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Abstract

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of the aqueous and
methanolic extract from the fruits of Ligustrum japonicum. The total polyphenol and flavonoid
content was evaluated in both extracts. The aqueous extract had a higher amount of polyphenols
(61.2940.09 ng gallic acid/mg extract) compared to the methanolic extract which had the highest
content of flavonoids with an estimated value of (1.30+0.04 pg quercetin/mg extract). The
antioxidant activity was evaluated using DPPH radical assay and reversibility test, and the results
indicate that the aqueous and methanolic extracts have high free radical scavenging activity against
DPPH radical, with IC50 values of 57.63 = 0.36 pg/ml and 69.17 + 3.38 pug/ml, respectively. These
values are similar to those of the reference antioxidant BHT. In addition, both extracts exhibit
significant concentration-dependent reversibility. In conclusion, fruit extracts from Ligustrum

japonicum have antioxidant properties that support their use in traditional medicine .

Key words: Ligustrum japonicum ,Oxidative stress, Antioxidant, Polyphenols, Plant extracts.



Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'activité antioxydante des extraits aqueux (E.Aq) et
méthanolique (E.Met) des fruits Ligustrum japonicum. La teneur en polyphénols totaux, en
flavonoides des deux extraits a été évaluée. Les résultats montrent que I'E.Aq contient une quantité
plus importante de polyphénols (61.29+0.09 ug EAG/mg d’extrait) que I'E.Met, qui est le plus
riche en flavonoides avec la valeur de (1,30+0,04 pug EQ/mg d’extrait). L activité antioxydante a
été évaluée en utilisant le test au radical DPPH et le test du pouvoir réducteur. Les résultats
indiquent que I'E.Met et I'E.Aq ont une activité anti-radicalaire élevée contre le radical DPPH,
avec des ICso de 57.63+£0.36 pg/ml et 69.17+3.38 pg/ml respectivement. Ces valeurs sont
similaires a celle du BHT utilisé comme antioxydant de référence. Par ailleurs, les deux extraits
présentent un pouvoir réducteur considérable qui dépend de la concentration. En conclusion, les
extraits des fruits de Ligustrum japonicum ont des propriétés antioxydantes qui supportent leur

usage en médecine traditionnelle.

Mots clés : Ligustrum japonicum, Stress oxydatif, Antioxydant, Polyphénols, Extraits de plantes.
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Introduction

INTRODUCTION

Depuis quelques années, un nouveau concept s'est imposé dans le domaine des sciences
biologiques et médicales, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule est
soumise a un stress oxydant. La présence excessive de radicaux oxygenés toxiques ne peut plus
étre contrdlée, ce que les chercheurs attribuent a la plupart des maladies humaines. Le role du stress
oxydatif est crucial pour I'apparition de maladies chroniques et dégénératives comme le cancer,
I'arthrite, le vieillissement, les troubles auto-immuns, les maladies cardiovasculaires et les maladies
neurodégénératives (Valko et al., 2006). Les dégats causés par les radicaux libres entrainent des
pertes fonctionnelles au niveau des acides gras polyinsaturés, les nucléotides, I'ADN et les liaisons
sulfhydryles des protéines (Sies, 1997). Les tissus sont protégés par plusieurs composés
alimentaires, tels que les vitamines E et C, le béta-caroténe, le glutathion, I'acide urique et plusieurs
oligoéléments métalliques qui jouent le réle de cofacteurs d'enzymes (notamment sélénium, fer,

cuivre, zinc, manganeése) (Grossberg et al., 2007).

De nos jours, un intérét croissant pour la mesure et l'utilisation des antioxydants végétaux a
des fins de recherche scientifique ainsi qu'industrielles. Cela est principalement dd a leur forte
activité biologique, dépassant celle de nombreux antioxydants synthétiques qui ont une possible
activité en tant que promoteurs de la carcinogenese. Par conséquent, il existe un besoin de
remplacer ces antioxydants synthétiques par des antioxydants naturels sdrs, économiques,

puissants et naturels (Ravandeh et al., 2011).

L’Algérie, riche par sa biodiversité et son climat, est une plate-forme géographique
trés importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche de molécules
antioxydantes et/ou thérapeutiques originaires de plantes qui ont pour longtemps servi a

une grande tranche de population comme moyen incontournable de médication.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont I’objectif essentiel consiste a évaluer

I’activité antioxydante des extraits des fruits de Ligustrum japonicum.

Les objectifs de ce travail sont :

» Préparation des extraits aqueux et méthanolique des fruits de Ligustrum japonicum.
> Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides des deux extraits étudiés.
» Evaluation de I’activité antioxydante des extraits in vitro par les tests de DPPH et du

pouvoir réducteur.
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I. Stress oxydatif

On peut définir le stress oxydatif comme une déséquilibre entre la production de radicaux
libres et leur élimination par des mécanismes de protection connu sous le nom d'antioxydants. Ce
déséquilibre conduit a la dégradation de biomolécules et de cellules essentielles, ce qui peut avoir
un impact sur tout I'organisme ( Durackova et al., 2010). Bien que la cellule dispose d'un systeme
de défense antioxydant pour lutter contre les dommages oxydatifs causés par les ROS, ces
dommages oxydatifs se renforcent au fil du temps et ont été associés a des maladies comme le
vieillissement et les maladies dépendantes de I'age comme les maladies cardiovasculaires, le

cancer, les troubles neurodégénératifs et d'autres affections chroniques (Rahman et al., 2003).
I.1. Radicaux libres

Les radicaux libres désignent des molécules ou des atomes qui ont un ou plusieurs électrons
non appariés sur leur couche externe. Dans cet état, ils sont confrontés a une instabilité énergétique
et cinétique. Ils se manifestent lors de la rupture symétrique d'une liaison covalente (fission
homolytique) ou chaque atome conserve son électron, ou lors d'une réaction redox ou des électrons
sont perdus ou gagnés a partir d'un composé non radical en raison de leur instabilité énergétique,
ont tendance a revenir immédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant une
molécule : ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants en tant qu'accepteurs ou donneurs
d'électrons (Asmus et al., 2000).

1.2. Sources des radicaux libres
Les radicaux libres peuvent étre produite a partir de sources endogenes et/ou exogenes.
1.2.1. Sources endogénes

Les enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale, la NADPH oxydase, la xanthine
oxydase (XO) et la NOS endothéliale dysfonctionnelle (eNOS) sont les principales sources
endogenes de radicaux libres. En outre, les métaux libres (non liés) ayant une activité redox
comme le fer et le cuivre peuvent produire des radicaux libres en décomposant catalysiquement le

peroxyde d'hydrogene (réaction de Fenton) (Lehoux, 2006).
1.2.11. Sources exogenes

La pollution de l'air et de I'eau, la fumée de cigarette, I'alcool, les métaux lourds ou de
transition (Cd, Hg, Pb, Fe, As), certains médicaments (cyclosporine, tacrolimus, gentamycine,
bléomycine), les solvants industriels, la cuisine (fumé viande, huile usagée, graisse), les radiations
font émerger les ROS/RNS exogénes (Valko et al., 2007).
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1.3. Types de radicaux libres

A l'intérieur de tous les types de radicaux libres (RLs) qui peuvent se produire dans les
cellules, il y a un groupe restreint de composés radicalaires qui ont un réle particulier dans la
physiologie, les radicaux libres primaires. Les radicaux libres secondaires sont créés par la réaction
de ces radicaux libres primaires avec des substances biochimiques présentes dans les cellules
(Tremblay, 2018) (Figure 1) .

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe? : Cu”) Glutathion peroxydase
Oxygene Radical Peroxyde Radical Eau
Y€ superoxyde d’hydrogene hydroxyd
o) » 0 » HO — - —— > HO
2 +e” > +e (+2HY) 2 + e OoH +e (+H) 2

Réduction tétravalente

de IPoxygene O,+4e”+4H"— 2 H,0

0," Anion superoxyde 1 0,+1e — 0,7

Peroxyde

H.0, d’hydrogéne

2 0,7+0," (+2H*) —>H,0,+0,

3 H,0, + Fe?* —> "OH + Fe® + OH"

‘OH Radical hydroxyle 4 H,0, + H,0, — 2 H,0 + O,
5 H,0, + 2 GSH —> 2 H,0 + GSSG
RO," Radical peroxyle 6 R+ 0,—> RO,"
RO,H Hydroperoxyde 7 RO, + RH—> RO,H + R°
RO" Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe?* —> RO" + Fe¥" + OH"~

Figure 1.0rigine des espéces réactives de I’oxygene ( Mazat et al ., 2010).

1.4. Conséquences du stress oxydatif

Le principal risque des radicaux libres réside dans les dégats qu'ils peuvent causer lorsqu'ils
interagissent avec des éléments cellulaires essentiels, comme les lipides et les protéines (Figure
2). Les consequences de cette oxydation affectent I'ensemble de I'organisme, accélérant ainsi le
processus de vieillissement (maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, cancer, diabéte) et

la dégradation des cellules et des tissus (Bonnet et al., 2010).



Partie bibliographique

1.4.1. Peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsatures et les phospholipides membranaires sont les organismes les
plus vulnérables aux oxydations. Les lipides se transforment en hydroperoxydes qui peuvent
continuer a s'oxyder et a se diviser en aldéhydes et en alcanes. En revanche, le radical peroxyle a
la capacité de libérer divers aldéhydes toxiques, tels que le malondialdéhyde (MDA), qui présente
une demi-vie plus longue que celle des RLs et qui se propage facilement. Il a la capacité de
s'associer aux éléments fondamentaux de I'ADN. De cette fagon, une seule oxydation peut modifier
de nombreuses molécules lipidiques et provoquer une accumulation d'hydroperoxydes dans les
membranes, ce qui diminuera leur fluidité et I'activité des protéines transmembranaires (Cotticelli
et al., 2013).

1.4.11. Oxydation des protéines

Les ROS ont le potentiel d'oxyder les protéines. La modification de la chaine protéique peut
étre causée par I'oxydation des liaisons peptidiques. Les changements sont causés par l'ajout de
produits provenant de la peroxydation. On peut causer des dommages aux protéines par oxydation
du thiol, carbonylation, fragmentation ou mauvais repliement et déploiement, ce qui peut entrainer
une diminution de l'activité de la protéine. Il est également possible que les protéines oxydées
deviennent extrémement hydrophobes, que ce soit par la suppression de groupements amines
ionisables ou par I'extériorisation des zones hydrophobes centrales, ce qui entraine la formation

d'amas anormaux dans ou autour des cellules (Goto et Radak, 2013).

Les carbonyles sont les principaux produits de I'oxydation des protéines et sont utilisés comme
indicateurs du stress oxydant. La proline, I'arginine, la lysine et la thréonine sont des acides aminés
particulierement exposés a l'attaque des ROS. Les chaines latérales sont oxydées, ce qui entraine

la creation de groupes carbonyle (aldéhydes et cétones) (Pisoschi et Pop, 2015).
1.4.111. Oxydation des glucides

Le radical OH* a la capacité de fragmenter les molécules de sucres (comme I'oxyribose, le
mannose et le glucose), ce qui conduit a la formation des liaisons entre les sucres et les protéines,
entrainant des inflammations membranaires. Les radicaux libres de I'oxygene entrainent également

une rupture des polymeres de glucides tels que I'acide hyaluronique (Favier, 2003).
1.4.1V. Oxydation de I'ADN

L'ADN, qui constitue la majeure partie du génome, est également extrémement vulnérable a
I'attaque du radical OH* : celui-ci oxyde les composants de I'ADN, ce qui entraine la mutagenése,

la carcinogenese et la mort cellulaire. Dans les milieux biologiques, il a été démontré I'action de
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ce radical en mesurant le produit d'oxydation de la guanine, la 8-hydroxyguanosine, qui est

spécifique a une attaque par OH* (Favier; 2003).

Espces réactives I'xygéne

ADN | | Lipides Protéines

Oxydation des acides
nucléiques

| Peroxydation lipidique

groupements soufrés

Oxydation des
[sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d’aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération

Perturbation de lI'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
génes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

—
_..,-'"-.-'_f

== l S

e
— ) -
Dommages cellulaires

Figure 2. Conséquences du stress oxydatif (Sen et Chakraborty, 2010).

1.5. Maladies liées au stress oxydatif

La majorité des affections causées par le stress oxydant se manifestent avec l'avancée en age,
car le vieillissement réduit les défenses antioxydantes et accroit la production de radicaux
mitochondriaux. La sur-expression de certains genes et l'apparition de molécules biologiques
anormales sont les principales causes de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale
amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedeme pulmonaire, vieillissement
accéléré. Les maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les
rhumatismes et les maladies cardiovasculaires sont également potentiellement causées par le stress
oxydant. (Favier, 2003).

1.6. Antioxydants

On peut définir les antioxydants comme une substance qui, a une concentration faible par
rapport au substrat oxydable, a la capacité de ralentir ou d'empécher I'oxydation de ce substrat
(Gulcin, 2020). Cette définition pratique concerne de nombreuses substances, y compris des
enzymes ayant des propriétés catalytiques particuliéres, ainsi que de petites molécules
hydrosolubles ou liposolubles. Les antioxydants peuvent étre présents dans tous les compartiments

5
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de l'organisme, qu'ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires, grace a cette grande

diversité physico-chimique (Boubekri, 2014).
1.6.1. Antioxydants enzymatiques

Différents mécanismes permettent a I'organisme de lutter contre le stress oxydatif, tels que la
production d'antioxydants in situ (antioxydants endogenes) ou apportés de I'extérieur par les
aliments (antioxydants exogénes). Les antioxydants jouent un role essentiel en neutralisant
I'accumulation excessive de radicaux libres, en préservant les cellules contre leurs effets néfastes

et en agissant pour prévenir les maladies.
e Superoxyde dismutase (SOD)

Il s'agit d'une enzyme antioxydante endogene essentielle qui joue un réle essentiel dans le
systeme de défense contre les ROS. La dismutation de deux molécules d'anion superoxyde (O2+—)
en peroxyde d'hydrogéne (H202) et en oxygene moléculaire (O2) permet de réduire le danger
potentiel de I'anion superoxyde. La SOD est une métalloenzyme, ce qui signifie qu'elle a besoin
d'un cofacteur métallique pour opérer (Ighodaro et al., 2017).

» Catalase (CAT)

La CAT se trouve dans chaque cellule, en particulier dans les peroxysomes, des structures
cellulaires qui utilisent I'oxygene dans leur organisme pour détoxifier des substances toxiques et

produire du H20:. La catalase transforme H202 en eau et en oxygéne ( Antunes et al ., 2002).
* Glutathion peroxydase (GPX)

Le GPX présent dans le cytosol cellulaire et les mitochondries a la capacité de convertir H202 en
eau. Cette réaction utilise du GSH et le convertit en glutathione oxydé (GSSG). Le GPX et la CAT
ont la méme action sur H202, mais le GPX est plus efficace avec une concentration élevée de
ROS, tandis que CAT a une action significative avec une concentration inférieure de H20:2
(Antunes etal ., 2002).

1.6.11. Antioxydants non enzymatiques

Les systéemes antioxydants non enzymatiques désignent les nutriments naturels provenant

de I'alimentation ou de composés endogenes.

» Antioxydants non enzymatiques d’origine endogene
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e Ubiquinones

Coenzyme (Q) est une molécule endogénée essentielle pour la synthese d'ATP et se trouve
principalement dans la membrane mitochondriale ( Linnane et al ; 2002). On sait que CoQ joue
le role d'un antioxidant en agissant directement sur les radicaux libres de peroxygéne ou en agissant

indirectement en régénérant les vitamines C et E (Crane, 2001).
e Acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH physiologique
majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux (OHe, ROOe,
NOOe...). Ces réactions conduisent a des espéces radicalaires qui seront a leur tour réduites
(notamment par la vitamine C). Les propriétés antioxydantes de I’urate in vivo peuvent étre
appréciées indirectement par le fait qu’un produit de réaction de I’urate avec les ROS, I’allantoine,

est présent a des taux éleves lors d’un stress oxydant (Davies et al ., 1986).
» Bilirubine

La bilirubine, un peptide biliaire provenant de I'némoglobin, augmente avec le stress oxydatif et

exerce des effets antioxydants dans les fluides corporels (Erario et al ., 2002).

» Antioxydants non enzymatiques exogene

* Vitamine E

L’a-tocophérol (la forme la plus active et la plus absorbée), un antioxydant essentiel des lipides,

a également une autre fonction, la neutralisation de 02 ( Armstrong., 2002).
* Vitamine C

L'acide ascorbique, également connu sous le nom d'acide déhydro-L-ascorbique (DHA), est
un agent réducteur et chélateur qui agit directement sur les radicaux libres et élimine H202 (
Bretschneider et al ., 2004).

» Polyphénols

Les composeés phénoliques ont la capacité d'agir en tant qu'antioxydants, ce qui leur permet de
neutraliser les RLs en leur donnant un électron. Grace a leurs structures, ils ont une activité
antioxydante aussi significative. Les groupes hydroxyle des polyphénols sont généralement des
sources d'atomes d’hydrogene ; ils ont la capacité de réagir avec les espéces réactives d'oxygene et
d'azote, ce qui interrompt le cycle de génération de nouveaux radicaux. (Cherubim et al., 2019).

Un autre mécanisme antioxydant est la chélation des métaux de transition. Les polyphénols ont la
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capacité d'inhiber la formation des ROS grace aux réactions de HaberWeiss/Fenton, en raison de
leurs propriétés de chélation des métaux (Leopoldini et al., 2011).

Il. LA PLANTE Ligustrum japonicum

11.1. Description et classification botanique

Le Ligustrum japonicum (L. japonicum), un arbuste a feuilles persistantes appartenant a la famille
des Oléacées, est largement distribué au Japon et en Corée. Les baies mdres du L. japonicum ont
été utilisees avec celles du L. lucidum pour des effets toniques dans la médecine traditionnelle
japonaise (Ngo et al., 2017) (figure 3). Ce troene de 2-3m de hauteur, au port érigé et compact,
est un grand classique des haies persistantes. Les feuilles, opposées, entiéres, ovales, de 5 a 10cm
de long sont vert foncé, un peu pointues et luisantes. En juillet, des panicules de fleurs blanches,
parfumeées de 8 a 15cm de long regroupées en panicules terminales s'épanouissent pour ensuite
laisser la place a des baies noires.

Figure 3. Photographie montrant I’aspect morphologique de la plante Ligustrum japonicum

Regne : Plantae (plantes).

Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs).
Classe : Magnoliopsida — Dicotyledons.
Famille : Oleaceae.

Genre : Ligustrum.

Espéce : Ligustrum japonicum.

Autres noms communs Troéne du Japon.
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11.2. Etude phytochimique

Plusieurs études sur le Ligustrum japonicum ont indiqué que les sécoiridoides et les
triterpénoides sont des composants majeurs qui ont été isolés de cette espece. Comme rapporté,
les sécoiridoides étaient les composés caractéristiques des fruits et des feuilles du Ligustrum
japonicum. Plusieurs triterpénoides, y compris I'acide ursolique, I'acide oléanolique, ont été isolés
et purifiés du péricarpe du Ligustrum japonicum. Des études antérieures sur d'autres especes de
Ligustrum ont rapporté I'isolement de glycosides sécoiridoides, de glycosides phényléthanoides,
de flavones et de triterpenes (Ngo et al., 2017). Selon les recherches de Jo, Jeong-Ok du
Département d'Analyse Alimentaire a I'Institut de la Santé et de I'Environnement, et de Jung, In-
Chang du Département de Tourisme et de Culinaire Hételiére au College Sorabol, les principaux
composés flavonoides dans les feuilles de L. japonicum étaient la lutéoline, I'apigénine et leurs
glycosides. Le tyrosol, I'acide t-cinnamique, I'acide p-hydroxybenzoique, I'acide vanillique, I'acide
shikimique et I'acide protocatéchuique ont été détectés dans les acides phénoliques libres, tandis
que le tyrosol, l'acide t-cinnamique, I'acide férulique, I'esculetine, I'acide caféique, l'acide p-
coumarique et I'nydroxytyrosol ont été détectés dans les acides phénoliques estérifiés. Les acides
phénoliques insolubles contenaient du tyrosol, de I'acide t-cinnamique et de l'acide p-caoumarique
(Jeong et Jung, 2006) .

11.3. Usage traditionnel

Le L. japonicum posséde le potentiel d'étre utilisé comme source d'agents nutraceutiques contre
I'ostéoporose (oh et al., 2019). 1l existe de plus en plus de preuves indiquant que les pollens de
Ligustrum pourraient jouer un réle important dans les maladies allergiques. De plus, l'ingénierie
de dérivés hypoallergéniques de Ligustrum pourrait avoir des applications futures dans I'AIT
(immunothérapie allergénique) (Robledo-Retana et al., 2020). Les fruits de cette plante ont été
utilisés dans la médecine traditionnelle japonaise comme tonique. Un grand nombre de
phytochimiques, y compris les triterpénoides, ont été signalés comme ayant des activités
inhibitrices significatives contre les cellules cancéreuses (Ngo et al., 2018). Le Ligustrum
japonicum a été utilisé comme ingrédient pour le développement des produits cosmétiques anti-
rides (Kim et al., 2010).
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I11. MATERIEL ET METHODE

. Matériel

I.1. Matériel végétal

La plant Ligustrum Japonicum (L.Japonicum) a été récolté en mars 2023 de la région de
Bougaa au Nord-ouest de Sétif. L'identification botanique a été faite par Dr. Djamel Sarri Faculté
des Sciences, Université de M’sila. Les baies sont séchées dans un endroit frais a temperature

ambiante, puis conservées a l'abri de la lumiére jusqu'a utilisation.

1.2. Produits et réactifs

Les réactifs chimiques employés dans cette étude sont les suivants : Chlorure ferrique
(FeCls), chlorure d'aluminium (AICIs), 1,1-diphenyl-2picryl-hydrazyl (DPPH), réactif de Folin-
Ciocalteu, carbonate de sodium (NA2CO3), acide gallique, quercétine, ferricyanide de potassium
[K3Fe (CN)s], acide linoléique et 2,6 di-tert-butyl-4-methyl phenol (BHT) proviennent de Sigma-
Aldrich (Allemagne). Les sels utilisés pour la préparation des tampons sont obtenus aupres de
Riedel-de Haén (France). Les solvants sont de grade analytique et obtenus auprés de Sigma

(Allemagne).

1. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux est prépare selon la méthode de Ferreira et al. (2006). En résumé, on fait
bouillir 50 g de fruits de Ligustrum Japonicum dans 500 ml d'eau distillée pendant 20 minutes.
Une fois que I'extrait est filtré, il est soumis & une centrifugation. On séché la solution pour obtenir
une poudre brun fonceé qui est conservée a une température de -32°C jusqu'a ce qu'elle soit utilisée.

11.2. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique est préparé selon la méthode de Mohamed et Naghibi (2010). A
I'ombre et a température ambiante, on macére 50 g de fruits de Ligustrum Japonicum dans 500 ml
de méthanol/eau (7:3; V/V) sous agitation pendant 24 heures. Une fois que I'extrait est filtré, le
méthanol est évaporé sous pression réduite a 45°C dans un rotavapeur (BUCHI). On séche la
solution pour obtenir une poudre brun foncé qui est conservée a une température de -32°C jusqu'a

son utilisation.

11
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11.3. Dosage des polyphénols totaux

L'ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier
est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040) qui est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en mélange
d'oxydes bleus de tungstene (W8023) et de molybdéne (Mo08023). qui est mesuré au
spectrophotomeétre 765nm. Brievement, On ajoute un volume de 25 pl de solutions d'extrait a
diverses concentrations a 125 pl de réactif de Folin-Ciolcalteu (10%). Apres une durée de 4
minutes, on ajoute 100 ul de carbonates de sodium (7,5%). L'ensemble est placé dans I'obscurité
a température ambiante pendant 1h30 min avant d'étre mesuré a 765 nm dans un lecteur de plaque
(thermoscientific, SKyHigh, Singapore). L’acide gallique (0-200 pg/ml) est le standard utilisé pour
établir la courbe d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux des
extraits est calculée. Le résultat est exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
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Figure 4.Droite d’étalonnage de I’acide gallique.

11.4. Dosage des flavonoides

Les concentrations totales de flavonoides ont été mesurées en utilisant un test
colorimétrique conformément au protocole de (Makuasa et Ningsih, 2020). Effectivement, les
flavonoides ont un groupement hydroxyle libre en position 5 qui peut former un complexe jaunatre

en présence de chlorure d'aluminium par chélation de I'ion Al*3. La production de la couleur jaune
12
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est directement liée a la quantité de flavonoides dans I'extrait. Brievement, On a ajouté 150 pl de
la solution AICIs (2 %) a l'extrait préparé a différentes concentrations dans 150 pl de méthanol.
On a agité le mélange, puis on I'incubé a lI'obscurité et a température ambiante pendant 10 minutes.
L'absorbance est mesurer & 430 nm en utilisant un lecteur de plaque (thermoscientific, SKyHigh,
Singapore). Une gamme d'étalonnage établie avec la quercétine (0-20 ug/ml) permet de déterminer
la concentration des flavonoides dans I'extrait, qui est exprimee en microgrammes d'équivalent de

quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'extrait).
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Figure 5. Droite d’étalonnage de la quercétine.

I1.5. Activité antioxydante des extraits de Ligustrum Japonicum
11.5.1. Effet piégeur du radical libre DPPH*

Le pouvoir antiradicalaire, également connu sous le nom d'effet « scavenger » sur le radical
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), est une technique qui a été utilisee dans un premier temps
pour identifier les donneurs de protons dans les composés phénoliques (Chen et al., 2005). Le
DPPH est un radical stable car son électron célibataire se déplace autour de la molécule, ce qui
empéche sa polymeérisation, comme c'est le cas de la plupart des radicaux. En raison de la
délocalisation de I'électron, une teinte violet foncé se forme.Un antioxydant présent dans le milieu
provoque la libération d'un proton, ce qui réduit le radical DPPH. Apres cette réaction, la couleur
violette disparait, laissant place a une couleur jaune pale. On ajoute 150 ul de la solution de DPPH"

(0.ImM) a 150 pl de solutions d'extrait ou standard (BHT) a différentes concentrations. On incube
13
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le mélange dans I'obscurité pendant 30 minutes, puis on évalue I'absorbance a 517 nm a l'aide d'un
lecteur microplaque (thermoscientific, SKyHigh, Singapore). L'échantillon a tester est remplacé
par un volume égal de méthanol dans le contréle, a I'exception de tous les réactifs. On peut calculer

I'activite antiradicalaire en utilisant I'équation suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - A1) / Ac] x 100
Ac : absorbance du contréle.

At : Absorbance du test.

11.5.2. Pouvoir réducteur

La mesure du pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique est effectuée en
réduisant directement Fe®*(CN-)s en une forme ferreuse Fe**(CN-)s. Cette détermination est
effectuée en utilisant la détection spectrophotométrique du complexe (Fe**)4[Fe**)CN-)s]?, qui
présente une absorption élevée a 700 nm (Ahmadi et al., 2020). En premier lieu, on mélange des
solutions d'extraits et d'antioxydant de référence a des concentrations variées (20-200 pg/ml) avec
625 ul de tampon phosphate (200 mM, pH 6.6) et 625 ul de KsFe (CN)s a 1%. On chauffe le
mélange a 50°C pendant 20 minutes et on le laisse refroidir pendant 15 minutes. Par la suite, on
incorpore 625 pl de TCA (10%) et 125 pl de FeCls dans le mélange, puis on réalise une analyse
de I'absorbance a 700 nm. Nous calculons la valeur d'ECso en utilisant la courbe de I'absorbance

en fonction de la concentration de I'échantillon.

11.6. Analyses statistiques

La moyenne des résultats des tests est exprimée + SD. Les ICso et les ECso sont
déterminés en utilisant la courbe [% inhibition = f(concentrations)]. Les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test ANOVA
univariée suivi du test de Tukey pour les comparaisons multiples. Les différences sont

considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (p < 0,05).

14
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IV. RESULTAT ET DISCUSSION

|. Résultat

I.1. Préparation des extraits Ligustrum Japonicum

Les extraits aqueux et méthanoliques se présentent sous la forme d'une fine poudre
hygroscopique d'un brun foncé. Le rendement de I’extrait aqueux (27,24 %) est plus élevé que

celui de I’extrait méthanolique (22,45 %).
I.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

La teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits aqueux et méthanolique de
Ligustrum Japonicum ont été déterminées par methodes au Folin-Ciocalteu et au trichlorure

d’aluminium.

Les résultats montrent que I’extrait aqueux contient une quantité plus importante de

polyphénols que I’extrait méthanolique qui est le plus riche en flavonoides (tableau 1).

Tableau 1.Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits Ligustrum Japonicum

Extrait Polyphénols Flavonoides
ug d’équivalent d’acide gallique / ug d’équivalent de quercétine / mg
mg d’extrait d’extrait
Extrait aqueux 61,29 + 0,09 1,25 + 0,05
Extrait méthanolique 57,24 +0,79 1,31 +0,07

1.3. Activité antioxydante des extraits Ligustrum Japonicum
1.3.1. Effet piégeur du radical DPPH*

Les résultats indiquent clairement que les extraits aqueux et méthanolique possédent un effet
piégeur remarquable vis-a-vis du radical DPPH" (tableau 2). Les profils d’activité antiradicalaire
obtenus révelent que les deux extraits étudiés ont une activité antiradicalaire significative (p <
0.05) et concentration dépendante (Figure 6). En effet, a la concentration de 200 ug/ml, les extraits

méthanoligque et aqueux montrent un effet piégeur de 87,32 % et 89,56 %, respectivement.

15
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Figure 6.Activité antiradicalaire de I’extrait méthanolique (E.Met) et de I’extrait aqueux (E.AQ)
de la partie aérienne de Ligustrum Japonicum et de I’antioxydant de référence (BHT) vis-a-vis
du radical DPPH. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.
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Tableau 2.Valeurs des ICso, des extraits de Ligustrum Japonicum et du BHT. Les valeurs
représentent la moyenne de trois essais + SD.

Echantillon ICso (pg/ml)
Extrait aqueux 57.63 £ 0.36
Extrait méthanolique 69.17 + 3.38
BHT 12.73 +1.02

1.3.2. Pouvoir réducteur

Les résultats montrent que les deux extraits de Ligustrum Japonicum possedent un bon pouvoir
réducteur (figure 7). En effet, a la concentration de 100 pg/ml, I’extrait aqueux a montré un
pouvoir réducteur meilleur que celui de I’extrait méthanolique. Le BHT montre un pouvoir

réducteur maximal a 50 pg/ml. Les ECso sont représentés dans le tableau 3 .

Tableau 3. Les ECso des extraits de Ligustrum Japonicum et du BHT. Les valeurs représentent
la moyenne de 3 essais = SD.

Echantillon ECso (ug/ml)
Extrait agueux 91.81+2.16
Extrait méthanolique 75.46+2.16
BHT 16.20+0.43
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Figure 7. Pouvoir réducteur des extraits aqueux (E.Aq) et méthanolique (E.Met) de Ligustrum
Japonicum et du (BHT). Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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I1. DISCUSSION

Les produits alimentaires utilisent fréquemment des antioxydants synthétiques et naturels.
Toutefois, certains antioxydants fabriqués artificiellement ont une activité antioxydante supérieure
a celle des antioxydants naturels, ce qui souléve des inquiétudes quant a leurs effets néfastes sur
la santé, car ils peuvent étre impliqués dans les lésions hépatiques et la carcinogénése (Shahidi et
Zhong, 2010).

C'est pourquoi la recherche scientifique s'est réccemment intéressée a plusieurs métabolites,
comme les composés phénoliques, extraits de plantes médicinales et aromatiques, qui ont un fort
potentiel antioxydant en raison de leurs groupes hydroxyles et qui sont plus efficaces dans la
protection contre certaines maladies liées aux radicaux libres (Chaouche et al., 2020). Dans cette
étude, nous avons examiné la quantité de polyphénols et de flavonoides présents dans le Ligustrum

Japonicum, ainsi que I'évaluation de son activité antioxydante.
I1.1. Extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

L’extraction de principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale,
notamment le cas des polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur
pouvoir antioxydant, est une étape tres importante dans l'isolement aussi bien que dans
I'identification des composés phénoliques. En conséquence, beaucoup d'auteurs ont étudié
I'influence de différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction de composes
phénoliques de source végétale (Bonnaillie et al., 2012). L’extraction par I’eau et le méthanol ainsi
que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure
récupération de composes phénoliques et I’obtention d’une meilleure activité antioxydante (Barros
et al., 2010).

L'extraction a eu lieu sur la poudre des baies de la plante séchée a I'abri de la lumiere.
En réalité, il est conseillé de choisir un matériau sec car les flavonoides peuvent étre dégradés par
des enzymes lorsque le matériau végétal est frais ou non séche. (Khoddami et al., 2013). Les
fermentations microbiennes provoquées par I'humidité peuvent également contribuer a cette
détérioration. L'obscurité du séchage empéche les modifications chimiques comme l'isomérisation

et la dégradation provoquées par les rayons UV de la lumiére solaire. (Bourkhiss et al., 2009).

Les meilleurs rendements d’extraction, des deux méthodes utilisées sont enregistrés par
la décoction (E.Aq) soit une moyenne de 27,24 % versus 22,45 % pour la macération (E.Met).
suggerent une plus grande présence de métabolites secondaires moyennement polaires dans
I’extrait hydroalcoolique de Ligustrum Japonicum . Etant plus aptes & accroitre la perméabilité des
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parois cellulaires, les solvants alcooliques permettent d'extraire un plus grand nombre de
molécules polaires, de moyenne et de faible polarité. (Seidel, 2005). En outre, cette extraction se
déroule a température ambiante et le solvant est épuisé a pression réduite afin d'obtenir le
maximum de composés et d'éviter toute dénaturation ou modification probable due aux
températures élevées utilisées dans d'autres techniques d'extraction. Cependant, I'extraction en eau
est réalisée par décoction a haute température pendant 20 minutes. (Seidel, 2005). Il a été rapporté
que la productivité des extractions aqueuses augmente en fonction de la température. On peut
expliquer cela par le fait que I'eau a une température élevée perturbe les cellules, ce qui facilite la
pénétration du solvant et la solubilisation des constituants. (Albano et Miguel, 2010). C'est pour

cette raison que la décoction a été réalisée pendant une période limitee.

Les quantités totales de composés phénoliques ont été mesurées en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu étant donné qu'elle est standardisée et simple. Dans I'obscurité a température
ambiante, I'absorbance a été évaluée a 765 nm a l'aide d'un spectrophotométre. Alors que la
quantité totale de flavonoides a été calculée en utilisant la méthode colorimétrique au chlorure

d'aluminium. avec la quercétine en tant qu'étalon.

Les résultats obtenus indiquent que le fruit de cette plante contient une grande quantité de
composes polyphénoliques qui constitue une specificité de la famille des Oléacées (Ribnicky et
al., 2008).

Les polyphénols sont plus abondants dans I'extrait aqueux obtenu que dans I'extrait
méthanolique. Cela démontre la disparité qualitative et quantitative causée par la polarité des
molécules, ce qui entraine une différence dans leur capacité a étre extraites par les différents
solvants. En outre, I'évolution de la concentration du solvant (mélange en proportions différentes
avec l'eau distillée) affecte la capacité d'extraction et contribue a améliorer cette capacité du
solvant a extraire davantage de composes (Spigno et al., 2007). tandis que I’extrait méthanolique

obtenu est plus riche en flavonoides que I’extrait aqueux (Dobashi et al.,2008).
11.2. Activités antioxydantes

Les activités antioxydantes devraient étre évaluees par différentes méthodes afin de
caractériser le potentiel antioxydant des principes actifs ou des extraits .Compte tenu de la
complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, plusieurs méthodes
in vitro (test de DPPH, test du pouvoir réducteur ont été réalisées pour évaluer I’effet antioxydant

des extraits méthanolique et aqueux d’ Ligustrum Japonicum (Popovici et al., 2009).
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11.2.1. Activité anti-radicalaire

D'apres les résultats de cette étude, il est démontré que les extraits d” Ligustrum Japonicum
d'ont des effets piégeurs marqués sur le radical DPPH. Il est probable que cette activité
antiradicalaire soit attribuable aux composés phénoliques, qui sont renommeés pour leurs propriétés
antioxydantes (Zhang et Tsao, 2016). L’effet antioxydant des polyphénols, principalement les
flavonoides dépend généralement de leur structure chimique et la distribution de leurs
groupements hydroxyles qui sont responsables de I’effet scavenger des radicaux libres (Adida et
al., 2016).

Les deux extraits ont exhibé une capacité importante a réduire le radical DPPH. La présence
de composés phénoliques, connues pour leur capacité a capturer les espéces radicalaires et les
formes réactives de I'oxygéene, explique probablement I'activité des deux extraits. (Hennebelle et
al., 2004). On suppose que I'action de ces antioxydants est due a leur aptitude & donner des atomes
d'’hydrogéne ou des électrons, principalement provenant de I'nydroxyle du cycle A des flavonoides.
(Le et al., 2007).

Comme I'extrait aqueux contient une quantité plus importante de polyphénols que l'extrait
méthanolique, il a une capacité accrue a capturer le radical DPPH. (Kintzios et al.,2010), Il a été
constaté que les extraits aqueux de certaines plantes médicinales présentent des effets scravengers

de radicaux DPPH plus importants que ceux de leurs extraits méthanolique (Selles et al., 2012).
11.2.2. Activité réductrice

L'évaluation du pouvoir réducteur consiste a mesurer la réduction des ions Fe3* présents dans
le complexe jaune de ferricyanure (ferricyanure de potassium) en ions Fe?* ce qui donne la couleur
bleue du bleu de Prusse de Perl (formule moléculaire : (Fe*[Fe(CN)®]3-xH20), une mesure a 700
nm. Le pouvoir réducteur est mesuré par la valeur d'absorbance, donc plus le pouvoir réducteur

est élevé, plus la valeur d'absorbance est élevée (Bose et al., 2014).

Pour cela, I’activité réductrice du fer est estimée par la concentration efficace ECso qui
correspond a une absorbance égale a 0,5. montrent que ces deux extraits ont des capacités
réductrices extrémement puissantes. Celles-ci sont bien inférieures a celles du BHT. La capacité
réductrice d’un extrait dépend de la présence de réductones qui exercent leur activité antioxydante
grace aux réactions de transfert d’électron. De plus, les réductones peuvent réduire la formation
des peroxydes d’hydrogéne (Singh et Rajini, 2004). Ceci indique que les différents extraits sont
capables d’agir comme donneurs d’électrons stabilisant les radicaux et bloquant par conséquent

leur production en chaine.
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Par ailleurs, I'impact réducteur des extraits de Ligustrum Japonicum est liée a la teneur
et a la nature des composés phénoliques présents dans les extraits, ainsi que les flavonoides sont
de bons chélateurs du fer, ce qui est I'un des mécanismes de leur activité antioxydante. (Arora,
2017). Selon leur étude, ils ont constaté que I'extrait méthanolique de Ligustrum Japonicum était
le plus actif dans le test du pouvoir réducteur par rapport a tous les autres extraits testés, a savoir
les extraits aqueux (Selles et al., 2012). Il est possible que le pouvoir réducteur de I'espéce
Ligustrum Japonicum soit attribué a la présence de groupements hydroxyles dans les composés

phénoliques qui peuvent étre utilisés comme donneurs d'électrons.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La source fiable des principes actifs connus pour leurs propriétés thérapeutiques demeure
les plantes médicinales. Les médicaments actuels sont principalement des versions concentrées de
remedes végétaux, en particulier les polyphénols, qui sont les composés les plus captivants et les

plus étudiés a I'heure actuelle.

Dans cette étude, les polyphénols et les flavonoides ont d'abord été mesurés dans les extraits
aqueux et méthanoliques des fruits de d'Ligustrum Japonicum. Par la suite, on a évalué in vitro

I'effet antioxydant des mémes extraits.

Les résultats de cette recherche sur I'effet antioxydant des extraits aqueux et méthanolique
de fruits d'Ligustrum Japonicum sont trés intéressants, mais il est essentiel de mener des études
supplémentaires approfondies afin de mieux comprendre leurs mécanismes moléculaires et
cellulaires. 1l est nécessaire de concentrer ces recherches sur I'identification des composés bioactifs
présents dans les extraits, puis sur I'évaluation des effets de ces composés sur les voies de
signalisation, les enzymes impliquées dans la production des ROS et les systémes antioxydants.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of aqueous (E.Aq) and methanolic (E.Met)
extracts of the aerial part of Ligustrum japonicum. The total polyphenol and flavonoid content of the two extracts was
evaluated. Aq contains a higher quantity of polyphenols than E.Met, which is richer in flavonoids with values of
61.292+0.093 pg EAG/mg of extracts 1.309+0.049 pug EAG/mg respectively. Antioxidant activity was assessed using
the DPPH radical test and the reducing power test. The results indicate that E.Met and E.Aq have high free radical
scavenging activity against the DPPH radical, with IC50 values of 59.44+7.09 pg/ml and 67.17+4.99 ug/ml
respectively. These values are similar to those of BHT, the reference antioxidant. In addition, both extracts show
considerable concentration-dependent reducing power. In conclusion, extracts of the aerial part of Ligustrum

japonicum have antioxidant properties that support their use in traditional medicine.

Key words: Ligustrum japonicum ,Oxidative stress, Antioxidant, Polyphenols, Plant extracts.

Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer l'activité antioxydante des extraits aqueux (E.Aq) et méthanolique
(E.Met) de la partie aérienne Ligustrum japonicum , La teneur en polyphénols totaux, en flavonoides des deux extraits
a été évaluée , Les résultats démontrent que I'E.Aq contient une quantité plus importante de polyphénols que I'E.Met,
qui est le plus riche en flavonoides avec des valeurs de 61,292+0,093 pg EAG/mg des extraits 1,309+0,049 ug
EAG/mg respectivement . L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant le test au radical DPPH, et le test du
pouvoir réducteur , Les résultats indiquent que I'E.Met et I'E.Aq ont une activité anti-radicalaire élevée contre le radical
DPPH, avec des IC50 de 59.44+7.09 pg/ml et 67.17+4.99 pg/ml respectivement. Ces valeurs ressemblent a celles du
BHT qui sert d'antioxydant de référence. Par ailleurs, les deux extraits présentent un pouvoir réducteur considérable
qui dépend de la concentration. En conclusion, les extraits de la partie aérienne de Ligustrum japonicum ont des

propriétés antioxydante qui supportent leur usage en médecine traditionnelle.

Mots clés : Ligustrum japonicum ,Stress oxydatif, Antioxydant, Polyphénols, Extraits de plantes.
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