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Abstract: L'expérimentation a été conduite sur I'extrait aqueux lyophilisé des graines d’anis vert toute en
réalisant un balayage phytochimique des principaux composés bioactifs, en plus de la détermination de
I'activité antioxydante par 03 méthodes : Activité réductrice, antioxydants totaux et test de DPPH. La
composition chimique de l'extrait a été analysé par la chromatographie liquide a haute performance et
spectroscopie infra Rouge a transformée de Fourier. Les résultats de cette étude ont montré que I'extrait
aqueux renferme une certaine quantité de polyphénols (2,38+0,01 mg équivalent d’acide gallique /g de poids
sec de la plante), flavonoides (8,06 + 0,08 mg équivalent de Quercétine / g de poids sec de la plante) et
tannins (0,40+0,004 mg équivalent d’acide gallique / g de poids sec de la plante) avec I'absence d’autres
groupes de composés bioactifs tel que les saponins et les stéroides. L'extrait de cette plante posséde un
pouvoir antioxydant moyen qui est dose- dépendant en comparaison avec les antioxydants de référence.
L’analyse de la composition a démontré que I'anéthole représente le composé majoritaire dans I'extrait
aqueux obtenu a partir des graines d’anis vert.
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|. Introduction

L’anis vert ou bien Pimpinella anisum L., c’est une plante aromatique qui appartient a la famille des
Apiaceae. Ces tiges sont gréles, creuses et trés ramifiées peuvent atteindre de 50 a 70 cm d’auteur.
Les feuilles sont de couleur vert vif, celle de base sont larges de forme arrondie ou lobée tandis que
les feuilles vers le so mmet sont découpées en lanieéres [1]. Des fleurs blanchéatres disposées en
ombelles apparaissent en été, donnant des fruits qui sont représentés par des graines d’environ 0,5
cm. Elles sont ovales, pédiculées, allongées et de couleurs vert —grisatre [2]. Cette plante est bien
appréciée en Afrigue du nord, dans le bassin méditerranéen et en moyens orient ( Egypte,Syrie)
dont elle pousse spontanément dans ces régions [3 ]. Elle est cultivée un peu par tous dans le
monde, particulierement en grande échelle en Espagne et en Russie. Les fruits de cette plante
sont des petites graines composées de : eau (9%),protéines (18%), polysaccharides (35%), lipides
(15 — 20%), fibres brutes (15%), cendre (7%), ions essentiels (Potassium, calcium , phosphate et fer)
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et d’huile essentielle qui représente entre 2,5 a 3,5 % de poids total de la graine [4]. Pimpinella
anisum L., était exploité depuis longtemps dans le cadre de la médecine traditionnelle pour lutter
contre les insectes et les parasites. Les infusions préparées a partir des graines constituaient un
remede efficace pour soigner les troubles digestifs, les coliques, les ballonnements, la toux et les
rhumes [5,6]. De plus, cette plante posséde d’autres plusieurs activités, telles que: activité
antibactérienne, activité anti-inflammatoire, activité antispasmodique, activité anti-ulcére et activité
anticonvulsant [7]. L’objectif de notre étude est de mettre en évidence le pouvoir antioxydant et la
composition chimique de I'extrait aqueux des graines d’anis vert.

[I. Matériels et Méthodes
II.1. Préparation de I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L.

La préparation de I'extrait queux d’anis vert est réalisée par décoction selon Hosseinzadeh et al. [8].
100 g de plante séche sont broyés puis mélangés avec 1000 ml d’eau distillée, ainsi le tout est mis a
ébullition avec une agitation continue pendant 15 minutes. Le mélange est ensuite filtré a travers le
papier Wathman N°1. L’extrait obtenu est lyophilisé (lyophilisateur CHRISI, ALPHA 1-2LD, Germany),
le rendement est de 20,99%.

I1.2. Screening phytochimique
I1.2.1. Dosage qualitatif

La détermination qualitative de différents composés bioactifs dans I'extrait aqueux de Pimpinella
anisum L., se fait selon les techniques décrites par Sofowora et al. [9].

[1.2.2. Dosage quantitatif :

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu [10]. Les
résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de poids sec de la plante. Le
dosage des flavonoides se fait par la méthode de [11], ainsi les résultats sont exprimés en mg
équivalent de Quercétine par gramme de poids sec de la plante. Les tannins sont mesurés selon la
méthode de Schandrel [12], les résultats de ce dosage sont exprimés en mg équivalent d’acide
gallique par gramme de la plante.

I1.3. Pouvoir antioxydant de I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L.
[1.3.1. Activité réductrice (FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power)

Ce test se fait selon la méthode d’Oyaizu [13], qui est basée sur la capacité des polyphénols a réduire
le Fer Ferrigue Fe(lll) en Fer Ferreux Fe(ll). L'exploration des résultats se fait par une courbe
d’absorbance en fonction de différentes concentrations de I'extrait étudié.

[1.3.2. Activité antioxydante

Ce test est mesuré selon la méthode décrite par Prieto et al. [14]. L’activité  antioxydante est
exprimée par le nombre équivalent d’acide ascorbique par gramme sec de la plante.

[1.3.3.Test de piégeage de radical libre DPPH
Le test est réalisé selon la méthode de [15], ainsi l'activité antioxydante de la plante est calculée
comme suit :

Pourcentage d’inhibition de DPPH (%) = (Abs Contréle — Abs Echantillon) x100 / Abs Contrdle

Abs Contréle : absorbance de la solution méthanolique de DPPH sans échantillon.
Abs Echantillon : absorbance de I'échantillon a tester.
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I1.4. Analyse qualitative et quantitative de I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L. par
Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC)

L’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. a été analysé quantitativement et qualitativement par HPLC
selon le protocole modifié par Sharma et al. [16]. 20 ul de I'extrait est injecté dans la colonne inverse
C 18. Ainsi la phase mobile est constituée d’eau et de méthanol (30:70) qui s’écoule avec un débit de
0,7 ml /min. La détection se fait & 280 nm par un détecteur UV-Visible. L’anéthol pure (Sigma) est
utilisé comme standard.

I1.5. Analyse de Pimpinella anisum L par spectre Infra-Rouge (FTIR)

Le spectromeétre infra rouge a transformée de Fourier (FTIR, alpha Bruker, équipé d'une ATR
Diamant, ATR : Attenuated Total Reflectance) a été utilisé pour réaliser I'analyse structurale de
Pimpinella anisum L., au niveau de laboratoire de chimie des polymeéres, Université d’'Oran 1 (Ahmed
Benbella, Algérie).

[1.6. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en Moyenne + S.E.M (Erreur standard moyen). Les données sont traités
par le logiciel R (2010) ainsi une valeur de p < 0,05 est considérée comme significative.

lll. Résultats
lll.1. Dosages qualitatifs

Les résultats des tests qualitatifs effectués sur I'extrait aqueux (E.A) d’anis vert pour détecter la
présence ou I'absence de certains composés, sont mentionnés dans le tableau (01).

Tableau 01 : résultats des tests qualitatifs sur I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L (E.A.P).

Composé recherché E.A de Pimpinella anisum L
Polyphénols +++

Flavonoides ++

Tanins +++

Alcaloides +

Résines -

Saponins -

Stéroides -

+++: fortement présent, ++: moyennement présent; +: faiblement présent , -:absent

[11.2. Dosages quantitatifs

L’ensemble de dosage réalisé sur I'extrait aqueux des graines d’anis vert sont mentionnés dans le
tableau (02).

Tableau 02 : Résultats de Dosages des certains composés bioactifs dans I'E.A de Pimpinella anisum L.

Composé E .A de Pimpinella anisum L

Polyphénols 2,38+0,01 mg équivalent d’acide gallique /g
de poids secs de la plante

Flavonoides 8,06 + 0,08 mg équivalent de Quercétine / g
de poids secs de la plante

Tanins 0,40+0,004 mg équivalent d’acide gallique /

g de poids secs de la plante.
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111.3. Pouvoir Réducteur (Fe *" en Fe %) ou FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

L’activité de I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L est comparée avec celle de la vitamine C, ainsi le
résultat est représenté dans la figure 01.
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Figure 01 : graphe montrant le pouvoir réducteur de I'E.A de Pimpinella anisum L comparé avec
celui de la vitamine C.

[1l.4. Activité des antioxydants totaux

L’extrait aqueux de lanis vert a différentes concentrations montre une activité antioxydante
croissante, c’est a dire plus la concentration augmente, plus le potentiel des antioxydants augmente,
ainsi les résultats sont mentionnés dans le tableau 03.

Tableau 03 : Activité des antioxydants totaux de I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L.

Concentration de l'extrait aqueux de Nombre équivalent d’acide ascorbique

P.anisum L. (mg/ml) / g sec de la plante
0,2 0,025
0,4 0,06
0,6 0,097
0,8 0,199

[11.5. Test de piégeage de radical libre DPPH

L’activité antioxydante de la plante mesurée par le test de piégeage de DPPH est représentée dans la
figure 02.
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Figure 02 : graphe représentant le pourcentage d’inhibition de radical DPPH de I'extrait aqueux de Pimpinella
anisum L., comparé avec celui de I'acide ascorbique et de Butyled hydroxytoluéne(BHT).

I11.6. Analyse de I’extrait aqueux par HPLC

Les résultats de I'analyse par HPLC de I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L. montre la présence
de plusieurs pics sur le chromatogramme dont deux pics majoritaires qui possédent des temps de
rétention de 3 ,286 et 3,497 minutes dont un d’entre eux correspond au temps de rétention de
standard : Anéthol (3,233). Figure 03.
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Figure 03 : Chromatogramme de I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L. a une concentration de 1 mg /ml
obtenu en utilisant une colonne C18, phase mobile : Méthanol / eau (70/30) et détecteur UV (280 nm).

[11.8. Analyse de I'extrait aqueux de P.anisum L par le spectromeétre infra rouge a transformée
de Fourier (FTIR) :

Le spectre obtenu par FTIR confirme la présence de différents pics dont chacun correspond a un
groupement fonctionnel donnée, les résultats sont représentés dans la figure 04.
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Figure 04 : spectre FTIR obtenu par analyse en Infra-rouge (IR) de I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L.

On distingue le pic & 1247,89 cm™qui correspond au éther aromatique (C-O-C), ainsi le pic compris
dans un intervalle entre 1400,11 cm™ et 1513,38 cm™ correspond & un cycle phénylique, pic a
1595,64 cm™ correspond & une double liaison (C=C), pic entre 2852,94 cm™ et 2922,33 cm™
correspond au groupement éthyle (-CH,). Le pic & 3010,67 cm™ correspond au liaison aromatique (C-
H).

V. Discussion

Le screening primitif des composés bioactifs dans I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L (E.A.P) a
révelé la présence de : Polyphénols (+++), flavonoides (++) et tannins (+++) avec I'absence d’autres
composeés tels que : les résines, saponins et les stéroides. Cela a été confirmé par le dosage de
polyphénols, flavonoides et tannins dans I'extrait de la plante étudiée. Ces résultats concordent avec
les travaux précédents qui ont montrés que ces 03 principaux composés bioactifs sont présents dans
I'extrait de Pimpinella anisum L. a des concentrations différentes [17, 18,19]. Selon la littérature, les
polyphénols représentent les composés majoritaires dans les plantes puisqu’ils actent comme des
antioxydants primaires contre les radicaux libres [20], ces données sont en cohérence avec nos
résultats. Cependant, les flavonoides sont naturellement présents dans les plantes ainsi sont
considérés d’avoir des effets positifs sur la santé humaine. L’analyse des résultats de la teneur en
tannins ainsi que leur détection a montré la présence des tannins condensés avec une concentration
de 0,410,004 mg Eq d’acide gallique /g de poids sec de la plante. Nos résultats sont en accords avec
I'étude réalisée par Shobha et al. [17], ainsi d’autres études ont montrés que les tannins sont absents
dans I'extrait hydro-alcoolique [21,18].

L’évaluation de l'activité antioxydante nécessite au moins l'utilisation de deux tests ou bien deux
méthodes différentes puisque chaque composé posséde un mécanisme d’action propre a lui [22]. Le
test de FRAP sur I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L. a permet de montrer que ce dernier
possede un pouvoir réducteur moyennement faible en comparaison avec celui de I'acide ascorbique.
Nos résultats sont en accords avec les travaux précédant [23,24 ,25]. Le pouvoir réducteur de la
plante peut étre di probablement a la présence de groupements hydroxyle dans les composés
phénoliques qui peuvent donner des €électrons ainsi les antioxydants naturels sont considérés comme
des réducteurs des oxydants [26].

La présence des antioxydants totaux refléte I'activité antioxydante de la plante [27]. Cette activité
pourrait étre attribuée majoritairement aux polyphénols présents dans la plante [28]. Le résultat de cet
essai a travers notre étude a montré que l'extrait aqueux de Pimpinella anisum L. posséde une
quantité significative des antioxydants totaux, dont leur concentration augmente avec I'augmentation
de la concentration de I'extrait. Ces données sont en accord avec les résultats trouvés par Swamy et
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al. [29]. Les résultats de notre étude montrent aussi que I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L.
possede un pouvoir anti-radicalaire qui a été détecté par la réduction de DPPH, dont on a enregistré
un pourcentage d’inhibition qui augmente avec 'augmentation de la concentration de I'extrait. |l faut
noter que cette activité anti-radicalaire est moyennement faible par rapport a l'antioxydant de
référence : I'acide ascorbique. Nos résultats sont en accords avec les études précédentes [17,25].
Cette activité antioxydante pourrait étre expliquée par la présence des polyphénols et de flavonoides
qui possédent un pouvoir antioxydant trés fort chez les plantes [30]. En effet, la corrélation entre le
contenu en polyphénols totaux et I'activité antioxydante a été largement étudiée dans différents
aliments tels que : les fruits, les Iégumes et les épices [31,32].

Les résultats de I'analyse de la composition par HPLC a démontré que le chromatogramme de
P.anisum L., révele la présence de plusieurs pics qui corresponds aux différents composés, ainsi il
apparut clairement deux pics majoritaires avec des temps de rétention de : 3,286 et 3,497 minutes
respectivement. Cependant l'injection de standard Anéthole montre I'apparition d’'un pic avec un
temps de rétention de 3,233 minutes. De ce fait on peut conclure que I'extrait aqueux des graines
d’anis vert contient 'anéthole & une concentration de 3,05.102 nm/ul (Selon le résultat de I'analyse
guantitative). Nos résultats ont été en accords avec I'étude réalisée par Huda et al. [33]. Ces derniers,
ont trouvé que l'anéthole constitue le composé majoritaire dans les graines d’anis vert. Ainsi, Les
études chimiques précédentes ont montrés que les graines de Pimpinella anisum L contiennent:
'anéthole, Estragole, Eugénol, Méthylchavicole, Anisaldehyde, Coumarins, Umbelleferone et Estrols
[34,35].

L’analyse de I'extrait lyophilisé des graines d’anis vert par le spectre |.R (FTIR) a été conduite dans
le but de confirmer et de renforcer les résultats trouvés auparavant a travers les différents tests :
dosages et analyse de composition. Nos résultats sont en agrément avec I'étude menée par
Mohammed [36], Il a pu isoler 'anéthole a partir des graines de Pimpinella anisum L., 'analyse de
spectre infra rouge a transformée de Fourrier a révélé la présence des mémes groupements
fonctionnels qui rentrent dans la composition chimique de I'anéthole.

V. Conclusion

A travers notre étude on a pu évaluer I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L., qui est souvent sous-
estimé. Ainsi on a trouvé que I'extrait des graines d’anis vert renferme les principaux composés
bioactifs : polyphénols , flavonoides et tannins qui sembles étre responsables de [activité
antioxydante observée méme si elle a été moyennement faible par rapport a celle des
antioxydants de référence . De plus I'analyse de la composition chimique par HPLC et FTIR a révélé
la présence de I'anéthole comme composé majoritaire dans I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L.
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