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Résumé

Ce travail vise la contribution a I'¢tude phytochimique et la capacité antioxydante de
I’extrait de Papaya carica L. de la région d’Oued Souf L’extrait a été obtenus par macération
des feuilles de papaya: MeOH (99%), ce dernier a donné un rendement plus important.

La teneur en polyphénols et en flavonoides a été enregistrée dans I'extrait
méthanolique des feuilles de papaya avec (69.833 + 1.663 mg EAG/g Ex ; 8.505 + 0.354 mg
EQ/g EX respectivement).

L’analyse qualitative par HPLC a révélé la présence de 48 composés phénoliques
dont 6 ont ét¢ identifier.

Acide gallique, Acide chlorogénique, Acide vanillique, Acide cafeique, Acide p-
Coumarique, Naringine

L'activité¢ antioxydante in vitro a été ¢tudiée avec deux méthodes différentes. Les
résultats ont montré que l'extrait méthanolique de feuilles de papayer a une capacité une
inhibitrice ICsp de DPPH™ de 69,021 pg/ml par rapport au BHT qui a donné 58,43 pg/ml, et
le méme extrait a donné 3,229 mg équivalent d'acide ascorbique/g de l'extrait pour le test
FRAP.

L'étude a également révélé la présence d'une activité anti-inflammatoire et une valeur
nutritionnelle importante en protéines, de carbohydrates et lipides.

Mots clés : Papaya carica L, Polyphénols, Flavonoides, HPLC, La région d’Oued Souf ,
activité antioxydante.




Abstract

This work aims to the contribution to the phytochemical study and the antioxidant of
extract of Papaya carica L from the region El Oued. The extracts were obtained by
maceration of leaves of papaya using: MeOH (99%), the latter gave a higher yield.

The highest total phenolic and flavonoid contents was recorded in the methanolic
extract of leaves of papaya with (69.833 + 1.663 mg EAG/g Ex; 8.505 = 0.354 mg EQ/g Ex
respectively).

Qualitative HPLC analysis revealed the presence of 48 phenolic compounds which
six of them are identify.

Acide gallique, Acide chlorogénique, Acide vanillique, Acide -cafeique, Acide p-
Coumarique, Naringine

Antioxidant activity in vitro has been studied with two different methods. The results
showed that the methanolic extract of papaya leaves gave a DPPH inhibitory ICs, of 69.021
pug/ml compared to BHT which gave 58.43 pg/ml, and the same extract gave 3.229 mg
equivalent of ascorbic acid/g extract in the FRAP test.

The study also revealed the presence of anti-inflammatory activity in addition to the
presence of a significant amount of proteins, carbohydrates and lipids.

Keywords: Papaya carica L, Polyphenols, Flavonoids, HPLC, antioxidant activity, the
region El Oued .
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Introduction

Depuis l'antiquité, les hommes ont utilisé diverses ressources tels que les produits
naturels, notamment ceux d'origine végétale afin de traiter diverses sortes de maladies
bénignes comme la toux allergique et rhume, ou plus sérieuses (malaria et la tuberculose ...
etc...) pour améliorer la santé humaine (Benhammou, 2011). Il est estimé qu'environ deux
tiers de la population mondiale, recourent a la médecine traditionnelle pour leurs traitement
puisque les plantes médicinales contiennent beaucoup des principes actifs ayant une majeure
partie thérapeutique (Laouni, 2014). En effet, elles représentent une source tres riche et
diversifiée pour la production de composés phytochimiques aux structures privilégiées qui
sont utilisés contre plusieurs maladies complexes (Muanda, 2010).

En dépit du progres enregistrés au cours du XXe siécle dans la chimie organique de
synthese, environ un quart des médicaments prescrits dans les pays industrialisés proviennent
des plantes, directement ou indirectement (Newman et al., 2000). Il faut préter attention a de
nombreuses plantes qui n'ont pas encore été étudiées non seulement pour déterminer leurs
propriétés mais aussi pour mieux caractériser et valoriser leur contenu en molécules
bioactives qui attendent d'étre découverts. Ces plantes représentent une immense source des
composés phénoliques, I’extraction brute, naturel a partir d'espéces de plantes est une étape

trés importante pour I’utilisation en médecine traditionnelle (Karmakar et al., 2011).

Les dommages résultants du processus oxydatif incontrélable induit par les espéces
réactives oxygénées sont considérés comme le facteur principal des dégénérescences
cellulaires entrainant de différents états pathologiques tels que le cancer et I’Alzheimer ... etc.
Ce processus peut étre retardé voire partiellement réduit, par l'action de molécules dites
antioxydantes (Benhammou, 2011). Les antioxydants naturels peuvent protéger le corps
humain et entrer radicalement dans la compétition pour éviter la réaction radicale sans effets
secondaires contre diverses maladies causées par les radicaux libres, en contraste complet les
antioxydants synthétiques tels que le butyl hydroxytoluéne (BHT) et le butyl hydroxyanisole
(BHA) peuvent causer des risques potentiels en raison de leurs toxicité (Amari, 2015). Cette
raison semble justifier I'intérét accru pour la recherche des molécules bioactives naturelles ces

derniéres années.

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires et I'un des composeés les
plus importants et les plus largement distribués dans les plantes, avec au moins 10 000

combinaisons différentes de flavonoides (une classe de polyphénols) actuellement connues
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dans le regne végétal (Mahfoudi, 2018). Ces composeés jouent un bon réle en tant qu'inhibiteur
qui combat les radicaux libres, donc une bonne activité en tant qu'antioxydant et peuvent
également avoir diverses applications thérapeutiques telles que anti-allergique, anticancéreux,

anti-diabétique, anti -inflammatoire et anti-microbienne (Chakar, 2018).

L'Algérie est considérée comme l'un des nouveaux pays dans la culture de la papaya
(Carica papaya), bien qu'il s'agit d'un fruit tropical, car ce fruit s'est adapté aux conditions
climatiques de cette région, et recemment il a été testé dans la région d'Oued Souf, qui a un
climat désertique. Malgré tout cela, il s'est adapté et il a donné des résultats impressionnants
dignes d’étre étudier pour toutes les parties du fruit, des racines aux feuilles en raison de leurs

valeurs nutritives.

Ce travail est axé vers la quantification de composés phénoliques (polyphénols et
flavonoides) et la détermination de la composition chimique des polyphénoles par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) de I’extrait méthanoliques de feuilles

de Papaya carica L. et son activité antioxydante et anti-inflammatoire.

Ce mémoire est subdivisé en cing chapitres. Le premier chapitre comporte un rappel
des principales données bibliographiques et présentation botanique de Carica papaya. Le
deuxiéme chapitre présente un apercu général sur les polyphénols ainsi les principes actifs
contenus dans le papaya. Le troisiéme chapitre propose une introduction aux antioxydants. Le
quatrieme chapitre concerne les travaux expérimentaux et les conditions expérimentales
appropriées ayant été utilisées pour mener cette étude. Le cinquiéme chapitre a été consacré a
la présentation des résultats phytochimiques de la préparation de I’extrait méthanolique de
feuilles de Papaya carica L., la quantification des composés phénoliques totaux et
flavonoides, la quantification des composés phénoliques par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC), les résultats d'évaluation de la capacité antioxydante et anti-

inflammatoire.

Au terme de ce mémoire, une conclusion générale récapitulera les principaux résultats

obtenus durant ce travail.
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CHAPITRE I: ETUDE BOTANIQUE

I1.1. Famille des Caricaceae:

La famille des Caricacées, appelée Papayacées, regroupe 6 genres : Carica,
Cylicomorpha, Horovitziana, Jacaratia, Jarilla, Vasconcellea et 35 especes. Le genre le plus
représenté est le genre Carica avec vingt -une espéces a lui-seul.

Les Caricacées sont originaires d’Amérique et d’Afrique de 1’Ouest. Aujourd’hui,
elles sont retrouvées en majeure partie dans les régions subtropicales a tropicales, et

essentiellement en Amérique du Sud.(Claire-Marie. Fabert, 2011).

Tableau 1.1 : Présentation des papayacees (Sastre, C., Breuil, A. 2007)

Carica Carica papaya
Cylicomorpha Cylicomorpha parviflora
Horovitziana Horovitziana cnidoscoloides
Jacaratia Jacaratia digitata
Vasconcellea Vasconcellea cauliflora
Jarilla Jarilla caudata

Il s’agit de petits arbres a I’aspect de palmiers, d’arbustes ou parfois de plantes
herbacées. Les Caricacées possedent de grandes feuilles palmées, longuement pétiolées, a sept
ou neuf lobes. Leurs feuilles sont regroupées au sommet du tronc. Elles sont caractérisées par

la production d’un latex blanc. (Claude Sastre, 2007).
I.2. Classification :

Les Caricacées sont des Angiospermes puisque leurs ovules sont protégés par un ovaire
complétement clos qui, & maturité, donnera le fruit contenant la graine. (Emile Littré 1801-
1881).

Cette famille appartient aux Eu-Dicotylédones ou Dicotylédones vraies du fait de la

présence de deux cotylédons dans la graine, un cotylédon étant une feuille embryonnaire.

Les Caricacées font partie de I’ordre des Brassicales. (Haston, E et al., 2009)
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Tableau I .2 : récapitulatif de la classification des caricacées :

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Eu-Dicotylédones
Division Rosides
Classe Malvides
Ordre Brassicales
Famille Caricaceae

1.3. Genre Carica:

Le genre Carica tire son nom de la ressemblance des feuilles avec celles du Figuier,

Ficus carica L.

Les espéces les plus répondue sont Carica papaya L., Carica chrysophila, Carica

pentagona ou Babaco qui est un arbre fruitier et Carica pubescens.

L’espéce Carica pubescens posséde des feuilles utilisees en horticulture, elle présente
un intérét du fait de sa résistance aux petites gelées breéves d’environ moins trois degrés
Celsius. Les fruits sont consommés en sorbets, ou cuits sous la forme de conserves ou de
marmelades en Amérique du Sud et a Java. Ils sont a la base de boissons rafraichissantes dans
les Andes. Claire-Marie. Fabert, (2011).

1.4. Espéce Carica papaya L.

Il existe une cinquantaine de cultivars de Papaya nées de divers croisements et
mutations. Nous nous intéresserons a 1’espéce Carica papaya L. son fruit la papaye aussi
appelée « Papaya » en Espagne, « Mamas » au Brésil, « Fruta de bomba » dans certaines
parties des Caraibes, « melon zapote » au Mexique et « Papaw » en Australie. (Marguerita
Enrico, 2008).



CHAPITRE I: ETUDE BOTANIQUE

1.5. Répartition géographique :

Papaya, Carica papaya L., serait originaire du Mexique. Il est cultivé dans de
nombreux pays tropicaux, notamment aux Antilles, au Brésil et en Amérique centrale. 1l fut
introduit en Malaisie et aux Philippines par les Portugais et les Espagnols, ce qui explique sa

diffusion jusqu’en Asie tropicale. (P. Delaveau , 1984).

_zone de culture du Papayer

Figure 1.1: zone de culture de papaya (P. Delaveau , 1984).
1.6. Description botanique :

1.6.1. Aspect général :

Le Papaya est un petit arbre de trois a dix meétres de hauteur, a port de palmier. Son
tronc charnu porte des cicatrices en losanges, empreintes laissées par la chute des feuilles. 1l

est droit, cylindrique, nu et couronné d’un bouquet de feuilles. (P. Delaveau, 1984).

Il s’agit d’un arbre le plus souvent dioique, c’est-a-dire que 1’on retrouve des pieds
males et des pieds femelles, mais certaines espéces cultivées peuvent avoir des pieds
bisexués, on retrouve alors sur le méme tronc des fleurs males et femelles (monoiques).
(Fabrice le Bellec, 1997). Le tronc du Papayer est le plus souvent non-ramifié. (Gérard
Debuigne, 2009).
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1.6.2. Les feuilles :

Les feuilles du Papaya se présentent sous la forme d’un bouquet terminal a 1I’extrémité

du tronc, elles peuvent atteindre jusqu’a soixante centimétres de longueur.

Elles sont longuement pétiolées, ce qui signifie que la feuille posséde un long

pédoncule pouvant atteindre jusqu’a un meétre, située juste avant la feuille proprement dite.

Elles sont palmatilobées a sept ou neuf lobes, ¢’est-a-dire possédant des lobes formant
un aspect de main, de palme. (Loic Girre ,2006) ;( Bernard Boullard ,2001). Le feuillage est
persistant. (Gérard Debuigne, 2009).

La face supérieure des feuilles est vert mat et la face inférieure présente une pruine
blanchétre. (Olivier Carsenti, 2009).

1.6.3. Les fleurs :

Papaya est, comme nous I’avons vu précédemment, généralement une plante dioique.
Les fleurs males sont retrouvées groupées a ’aisselle des feuilles, alors que les fleurs femelles
de plus grande taille (de 2,5 a 5 centimétres) sont réparties sur la partie supérieure du tronc.
(Loic Girre ,2006).

Les fleurs sont de couleur blanche, qu’elles soient males ou femelles. (Bernard
Boullard ,2001).

Les fleurs males, ramifiées, sont situées sur de longues panicules. Leur corolle qui
représente I’ensemble des pétales, forme un tube gréle renfermant dix étamines (cinq longues

et cing courtes). (Claude Sastre, 2007).

Les fleurs femelles sont regroupées par deux ou trois. Elles posseédent cing sépales,
cinq pétales bien distincts, cing carpelles formant un ovaire uniloculaire a placentation
pariétale surmonté par cing stigmates (qui sont des parties renflées destinées a recevoir le
pollen). Ce sont les fleurs femelles qui donneront le fruit. (Grandvaux, M. Leboeuf, 1986)

1.6.4. Les fruits :

Le fruit du Papaya est appelé papaye. Il s’agit d’une baie a péricarpe coriace, appelée
péponide, riche en vitamines, longue de quinze a quarante centimétres pour un diameétre de

sept a 25 cm. Elle posséde une forme ovoide ou arrondie rappelant la courge ou le melon et
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est marquée d’angles saillants. Son poids varie de 500 g a huit kg. les fruits sont groupés
deux ou trois. (Velnar, T et al., 2009).

L’écorce de la papaye passe du vert au jaune-orangeé a maturité. Sa chair est de couleur

orangée, parfois rouge. (Claude Sastre, 2007) ;( P. Delaveau, 1984).

La cavité centrale renferme des graines noires ou grisatres de saveur piquante

contenues dans un mucilage. (Géerard Debuigne, 2009);( Jean Bruneton, 2009).

Tableau 1.3 : Tableau récapitulatif de la composition de la Carica papaya L. verte et
mare, des feuilles et de la graine pour cent g de matiére fraiche. (Velnar, T et al., 2009).

Calories (cal) 26 45 74
Eau (g) 92,1 87,1 77,5
Protéines (g) 1,0 0,5 7 24,3
Graisses (g) 0,1 0,1 2 25,3
Carbohydrates(g) 6,2 11,8 11,3 15,5
Fibres (g) 0,9 0,5 1,8 17
Cendres (g) 0,6 0,5 2,2 8,8
Calcium (mg) 38 24 344
Phosphore (mg) 20 22 142
Fer (mg) 0,3 0,7 0,8
Sodium (mg) 7 4 16
Potassium (mg) 215 221 652
p-caroténe (ng) 15 710 11,565
Thiamine (mg) 0,02 0,03 0,09
Riboflavine (mg) 0,03 0,05 0,48
Niacine (mg) 0,3 0,4 2,1
Vitamine C (mg) 40 73 140
Vitamine E (mg) 36
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Tableau 1.4: Composition de la pulpe de papaya, Carica papaya L. (valeur nutritionnel)
(Jean-Claude Favier et al., 1993).

Proportion 0,74 0,67 0,8 33
Comestible
Energie Kcal / 100 32,0
g
Energie KJ/100g 137,0
Eau g/100¢g 89,4 83,0 92,0 93
é Protéines g/100¢g 0,5 0,3 0,8 82
; Lipides totaux g/100¢g 0,1 0,1 0,3 61
-§ Glucides g/100g 7,8
§ disponibles
Fructose g/100g 2,5
Glucose g/100g 2,5
Saccharose g/100g 2,8
Amidon g/100g 0,0
Fibres alimentaires | g/100g 1,9 1,7 2,5 12
Sodium mg /100 g 3,0 2,0 7,0 24
Potassium mg /100 g 214,0 140,0 312,0 23
s Calcium mg /100 g 20,0 8,0 42,0 58
©
};2 Magnésium mg /100 g 13,0 6,0 41,0 29
Fer mg/ 100 g 0,4 0,1 2,5 70
Cuivre mg/ 100 g 0,02 0,01 0,1 20
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Zinc mg /100 g 0,1 0,05 0,3 9

Phosphore mg /100 g 11,0 4,0 30,0 66

[-carotene pg/ 100 g 948,0 117,0 1544,0 38

Vitamine C mg /100 g 64,0 22,0 130,0 31

Thiamine mg /100 g 0,03 0,02 0,06 39

. Riboflavine mg /100 g 0,03 0,03 0,05 41
3

'g Niacine mg /100 g 0,4 0,2 0,6 35

§ Acide mg /100 g 0,22 0,22 0,22 2

Panthoténique

Vitamine B6 mg /100 g 0,02 0,02 0,03 3

Folates totaux ng /100 g 45,0 38,0 63,0 5

1.7 Utilisations traditionnelles du Carica papaya L. :

Carica papaya L. une source importante de suppléments nutritionnels non
vitaminiques (Scarbrough, 2004).
1.7.1 Potentiel thérapeutique de Carica papaya L. :
Efficacité clinique de Carica papaya L. dans la dengue. (Charan et al., 2016).
Potentiel thérapeutique de Carica papaya.L dans le vieillissement. (Bertuccelli et al., 2016),
dans la cicatrisation des plaies. (Velnar et al., 2009), dans la parodontite. (Kharaeva et al.,
2016), dans le diabéte sucré. (Gbolade, 2009), dans I'hypertension. (Eno et al., 2000), dans les
infections microbiennes. (Ohene-Agyei et al., 2014), dans le cancer (Nguyen et al., 2013,
2015; Pandey et al., 2017),et un potentiel anti falciforme (Thomas et Ajani, 1987)

10
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1.7.2 Propriétés pharmacologiques de Carica papaya L. :

Propriétés antioxydantes de Carica papaya.L (Somanah et al., 2017)
Propriétés anti-inflammatoires de Carica papaya .L(Rakhimov et al., 2000)

Propriétés immune modulatrices de Carica papaya.L (Pandey et al., 2016).

1.7.3 Compléments alimentaires et interactions médicamenteuses :

Interactions entre Carica papaya.L et les médicaments (Rodriguez-Fragoso et al., 2011), les
médicaments antidiabétiques (Fakeye et al., 2007), les médicaments antipaludiques (Onaku,
et al., 2011), les médicaments antimicrobiens (Imaga et al., 2012), et plusieurs herbes dans

des préparations multi-herbes(Arrey Tarkang et al., 2013).

11
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CHAPITRE II: LES COMPOSES PHENOLIQUES

11.1. Généralités sur les composes phénoliques

Les composés phénoliques également dénommeés les polyphénols, sont des métabolites
secondaires largement répandues dans le regne végétal (Bruneton, 1993). On les retrouve dans
toutes les parties des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, et ils font donc partie

intégrante du systéme alimentaire (Rezaire, 2012).

Avec plus de 8000 composes isolés et identifiés, ils constituent une trés grande famille
de composes qui résultent bio génétiqguement de deux grandes voix synthétiques : la voie

shikimate et la voie acétate (Lugasi et al., 2003).

Ces composés n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités

fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance ou la reproduction (Guignard,

1996).
11.2. Structure et classification des composés phenoliques

Les composés phénoliques sont des molécules possédant au moins un cycle
aromatique a 6 carbones et portant d’'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH)
(Hennebelle et al., 2004).

Ils se subdivisent sur le plan structurel, en fonction de la nature chimique des groupes
fonctionnels et les modifications sur squelette de base, les composés phénoliques se
caractérisent par une grande diversité allant de molécules phénoliques simples de bas poids
moléculaire et simple structure a des composés hautement polymérisés (Balasundram et al.,
2006).

La large variété de polyphénols peut étre classée et divisée en différentes classes dont
la structure chimique peut étre répartie en deux grands groupes, les flavonoides et les

non-flavonoides (Ignat et al., 2011).
11.2.1. Les composes non-flavonoides

Dans la littérature, les composés non-flavonoides peuvent étre classés selon leur

structure chimique dans les groupes suivants : les acides phénols et les stilbénes.
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11.2.1.1. Les acides phéenoliques

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins un groupement carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton,
1999). Ils consistent en deux sous-groupes : les acides hydroxy benzoiques et les acides

hydroxy cinnamiques.
11.2.1.2. Les stilbenes

Les stilbénes contiennent au minium deux noyaux aromatiques reliés entre eux par une
double liaison, ce qui forme un systeme conjugué. Ce systéeme confére une grande réactivité

due a la délocalisation des électrons 7 sur la totalité de la molécule (Belkheiri, 2010).
11.2.2. Les composes flavonoides

Les composés flavonoides forment une grande famille des composés phénoliques dans
les plantes. Ces molécules possédent un squelette de base a quinze atomes de carbones qui
sont arrangés a une configuration C6-C3-C6, formé de deux cycles aromatiques en C6 (A et
B) reliés par une chaine de trois atomes de carbone. Le chainon propyle C3 peut étre complété
par une fonction éther formant ainsi un hétérocycle central, appelé cycle C. (Heim et al.,
2002).

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les anthocyanidines, les flavan-3-ols, les flavanones, les isoflavones, les

flavonols et les flavones.
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non-flavonoides = €= Polyphénols =—> non-flavonoides
Acides phenoliques Stilbénes

R HO
0
R 0 \ R
OH
R R R

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques

\ 4
Flavonoides

HO
O\
B a8

Stilbénes

Anthocyanidines Flavan-3-ols Flavanones Isoflavones Flavonols Flavones

Figure 11.1: La classification, les structures chimiques et les nomenclatures des composés phenoliques (Chacar, 2018)
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11.3. Les composés phénoliques bioactives de papaya

Les parties de papaya sont riche en composés phénoliques comme les acides
phénoliques et les flavonoides (Canini et al., 2007 ; Addai et al., 2013 ; Gomes et al., 2018 ;
Rodrigues et al., 2019 ; Alara et al., 2021).

Nisa et al. (2019) ont signalé que le rapport et les concentrations de ces constituants
sont lies & de nombreux facteurs, comme : la variété, les conditions de croissance, la
disponibilité en eau, les maladies, la saison de maturité, les temps de récolte, 1’origine
géographique, la fertilité du sol, la température, les conditions de stockage et le temps
d’exposition au soleil ainsi que le systéme d'extraction et la méthode d'analyse.

La papaye constitue une source riche en polyphénols reconnus par leur pouvoir antioxydant
puissant et impliqué dans des roles nutritionnels et préventifs des maladies liées au stress
oxydant qui pourraient potentiellement étre utilisés dans la formulation alimentaire (Zhou et
al., 2011).

11.3.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent 1’une des principales classes des composés
phénoliques présents dans la papaya.

La papaya est riche en acides phénoliques, on trouve, acide gallique, acide

p-coumarique, acide caféique et I’acide férulique (Sancho et al., 2011).

o OH o OH
=
HO OH
OH OH
Acide gallique Acide p-coumarique
®) OH @) OH
= =
H3C
HO o
OH OH
Acide caféique Acide férulique

Figure 11.2: Structure des acides phénoliques présents dans la papaya (Sancho et al., 2011.)
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11.3.2. Les flavonoides

La classe des flavonoides est I'une des plus abondantes et a ce jour, plus de 10000
structures naturelles ont été isolées et caractérisées (Mahfoudi, 2018).

Les flavonoides sont identifiés dans la papaya, on trouve quercétine, kaempferol,
catéchine, naringenin et isorhametin. (Rivera-Pastrana et al., 2010 ; Nugroho et al., 2017) ont
mentionné que les teneurs en flavonoides des noyaux des dattes sont variables selon la
variéte.

OH

Ho

OH
OH O
Quercétine

OH
HO o)
96
OH

OH O
Kaempferol

OCH,

OH
HO I o O
OH
OH O

Isorhametin

&

&

Figure 11.3: Structure des flavonoides présents dans la papaya (Rivera-Pastrana et al, 2010)
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I11.1. Définition de I'antioxydant :

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche l'oxydation d'autres
substances chimiques. 1l est défini par Halliwell comme « toute substance qui, en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit I’oxydation
de ce substrat ». C’est une molécule qui est capable de neutraliser les formes actives de
I’oxygene et permet de maintenir au niveau de la cellule et de I’organisme des niveaux non
cytotoxiques des radicaux libres. (Halliwell. B. 1999).

111.2. Classement des antioxydants :

Les antioxydants sont classeés selon leur source, les antioxydants synthétiques et
naturels, ils sont couramment utilisés dans les aliments et les médicaments ; en particulier
ceux contenant des huiles et des graisses pour protéger les aliments contre I'oxydation. Il
existe un certain nombre d'antioxydants phénoliques synthétiques, I'hydroxy toluene butylé
(BHT) et I'nydroxy anisole butylé (BHA) étant des exemples importants. Ces composés ont
été largement utilisés comme antioxydants dans l'industrie alimentaire, cosmétique et
thérapeutique. Cependant, certaines propriétés physiques du BHT et du BHA telles que la
volatilité élevée et lI'instabilité a leur température élevée, une législation stricte sur l'utilisation
d'additifs alimentaires synthétiques, la nature cancérigéne de certains antioxydants
synthétiques et les preférences des consommateurs ont déplacé I'attention des fabricants du
synthétique vers le naturel. (Papas, A. M. 2019).

Compte tenu de l'augmentation des facteurs de risque chez I'homme de diverses
maladies mortelles, il y a eu une tendance mondiale a I'utilisation de substances naturelles
présentes dans les plantes médicinales et les plats diététiques comme antioxydants
thérapeutiques. 1l a été rapporté qu'il existe une relation inverse entre l'apport alimentaire
d'aliments riches en antioxydants et de plantes médicinales et l'incidence des maladies
humaines. L'utilisation d'antioxydants naturels dans l'industrie alimentaire, cosmétique et
thérapeutique serait prometteuse comme alternative aux antioxydants synthétiques en raison
de leur faible codt, hautement compatible avec l'apport alimentaire et sans effets nocifs a
I'intérieur du corps humain. De nombreux composés antioxydants, naturellement présents
dans les sources végétales, ont été identifiés comme des piégeurs de radicaux libres ou
d'oxygéne actif (Brown, J. 1998).

Des tentatives ont été faites pour étudier le potentiel antioxydant d'une grande variété
de légumes comme les pommes de terre, les épinards, les tomates et les légumineuses (Furuta,

S et al., 1997). Il existe plusieurs rapports montrant le potentiel antioxydant des fruits. De
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fortes activités antioxydantes ont été trouvees dans les baies, les cerises, les agrumes, les
pruneaux et les olives. Les thés verts et noirs ont été largement étudiés dans un passé récent
pour leurs propriétés antioxydantes puisqu'ils contiennent jusqu'a 30 % du poids sec sous

forme de composés phénoliques Lin, J. et al., (1998).
111.2.1. Antioxydants enzymatiques :
111.2.1.1. Superoxyde dismutase « SOD » :

Les SOD sont une classe d'enzymes étroitement apparentées qui catalysent la
dégradation de I'anion superoxyde en oxygéne et H,O, présents dans presque toutes les

cellules aérobies et dans les fluides extracellulaires (Rahman, 2007).

[ — J

Il comprend 3 familles selon le cofacteur métalique ; Cu/Zn, Fe et Mn et le type Ni qui

lie le nickel. Mn-SOD a été trouveé principalement dans les mitochondries et les peroxysomes,
Fe-SOD a été trouvé dans les peroxysomes et CuZn-SOD dans les peroxysomes et le cytosol
(Droge, 2002 ; Valko et al., 2007).

111.2.1.2. Catalase :

Ceci est prédominant dans les cellules exposees a I'oxygéne et est fréeqguemment utilisé
pour catalyser la décomposition de H,O, (sous le produit d'une gamme de processus
métaboliques normaux) en oxygene et en eau (Schwentker et al., 2002).

[ : ]

La catalase a l'un des taux de rotation les plus élevés pour toutes les enzymes ; avec

une molécule de catalase capable de convertir environ 6 millions de molécules de H,O, en eau
et en oxygene chaque minute. Il peut étre trouvé dans tous les organes mais principalement
dans le foie (Droge, 2002 ; Valko et al., 2007).
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111.2.2. Antioxydants non enzymatiques :
111.2.2.1. Vitamine C :

La vitamine C est généralement maintenue sous forme réduite dans le corps par sa
réaction avec le glutathion qui peut étre catalysée par des protéines. La vitamine C est capable
d'empécher la formation de nitrosamines, de neutraliser les ROS tels que H,0,, stimulant

ainsi la réponse immunologique (Victor et al., 2007).

HO oH
Figure 111.1 : Complexe de vitamine C
111.2.2.2. Vitamine E

Ce sont des vitamines liposolubles qui existent sous huit formes différentes et
possedent des propriétés antioxydants. La fonction principale de la vitamine E est de protéger
la cellule de la peroxydation des lipides. Dans le systéme biologique humain, I'a-tocophérol
est le plus étudié et on dit qu'il a la biodisponibilité la plus élevée, le corps absorbant et
métabolisant préférentiellement cette forme est la plus active. (Cejas et al., 2004).

CHy

HO

HsC [o]

CHs

Figure 111.2. : Complexe de vitamine E
111.3. Radicaux libres :

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou
plus) non apparié. De par sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons d’autres
atomes et molécules pour gagner sa stabilité. Plusieurs éléments peuvent étre a I’origine de
radicaux libres. Les sources des radicaux libres sont nombreuses, Il existe deux grandes voies
de formation de ces derniers (Turrens. JF et al., 1985).

e La premiére voie consiste en un transfert d’électrons catalysé par les métaux de

transition (Fe, Cu), ils transforment H,O, en radical hydroxyle (OH), encore plus
toxique, et accélérent la peroxydation lipidique.
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e La deuxieme voie se fait au niveau de la scission homolytique des liaisons
covalentes des molécules. Cette voie nécessite de 1’énergie qui pourra étre fournie
par les radiations ionisantes, par la lumiére, la chaleur et les ultrasons.

111.3.1. Radical superoxyde O, :

Etat de réduction a un électron de O, formé dans de nombreuses réactions d'auto-
oxydation et par la chaine de transport d'électrons Plutdt non réactif mais peut libérer du Fe®*
a partir des protéines, fer, soufre et de la ferritine. Subit une dismutation pour former du H,0,
spontanément ou par catalyse enzymatique et est un precurseur de la formation de OH

catalysée par un métal (Sies, H, 1997)

=
111.3.2. Peroxyde d'hydrogene H,0O, :

Il est aussi appelé dioxyde d'hydrogene ou "peroxyde d'hydrogene". Peroxyd

d'’hydrogéne.

Résultats de la réduction de I'oxygene a deux électrons. Il peut étre créé par :

[ > ]

L’absence de charges électriques a sa surface le rend tres lipophile et peu réactif en

milieux aqueux.

En présence d’ions métalliques, tels que les ions ferreux (Fe?") et cuivre (Cu"), le
peroxyde.
d’hydrogéne peut aussi se décomposer en radicaux hydroxyle (OH-), Ioxydant le plus
puissant produit par les organismes vivants. Le peroxyde d’hydrogéne est un radical libre
potentiellement toxique car sa faible réactivité, associée a sa capacité de traverser les
membranes biologiques, font qu’ils puissent se retrouver a une grande distance de son lieu de
synthése. (Wilson, A, 2003).
111.3.3. Radicaux hydroxyles OH":

Il est créé dans les cellules par :

[ — J

Il est extrémement réactif avec tous les substrats de son entourage et représente donc

une source potentielle de lésions moléculaires, cellulaires et tissulaires importantes. Il

25



CHAPITRE I1I: LES ANTIOXYDANTS

intervient directement dans la dégradation des acides nucléiques (ADN), la péroxydation des
lipides détériorant les membranes lipidiques des cellules et 1’oxydation des protéines.
(Wilson; A, 2003).

I11.4. Sources de radicaux libres :

111.4.1. Sources internes :
e Mitochondries

e Processus respiratoires
e Métabolisme

e Infection

e Xanthine oxydase

e Peroxysomes

e Phagocytose

e Voies de lI'arachidonate (Ebadi; M, 2001).
111.4.2 Sources externes :

e Fumée de cigarette

¢ Polluants environnementaux

e Radiation

e Certains médicaments, pesticides

e Solvants industriels

e Ozone (Bagchi, K. et Puri, S, 1998).

Sources de radicaux libres

/N

/ N\

Processus respiratoires, Exposition aux

. . . allergénes
Métabolisme, infection g

Figure 111.3: Sources de radicaux libres.
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111.5 Dommages des radicaux libres :

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions
énergeétiques ou de défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents
(Favier, 2003). Le danger est accentué par la multiplicité des sources de formation des
radicaux libres. Qui provoque des lésions directes sur les molécules biologiques (Ohare,

2010).
111.5.1 Effets sur les lipides :

Les lipides, et notamment les acides gras polyinsaturés des phospholipides membranaires,
sont la cible privilégiée de ’attaque par le radical hydroxyle (HO"). Cette attaque est appelée
peroxydation lipidique (Favier 2003).

111.5.2 Effets sur les protéines :

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ROS. Les plus
réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera I’oxydation de certains résidus, pour conséquences,
I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts
bityrosine intra- et inter-chaines. Certaines protéines oxydées sont peu dégradées et forment
des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire

(Haleng et al., 2007; Pasquier, 1995).
111.5.3 Effets sur les acides nucléiques :

L'acide desoxyribonucléique (ADN), constituant I'essentiel du génome, est aussi trés sensible
a l'attaque du radical OH, celui-ci oxyde des constituants de I’ADN conduisant ainsi a la
mutagénese, la carcinogénése et la mort cellulaire (Pasquier C, 1995). Il peut y avoir jusqu’a
70 modifications oxydatives différentes des acides nucléiques, certaines affectant les bases
d’autres induisant des cassures dans les brins. L’un des marqueurs d’une attaque oxydative

des acides nucléiques est la présence de 8-hydroxy-guanine (8-OHG) (Ré et al., 2005).
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111.6. Définition du stress oxydant :

Le stress oxydant, qui est défini comme un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants,
en faveur des premiéeres (Thorin-Trescases et al., 2010). Il peut se produire en raison de la
surproduction d'oxydants, la diminution de la défense antioxydant ou une combinaison de ces
deux facteurs (Ece et al., 2007; Sergent et al., 2001) ce qui conduit a des dégats cellulaires
importants via le déclenchement de cassures et de mutations au sein de I’ADN, I’inactivation
de diverses enzymes, la modification des structures protéiques, 1’oxydation des sucres et
I’induction de peroxydation lipidique (Robert, F et al., 2009). Si un stress oxydant n’est pas
une maladie en soi, il constitue un terrain favorable au développement de pathologies diverses
(Defraigne et Pincemail, 2008).
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CHAPITRE IV: MATERIELS ET METHODES

IV.1. Matériels :
IV.1.1. Matériel végétale :

Le matériel végetal utilisé correspond aux feuilles et des pédoncule de Carica
papaya.L, La récolte a été effectuée au niveau de la ferme de monsieur Hamdi Mohsen
(33°30'46.2"N 6°57'58.8"E) située dans la municipalité de Dabila, Etat EI-Oued. La sélection
du mateériel végétal utilisé dans notre étude est principalement due & la connaissance des
activités biologiques de cette plante.

Figure IV.1: Papaya (Carica papaya.L)

La région d'EI-Oued (Souf), située au sud-est de I'Algérie, dans la Grande mer des
Sables orientale, pres de la frontiere tunisienne et a 350 km de la mer Méditerranée, est
mentionnée dans la "liste indicative de I'UNESCO" pour le paysage culturel. (UNESCO
Convention 2008).

, | §_ T

| Tay
| __——

Figure 1V.2: Carte de I'Algérie représentant la Wilaya d'El-Oued
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1VV.2. Méthodes :

IV.2.1. Méthodes utilisées avant la préparation de I'extrait

Tableau 1V.1: Méthodes utilisées avant la préparation de I'extrait

Organiser La méthode utilisée Outils d'occasion
La récolte Des échantillons de plantes de e sacs en papier
papaya ont été prélevés dans la e corde
zone mentionnée le 30/10/2021. e Lame tranchante
Le séchage Apreés le processus de collecte, les e un morceau de
échantillons ont été dépoussiérés, tissu blanc
puis placés sur du morceau de e leciseau

tissu, afin de les sécher, puis
laissés dans une piece a l'abri du
soleil pendant une période de trois

semaines.

Le broyage Apres d'étre assuré du séchage

Moulin électrique

complet, nous avons coupé les Flacons en verre

plantes en petits morceaux avec scellés
une machine électrique, ou la
poudre a été conservée dans des
flacons en verre scellés, a I'abri de
la lumiére, de la chaleur et de

I'hnumidité jusqu'a son utilisation.

IVV.2.2. Préparation de I'extrait méthanolique :

10 g de poudre de matiére végétale séche ont été trempés dans 100 ml de méthanol a
99%, le mélange a été légérement agité afin d’homogénéisée des composants, puis laissé
pendant 24 heures a l'obscurité et a température du laboratoire aprés nous avons filtré le
mélange, Le filtrat a été transféré a I'évaporateur rotatif (Rotavapeur) a une température de
55°C. Afin d'obtenir I'extrait brut, qui est conserveé dans un endroit sec a lI'abri de I'numidité
et de la lumiére. (Matkowski, A., et Piotrowska, M. 2006)

32



CHAPITRE IV: MATERIELS ET METHODES

Premiére étape : Deuxieme étape :
Macération (Tremper
— >
10 g de la substance pendant 24 heures)

en poudre + 100 ml
de méthanol y \_

&

Quatrieme étape :

Evaporation <« | Troisitme étape :
Filtration

Extrait brut

Figure 1V.3: Protocole de préparation de I'extrait méthanolique de Carica papaya L.
I1V.2.3. Estimation du taux de rendement
Le rendement est le produit divisé entre la masse de I'extrait végétal et la masse de la
matiere seche utilisée dans I'extraction (masse de matiére seche de départ), est estimé selon

Guettaf et al., (2016) Avec la relation suivante :

[ Rendement% = (Masse d'extrait / Masse séche de matiére végétale de départ) x100 ]

IV.2.4. Humidité
L'humidité dépend d'autres facteurs climatiques tels que la chaleur, les précipitations
et le vent (Leong, W. H. et al., 1998).
e Nous avons pris des feuilles de papaye fraiches.
e Nous avons coupé la feuille en petits morceaux, puis nous 1’avons pese.
e Nous avons étalé les pieces sur du papier aluminium puis a 80 C° a I'étuve de séchage
pendant 24h.
e On les pese apres 24h de séchage, puis on les remet dans I'étuve de séchage pendant
une heure puis en préléve une deuxiéme pesé et ainsi de suite jusqu'a ce que le poids

se stabilise.

[ Humidité % = (Poids de I'échantillon humide- Poids de I'échantillon) x 100 / Poids du matériau humide ]
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IV.2.5. Minéraux
Les métaux ont été estimés par la méthode de brllage a sec selon les étapes suivantes
(Ahmed Othman, 2011).
Meéthode de travail :
e Nous avons pesé 4 g de la poudre de la plante seche ;
e Placer chaque gramme dans un petit flacon en verre stérilisé (comme répétition) ;

e Nous avons mis les quatre échantillons dans le four & moufles & une température de
550 C° pondant 6 heures.

MO?% : (Poids de maticre séche - Poids de cendres) x 100/ Poids de matiére séche

IV.2.6. Préparation de l'extrait pour la determination des metabolites

primaires (protéines, carbohydrates et les lipides) :
Les extraits ont été préparés pour le dosage des métabolites primaires selon la méthode
(Shibko et al., 1966) décrite par (Amira, 2013 ; Beldi,2007) de poudre d'échantillons de
plantes, en suivant les étapes suivantes :
e 0.5 g de la plante séche déposé dans un tube en verre. Nous ajoutons 5ml d’Acide
trichloracétique a (20%), mélanger avec un Vortex Shaker pendant 5 minutes.
e Séparer le mélange par centrifugation pendant 10 min a 3000 tr/min pour obtenir le
surnageant |, puis nous valorisons les carbohydrates.
e Pour le précipité I, nous ajoutons 2 ml de solution ether /chloroforme (1V/1V)
e Le mélange obtenu et séparé par centrifugation pendant 10 min et a 3000 tr/min pour
obtenir le surnageant I1, pour la valorisation des lipides.
e Nous ajoutons 5 ml de solution Sodium hydroxide (NaoH) (0.1N), au précipité Il
ensuite ont passent a I’agitation du mélange pendant 10 min et a 3000 tr/min pour

obtenir le surnageant Il, pour la valorisation des protéines.
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0.5 g de poudre de papaya et 5 ml de TCA

l

Mélangées avec un Vortex Shaker pendant 5 min

1

Séparer le mélange par centrifugation pendant 10 min et a 3000 tr/min

I |

Le précipité I Le surnageant I

s

2 ml de solution ether/chloroforme

l

Séparer le mélange par centrifugation pendant 10 min et a
3000 tr/min

Le précipité 11 Le surnageant 11

ity

5 ml de (NaoH) (0.1N)

Détermination
des
carbohydrates

Détermination

des lipides

Détermination
des protéines

Figure 1V.4: Schéma montrant les eétapes d'extraction des carbohydrates, des protéines et des
lipides
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1V.2.6.1. Quantification des carbohydrates :
Les carbohydrates ont été estimés selon la méthode de Dubois et al. (1956) d’apres les
étapes suivantes :
IV.2.6.1.1. Préparation de la solution étalon des glucoses:
05 mg de glucose ont été dissous dans 5 ml d'acide sulfurique (1N) pour obtenir une
solution & une concentration de 1000 pg / ml, a partir de 1a, une série de solutions

étalons avec des concentrations ont été préparées (25,100,200) pg/ml.

1V.2.6.1.2 Etapes pratiques pour ’estimation :

e Nous mettons 0.2 ml de la série de solutions standard préparées ainsi que de
I'extrait d'échantillon (surnageant 1) dans des tubes a essai en verre.

e On ajoute 0.2 ml de phénol (5%), puis 1 ml d'acide sulfurique pure.

e Agiter et laisser les échantillons pendant 15 min.

e Lecture de l'intensité d'absorbance optique a une longueur d'onde de 490 nm par
un spectrophotomeétre UV visible.

e Enfin le tracage de la courbe standard (la figure 1V.5) en utilisant les résultats de
la lecture des solutions standard qui déterminent la concentration en glucides de

chaque échantillon en mg/g.

1,8
1,6 y=0,0081x-0,0379
14 R*=0,999

1,2

490nm

0,8
0,6
0,4
0,2

Abs: A

0 50 100 150 200 250
[C]: pg/ml

Figure 1V.5:Courbe standard du glucose pour le dosage des carbohydrates

Les carbohydrates ont été estimés selon la méthode de Dubois et al (1956). Décrite par (Ben
Jaméa, 2008) qui est I'un des moyens les plus efficaces, Ou la teneur quantitative en les

carbohydrates est exprimée a l'aide de I'équation linéaire de la courbe standard des
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carbohydrates pendant que la teneur quantitative en protéines est décrite selon la méthode de
(Lowry et al., 1951) et (Prabhu et Krishmaszamy, 2012).
1V.2.6.2. Quantification des protéines :
Les protéines ont été estimées selon la méthode de Lowry et al., (1951) selon les étapes
suivantes :
IV.2.6.2.1 Préparation des solutions :
e Solution A : préparé en mélangeant 50 ml de carbonate de sodium Na,CO3
(2%) avec 50 ml de soude NaOH (0,1N).
e Solution B : préparé en mélangeant 10 ml d'une solution de CuSQ, (0,5%)
avec 10 ml d'une solution de titrage sodium-potassium KNaC4H;,O4H,0O
(0.1%)
e Solution C : elle est préparée en hydratant une solution concentrée de Folin-
Ciocalteau (1V/1V).
e Solution D : Le reactif sulfate de cuivre basique a été préparé en melangeant
50 ml de solution (A) avec 1 ml de solution (B)
1V.2.6.2.2 Préparation de la solution étalon des protéines :
Dissoudre 3 mg de protéine d'albumine sérique bovine (BSA) dans 3 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH 0,5 N) pour obtenir une solution a une concentration de 1000 pg / ml, et a
partir de celle-ci une série de solution standard avec des concentrations de (100, 400, 600,
800, 1000) ug / ml a était prépare.
1V.2.6.2.3 Etapes pratiques pour I’estimation :
e Mettre 0,2 ml de la série de solutions standard préparées ainsi que de l'extrait
protéique des échantillons dans des tubes a essai en verre.
e Ajouter 2 ml de solution (d)
e Ajouter 2 ml de solution (C).
e Laisser a I'obscurité pendant 30 minutes a la température du laboratoire.
e Lecture de l'intensité d'absorbance optique a une longueur d'onde de 750 nm par
un spectrophotomeétre.
e Dessiner la courbe étalon presentée dans la figure (IV.6) en exploitant les
résultats de la lecture des solutions étalons qui déterminent la concentration en

protéines dans chaque échantillon en mg/g de matiere séche.
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0,3

y = 0,0002x + 0,1052
RZ=0,9

0,25

0,2

750nm

0,15

Abs: A

0,1

0,05

0 200 400 600 800 1000 1200
[C]: pg/ml

Figure 1V.6: Courbe standard BSA de la protéine

La teneur quantitative en protéines est exprimée a l'aide de I'équation linéaire du tracé
standard pour I'absorption de la protéine d'albumine sérique bovine (BSA) et la graisse ou les

lipides ont été estimée a l'aide de la méthode Goldsworthy et al (1972) et Beldi(2007).

1V.2.6.3. Quantification des lipides :
Les lipides ont été estimés selon la méthode de Lowry et al., (1951) selon les étapes
suivantes :
1V.2.6.3.1 Préparation de la solution lipidique standard :
Dissoudre 2,5mg d'huile (100% soja) dans un ml de solution d'éther/chloroforme
(1V/1V) pour obtenir une solution de (1000, 1500, 2000, 2500) pg/ml.
1VV.2.6.3.2 Préparation des solutions de réactif Sulfophosphvanillinique :
Dissoudre 75 mg de Vanilline dans 11 ml d'eau distillée, puis ajouter 39 ml de I’acide
phosphorique H3PO (85%) pour obtenir un volume de 50 ml.
1V.2.6.3.3 Etapes pratiques pour I’estimation :
e Mettre 0,1 ml de la série de solutions étalons préparées ainsi que de l'extrait
d'échantillon (surnageant Il) dans des éprouvettes en verre.
e Ajouter 0,1 ml d'acide sulfurique concentré.
e Agiter les tubes et laisser reposer 10 minutes dans un bain-marie & 100 °C.
e Une fois les tubes refroidis, nous en prenons 0,15 ml et les mettons dans d'autres
tubes.

e Ajouter 1,5 ml du réactif préparé (Sulfophosphvanillinique).
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Abs: A=530 nm

Mélanger les tubes dans le noir pendant 30 minutes

Lecture de I'absorbance optique & une longueur d'onde de 530 nm par un
spectrophotometre.

Tracé du courbe étalon en utilisant les résultats de lecture des solutions étalons
qui déterminent la concentration en lipides de chaque échantillon en mg/g de
matiere seche, comme indiqué dans la figure (IV.7).

En présence de graisse la couleur de la solution vire au rose.

1,6
y = 0,588x + 0,021
R?=0,9827

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

0 0,5 2,5 3

1,5
[C]: mg/ml

Figure 1V.7:Courbe standard de I'huile de soja

La teneur quantitative en lipides est exprimée a l'aide de I'équation linéaire

de la courbe standard de I'huile de soja.

IV.2.7. Etude phytochimique d’extrait

IV.2.7.1. Dosage des polyphénols totaux

* Principe

La quantification des polyphénols a été réalisée a l'aide de la méthode Singleton —

Rossi a l'aide du Folin—Ciocalteau Cette méthode repose sur la restitution des composants

réactifs par

des composés phénoliques, en leur donnant des cétones ou des quinones a des

oxydes de tungstene (WsO23) et molybdéne (MogO,3) Présenté en bleu (DIF et al., 2015).

» Mode opératoire

Selon Li et al., (2007) nous mélangeons 0.2 ml de différentes concentrations de

I'extrait soluté dans I'eau et 1 ml de Folin — Ciocalteau Diluer 10 fois, puis nous ajoutons au

mélange 0,8 ml de carbonate de sodium (7.5 %) Les tubes sont agités et incubés a la

température du laboratoire pendant 30 minutes dans I'obscurité L'absorbance de la solution

préparée est mesurée a une longueur d'onde de 765 nm avec un spectrophotomeétre. On
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prépare des solutions dans du methanol a partir de concentrations croissantes d'acide
gallique. (0.02-0.12) mg / ml Pour la détermination quantitative des polyphénols dans
I'extrait méthanolique

La quantification des polyphénols a été réalisée selon la méthode de Singleton et Rossi
en utilisant Folin-Ciocalteu comme réactif ou I'on utilise I'acide gallique pour déterminer
I'équation de la courbe représentée sur la Fig. (IV.8), et les résultats sont exprimés en le

nombre de milligrammes équivalent a I'acide gallique par gramme de poids d'extrait.

Abs: A =765 nm

0.8
07 y = 55.262x + 0.025

’ R:=09981 .
0,6 o

05 . o
044 e

034 e
024 e
0.1 - PR

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

[C]: mg/ml

Figure 1VV.8: Courbe standard d'acide gallique

Nous prenons 0,2 de l'extrait de méthanol pour
I'échantillon

V

Ajouter 1 ml de Folin - Ciocalteau

Vv

Ajouter 0,8 ml de carbonate de sodium (7,5%)

Vv

Agiter les tubes et incuber a température du
laboratoire nendant 30 minutes

V

L'absorbance a été mesurée pour chaque extrait
méthanolique a 765 nm

Figure 1V.9 : Protocole de Dosage des polyphénols totaux
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IVV.2.7.2. Dosage des flavonoides
* Principe
Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement (CO), un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux
(fer et aluminium), reflétant le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s unir a deux

atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Zhou et
al., 2005).
* Mode opératoire
Les flavonoides ont été déterminés a l'aide d'AICIs, selon Mbaebie et al., (2012) en
mélangeant 0,5 ml de solutions diluées des extraits dissous dans du méthanol, en y ajoutant
0,5 ml AICI3 a 2 %, en agitant les tubes et en incubant a la température du laboratoire pendant
a une heure de la lumiére.
Nous préparons des solutions de concentrations connues de (0,025 - 0,4) mg/ml de
quercétine pour la détermination quantitative des flavonoides dans I'extrait méthanolique.
L'intensité d'absorption du mélange est mesurée a une longueur d'onde de 420 nm, La
quantification des flavonoides pour les extraits étudiés a été réalisée a I'aide du réactif AICI3,
nous utilisons la quercétine pour déterminer I'équation de la courbe représentée sur la figure
(IV.11), ou le résultat est exprimé en nombre de milligrammes équivalent a la quercétine par

gramme de masse de I'extrait.

Nous prenons 0,5 ml de l'extrait méthanolique

\/

Ajoue d’ 0,5 ml de (AICI3 0,2 %)

\/

Agiter les tubes et incuber a température du
laboratoire pendant 60 minutes

N/

L'absorbance a été mesurée pour chaque extrait
méthanolique a 420 nm

Figure 1V.10 : Protocole de Dosage des flavonoides totaux
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Abs: A= 420 nm
1,2
y =25.474x + 0.0157 °
1 R2=09818 .
S o
061 o
041 e
024 et
0 &= . . . .
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[C]: mg/ml

Figure IV.11 : Courbe standard de la quercétine

IV.2.7.3. Analyse chromatographique d'extrait étudié par chromatographie

liquide haute performance (HPLC) :
L'une des différentes méthodes chromatographiques utilisées c'est la chromatographie

liquide a haute performance (HPLC) qu'a été utilisée pour analyser I'extrait de Carica papaya
L. (figure IV.12).

Figure 1V.12: high-performance liquid chromatography (HPLC).
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* Principe

L'échantillon a analyser est poussé par un éluant liquide appeler aussi phase mobile
qui I'entraine & travers une colonne remplie d'une phase stationnaire composée de grains
solides trés fins. Le débit d'écoulement de la phase mobile est élevé ce qui diminue le temps
nécessaire pour separer les composants le long de la phase stationnaire (Braithwaite et Smith,
1999).

* Mode opératoire

L’analyse des composés phénoliques dans 1’extrait methanolique étudiés a eté réalisée

en utilisant la chromatographie liquide a haute performance de marque SHUMADZU
(HPLC) couplée a un détecteur UV-visible. L’analyse s’effectue selon les conditions
opeératoires :
m La colonne en acier de longueur de 250x4.6 mm,
m Phase stationnaire C18.
m Solvant d’¢lution : A (1% Acide acétique / Eau ultra pure) / B (Acétonitrile)
m Longueur d’onde : 254 nm.
m Boucle d’injection : 10 pl.
m Détecteur UV-Visible.
Les pics ont été identifiés par leur temps de rétention comparés aux temps de rétention
des standards.
IVV.2.8. Evaluation de la capacité antioxydante

Afin d'estimer I'action antioxydant inhibitrice des extraits de plantes, le test DPPH" et
le test de capacité de reflux du fer FRAP ont été utilisés, qui sont considérés comme les
méthodes les plus largement utilisées pour estimer l'effet de déplacement antioxydant en
laboratoire.

IV.2.8.1. Test d'inhibition des radicaux libres DPPH"

Ce test est basé sur la capacité d'un extrait ou d'un composé végétal a inhiber les
radicaux libres DPPH”™ ( 2,2-diphényl-1-picrylhydrazil) (Khalaf et al., 2008) Et cela dépend
de sa capacité & donner un atome ou des atomes d'hydrogéne, ot le radical DPPH” est connu
comme un composé solide avec une couleur violet noiratre et une masse molaire de 394,33
moles (Molyneux, 2004) , Il est chimigquement stable et change de couleur aprés avoir été
réduit par des antioxydants (c'est-a-dire I’extrait de plante) (DPPH-H) en une couleur jaune,

ce qui peut étre tracé chromatiquement. Par un spectrophotométre a 517 nm (Rebai et al.
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2015) A partir de I'estimation du taux d'absorbance décroissante exprimé sur la capacité et
I'efficacité de I'extrait a inhiber la racine (Bentabet et al., 2014).

* Mode opératoire

Selon Brand et Collégues ( 1995 ) ont pris 1 ml des différentes concentrations de
I'extrait, dissous dans du méthanol , ajouté a celui-ci 1 ml de solution DPPH" de concentration
( 4mg / 100 ml méthanol) les tubes sont incubés a I'obscurité pendant 20 min .L'absorbance a
été mesurée a une longueur d'onde de 517 nm avec un spectrophotomeétre UV visible, L'acide
ascorbique est utilisé comme composé de référence (Figure IV.13) et le BHT comme
deuxiéme référence standard (Figure 1V.14) pour inhiber les radicaux libres (Concentré 0.12

-0.01 mg/ ml) Dans le but de le comparer avec I'extrait de plante .
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Figure 1V.13: Effet de piegeage du radical DPPH" par l'acide ascorbique
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Figure V.14 : Effet de piegeage du radical DPPH”™ par BHT
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La capacité antioxydant d'un extrait est déterminé en spécifiant le facteur ICsp, Qui est
défini comme la concentration de 1’extrait (antioxydant) nécessaire pour inhiber 50 % de la
racine DPPH™ Il est calculé & l'aide de I'équation linéaire des courbes de variation du taux
d'amortissement | % En termes de concentration, le pourcentage d'inhibition est estimé en

fonction de Chaouche et al., (2013) avec la relation suivante.
| % =[( Ac - As)/Ac] 100

1% : Le taux d'inhibition du facteur antioxydant de DPPH".
Ac : L'absorbance de I'échantillon a une longueur d'onde de 517 nm.
As : Absorbance DPPH en présence de la substance étudiée 517 nm

1VV.2.8.2. Test de réflexologie du fer FRAP

La réduction du fer ternaire est fréquemment utilisée comme indicateur de I'activité
des électrons donneurs, ce qui est important dans le mécanisme de réaction des antioxydants
phénoliques.

Dans le test de réversibilité du fer, les antioxydants cédent des électrons qui
convertissent le fer ferrique en fer binaire, La quantité de complexe de fer binaire peut étre

déterminée en mesurant la longueur d'onde de la couleur bleu foncé a 700 nm.

Ks [Fe (CN)¢] + Fe Cl; antioxydan; K4 [Fe (CN)¢g] + Fe Cl,

* Mode opératoire
La valorisation de 1’extrait est déterminée selon la méthode de Jayanthi et Lalitha (2011),
L’extrait qui a une réversibilité inter-agissante avec le ferricyanure de potassium Kz[Fe (CN)
e] Pour former du ferrocyanure de potassium K4[Fe (CN)g], Ce dernier réagit avec le chlorure
de fer pour donner un composé qui absorbe a une longueur d'onde de 700 nm. En pratique,
250 ul d'extrait de différentes concentrations est mélangé avec 625 ul de solution tampon
phosphate. (PH=6.6,0.2 M) et 625 ul A partir d'une solution de ferricyanure de potassium
(1%). Aprés une période d'incubation de 20 minutes dans un bain-marie & une température de
50 °C, il est ajouté au mélange 625 pl Acide trichloroacetic (TCA a 10 %) .Ensuite le
mélange a été soumis a une centrifugation a 3000 tours pendant 10 min; 625 ul ont etait
ajouté a de la partie flottante a 625 pl d'eau distillée et 125 pl de chlorure de fer FeCls (0.1%)

, L'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 700 nm , Les resultats ont été compares
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en utilisant la vitamine C comme controle positif (Figure 1V.15), L'augmentation de
I'absorbance du mélange réactionnel indique une augmentation de la capacité de la réduction.

y =4,5216x +0,4511

Abs: A=695nm 15 R2=0,9821

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[C]: mg/ml

Figure 1V.15: Courbe standard de vitamine C pour le test de reflux de fer FRAP.

I1VV.2.8.3 Evaluation de I'Activité anti —inflammatoire

La dénaturation de l'aloumine a été choisie pour évaluer les propriétés anti -
inflammatoires in vitro des extraits de notre plante carica papaya L.

Mode opératoire :

Ce teste a été réalisé selon la méthode décrite par Padmanabhan et Jangle (2012) et
Elias et Rao (1988) avec certains modifications, Un volume de 1 ml de I'extrait a différentes
concentrations a été mélangé avec 1 ml d'albumine humaine (5%), Apres 15 min d'incubation
a 37°C, les tubes sont incubés dans un bain-marie & une température de 70°C pendant 10
minutes. Apres refroidissement (température ambiante) leur absorption a été mesurée a 660

nm (Djuichou Nguemmang et al., 2019).
IV.2.9. Caractérisation de I'extrait methanolique de Papaya

IVV.2.9.1. Spectrométre infrarouge :

Le rayonnement infrarouge, compris entre le visible et la micro-onde, se divise en
trois parties : I’infrarouge proche entre 13 000 et 4 000 cm™, I’infrarouge moyen se situe entre
4000 et 200 cm™, et l'infrarouge lointain se situe entre 200 et 10 cm™ (Szafran et al., 1991).
La spectroscopie infrarouge est basée sur I'étude de linteraction entre la matiére et
1’électromagnétique. Ce dernier peut-il étre défini par sa fréquence V, exprimée en Hertz (Hz)
ou par son nombre d'onde est généralement exprimé en cm™ ou en Kayseri, représente le

nombre d'onde contenue dans un espace delcm (Chavannes et al., 1991).
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IVV.2.9.2. Observation en Microscopie Electronique a Balayage (MEB).

La Microscopie Electronique a Balayage est fondée sur les interactions électrons-
matiére. Elle permet I'obtention d'images de hautes résolutions de la surface de I'échantillon
avec des profondeurs de champs supérieures a la microscopie optique. ( Azli, M.et al., 2007).

Les principaux composants d'un microscope électronique a balayage sont : une source
d'électrons (barillet) et un dispositif haute tension, une colonne qui est maintenue sous vide
secondaire, un ensemble de lentilles électroniques qui permettent une acquisition précise du
faisceau, une plaque qui permet la collection d'échantillons, un détecteur d'électrons couplé a
un amplificateur de signal et enfin un systéme de visualisation d’images.

Deux principes sont utilisés pour extraire les électrons : I'émission thermique et I'émission par
effet de champ. (Donald, A. M. 2003).

e L’émission thermique : Utilisée dans les microscopes a balayage classiques : la
source d'électrons est un filament d'hexa borure de tungstene ou de lanthane
(LaB6), chauffé par effet Joule.

e L’¢émission par effet de champ : Correspond a la technologie utilisée dans le
MEB-FEG (abréviation anglaise de Field Emission Gun). Dans ce cas, une
cathode métallique tres tranchante est utilisée. L'application de tension entre
cette électrode négative et I'anode permet d'obtenir un champ électrique tres
intense grace a l'effet de créte. Cette différence de technologie présente trois
avantages principaux. Le SEM-FEG a une plus grande stabilité lors d'une
meilleure observation et fluorescence (efficacité de la source électronique). Sa

source d'électrons a une durée de vie plus longue que celle du SEM.

1VV.2.9.3. Spectrométrie sélective en énergie (EDS-X)

La spectrométrie sélective en énergie est utilisée pour l'analyse quantitative de la
composition des échantillons grace a la création d'analyses personnalisées, de cartes brutes ou
de profils de concentration.

Cette technique est généralement utilisée en microscopie électronique a balayage, et
elle dépend de la sensibilité de certains capteurs au flux et a I'énergie des photons émis par
I'échantillon observe, Les principaux composants necessaires pour cette technologie sont : une
source d'excitation (le faisceau d'électrons primaire emis par le SEM), un détecteur de rayons
X, un processeur d'enregistrement des impulsions et un systeme de stockage et d'analyse des

signaux émis. (Barbier, S. 2014).
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Conclusion

Au cours de c’est derniéres décennies, les plantes médicinales ont connue un intérét
croissant a travers le monde, autant que remede traditionnelle pour la santé publique, grace
aux avantages thérapeutiques qu'elles offrent. Cette diversité de propriétés biologiques et
chimiques importantes est associée aux vertus thérapeutiques et pharmacologiques attribuées
a un large éventail de substances biologiquement actives synthétisées par la plante comme
agents médicinaux pouvant exercer des activités biologiques (anticancéereuses, anti-

inflammatoires, antimicrobiennes et antioxydant).

Dans ce présent travail, nous avons tenté de contribuer & la valorisation de
feuilles (Papaya carica L.) utilisés en médecine traditionnelle dans certains pays tropicaux,
qui possédent des vertus thérapeutiques qui nécessitent des études plus approfondies.
Puisqu'il était cultivé dans la région d'EI-Oued, en Algérie, il fallait I'étudier et mettre l'accent
sur le differences climatiques. Nous avons déterminé la composition phytochimique (le
dosage des composés phénoliques , des flavonoides et la détermination de la
composition par HPLC). Nous avons étudié la capacité antioxydante et anti-inflammatoire

de ce extrait.

Le rendement enregistré avec I'extrait méthanolique de feuilles de papaye est egale a
6 %.

Le dosage de polyphénols totaux et de flavonoides montre un bon résultat avec des
valeurs égales a 69.833 + 1.663 mg EAG/g Ex; 8.505 + 0.354 mg EQ/g Ex ont été obtenues

respectivement.

L’analyse par HPLC de I’extrait méthanolique de feuilles de papaya a permis la
détection des cis molécules (1’acide gallique, 1’acide chlorogénique, 1’acide vanillique, I’acide

cafeique, 1’acide p-Coumarique et naringine en différentes quantités.

L’extrait méthanolique de feuilles de papaya. a enregistré des activités
antioxydantes avec deux méthodes de DPPH” (69,021 pg/ml) et FRAP (3,229 mg EAA/g).

Sachant que la papaye est considérée comme un nouveau saut qualitatif en Algérie, il faut
d'abord la préserver, la développer et I'étudier davantage. Nous proposons donc les

perspectives suivantes :

V/ Séparation et caractérisation des composés bioactifs dans les parties de papaya.
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vV Elargir le panel des activités antioxydantes et autre tests biologiques contre les

maladies ophtalmiques et anti-inflammatoire... in vitro et in vivo.
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