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Abstract

« Abtract

Natural products represented the main source of alternative phyto-pharmaceuticals.
Their molecular varieties and therapeutic efficiency offered great opportunities to discover new
drugs. Actually, synthetic drugs used to treat chronic diseases such as diabetes, cancer,
neurologic and cardiovascular ones exhibited deep side effects, which stimulate researchers to
find efficient alternatives. In this study, phenolic and flavonoids of Rhamnaceae plant were
quantified using folin-ciocalteau and AICI3 methods respectively. In addition, the antioxidant
activities were studied by standard methods, DPPH and ABTS scavenging methods, Iron and
copper reduction via FRAP, Phenanthroline and CUPRAC methods. On the other hand, anti-
diabetic and anti-Alzheimer activities were tested via inhibition of a-amylase and
acetylcholinesterase respectively. Finally, the sun protective factor was determined for all
studied extracts. The obtained results showed important levels of total phenols and flavonoids,
especially for seeds extracts and methanolic extract of leaves. In the antioxidant activity, the
results showed significant activities for all tested extracts, particularly methanolic extract of
leaves in DPPH and ABTS scavenging methods. In addition, the studied extracts showed potent
activities in CUPRAC, FRAP and Phenanthroline methods, leaves extracts exhibited the best
effect followed by seeds and fruits extracts respectively in CUPRAC and FRAP methods. In
addition, leaves extracts showed a great inhibition of iron in phenanthroline assay. In the other
hand, in enzymatic activity, extracts showed a moderate inhibition to a-amylase, in dose-
dependent manner. While the inhibition of acetylcholinesterase was important, especially for
leaves extracts and aqueous extracts of fruits. Finally, the studied extracts exhibited a moderate
protection against sunlight in sun protection factor assay. Our results justify the Algerian
traditional use of the studied plant, and enhance the biological and pharmacological effect of

their extracts.

Key words: antioxidant, Rhamnaceae, Alzheimer, Diabetes, oxidative stress



Résumé

Les produits naturels représentent une source inépuisable des alternatives d’intérét
pharmaceutique. Grace a Leur efficacité thérapeutique, ils peuvent remplacer et/ou compléter
les traitements de synthése chimique notamment dans les maladies lourdes comme le cancer, le
diabeéte et les maladies neurologiques. Ce travail a été réalisé sur les principes actifs d’une plante
de la famille des Rhamnaceae, commengant par la collection et 1’extraction de 1’espéce puis
I’extraction méthanolique et aqueuse avec une quantification chimique et activités biologiques
antioxydante et enzymatique. Le dosage des phénols et flavonoides totaux a été réalisé par les
méthodes classiques de folin-ciocalteau et AICl3 respectivement. L’activité antioxydante a été
fait par cing méthode différentes, les méthodes de piégeage des radicaux DPPH et ABTS, les
méthodes CUPRAC, FRAP et Phénanthroline. L’activité inhibitrice des enzymes a été testé sur
deux enzymes, ’acétylcholinestérase et I’a-amylase. Les résultats obtenus ont montré des
rendements d’extraction importants notamment pour I’extrait methanolique des feuilles et
I’aqueux des fruits. Dans les dosages biochimiques, les valeurs obtenues ont montré une
richesse en phénols totaux notamment pour les extraits méthanolique et aqueux des graines, et
I’extrait méthanolique des feuilles. Pour les flavonoides, 1’extrait methanolique et aqueux des
graines avec l’extrait méthanoliques des feuilles ont présenté des valeurs intéressantes.
A propos de I’activité antioxydante, les extraits méthanoliques des feuilles ont présenté des
activités intéressantes en comparaison avec les autres extraits, plus particulierement, dans le
piégeage du radical ABTS que le DPPH. Dans la méthode CUPRAC, les extraits des feuilles
ont donneé les meilleurs effets suivis par les extraits des graines et les fruits respectivement.
Ainsi, Les extraits étudiés ont présenté un comportement presque similaire dans la méthode
FRAP, que celui présenté dans la méthode CUPRAC, I’extrait méthanolique des feuilles et
fruits a donné le meilleur effet alors que les autres extraits, notamment des graines, ont donné
des activités faibles. Dans 1’activité de phénanthroline, Les résultats obtenus ont montré que les
extraits des feuilles, méthanoliques at aqueux, ont donné le meilleur pouvoir réducteur de fer.
D’un autre c6té, L étude de ’activité inhibitrice de I’a-amylase par nos échantillons de toutes
les parties a revélé une inhibition modérée de 1’enzyme, d’une maniére dose dépendante, mais
leurs ICso ont été faibles. Parallelement, une inhibition considérable de I’AChE a été détectée,
d’une maniére dose-dépendante, particulierement pour les extraits des feuilles et 1’extrait
aqueux des fruits. Finalement, dans 1’activité protectrice vis-a-vis la lumiere solaire, nos extraits
ont donné des résultats qui sont généralement de protection moyenne a modérée en comparaison
avec les valeurs de références. Ces résultats reflétent I’'importance de la plante étudiée dans la

médecine traditionnelle Algérienne.

Mots clés : antioxydants, Rhamnaceae, Alzheimer, Diabete, stress oxydatif
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Introduction générale

Introduction générale

La qualité de la santé publique est la problématique de premier ordre chez les techniciens
et les chercheurs du secteur médical. La dissémination incontrélée d’une large gamme des
maladies de différentes catégories. Le diabéte, le cancer, les maladies neurologiques et
cardiovasculaires s’installent graduellement dans la communauté en engendrant des impacts

socioéconomiques lourdes et parfois insupportables.

Actuellement, la notion du stress oxydatif devient liée directement ou indirectement
avec la plupart des maladies chroniques. C’est une agression permanente a 1’échelle cellulaire
et moléculaire aboutissant a une dégradation plus au moins intense de la matiére vivante. C’est
un facteur déclenchant ou associé a plusieurs maladies particulierement le diabete et

I’ Alzheimer.

Le diabéte est un distordre métabolique lié & des complications qui sont parfois graves.
Chez les personnes diabétiques, le métabolisme glucidique est perturbé grace a plusieurs
étiologies héréditaires et organiques. Le diabete type 2, non insulino-dépendant, est le plus
répandu dans la communauté algérienne, il nécessite un traitement a base des antidiabétiques
oraux pour controler la glycémie postprandiale, notamment les inhibiteurs de 1’a-amylase et
I’a-glucosidase. Parallélement 1’Alzheimer, est une problématique neurologique
particulierement chez les sujets agés. La prévalence de la MA double tous les 5 ans aprés I'age
de 60 ans. Elle nécessite des stratégies thérapeutiques particulieres qui sont parfois
insupportables.

En plus, I’importance des produits naturels dans la découverte des nouvelles molécules
d’intéréts pharmacologiques est indiscutable. La médecine traditionnelle Algérienne offre des
centaines des plantes médicinales qui peuvent étre exploitées, sur une base scientifique, dans la

recherche des alternatives médicales de haute qualité.
Dans ce travail, nous avons sélectionné une plante de la famille des Rhamnaceae pour faire :

e L’extraction des métabolites secondaires methanoliques et aqueux.
e Un dosage des phénols et flavonoides totaux dans les différents extraits
e Etudier I’activité antioxydant, par différentes méthodes, piégeage du radical libre

DPPH, Piégeage du radical ABTS, Activité de réduction du complexe Cu+2-
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Neocuproine (CUPRAC), Activité du pouvoir réducteur (FRAP), Activité de réduction
par formation du complexe Fe*2-Phenanthroline,

e Evaluer I’activité inhibitrice des enzymes particulieres, Activité antidiabétique via
I’inhibition de I’o-amylase et Activité anti-Alzheimer via [D’inhibition de

I’acétylcholinestérase pour les extraits sélectionnés

Pour la réalisation de ce travail, nous avons subdivisé ce manuscrit en trois parties. La
premiere consiste en une étude théorique bibliographique traitant les composés phénoliques et
leurs activités pharmacologiques, ainsi que les mécanismes et les stratégies thérapeutiques.
Dans la deuxiéme partie, nous avons évoqué l’aspect technique et méthodologique des
différentes activités étudiees, in vitro. La troisieme partie est consacrée au coté expérimental
dans laquelle nous avons présenté les résultats obtenus avec une discussion générale. Le travail

est cléturé par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre 01 le stress oxydatif

1.1 Les radicaux libres
1.1.1 Généralités

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c’est-a-dire non couplés a un électron de
spin opposé. Cela entraine une trés haute réactivité chimique avec les éléments voisins.[1, 2]
Les espéces radicalaires sont électrophiles et vont chercher & arracher un électron a une
molécule voisine afin d’apparier leur électron célibataire. Cet état est donc seulement
transitoire, de 1’ordre de la microseconde [3], car le radical va soit accepter un autre électron,
soit transférer le ou les électrons libres sur une autre molécule (lipide, protéine, acide nucléique)
afin de rapparier son ou ses électrons célibataires et d’obtenir ainsi un état plus stable[4]. Il
s’agit donc d’un intermédiaire de réaction ce qui va entrainer une réaction en chaine qui va
produire de nouveaux radicaux libres. L’organisme en produit en continu, Les radicaux libres
sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses fonctions physiologiques lors de
la croissance ou de la défense de 1’organisme. En effet, ils participent au fonctionnement de
certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les
agents pathogenes, a I’apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, au fonctionnement
de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, & la fécondation de l'ovule, a la

régulation des génes|[5].

1.1.2 descriptions chimique

En chimie, rappelons que les molécules sont constituées d’atomes liés entre eux par des
liaisons covalentes (liaisons chimiques) dans lesquelles chacun des atomes met en commun un
électron d'une de ses couches externes afin de former un doublet d'électrons liant les deux
atomes. La plupart des molécules contiennent un nombre pair d’¢lectrons, alors qu’un radical
(souvent appelé radical libre) est une espéce chimique (atome ou groupe d’atomes) possédant
un ou plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe. Il se note par un point (Re). La
plupart du temps, la présence d'un électron célibataire confére a ces molécules, une grande
instabilité, ceci signifie qu'ils ont la possibilité de réagir avec de nombreux composés (atomes
ou molécules) dans des processus le plus souvent non specifiques, et que leur durée de vie en
solution est trés courte. la stabilité de ces entités chimiques décroit généralement lorsque le

nombre d'électrons célibataires augmente [6].
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Figure 1.1: La mitochondrie, principale source des ERO radicalaires.

1.1.3 Les effets sur la santé.

Les cellules des étres aérobies, en état d'oxydo-réduction normal, ont une concentration
basale en radicaux libres de I'oxygene. Le controle rigoureux de la formation et de I'élimination
de ces dernieres préserve les cellules des effets nuisibles des radicaux libres. Quand ce précaire
équilibre est rompu, en faveur des radicaux libres, il survient un stress oxydatif. On appelle
stress oxydatif, une augmentation de radicaux libres de I'oxygéne qui provoque des dommages
cellulaires irréversibles, tels que la peroxydation des lipides ainsi que la dénaturation oxydative
des acides aminés et des bases azotées entrainant, une perte de fonction et d'intégrité, voire la
mort cellulaire, ces attaques radicalaires de I'ADN peuvent étre sources de mutations

carcinogenes [19].

Les désordres biochimiques causés par le stress oxydant impliquent celui-ci dans de tres
nombreuses maladies, soit comme un des facteurs déclenchant, soit comme une des causes de

Complications dans leur évolution. Un exemple caractéristique de cette situation est le SIDA.
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Avec 1’age, on observe une modification de 1’équilibre pro-oxydant/antioxydant et de ce fait
une augmentation du stress oxydant. Le stress oxydant est la principale cause initiale de
nombreuses maladies souvent liées au vieillissement : cancer, cataracte, sclérose latérale
amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedéme pulmonaire. Le stress oxydant
est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies plurifactorielles telles le diabete,

la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes, les maladies cardio-vasculaires etc.(tableau 1).[7]

Tableau I. 1 : Exemples des maladies qui peuvent étre reliées au stress oxydatif

« Curhose

+ Colites ulcérantes

« Diabete sucré

« Emphyseme

« Fibrose kystique

+ Fibroses pulmonaires

+ Heémochromatose idiopathique

« Arthrite thumatoide Infection au VIH

o Asthme Maladie d'Alzheimer
« Athérosclérose Maladie de Crohn

« Cancers Maladie de Parkinson

Sclérose laterale amyotrophique
Mongolisme

Syndrome de détresse respiratoire
chez l'adulte

Poumon-choc

Veines variqueuses (varices)
Syndrome de Down

I. 2.les antioxydants
1.2.1 Généralités

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme en permettant de maintenir, au
niveau de la cellule, des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc

de fagon constante a cette production permanente de radicaux libres. [8].

Electron seul

Antioxydant

Sre

——
Radical libre

Figure 1.2 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant [9].
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1.2.2 sources des antioxydants

Les antioxydants viennent des sources multiples, ils peuvent étre d’origine naturelle
comme les produits d’alimentation, notamment, végétales comme la vitamine C, la vitamine E
les minéraux et les composés du métabolisme secondaire comme les composés phénoliques.
Ou d’origine synthétique comme certaines formes médicamenteuses ou sous forme des
conservateurs alimentaire et diététique. Il peuvent étre également d’origine endogéne, comme
certains enzymes comme la catalase, peroxydase, superoxyde dismutase et glutathion
peroxydase ou exogene, viennent de 1’extérieur de 1’organisme , comme une large gamme des
produits diététique [10, 11, 12, 13]

| .2.3 Intéréts industriels et médicales

Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité et nos alliés
pour lutter contre les maladies modernes. Ce sont des éléments protecteurs en neutralisant le
stress oxydatif. Ce qui permet de prévenir certains types de dommages au niveau de la structure
des cellules et des organes et par conséquent des maladies telles que les maladies
cardiovasculaires, les cancers, etc. ces antioxydants sont utilisés sous formes des excipients, et
additifs pharmaceutique dans les différentes formes galéniques. En plus, ils sont également
utilisés dans I’industrie agro-alimentaire et en parfumerie en tant que conservateurs de qualité
[15].

1.2.4 classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation
cellulaire et leur origine. On distingue deux grandes classes, antioxydants de synthése et

antioxydant naturelles qui sont partagés en antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
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Figure 1.3 : Classification des antioxydants [14].
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1.2.5 Méthodes d’évaluation :

La diversité moléculaire des antioxydants avec les différentes modalités de réactions,
nous oriente a utiliser plusieurs méthodes pour évaluer I’activité antioxydante des extraits
naturels [16]. Nous discutons dans cette partie les méthodes qui sont réalisés dans la partie

pratique.

1.2.5.1 Méthode de piégeage du radical DPPH

Méthode décrite par Blois en 1958, elle permet d’évaluer la capacité des extraits a
neutraliser un radical monomere stable DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle, C1gH12N5s0s,
MM=394,32 g/mol?), a température ordinaire. La stabilit¢ est di a La délocalisation
électronique qui provoque aussi la couleur violette bien caractéristique de la solution de DPPH.
La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration

violette, mesurable par spectrophotométrie a 517 nm [17] .

NO, NO,
N NO, c j Oo,N NO,
| " ™
:: N :‘: : . N- :
DPPH - DPPH-H

Figure 1. 4 : schéma réactionnel de piégeage du radical DPPH

1.2.5.2 Méthode de piégeage du radical ABTS

Méthode développée par Miller en 1993. Elle permet I’évaluation de la capacité des
extraits a neutraliser le radical ABTS [acide 2,29-azidobis- (acide 3 éthylbenzothiazolin-6-
sulfonique)] produit par voie chimique. La diminution de 1’absorbance est suivie par

spectrophotométrie dans une gamme caractéristique de 600-750 nm [18].
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Figure 1. 5 : schéma réactionnel de piégeage du radical ABTS

1.2.5.3 la méthode de de réduction du complexe Cuivre-neocuproine (CUPRAC)

C’est Méthode qui permet de mesurer 1’absorbance du complexe cu*?-nepcuproine (2)
aprés un contact avec 1’extrait naturel. La réduction du complexe par les antioxydants induit un
changement de la coloration vers le jaune, et réaction peut étre évalué par spectrophotométrie
a 450 nm. [20]

-] 2+ _
O Produit
AOX
N AOX oxydé O
HzC / CHg N
H3C / CH3

N\Cu
HsC N/ CHs / NN>C

T—

CHg3

 Cso - Z@b\oj

Réactif CUPRAC
couleur Bleu Produit jaune-orangé

Fig. 1 6 : Réduction du complexe chromogeéne de Cu*2-Nc;

1.2.5.4 Le pouvoir réducteur des ions de Fer

C’est une méthode basée sur la réduction des ions fer ferrique (Fe*®) de ferricyanure
de potassium (KsFe(CN)s) en ions fer ferreux (Fe*?) par des composés antioxydants en
formant ainsi le ferrocyanure de potassium (Ka[Fe(CN)g]). La réaction est caracterisée par un

virage de couleur vers le Blue/vert et suivi par spectrophotométrie a 700 nm.[19]

+H*
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Fig. I 7 : Réduction du fer ferrique en fer ferreux

1.2.5.5 L activité de réduction du complexe Fe*2-Phenanthroline

Cette technique est basée sur la formation du complexe Fe*2-phénantroline rouge-orangé

suite a une réaction d’oxydoréduction. Ce complexe est soluble a pH basique et peut étre mesuré

a une absorbance de 510 nm [21].

Fe2+

1,10 o-phenanthroline

Fig. 1 8 : Formation du complexe Fe*2-phénantroline.
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I1.1. Géneralités

Les plantes produisent, en plus des métabolites primaires, un grand nombre de composés qui
ne sont pas issus directement lors de la photosynthése, mais résultent des réactions chimiques
ultérieures. Ces composés sont appelés métabolites secondaires [16]. Les métabolites secondaires
sont des molécules organiques complexes synthetisées et accumulées en petites quantités par les
plantes autotrophes [17]. lls présentent des intéréts importants, en particulier, pour l'industrie
pharmaceutique et cosmétique grace a leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires et anti-carcinogenes ou mutagenes [18, 19]

11.2. Classification

Les métabolites secondaires sont classés en 3 classes majeures: les polyphénols, les terpénes
et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité [20]. Nous détaillons
dans cette partie seulement les composés phénoliques.

11.2.1. Les composés phénoliques

11.2.1.1. Généralités

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires trés largement
répandues dans le regne végeétal. Ces composés sont présents dans toutes les parties des plantes mais
avec une répartition quantitative qui varient entre les différents tissus. [21]. Ainsi, ils constituent une
vaste famille de métabolites secondaires comprenant plusieurs groupes, contenant chacun quelques
dizaines a plusieurs milliers de molécules différentes. Ces derniers sont des substances
naturellement présentes dans les fruits, les Iégumes, les graines, les fleurs et aussi les herbes, dans
les boissons (thé, café, jus de fruits), les céréales et les graines oléagineuses ou ils contribuent a la

couleur et aux propriétés sensorielles telles que I'amertume [22].
11.2.1.2. Propriétés biologiques

Les polyphénols prennent une importance croissante grace a leurs propriétés et leurs effets
bénéfiques sur la santé des étres vivants végeétales ou les étres humains. Ils ont un rdle dans le
contrle de la croissance et le développement des plantes en interagissant avec les diverses
hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent le réle permettant de lutter contre les
infections causées par les champignons ou par les bactéries. D’autres sont des inhibiteurs d’enzymes
et interviennent dans la protection de 1’homme vis-a-vis de certaines maladies. En plus, Ils
constituent une importante famille d’antioxydants naturels, anti-thrombotiques, analgésiques,

antibactériennes, antivirales, anticancéreuses, anti-allergénes et vasodilatatrices. Ils montrent des
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intéréts dans 1’industrie agro-alimentaire et en cosmétologie comme additifs, colorants, arébmes ou

agents de conservation [23, 24].

11.2.1.3. Description chimique et classification

L’élément structural caractéristique de cette catégorie est la présence d’au moins d’un noyau
benzoique au quel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une
autre fonction : éther, ester, hétéroside [24]. Une classification de ces substances a été proposée par
Harborne en 1980, qui permet de classer les différentes classes des polyphénols selon d’une part, le

nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base [25].

O
O,
OH
Phenylalanine OH
lyase N
NH;
Phenylalanine
Cinammic acid
. C
Stilbene
Ligean 1 3 Malonyl
CoA Stilbene
synthase
Cy | -— 3
Lignin 1 / Phenyl propasoid _ 3 Malonyl
CoA
Chalcone
synthase
Cs C
Chalcone
Suberin, Cutin n
+ Fatty acids l
+ Fatty alcohols
+ Hydroxyfatty acids C
+ Dicarboxylic acids z
Flavanoid
/ - Flavone
C - Flavonol
¥ ) - Flavonone
Tanein - Flavononol
i - Flavanol
- Anthocyanidin

Fig. 11 1 : biosynthese de quelques types moléculaire de polyphénols
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Tab. 1. 1:Lesprincipalesclassesdecomposants phénoliques [25].

Squelette Carboné Classe
Cs Phénols simples
Ce-C1 Acides hydroxybenzoiques
Ce-Cs Acides hydroxycinnamiques, coumarines
Cs-C4 Naphtoquinones
Ce-C2-Cs Stilbénes
Cs-Cs3-Ces Flavonoides
(C6-Ca3)2 Lignanes
(Ce-C3)n Lignines
(Ce-C3-Cé)n Tanins

Nous détaillons dans la partie suivante, les flavonoides, la classe la plus importante dans les

activités biologiques des composés phénoliques.
11.2.1.4. Flavonoides
11.2.1.4.1. Généralité

Le terme flavonoide, de flavus « jaune »> en latin, désigne une tres large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols [25]. C’est le groupe le plus représentatif des
composés phénoliques. Elles ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres
[26]. lls constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents
organes végétaux [27]. Actuellement, environ de 4000 composes flavoniques sont connus et ont
tous le méme squelette de base a 15 atomes de carbones, constitué de deux cycles aromatiques (A)
et (B) qui sont relies entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) [28].
Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systéme C6-C3-C6 [29]. Fn
formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygenes,

méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule [30, 31].
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11.2.1.4.2. Classification
Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes : flavones, flavanols, flavonols, isoflavones,

flavanones et anthocyanes [32].
Tab. I1. 2: Principales classes des flavonoides avec quelques exemples [33].

Classes Structureschimiques R3'| R4’ R5'| Exemples
H OH H Apigénine
Flavones OH | OH | H | Lutéoline
OH |OCH3| H Diosmétine
- H | OH H | Kaempférol
O - —
Flavonols ©‘l © - OH | OH H Quercétine
Jd, © ¢ OH| OH | OH | Myrecétine

R3’

RS’

Flavanols 2 ©‘° @ OH OH | H Catéchine

H |OH H Naringénine

Flavanones .
i OH OH | H Eriodictyol

H |OH H Pelargonidine

OH |OH H Cyanidine

Anthocyanidines

OH |OH OH | Delphénidine

RS | R7Y R4'

Isoflavones

OH |OH OH Genisteine

H O-Glu| OH Daidezine

11.2.1.4.3. Propriétés biologiques

Les flavonoides présentent de nombreuses activités biologiques, Elles protégent la plante
contre l'attaque des champignons et des insectes. Elles montrent des propriétés dans le contréle de
la croissance et du developpement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les

diverses hormones végétales de croissance [33]. En pharmacologie, elles peuvent étre des
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antioxydantes, anti-inflammatoires, antivirales, antiallergiques, anti-hypertensives,
hypocholestérolémiantes, anticancéreuse, inhibitrices d’enzymes et préventives des maladies
cardiovasculaires [34, 28].

11.3. La famille des Rhamnaceae

11.3.1. Généralités

La famille des Rhamnaceae est formée d’environ 900 espéces, réparties en 45 genres plus
ou moins cosmopolites mais trés diversifiés dans les régions tropicales. L’aire de distribution de
cette famille s’étend des régions tempérées aux régions tropicales, y compris pour quelques especes
aux régions arides [1, 2]. Les principaux genres sont Rhamnus, avec 150 especes, Phylica, avec 150
espéces africaines, Zizyphus avec 90 especes presque exclusives des régions tropicales et chaudes,
Gouania avec 60 espéces des régions tropicales et chaudes, Pomaderris, avec 55 espéces dont 50
sont endémiques d’Australie, Ceanothus, avec 50 espéces d’ Amérique du Nord, Colubrina, avec 31
espéces des régions tropicales et chaudes d’Amérique. Selon la classification APG IlI, les
Rhamnaceae sont des Eudicotylédones (Dicotylédones vraies) appartenant aux Eudicotylédones
supérieures. La famille est divisée en trois sousfamilles3 : les Ziziphoides, les Rhamnoides et les

Ampeloziziphoides [3,4].

11.3.2. Description chimique

Les métabolites secondaires identifiés chez les Rhamnaceae sont les saponosides, les
alcaloides, les tannins, les dérivés de 1’acide benzoique et les acides organiques [7]. Plusieurs
espéces élaborent des hétérosides hydroxyanthracéniques comme la bourdaine (Frangula alnus), le
cascara (Frangula purshianus) et le nerprun (Rhamnus cathartica). Les Rhamnaceae contiennent
également des flavonoides (Ziziphus zizyphus) et certaines espéces appartenant aux genres

Ceanothus, Rhamnus, Ziziphus..., élaborent des peptides macrocycliques [1].
11.3.2. Propriétés médicales

Plusieurs especes de la famille des Rhamnaceae ont un usage alimentaire et/ou médicinal ou
ornemental. L'écorce, les feuilles et les fruits de plusieurs especes du genre Rhamnus sont utilisés
comme laxatifs et purgatifs notamment les écorces de bourdaine (Frangula alnus) et de cascara
(Frangula purshiana)5. Le charbon de bois de bourdaine a longtemps été recherché pour préparer
la poudre destinée a la fabrication des cartouches. Le fruit de nerprun (Rhamnus

cathartica) est diurétique et laxatif [1].




Chapitre 03
Matériels et méthodes



Chapitre 03 Matériels et méthodes

1. Collection du matériel végétal
La plante a été collectée dans la période d’avril 2021 de la région Oum el Bouaghi, le
nord-est de 1’Algérie. Elle a été identifié par Dr. KADI Imededdine, maitre de recherche a
I’'unité de recherche sur les plantes médicinales, centre de recherche en biotechnologie,

Constantine.

2. Séchage et broyage
Apreés la collection, la totalité de la partie aérienne (feuilles, fruits et fleurs) a été séchée
dans un endroit sec 1’abri de la lumiére et la chaleur pendant deux semaines. Ensuite, la partie
aerienne a été broyée a 1’aide d’un mixeur afin d’obtenir des particules fines. Un spécimen

d'herbier a été archivé a I'Herbarium du centre de recherche en biotechnologie.

3. Extraction et séparation

Pour I’extraction des principes actifs, deux types d’extraits ont été¢ préparés,
méthanolique et aqueux, pour les feuilles, les fruits et les graines. Une masse de 10 g de la
matiere séche de chaque partie de la plante étudiée a été macérée dans le méthanol (100%) et
I’eau distillé (100%) pendant 48 heures avec une répétition de trois fois en renouvellent le
solvant. L’extrait obtenu a été filtré a I’aide du papier filtre (n°4) et séché par un Rotavapor
(35°C / 130 mbar) pour I’extrait méthanolique et (35°C / 0 mbar) pour I’extrait aqueux.
Schéma lll. 1.

4. Dosage des composes phénoliques

La teneur des polyphénols totaux a été estimée en utilisant la technique classique de
Folin-Ciocalteu (FCR) en utilisant une microplaque de 96 puits [35]. Un volume de 20 ul
d’extrait (1 mg /1 ml de méthanol) a été ajouté a 100 pl de FCR dilué (1:10). Ensuite un volume
de 75 pl de carbonate de sodium (7,5%) a été additionné. Le mélange est laissé a 1’obscurité
pendant 2 heures a température ambiante. L’absorbance a été déterminee a 765 nm. Un blanc a
été préparé de la méme maniére en remplagant ’extrait par le solvant utilisé (Méthanol).
Parallélement, Une courbe d’étalonnage de I’acide gallique a été préparée. Les résultats sont

exprimés en pg équivalent de I’acide gallique par mg d’échantillon.
5. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été fait selon la méthode décrite par Topgu et al., (2007)
[36]. Dans une microplaque a 96 puits. Un volume de 50 pl de I’échantillon a été mélangé avec

130 ul de méthanol, 10 pl d’acétate de potassium et 10 pl de nitrate d’aluminium. Le mélange
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a été ensuite maintenu a la température ambiante pendant 40 min puis une lecture d’absorbance

a été réalisée a 415 nm.

Une courbe d’étalonnage de Quercétine a été préparée en parallele. Les résultats sont

exprimés en pg équivalent de Quercétine par mg d’extrait.

[ La plante étudiée ]

(la partie aérienne)

v
[ Extraction ]

[ Méthanolique ] [ Aqgueuse ]
Feuilles Feuilles
Fruits Fruits
Graines Graines

Fig. I11. 1. schéma général de I’extraction et le fractionnement des extraits étudié

6. Activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits étudiés a été déterminé par cinq méthodes différentes.

6.1. Piegeage du radical DPPH

L'activité antiradicalaire au DPPH est déterminée selon la méthode décrite par Blois
(1958) [37]. Brievement, sur une microplaque a 96 puits, une solution de 160 ul du DPPHe
(A=0.7) a été mélangé avec 40 ul de différentes concentrations de I’extrait. Le mélange a été
maintenu a une température ambiante et a ’abri de la lumiere pendant 30 min. L’absorbance a

été mesurée a 517 nm. Le BHA, le BHT et I’a-tocopheérol ont été utilisés comme standards.
Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule suivante:

L A (control) — A(extrait)
% inhibition = A (control) x 100

Fig 111.2. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon
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6.2. Piegeage du radical ABTS

L’activité du piégeage du radical ABTS a été déterminée par la méthode de Re et al.,
(1999) [38]. Sur une microplaque a 96 puits, un volume de 160 pl d’ABTS «+ (A=0.7) a été
ajouté a 40 pl de différentes concentrations de I’extrait. Le mélange a été maintenu a
température ambiante pendant 10 min. I'absorbance a été mesurée a 734 nm. Le BHA et le BHT

ont été utilisés comme standards.
Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon la formule suivante:

A (control) — A(extrait)
A(control)

e - ol — (=

Fig. 111.3. Mode de remplissage de la plague pour chaque échantillon

% inhibition =

6.3.Activité de réduction du complexe Cu*2-Neocuproine (CUPRAC)

L’activit¢ CUPRAC a été déterminée selon la méthode décrite par d’ Apak et al., (2004)
[39]. Dans une microplaque, un mélange réactionnel contenant 60 ul d’acétate d’ammonium,
50 pl de chlorure de cuivre, 50 pl de néocuproine et 40 pul d’extrait en différentes concentrations
a été construit. Apres une heure d’incubation, I’absorbance a été mesurée a 450 nm. Le BHA et

le BHT sont utilisés comme standards. Les résultats ont été calculés a titre de Ao;s (ug/ml)

+
L

« Gou
Fig. I11. 4. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon

Incubation
(1 heure)
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6.4.Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits a été déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986)
[40]. 10 pl de I’extrait a été additionné a 40 pl d’une solution tampon phosphate (pH 6,6) et a
50 pl d’une solution de ferrycianide de potassium (1%). L’ensemble a été incubé a I’étuve a
50°C pendant 20 min. Ensuite, 50 ul d’acide tri-chloroacétique (10%) a été ajouté pour stopper
la réaction. Enfin, un volume de 40 pl d’eau distillée et 10 pl d’une solution de chlorure de fer
anhydre (0,1%)ont été ont ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant 1’extrait par le méthanol. L’acide ascorbique et 1’a-

tocophérol ont été utilisés comme standards. Les résultats ont été calculés a titre de Aoso.

v

/ -

Fig. I11. 5. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon

Incubation
(50°C/20min)

6.5.Activité de réduction par formation du complexe Fe*2-Phenanthroline

L’activité de phénantroline a été déterminée par la méthode decrite par Szydtowska-
Czerniak et al., (2008) [41]. 10 pl de I’extrait a été mélangé avec 50 pl de chlorure de fer
anhydre (0,2%), 30 pl de phénantroline (0,5%) et 110 pl de méthanol. Le mélange obtenu a été
incubé dans 1’étuve a 30°C pendant 20 min et I’absorbance a été mesurée a 510 nm. Le BHA

et le BHT ont été utilisés comme standards. Les résultats ont été calculés a titre de Aoso (ng/ml)

+
L

- Guow IR
Fig. I11. 6. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon

Incubation
(30°C/20min)
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7. Activité inhibitrice des enzymes

7.1.Activité antidiabétique via I’inhibition de I’a-amylase

L'activité inhibitrice de I'alpha -amylase a été déterminée selon la méthode decrite par
Zengin et al., (2014) [42]. 25 ul d’extrait a été mélange avec 50 ul d’une solution d’a-amylase
(1V), puis incubé pendant 10 min a 37°C. Ensuite, 50 ul d’amidon (0,1%) a été additionné. Le
mélange est incubé une autre fois pendant 10 minutes a 37°C. Apres incubation, 25 ul d’acide

hypochlorique (1M) et 100 ul d’iodure de potassium iode ont été ajoutés. La lecture de

I’absorbance a été fait 4 630 nm. L’acarbose a été utilisé comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de I’a-amylase a été calculé par la formule suivante :

% inhibition = 1 —

(Ac — Ae) — (As — Ab)

(Ac — Ae)

Ac : Absorbance [Amidon+IKI+HCI+MeOH+Tampon]
Ae : Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ MeOH]
As : Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]
Ab : Absorbance [Extrait+IKI+ tampon]

Tableau I11. 1. I’organisation de microplaque dans le test de a-amylase

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AN
B ) = @ o 8
c < = < £ = 5
S e S ) = =
D = s = s £ IS
E s o s o 2 o
= 2 k= 2 3 - =
L oM Ll m m
G
—h e A

Tableau I11. 2. mode de remplissage de microplaque dans le test de a-amylase

Extraits Blanc d’extrait Ae Ac
25l extrait 25l extrait 25ul MeOH 25l MeOH
50ul Enzyme 50ul tampon 50ul Enzyme 50ul Tampon
Incubation a 37°C — 10 min
50ul Amidon 50ul tampon 50ul amidon 50ul amidon
Incubation a 37°C — 10 min
25ul HCL 25ul tampon 25ul HCL 25ul HCL
100 IKI 100 IKI 100 IKI 1001
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7.2.Activité anti-Alzheimer via I’inhibition de I’acétylcholinestérase

L'activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase (AChE) a été déterminé par la méthode
développée par Ellman et al., (1961) [43]. Briévement, 150 pul de tampon phosphate de sodium
a (pH 8) (100 mM) a été ajouté a 10 pl d'extrait et a 20 pl d’enzyme AChE (6,85 x10-3 U). Le
mélange a été incubé pendant 15 minutes a 25°C, puis 10 ul de DTNB (acide 5,5 -dithio-bis (2-
nitrobenzoique)) (0,5 mM) ont été ajoutés. Ensuite, la réaction a été initiée par 1’addition de
10 ul acetylthiocholine iodide (0.71 mM). L’absorbance a été mesurée a 412 nm. La

galantamine a été utilisé comme standard.

v

Incubation
(25°C/15min)

v

Fig. I11. 7. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon

8. Activité protectrice vis-a-vis les rayonnements solaires

L’activité protectrice vis-a-vis la lumiére solaire a été évaluéee selon la méthode décrite
par Mansur et al. (1986) [44]. L’absorbance de 200ul de chaque échantillon (2mg/ml) a été
mesurée dans I’intervalle de 290 a 320 chaque 5 nm (UV-B), et la valeur du SPF est calculé par

I'application de I’équation mathématique de Mansur.

SPF spectrophotometrique= CF x Y335 EE(A)xI(A)xAbs(})

e EE: spectre d’effet thermique

| : spectre d’intensité solaire
Abs: absorbance de I’echantillon
CF: facteur de correction (= 10)




Chapitre 03 Matériels et méthodes

Tableau I11. 3. Fonction normale de produit utilisée dans le calcul de la SPF

Longueur d’onde A (nm) EE (AM)x I(A) (Normes)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180
Total 1

9. Etude statistique
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD avec trois répétition
pour chaque essai. Les valeurs de 1Cso et de Ao;s sont calculées par la méthode de régression
lineaire. Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par
ANOVA a un seul facteur contr6lé suivi par un test post-hoc de tuckey a I’aide du logiciel
Graphpad Prism 7.0. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de
0,05.
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1. Rendements d’extraction

Les rendements d’extraction des extraits methanoliques et aqueux, sont organisés dans le
tableau 1V.1.

Tableau IV. 1 Rendement d’extraction des parties étudiés

Extraits methanoliques Extraits aqueux
Feuilles 23.18% 21.08%
Fruits 19.44% 22.81%
Graines 15.57% 17.39%
S
g _—
= 500
s
£ 400
S
< 300
=
200 —
|
< 100 =
- ]
2 0
| feuilles  fruits  graines | feuilles  fruits  graines |
Extraits méthanoliques Extraits aqueux

Fig. IV. 1. Rendement d’extraction des parties étudiées

2. Dosage des phénols totaux et flavonoides

Tableau IV. 2. teneur en Phénols totaux et flavonoides

Extraits Hg EAG/mI/mg extrait pHg EQ/mI mg extrait
. Feuilles 402.23+£18.00 135.17+09.11
Q Fruits 092.82+00.00 027.19+06.73
= graines 537.58+20.00 174.42+06.08
x Feuilles 156.33+05.49 041.05+£03.92
%’_ Fruits 080.41+00.21 026.18+01.57
< graines 550.07+23.07 090.11+10.08
= E
E S p— _a—
E L:D 600
o0 ; 500
X % 400
£ % 300
22 200 - - -
o g _a— Z
v 2 100 l Phénols totaux
= E‘ 0 =’ -’ Flavonoides totaux
= | Feuilles Fruits Graines | | Feuilles Fruits Graines |
Extraits méthanoliques Extraits aqueux

Fig. IV. 2. Teneur en Phénols et flavonoides totaux des parties étudiees
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Les résultats obtenus ont montré des rendements d’extraction importants notamment
pour I’extrait methanolique des feuilles et I’aqueux des fruits, qui dépassent 20% du poids de

la matiére seche, ce qui refléte la richesse moléculaire des trois parties étudiées.

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y=0.0034x+0.1044, R2=0.9972) nous a
permis de déterminer la teneur en composés phénoliques pour chaque extrait étudié. Les
résultats sont exprimeés en microgrammes équivalent en acide gallique par milligramme
d’extrait et par millilitre (Tab. V. 2). Les valeurs obtenues ont montré une richesse en phénols
taotaux notamment pour les extraits méthanoliques et aqueux des graines et 1’extrait
méthanolique des feuilles, tandis que les extraits des fruits, que ce soit méthanoliques ou

aqueux, ont donneés des valeurs faibles.

La courbe d’étalonnage de Quercétine (y= 0.0048x, R2=0.997) nous a permis de
déterminer la teneur en flavonoides totaux pour chaque extrait étudié. Les résultats sont
exprimeés en microgrammes équivalent en Quercétine par milligramme d’extrait et par millilitre
(Tab. IV. 2). Les valeurs obtenues ont montré que 1’extrait methanolique des feuilles et graines
ont présenté des valeurs intéressantes avec 1’extrait aqueux des graines, tandis que les autres

extraits ont présenté des quantités modérées a faibles.

Plusieurs études ont montré que les composés phénoliques notamment les flavonoides
sont responsables aux activités biologiques des extraits naturels [45, 46], ce que ’on va
confirmer durant la partie qui traite les activités biologiques, antioxydantes et enzymatiques.
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3. Activité antioxydante

3.1.Activité de piégeage du radical libre DPPH

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH sont organisés dans le tableau V. 3.
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3.2.Activité de piégeage du radical libre ABTS

Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS sont organisés dans le tableau IV. 4.
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Tableau IV. 5. tableau récapitulatif des valeurs 1C sg
Extrait DPPH ABTS
Feuilles 92.86+2.3 24.03+0.5
T
(@) Fruits 429.6+9.0 181.8+2.2
D
= Graines 1021.8+18 678.246.1
< Feuilles 55.83+1.0 27.09+0.1
o Fruits 322.044.7 150.6+4.7
<c1:r Graines 922.1+10 151.1+4.0
P BHA 006.14+0 1.81+0.10
‘,: BHT 012.99+0 1.29+0.30
& a-tocopherol 01315,17 /
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[e=]
n A
= 400
200 II
0 &L n—— _-’_ T
F Fr G G, (BHA BHT  Vit-E,
Extraits méthanoliques Extraits aqueux Les standards
Fig. IV. 3. Piégeage du radical DPPH par les extraits étudiés
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Fig. IV. 4. Piégeage du radical ABTS par les extraits étudiés
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Plusieurs études ont montré I’intervention du stress oxydatif dans I’apparition des
maladies comme le diabéte, le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies
neurologiques. Les chercheurs ont orienté les vues vers la recherche des molécules
antioxydantes de premier degré afin de lutter contre le stress oxydatif, et par conséquent
prévenir I’apparition de ce genre de maladies, et d’un autre coté pour remplacer les antioxydants
de synthése chimiques, utilisés en agroalimentaire et en cosmétique, qui presentent ans la

majorité des cas des effets néfastes et indésirables sur la matiére vivante.

Pour I’évaluation in vitro, les tests depiégeage des radicaux comme le DPPH et ’ABTS
sont largement utilisé pour evaluer ’activité antioxydante des extraits naturels. Les résultats
sont exprimés en terme d’IC50 (ug/ml) (Tab. IV. 5). Les valeurs obtenues ont montré que les
extraits méthanoliques des feuilles ont présenté des activités intéressantes en comparaison avec
les autres extraits. Cette activité est apparue plus particulierement dans le piégeage du radical
ABTS que le DPPH. Les extraits aqueux et méthanoliques des fruits et les graines ont donné
des valeurs d’ICsp faibles a modérées. Les standards utilisés BHA, BHT et a-tocophérol ont

gardé le meilleur effet.

Ce pouvoir anti radicalaire est attribué aux teneurs élevées, des extraits étudiés, en
composés phénoliques, et en flavonoides. Le radical ABTS est plus apte a étre neutraliser que
le DPPH. Ca peut étre dd a la stéréochimie de la molécule qui est plane, alors que la molécule
de DPPH est complexe ce qui géne les protons d’hydrogenes a la neutraliser. D’un autre cote,
I’activité inhibitrice du radical DPPH n’est pas dépendante du contenu total en polyphénols
mais aux polyphénols qui ont des structures chimiques spécifiques [47]. La haute sélectivité de
certains types de polyphénols au DPPH est un facteur déterminant, car il ne réagit qu’avec les
flavonoides contenants des groupes hydroxyles dans le cycle B [48], ainsi que les acides
aromatiques comportant plus d’un groupe hydroxyle [49].

Des travaux antérieurs ont montré 1’activité anti radicalaire des extraits de plantes da la
méme famille de la plante étudiée particulierement ceux de Cheurfa et al. (2020) [53], et Bekkar
et al. (2021) [54].




Résultats et discussion

Chapitre 04

3.3.Activité de réduction du complexe cuivre-Neocuproine (CUPRAC)

Les valeurs d’absorbance dans la méthode CUPRAC sont organisées dans le tableau V. 6.
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3.5.Activité de réduction du complexe Fe*?>-Phenanthroline

Les valeurs d’absorbance dans la méthode de phenanthroline sont organisées dans le Tab. IV. 8.
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Tableau IV. 9. tableau récapitulatif des valeurs Aos

Extrait CUPRAC FRAP Phenanthroline
Feuilles 28.85+2.3 50.60+2.5 16.95+1.1
(I) Fruits 288.4+1.0 83.16+3.2 180.2+9.6
= Graines 222.8+1.1 334.740.4 150.5+3.3
< Feuilles 91.71+0.0 150.5+1.4 33.25+2.8
§ Fruits 484.3+11 112.3+1.7 167.68.0
3 Graines 259.5+14 327.942.5 203.616.5
BHA 05,35+0,7 / 0,930,07
-cé; BHT 1.29+0.30 / 2,24+0,17
g a-tocopherol / 34.93+2.3 /
@ A.ascorbique / 06.77+1.1 /

A 0.5 (pg/ml)
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Fig. IV. 5. Réduction du complexe Cuivre-Neocuproine par les extraits étudiés
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Fig. IV. 7. Réduction du complexe Fe*?-Phenanthroline par les extraits étudiés

Dans cette partie, le pouvoir antioxydant des extraits a été évalué par les méthodes
CUPRAC, FRAP et Phenanthroline. Les résultats sont exprimés en terme de Ao.s (ug/ml). Les
valeurs obtenues dans la méthode CUPRAC ont montré que les extraits des feuilles ont donné
les meilleurs effets suivis par les extraits des graines et les fruits respectivement. Ces dernieres
ont donné des activités modérées. Les standards ont montré les meilleures activités. Plusieurs
criteres, que possede les polyphénols, determinent la capacité de réduction du complexe cuivre-
néocuproine tels que le nombre et la position de groupes d’hydroxyle et le degré de conjugaison
de la molécule entiéere (double liaison C2-C3), le groupe carbonyle en position 4 (oxo) et la
structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui sont importants pour le

transfert facile d'électrons [50].

Dans la méthode FRAP, les extraits étudiés ont présenté un comportement presque
similaire que celui présenté dans la méthode CUPRAC. L’extrait méthanolique des feuilles et
fruits a donné le meilleur effet alors que les autres extraits, notamment des graines, ont donné
des activités faibles. Les standards ont gardé 1’activité la plus puissante. Dans cette activité, la
présence des réducteurs naturels permet de réduire le fer ferrique (Fe*®) présent dans le
ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe™?). Le Fe?* ainsi formé peut-étre évalué en
mesurant 1’absorbance de la couleur bleue formée [51]. Le pouvoir réducteur des extraits de la

plante étudiée dépend de leur concentration, en composés phénoliques [52].
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Dans I’activité de phénanthroline, Les résultats obtenus ont montré que les extraits des
feuilles, méthanoliques at aqueux, ont donné le meilleur pouvoir réducteur de fer en formant un
complexe Fe*2- phénantroline. Les extraits des fruits et des graines ont été faible dans cette
activité, et leurs valeurs Aos sont loin a &tre comparées avec les molécules standards. Dans cette
méthode, la présence des réducteurs dans les extraits naturels étudiés permet de réduire le Fe*3
en Fe*2 qui forme un complexe stable avec la phénantroline de couleur rouge orangé. Ce
complexe est révélé par spectrophotométrie, en dosant les ions ferreux et donc déterminant le
pouvoir réducteur de I’extrait testé. La différence de I’activité est, eventuellemnt, due a la
capacité réductrice des polyphénols en tant qu'antioxydants puissants. Les travaux de Marmouzi
et al. (2019) ont montré des niveaux intéressants d’activité antioxydante d’une plante de la

méme famille da la plante étudiée [55].
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4. Activité inhibitrice des enzymes

tidiabétique via I’inhibition de I’a-amylase

té an

ivi

4.1 1 act

Les pourcentages d’inhibition de I’a-amylase sont organisées dans le tableau IV. 10.
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4.2 L’act

Les pourcentages d’inhibition de I’AChE sont organisés dans le tableau 1V. 11.
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Dans un organisme vivant, I’ensemble des bio-réactions qui assurent le bon fonctionnement
des phénomenes biologiques sont catalysées par voie enzymatique. Une large gamme des
maladies, légeres et lourdes, apparaissent actuellement grace a des perturbations enzymatiques.
Les praticiens du secteur médicale adoptent des stratégies y inclue La modulation de I’activité
enzymatique pour prévenir et/ou traiter les maladies associées. Dans la présente étude, nous
avons évalué I’activité inhibitrice de nos extraits sur Ache et I’a-amylase qui sont liées aux

deux maladies lourdes, Alzheimer et le diabete respectivement.

Le diabete, un probléme métabolique largement épandu actuellement. Il présente des
impacts socioéconomiques lourds. Il est, a long-terme, associé a des complications graves. Afin
de contréler la glycémie postprandiale des personnes diabétiques, les praticiens de santé ont
adopté plusieurs stratégies pour une bonne gestion de cette maladie dont une est d’inhiber ’une
des enzymes de digestion des carbohydrates comme 1’a-amylase. Dans ce contexte, nous avons
étudié 1’activité inhibitrice de 1I’a-amylase par nos échantillons. Les extraits étudiés de toutes
les parties ont inhibé modérément 1’enzyme et d’une maniére dose dépendante mais leurs I1Cso

ont éte faibles (Tab. V. 10).

L’activité inhibitrice des cholinestérases la stratégie la plus adoptée pour gérer les
symptomes de la maladie d’Alzheimer. Plusieurs produits naturels, notamment des produits
Iégers, ont montré une activité inhibitrice de ces enzymes et par conséquent représentent une
source des nouveaux traitements de cette maladie neurodégénérative. Nos résultats, exprimés
en ICso, (Tab. 1V. 11.) ont montré une inhibition considérable, d’une maniére dose-dépendante,
particulierement les extraits des feuilles et I’extrait aqueux des fruits, avec un effet important a
été enregistré pour I’extrait aqueux des fruits. Les autres extraits étudiés ont inhibé modérément
I’enzyme et leurs ICso ont éte faibles (Tab. IV. 11.). D’autres études, sur des plantes de la méme

famille que la plante étudiée, ont monté des valeurs comparables a nos résultats [55, 56].
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5. L’activité protectrice vis-a-vis la lumiéere solaire

Les facteurs de protection des extraits étudiés vis-a-vis les rayonnements UV de la lumiére

solaire sont organisés dans le tableau IV. 12.

Tableau IV. 12. coefficient de protection solaire des extrais étudiés

Extraits SPF1 SPF2 SPF3  Moyenne +SD Commentaire
Feuilles 30.35 30.85 30.15 30.45+0.36 Haute protection
g Fruits 02.98 02.79 03.13 02.96+0.17 Protection faible
= Graines 28.51 23.47 29,50 27.16+3.24 Protection modérée
< Feuilles 22.50 22.23 22.83 22.52+0.30 Protection modérée
s Fruits 05.57 05.60 05.65 05.61+0.04 Protection faible
< Graines 19.39 19.36 19.20 19.32+0.10 Protection modérée
o Référence 01 / / / 50,11+0,53 Trés Haute protection
®»  Référence 02 / / / 44,22+0,35 Tres Haute protection
60
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Fig. V. 8. Valeurs SPF des extraits étudiés

Le facteur de protection solaire (SPF) est un déterminant essentiel lors de la préparation

pharmaceutique et cosmétique des crémes et produits antisolaire. Nos extraits ont donné des

variétés de résultats qui sont généralement de protection moyenne a modérée en comparaison

avec les valeurs de références. Les extraits des fleurs et des graines ont donné des facteurs SPF

importants tandis que les extraits des fleurs ont donné des valeurs faibles. Pour améliorer cette

activité nous proposons de les mélanger avec d’autres extraits en cherchant 1’effet synergique,

ou de vérifier I’activité d’autres formes de fractions organiques.
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% Conclusion générale

Ce travail s’insere généralement dans le cadre de connaissance et valorisation des produits
naturels vivants d’une plante de la famille des Rhamnaceae. Le travail a été commencé par la
récolte et le séchage de la plante puis I’extraction, le fractionnement des extraits, et enfin par la
réalisation des dosages chimiques et I’activité biologique, antioxydantes et enzymatiques. Le
dosage des phénols et flavonoides totaux a été réalisé par les méthodes classiques de folin-
ciocalteau et AICIl3 respectivement. L’activité antioxydante a été fait par cing méthode
differentes, les méthodes de piégeage des radicaux DPPH et ABTS, les méthodes CUPRAC,
FRAP et Phénanthroline. L’activité inhibitrice des enzymes a été testé sur deux enzymes,
I’acétylcholinestérase et 1’a-amylase. Les résultats obtenus ont montré des rendements
d’extraction importants notamment pour I’extrait methanolique des feuilles et I’aqueux des
fruits. Dans les dosages biochimiques, les valeurs obtenues ont montré une richesse en phénols
totaux notamment pour les extraits méthanoliques et aqueux des graines et 1’extrait
méthanolique des feuilles. Pour les flavonoides, I’extrait methanolique des feuilles et graines
ont présenté des valeurs intéressantes avec I’extrait aqueux des graines. A propos de ’activité
antioxydante, les extraits méthanoliques des feuilles ont présenté des activités intéressantes en
comparaison avec les autres extraits, plus particulierement, dans le piégeage du radical ABTS
que le DPPH. Dans la méthode CUPRAC, les extraits des feuilles ont donné les meilleurs effets
suivis par les extraits des graines et les fruits respectivement. Egalement, Les extraits étudiés
ont présenté un comportement presque similaire dans la méthode FRAP, que celui présenté
dans la méthode CUPRAC, I’extrait méthanolique des feuilles et fruits a donné le meilleur effet
alors que les autres extraits, notamment des graines, ont donné des activités faibles. Dans
I’activité de phénanthroline, Les résultats obtenus ont montré que les extraits des feuilles,
méthanoliques at aqueux, ont donné le meilleur pouvoir réducteur de fer. D’un autre coté,
L’étude de I’activité inhibitrice de I’a-amylase par nos échantillons de toutes les parties a révele
une inhibition modérée de 1’enzyme et d’une maniére dose dépendante, mais leurs ICso ont été
faibles. Parallelement, une inhibition considérable de I’AChE a été détectée et d’une maniére
dose-dépendante, particulierement pour les extraits des feuilles et 1’extrait aqueux des fruits,
avec un effet important a été enregistré pour 1’extrait aqueux des fruits. Finalement, dans
I’activité protectrice vis-a-vis la lumiere solaire, nos extraits ont donné des résultats qui sont

généralement de protection moyenne a modérée en comparaison avec les valeurs de références.




Conclusion générale et perspectives

% Perspectives

- Elargir la liste des plantes étudiée vers d’autres familles et especes endémiques.

- Adopter des autres systemes solvants d’extraction avec le fractionnement d’extraits afin
de jouer sur le contenu moléculaire et par conséquent ’activité biologique

- Analyser les extraits étudiés par HPLC-MS pour détailler la composition moléculaire
des extraits

- Généraliser les activités réalisee vers les systemes in vivo et in silico.

- Pratiquer la combinaison des extraits avec autres types moléculaires pour chercher une

éventuelle synergie dans 1’activité biologique
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Annexes

Annexe 01 : lecteur des microplaques a 96 puits

Gt 3 Corve Mg N camiaton. = Curvn Vg N cutivn. wiare Sutn woron X -




Annexes

Annexe 02 : organisation de la microplaque

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour
chaque dose chaque dose chaque dose chaque dose
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1/2
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1732 |

Série de 7 dilutions pour chaque extrait
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ANnexes

Annexe 03 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexe 04 : courbe d’étalonnage de Quercétine
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