quement fond¢ et scientifiquement interprétable, qui confirme 1'induction d'un stress oxydatif
significatif par le pesticide testé et documente l'efficacité différentielle, quoique variable et
mécanistiquement distincte, des trois agents protecteurs étudiés. La vitamine C s'impose
comme le protecteur antioxydant a spectre le plus large, agissant sur I'ensemble des compar-

timents redox évalués. Le persil (Petroselinum crispum) révéle une spécificité particuliére



I Chapitre 2 : Résultats et Discussion

pour la protection et l'induction du glutathion non enzymatique, probablement via la voie

Nrf2. L'argile verte, quant a elle, démontre une efficacité préférentielle sur les mécanismes
enzymatiques antioxydants, cohérente avec son action adsorbante gastro-intestinale, mais une
protection limitée contre les dommages lipidiques oxydatifs terminaux.

Ces résultats, pris ensemble, contribuent a enrichir le corpus de données sur la phyto-
protection et la détoxification naturelle face aux pesticides, champ de recherche d'une actuali-
té scientifique et de santé publique croissante dans le contexte de l'exposition chronique aux
contaminants environnementaux. Ils ouvrent des perspectives de recherche prometteuses vers
I'évaluation de combinaisons multi-agents et vers I'élucidation des voies de signalisation mo-
léculaire impliquées dans les effets observés, en particulier la voie Nrf2/Keapl/ARE et les
interactions redox entre antioxydants endogenes et exogenes (Calabrese et al., 2022 ; Forman
etal., 2021).
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I CONCLUSION

L'étude expérimentale a permis de confirmer le fort potentiel phytochimique et théra-
peutique de I’extrait hydroéthanolique de Petroselinum crispum récolté dans la région d’El
Oued. Les analyses quantitatives ont révélé des teneurs significatives en composés bioactifs,
notamment 3,33 = 0,10 mg EAG/g de polyphénols totaux, 1,32 + 0,05 mg EQ/g de flavo-
noides et 1,8 + 0,18 mg EC/g de tanins condensés. Ces métabolites conférent a la plante une
activité antioxydante notable, avec une IC50 de 5,95 + 0,26 mg/mL (test DPPH) et un pouvoir
réducteur ferrique élevé de 5,17 = 0,12.

La réussite de la biosynthése verte de nanoparticules d'argent (AgNPs), validée par un
pic de résonance plasmonique a 425 nm et une structure cristalline cubique a faces centrées
(plans 111, 200, 220), constitue une avancée majeure de ce travail. Sur le plan biologique,
I’administration de métribuzine a provoqué une toxicité multisystémique sévere : une chute de
23,6 % des globules rouges, une hausse de 89,2 % de la créatininémie, ainsi qu'un stress oxy-
datif marqué par une inhibition de la catalase de 59,1 % et une augmentation du MDA de 64
%.

La comparaison des traitements démontre que les AgNPs biosynthétisées offrent la pro-
tection la plus efficace, surpassant l'extrait brut et la vitamine C. Elles ont permis de ramener
la créatinine a 6,40 mg/L (contre 11,2 mg/L chez les rats intoxiqués) et de normaliser la ré-
ponse inflammatoire a 10,95 x10%puL de leucocytes. Ces résultats positionnent la nanobio-
technologie verte comme une alternative thérapeutique prometteuse contre les dommages in-
duits par les pesticides.

Afin de prolonger ces travaux, plusieurs axes de recherche sont envisagés :

« Approfondissement moléculaire : Etudier plus précisément les voies de signalisation
impliquées, notamment la voie Nrf2/Keap1/ARE, pour comprendre les mécanismes de
régulation du glutathion induits par le persil.

« Combinaisons thérapeutiques : Evaluer l'efficacité de traitements synergiques (ex : as-
sociation AgNPs et vitamine C) pour obtenir une protection antioxydante plus com-
pléte couvrant simultanément les compartiments enzymatiques et membranaires.

e Caractérisation avancée : Utiliser des techniques plus précises (HPLC-UV) pour iden-
tifier les molécules spécifiques responsables de l'activité protectrice et réaliser des
tests de génotoxicité (test des cometes) pour évaluer la protection au niveau de 'ADN.

e Valorisation pharmaceutique : Explorer le développement de formulations phytothéra-
peutiques standardisées destinées a la prévention des intoxications environnementales

ou professionnelles chez 'homme.
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