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D epuis I’aube de I’humanité, I’homme s’est intéressé aux plantes et les a utilisé de plusieurs
facons ; essentiellement comme aliment ainsi pour traiter ses différentes maladies en

absence des composés chimiques qui existent de nos jours.

Mais, pendant longtemps, cette utilisation a lieu sans que l'on connaisse les spécificités
biologiques des plantes et sans faire la distinction entre une plante comestible et une plante
toxique. Selon I’OMS, 80% de la population mondiale utilise les plantes médicinales pour se
soigner. La valeur médicinale des plantes est de plus en plus démontrée scientifiquement, ce
qui constitue un argument de taille pour leur utilisation en médecine [Segnou et al. 1992 ;

Aighewi et al. 1998].

En effet, on appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Les plantes aromatiques sont utilisées
comme tous les végétaux en médecine, en parfumerie, en cosmétologie et pour l'aromatisation
culinaire. Elles font partie de notre quotidien sans que nous le sachions. Il reste difficile de
définir les molécules responsables de I'action de ces plantes, bien que certains effets
pharmacologiques prouvés sur 'animal aient été attribués aux métabolites secondaires tel que

les polyphénols et flavonoides [ghazghazi ef al. 2013].

L’oxygene est essentiel a la vie des cellules aérobies, paradoxalement cette molécule peut
présenter des effets toxiques via ses dérivés partiellement réduits appelés especes oxygénées
réactives (EOR). En faible concentration, les EOR sont indispensables a la vie cellulaire en
intervenant dans plusieurs processus physiologiques tels que la signalisation cellulaire, la
régulation de la réponse immunitaire, mais, a fortes doses, elles deviennent destructrices.
Heureusement, La cellule dispose de mécanismes protecteurs capables de contrer 1’action
oxydante de ces EOR, cependant, lorsque leurs productions excédent les capacités de
détoxication cellulaires, un déséquilibre se produit. L’implication du stress oxydant dans une
multitude de maladies en 1’occurrence les troubles neurodégénératifs, les maladies
cardiovasculaires, le cancer et le diabéte sont confirmés par plusieurs chercheurs. Ce
déséquilibre peut étre compensé par un apport externe en antioxydants [Benzidane Nadia.
2014]. Une multitude de plantes médicinales ont été prouvées riches en antioxydants. D’autres
effets trés intéressants sont attribués aux plantes médicinales y compris leurs propriétés anti-
inflammatoires, antidiabétique, antimicrobienne, anti Alzheimer, protectrices des cellules

hépatiques, antidépressive...etc. ces activités jouent un role dans la lutte contre plusieurs



maladies grace a la présence des composés phénoliques, en particulier les flavonoides et autres

métabolites secondaires.

L'Algérie est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et une flore
Paléo Tropicale, estimée a plus de trois milles (3000) espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques. Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%)
d'espeéces endémiques [Ozenda. 1977 ; Gaussen et Leroy. 1982]; ce qui a donné a la
pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. Parmi ces espeéces, El Kabbar ou Capparis
spinosa L connu dans les régions semi-arides particuliérement dans 1’Est Algérien, est

largement utilis¢ dans la médecine traditionnelle et en nutrition.

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution a une meilleure connaissance et
valorisation des plantes médicinales de 1’Algérie et a la découverte éventuelle d’extraits a
activités pharmacologiques. C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a 1’étude
phytochimique et la détermination du contenu en polyphénols et en flavonoides des extraits de
la partie aérienne de Capparis spinosa L avec une analyse quantitatif et qualitatif par HPLC,
ainsi I’évaluation de ses activités ; antioxydante par sept méthodes (DPPH, ABTS, GOR,
CUPRAC, pouvoir reducteur, phénanthroline et métal chélate), anti Alzheimer par inhibition
de deux enzymes acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE), antidiabétique
aussi par inhibition de deux enzymes différentes, a-amylase et a-glycosidase et
antiinflammatoire par la méthode de dénaturation de la bovine sérum albumine (BSA), de cette

plante médicinale.
Ce travail est scindé en trois chapitres :

% Le premier concerne la recherche bibliographique, réunit en trois volets différents
distincts :

v Le 1°, consacré a la phytothérapie, aux aspects botaniques et aux études chimiques
antérieures, inclus une présentation de I’espece Capparis spinosa L, leurs propriétés
biologiques, puis les principaux résultats phytochimiques antérieurs réalisés ainsi que
ses usages en médecine traditionnels.

v Le 2™, présentera les composés phénoliques, leur définition, leur classification, leur
biosynthése ainsi que leur intérét thérapeutique.

v’ Le 3%, s’intéresse aux activités biologiques testés au cours de notre recherche et une
présentation générale de quelques tests de ces activités.

¢ Le deuxieme chapitre du manuscrit évoque nos travaux personnels composée de :



- L’extraction, la caractérisation quantitative et qualitatif des composés phénoliques et
des flavonoides par les produits chimiques ainsi par analyse HPLC des extraits
(méthanolique, éther de pétrole, chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique) de la
partie aérienne de Capparis spinosa L.

- L’¢valuation du potentiel antioxydant de la plante Capparis spinosa L par la mise au
point de sept différents tests a savoir : DPPH, ABTS, métal chélate, GOR, CUPRAC,
phénanthroline et Pouvoir réducteur.

- L’évaluation de I’activité anti Alzheimer par 1’inhibition des enzymes, acétylcholine-
stérase et Butyrylcholinestérase.

- L’¢valuation de I’activité antidiabétique par 1’inhibition de deux enzymes, I’a-amylase
et I’a -glycosidase.

- En fin, L’évaluation de I’activité¢ antiinflammatoire par la méthode de dénaturation de
BSA (bovin sérum albumine).

¢ Le troisiéeme chapitre expose I’interprétation et la discussion des résultats personnels

obtenus.
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1 Phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs « phyton » et « therapeuein » qui signifient
essentiellement « soigner avec les plantes ». Elle est une alternative aux traitements par les
médicaments d’origine chimique. Ses indications sont basées sur I utilisation traditionnelle des
plantes et leurs différentes formes phyto-thérapeutiques. En générale la plupart des
médicaments sont issus des plantes par 1’extraction de la partie utilisée (racine, feuille, écorce,

fruit, ...) et contenant le ou les principes actifs [Volak et Stodola. 1983].
D’aprés [Zeghad. 2008 ; Strang. 2006] il y’a différents types de phytothérapie :

» Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits aromatiques de plante
(essences / huiles essentielles).

» Gemmothérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits alcooliques des tissus
embryonnaires végétaux en croissance tel que jeunes pousses, bourgeons et les
radicelles.

» Herboristerie : consiste dans la préparation et la commercialisation de plantes
médicinales ou de préparations dérivées. La préparation repose sur des méthodes
simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération.

» Homéopathie : elle consiste a traiter une maladie par des substances susceptibles de
produire des troubles semblables a ceux déterminées par la maladie elle-méme.

> Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de 1'alcool éthylique ou un autre solvant. Apres
transformation chimique, les plantes sont vendues sous forme de tisanes, de liquide, de

sachets, ou de gélules.
2 Phytothérapie en Algérie

En Algérie, on trouve que les plantes sont largement utilisées et occupent une place importante
dans la médecine traditionnelle, qui, elle-méme est largement employée dans divers domaines
de la santé. Dans les dernicres années, la phytothérapie est trés répandue, des herboristes sont
partout et sans aucune formation spécialisée ou connaissance scientifique sur la phytothérapie,
ils prescrivent des plantes et des mélanges pour toutes les maladies : diabete, rhumatisme,
minceur et méme les maladies incurables. D’apres le Centre national du registre de commerce,
des chiffres montrent qu’a la fin 2009, 1’ Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la

vente d’herbes médicinales, dont 1393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale en abritait, a
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elle seule, le plus grand nombre avec 199 magasins, suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar

(100) et El Oued avec 60 magasins [Mahmoudi. 1992].
3 Plantes médicinales

Les plantes médicinales regroupent toutes les plantes dont I’un de leurs organes contient une
ou des substances chimiques qui sont destinées a produire une activité pharmacologique. Elles

représentent la forme la plus ancienne et la plus répandue de médication.
Des regles pour la cueillette des plantes médicinales :

1. Il faut avoir une bonne connaissance des plantes médicinales pour les récolter afin de ne
passe tromper sur les plantes dangereuses et toxique.

2. Pour éviter la disparition totale de 1’espéce des plantes médicinales, la cueillette ne doit
jamais toucher tous les spécimens d’une certaine espéce dans un endroit donné.

3. Eviter de récolter les plantes malades ou infecter d’insectes nuisibles.

4. Les plantes ne doivent pas €tre récoltées humides, car elles s’abiment rapidement par
échauffement (Le meilleur moment pour cueillir est entre 10h du matin-5h du soir, temps
sec et ensoleillé).

5. Ne ramasser pas les plantes médicinales dans les prairies et les vergers ou on a utilisé
désherbants et pesticides.

6. Les plantes récoltées doivent étre séchées le plus tot possible apres leur cueillette

[Frantisek. 1992].

Dans notre recherche nous avons choisi une plante qui intervient a la famille Capparidaceae.
Le choix de cette plante, Capparis spinosa L, dans notre étude a été guidé par son usage dans

la pharmacopée traditionnelle et par les études phytochimiques répertoriées dans la littérature.

4  Généralité de la famille Capparidaceae

La famille des Capparidaceae ou Capparaceae est une famille de plantes dicotylédones. Ce
sont des arbres, des arbustes, des lianes et parfois des plantes herbacées. Elle comprend 39
genres, souvent adaptés aux zones arides, des régions tempérées a tropicales. C'est une famille
largement répandue dans le bassin méditerranéen, et dans les milieux secs le long du littoral
d’Europe, d’Afrique du nord sur le partout du bassin méditerranéen jusqu’au sud de 1’ Asie et

dans Australie.



Les membres de cette famille contiennent des thioglucosides (appelés glucosinolates) qui
liberent des isothiocyanates (huiles de moutarde) lorsque les plantes sont endommageées.
Généralement, les plantes produisent de I'isothiocyanate de méthyle a partir de glucosinolate de

méthyle (également appelé glucocapparine) [Satyanarayana T et al. 2008].

4.1 Généralité sur le genre Capparis

Les plantes du genre Capparis sont des arbres ou des arbustes ou avec des €pines stipulaires,
aux feuilles alternes, simples et entiéres, possédant généralement une paire de stipules épineuses
a la base. Les fleurs, actinomorphes et bisexuées. Elles se composent de quatre sépales libres et
imbriqués, de quatre pétales libres et imbriqués, rapidement caducs, de nombreuses étamines
libres et exsertes, disposées sur un réceptacle conique, et d'un ovaire supre et uniloculaire, sur

un gynophore allongé, avec 2-8 placentas. Les fruits sont des capsules bacciformes.

Les especes de ce genre, se retrouvent dans les régions tropicales et subtropicales de
I’hémisphére Nord et Sud. Environs 250 espéces appartenant a ce genre sont recensées. Il
regroupe des arbustes ou de petits arbres a feuilles caduques ou persistantes, aux feuilles
alternes, simples et entiéres, possédant généralement une paire de stipules épineuses a la base

[Satyanarayana T et al. 2008].

4.2 Présentation de I’espéce Capparis spinosa L

Capparis spinosa L, est un représentant célebre de la famille des Capparidaceae
communément appelée le caprier, « El-Kabbar » en Algérie. Il est ['une des rares especes
arbustives qui présente autant de qualités avec de nombreux usages. Plante spontanée,
xérophiles, est trés répandue dans le bassin méditerranéen. Elle tolére les conditions climatiques
contraignantes des zones arides et semi-arides ainsi que des températures extrémes. Elle peut
donc jouer un réle écologique tres utile, dans ces régions, pour la protection contre 1’érosion.
Elle fournit un condiment recherché, la capre, qui correspond au bouton floral de la plante

[Benseghir-Boukhari L.A ; Seridi R. 2007].



..
Chapitre I : apercu bibliographique phytothérapie et étude botanigue #

Figure 1.1. Photographie de la plante Capparis spinosa L. (A) les feuilles, la fleur et les fruits. (B) les
capres [Karnouf. 2009].

4.2.1 Donnés botaniques

4.2.1.1 Description de la plante Capparis spinosa L

Le caprier est un arbrisseau de 1m de haut, aux tiges lignifiées a la base, vertes et flexibles
plus haut, simples ou parfois ramifiées. Ses feuilles, presque rondes ou ovales, vertes, munies a
leur base de deux stipules transformées en épines. Elles ont un court pétiole, un bord entier et
une consistance charnue. Ses fleurs ont quatre sépales verts, des pétales blancs, de nombreuses
étamines d’un rouge violacé et s’insérent de fagon singuliére par un long pédoncule a I’aisselle

des feuilles supérieures [figure 1.2] [Satyanarayana et al. 2008].

Plante entiére

Feuilles

Fruit

Fleur

Figure 1.2. Photo de Capparis spinosa L. (Capparidaceae) au stade fleuraison (Oued Metlili, région
de Ghardaia, Sahara septentrional Est algérien "Avril 2011") [Kemassi Abdellah. 2014].
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4.2.1.2 Position systématique

La classification de I’espéce Capparis spinosa L est comme suit :

Tableau 1.1. Taxonomie de Capparis spinosa L [Ozenda. 1991].

Domaine Biota
Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
S/ Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Capparales
Famille Capparidaceae
[/ e Genre Capparis
crmpenesnmes Espéce Capparis spinosa L

4.2.1.3 Le nom vernaculaire
Le nom du caprier se différe selon la région et la langue, il prend plusieurs noms tel que :

- Enoccitan : Tapera

- En arabe : Kobar ou Shaffalah
- Enespagnol : Alcaparra

- En hébreu : Tzalaf

- Enanglais : Caper bush

- En bérbér : Chalem

4.2.2 Origine et historique

Originaires de la région méditerranéenne, les capriers y sont encore spontanés dans les zones
rocheuses. Les italiens ont été les premiers a parler de la culture du caprier et ce des le 13éme
siecle. Les frangais I’ont connue vers 17¢me siécle. Quant aux espagnols c’est en 1875 qu’ils
avaient commencé la production. Les marocains vers 1920 ont collecté et exporté sur les
marchés les capres. La culture de cette capparidacée remonte a I’antiquité [Noailles. 1965].
Dans la Grece ancienne la capre est trés prisée comme condiment. Le Maroc est le premier
exportateur mondial de capres. En 1983, un vaste programme de recherche et de développement

financé par la CEE a été lancé en Italie. En revanche, en Algérie, le caprier n’est pas ou peu



cultivé, mais la population rurale algérienne a tissé des liens solides avec cette plante, car elle
présente de nombreuses propriétés thérapeutiques qui sont décrites minutieusement lors des

enquétes locales.

4.2.3 Aire de répartition du caprier

4.2.3.1 Distribution mondiale

Le caprier est une espece répandue sur le pourtour méditerranéen. Son aire de répartition

mondiale (Afro-Eurasie) a été précisée par Jiang et al. (2007) [Figure 1.3].

1000 2000Km |}

b4

Figure 1.3. Distribution naturelle du Céprier en Afro-Eurasie [Jiang et al. 2007].

On remarque alors qu’il s’est localisé de fagon éparse aussi en divers points. Le caprier est
cultivé dans les pays du bassin méditerranéen ainsi dans les pays de 1’Asie. Il est cependant
connu également comme plante économique en Australie et il tend a se répandre en Amérique

latine [Barbera. 1991].
4.2.3.2 Situation dans le pourtour méditerranéen

11 se trouve depuis les cotes atlantiques des iles Canaries et du Maroc jusqu’a la Mer Noire en
Crimée et en Arménie et a la Mer Caspienne en Iran. Elle a été naturalisée dans de nombreux
pays au climat méditerranéen, comme les Etats-Unis (Californie) et I’ Australie. En France, on
trouve des capriers sur les murs et rochers bien exposés, en Provence, dans le Languedoc, le
Roussillon et la Gironde. Il est produit dans différents pays méditerranéen comme 1’ Algérie,

Espagne, Italie, Grece, Tiirkiye et Maroc [Benseghir-Boukhari et Seridi. 2007].



4.2.3.3 Situation géographique du caprier en Algérie

En Algérie, il n’est cultivé que dans de rares situations en Kabylie, note que le caprier du
littoral méditerranéen ne se montre sauvage que sur la cote algérienne. Le caprier couvre de
vastes surfaces mais de manicre éparse [figure 1.4]. Il a été redécouvert depuis peu par les
forestiers qui ont alors engagé 1’étude de son développement. Celui-ci pourrait, il est vrai, étre
planté dans les espaces inaptes a I’agriculture, pour la reconstitution végétale des zones ou on

ne saurait faire pousser des espéces délicates [Benseghir-Boukhari L. S. 2007].

En effet, le caprier est doté d’un systéme racinaire trés puissant qui mobilise des volumes
importants de sous-sol. Cette caractéristique lui confére une forte tolérance a la sécheresse. Il a
donc la particularité de se développer sur les sols les plus ingrats et sur de fortes pentes, d’ou
son intérét écologique contre I’érosion dans les zones arides et semi-arides. Il est signalé dans
les stations les plus xérophiles [Kadik. 1986 ; Maire. 1965 ; Ozenda. 1983]. On a observé,
lors de la campagne de terrain, que deux capriers phénotypiquement différents peuvent étre
présents ensemble sur une méme station, sans facteur de variation écologique. Des variétés
moins épineuses intermédiaires a la variété inerme sont présentes, dont certaines semblent
rarement donner des fruits. Le tableau suivant présente quelques wilayas ou localise le caprier

avec écotype et utilisation.



Tableau 1.2. Tableau récapitulatif des enquétes de terrain [Benseghir-Boukhari. 2007].

Wilaya

MOSTAGANEM

GHELIZANE
ALGER

BEJAIA

ANNABA

MILA

CONSTANTINE

JIJEL

Localités

La Macta

Périmétre de La mina
Rais Hamidou

Falaises Cap Carbon,
Gorges de Kherrata,
Ighhil Ali a Akbou,
Barbacha a Oued
Amizour

Jardin en zone
urbaine (quelques
pieds)

Ferdjioua, Ferdj
Mzala,

Radjas, Rouached,
Djimla

Zone urbaine : Les
abattoirs, murs a
Bellevue
(quelques pieds)

Autour du barrage
Beni Haroun
épineuse

Bioclimats

Semi-aride
Chaud

Semi-aride
Chaud/doux
Subhumide
chaud
Subhumide
chaud/frais

Subhumide
chaud

Subhumide
frais

Subhumide
frais

Subhumide
Frais/chaud

Ecotype
(épineux-
inerme)
Epineux

Echantillon
altéré
Epineux

Epineux /
inerme

Inerme

Epineux

Epineux

Epineux

Utilisations
principales

Non décrit

Non décrit

Consommation de
capres

Graines - asthme
racines - rhumatisme
consommation de
capres

Consommation de
capres

Graines - asthme
racines - rhumatisme
baies - diverses
feuilles — digestion

Divers soins

consommation de
capres

Divers soins



Chapitre I : apercu bibliographique phytothérapie et étude botanigue

Ukl
it
Nabeul

Sousse
ahdia 12
our Essaf

35!

&

umt Souk|
DJERBA.
arzis

Bqusse

SR - " ok
i %
Ef‘r"' ,‘,’

m s
fab

Figure 1.4. Carte de répartition biogéographique du Céprier [Benseghir-Boukhari. 2015].
4.2.4 Usage traditionnelle du Capparis spinosa L

Le caprier est utilisé depuis I’antiquité dans plusieurs pays soit en cuisine, soit en médecine
traditionnelle. En effet, les capres sont généralement utilisées en cuisine méditerranéenne
comme ¢€pice, apéritive avec les olives et le fromage ou comme complément a la viande, aux
salades, aux pates, et a d'autres nourritures. Indépendamment de son utilisation comme
condiments, le caprier a été utilis¢ depuis des siécles dans la phytothérapie traditionnelle,
comme antifongique [Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib. 1999 ; Lemhadri et al 2007],
antileishmaniose [Jacobson et Schlein. 1999 ; Lemhadri et al. 2007], anti hépatotoxique
[Gadgoli et Mishra. 1999], anti-inflammatoire [Satyanarayana et al 2008], anti-
hyperlipidemique et hypoglycémiant [Eddouks et al. 2005]. Les capres sont connues dans
différents pays méditerranéens pour leurs propriétés curatives, expectorantes, diurétiques, anti-

hypertensives, cataplasmiques et toniques.

D’aprés [Lemmi Cenna et Rovesti. 1979], en Grece et dans le Maghreb méditerranéen, les
capres ¢taient utilisés en cosmétiques, elles sont mélées a de 1’huile d’olive, ou du lait ou du

miel, ou encore a des graisses animales pour rendre la peau lisse ou veloutée.

4.2.4.1 Parties utilisées en Algérie

Les parties utilisées en Algérie sont les racines, écorce, boutons floraux et feuilles.
Les liens entre le Caprier algérien et la médecine traditionnelle ont été évoqués dans les

travaux de Benseghir et Seridi. 2005, étayant les éléments d’écologie et leurs rapports
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avec la phytothérapie a travers le territoire. Les principales utilisations : poudre de graines pour
les problémes d’asthme ; racines pour rhumatisme ; feuilles pour les problémes digestifs ; baies
pour divers soins ; baies et feuilles pour les problémes digestifs ; tiges et feuilles pour les

céphalées et la digestion.

4.2.5 Composition chimique de Capparis spinosa L

Plusieurs études phytochimiques ont montré que Capparis spinosa L comporte un amalgame
de composés actifs dans ses diverses parties. Les polyphénols et les flavonoides sont également

présents dans le caprier [Panico A et al. 2005 ; Satyanarayana et al. 2008].

11 a été montré que les bourgeons floraux du caprier renferment les flavonoides suivants : La
quercétine, rutine, quercétine-3-rutinosides, quercétine-7-O-glucorhamnoside, kaempférole-3-
rutinosides, kaempférole 3-O- rhamnosyl-rutinoside [figure 1.5. (B)] [Inocencio et al. 2000 ;
Bonina et al. 2002]. La partie aérienne de la plante contient aussi la quercétine 3-O-glucoside,
la quercétine 3-O-glucoside-7-O-rhamnoside, la quercetine 3-O- [6’”’-a-L-rhamnosyl-6"- D-
glucosyl] -B-D-glucoside et la quercétine-7-O-D glucopyranoside -fB-L rhamnopyranoside
[Satyanarayana et al. 2008]. Ainsi Les graines contiennent 34,6% d’huile, principalement

composée d’acide linoléique et d’acide oléique [Pernet. 1972].

Les alcaloides sont aussi présents dans le caprier, ils sont distribués principalement dans les
racines et les graines [figure 1.5. (A)] [Panicoa et al. 2005 ; Satyanarayana et al. 2008]. Le
caprier est ¢galement riche en acides hydroxycinnamiques y compris 1’acide caf€ique, I’acide
férulique, acide p-coumarique et 1’acide cinnamique [Panicoa et al. 2005 ; Satyanarayana et

al. 2008].

[Romeo et al. 2007], ont identifiés environs 145 composés volatiles dans le caprier. Les
aldéhydes (22.2%) et les esters (21%) représentent les classes chimiques les plus abondantes

dans la plante.
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Figure 1.5. Exemple des composeés présents naturellement dans C. spinosa L. (A) Structures
chimiques des alcaloides ; (B) Structures chimiques des flavonoides [Nabavi et al. 2016].

4.2.6 Effets biologiques de Capparis spinosa L
On a plein des effets biologiques assurés par la plante Capparis spinosa L :

Les feuilles de Capparis spinosa L ont été utilisées contre 1’arthrite au lieu de ’écorce de

racine [Stickel et al. 2000 ; Kloutusos et al. 2001].

Le p-méthoxy benzoique isolé de la fraction méthanolique, d’extrait aqueux de Capparis
spinosa, a montré une activité hépato-protectrice [Gadgoli et Mishra. 1999] et une activité
antifongique vis-a-vis des dermatophytes [Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib. 1999]. L’extrait
méthanolique du bourgeon floral protége les phospholipides des membranes cellulaires contre
la peroxydation induite par 1’exposition aux rayons UV et apporte une protection significative
contre des érythémes cutanées chez ’homme [Bonina et al. 2002]. En outre ils ont montré un
effet hypoglycémiant a 20 mg/kg de 1’extrait aqueux. Cette activité pharmacologique est
indépendante de la sécrétion d’insuline. [Yaniv et al. 1987 ; Eddouks et al. 2004]. Une autre
é¢tude a montré que I’extrait aqueux de Capparis spinosa a 20 mg/kg présente une activité
puissante sur la diminution des triglycérides et le cholestérol plasmatiques chez les rats

diabétiques et normaux [Eddouks et al. 2005].

L’administration de doses répétées par voie orale des extraits aqueux de C. spinosa a évoqueé
un puissant effet anti-hyperglycémiant et anti-obésité [Lemhadri et al. 2007], ainsi un effet
diurétique accompagné d’une augmentation de la concentration de Na', K* et CI" dans les
excrétions urinaires du rat. La capre est connue en région méditerranéenne pour son emploi
dans I’hypertension, dans le traitement des pathologies liées aux lipides sériques et pour ses

effets diurétiques [Zeggwagh et al. 2007].

L’effet anti-inflammatoire au niveau des chondrocytes de Capparis spinosa L, mérite une
attention particulicre. Cette plante contient des flavonoides comme le kaempférol et les dérivés
de la quercétine, ainsi que des acides hydro cinnamiques qui sont connus pour leurs effets anti-

inflammatoires et antioxydants [Panico et al. 2005].

Barbera. 1991, confirme ’action que peuvent exercer les capres sur la peau. Les principes

actifs sont :

- La rutine avec 0,28 a 0,32 % dans les boutons floraux frais, et la quercitrine, des

flavonoides ayant une action analogue a la vitamine P.
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1 Généralité sur les métabolites secondaires

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
l‘ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme

[Hartmann T. 2007].
On distingue deux groupes de métabolites :

- Les métabolites primaires (les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques. . .etc)
sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules de la plante et qui

alimentent les grandes voies du métabolisme basal [Hanson J. R. 2003].

- Par opposition, Les métabolites secondaires peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, sont exclusivement synthétisés chez les végétaux
[Heller et al. 2011]. Ces substances exercent cependant une action déterminante sur
‘adaptation des plantes a leur environnement. Ils participent ainsi, de maniére trés efficace, a
la tolérance des végétaux a des stress variés (attaques de pathogenes, prédations d‘insectes,

sécheresse, lumieére UV...etc.) [Judd W. S et al. 2002].

Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en trés faible quantité, sont d‘une
grande variété structurale. Ces composés marquent de maniere originale, un genre, une famille
ou une espece de plante et permettent parfois d‘établir une taxonomie chimique [Epifano F et

al. 2007]. Ils sont ainsi impliqués dans la couleur et le gout des aliments [Francois N. M. 2010].

Dans toutes les parties de plantes, on trouve des métabolites secondaires mais ils sont
distribués différemment selon leurs roles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre
[Frangois N. M. 2010]. Parmi les principales familles de métabolites secondaires trouvées chez

les plantes on distingue :

- Les composés phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante (allélopathie,
inhibition de la germination et de la croissance).

- Les alcaloides, renferment un atome d’azote dans la structure.

- Les terpenoides et leurs dérivés.

- Les huiles essentielles, liquides concentrés et hydrophobes des composés aromatiques

(odoriférants) volatils d'une plante (volatiles et non miscibles a l'eau).

Dans cette étude, nous nous intéresserons plus particulierement aux composés phénoliques, et

aux flavonoides ; dont nous présenterons quelques exemples ainsi que leur biosynthese.



2 Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols, sont des métabolites secondaires largement
répandus dans le régne végétal [Benhamou. 2009]. Les phénols insolubles sont répartis dans
les parois cellulaires, tandis que les composés phénoliques solubles sont compartimentés dans

les vacuoles des cellules végétales [Stalikas. 2007].

Les polyphénols sont largement distribués, comprenant plus de 8000 différentes structures
connues ne contiennent pas de 'azote [Beserra Almeida et al. 2011 ; Fleuri A et al. 2005]. IIs
regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins un noyau
aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus d'autres constituants [Boizot N ;
Charpentier J. P. 2006]. Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les

acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés comme les tanins.

OH+ Groupement hydroxyle

Figure 1.6. Formule chimique brute d’une fonction phénol (CsHsOH).

Il existe différentes classes de polyphénols, notamment: les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins, les stilbenes, les lignanes, les saponines, les phytostérols. Les plus

importants sont : les acides phénols, les flavonoides et les tanins.

Les composés phénoliques ont une importance croissante notamment grace a leurs effets
bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour
la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires. Ils
sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire, pharmaceutique et

cosmétique [Talbi et al. 2015].

Dans la figure I1.2 nous avons établi une classification des certains métabolites secondaires et

en relations avec les quelques composés phénoliques.
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Figure 1.7. Schéma de classification des quelques métabolites secondaires.
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2.1 Principes voies de biosynthese des polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisés par des plantes au
cours de leur développement, ces composés phytochimiques provenant de la phénylalanine
et la tyrosine sont ubiquitaires dans les plantes [Pereira Nunes X et al. 2012]. Ils sont eux-
mémes formés a partir de sucres simples issus du métabolisme primaire [Macheix. 2005].

Les polyphénols sont synthétisés généralement a partir de deux voies :

2.1.1 Voie Shikimate

La voie du Shikimate, spécifique des bactéries et des plantes, démarre par la condensation du
phosphoénolpyruvate (PEP) et de [’érythrose-4- phosphate (deux composés issus du
métabolisme primaire) en Shikimate. Une succession d’étapes enzymatiques permet de
produire l'acide préphénique a partir duquel seront synthétisés les 3 acides aminés aromatiques
: la tyrosine, le tryptophane et la phénylalanine. Ces acides aminés sont les précurseurs des
voies de biosynthése de métabolites secondaires [Amelot. 2010]. Leur biosynthése est basée
sur l'action de PAL (phénylalanineammonia-lyase), I'enzyme clé du sentier shikimique laquelle
par désamination, aboutit a la transformation de la phénylalanine en acide cinnamique et a ses
dérivés : acétophénones, acides phénols, coumarines, lignanes, lignines .... etc [Benhamou.

2009 ; Ellis. 2009 ; Roberts. 1996].

PEP
20, PD\"/ CoOo
(o] coo’ o
CH, N HO, 00
+ HEO P043_ CH; NAD NADH NADPH NADP
O _H / HO b f .........
H OH
H——OH H OH
H OH CH,0PO,*
~ CH,0PO*
Erythrose 4p 8-déoxy-heptulose-7-p 3-déhydroquinate 3—déhyquuimatc shikimate
o
o
= o
COH o
o o CO;
o _,/‘ MAD® MNMADH+H"
JL 0 N A
s} coH —* U Dehydrogenase
OH 6H

Acide chorismique Préphénate 4-hydroxyphénylpyruvate ‘ Tyrosine
NH2

j\n/O' —--Wr,O'
Q{J o H} i

phénylpyruvate phénylalanine

Figure 1.8. Synthése de tyrosine et de phénylalanine via ’acide shikimique [Merghem. 2009].



2.1.2 Voie acétate-malonate

Ce mode de formation plus secondaire prédomine chez les plantes non vertes consiste en la
cyclisation des chaines poly-cétoniques elles-mémes obtenus par condensation de groupements
acétates, la condensation de celles-ci ne se fait qu’a apres carboxylation de I’acétyle COA en
malonyl COA [Merghem. 2009]. Cette voie est utilisée pour la synthése du noyau
aromatique(A) des flavonoides [Ross. 2014].

R-COOH + 3 CHyCOOH > R-CO-CHy-CO-CH,-CO-CHyCOOH
3 Acétates Polycétoacide

R HOOC 0 2
A " i
oC—cH, a4, —0—c” N
‘“7' (1-6) énoli R—CO tH
..... " O‘I: l C-acylation J\ /L :satwn C| Jw
H

R=CH3 : trihydroxyacétophénone

Figure 1.9. Synthése de polycéto-acides [Merghem. 2009].

La diversité structurale des composés poly-phénoliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux
voies dans 1’¢laboration de composés d’origine mixte, tels que les flavonoides, stilbenes... etc.

[Hemingway. 1992 ; Geissamn. 1972].

2.2 Principaux groupes des polyphénols

La structure, le nombre de noyaux aromatiques et les €léments structuraux qui lient ces noyaux

sont les caracteres dominants de la classification des polyphénols [Ross. 2014].

[Harborne. 1980 ; Machiex et al. 1990] ont classifiés les composés phénoliques en se basant

sur le nombre du carbone dans la molécule. On distingue :

e Les phénols simples

e Les acides phénoliques (Cs-C; et Cs-C3)
e Les flavonoides (Cs-C3-Co)

e Les lignanes (Cs-C3-C3-Ce)

Les Tannins (Cs-C3-Ce) n



La classification proposée ici correspond a ce que proposent la plupart des auteurs (malgré

quelques variantes).

2.2.1 Phénols simples

Les phénols simples tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol...etc [Figure I1.5] sont
plutdt rares dans la nature a I’exception de 1’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles
(Ericaceae, Rosaceae...). Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et
le pyrogallol avec trois, ont ét¢ montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes [Cowan.

1999].

OH

OCH,; HO OH

OH

Catéchol Guaiacol Phloroglucinol
HU@—UH 11{')—@—()(nu
hydroquinone Arbutoside

Figure 1.10. Squelettes chimiques de quelques phénols simples.

2.2.2 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement distribués dans les fruits, les tiges et les feuilles des
légumes. Ils sont en principe solubles dans les solvants organiques polaires [Andrade et al.

2009]. On distingue deux principales classes d’acide phénolique :

2.2.2.1 Acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénoliques en C¢-C1, dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique, sont trés communs

aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou d’hétéroside [Bruneton. 1993].

La concentration de 1’acide hydroxy-benzoique est généralement trés faible chez les végétaux
comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans I’alimentation humaine par contre ceux d’acides
hydroxy-cinnamiques sont tres présents. Les acides hydroxy-benzoiques existent fréquemment

sous formes d’esters ou de glycosides [Macheix. J et al. 2005]. Les principaux acides hydroxy-



benzoiques retrouvés dans les végétaux sont les acides p-hydroxy-benzoique, protocatéchique,

vanillique, gallique et syringique [Chanforan C. 2010].

Ry R, R; R4
Acide p-hydroxy-benzoique @ H H OH H
GO Acide protocatéchique H OH OH H
R, Acide vanillique H OH OH OCH;
Acide gallique H OH OH OH
R, R, Acide syringique H OCHs; OH OCH;
Acide salicylique OH H H H
Rs Acide gentisique OH H H OH

Figure 1.11. Formule générale et dérivés de 1’acide benzoique.

2.2.2.2 Acides phénoliques dérivés de I’acide cinnamique

Les acides hydroxy-cinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure de
base Ce-C3 dérive de celle de I’acide cinnamique. Le degré d’hydroxylation du cycle
benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires sont un des éléments
importants de la réactivité chimique de ces molécules. De plus, 1’existence d’une double liaison
dans la chaine latérale conduit a deux séries isomeres (cis ou Z et trans ou E) dont les propriétés
biologiques peuvent étre différentes. On les trouve a 1’état libre ou combiné (esters, amide,
glucosides). Ces dérivés sont treés présents dans I’alimentation humaine [Macheix. J et al

2005].

Ry R,
R, . ~COOH Acide p-coumarique H H
Acide caféique H OH
HO Acide férulique H OCH;
R Acide sinapique OCH; OCH;

Figure 1.12. Formule générale et dérivés de 1’acide cinnamique.



2.2.3 Coumarines

La coumarine est une substance naturelle organique aromatique hétérosidique oxygénée de
formule brute CoHsO», donc elle est aussi le dérivé de Cs-Cs, connue dans la nomenclature
internationale comme 1-benzopyrane-2-one ou 1,2-benzopyrone [Bensouici Ch. 2015], et
caractérisée par une saveur amere et qui se présentent chez les végétaux aux niveaux des

différents organes sous forme de cristaux blancs ou jaunatre [Bruneton. 2009].

Ry R» R3
Ombelliférone H OH H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCH; OH H
Herniarine H OCH; H
Fraxétol OCH; OH OH
Esculine O-Glu OH H
Cichorine OH O-Glu H
Fraxoside OCH; 0O-Glu OH

Figure 1.13. Structure générale et dérivées des coumarines.

2.2.4 Stilbénes

Les membres de cette famille posseédent la structure Cs-C2-Cs comme les flavonoides (deux
noyaux benzéniques séparés par un pont éthane ou éthéne ou il peut y avoir deux formes cis et
trans) [Figure 11.9.a]. Ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse

a l'attaque par les microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux [Crozier et al. 2006].

Parmi les, on trouve le resvératrol qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes

médicinales [Figure 11.9.b] [Macheix. J et al. 2005].

. Trans-resvératrol
Forme cis Forme trans

OH

() (b)

Figure 1.14. (a) la structure générale des stilbenes, (b) le trans-resvératrol.



2.2.5 Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments naturels [Causse. 2005], la dénomination historique des
flavonoides vient du mot latin flavus qui signifie jaune [Manach et al. 2003] trés répandus
chez les végétaux. Ils sont responsables de la coloration des feuilles, des fleurs et les fruits

[Roux et Catier. 2007].

Par définition, les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure du
diphénylpropane (Cs-C3-Co) [De Rijke E et al. 2006]. IIs présentent plus que 9000 structures
et ont comme structure de base deux noyaux aromatiques A et B reliés par 3 carbones forment
généralement un hétérocycle oxygéné C [Bruneton. 2009]. Plusieurs études ont montré que les
flavonoides permettent la réduction du taux du cholestérol [Causse. 2005].

Les flavonoides possédent plusieurs activités biologiques intéressantes telles que 1’activité
antimicrobienne [Ulanowska et al. 2006], antifongique [Ortuno et al. 2006], anti-
inflammatoire [Park et al. 2008] et une activité contre la peroxydation lipidique et 1‘atteinte
hématologique [Rao et Vijayakumar. 2008].

C’est chez les Angiospermes que la diversité structurale des flavonoides est maximale. Ils sont
de fagon trés générale localisés dans les feuilles (dans 1’épiderme ou entre 1’épiderme et le
mésophylle), dans les fleurs (cellules épidermiques) ou encore dans les fruits (tégument

externe) [Bruneton. 1999].

I
: O 23
C

Figure 1.15. Structure de base des flavonoides.
A. Structure chimique et classification

Le squelette de base des flavonoides peut présenter divers substituants, les plus fréquent sont
les groupes hydroxylés phénoliques (-OH). Ces derniers sont combinés a des sucres pour former
des glycosides [Santhakumar. 2018]. Les diverses classes de flavonoides différent en fonction
de la cyclisation et du degré d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés

individuels au sein d’une classe différent par la substitution des cycles A et B.



Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et/ou 5°. Un ou plusieurs
de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Dans les
plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-glycosylés ; les formes libres,
sans sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides, de loin les plus fréquents, portent
leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que pour les C-glycosides,
la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8. En effet, la
formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de transférases tres
spécifiques quant au substrat et a la position d’osylation [Bruneton. 1993]. Les principales

sous-classes sont : les flavones, flavanols, flavanols, flavonones, chalcones et anthocyanidines.
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Figure 1.16. Différentes classes des flavonoides.

B. Voie de biosynthése des flavonoides

La biosynthése des flavonoides se déroule au niveau des chloroplastes a partir de cinnamoyl
CoA (provenant de réticulum endoplasmique). Ils résultent de la condensation de trois
groupements acétates (fournis sous forme malonyl-CoA) avec 1’acide 4 hydroxy cinnamoyl-
CoA, cette condensation conduit a la formation de deux noyaux benzéniques A et B réunis par

une chaine de trois atomes de carbones (hétérocycle C) [Merghem R. 2009].
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Figure 1.17. Voie mixte de la biosynthése des flavonoides shikimate-malonate [Merghem. 2009].
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2.2.6 Lignanes

Les membres de cette famille possédent la structure (Ce-C3)2. Ce sont des composés dont le
squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre les carbones S des chaines latérales
(liaison 8-8') de deux unités dérivant de 1-phénylpropane [Figure I1.13]. Leur distribution
botanique est large, plusieurs centaines de composés ont été isolés dans environ soixante-dix

familles [Merghem. 2009].

CH,OH

HyCO™ Xy

OH
Figure 1.18. Structure générale des lignanes [Merghem 2009].

2.2.7 Lignines

Les lignines se déposent dans la paroi cellulaire [Hamilton Raven et al. 2000]. Ils proviennent
de la polymérisation oxydative de monolignols (monoméres) qui sont les alcools p-
coumarylique, coniférylique et sinapylique [Jutiviboonsuk A et al. 2005] a ces phénylpropanes
secondaires s’ajoutent encore de petites quantités d’acide cinnamique et d’aldéhyde cinnamique
(responsable de la coloration spécifique avec le mélange phloroglucine-HCL) [Macheix et al.

2005].
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Figure 1.19. Les monolignols dérivés des acides hydroxycinnamiques et leur intégration

dans la lignine [Macheix et al. 2005].

Ces composées, avec des activités biologiques intéressantes, assurent la résistance a la
compression et la rigidité des parois cellulaires grace a leur propre élasticité et augmentent ainsi

leurs imperméabilités a I'eau [Hamilton Raven et al. 2000].

2.2.8 Tannins

Les tannins naturels sont des molécules polyphénoliques hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 [Merghem. 2009], ils sont fortement hydroxylés et peuvent former
des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes
digestives, réduisant ainsi la digestibilit¢ des aliments [Alkurd A et al. 2008]. Leur structure
complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres

asymétriques et leur degré d’oxydation [Hemingway. 1992].



Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et par leur localisation dans toutes les
parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines [Scalbert. 1991].
On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogénétique :

A. Tannins hydrolysables

Sont des Oligo ou polyester d’un sucre (glucose) et un nombre variable de molécules d’acide

phénol. Selon la nature de 1’acide phénol an distingue :
- les tannins galliques dérivés de 1’acide gallique.

- les tannins ellagiques dérivés de I’acide hexa-hydroxy diphéniques (HHDP) et de ses dérivés

[Merghem. 2009].
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Figure 1.20. Tannin hydrolysable : gallotannin.
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B. Tannins condensés

Les tannins condensés se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne
possedent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides.
Il s’agit des polyméres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des
liaisons carbone-carbone (Cs4-Cg) [Bruneton. 1999]. IIs sont ¢également appelés
proanthocyandines ; en effet leur oxydation en milieu alcool-acide a chaud entraine la formation

de pigments anthocyaniques tels que cyanidine et delphinidine [Merghem. 2006].



({110) R= H: procyanidine
(111) R= OH: prodelphinidine

Figure 1.21. La structure représente respectivement un procyanidine (110) ou un
prodelphinidine (111).

3 Intérét des métabolites secondaires

3.1 Intérét des polyphénols

Selon [Macheix et al. 2005], Le role des composés phénoliques est reconnu dans différents
aspects de la vie de la plante et dans leurs utilisations par I’homme. Ils peuvent en effet

intervenir dans :

- Certains aspects de la physiologie de la plante (régulation de la croissance...).

- Les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique.

- Les criteres de qualité (couleur, astringence, amertume...) qui orientent les choix de
I’homme dans sa consommation des organes végétaux (fruit, légumes...) et des produits
qui en dérivent par transformation.

- La protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies en raison de leur interaction

possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydantes.

3.2 Intérét des flavonoides

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages oxydatifs
par différents mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes,
alkoxyles et peroxydes (Hodek et al. 2002) ; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre)
qui sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit 1’inhibition des

enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Benavente-Garcia et al. 1997).
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1  Activité antioxydante

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept celui des
antioxydants. Le terme " antioxydant " recouvre un ensemble d'activités diverses ou plusieurs
espéces sont habiles a ralentir ou a empécher 1’oxydation des substrats biologiques. Ces
molécules, occupent du point de vue biologique une place impressionnante parmi plusieurs

recherches menées depuis une dizaine d’années [Ames et al. 1993].
1.1  Stress oxydant

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production d’oxydants (radicaux
libres et de métabolites réactifs) ou ROS (des espéces réactives de 1'oxygeéne) et les molécules
anti-oxydantes en faveur des oxydants [Figure II1.1], ce qui provoque des dommages oxydatifs
de I’ensemble des constituants cellulaires [Atamer. 2008]. Ce déséquilibre est fonction de
plusieurs paramétres tels que 1’age, 1’alimentation et 1’état sanitaire de 1’individu [Chun et al.

2003].

Systéme de défense
par les antioxydants

T

Radicauxlibres
ERO & ERN

e —

Figure 1 .22. Déséquilibre de la balance des espéces peroxydant et des systémes de défense

antioxydants [Belaich et Boujraf. 2016].

1.2 Radicaux libres

Un radical libre est une espeéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome,
capable d'avoir une existence indépendante « libre » en contenant un ou plusieurs électrons
célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande réactivité, donc
une durée de vie tres courte et il est symbolisé par un point qui indique ou 1’¢lectron libre se
situe [Goto et al. 2008 ; Goudable J. & Favier, A. 1997]. Lorsque ces radicaux libres sont

produits plus rapidement ils ne peuvent étre neutralisés par les systémes de défense antioxydant



ce qui permet le développement de stress oxydatif [Picchi. 2006]. IIs peuvent étre classés en
deux catégories : les radicaux primaires et secondaires. Les premiers sont formés directement
a partir de 1’0, appelés especes réactives de 1’oxygene (ERO). Les seconds sont générés par
action d’un radical primaire sur des composés cellulaires tels que les acides nucléiques, les
lipides membranaires ou les protéines. La formation des différents radicaux libres a partir de
1’0, est résumée en [Figure I11.2]. Le radical hydroxyle OHze, le plus toxique des radicaux libres,
est principalement responsable de la réactivité des ERO sur les molécules biologiques. Il est
formé par les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss [Valko et al. 2007; Gardés-Albert. 2003].

Réaction de Fenton :

H20: + Fe?¥ ———» Fe3*+ OH + OH"

Réaction d’Haber-Weiss :

0" +H:0: ——» OH +OH + 02

4H*+4¢
0 + 2H,0
! « voie normale » K ONOO
i (Peroxynitrile)
! -
| ; : » 1o, NO°.~
! «gain d’énergie » o
i (singulet) o
| o
! S & iR
:-——--————————————-----—b 02. . - HIOZ
« gain d’électron » (Peroxyde d"hydrogéne)

(anton superoxyde)

« Réaction de Fenton »

g —————

0,
formomeommomeoes + OH - * R-+2H,0 ------ =---» ROO’
« Réaction de Radical hvdroxvd i
Haber-Weiss » (Radical hydroxyde) (Radical peroxyde)

Figure 1.23. Formation de radicaux libres a partir de I’oxygeéne [Gardes-Albert. 2003].

1.2.1 Espéces réactives oxygénées (ERO) des radicaux libres

Ce sont des molécules qui contiennent de 1’oxygene mais qui sont plus réactives que I’oxygeéne
présent dans I’air, ils sont désignés par des dérivés réactifs de I’oxygene ou d’especes réactives
de ’oxygene. Cette famille contient principalement 1’anion super oxyde (O*-) et le radical

hydroxyle (OH") et des composés réactifs oxydants non radicalaires (sans électrons libres dans



leur couche externe) comme le peroxyde d’hydrogene (H20:), I'oxygeéne singlet (102) et

I’0zone (O3).

1.2.2 Radical super oxyde

C’est le radical qui posséde la réactivité la plus faible, ¢’est donc la forme primaire des ROS,
il est formé par I'addition d'un électron a 1'oxygéne moléculaire (O2) [Gardés-Albert et Jore.
2005]. 1l est également hautement réactif avec certains métaux de transition comme le cuivre,
le fer et le manganése [Abreu et Cabelli. 2010]. L anion super oxyde (O2™) peut provenir de
plusieurs sources cellulaires ou la mitochondrie est considérée comme source principale
[Gardés-Albert et Jore. 2005 ; Lambert et al. 2009]. Le (O2") ne traverse pas rapidement la
membrane plasmique et se dismuté spontanément au pH physiologique en produisant du

peroxyde d’hydrogéne : « 202" +2 H" — Oz + H202»

1.2.3 Peroxyde d’hydrogéne H202

Le peroxyde d’hydrogéne H>O> n’est pas une espece radicalaire [Barouki. 2006], c’est une
molécule stable diffusée tres facilement a travers les membranes. Pour cela son action se déroule
dans différents compartiments cellulaires tel que le noyau c’est, donc, un ERO assez toxique.
I1 est généré dans le peroxysome, les microsomes et les mitochondries par une réaction de
dismutation [Ramirez et al. 2008] de O,™ afin de produire I’H>O> [Bonnefont-Rousselot et al.

2003].

1.2.4 Radical hydroxyle

Il produit principalement a partir de 1’anion super oxyde et du peroxyde d’hydrogene en

présence d’ions ferriques, au cours de la réaction d’Haber-Weiss.

Le radical hydroxyle possede une trés grande réactivité dans les milieux biologiques, pouvant
se « combiner » avec de nombreuses molécules. Il est capable de réagir avec presque tous les
composants cellulaires par échange d’¢électron, addition sur les doubles liaisons ou arrachement
d’un atome d’hydrogéne. C’est un oxydant trés puissant, constituant certainement le radical
libre le plus toxique en biologie. Le radical hydroxyle est donc un oxydant trés puissant,
constituant certainement le radical libre le plus toxique en biologie et serait a 1’origine de la
production des radicaux libres « secondaires », suite a sa réaction avec différents composés

cellulaires [Lacolley, P. 2007].



1.3 L’origine du stress oxydatif

Le stress oxydant peut avoir diverses origines, tel que des facteurs environnementaux comme :
1‘exposition prolongée au soleil, la lumiére UV, le tabagisme, la consommation excessive
d'alcool et de médicaments, le contact avec des agents cancérigénes, la pollution, ou méme des
facteurs endogeénes comme la chaine de transport des électrons dans les mitochondries, les
phénomenes inflammatoires chroniques ou aigus et la mauvaise alimentation [Figure II1.3]

[Thanan et al. 2014].
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Figure 1.24. Principales sources des radicaux libres [Pincimail et al. 2008].

1.4 Role physiologique des radicaux libres

Les radicaux libres longtemps considérés comme délétéres ont en quantité modéré, un role
physiologique essentiel au niveau de 1‘homéostasie cellulaire et plus particuliecrement dans
l‘activité de certaines enzymes intracellulaires [Cindrova-Davies et al. 2014]. La mort
cellulaire programmée est 1‘une des principales fonctions déclenchées par le stress oxydant ;
elle est considérée comme un phénomene naturel qui se produit pendant le développement
normal. Des ERO sont impliquées lors du développement comme molécules de signalisation et
dans la modulation de la plasticité synaptique. Cependant, lorsque la production de RL est trop
¢levée et dépasse les capacités de défense antioxydants des tissus, ces molécules provoquent
des altérations irréversibles des fonctions cellulaires de base, de 1‘intégrit¢ de la membrane

cellulaire, et de I°ADN [Belaich et Boujraf. 2016 ; Jauniaux et Burton. 2016].



1.5 Les conséquences du stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN [Hadj Salem.
2009]. Les lipides (peroxydation), les protéines...etc. [Jacob. 2007]. Cette oxydation provoque
des dommages sur tout 1’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et
neuro-dégénératives, cancer, diabéte...) [Pincemail et Defraigne. 2003] et la dégradation des

cellules et des tissus [Bonnet, Alamigeon et Micheels. 2010].

1.5.1 Dommages oxydatifs a ’ADN

Les acides nucléiques sont particuliérement sensibles a 1'action des radicaux libres. L attaque
de I’ADN va entrainer la modification des bases puriques et pyrimidiques ou des cassures au
niveau de la double hélice et des mutations ponctuelles, qui peuvent avoir de graves
conséquences sur la synthése des protéines et sur la transmission de 1'intégrité du patrimoine

génétique [Thanan et al. 2014].

1.5.2 Dommages oxydatifs aux Lipides

Lfoxydation des lipides, notamment des acides gras polyinsaturés, induit une altération de la
fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. L attaque radicalaire des
lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de lipoprotéines de basse densit¢ (LDL)
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages qui transforment
en cellules spumeuses, constituant une étape dans la formation de 1‘athérosclérose [Nakajima

et al. 2006].

1.5.3 Dommages oxydatifs aux protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des radicaux libres. Les
plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d‘un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes. Certaines protéines oxydées
sont peu dégradées et forment des agrégats qui s‘accumulent dans les cellules et dans le

compartiment extracellulaire [Haleng et al. 2007].



1.6 Maladies liées au stress oxydatif

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale de
radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant
certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant
I'apparition de maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires [Favier. 2003].
1.7 Mécanismes de défense contre le stress oxydant

Les types de radicaux produits ainsi que leurs lieux de production et de propagation étant
variés, la riposte anti radicalaire est polymorphe, a la fois préventive et curative [Figure 111.4].
Les Antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou inhiber 1’oxydation de
ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique & un grand nombre de substances,
comprenant des Enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi des molécules anti
radicalaires « Scavengers », qui pie¢gent les radicaux libres (vitamines antioxydants A, C, E),
thiols et Bcarotene) [Cano et al. 2007]. Classiquement, on répertorie les antioxydants selon leur
origine, les antioxydants endogenes de type enzymatique sont plutét impliqués dans la
neutralisation des RL alors que les antioxydants non enzymatiques et ceux d‘origine exogene

sont des donneurs de protons ou d‘¢lectrons [Durand et al. 2013].
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Figure 1.25. Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de I’oxygéne

[Cano et al. 2007].



1.7.1 Systéme antioxydant enzymatique

1.7.1.1 Catalase

Le peroxyde d‘hydrogéne produit par les SOD (Super oxydes dismutases) va devoir étre
dégrad¢ afin de ne pas provoquer des dommages cellulaires. C’est a ce niveau qu’interviennent
les catalases qui composées de quatre sous-unités contenantes chacune un héme et elle n’utilise
pas des cofacteurs enzymatiques. Elles vont alors dégrader I’H>O, en eau et en dioxygene,
diminuant ainsi sa demi-vie et atténuant de ce fait la génération des radicaux hydroxyles. Elles
se retrouvent préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol

[Yoshimoto et al. 2007 ; Nicholls. 2012 ; Powers et Jackson. 2008].

1.7.1.2 Glutathion Peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase catalyse 1’oxydation du glutathion aux dépens du peroxyde
d’hydrogene [Levraut et al. 2003]. Elle peut aussi réagir avec d‘autres substrats comme les
lipides expliquant son rdle protecteur vis-a-vis de la peroxydation lipidique. Son site actif
contient du sélénium et elle a besoin de glutathion réduit pour fonctionner. Dans la cellule, on
la trouve essentiellement dans le cytosol et les mitochondries. C’est une des défenses

antioxydants les plus importantes de I’organisme [Orban. 2010].
1.7.1.3 Super oxydes dismutases (SOD)

Les SOD représentent la premicre ligne de défense pour éliminer les ROS et ce sont les
enzymes antioxydants les plus importantes [Higashi et al. 2009 ; Wassmann et al. 2004]. Ce
sont des métallo enzymes qui catalysent la dis-mutation des ions super oxydes en peroxyde
d’hydrogéne et d’oxygene (202"~ — H20O2 + O2) [Huang. 2001]. Chez les mammiféres cette
famille comporte trois iso formes (SOD;, SOD,, SOD;) [Antwerpen. 2006] ; qui se
différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : une forme
cytosolique associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée

au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD) [Huang. 2001].
1.7.1.4 Glutathion réductases (GRD)

C’est une flavoenzyme homodimérique ; chaque sous-unité contient du FAD au niveau de son
site actif, la (GRD) permet de régénérer le GSH a partir du GSSG [Raman et Berry. 2011]. La
glutathion réductase utilise un cofacteur, le NADPH qui réduit d’abord le FAD en FADHa. Le
FADH: est ensuite une source d’électrons sur un pont disulfide (—S—S—) de I’enzyme qui réduit

a son tour le GSSG en GSH [Halliwell et Gutteridge. 2008].



1.7.2 Systéme antioxydant endogene non enzymatique

1.7.2.1 Glutathion

Le glutathion (GSH) est un tri peptide composé de cystéine, glutamine et glycine, localisé au
niveau du cytosol et des mitochondries. C’est le cofacteur de plusieurs enzymes antioxydants,
il joue un réle important, dans la protection des tissus et la réparation des protéines oxydées
[Zhang et Forman. 2012 ; Carocho et Ferreira. 2013]. Le glutathion posséde deux formes
I’'une oxydée (GSSG) et P'autre réduite (GSH). Ces deux états forment le couple redox
(GSSG/GSH). La capacité antioxydante du glutathion réside dans la présence d’un groupement
thiol (—SH) présent sur la cystéine réduite. [Raman et Berry. 2011].

1.7.2.2 L’acide urique

L’acide urique produit terminal majeur du métabolisme des purines chez 1‘homme. Il a été
proposé¢ comme un des meilleurs antioxydants du plasma, ou il contribue a 35-60% de la
capacité antioxydante totale. L’acide urique est un puissant réducteur des radicaux libres, il
réduit les radicaux peroxydes, hydroxyles et neutralise aussi 1‘anion super oxyde [Favier. 1997

; Letonturier. 2002].
1.7.2.3 Bilirubine

La bilirubine est le produit final de la dégradation de I’héme de plusieurs protéines hémiques.
La dégradation de I’héme en biliverdine est faite par une enzyme appelée ’héme oxydase (HO)
qui est retrouvée dans le réticulum endoplasmique. Apres la biliverdine est transformée en
bilirubine grace a la biliverdine réductase présente dans le cytosol. La bilirubine possede des
propriétés antioxydants envers plusieurs especes réactives tel que le ONOO - et 1’102 [Paredi
et al. 2002 ; Halliwell et Gutteridge. 2008], elle aussi intervient dans la protection des

membranes cellulaires contre la peroxydation lipidique [Paredi et al. 2002].

1.7.3 Systéme antioxydant exogéne

Ces antioxydants ne sont pas synthétisés par I’organisme mais doivent étre apportés par
I’alimentation sous forme de fruits et de 1égumes riches en vitamines C, E, caroténoides, et
polyphénols [Vertuani et al. 2004]. Egalement quelques oligo-¢éléments comme le sélénium et
le zinc qui sont des cofacteurs importants pour 1’activité de certains enzymes antioxydants

[Pincemail et Defraigne. 2004].



1.7.3.1 L’acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C ou l’acide ascorbique est considéré comme le principal antioxydant
hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets [Fain, O. 2004]. Elle posséde une tres
bonne réactivité envers plusieurs ERO comme le HOe, le O2¢-, le NO2e, 1’102 [Carr et Frei.
1999]. Ainsi, elle empéche 1’oxydation des LDL produites par divers systémes générateurs
d’espéces réactives de 1'oxygeéne (ROS). Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique,
elle passe par une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) [Chen et al. 2000], qui
joue un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée [Valko. 2011]. La plupart
des plantes et des animaux peuvent synthétiser I'acide ascorbique sauf les singes et les humains

en raison du manque de I’enzyme gulonolactone oxydase [Naidu. 2003].

1.7.3.2 L’a-tocophérol (vitamine E)

Cette vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et
les érythrocytes chez [‘homme, situés dans les lipoprotéines et dans les membranes [Delattre
et al. 2005]. Leur forme naturelle inclue quatre tocophérols isoméres a, B, v, 0, avec une activité
antioxydant variable dont 1’alpha tocophérol (a-TocH) est la forme la plus active. [Halliwell et
Gutteridge. 2008]. Lors de la peroxydation lipidique, elle va permettre 1‘inhibition de 1‘étape
de propagation, et ainsi assurer un réle de protection des membranes contre 1’oxydation
lipidique [Herrera et Barbas. 2001]. Il joue un role dans l'atténuation du stress oxydatif, dans
les symptomes des maladies neurodégénératives, et en particulier dans la maladie d’ Alzheimer
qui a récemment recu un grand intérét. En conséquence, il entrave 1’adhérence des leucocytes
aux cellules endothéliales, 1’agrégation des plaquettes et la formation consécutive des plaques

d'athérome [Annahazi et al. 2007].
1.7.3.3 Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments fabriqués par les végétaux. Ce sont eux qui donnent aux
fruits et légumes des couleurs orange, rouge et jaune. Les plus importants sont le B-carotene,
I’a-caroténe et le lycopéne. La plupart des caroténoides ont une propriété antioxydante. Leur
structure polyene leur permet d’absorber la lumiere et de neutraliser 1‘oxygene singlet [Causse.
2008]. Comme ils le font pour les plantes, ils ont des effets bénéfiques sur notre santé
[Rodriguez-Amaya et Kimura. 2004]. Ce sont d'excellents piégeurs d'espeéces radicalaires
particulierement vis-a-vis de la lipoperoxydation des phospholipides membranaires grace a

leurs structures [Packer et al. 1981].



1.7.3.4 Zinc

Le zinc joue un rdle de cofacteur dans la SODI, il pourrait agir comme antioxydant en
déplagant le fer (particuliérement ionique) des sites de fixation, inhibant alors la synthése
d’especes réactives rendue possible ou facilitée par sa présence [Halliwell et Gutteridge.

2008].
1.8 Antioxydants de synthése

Il existe plusieurs antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des
antioxydants naturels [Lee et al. 2009]. Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants
synthétiques, tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), et la
gallate propylée (PG) sont largement utilisés parce qu'ils sont efficaces et moins colteux que
les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée, car ils sont susceptibles de

manifester des effets secondaires et méme toxiques [Lisu et al. 2003].
1.9 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Certaines méthodes pratiques ont été développées pour une quantification rapide, simple et
fiable de la capacité antioxydante in vitro et in vivo. En général, les méthodes d’évaluation de
I’activité antioxydante peuvent étre divisées en deux grandes catégories suivant les réactions
mises en jeu : soit les tests basés sur le transfert d’un atome d’hydrogene (HAT : Hydrogen
Atome transfer) ; soit les tests basés sur le transfert d‘un simple électron (SET, Single Electron

transfert). [Huang et al. 2005 ; Prior et al. 2005].

Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la peroxydation lipidique en
utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette propriété est exprimée
par la mesure du degré d’inhibition de 1’oxydation [Sanchez-Moreno et al. 1998].

Alors, les méthodes du deuxiéme groupe sont celles qui interviennent dans la mesure de
I’habilit¢ du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le piégeage du peroxyde
d’hydrogene (H20>), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (OH¢), des anions super
oxyde (Oz°-), du pyroxyle (ROO¢) et de I’oxyde nitrique (NOe¢) [Sanchez-Moreno. 2002]. 11
existe quatorze tests pour évaluer I’activité antioxydante, dont on cite sept tests qui nous avons

les testés dans notre recherche :

v' Test de piégeage du radical libre DPPHe
v' Piégeage du ABTS (2,2’-azynobis- [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acide])
v" Test de réduction du cuivre (CUPRAC)



v" Chélation des ions métalliques.
v' Capacité de réduire I’ion ferrique (Pouvoir réducteur).
v Glavinoxyl radical scavenging assay.

v’ Test de phénanthroline.

2  Activité anti-Alzheimer

L’Alzheimer c’est une maladie neurodégénérative signifiée variété de condition découlant
d’une dégradation chronique et la détérioration des neurones produisant de I’acétylcholine, en
particulier ceux du systéme nerveux central [Adewusi et al. 2010]. La maladie Alzheimer (MA)
a été décrite pour la premiere fois en 1906 par un neuropchiatre bavarois, Alois Alzheimer.

On a montré qu’il existe une baisse de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau de patients
atteints de MA ; les théories du vieillissement radicalaire et du stress oxydatif suggerent que les
dommages oxydatifs sont un acteur majeur de la dégénérescence des cellules. A cet égard, des
découvertes récentes indiquent clairement que les dommages oxydatifs sont I’'un des premiers

événements dans la pathogenese de la MA [Valdimir-Knezevic et al. 2014].

La physiopathologie de la MA est complexe et implique plusieurs voies chimiques. Le premier
défaut découvert dans cette maladie a impliqué 1’Ach (acétylcholine), neurotransmetteur du
systéme cholinergique qui est impliqué dans la mémoire et I’apprentissage [Ibrahim et al. 2016].
L’Ach une molécule organique produite par la choline acétyltransférase qui utilise 1’acétyl
coenzyme A et la choline comme substrats pour la formation de I’Ach est stockée dans les
terminaisons nerveuses, et est libérée des celles-ci, entrant ainsi dans la synapse et se liant au
récepteur. Cependant, chez les patients atteints de MA, grace a la présence de grandes quantités
d'enzymes, l'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE), I'ACh qui est
libérée possede une demi-vie tres courte [Orhan et al. 2004 ; Ali-Shtayeh et al. 2014]. Ces
enzymes hydrolysent la liaison ester dans la molécule d’Ach, conduisant a une perte d’activité

de cette derni¢re [Adewusi et al. 2010].

Le traitement clinique de cette maladie est palliatif et repose principalement sur 1’emploi des
agents inhibiteurs a la fois de I’AchE et la BchE, qui connus sous le nom d’acétylcholinestérase
inhibiteur (AchEI) et butyrylcholinestérase inhibiteur (BchEI) respectivement, leur role
consiste a améliorer la fonction cholinergique par stimulation des récepteurs cholinergiques ou
prolongeant la disponibilité¢ d’Ach libérée dans la fente synaptique neuronales [Adewusi et al.
2010]. Cette inhibition est considérée comme une stratégie prometteuse pour le traitement des

troubles neurologiques [Orhan et al. 2004].



En outre, vu que fortes preuves expérimentales démontrent que le stress oxydatif est
intimement implique dans les maladies neurodégénératives, plusieurs études ont examiné les
effets positifs des antioxydants dans la réduction ou le blocage de la mort neuronale dans la
physiothérapie de ces troubles. Par conséquent, 1’utilisation d’antioxydant a été explorée dans
le but de ralentir la progression de la MA et de la dégénérescence neuronale [Ali-Shtayeh et

al. 2014].

Le dosage de [Dactivité anti-acétylcholinestérase a une grande importance pour la
caractérisation in vitro des médicaments, y compris les traitements potentiels de la MA [Ali
Shtayeh et al. 2014]. Les activités de 1'AchEI et de la BchEI ont ét¢ mesurées en modifiant

légerement la méthode spectrophotométrique développée par [Ellman et al. 1961].

3 Activité antidiabétique
3.1 Définition de diabéte

Le diabete est une maladie fréquente, connue depuis fort longtemps, tres répandue en ce début
de XXIeme siécle. C’est une maladie définie comme un affection métabolique, caractérisée par
une hyperglycémie (taux de sucre dans le sang trop élevé) liée a une déficience, soit de la
sécrétion, soit de 1’action de I’insuline, ou des deux [Kandouli. 2018].

Le diabete est un désordre du métabolisme lipidique, glucidique et protéique attribué¢ a la
production diminuée de l'insuline ou a une résistance anormale a cette hormone qui entraine
une hausse du taux de glucose ; soit une glycémie a jeun supérieure a 1,26g/1 (7mmol/l) ou une
glycémie supérieure a 2g/1 (11,1mmol/l) & n’importe quel moment ou lors d’une hyperglycémie

provoquée par voie orale a deux reprises [Kandouli. 2018 ; Bonnefont-Rousselot et al. 2004].

3.2 Types de diabete
3.2.1 Diabéete de type 1

Le diabete de type 1 ou Le diabete insulinodépendant concerne le plus souvent les enfants,
mais il peut survenir a tout age.il est causé par la destruction de la cellule béta du pancréas, d’ou
I’incapacité de la personne atteinte a sécréter de I’insuline, ¢’est pourquoi le diagnostic est
souvent brutal et les injections d’insuline sont vitales chez ces personnes [Usher-Smith et al.

2012].



3.2.2 Diabete de type 2

Le diabéte de type 2 ou Diabéte non insulinodépendant (DNID). Le diabéte de type 2 (DT2)
est plus fréquent, et compte pour 90-95 % des diabétiques. Il se caractérise par une
insulinorésistance et souvent un déficit relatif de la sécrétion de 1’insuline par les cellules
pancréatique. L hyperglycémie détectée est la résultante de la diminution de 1’utilisation du
glucose par les tissus périphériques, notamment le muscle [Shulman. 2000 ; Shulman et al
1990], et une augmentation de la production hépatique du glucose par le foie [Virally et al
2007]. Le taux des acides gras est aussi €levé, a cause de la lipolyse accentuée, [Roden et al.

1996 ; Kovacs et Stumvoll. 2005].

3.3 Diabéte et les plantes médicinales

Les plantes possedent plusieurs principes actifs qui leurs permettent d’avoir une action sur
I’organisme. Dans le cas du diabete, elles ont une action hypoglycémiante, dont le mécanisme
différe ainsi que le principe actif responsable. Parmi les constituants des plantes ayant une
activit¢ hypoglycémiante, on trouve les polysaccharides, les peptides, les alcaloides, les
glycopeptides, les triterpenoides, les acides aminés, les stéroides, les flavonoides, les phénols,

les coumarines, les ions inorganiques et les guanidines [Jarald ez al. 2008].

3.4 Diabete et le stress oxydatif

Les complications du diabéete sont fortement liées a certain nombre de facteurs. A coté de
L’hyperglycémie chronique et la glycation non enzymatique des protéines, un facteur tres
important impliqué dans la genese de ces complications est le stress oxydatif [Pincemail et al.
1999].

En effet, le métabolisme cellulaire normal de I’oxygene produit de maniere continue de faibles
quantités d’especes oxygénées activées dont font partie les radicaux libres (O2, OH, H203). Le
patient diabétique présente une surproduction des ROS d’une part et d’autre part, une
diminution des antioxydants, ce qui génere un €tat de stress oxydatif a 1’origine des micros et

des macro angiopathies [Pincemail et al. 1999].

L’hyperglycémie active plusieurs voies responsables d’un stress oxydant et de la
surproduction d’ERO. Il est intéressant de noter que les ERO peuvent participer a I’installation
du diabéte en altérant 1’action de I’insuline et en détruisant les cellules béta du pancréas

[Bonnefont-Rousselot et al. 2004].



4  Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une réaction de défense de l'organisme a diverses agressions qui peuvent
étre d'origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse ; son but est
de mobiliser le syst¢tme immunitaire afin d'éliminer 'agent pathogene et de réparer les Iésions
tissulaires. Elle se traduit ordinairement par quatre symptdmes cardinaux : Rougeur, chaleur,
douleur, et 1ésion fonctionnelle énoncés par Aulus Cornelius Celsius [figure IIL1.5] [Sarkhel.

2015].
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Figure 1.26. Les symptomes d’une réaction inflammatoire.

4.1 Types d’inflammation

Selon le poids moléculaire de I’agent pathogene, I’intensité et la durée de I’inflammation, on

distingue I’inflammation aigue et celle de chronique [Barton. 2008].

4.1.1 Inflammation aigue

L’inflammation aigue est de courte durée et caractérisée par quatre phénomenes typiques, qui
sont I’cedeme, la douleur, la chaleur et la rougeur. Elle est causée par 1’activation de différents
médiateurs et cellules spécialisés dans le site infecter. L’ inflammation aigue peut-étre divisée
en trois grandes phases : une phase vasculaire immédiate, une phase cellulaire et une phase de

résolution et cicatrisation [Jacques et al. 1988].

4.1.2 Inflammation chronique

L’inflammation chronique est d’une longue duré et qui a I’origine de différentes maladies
chroniques, telle que Rhumatisme Articulaire et de la polyarthrite rhumatoide. Elle est

caractérisée par une réponse immunitaire adaptative, elle fait intervenir des cellules



lymphocytaires spécifiques sur 1’endothélium Vasculaire qui permettant leur transmigration
dans les compartiments extravasculaires par I'apparition de molécules d'adhésion, sur la surface

des cellules endothéliales [Cavaillon. 1993].
4.2 Anti-inflammatoires

Le traitement actuel de l'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens comme l'aspirine. Ces molécules, bien qu'étant efficaces,
présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long
duré. Pour cette raison on retourne vers un troisieéme type d’origine naturel qui constitue les

anti-inflammatoires d’origines végétales ou bien traditionnels.

4.2.1 Anti-inflammatoires stéroidiens

Les antis inflammatoires stéroidiens (AIS), constituent une vaste famille de médicament
dérivé de cortisol, principalement les glucocorticoides surrénaliens qui sont des substances
dérivées de cholestérols, sous 1’action de 1’hormone adrénocorticotropine (ACTH) de
I’hypophyse. Ils sont responsables de nombreux effets biologiques, ils augmentent la
production de la lipocortine, inhibant ainsi la phospholipase A> donc la libération de I’acide
arachidonique. Par contre ils diminuent fortement la migration des polynucléaires, monocytes-
macrophages vers le site de 1’inflammation et la production d’autres médiateurs comme

I’histamine, la sérotonine, les cytokines, les ions superoxydes [Weill et Batteux. 2003].

4.2.2 Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), agissent en empéchant la formation de
prostaglandine responsable de 1’inflammation par I’inhibition de la cyclooxygénase (enzyme
qui permet la production de prostaglandine a partir de ’acide arachidonique). Ils sont
caractérises par une forte fixation aux protéines plasmatiques et une large distribution tissulaire.
Outre, ils sont efficaces contre la douleur et la fiévre mais Leur action anti-inflammatoire n’est
efficace qu’a forte dose, et par ce fait sont considérés comme ’une des classes thérapeutiques

les plus utilisés dans le monde [Krzesinski et Piront. 2002].
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Figure 1.27. Cascade arachidonique et site d’action des AIS et AINS [Bacchi et al. 2012].

4.2.3 Anti-inflammatoires traditionnels

Certains des composés phytochimiques ont des propriétés anti-inflammatoires. Des études in

vitro et in vivo ont permis de montrer que les polyphénols de certaines plantes pouvaient agir

sur les activités enzymatiques du métabolisme de 1’acide arachidonique (AA) notamment, la

phospholipase Az, cyclooxygénase et lipoxygénase. Une inhibition de ces enzymes par les

polyphénols réduit ainsi la production d’AA, de NO°, de prostaglandines et de leucotrienes,

médiateurs de 1I’inflammation [Fiebich et Chrubasik. 2004].

Tableau 1.3. Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires [Barnes. 1998].

Nom
scientifique
Zingiber
officinale
Helleborus
orientalis

Uriticadiaca

Laurocerasus

officinalis

Nom
commun
Gingembre
Lenten-ros

Ortie

Laurier

Famille

Zingiberaceae

Ranunculaceae

Urticaceae

Rosaceae

Partie utilisé

Rhizome

Racines

Feuilles,

Racines

Feuilles

Utilisation

Arthrose, douleurs
rhumatismales.
(Edémes, douleurs
rhumatismales
Rhinite allergique,
eczéma goutte.
Fievre, douleurs

d’estomac






Chapitre 11 : matériel et méthodes_

Notre travail a commencé par la macération dans le laboratoire de biochimie au niveau de la
faculté des sciences de vie et de la nature -Constantine 1- et suivi par le test des activites
biologiques dans le laboratoire N° 2, et par I’analyse par HPLC dans le laboratoire N°5 au

niveau du centre de la recherche de biotechnologie - CRBT- Constantine.

1 Apercu et but de travail

Le choix de notre plante est basé sur le fait de sa large utilisation en médecine traditionnelle,
sa disponibilité, la présence de molécules bioactives notamment les polyphénols et les
flavonoides. Ce présent travail a pour but de mettre en évidence les activités biologiques
présentes dans 1’espéce Capparis spinosa L en vue de valoriser la richesse végétale de I’ Algérie

en plantes médicinales.

Notre étude a porté sur I’extraction des parties aériennes de la plante, ’extrait brut a été
fractionné en cinq phases différentes en utilisant ampoule a décanter (extraction liquide-
liquide). Ce fractionnement, suivi par le dépistage des activités antioxydantes, 1’activité anti-

Alzheimer, antidiabétique et anti-inflammatoire des cinq extraits.
2 Matériel végétale

2.1 Description de la zone de la récolte

La région de Zeghaia ( Zeraia ou Zeraia), en arabe 4\, est une commune de la wilaya de

Mila en Algérie, localisée au centre-est de la wilaya de Mila, a 7 Km.

Figure 11.1. Zaghaia wilaya de Mila [Google Earth. 2019].
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2.2 Récolte de la plante Capparis spinosa L

La partie aérienne (fleurs, feuilles, fruits, bourgeons) de la plante de I’espeéce Capparis spinosa
L originaire de la zone de Zaghaia ont ét¢ soigneusement récoltées au mois de Juin 2014 (stade
de la floraison), de maniere a ne pas détériorer les éléments organiques et minéraux présents.
Cette plante a été mis a notre disposition par Mr. Zaiter et Mr. Bouaroud; ainsi son identification

botanique a été faite par Mr. KAABOUCHE.

3  Méthodes d’analyses phytochimiques

On a plein des méthodes d’analyses utilisées afin de mettre en évidence les constituants d’un
extrait ou les molécules qu’il contient pour cela il existe des méthodes d’analyses physico-
chimique comme Spectrophotométrie UV-visible et Spectroscopie de RMN, et ainsi
chromatographique tel que la chromatographie sur couche mince (CCM), chromatographie
liquide sous vide (VLC), chromatographie sur colonne ouverte (CC) et la chromatographie
liquide haute performance (HPLC), dans notre étude nous avons utilisé deux appareils

différentes qui sont :

» Spectrophotométrie UV-visible

La lecture de 1’absorbance a été effectuée grace a :

- Un lecteur de microplaque Perkin Elmer (EnSpire Alpha Plate Reader) multimode. Grace a
son monochromateur le lecteur offre une grande sensibilité aux essais.

- Un spectrophotométre a cuve pour le test anti-thérmodénaturant de 1’activité anti-

inflammatoire.

Figure 11.2. Spectrophotomeétres UV-visible. (a) lecteur de microplaque Perkin Elmer, (b)

spectrophotométre a cuve.
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» Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Nos analyses chromatographiques (HPLC) des composés phénoliques ont été effectuées dans
un appareil de Agilent technologies, ¢’est une 1260 infinity, Quaternary pump couplé a un
détecteur UV vis a barrette de diode (DAD). Le logiciel utilisé c’est OpenLab CDS. Pour la

colonne c’est une « Zorbax éclipse plus Cig phase inverse 4,6%250 mm particle size Sum »

A LLLALRER

m

Figure 11.3. Systéme quaternaire de I"'HPLC.

4 Etude phytochimique de la plante de I’espéce Capparis spinosa L

4.1 Préparation de la poudre végétale

Aprés ’obtention de la plante, la partie aérienne (tige, feuille, fleurs et fruits) est broyé
manuellement a 1’aide d’un mortier et un pilon. Le produit est pes¢ avec une balance

¢électronique. Cette poudre est ensuite conservée dans un bocal en verre hermétiquement fermé.

Figure 11.4. Etapes de préparation de la poudre végétale des parties aériennes de C. spinosa L.
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4.2 Extraction par macération a froid (solide - liquide)

Le protocole extractif a été effectué selon la méthode [Koleva et al. 2002 ; Bammou et al.
2015] et comporte les étapes suivantes ; Apres le séchage dans un endroit sec et a I’abri des
rayons solaires, la partie aérienne (feuilles, fleurs et fruits) de la plante (100 g) a été macérée a
température ambiante dans 570 mL de méthanol, pendant 24h. Le mélange est filtré par double
filtration la premiere sur la gaze puis une deuxieéme sur papier filtre Whatman. La macération
est renouvelée deux fois sur le résidu récupéré avec renouvellement du solvant chaque 24h,
pour permettre la solubilisation maximum des composés. Les trois macérats filtrés sont réunis
pour donner I’extrait méthanolique brut. Celui-ci est évaporé a sec sous pression réduite a 37°C
a I’Evaporateur rotatif et pesé pour déterminer son rendement. Un poids du résidu sec est
conservé comme extrait méthanolique jusqu’a leur utilisation et le reste est repris dans 1’eau
distillée bouillante (250 mL) qui solubilise proportionnellement les flavonoides. La solution
obtenue est filtrée sur gaze afin d’éliminer les substances non phénoliques (impuretés, graisses,

cires.... etc.).

Figure 11.5. Etapes de macération des parties aériennes de la plante et procédé de concentration des

filtrats méthanoliques.

4.3 Extraction liquide - liquide (Affrontement)

La solution aqueuse obtenue est soumise a une extraction liquide-liquide avec les solvants
organiques suivants. La premicre extraction est réalisée avec 1’éther de pétrole (3 X 100 mL)
qui permet d’entrainer les graisses ainsi que les substances lipophiles ; la deuxieme avec le
chloroforme (3 X 100 mL) ; la troisiéme avec 1’acétate d’éthyle (3 X 200 mL) et la derniére
avec le butanol (3 X 200 mL).

Le fractionnement est réalis€¢ pendant 20 minutes et l'opération est répétée trois fois pour

chaque solvant. Les quatre phases organiques ont été réunies et évaporées a sec sous pression
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réduite, puis pesées. Cinq fractions sont a la fin récupérées : fraction méthanolique (MeOH),
fraction éther de pétrole (EP), fraction chloroforme (CHCI3), fractions acétate d’éthyle (ActOH)
et la fraction n-butanolique (BuOH). Les fractions ont été séchées et conservées jusqu'a leur

utilisation.

Figure 11.6. Etapes d’extraction liquide-liquide et procédé de concentration de chaque extrait.

Un diagramme schématique (protocole) pour la préparation d'extraits organiques de Capparis

Spinosa L est représenté sur la [Figure 11.7].
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Figure 11.7. Schéma du protocole d’extraction de Capparis spinosa L.



4.4 Expression du rendement d’extraction

Le rendement de 1’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait sec
obtenue apres évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale utilisée. Ce rendement

est calculé par 1’équation suivant :

[ R (%) = (M1-M0/ M) x 100 :|

Ou:

R (%) : Rendement en %.

MO : Masse de ballon vide.

M1 : Masse de ballon apres évaporation.

M : Masse de maticre se€che.
4.5 Caractéristique quantitative et qualitative des extraits

4.5.1 Dosage des polyphénols totaux
a) Principe

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de C. spinosa L, est effectué selon la
méthode de Folin Ciocalteu [Singleton et al. 1999]. Le réactif de Folin-Ciocalteau est constitué
d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur la réduction de Folin
Ciocalteu par les composés phénoliques qui entraine la formation d’un nouveau complexe
d’oxydes métalliques de tungstene (WsO23) et de molybdene (MOsgO23) de couleur bleue.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les

extraits végétaux.

b) Procédure
» Préparation de I’échantillon

Une quantité de 1 mg de I’extrait méthanolique, Ether de pétrole, chloroformique, acétate

d’¢éthyle et butanolique, ont été dissoutes dans 1 mL du méthanol.
»  Protocole

Le dosage est effectu¢ comme suit, 20 pL de chaque extrait dissous dans le méthanol sont

ajoutés a 100 puL du réactif de Folin Ciocalteu (dilué¢ 10 fois dans de 1’eau distillée). Puis, 80



uL de Na;COs (7,5 g/L) dilué également dans I’eau distillée, sont additionnés au mélange.
Parallelement, un blanc est préparé en ajoutant 20 uL d’extrait a 180 pL de méthanol (MeOH).
Pour chaque concentration, le test est répété trois fois. Le mélange est agité¢ et incubé a
I’obscurité et a température ambiante pendant 2 heures et 1’absorbance est mesurée a 765 nm

par un spectrophotométre UV (Perkin Elmer).
¢) Expression des résultats

La concentration des phénols totaux est exprimée en milligrammes équivalents d’acide
gallique par gramme d’extrait sec (mg GAE/g d’extrait) calculée en se référant a une courbe
d’¢étalonnage réalisée dans les mémes conditions réactionnelles avec 1’acide gallique comme

phénol standard [Annexe 1].

4.5.2 Dosage des flavonoides
a) Principe du test

La détermination de la teneur en flavonoides des cinq extraits (MeOH ; EP ; CHCls ; ActOH ;
BuOH) est effectuée par une méthode décrite par Topcu et al. (2007). Cette méthode repose
sur le principe du dosage direct par le nitrate d’aluminium (Al (NO3)s3, 9H20). La coloration
jaunatre donnée dans ce test est due a la formation d’un complexe entre les ions AI’* et les

flavonoides.
b) Procédure

» Préparation de I’échantillon
Le protocole de préparation des extraits est celui utilisé pour le dosage des polyphénols totaux.

> Protocole

Au niveau d’une microplaque multi puits, 130 uL. de MeOH ont été ajouté a 50 pL de chaque
extrait mere, puis on a additionné 10 pL de CH3COOK et un volume de 10 pL d’Al (NO3)s,
9H>0. En Paralléle, le blanc est préparé avec 150 uL de MeOH et 50 pL d’extrait. Le test est
répété dans trois puits pour chaque extrait. Enfin, la microplaque est incubée a température
ambiante pendant 45 min. Aprés le temps d’incubation, 1’absorbance est mesurée a une

longueur d’onde de 415 nm a 1’aide de lecteur Perkin-Elmer.



¢) Expression des résultats

La concentration des phénols totaux sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine
par gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait) calculé en se référant a une courbe d’étalonnage
réalisée dans les mémes conditions réactionnelles avec le quercétine comme flavonoide

standard [Annexe 2].

4.5.3 Analyse HPLC de composés phénoliques

Selon le protocole décrit par Kandouli et al. (2017), pour séparer les composés phénoliques.
Pour chaque fraction (2 mg/ mL dans le méthanol), les quantités moyennes de composés
phénoliques ont été calculées a partir des courbes d'étalonnages standards obtenues pour les
absorbances UV maximales des flavonoides, des composés hydroxybenzoiques et hydroxy-
cinnamiques, et ont été quantifiées en tant qu'équivalents quercétine, acide gallique, et acide
caféique (CAE) par gramme de poids d'extrait, respectivement. Les spectres UV ont été
enregistrés dans la plage 220-600 nm pour identifier les différentes classes de composés
phénoliques et tester leur pureté. L’HPLC en phase inverse a été réalisée a température

ambiante sur une colonne Cig (250 mm % 4 mm ; 5 pm).
4.6 Evaluation des activités biologiques des extraits

4.6.1  Activité antioxydante

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle 1’activité antioxydante peut €étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise [Cristina et al. 2009].

Dans le présent travail nous avons essayé d’évaluer les capacités totales antioxydantes de
nos cinq extraits (MeOH, EP, CHCI;, ActOH et BuOH) en utilisant sept méthodes

spectrophotométrique a savoir :

L’activité antiradicalaire pour le radical libre DPPHe
L’activité antiradicalaire pour le radical-cation ABTS+e
L’activité chélatrice des ions de fer

Le test de radical Galvinoxyl GOR

Le pouvoir réducteur de cuivie CUPRAC

Le pouvoir réducteur de fer (reducing power)

YV V. V V V V V

L’activité de Phénanthroline



Les résultats, sauf pour le dosage CUPRAC, pouvoir réducteur et phénanthroline, ont été
enregistrés a la concentration 50% d'inhibition (ICso). L'activité antioxydante des extraits testés

a été comparée a celles des standards.

L’indice ICso montre les concentrations de 1’antioxydant qui sont nécessaires pour faire
décroitre la concentration initiale du réactif avec 50%. Cet indice est donné en mg/mL du milieu
réactionnel, du coup la capacité antioxydante d’un échantillon est d’autant plus €élevée que son

ICs0 est petit.
4.6.1.1 Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)
a) Principe du test

Ce test consiste en une mesure de la capacité d'un composé antioxydant a réduire le radical
libre persistant DPPHe par spectrophotométrie visible [Alencar et al. 2008]. Le DPPHe est un
radical stable d'une coloration violette, due a la présence d'un électron non apparié sur I'atome
d'azote, possédant un maximum d'absorption dans le visible & 517 nm en solution alcoolique.

L'absorbance de la solution du DPPH+ diminue en donnant une couleur jaune, quand 1'¢lectron
célibataire sur l'atome d'azote du DPPHe est réduit par un atome d'hydrogeéne provenant du
produit antioxydant [Figure I1.8]. La capacité antioxydante augmente d'autant plus que la

substance réduit le DPPHe [Blois. 1958].

NO, N07

&NQNN Al —— | (%N

N, (! Noz

Figure 11.8. Réaction de réduction du radical DPPH.
b) Procédure
» Préparation de I’échantillon

Une quantité de 4 mg de chaque extrait, a été dissoute dans 1 mL du méthanol (Solution mére

(SM) de 4000 ppm), c’est a partir de cette dernieére qu’une série de dilution de 1/2 a été préparé.



Le tableau II.1 présente la série de dilution préparée pour I’extrait méthanolique sachant que

tous les extraits ont été préparé de la méme manicre.

Tableau I1.1. Série de dilutions et concentration respectives de 1’extrait méthanolique.

Extrait méthanolique

Dilution 1/1 (Solution 1/2 1/4 1/8 1/16  1/32 1/64
mere)

Concentration de la 4 mg/mL 2 1 05 025 0,125 0,0625

solution (mg/mL) (4000 ppm)

Concentration dans le 0,8 04 02 01 005 0,025 00125

milieu réactionnel en

mg/mL

> Protocole

L’activité antiradicalaire été mesurée selon le protocole décrit par [Blois. 1958] avec de
légéres modifications. Un volume de 40 pL de chaque extrait avec un volume de 160 pL de
DPPH (0,1 mM) a été ajouté dans chaque puits de la microplaque multi puits, les tests sont
pratiqués en triplicata pour les cinq extraits. Parallélement un contréle négatif (blanc) a été
préparé en remplacant I’extrait par le MeOH. Aprés incubation a température ambiante a
I’obscurité pendant 30 min. la lecture des absorbances a été mesurée a 517 nm. La couleur
violette disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényl picryl-hydrasine par un
composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration. Le controle positif est
représenté par trois antioxydants standards le BHA ButylHydroxy-Anisol, le BHT butyl-

hydroxy-toluéne et a-tocophérol.

¢) Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du DPPH qui est calculé selon la

formule suivante :

[ Inhibition (%) = [(Ac-Ac) /Ac]. 100 :|

Ou
Ac : absorbance du controle négatif.

Ae : absorbance de I'échantillon ou standard.



4.6.1.2 Test par piégeage du radical ABTS+e

a) Principe du test

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un cation radicalaire
facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une
solution colorée en vert-bleu [Figure I1.9]. La concentration de ce radical peut étre déterminée
en mesurant 1’absorbance a la longueur d’onde appropriée. L’addition d’un antioxydant a une
solution de ce cation radicalaire entraine la réduction de ce radical et une diminution de
I’absorbance mesurable a 734 nm. Cette diminution dépend de 1’activité antioxydant des

composés testés mais souvent aussi du temps et de la concentration [Re et al. 1999].
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Figure 11.9. Oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS+-.

b) Procédure
» Préparation de I’échantillon

Le protocole de dilution des extraits et celui utilisé pour 1’activit¢ DPPH.

> Protocole

Cette activité est déterminée selon la méthode de [Re et al. 1999] avec des volumes ajustés
pour une manipulation sur microplaque de titration. Le cation radicalaire ABTS+e est généré
en mélangeant 5 mL de la solution aqueuse d’ABTS (7 mM) avec le persulfate de potassium a
2,45 mM (concentration finale dans le mélange), le tout est conservé a I’abri de la lumiére et a
4 °C durant 12-16 h avant I’utilisation. La solution obtenue est diluée avec le méthanol pour

obtenir une absorbance de 0,7 = 0,020 a 734 nm.

Dans chaque puits de la microplaque, 40 pL de chaque extrait a différentes concentrations ont

été mélangé avec 160 pL de I’ABTS+-. Le mélange est laissé a I’abri de la lumiére a température



ambiante pendant 10 min et la décoloration par rapport au control négatif contenant (40 pL
MeOH avec 160 uL ABTS++) est mesurée a 734 mn par le lecteur de microplaque Perkin Elmer.
Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produits testés. Le contrdle positif
est représenté par deux antioxydants standards le BHA (ButylHydroxy-Anisol) et le BHT
(butyl-hydroxy-toluéne).

¢) Expression des résultats

Le pourcentage de ’activité anti radicalaire est calculé en utilisant la formule suivante :

[ % d’inhibition = [(Ac— Ae) /Ac].100 :|

Ou
Ac : absorbance du contrdle

Ae : absorbance de 1’extrait

4.6.1.3 Test de chélation des Ions ferreux (métal chélate)

a) Principe du test

Le test sur la chélation des ions Ferreux est basé sur la capacité d'une molécule a fixer les ions
Fe?*. Ces derniers jouent un role important lors de la production des radicaux libres notamment
lors de la réaction de Fenton, qui survient a chaque fois qu'une molécule d'H>O> est en contact
d'ions Fe*" et qui est a I'origine de la production des radicaux hydroxyle (OH) [Huang et al.
2005]

La capacité chélatrice de nos cinq extraits est déterminée selon la méthode de [Denis et a/
1999] qui est basée sur I’inhibition de la formation du complexe Fe (II)-Ferrosine apres le

traitement des échantillons avec les ions Fe?*.
b) Procédure
» Préparation de I’échantillon
Le protocole de dilution des extraits est celui utilisé pour les activités précédentes.
> Protocole

Ce test ét¢ mesuré selon le protocole décrit par [Dinis et al 1999] avec de légeres
modifications. 40 uL de MeOH ont ét¢ ajoutés a 40 pL d’extrait, puis 40 pL d'une solution de

FeCl> (0,2 mM). La réaction a été initiée par l'addition de 80 puL de ferrozine et incubée a



température ambiante pendant 10 min. Parallélement un controle négatif (blanc) a été préparé
en remplacant 1’extrait par le MeOH. L’absorbance a ensuite été mesurée spectrophoto-

métriquement a 562 nm. L’EDTA est utilisée comme standard.
¢) Expression des résultats

L’activité chélatrice est exprimée en pourcentage en utilisant 1’équation ci-dessous :

|: Activité chélatrice (%) = [(Ac- Ae) / Ac] x100 :|

Ou
Ac : absorbance du contrdle négatif.

Ae : Absorbance des solutions de I’extrait.

Pour une caractérisation meilleure de 1’efficacité des extraits, la concentration effectrice
(ICs0) définie comme la concentration de I’échantillon qui produit 50% d’effet chélateur

ainsi que I’activité chélatrice exprimée en mg d’équivalent d’EDTA/g d’extrait sont calculées.

4.6.1.4 Test de balayage du radical Galvinoxyl (GOR)

a) Principe du test

Cette méthode est basée sur I’introduction de radical libre stable Galvinoxyl pour mesurer et
comparer l'efficacité de la capacité des phénols a donner de I'hydrogene [Shi et Niki. 1998]. Le
galvinoxyl est une molécule plutot instable et tout en acceptant un €lectron ou radical hydrogéne
pour devenir une molécule stable et diamagnétique, il peut étre réduit irréversiblement. En

raison de son électron impair, le galvinoxyl montre une bande d'absorption forte a 428 nm.
b) Procédure

»  Préparation de I’échantillon

Le protocole de dilution des extraits est celui utilisé pour les activités précédentes sauf pour
les deux extraits ActOH et BuOH, grace a leurs fortes concentrations, nous étions obligés

d’établir une gamme de dilution beaucoup plus étendue que celle des autres extraits (2 mg/mL).
> Protocole

L’activité Galvinoxyl radical (GOR) scavenging assay est déterminée par la méthode décrite
par [Shi et al. 2001], un volume de 40 puL de chaque extrait est déposé dans une plaque a 96

unités suivi par 160 pL de solution de Galvinoxyl (0,1 mM). Parallélement un contrdle négatif



est préparé en remplagant 1’extrait par le MeOH. Apres incubation durant 120 min a température
ambiante a 1’obscurité, 1’absorbance a été mesuré a 428 nm par le lecteur Perkin-Elmer. Les

deux antioxydants de synthése BHA et BHT sont utilisés comme controle positif.

¢) Expression des résultats

Le pourcentage de ’activité anti radicalaire est calculé en utilisant la formule suivante :

[ % d’inhibition = [(Ac— Ae) /Ac].100 ]

Ou
Ac : absorbance du contrdle

Ae : absorbance de 1’extrait

4.6.1.5 Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique (CUPRAC)

a) Principe du test

La méthode est basée sur I’utilisation de réactif cuivre (II)-néocuproine (Cu (II)-Nc)
comme agent oxydant chromogéne, ce dernier est réduit en présence d’un antioxydant qui
conduit a la formation d’un chromophore de couleur jaune orangé. Cette réaction est quantifié¢e

avec le spectrophotometre a une longueur d’onde de 450 nm [Apak et al. 2004].

Les antioxydants
réduits

le Cu (1) au Cu (I)

-

Cu(ll)Ne Cu(l)Mc

Figure 11.10. Réduction du complexe néocuproine/cuivre (I1) [Ozyurek et al. 2011].

b) Procédure

» Préparation de I’échantillon

Le protocole de dilution des extraits est celui utilisé pour les activités précédentes.



> Protocole

Selon le protocole décrit par [Apak et al. 2004], un volume de 40 uL de chaque extrait et ses
concentrations ainsi que 60 uL de tampon NHsAc (1 M, pH = 7) puis un volume de 50 puL de
néocuproine (7.5 mM) sont déposés dans chaque puits de la microplaque, 50 pL de la solution
aqueuse Cu (II) (10 mM) ont été ajouté par la suite. La couleur du milieu réactionnel change
alors du blanc transparent au jaune orangé. Un blanc a été préparé en parall¢le, en remplacant
les extraits par le MeOH. Trois répétitions sont réalisées pour chaque extrait. Apres incubation
durant 1h a température ambiante a 1’obscurité, I’absorbance a été mesuré a 450 nm par le
lecteur Perkin-Elmer. Le contrdle positif est représenté par deux antioxydants de synthéese BHA

et BHT.
¢) Expression des résultats
Les résultats sont exprimés en concentrations (mg/mL) en fonction des absorbances obtenues.

4.6.1.6 Test de la capacité antioxydante par réduction de fer (Pouvoir réducteur)

a) Principe du test

Le test de pouvoir réducteur est déterminé par la méthode décrite par [Oyaizu. M. 1986]. Le
principe de cette méthode consiste a évaluer I’aptitude de 1’échantillon a donner un électron
pour convertir le Fe’" en Fe?*, cette forme est quantifiée par la mesure de la couleur bleu du
complexe (bleu de Pruss Fe4 [Fe (CN) 6]3) qui absorbe a 700 nm. Une absorbance élevée indique

que I’échantillon possede un grand pouvoir réducteur.
b) Procédure
» Préparation de I’échantillon

Le protocole de dilution des extraits et celui utilisé pour 1’activité précédente.

> Protocole

Brievement, 40 puL. du phosphate buffer (pH=6,6) et 50 uL de 1% de potassium ferricyanide
sont ajoutés a 10 puL des différentes concentrations des extraits. Aprés 20 min d’incubation a
50°C, 50 pL du tri-chloro acétique acide (TCA) (10%) ; 40 uL d’H>O et 10 pL de ferrique
chloride sont ajoutés au milieu réactionnel. Le blanc est préparé en paralléle suivant le méme
protocole en remplagant 1’échantillon par le méthanol. Puis 1’absorbance est déterminée a 700

nm.



¢) Expression des résultats
Les résultats sont exprimés en concentrations (mg/mL) en fonction des absorbances obtenues.
4.6.1.7 Test de I’activité phénanthroline
a) Principe du test

Cette méthode a été appliquée pour le dosage des capacités antioxydants de différents
antioxydants et leurs mélanges. [Liu et al. 2003]. L’activité de phénanthroline est déterminée

par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008).
b) Procédure
» Préparation de I’échantillon

Le protocole de dilution des extraits et celui utilisé pour les activités précédentes.

> Protocole

Le test a été effectué dans des microplaques a 96 puits ; 10 puL de différente concentration des
extrais ont ét¢ mélange avec 50 pL FeCls [0 ,2%] et 30 puL phénanthroline [0,5%] plus 110 uL.
méthanol. Le blanc est préparé en paralléle suivant le méme protocole en remplagant
I’échantillon par le méthanol. Le mélange est laiss¢ a 1’abri de la lumiére a température

ambiante pendant 20 min ; I’absorbance été mesuré a 510 nm.

¢) Expression des résultats
Les résultats sont exprimés en concentrations (mg/mL) en fonction des absorbances
obtenues.

4.6.2 Evaluation de ’activité anti Alzheimer

Cette activité est testée par deux enzymes qui sont I’acétylcholinestérase et le butyrylcholin-

estérase.
a) Principe du test

Les activités acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE) ont été mesurées,
avec une modification légere de la méthode spectrophotométrique décrite par [Ellman et al.
1961]. AChE et BChE ont été utilisés, tandis que I’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure de
butyrylthiocholine ont été employés comme substrats. Le DTNB [5,5-dithio-bis (2-



nitrobenzoique)] a été utilisé pour la mesure de 1'activité du cholinestérase. Le méthanol a été

utilisé comme solvant pour dissoudre les composés d'essai O et les contrdles.

O CH O
P - AChE H SH
HSC S N |1\| - CH3 — 2 +
| CHa H,C H, H;C OH
Acétylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acide Acétique
HOOC COOH
o,n@s—-s NO,
DTNB
HOOC | COOH
N.
Mélange disulphide Jaune acide-3-thio 2 nitrobenzoique (TNB)

Figure 11.11. Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman’s [Ali-Shtayeh et al. 2014].

b) Procédure
» Préparation de I’échantillon
Le protocole de dilution des extraits et celui utilisé pour 1’activité précédente.

> Protocole

Selon le protocole décrit par [Ellman et al. 1961], des aliquotes de 150 puL de tampon
phosphate de sodium (pH=8), 10 pL de solution mere d’extrait avec les différentes
concentrations convenables et 20 uL de la solution enzymatique AChE ou BChE ont été induits
dans chaque puits. Apres une période d’incubation de 15 min a température ambiante 25°C, 10
pL de DTNB ont été ajoutés. La réaction est ensuite initiée par 1’addition de 10 pl de substrat

AChI (I’iodure d’acétylthiocholine) ou substrat de BChE (le chlorure de Butyrylthiocholine).

Apres incubation durant 15 min a I’étuve a 37°C, la lecture se fait a t=0 et t=15

Un témoin négatif est préparé, la Galantamine dissoute dans le MeOH est utilisée comme

référence.

c) Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’AChE ou BChE enzymes est déterminé par rapport au blanc

(MeOH avec le phosphate buffer pH 8) par la formule :

min a 412 nm.




[ (E - S) /E *100 ]

E : l'activité de I'enzyme sans extrait.

Ou

S : l'activité de l'enzyme avec |’extrait.

4.6.3 Evaluation de ’activité antidiabétique
4.6.3.1 Activité inhibitrice de I’a-amylase
a) Principe

L'activité inhibitrice de l'a-amylase a été réalisée a l'aide de la méthode iode/iodure de

potassium (IKI) de [Zengin. G et al. 2014] avec quelques modifications.
b) Procédure
» Préparation des échantillons
Le protocole de dilution des extraits est celui utilis€ pour les activités précédentes.
» Protocole

L'activité inhibitrice de I'a-amylase a été réalisée a 1'aide de la méthode de [Zengin. G et al
2014] a l'iode-iodure de potassium, avec quelques modifications. En bref, un extrait de plante
(25 pL) a été mélangé avec une solution d’a -amylase (50 pL) dans du tampon phosphate (pH
6,9) avec du chlorure de sodium 6 mM dans une microplaque a 96 puits et incubé pendant 10
min a 37 ° C. La réaction a été initiée par addition de solution a 0,1% d’amidon (50 uL). Le
mélange réactionnel a été incubé pendant 10 min a 37 © C. La réaction a ensuite été arrétée par
addition de HCI 1 M (25 pL), suivie de 1'ajout de la solution d'iode et d'iodure de potassium
(100 pL). Parallelement un controle négatif est préparé en remplagant 1’extrait par le MeOH.

L'absorbance a été mesurée a 630 nm. L'acarbose est utilisé comme controle positif.
¢) Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition de I'a-amylase a été calculé comme suit :

[ % d’inhibition = 1- [(Ac- Ae) - (As- Ab] / (Ac-Ae)] ]




Ou

Ac : absorbance [Amidon+ IKI+ HCI+ Vol du solvant d’extrait+ Vol tampon Enzyme]
Ae : Absorbance [Enzyme+ Amidon+ IKI+ HCI+ Vol du solvant d’extrait]

As : Absorbance [Enzyme+ extrait+ Amidon+ IKI+ HCI]

Abp : Absorbance [Extrait+ IKI+ 125 ul de tampon]

Pour une caractérisation meilleure de 1’efficacité des extraits, la concentration effectrice

(ICs0) définie comme la concentration de 1’échantillon qui produit 50% d’effet inhibiteur de

I’a-amylase.
4.6.3.2 Activité inhibitrice de I’a-glycosidase
a) Principe du test

L'activité inhibitrice de I'a-glucosidase a été réalisée par la méthode (Behvar Asghari et al

2018) avec quelques modifications.

HO.

a-glucosidase

H ———— 3 glucose +

NO;

NO,

1L base
NO,

absorbance maximum at 405 nm

Figure 11.12. Principe d’action de 1’a-glycosidase.

b) Procédure
» Préparation de I’échantillon

Le protocole de dilution des extraits et celui utilisé pour 1’activité précédente.

> Protocole

Le test a été effectué dans des microplaques a 96 puits ; 100 pL de la solution d’enzyme et 50
pL de la solution de substrat sont ajoutés a 50 pL des différentes concentrations des extraits. Le
blanc est préparé en parall¢le suivant le méme protocole en remplacant 1’échantillon par le

méthanol. Dés qu’on termine ces €tapes on passe directement au spectrophotometre pour



effectue la premier lecture (0 min) a 405 nm. Aprés 30 min d’incubation a 37 °C ; Nous fusons

une autre lecture.

¢) Expression des résultats

Le pourcentage de I’activité antidiabétique est calculé en utilisant la formule suivante :

|: % d’inhibition= [(Ac- Ae) / Ac]x 100] ]

Ou
Ac : absorbance du controle négatif

Ae : absorbance d’extrait

4.6.4 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire
4.6.4.1 Etude In vitro de Peffet anti-thérmodénaturant des extraits
a) Principe du test

L’activité anti-inflammatoire est déterminée par la méthode de [Kandikattu. 2013] avec de
légéres modifications. Le test consiste a inhiber la dénaturation du BSA (bovine sérum

albumine), provoqué par la chaleur, par nos extraits.

b) Procédure
» Préparation de I’échantillon

Une quantité de 16 mg de chaque extrait, ont ¢t¢€ dissoutes dans 4 mL de I’eau distillé (Solution
mere (SM) de 4000 ppm) sauf pour I’extrait méthanolique et de 1’éther de pétrole, on a diminué
la concentration grace au fort effet (2 mg/ 4 mL), c’est a partir de cette derni¢re qu’une série de
dilution de 1/2 a été préparé, les dilutions sont préparées en triplicata pour les cinq extraits. Le
tableau II.2 présente la série de dilution préparée pour 1’extrait méthanolique sachant que tous

les extraits ont été préparé de la méme maniére.



Tableau I1.2. Série de dilutions et concentration respectives de 1’extrait butanolique.

Extrait butanolique

Dilution 1/1 (Solution 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
mere)

Concentration de la 4 mg/mL 2 1 0,5 0,25 0,125

solution (mg/mL) (4000 ppm)

Concentration dans le 2 1 0,5 0,250 0,125 0,0655

milieu réactionnel en

mg/mL

> Protocole

Une solution de 0,2% (p/v) de BSA a été préparée dans une solution saline tampon Tris et le

pH a été ajusté a 6,6 en utilisant ’'HCL.

A partir de solutions méres, on a préparé cinq concentrations différentes utilisant de I'eau
comme solvant. 0,5 mL de chaque extrait ont été transférés dans des tubes. 0,5 mL de BSA a
0,2 % ont été ajoutés a la totalité des tubes. Parallelement, pour chaque concentration d’extrait
un blanc est préparé dans lequel 0,5 mL d’extrait est ajouté a 0,5 de Tris-HCI ainsi, un controle
positif est préparé contient 0,5 mL de BSA et 0,5 mL du tampon. Ensuite une double incubation,
la premiére a 37 C° pendant 15 min suivie par une deuxieme dans le bain marie a 72 C° pendant
5 min. Apres refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm dans un spectrophotometre a
cuve. Chaque expérience a été réalisée en triplicata. Les résultats sont comparés par rapport a

un standard qui est le Voltarene.
¢) Expression des résultats

Le taux d’inhibition de la dénaturation thermique de BSA a 72°C est exprimé par 1’expression

suivante :

|: Taux d’inhibition (%) = (Ac- (Ae- Ab) / Ac) x100 :|

Ou
Ac : I’absorbance du contrdle positif

Ae : absorbance de 1’extrait



Ab : absorbance du blanc

5 Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyennes + déviation standard (SD). Les
valeurs de ICso a été calculées par le logiciel « GraphPad prisme 6 ». Plus elle est petite, plus
I’activité (antioxydante, anti Alzheimer, anti-diabétique et antiinflammatoire) des extraits est

grande.






1 Expression du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des principes actifs dissouts dans un

solvant organique et/ou aqueux utilisé pour I’extraction [Abe et al. 2010].

Le processus de macération nous a permis d’extraire a partir de 100 g (M) des parties
aériennes de la plante Capparis spinosa L une masse de 24,82 g, qui donne un rendement a
I’ordre de 24,82 %. En outre les rendements d’extraction liquide-liquide sont cité dans le tableau

suivant :

Tableau I11.1. Poids des extraits avec le rendement d’extraction.

Extraits Masse d’extrait (mg) Rendement %
EP 450 0,45
CHCl; 360 0,36
ActOH 420 0,42
BuOH 310 0,31

La valeur du rendement dépend de plusieurs facteurs tels que : structure et PH du sol, salinité
du lieu de récolte, température, air, altitude...etc. Comme elle peut étre liée aux conditions

expérimentales [Penchev et al. 2010].
2 Dosage des polyphénols et des flavonoides
2.1 Teneurs en polyphénols

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques,
résulte du fait que les polyphénols ont des activités biologiques treés importantes. De méme pour

les flavonoides qui sont considérés comme la classe la plus importante des polyphénols.

L’apparition de la couleur bleue foncée indique la présence des polyphénols avec une forte

quantité dans les deux extraits ActOH et BuOH de notre plante [Figure IIL.1].
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Figure 111.1. lllustration du dosage des polyphénols totaux.

La teneur en polyphénols totaux (TPC) de nos cinq extraits de la partie aérienne de Capparis
spinosa L a été estimée a partir de la courbe d’étalonnage linéaire de I’acide gallique de
I’équation y = 3,8484x avec un coefficient R = 0,984. La gamme de ’acide gallique est tracée
pour des concentrations comprises entre 0 et 0,25 mg/mL [Annexel]. La spectrophotométrie

UV/Visible a permis de quantifier le taux des polyphénols présents dans nos extraits.

La teneur en composés phénoliques totaux est exprimée en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait (mg GAE/g dw) [tableau II1.2].

Les résultats obtenus montrent que la partie aérienne du Capparis spinosa L est trés riche en
polyphénols avec une teneur en phénols totaux pour toutes les fractions qui varie entre 46,49 +
3,77 et 443,64 + 3,64 (mg GAE/g dw). Cependant, les deux extraits BuOH et ActOH sont les
plus concentrés en polyphénols que I’extrait MeOH, celle-ci est plus concentré a celles des deux
extraits EP et CHCI3, ces deux derniers ont une concentration proche. Donc le classement de

TPC dans ces extraits est comme suit : BuOH> ActOH > MeOH > CHCl; >EP.

Nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par [Fadili et al. 2017], ayant travaillé sur
des extraits méthanolique brut ; chloroformique ; d’acétate d’éthyle ; butanolique ; aqueux des
feuilles et des fleurs de Capparis spinosa L avec la méthode de Folin Ciocalteu. IIs ont relevé
des valeurs de (3,8 ; 0,3 ; 19,76 ; 6,19 ; 491 (mg EAG/g)) et (2,89 ; 0; 3,33 ; 1,69 ;1,24 (mg
EAG/g)) respectivement. De méme, [Meddour et al. 2011] ont obtenus des teneurs en
polyphénols des extraits éther de pétrole (Ep), dichlorométhane (DCM), MeOH et aqueux d'un
mélange de bourgeons a fleur, fleurs et fruits immatures de I’espece Capparis spinosa L (5,30
+0,78 ;7,76 £0,41 ; 29,01 + 0,84 ; 25,68 £ 0.67 mg EAG/g) respectivement, ces valeurs sont

inférieures a ceux trouvés lors de nos études.
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Ces différences peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs dont la méthode d’extraction
et d’analyse, 1’origine géographique, le degré de maturité et les conditions de stockage. La
concentration en composés phénoliques est aussi influencée par la saison, selon [Bachir Bey.
M et al. 2014] la lumicre stimule la biosynthese des polyphénols chez les plantes par
I’amplification de certaines activités enzymatiques, dont 1’activité de la phénylalanine
ammonia-lyase (PAL) qui convertit la phénylalanine en acide coumarique, qui est le précurseur

des molécules impliquées dans la synthése des composés phénoliques.
2.2 Teneurs en flavonoides totaux

Les premiers résultats obtenus sont représentés par la réaction colorimétrique [Figure I11.2].

Figure 111.2. lllustration de dosage des flavonoides totaux.

La couleur jaune produite indique la présence des flavonoides dans les mélanges réactionnels.
L’analyse de la [figure III.2] montre que la couleur et I’absorbance sont plus fortes dans les
extraits BuOH et ActOH que les extraits MeOH, CHCIl; et EP. L’intensité de la couleur est

proportionnelle a la quantité des flavonoides présentée dans nos extraits.

La quantité de flavonoides totaux des extraits testés a une concentration fixe (1 mg/mL) est
alors estimée a 1’aide de la droite d’étalonnage de la quercétine a partir des valeurs
d’absorbances mesurées [Annexe 2]. A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des
flavonoides totaux des cinq extraits de Capparis spinosa L a était estimée par 1’équation de la

courbe : y = 4,5548x avec un coefficient R* = 0,9972.

La teneur en flavonoides totaux contenues dans les échantillons de Capparis spinosa L
(fraction butanolique ; fraction acétate ; fraction chloroformique ; fraction éther de pétrole et
fraction méthanolique), a été¢ énumérée dans [Tableau II1.2], et est exprimée en mg équivalent

en quercétine par g de ’extrait sec (mg EQ/g d’extrait).
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Les résultats obtenus montrent que la partie aérienne du Capparis spinosa L est trés riche avec
une teneur en flavonoides pour toutes les fractions qui varie entre 14,214+6,62 mg EQ/g et
432,45+67,97 mg EQ/g. D’apres les résultats nous observons que le taux de flavonoides le plus
¢levé est détecté dans les extraits butanolique 432,45+67,97 mg EQ/g et acétate d’éthyle
358,90+£32,73 mg EQ/g; il est presque six fois supérieur a celui relevé dans les extraits
méthanolique 47,25+2,80 mg EQ/g ; chloroformique 15,49+0,16 mg EQ/g et éther de pétrole
14,21+6,62 mg EQ/g.

Ces résultats restent largement supérieurs a ceux trouvés par [Fadili et al 2017] (7,85; 0 ;
0,05; 1,96 ; 0) pour les extraits méthanolique brut ; chloroformique ; d’acétate d’éthyle ;
butanolique ; aqueux, respectivement. En outre, [Medour et al. [2011] ont rapportés une TFC
des extraits Ep ; DCM ; MeOH ; H>O des fruits du C. spinosa L sont de 0,08 £ 0,03 ; 0,15 +
0,05; 5,97 £ 0,42; 11,82 £ 0,38 mg RUE/g d'extrait, respectivement, ces valeurs sont
extrémement inférieures a ceux de nos cing extraits (MeOH ; EP ; CHCls ; ActOH et BuOH).

Ces différences peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs dont la méthode d’extraction
et d’analyse, la nature et le standard utilis¢, 1’origine géographique, le degré de maturité et les

conditions de stockage.

Tableau I11.2. Teneur des différents Extraits de Capparis spinosa en Polyphénols Totaux et en

flavonoides.

Extrait Teneur en polyphénols totaux Teneur en flavonoides totaux
(mg GAE/g dw) (mg RUE/g dw)

BuOH 443,64 + 3,64 432,45+ 67,97

ActOH 413,68 17,02 358,90 + 32,73

CHCI; 63,29 + 3,08 15,49+ 0,16

EP 46,49 £ 3,77 14,21 +£ 6,62

MeOH 112,47 £ 8,73 47,25+ 2,80

3  Analyses HPLC des composés phénoliques

Au fur et a mesure de la détermination du TPC et du TFC, I’identification et la quantification
du profil phénolique des cinq extraits de C. spinosa L ont été effectuées par HPLC utilisant un
détecteur a barrette de diodes (DAD). Les chromatogrammes représentatifs sont présentés a la

[Figure IIL.3]. Les classes des composés phénoliques ont été facilement identifiées par



comparaison avec les temps de rétention (Tr) et les spectres UV d’échantillons standards
authentiques d’acides gallique (Tr = 4,2 min) et caféique (Tr = 13,4 min), et de rutine (Tr =
28,2 min). Longueurs d'onde d'absorption maximales de 280, 325 et 350 nm, respectivement

[Annexe 3].

L'analyse des flavonoides, qui ont été présents en quantités trés significatives dans les extraits
ActOH et BuOH [chromatogrammes D et E ; figure II1.3], étaient encore retrouvés avec des
bons rendements dans les extraits de MeOH et de CHCl3, alors qu'ils n’étaient pas présents dans
I’extrait EP. En ce qui concerne 1’analyse des dérivés hydroxycinnamiques, ils €taient présents
avec un bon rendement dans ’extrait ActOH et avec des faibles quantités dans les extraits
MeOH, EP et CHCIs, alors qu’ils n’étaient pas présents dans 1’extrait BuOH [chromatogramme
E ; figure II1.3]. Les dérivés hydroxybenzoiques sont apparus comme des constituants mineurs,
avec des faibles quantités ou méme se forme des traces dans les extraits MeOH, EP, CHCls,

ActOH et BuOH.

L'extrait de ActOH et de BuOH a montré des profils HPLC-DAD proches, ne différant que
par les dérivés hydroxycinnamiques. IIs sont les plus riches en composés phénolique et surtout

les flavonoides.

Tableau 111.3. Concentrations de composés phénoliques dans les extraits de Capparis spinosa L
détectées par HPLC.

Principaux composés phénoliques

Extraits Dérivés hydroxy- Dérivés hydroxy- Flavonoides
benzoiques (mg GAE/g) cinnamiques (mg CAE/g) (mg RUE/g)
MeOH 5,565+0,095 0,545+0,015 103,045+0,105
EP 0,4585+0,0085 2,04+0,06 ND
CHCl; 3,745+0,065 4,445+0,125 24,28+0,11
ActOH 9,02+0,16 28,565+0,805 666,965+3,025
BuOH 5,415+0,095 ND 491,065+2,225

- GAE : équivalents d'acide gallique ; RUE : équivalents de rutine ; CAE : équivalents d'acide caféique.
- ND : non-détecté
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Figure 111.3. Chromatogrammes A, B, C, D et E représentant les composés phénoliques de cing
échantillons de Capparis spinosa L analyses par HPLC et détectés a 280nm. G : acide gallique, C : acide
caféique, R : rutine

4 Résultats de I’évaluation de P’activité antioxydante
4.1 Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

L’activité anti radicalaire DPPH des extraits MeOH, EP, CHCI3, ActOH et BuOH a été évaluée
par leur activité inhibitrice sur une solution méthanolique de DPPH, mesurée a 517 nm. Les
résultats obtenus ont permis de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations des extraits et des standards (a-Tocophérol, BHA et BHT) [Figure I11.4].
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Figure 111.4. Courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH par différents extraits de plante.

Les résultats révelent que nos extraits (MeOH, ActOH et BuOH) posseédent une activité
antiradicalaire dose dépendante c'est-a-dire le piégeage des radicaux libres DPPH augmente
avec l'augmentation de la concentration des extraits et par conséquent l'augmentation de
l'activité antiradicalaire. Alors que les deux extraits EP et CHCl; exhibe une faible activité

antiradicalaire n’a pas atteint a 50 % d’inhibition.
» Détermination de I’'ICso

La valeur de I’ICsp exprimée en mg/mL a été déterminée graphiquement en utilisant le logiciel
« GraphPad prisme 6 » a partir des courbes de pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration pour chaque échantillon testé. Plus la valeur de ICso est faible plus 1’activité

antioxydant de I’échantillon est forte.



Chapitre I11 : résultats et discussion

0.45 0.41

04 =

0.006 0.012 0.013 0.015

O — | — | | — |

BHA BHT  o-tocopérol BuOH

Figure 111.5. Valeurs des I1Cso des échantillons étudiés classer en ordre croissant.

Les résultats d’ICso, inversement proportionnelles a 1’activité anti radicalaire, sont compatibles

avec le niveau de décoloration de la solution DPPH [Figure I11.6].

Figure 111.6. Schéma de la plaque de dosage de I’activité antiradicalaire (DPPH).

> Discussion des résultats

A partir des valeurs d’ICso, on constate que trois échantillons testés possedent un potentiel
antioxydant intéressant vis-a-vis du DPPHe. Parmi les extraits testés, 1’extrait BuOH représente
I’extrait le plus actif avec une ICso de ’ordre de 0,015+0,001 mg/mL, suivi par I’ActOH avec
une ICso de 0,11 £ 0,013 mg/mL. Cependant I’extrait MeOH présente un ICso peu élevée de
I’ordre de 0,41+£0,11 mg/mL. En comparaison avec les standards, tous les extraits testés

s’averent moins actifs, mais ’extrait ActOH est trés proche de 1’a-tocophérol (0,013+0,005
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mg/mL) et méme de BHT qui présentent une ICso égales a 0,012 = 0,0004 mg/mL,

respectivement.

L’activité antioxydante de notre extrait ActOH est assez mieux a celle obtenue par [Fadili et
al. 2013] pour leurs études de la plante Capparis spinosa L (fruits et feuilles) dont I’ICso égale
a 6,18+0,70 mg/mL et 11,57+0,50 mg/mL, respectivement. Egalement I’extrait MeOH avait
présenté une activité anti radicalaire de 1’ordre de 0,41+0,11 mg/mL, encore plus important a

celle de [Meddour et al. 2011].

L’activité antioxydante des extraits pourrait s’expliquer par leur richesse en substances poly
phénoliques et plus particulierement les composés flavoniques surtout pour les extraits ActOH
et BuOH qui sont les plus riches en ces composés [figure II1.3 et Tableau I11.4]. Ces résultats
sont en accord avec les résultats de plusieurs publications, qui ont rapporté une corrélation
positive entre tout le contenu phénolique et 1’activité antioxydant [Kadri et al 2011.

Ghedadba et al. 2014].

En se basant sur ces résultats, on peut conclure que la variation de la capacité antioxydante de
ces extraits comparativement a celle des témoins (a tocophérol, BHA et BHT) pourrait &tre
principalement due a la présence des composés phénoliques, et de leurs taux dans ces extraits

notamment dans I’extrait butanolique et ActOH.

4.2 Test par piégeage du radical ABTS+e

L’activité scavenger des extraits est également étudiée en utilisant I’ABTS. Ce dernier réagit
avec le persulfate de potassium (K2S»,Os) pour donner le radical ABTS™. La génération du
radical avant I’ajout des extraits est nécessaire afin d’éviter I’interférence des composés dans la
formation du radical ce qui conduit a une surestimation de la capacité antioxydante [Katalinic
et al. 2006]. L’ajout de 1’extrait entraine une décoloration de la solution indiquant 1’existence

d’une activité scavenger des échantillons.

Apres avoir mesuré 1’absorbance a 734 nm, les résultats enregistrés ont permis de calculer le
pourcentage d’inhibition des différents extraits selon la méme formule précédemment utilisée
pour P’activité DPPH et de tracer les courbes des extraits ainsi des standards (BHA et BHT) en

fonction des concentrations des d’extraits et des standards [Figure II1.7].
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Figure 111.7. Courbes de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration du radicale I’ABTS.

D’aprés les courbes de la [figure II1.7] et le changement de coloration au cours de la réaction
[figure II1.9], on remarque que tous les extraits de la partie aérienne de Capparis spinosa L
(MeOH, CHCI3, ActOH et BuOH) posseédent une activité antiradicalaire dose dépendante sauf

I’extrait EP qui exhibe une faible inhibition a atteint seulement a 35% d’inhibition.
» Détermination de I’ICso

Les résultats obtenus ont permis également de déterminer la valeur de I’ICso (la valeur qui
correspond a 50 % d’inhibition) avec le logiciel « GraphPad prisme 6 » afin de pouvoir évaluer

I’activité des extraits vis-a-vis des standards.
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Figure 111.8. Les ICso des échantillons testés classées par ordre croissant (ABTS).
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Les résultats obtenus indiquent qu’il y a un changement de la couleur du milieu réactionnel
du bleu au blanc transparent, ce qui montre qu’il présente une capacité antioxydante plus

importante dans les extraits BuOH et ActOH et moyenne dans les extraits MeOH et CHCls.
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Figure 111.9. Schéma de la plaque de dosage de 1’activité anti radicalaire (ABTS).

> Discussion des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’ABTS est proportionnel a la concentration des extraits et des
standards. Le test a montré que les quatre extraits (MeOH, CHCI3, ActOH et BuOH) testées
possedent un pouvoir antioxydant intéressant. Ce pouvoir est confirmé par des valeurs d’ICso
faibles et des pourcentages d’inhibition importants. Alors, on constate que les deux extraits
ActOH et BuOH sont les plus actifs avec une ICso proche de 1’ordre de 0,015 + 0,002 et 0,016
+ 0,003 mg/mL respectivement, inferieur a celle du BHA (0,00181 £+ 0,10 mg/mL) et du BHT
(0,00129 + 0,30 mg/mL). Pour ce qui est des extraits CHClz et MeOH, ils exhibent des ICso
proches peu élevées de 1’ordre de 0,178 + 0,001 et 0,181 £ 0,02 mg/mL, qui sont loin a celles
du BHA et BHT. Plus la valeur d'ICso est petite, plus I'extrait est considéré comme antioxydant

puissant.

L'activité de piégeage des radicaux libres observée pourrait s'expliquer par la forte teneur en
composés phénoliques surtout les deux extraits ActOH et BuOH qui sont plus riches en
composés phénoliques précisément les flavonoides, ainsi les hydroxy cinnamiques pour
I’ActOH comme nous avons précédemment montré avec I’analyse de I’'HPLC [figure I11.3 ;

tableau I11.4].

Cependant, ce potentiel antioxydant de nos extraits est fortement supérieur a ceux obtenus par
[Allaith. 2014] qui ont trouvé un potentiel antiradicalaire (ABTS+¢), avec un ICso aux environs

de 0,55 + 0,31 mg/mL pour I’extrait méthanolique des fruits de Capparis spinosa L.
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A la fin, il faut signaler que la variabilité des résultats obtenus pour plusieurs espéces et
dans des régions multiples est bien évidemment liée a la différence dans la composition

chimique des espéces et a des facteurs saisonniers.

4.3 Test de chélation des Ions ferreux (métal chélate)

L’effet chélateur des extraits de C. spinosa L a été déterminé par la méthode la plus utilisée
décrite par [Decker et al. 1990]. La férrozine, acide 3-(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phényl)-
sulfonique, forme un complexe avec le fer (II) de couleur violette intense permettant un dosage
colorimétrique avec un maximum d’absorption a 562 nm. La formation de ce complexe est
perturbée en présence d’agents chélateurs aboutissant a une diminution de la couleur violette,

qui est suivie par spectrophotométrie.

Les résultats enregistrés ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition des différents
extraits selon la méme formule précédemment utilisée pour les activités DPPH et ABTS

[tableau I11.4].

Tableau I11.4. Pourcentage d’inhibition d’activité antioxydante par le test de chélation aux ions ferreux.

Extraits % Inhibition in Ferrous ions Chelating assay
0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 ICso
mg Mg mg mg Mg Mg Mg mg/mL
MeOH -23,80 -13,42 -6,33 -3,12 -1,57 -1,93 -1,51 /
+1,37 +2,51 +1,31 +0,86 +0,58 +0,59 +0,46
EP 0,92 1,43 -3,23+ -4,59 -12,53 -28,63 -72,22 /
+2,62 +2.50 3,14 +0,38 +0,24 +3.,47 +2,92
CHCI; 4,00 -1,45 -3,26 + -8,17+ -19,91 -37,92 -55,94 /
+1,55 +1,57 1,34 0,96 +2,74 +2,86 +5,52
ActOH 4,37 -1,60 -1,42+ -1,02 -5,29 -13,49 -34,99 /
+3,09 19,08 2,54 +2,69 +1,70 +2,76 +15,21
BuOH 2,07 0,46 1,91 -1,14 4,00 4,09 10,48 /

+4,18 +3,98 +0,71 +2.41 +3,78 +1,09 +4,07
EDTA 73,00 73,60 73,80 95,78 95,80 95,84 95,87 8.80
+1.59 +1.20 +1.51 +0.10 +0.06 +0.22 +0.06 +0.47

La figure I11.10 c’est dessous présente la coloration obtenue dans le milieu réactionnel apres
incubation (pas de changement de la couleur), ce qui montre 1’absence de I’activité anti-

radicalaire chélatrice de fer pour tous les extraits de notre plante.
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Figure 111.10. Schéma de la plaque de dosage de ’activité anti radicalaire (métal chélate).

> Discussion des résultats

L'étude de l'activité chélatrice des extraits de C. spinosa L a révélé une non activité chélatrice
de nos extraits sauf 1’extrait BuOH qui exhibent une trés faible inhibition inconsidérable
[tableau III.5]. Ceci s’explique par le fait que nos extraits ne contiennent pas de composés a
effet chélateur c’est-a-dire ne possédent aucune affinité pour le fer, en concurrence avec la
Férrozine [Benzidane N. 2014]. Dépend des études antérieures qui ont montré que les
polyphénols (quercétine) peuvent piéger les métaux par affinité avec ceux-ci et éviter des
réactions générant des radicaux libres. En outre, ces résultats étaient en contraste avec les

composés phénoliques totaux dans les extraits étudiés.

Dans une étude faite par [Bounatirou et al. 2007], ils ont constaté que les huiles- essentielles
de Thymus capitalus Hoff et Link, n'ont pas démontré une activité chélatrice, le méme constat
a été fait avec [Sarikurkcu et al. 2010] en étudiant les huiles essentielles de Thymus longicaulis

C. Presi subsp. Longicaulis var. longicaulis.

Par contre, des études antérieures sur notre plante faites par [Benzidane. 2014] ont montré que
les extraits méthanoliques de différentes parties de la plante C. spinosa L (feuilles, racines,
capres, fleurs et graines) ont une activité chélatrice des ions ferriques avec une ICso Allant de

0.017 +0.001 jusqu’a 4.261 = 0.111 mg/mL.

4.4 Test de balayage du radical Galvinoxyl (GOR)

Le galvinoxyle, un radical stable, permet de mesurer la capacité de génération d'hydrogene de
composés phénoliques pouvant former des radicaux phénoxyle stabilisés par résonance dans

leur groupe hydroxyle actif [Shi et autres. 2001].
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L'activité de piégeage du radical Galvinoxyl a été évaluée de la méme manicre que DPPH, ou
le BHA et le BHT ont été utilis¢é comme standards et I'absorbance a été mesurée a 428 nm en

utilisant le spectre de microplaques de Perkin Elmer.

Apres avoir mesuré 1’absorbance a 428 nm, les résultats enregistrés ont permis de calculer le
pourcentage d’inhibition des différents extraits selon la méme formule précédemment utilisée
pour les activités DPPH et ABTS et de tracer les courbes en fonction des concentrations des

d’extraits et des standards [Figure II1.11].
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Figure 111.11. Courbes de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration du radicale

Galvinoxyl.

Les résultats des pourcentages d’inhibition montrent que les extraits (MeOH, CHCI3, ActOH
et BuOH) de la partie aérienne de Capparis spinosa L possédent une activité antiradicalaire
dose dépendante au contraire a I’extrait EP, qui exhibe une faible activité pour piéger le radicale

Galvinoxyl.

> Détermination de I’ICso

Les résultats obtenus ont permis également de déterminer la valeur de 1’ICso avec le logiciel

« GraphPad prisme 6 » afin de pouvoir évaluer I’activité des extraits vis-a-vis des standards.
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Figure 111.12. Les ICso des échantillons testés classées par ordre croissant (GOR).

Les résultats obtenus indiquent que I’intensité de la couleur est proportionnelle avec la

capacité de 1’extrait de pié¢gé le radicale Galvinoxyl, ce qui montre qu’il présente une capacité

antioxydante plus importante dans les extraits BuOH et ActOH et moyenne dans les extraits

MeOH et CHCls.

J

Figure 111.13. Schéma de la plaque de dosage de I’activité anti radicalaire (GOR).

> Discussion des résultats

L’activité antiradicalaire est confirmée par les faibles valeurs de ICso calculées et les

pourcentages d’inhibition importantes des extraits.

Parmi les extraits testés, le BuOH et ActOH représentent les extraits les plus actifs avec des
ICso de I’ordre de 0,017 + 0,0025 et 0,019 + 0,024 g/mL, respectivement ; suivi par le MeOH
avec une ICso de 0,167 £ 0,058 mg/mL. Cependant I’extrait CHCI3 a présenté une ICso peu
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¢levée de I'ordre 0,382 + 0,0151 mg/mL. En comparaison avec le standard, tous les extraits
testés s’aveérent moins actifs, par exemple 1’activité antiradicalaire de 1’extrait CHCl3 est six
fois moins importante de celle de BHT et trois fois de celle de BHA qui présentent des I1Cso

égale a 0,003 £0,001 et 0,005 £0,006 mg/mL respectivement.

On constate que la capacité antioxydante par le piégeage des radicaux libres tel que Galvinoxyl
est en relation avec les teneurs des extraits en polyphénols, cependant nous avons déja montré
la richesse de nos extraits aux composés phénoliques par ’HPLC [tableau II1.4], donc on
constate que le piégeage de Galvinoxyl est dii a la présence des hydroxy benzoiques,
hydroxycinnamique et flavonoides en quantité considérable dans les extraits et beaucoup plus

dans ces deux, ActOH et BuOH.
4.5 Test de I’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)

Le potentiel antioxydant de différents extraits a été estimé par la méthode CUPRAC dans cette
¢tude. La réaction de cette méthode est basée sur la conversion par oxydation des groupes
hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du réactif Cu**-Nc, produisant ainsi
un complexe chromogéne de Cu’-Nc de couleur jaune-orangée [Apak et al. 2013]. L’intensité
de cette couleur est proportionnelle a la diminution des groupes (-OH) des polyphénols et
parallélement & I’augmentation des quinones et alors des complexes Cu’-Nc dans les milieux
réactionnels. Le développement de la couleur peut étre évalué par la mesure de I’absorbance a

450 mn.

L’activité antiradicalaire (CUPRAC) des extraits a ¢ét€ évaluée par leurs activités réductrices
de cuivre. Les résultats obtenus on permit de tracer la courbe des absorbances en fonction des

concentrations des d’extraits et des standards (BHT et BHA) [Figure II1.14].
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Figure 111.14. Courbes des absorbances en fonction des concentrations (CUPRAC).

D’aprés les résultats, on constate que 1'extrait de BuOH présente I'activité antioxydante la plus
¢levée parmi les cinq extraits testés a toutes les concentrations, mais son pouvoir reste inférieur
a celles des standards BHA et BHT, suivi par ActOH qui exhibent ainsi une forte activité. Tandis

que les trois restes extraits arrivent par I’ordre MeOH> EP> CHCls.

Les résultats obtenus indiquent qu’il y a un changement de la couleur du milieu réactionnel
du transparent a I’orangé, ce qui montre qu’il présente une capacité antioxydante plus important

dans les extraits BuOH et ActOH et moyenne dans 1’extrait MeOH.

) 3 NI N O

A\ A& A A /‘.\ 4‘\ v
Yl aY v ’:’ ‘I AR

B8 ) ) ) ) O )

Figure 111.15. lllustration de la réaction colorimétrique du test CUPRAC des extraits.
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> Discussion des résultats

Nous remarquons qu’a une concentration de 0,4 mg/mL, I’extrait BuOH présente une
absorbance maximale (3,46) qui reste stable jusqu’a la concentration finale 0,8 mg/mL, ce
dernier différe aux deux extraits ActOH at MeOH qui exhibent des absorbances de 3,16 et 1,49,
respectivement a la concentration 0,4 mg/mL. Lorsque celle-ci est augmenté, les absorbances
augmentent jusqu’ elles arrivent a une valeur maximale égale a 3,46 et 2,57 respectivement a
une concentration finale de 0,8 g/mL. Alors que le BHA et le BHT présentent une DO de 3,38
et 3,92, respectivement a la méme concentration. Nous remarquons qu’a la concentration finale
(0,8 mg/mL), la DO pour chacun des deux extraits BuOH et ActOH est presque similaire. Nous
pouvons noter que I’extrait BuOH a présenté une activité plus importante pour réduire le cuivre

(Cu) par rapport aux deux autres extraits, mais nettement inférieure a celles de BHA et BHT,

reflétée par les densités optiques élevées obtenues a différentes concentrations de celles-ci.

Ces résultats peuvent montrer un lien direct entre la présence de composés phénoliques et la
capacité réductrice. En fait, la capacité réductrice des composés phénoliques a déja été
rapportée [Sowndhararajan et al. 2012] et certains chercheurs ont mis I'accent sur un lien
étroit entre les composés phénoliques et les capacités réductrices [Limmongkon et al. 2017].
Dong, il faut signaler que la réduction du cuivre di a la richesse de notre plante beaucoup plus

en flavonoides [figure I11.3 ; tableau I11.4]
4.6 Test de la capacité antioxydante par réduction de fer (Pouvoir réducteur)

La capacité réductrice des échantillons a été également étudiée a partir de la transformation
du Fe*" en Fe?*. Cette méthode est souvent utilisée comme un indicateur de I'activité donneuse
d'¢lectrons, qui est un mécanisme important de l'action antioxydante phénolique et peut étre
fortement corrélée avec d'autres propriétés antioxydants [Dorman et al. 2003].

Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe des absorbances en fonction des

concentrations des d’extraits et des standards (BHT et BHA) [Figure II1.16].
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Figure 111.16. Courbes des absorbances en fonction des concentrations (Pouvoir Réducteur).

L’analyse statistique des résultats manifestent une proportionnalité entre les absorbances des
échantillons et leurs concentrations respectives [Figure II1.16]. Plus 1’absorbance est ¢levée,
plus le pouvoir réducteur est important. On constate que 1'extrait de BuOH et ActOH présentent
les activités antioxydantes similaires, les plus élevées parmi les cinq extraits testés a toutes les
concentrations, mais leurs activités restent inférieures a celles des standards BHA et BHT.

Tandis que les restes extraits suivi par ordre ; MeOH> CHCI3> EP avec des faibles absorbances.

Les résultats obtenus indiquent qu’il y a un changement de la couleur du milieu réactionnel
du jaune au bleu-vert, ce qui montre qu’il présente une capacité antioxydante plus important

dans les extraits butanolique et ActOH et des traces dans I’extraits MeOH [figure II1.17].

Figure 111.17. Illustration de la réaction colorimétrique du test du pouvoir réducteur des extraits.
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> Discussion des résultats

D’apres les résultats, nous remarquons qu’a une concentration de 0,0125 mg/mL, les extraits
présentent des absorbances de 0,05 ; 0,05 ; 0,02 ; 0,00 ; 0,00 pour les extraits BuOH, ActOH,
MeOH, CHCI; et EP en comparant avec les standards Ac ascorbique, Ac tannique et 1’a-
Tocophérol qui exhibent des DO ¢élevés de 1’ordre de 0,84 ; 1,02 ; 0,21 respectivement.
Lorsqu’on augmente la concentration, les absorbances augmentent. A une concentration finale
de 0,8 mg/mL, le BuOH et I’ActOH présentent les DO les plus ¢élevées de 1,55 et 1,52
respectivement. Suivis par le MeOH avec une DO de I’ordre de 0,56. Alors que les trois
standards (Ac ascorbique, Ac tannique et a-Tocophérol) présentent des DO de 1,44 ; 1,02 et
1,81 respectivement a la méme concentration. Nous remarquons qu’a une concentration finale
(0,8 mg/mL), la DO pour chacun des deux extraits BuOH et ActOH est trés proche. Nous
pouvons noter que ces deux ont présentés le plus d'activité pour réduire le Fer (Fe*"), mais

nettement inférieure a celles des standards, reflétée par les densités optiques €levées obtenues

a différentes concentrations de celles-ci.

Notre résultat pour I’extrait ActOH et CHCI3 (1,52 ; 0,18) respectivement s’avere moins faible
que celui obtenu par [Kalantari et al. 2017] pour les mémes extraits avec des valeurs

d’absorbances égale a 15,90 et 3,90 respectivement.

Le pouvoir réducteur de la plante C. Spinosa L est probablement dii a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés flavoniques qui peuvent servir comme donneur
d’¢électron [figure I1.11]. Des travaux antérieurs ont également montré que le pouvoir réducteur
d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydant

potentielle [Jeong et al. 2004 ; Kumaran. 2007].
4.7 Test de I’activité phénanthroline

La réaction de cette méthode est basée sur la réduction de Fe** en Fe *2:

Fe (IIT)-L + antioxydant =» Fe (II)-L + antioxydant oxyde. Pour que L : est le ligand 1,10
phénanthroline sélectif pour 1’ion Fe (II). Le complexe de Fe (II)-L formé a une couleur rouge-
orangée [figure III.18]. La quantit¢ de complexe formé est en corrélation avec la quantité
d'antioxydant dans 1'échantillon. Les valeurs d’absorbance sont mesurées a 510 nm apres 20
min.

Les résultats obtenus on permit de tracer la courbe des absorbances en fonction des

concentrations des d’extraits et des standards (BHT et BHA).
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Figure 111.18. Courbes des absorbances en fonction des concentrations.

L’analyse statistique des résultats manifestent une proportionnalité entre les absorbances des
¢échantillons et leurs concentrations respectives. Plus I’absorbance est élevée, plus I’activité

phénanthroline est importante.

Les résultats obtenus indiquent qu’il y a un changement de la couleur du milieu réactionnel
du I’incolore au rouge-orangée, ce qui montre qu’il présente une capacité antioxydant plus

important dans les extraits ActOH ainsi BuOH.

Figure 111.19. Illustration de la réaction colorimétrique du test phénanthroline des extraits.

> Discussion des résultats

Il ressort de ces résultats, qu’a part les deux extraits ActOH et BuOH qui posseédent une activité
réductrice de fer avec des valeurs d’absorbance de 4,14 et 3,16 respectivement a une

concentration finale de 0,8 mg/mL. Les autres extraits représentent, pour la méme
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concentration, des valeurs d’absorbance tres faibles de 0,70 ; 0,42 ; 0,16 pour MeOH, CHCl; et
EP, respectivement. Par comparaison avec les standards (BHA ; BHT), qu’ils exhibent des
valeurs d’absorbances plus significatives (4,48 pour les deux standards) a une trés faible
concentration de 0,05 mg/mL, nous pouvons remarquer que tous les extraits sont moins faibles.

Ceci di a la pureté des standards utilisés.

En partant de ces résultats, on peut déduire que les variations de la capacité antioxydante des
différents échantillons testés comparativement a celles des témoins (BHA et BHT) pourrait étre
principalement due a la teneur des hydroxy benzoiques, hydroxy cinnamiques et notamment les

flavonoides qui étaient trés présents dans les extraits BuOH et ActOH.

5 Evaluation de Pactivité anti Alzheimer

L’activité anti Alzheimer a été étudiée par la méthode d’inhibition de deux enzymes qui sont

I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase.

5.1 Activité inhibitrice de ’acétylcholinestérase
Les valeurs de 1’absorbance obtenues ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition des
différents extraits selon la méme formule précédemment utilisée pour les activités précédentes

[tableau III.5].

Tableau 111.5. Valeurs de pourcentages d'inhibition de l'acétylcholinestérase selon les concentrations

effectuées de chaque extrait.

Extracts Activité inhibitrice de 1'acétylcholinestérase
0,0031 0,0062 0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2 ICso
mg mg mg mg mg Mg Mg mg/mL
MeOH 4,32 14,10 17,11 9,78 18,28 -1,07 0,53 /
+1,04 9,16 £10,12  £3,24 5,16 +0,31 +0,15
EP -3,92 -5,46 -4,32 5,73 7,46 4,88 -17,08 /
+1,83  £2,05 43,10 +1,16 +2,99 +2,50 +7,69
CHCl3 -16,60  -5,54  -11,57 10,23 10,77 8,77 3,94 /
+3,14 | £3,95 8,52 +9,15 +8,29 +3,33 +2,84
ActOH -16,92  -12,55 -10,47  -17,75 -31,64  -25,75  -32,73 /
+5,93 5,2 +6,55 +8,3 +14,8 8,10 +5,75
BuOH -39.81  -28,9 27,89 96,54  -25,17 -34,63  -40,64 /

£4,06 154  £113 249 191 232 4208
Galantamine 3593 43,77 68,50 80,60 8578 91,80 9477  0,00627
(Standards) 228 £0.00 031 041  £163 2020 034 =115
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Les résultats obtenus indiquent qu’il n’y a aucun changement de la couleur du milieu
réactionnel, ce qui montre I’absence de ’activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase pour tous

les extraits de notre plante.

Figure 111.20. Illustration de la réaction colorimétrique de ’activité anticholinestérase.

> Discussion des résultats

D'apres les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessus, il est constaté que 1'extrait BuOH
et ActOH n'a aucun effet inhibiteur sur 'enzyme acétylcholinestérase a toutes les concentrations
effectuées. Cependant, I'extrait CHCI3 semble avoir une trés petite activité inhibitrice a la
concentration de 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL et 0,025 mg/mL ; ainsi que I’extrait EP
a aussi une petite activité aux concentrations suivantes : 0,1 mg/mL ; 0,05 mg/mL et 0,025
mg/mL. Mais ils restent sans effet a toutes les autres concentrations avec des pourcentages
d'inhibitions négatifs. Enfin I’extrait MeOH reste sans effet a la concentration 0,1 mg/mL mais

avec une petite activité inhibitrice a toutes les autres concentrations, mais elle reste négligeable.
5.2 Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase

Les valeurs de 1’absorbance obtenues ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition des
différents extraits selon la méme formule précédemment utilisée pour les activités précédentes

[tableau II1.6].
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Tableau I11.6. Valeurs des pourcentages d'inhibition de butyrylcholinestérase selon les concentrations

effectuées de chaque extrait.

Extracts Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase
0,0031 0,0062 0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2 ICso
mg mg mg mg mg Mg mg mg/mL
MeOH -27,9 -2,38 | -14,01 -8,87 19,82 -2,23 -4,49 /
+1446  +£1,7 +6,03 +3,34 +5,15 +1,71 +2,61
EP -22,16  -21,86 -3424  -29,56  -16,57 -21,40 5,78 /
+2,65 +16,99 £8,06 +8,6 +3,96 +10,88  +2,61
CHCl3 -29,26  -1786  -17,78  -35,60  -15,82 = -11,59 6,98 /
+13,2  £7,75  £11,93 49,76 = +10,73 49,63 +4,11
ActOH -38,47 -40,43 41,34  -41,94 46,32  -45,72 -28.,8 /
+13,36  +13,96 +10,24 =£18,54  +9,09 +722  +15,62
BuOH -3847 | -40,43 41,34  -41,94 46,32 4743 @ -4544 /
+13,36  +13,96 10,24 +£18,54  £9,09  £10,92 +14,88
Galantamine 3,26 6,93 24,03 45,13 63,87 73,57 78,95 0.03
(Standard)  +0,62  +0,62  +2,94 +2,60 +2,85 +0,77 +0,58 +1.99

Les résultats obtenus indiquent qu’il n’y a aucun changement de la couleur du milieu

réactionnel (la couleur reste jaune), ce qui montre I’absence de 1’activité inhibitrice de la

butyrylcholinestérase pour tous les extraits de notre plante.

Figure 111.21. Tllustration de la réaction colorimétrique de I’activité anti-butyrylcholinestérase.

D'apres les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessus, il est constaté que 1'extrait BuOH

et ActOH n'a aucun effet inhibiteur sur I'enzyme acétylcholinestérase a toutes les concentrations

effectuées. Cependant, I'extrait CHCl; ; EP et MeOH semble avoir une trés petite activité

inhibitrice a la concentration de 0,2 mg/mL et 0,05 mg/mL, respectivement, mais ils restent

sans effet a toutes les autres concentrations avec des pourcentages d'inhibitions négatifs.
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Donc, on peut constater que 1’activité inhibitrice des enzymes, anti Alzheimer, n’a pas en

relation avec la richesse en composés phénoliques.

6 Evaluation de Dactivité antidiabétique

L'hyperglycémie peut étre caractérisée par une glycémie élevée, en particulier apres le jeline
et la prise de repas. La glucosidase et I'amylase pancréatiques jouent un réle important en raison
de leur hydrolyse de I'amidon et des oligosaccharides. Ainsi, une stratégie importante pour gérer
I'hyperglycémie consiste a inhiber la glucosidase et I'amylase [Gray. 1995 ; Krentz et Bailey.

2005].
6.1 Activité inhibitrice de ’a-amylase

Dans cette étude, un effet inhibiteur in vitro de différents extraits de C. spinosa L sur l'a -

amylase, a été étudiée. Le test a été fait dans une microplaque de 96 puits.

Les résultats enregistrés ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition des différents
extraits selon la méme formule précédemment utilisée pour les activités précédentes et de tracer

les courbes en fonction des concentrations des extraits et du standard (Acarbose) [Figure I11.22].
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Figure 111.22. Courbe de pourcentage d’inhibition de a-amylase a différentes concentrations des

extraits et du standard.

Le test d'inhibition enzymatique a montré une forte activité d'inhibition de 1'a-amylase qui
intervient dans le métabolisme du glucose, les deux extraits EP et CHCl; exhibent 1’activité

inhibitrice de I’a-amylase la plus €levé était supérieur a celui du MeOH et d’ ActOH. Cependant,



Chapitre I11 : résultats et discussion

l'extrait BuOH testé dans cette étude exhibent une faible inhibition I’enzyme a-amylase n’a pas

atteint a 50% d’inhibition.
> Détermination de I’ICso

Les résultats obtenus ont permis également de déterminer la valeur de 1’ICso avec le logiciel

« GraphPad prisme 6 » afin de pouvoir évaluer I’activité des extraits vis-a-vis des standards.
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Figure 111.23. Les ICso des échantillons testés classées par ordre croissant (a-amylase).

La figure suivante montre 1’intensité de coloration qui est proportionnel avec la capacité de

I’extrait pour inhiber 1’enzyme.

BleH ActhH MeOH EP ChCI3

14 @

Figure 111.24. Tllustration de la réaction colorimétrique du test d’inhibition de 1’a-amylase des extraits.
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> Discussion des résultats

D’apres les résultats obtenus, les extraits EP et CHCI3 ont révélé le plus grand effet inhibiteur
sur I’amylase, avec des ICso de 0,088+ 0,003 et 0,152 £+ 0,0165 mg/mL, respectivement. Suivi
par le CHCl3 avec une ICso de 0,152 + 0,0165 mg/mL, et elle était supérieure a celles du MeOH
(0,267 = 0,007 mg/mL) et d’ActOH (0,5060 + 0,07 mg/mL). En comparant avec le standard
(I’acarbose) (3,651 = 10,70 mg/mL) nos extraits montraient des valeurs de ICso nettement
supérieurs a celle de I’acarbose et pouvaient donc étre potentiellement utiles comme traitement
efficace de I’hyperglycémie post-prandiale avec effets secondaires minimes. En outre, ces

résultats étaient en contraste avec les composés phénoliques totaux dans les extraits étudiés.

Fait intéressant, est celui de I'extrait EP qui avait le plus haut niveau de composés qui prennent
la place du substrat et empéchent le site actif de I’enzyme « a-amylase ». De méme, des études
antérieures sur certains extraits de plantes ont montré que les extraits riches en composés
phénoliques plus particuliérement la rutine [Fernandes et al. 2010] possédaient une bonne

activité inhibitrice sur la I’a-amylase [De Sales et al. 2012 ; Salehi et al. 2013].

Nos résultats sont tres élevés en comparant a ceux trouvés par [Mostafa Selfayan et Foroogh
Namjooyan. 2016], qu’ont trouvés des valeurs de 1’ICso de 5,93 et 3,89 mg/mL pour les racines

et les feuilles, respectivement.
6.2 Activité inhibitrice de I’a-glycosidase

Les activités antidiabétiques des extraits MeOH, CHCI3, EP, ActOH et BuOH ont été évaluée
par leur activité inhibitrice sur ’enzyme alpha glucosidase, I’absorbance a été mesurée a 405

nm. Le standard utilisé est 1’acarbose.

Les résultats enregistrés ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition des différents
extraits selon la méme formule utilisée pour les activités précédentes et de tracer les courbes en

fonction des concentrations des d’extraits et de standard [Figure II1.25].
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Figure 111.25. Courbe de pourcentage d’inhibition de 1’a-glucosidase par différents extraits de plante.

Les résultats révelent que nos extraits (MeOH, CHCIl3, EP, ActOH et BuOH) posse¢dent une

activité antidiabétique dose dépendante c'est-a-dire I’inhibition de 1’a-glucosidase augmente

avec l'augmentation de la concentration des cinq extraits et par conséquent I'augmentation de

l'activité antidiabétique.

> Détermination de I’ICso

Les résultats obtenus ont permis également de déterminer la valeur de 1’ICso afin de pouvoir

évaluer P’activité des extraits vis-a-vis du standard.

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

1Cg, en mg/mL

0.2

0.1

0.27

Acarbose

EP

MeOH

Figure 111.26. Valeurs des ICso exprimés en mg/mL des échantillons étudiés classés en ordre

croissant.
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Chapitre II1 : résultats et discussion w

La figure II1.27 montre ’intensité de la coloration qui est proportionnel avec la capacité

d’extrait pour inhiber I’enzyme.

Figure 111.27. Tllustration de la réaction colorimétrique du test d’inhibition de 1’a-glycosidase des

extraits.

> Discussion des résultats

I ressort de ces résultats que le test d’inhibition enzymatique a montrés une forte inhibition

sur I’alpha glucosidase qu’est une enzyme clé impliqué dans le métabolisme du glucose.

Parmi les extraits testés, ’extrait EP et MeOH représentent les extraits les plus actifs avec une
ICso de I’ordre de 0,35+0,04 et 0,724+0,07 mg/mL respectivement. Les extraits qui restent
(ActOH ; BuOH et CHCI5) sont inférieur au seuil de I’ICso. En comparaison avec le standard,
tous les extraits testés s’averent moins actifs, par exemple 1’activité antidiabétique de 1’extrait
MeOH est trois fois moins importante de celle de 1’acarbose qui présente une ICso égale a

0,27+0,001 mg/mL.

Les effets inhibiteurs de I’enzyme peuvent étre expliqués par la teneur la plus élevée de rutine.
Ces résultats ont été appuyés par certains chercheurs, Fernandes et al. (2010) a suggéré que la
rutine pourrait étre un agent précieux pour la prévention du diabéte sucre. Mais nos résultats
¢taient en contraste avec cette étude, cependant les extraits qui sont riches aux composés

phénoliques, exhibent une faible activité inhibitrice de I’a-glycosidase.
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7 L’activité anti-inflammatoire
7.1 Etude In vitro de I’effet anti-thérmodénaturant des extraits

Pour évaluer 1’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits (MeOH, EP, CHCI3, ActOH,
BuOH) de la partie aérienne de Capparis spinosa L, nous avons utilisé le test d’inhibition de la
dénaturation de BSA (sérum albumine bovine). Les taux d’inhibition obtenus a différentes

concentrations des extraits sont représentés dans la [figure I11.28].

En effet la conformation d'une protéine est liée a la structure secondaire, tertiaire et
quaternaire, elle est réalisée par l'intermédiaire de liaisons faible énergie (hydrogene, électro-
statiques, hydrophobes et les ponts disulfures) donc fragiles. La dénaturation résulte d'une
modification de ces structures sans fragmentation de la chaine peptidique sous ’effet de divers

agents chimiques (acide, base, détergent) ou physiques (chaleur, PH) [Karthik et al. 2013].

Le test d’inhibition de la dénaturation des protéines utilisé€s in vitro est un test d’évaluation de
I’activité anti-inflammatoire. La dénaturation d’une protéine provoque I’induction de Ia
réaction inflammatoire par la production des auto-antigénes, facteurs importants pour
développer une inflammation chronique [Karthik et al. 2013]. Ce test est dans le but de
mesurer le pouvoir inhibiteur de la dénaturation thermique de protéine par les extraits MeOH,
EP, CHCIl3, ActOH et BuOH de Capparis spinosa L et 1’albumine sérique humaine (BSA) est

la protéine utilisée comme model pour ce test.

Apres avoir mesuré 1’absorbance a 660 nm, les résultats enregistrés ont permis de calculer le
pourcentage d’inhibition des différents extraits selon la méme formule utilisée pour les autres
activités et de tracer les courbes des extraits ainsi des standards (BHA et BHT) en fonction des

concentrations des d’extraits et des standards [Figure I11.28].
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Figure 111.28. Courbe de pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA a différentes

concentrations des extraits.

Les résultats révelent que parmi les cing échantillons testés, les trois extraits qui sont MeOH,
CHCI; et EP possédent une activité inhibitrice de dénaturation de BSA dose dépendante avec
un espacement différent dans son taux d'inhibition de la dénaturation entre 1’anti inflammatoire
standard (Voltaréne) et les extraits étudiés de la plante avec les différentes doses testées. Ca peut

étre di a la pureté du standard utilisé.
» Détermination de I’'ICso

Les résultats obtenus ont été également utilisés pour la détermination de la valeur de ICsoavec

le logiciel « GraphPad prisme 6 » ce qui permettra par la suite une évaluation de 1’activité des

échantillons vis-a-vis du standard.
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Figure 111.29. Les ICs des échantillons testés classées par ordre croissant (dénaturation de BSA).

> Discussion des résultats

Le pourcentage d’inhibition de dénaturation de BSA est proportionnel a la concentration des
extraits et des standards. Comme on a déja dit, le test a montré que les trois extraits (MeOH,
CHCI3 et EP) testées possédent un pouvoir d’inhiber la dénaturation de BSA. Ce pouvoir est
confirmé par des valeurs d’ICs faibles et des pourcentages d’inhibition importants. Alors, on
constate que l'extrait EP est le plus actif suivi par le MeOH avec ICso de 1’ordre de 0,105 +
8,628 et 0,195 + 4,103 mg/mL, respectivement. Ces résultats sont inférieurs a celle du Voltarene
(0,064 = 0,73 mg/mL) qui possede un effet inhibiteur significatif. Pour ce qui est 1’extrait
CHCl3, il représente un ICso €élevée de ’ordre de 1,16 + 53,742 mg/mL, qui est tres loin a celle
du Voltaréne. Concernant les deux extraits ActOH et BuOH, ils ne posseédent aucun pouvoir
inhibiteur de dénaturation de BSA ce qui est constaté a partir des pourcentages d’inhibition
négatifs. En outre, ces résultats étaient en contraste avec les composés phénoliques totaux dans

les extraits étudiés.

En comparant nos résultats avec des études inferieurs sur Capparis spinosa L qui ont été
réalisées par [Aichour R et al. 2018], ont montré 1’effet de cette plante sur I’inhibition de la
dénaturation de BSA, ils ont trouvé que I’extrait méthanolique de fruits et des feuilles a la
concentration de 0,4 mg/mL présentaient une inhibition de la dénaturation de 1’albumine de
61,78 % et 60,12% respectivement. Comparable a celle du standard (acide acétylsalicylique),
avec un taux de protection de 64,85 % a 0,1 mg/mL. Il est bien évident que notre extrait MeOH
détient une forte inhibition qui a atteint 63,42% a la concentration de 0,25 mg/mL. De méme

pour D’extrait EP qui a atteint une inhibition significative de 79,06 % dans la méme



concentration. Enfin I’extrait CHCI3 ainsi exhibe une inhibition significative de 67,79 % a une

concentration un peu ¢élevée 2 mg/mL.

L’inflammation est la réponse principale de 1’organisme a une agression. La dénaturation des
protéines est I'une des causes de la polyarthrite rhumatoide qui a été bien documentée, donc la
production d'auto-antigéne dans certaines maladies arthritiques peut étre due a la dénaturation
d'une protéine [De S et al. 2016]. D’apres nos résultats, on constate que les trois extraits MeOH,
EP et CHCIz de Capparis spinosa L sont capables de contrdler la production d’auto-antigéne
par I’inhibition de la dénaturation de BSA. Selon [Ghedira. 2005], I’activité inhibitrice de la
dénaturation de la protéine est peut-Etre attribuée a la présence de différents composés bioactifs

tels que les flavonoides, mais nos résultats étaient en contraste avec cette étude.
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Notre travail a été motivé d'abord, par le souci de valoriser et de promouvoir les plantes
médicinales de 1’ Algérie afin de faciliter I’accés des populations & des remédes traditionnels

améliorés & moindre codt.

Dans 1'optique de valider I'utilisation traditionnelle de 1’espece végétale Capparis spinosa L,
de chercher des alternatives aux substances chimiques de synthése, notre recherche s'est
articulée autour de détermination (quantitative et qualitative) de la teneur en polyphénols et
flavonoides totaux et 1'évaluation des propriétés antioxydants, anti Alzheimer, antidiabétique et
anti inflammatoire de la plante appartenant a la famille des Capparidaceae. Celle-ci est

particuliérement connue par sa richesse en divers métabolites secondaires.

Au terme de ce travail de recherche, le dosage des composés phénoliques et des flavonoides
totaux a montré la richesse de notre plante par ces composés, ce qui a été confirmé par I’analyse
chromatographique HPLC, celle-ci qui a identifié et a quantifie les dérivés hydroxy benzoiques,

les dérivés hydroxy cinnamiques et les flavonoides.

L'é¢tude de l'activité antioxydante en utilisant sept méthodes complémentaires (le test de
DPPH, ABTS*, CUPRAC, GOR, pouvoir réducteur, phénanthroline et métal chélate) a
démontré que la plante étudiée est dotée d'un pouvoir antioxydant considérable probablement
due a sa richesse en polyphénols et flavonoides, ceci est confirmé par 'évaluation de la teneur
en ces deux composés donnant des valeurs assez importantes. Ce potentiel antioxydant est plus
intense avec ’extrait BuOH et ActOH qui ont une grande teneur en polyphénols et en

flavonoides.

Ainsi, les cinq extraits de la plante étudiée n'avaient pas pu inhiber les enzymes acétylcholin-
estérase et butyrylcholinestérase. Par conséquence, notre plante ne possede aucune activité

enzymatique anti Alzheimer.

En effet, les tests antidiabétiques des extraits réalisés in vitro par la méthode d’inhibition de
I’a-amylase et I’a-glycosidase ont démontré que les extraits MeOH, EP, CHCI; et ActOH se
sont avérés actifs sur I’a-amylase. En revanche, l'extrait BuOH n'avait aucune activité
inhibitrice. Ainsi les deux extraits MeOH et EP sont avérés actifs sur I’a-glycosidase en

revanche des trois restes extraits qui n’avaient pas une activité inhibitrice.

En outre, le test anti-inflammatoire des extraits (MeOH, EP, CHCL3, ActOH et BuOH),

réalisés in vitro par la méthode d’inhibition de la dénaturation du BSA provoquée par la chaleur



(72°C) par les extraits, a montré un effet a dénaturer le BSA par les trois extraits EP, CHCl; et

MeOH. En revanche de deux extraits ActOH et BuOH qui n’avaient aucune activité.

Les effets de cette plante sont dii a ses richesses en composés phénoliques et flavoniques et

autres métabolites secondaires, fait de cette plante une source prometteuse pour le traitement

de beaucoup de maladies.

Enfin ’ensemble de ces résultats obtenus ouvre des perspectives d’utilisation de Capparis

spinosa L pour différents usages et ne constitue qu’un début dans le domaine de la recherche

des substances naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires seront

nécessaires afin de pouvoir confirmer les activités mises en évidence a savoir :

v

\

Valoriser le potentiel de Capparis spinosa L par des études approfondies sur la
pharmaco-cinétique et la pharmacodynamique.

Elargir le travail pour d'autres activités biologiques tel que : l'activité cytotoxique,
I’activité anti bactérienne, anti tumorale et hépato protectrice.

Isoler le ou les principe (s) actif (s) responsables des différentes activités.

Etudier le mode d’action et les facteurs influengant leur efficacité.

Employer cette plante pour la fabrication des phyto-médicaments.
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Annexe 1
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Figure : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage des dérivés hydroxybenzoiques.
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Figure : Courbe d’étalonnage de 1’acide caféique pour le dosage des dérivés hydroxycinnamique.
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Figure : Courbe d’étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonoides.




Annexe 04 : Préparation de la DPPH

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est dissous dans le
méthanol et gardé a -20°C a ’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans le

spectrophotométre.
Annexe 05 : Préparation des Solutions de I’activité anti diabétique

Solution de ’'HCI 1M : Ajouter doucement a 45.83 ml d’eau, un volume de 4.17 ml d’HCL pure.
Solution IKI : Dissoudre 3 gr de KI dans 100 ml d’eau ; puis ajouter 127 mg d’iodine (SmM) nous avons

agité jusqu'a la dissolution compléte.
Annexe 06 : Préparation des Solutions de I’activité anti diabétique

Solutions d’enzyme de ’alpha-glucosidase (0.1 U/ml) : Dissoudre 1 mg d’enzyme alpha-glucosidase
dans 10 mL de tampon phosphate 100 mM, pH 6,9 (Solution stock) et aliquoter chaque 01 mL dans un
Eppendorf.

Solution de substrat (5 mM) : Dissoudre 15.06 mg de substrat dans 10 mL de tampon phosphate, 100
mM, pH 6,9.

Annexe 07 : Préparation de la Solution tampon de I’activité Anti cholinestérase

Dissoudre 8,89 g de (Na,HPOs, 2H,0) dans 500 mL de H,O pour obtenir la solution v1, puis dissoudre
1,56 g de (NaH,PO4, 2H,0) dans 100 mL de H>O pour obtenir la solution V>, ensuite nous avons

mélangé les solutions pour obtenir la solution tampon final.
Annexe 08 : Préparation de DTNB (5,5-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid))

Dissoudre 16 mg DTNB dans 1mL (PH=7), puis nous avons ajuté 7,5 mg NaHCOs plus 1 mL (PH=7),
2 ml (ph=7) et 4 mL (ph=8) respectivement.

Annexe 09 : préparation de solution de substrat Aci (Acetylthiocholine iodide)
Dissoudre 16 mg Aci dans 4 mL HO et 4 mL tampon (PH=S).
Annexe 10 : préparation des solutions de I’activité CUPRAC

Solution 01 : dissoudre 1,927 g acétate d’ammonium dans 25 mL H,O.
Solution 02 : dissoudre 0,042625 g de (CuCl,, 2H,0) dans 25 mL H-O.
Solution 03 : dissoudre 0,039 g Neocupronin dans 25 mL éthanol.

Annexe 11 : préparation des solutions de I’activité métal chelating

Solution 01 : dissoudre 4mg de (Fe*?) [0,2 Mm FeCl,, 2H,O] dans 100 mL H-O.
Solution 02 : dissoudre 0,5 mL de ferrozinin dans 9,5 mL H;O.



Annexe 12 : préparation des solutions de I’activité phenanthroline

Solution 01 phenanthroline (0,5%) : 0,05 g de 1,10 phenanthroline dans 10 mL de MeOH.
Solution 02 ferrique chloride (0,2%) : 0,02 g de FeCl; dans 10 mL de H»O.

Annexe 13 : préparation des solutions de dosage des flavonoides

Solution 01 : Pour 1 M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 g de (CH3COOK) dans 100 mL
d’eau distillé.
Solution 02 : Pour 10% nitrate d’aluminium (Al (NO3)3, 9H>O) on pese 10 g de ce produit dans 100 mL

d’eau distillée.
Annexe 14 : préparation des solutions de dosage des TPC

Préparation de Carbonate de sodium (Na,COs)a 7,5% : 7,5 g de Na,COs et sont dissouts dans 100 mL

d’eau distillé.



Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne et

méditerranéenne, on s’est intéressé a I’étude de I’espéce Capparis spinosa L.

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique de 1’espéce Capparis spinosa L de la famille
Capparidaceae ainsi que I’évaluation de I’activité antioxydante, anti Alzheimer, anti diabétique

et anti-inflammatoire des extraits végétaux obtenus.

L’extraction de différentes fractions (extrait méthanolique, d’éther de pétrole, chloroformique,
¢thanolique et butanolique) de la partie aérienne du céaprier a été accomplie par différents
protocoles expérimentaux. L’analyse phytochimique qualitative, réalisée par le dosage total, a
confirmé la présence de plusieurs molécules tels que : les polyphénols, les flavonoides.
L’évaluation quantitative et qualitative par HPLC du contenu en celles-ci dans les extraits de la
plante indique la présence de teneurs variables en polyphénols totaux et des flavonoides.
L’estimation de I’activité antioxydante des différents extraits de Capparis spinosa L a indiqué
que les deux extraits d’acétate d’éthyle et butanolique de la plante présentent la plus grande
activité antioxydante. L’évaluation de I’effet anti Alzheimer des extraits a révélé que les
extraits n’avaient aucune activité anticholinestérase. Les extraits EP et MeOH possedent un
pouvoir antidiabétique dose dépendant sur 1’a-glycosidase significatif et trés significative pour
les extraits MeOH, EP, CHCI; et ActOH sur I’a-amylase. Nos résultats indiquent également que
les extraits MeOH, EP et CHCI3 de la plante possedent une activité anti-inflammatoire tres

significative.

Les résultats obtenus sont trés promoteurs pour une utilisation de cette plante dans la médecine

moderne.

Mots clés : Capparis spinosa L, Capparidaceae, antioxydante, anti Alzheimer, anti diabétique,

anti-inflammatoire, polyphénols, flavonoides, HPLC, a-amylase, a-glycosidase.



Abstract

In the framework of the valorization of the medicinal plants of the Algerian and Mediterranean

flora, we were interested in the study of the species Capparis spinosa L.

This work is devoted to the phytochemical study of the species Capparis spinosa L of the
family. Capparidaceae as well as of the evaluation of the antioxidant, anti-Alzheimer, anti-

diabetic and anti-inflammatory activity of the plant extracts obtained.

The extraction of different fractions (methanolic extract, petroleum ether, chloroformic,
ethanolic and butanolic extract) from the aerial part of the plant was performed by different
experimental protocols. Qualitative phytochemical analysis, performed by the total assay,
confirmed the presence of several molecules such as : polyphenols, flavonoids. The quantitative
and qualitative evaluation by CHPL of the content in these extracts of the plant indicates the
presence of variables contents of total polyphenols and flavonoids. The estimated antioxidant
activity of the various extracts of Capparis spinosa L indicated that the two, ethyl acetate and
butanol extracts of the plant had the highest antioxidant activity. The evaluation of the anti-
Alzheimer's effect of the extracts revealed that the extracts had no anticholinesterase activity.
The EP and MeOH extracts have an antidiabetic dose dependent on the a-glycosidase
significant and very significant for the MeOH, EP, CHCI3 and ActOH extracts on a-amylase.
Our results also indicate that the plant's MeOH, EP and CHCI; extracts have a very significant

anti-inflammatory activity.
The results obtained are very promising for the use of this plant in modern medicine.

Key words : Capparis spinosa L, Capparidaceae, antioxidant, anti-Alzheimer, anti-diabetic,

anti-inflammatory, polyphenols, flavonoids, HPLC, a-amylase, a-glycosidase.



gadla

& 5l Al 50 (i US ¢ Jons gial) (mas¥) el il s 4 i jall il Uiy dpalall LA g 5k (ya 5 38

.Capparis spinosa L

pis Xy Capparidaceae Ve s Capparis spinosa L g 53 A8l 450l 4l pall Jaal) 138 (s S5
Jpand) a3 i ALl claliinal GY) shaey Sl shnay ala 3l sliney 52w sl L)

& sadl s al (e (3 5l 5 I Y eclin s 585 ) 5ISH ¢ g il ) e giliaall) Adlisall cbaliivual) o) Akl o3
13l 3 5a s ¢ SN sl ol yal 2 ¢ oo sl i el Jdatl (i Adlide A a3 Y S i e Aand) g0 SUE (e
o2 8 35a sall (5 sinall HPLC ddausl 53 oo il 5 (oSl il 81 85y 3 83Nl 5 Jsid sl Jie iy o) (e
J3al) 3auSU sliaal) Lalil) Ll g 53 8 5 J s sall & gana (e B ysriie Gl sina 3 s 5 A il e Clialitill
el e clall & J sl sall 5 JiY) cland cpealaindll o Y Capparis spinosa L o 4ilisa) clalaiul
lalizae Bl L (K ol claliinal of cilahiall (e pala 1 clabiae i 4 CiS (@ll3S 30080 alias Lalis
- &S e aiad Sl (i el B3lias b ytine Ao a o g 53 MeOH s EP cilaalitivs ol a5 Lal 0l <
Lailis 05 g-amylase = ActOH s CHCl3 ,EP ,MeOH “laliiua 4l 451 age =S 5 glycosidase
LI slas las € LLE A EP 5 CHCL3<MeOH 2l claliivu (o La

Cyaall Galall 8 el s pladin 4l sae )y Lede J gaanl) 3 3 il

Glalicas ‘)A:\LAJ\ Calalcas 30uSY) Cilalcas ‘Capparidaceae cCappariS Spinosa L: Zgal.ﬁ.d\ Galalsl
Sl sSla W ¢ ulaal 1 HPLC ey 53 5800 ¢ sl sl gl alizas ¢ Sl



Année universitaire : 2018 — 2019 Présenté par : - BOUZIANE Khaoula.

- ROUIBAH Loubna.

Titre : Etude des propriétés antioxydantes, antidiabétiques et anti-inflammatoires in vitro des extraits de la

plante médicinale Capparis spinosa L (Capparidaceae).

Mémoire de fin de cycle pour 1’obtention du Diplome de Master en Biochimie Appliquée.

Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne et méditerranéenne, on s’est
intéressé a I’étude de I’espece Capparis spinosa L.

Ce travail est consacré a 1’é¢tude phytochimique de 1’espéce Capparis spinosa L de la famille
Capparidaceae ainsi que 1’évaluation de 1’activité antioxydante, anti Alzheimer, anti diabétique et anti-
inflammatoire des extraits végétaux obtenus.

L’extraction de différentes fractions (extrait méthanolique, d’éther de pétrole, chloroformique, éthanolique
et butanolique) de la partie aérienne du caprier a été accomplie par différents protocoles expérimentaux.
L’analyse phytochimique qualitative, réalisée par le dosage total, a confirmé la présence de plusieurs
molécules tels que : les polyphénols, les flavonoides. L’évaluation quantitative et qualitative par HPLC du
contenu en celles-ci dans les extraits de la plante indique la présence de teneurs variables en polyphénols
totaux et des flavonoides. L’estimation de 1’activité antioxydante des différents extraits de Capparis spinosa
L aindiqué que les deux extraits d’acétate d’éthyle et butanolique de la plante présentent la plus grande activité
antioxydante. L’évaluation de I’effet anti Alzheimer des extraits a révélé que les extraits n’avaient aucune
activité anticholinestérase. Les extraits EP et MeOH possédent un pouvoir antidiabétique dose dépendant sur
I’a-glycosidase significatif et trés significative pour les extraits MeOH, EP, CHCls et ActOH sur I’a-amylase.
Nos résultats indiquent également que les extraits MeOH, EP et CHCls de la plante possédent une activité
anti-inflammatoire tres significative.

Les résultats obtenus sont trés promoteurs pour une utilisation de cette plante dans la médecine moderne.

Mots clés : Capparis spinosa L, Capparidaceae, antioxydante, anti-Alzheimer, anti-diabétique, anti-

inflammatoire, polyphénols, flavonoides, HPLC, a-amylase, a-glycosidase.
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