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Introduction générale

Depuis l'antiquité, les plantes ont toujours été une source importante d'agents thérapeutiques.
Selon ’OMS, 80% de la population mondiale utilise les plantes pour guérir et soulager de
nombreuses maladies (Segnou et al., 1993 ; Aighwi et al.,1998). Les plantes produisent déja
70% de nos medicaments. Environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir

de plantes telle que la morphine, artémisinine, quinine...ect (chaabi., 2008).

Il existe plus de 500000 especes végetales mais seulement 15% d’entre elles ont été étudiees

sur le plan phytochimique dont 6% pour leurs activités biologiques (Verpoorte., 2002).

L’ Algérie, grace a sa richesse et sa diversité florale saharienne et méditerranéenne, on compte
environ 3000 espéces et sous espéces de plantes médicinales, appartenant a plusieurs familles
botaniques (Ozenda., 1977).

Les plantes medicinales sont riches en métabolites qui donnent leur effet pharmacologique. La
chimie et la biologie sont donc indispensables pour préciser la relation structure-activité des

biomolécules, notamment celles d’intéréts thérapeutiques.

La plante Centaurium sp est une plante herbacée qui appartient a la famille de Gentianacées
est connu sous le nom de Gosst | hayya, elle est plus abondante dans la zone méditerranéenne
(Fournier., 1961). Cette plante a attiré notre attention car elle est utilisée dans la

pharmacopée de 23 différents pays (Hatjimanoli et Deblmas., 1977).

L’objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de Centaurium sp en molécules
bioactifs et a déterminer leurs potentiels antioxydants, anti-Alzheimer, antidiabétique et
antifongique. C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a 1’étude
phytochimique, I’analyse quantitative des polyphénols et flavonoides totaux suivi de
I’identification et la quantification des composés phénoliques par HPLC-DAD et a évaluer

les activités antioxydante, anti-Alzheimer, antidiabétique et antifongique.
Notre travail sera présenté comme suit :
e Chapitre I concerne la recherche bibliographique, réparti en trois parties :
v/ La premiére partie: présentera une simple synthese bibliographique sur les plantes
médicinales, présentation de la famille Gentianacées et du genre Centaurium

recherche antérieure réalisé sur ce genre, les propriétés medicinales et la composition

chimique du Centaurium sp.
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v' La deuxiéme partie : concerne les métabolites secondaires, leur définition, leur

classification, leur structures, leur biosynthése ainsi leur intérét thérapeutique.

v La troisieme partie : s’intéresse au stress oxydant, Mécanisme de défense contre le
stress oxydant et une présentation générale de quelques tests antioxydant, anti-

Alzheimer, antidiabétique et antifongique ainsi leurs maladies.

e Chapitre I1: Nos études expérimentales menées en deux volets.
D’abord : I’extraction des métabolites secondaires des parties aériennes de
Centaurium sp, le fractionnement suivi de dosage des polyphénols et flavonoides
totaux puis la détermination de la composition chimique des extraits par HPLC-DAD
et enfin I’identification et la caractérisation des activités antioxydantes par DPPH,
ABTS, CUPRAC, GOR, Métal chélate, pouvoir réducteur, activité phénanthroline et
activité anti-Alzheimer par anti-acétylcholinestérase et anti-butyrylcholinestérase ainsi
le test d’activité antidiabétique par alpha-glucosidase et antifongique par la méthode

de diffusion sur milieu de culture PDA.

e Enfin, Chapitre Ill, La présentation, I’interprétation et la discussion des résultats

personnels obtenus seront exposées dans le troisieme chapitre.
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I. Aspecte botanique et etudes chimiques antérieures

I.1. Plante médicinale

Les plantes médicinales sont des végétaux supérieurs qui possedent vertus curative grace
aux principes actifs qui sont situé dans différentes parties comme les racines, feuilles, grains

rhizome et écorce (Chevallier., 2001).

Durant les siécles les étres humains ont utilisés les plantes a fin de guérir certains
maladies, on effet il existe plus que 500000 especes de plante dont 80000 sont des plantes

médicinales (Quyou., 2003).

L’utilisation inconsidérée des plantes médicinales peut provoquer des intoxications

graves parfois mortelle (Fouché et al., 2000).

1.2. Phytothérapie

La phytothérapie vient du grec signifie "phuton" c’est les plantes et "thérapeia" c’est le

traitement ce qui veux dire " traiter avec les plantes” (Baba Aissa., 2000).
Les plantes connus comme élément nutritionnelle mais aussi pour vertus thérapeutiques.

C’est durant les siécles la phytothérapie a constitué la principale source pour guérir
certains maladies par industrie pharmaceutique grace & identifications des principes actifs et
absence générale des effets secondaires.

1.2.1. Phytothérapie en Algérie

En Algérie ’utilisation des plantes médicinales pour guérir les maladies est une tradition
de mille ans. Les premiers écrits sur les plantes médicales ont été faits aux IXeme siecles par
Isha —Ben-Amran et Abdallah-Ben-Lounés (Benhouhou., 2015).

L’ Algérie comprenait plus de 600 de plantes médicinales et aromatiques (Mokkadems.,
1999). Dans ces derniéres années, les herboristes sont partout dans le marché et sans aucune
connaissance scientifique sur la phytothérapie, la matiére brute de ces plantes est vendue a des
prix dérisoires par contre le produit fini est importé a des prix exorbitants. En 2009 il existe
1926 vendeurs spécialisés dans la vente d’herbes médicinales d’aprés le Centre national du

registre de commerce.
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1.2.2. Types de phytothérapies
Il existe plusieurs types de phytothérapies :

e L’aromathérapie
Se fond sur I’utilisation les essences des plantes ou les huiles essentielles substances

aromatiques secrétés par les plantes ils sont souvent utilisées par voie cutane.

e La gemmothérapie

Elle utilise les extraits alcooliques et glycérinés des tissus jeunes comme bourgeons.

e L’homéothérapie
A recours aux plantes d’une fagon majoritaire et minoritaire dans les sources animales et

minérales.

¢ La phytothérapie pharmaceutique

Elle repose sur des produits végéetaux obtenus apres extraction et par dilution.

e L’herboristerie
C’est la phytothérapie la plus ancienne elle sert de la plante séchée ou fraiche.

1.2.3. Formes de phytothérapies

Les remedes en phytothérapie peuvent prendre plusieurs formes :

e Lateinture mere (TM) ou macération hydro-alcoolique

Il s’agit d’une macération des plantes fraiches dans 1’alcool qui se présente sous la forme
d’un flacon muni d’un compte-gouttes, cette préparation figure aux pharmacopées francaise et

européenne

e La suspension intégrale de plante fraiche (SIPF)

C’est une forme plus récente, obtenue par broyage a tres basse température
(cryobroyage) ; d’une plante fraiche juste aprés sa récolte, puis ses principes actifs sont
extraits dans 1’alcool a 30°. Elle conserve I’ensemble des molécules actives de la plante et se

présente en flacons de verre teintés ou en ampoules buvables.
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eTisane

C’est la forme la plus traditionnelle, ¢’est une boisson obtenu par maceération infusion ou
décoction donne leur effet par leur totum, elle recueil que les principes actifs solubles dans
I’eau. Il est déconseillé de préparer la tisane plus d’une journée a 1’avance, sans quoi elle
pourrait devenir un véritable bouillon de culture par multiplication microbienne (Loic

Bureau).

Figure 1.1 : Forme tisane

e Les huiles essentielles
C’est un extrait de plante aromatique obtenue par distillation de la vapeur d’eau des
plantes aromatique pour en extraire ’essence, C’est le domaine de I’aromathérapie. Les
utilisations des huiles essentielles sont multiples (diffusion, massage, bain, inhalation, voie

orale).

e La gélule
C’est la forme la plus adaptée & une phytothérapie moderne, elles contiennent la plante
sous forme poudre ou il a le principe actif, c’est la forme finale de drogue végétale, une fois

séchee et micronisée (broyée).

Figure 1.2: Forme gélule



Chapitre I: Recherche bibliographique

1.2.4. Définition du principe actif

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus
thérapeutiques car elles contiennent des principes actifs (Ticli., 1997).

Les principes actifs sont des composants importants de la plante qui lui conférent son
caractere médicinale (Guyfuinel., 2002), ces composants existent le plus souvent en quantité
extrémement faible dans la plante. Les substances actives se trouvent dans différents
compartiments comme les fleurs 1’écorce et les grains. Les principes actifs peuvent étres

groupés en familles tel que les tanins, les essences et les alcaloides.

1.3. La famille Gentianacea
1.3.1. Généralité
La famille Gentianacea est une famille des plantes dicotylédones, comprend 100genres

et 1800 espéces, La famille des gentianacea regroupe en Basse-Normandie 6 genres qui sont

respectivement (Figure 1.3) : Blackstonia, Gentiana, Gentianella, Cicendia, Exaculum et
Centaurium (Provost., 1998).

’
Blackstonia:1 Gentiana: 2 Gentianella: 4  Cicendia: 1 Exaculum:1 Centaurium :7
espéce en espéces en espéces en espéce en espéce en espéces en
Basse- Basse- Basse- Basse- Basse- Basse-
Normandie Normandie Normandie Normandie Normandie Normandie
(Photo : T. (Photo : T. (Photo : J. (Photo : T. (Photo : T. (Photo : T.
Bousquet) Bousquet) Waymel) Bousquet) Bousquet) Bousquet)

Figure 1.3 : Présentation des 6 genres de Basse-Normandie de la famille des Gentianacea
(Waymel et al., 2015)
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Les Gentianaceas réparties sur I’ensemble des continents sauf dans I’Antarctique. Les
espéces membres de cette famille se développent dans des milieux diverses : foréts tropicales
savanes, foréts tempérées, prairies, régions alpines et arctiques et les communautés littorales
et rudérales mais aussi parfois dans les marais mais jamais dans les zones aquatiques et

marines (Pringle., 2014).

1.3.2. Description botanique de Gentianaceae

La famille Gentianacea est une famille herbacée annuelle ou bisannuelle produisant de
juin a aout atteint géneralement 3 a 30 cm de hauteur, les feuilles sont étroites opposées, les
tiges sont glabres, les fleurs sont régulieres, pentameres, parfois tétrameres, le tube de la
corolle est généralement plus long que la calice, chaque fleure produit des graines
(Hitchcockn et Cronquist., 1973 ; Douglas et al., 1999).

1.4. Présentation du genre Centaurium

Le genre Centaurium est un genre cosmopolite trés répandu en Europe caractérisé par
leur feuilles non épineuses alternes, les fleurs sont disposées en capitule, entourées d’un
involucre de bractées, leur fleurs est de cinq pétales qui sont souvent de couleur rose,
pourpres et le violet, mais il existe d’autres espéces a fleurs jaunes (Quezel et Santana S-
NCBI) il est originaire du bassin méditerranéen (Fernandez Prieto et al., 2012). Ce genre
comprend 50 espéces d’aprés « The plant List 2010 » (Fernandez Prieto et al., 2012).

1.5. Description botanique de Centaurium sp

La petite centaurée est une plante médicinale connue depuis 1’antiquité , c’est une plante
herbacée bisannuelle de 15 & 24 cm de haut composee de tiges ramifiés plus ou moins
couchés (Stoiko Liliya et al., 2017), les feuilles souvent opposées rapprochées le long de la
tige avec un limbe ovale spatulé a 3 nervures ; les basales plus grandes, allongées et disposées
en rosette (Baba Aissa., 2000), inflorescence en corymbes denses ; dans certaines stations de

Hague, des individus a 18 fleurs ont été observes.
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Figure 1.4 : Centaurium erythraea L. (https://www.healthbenefitstimes.com/centaury).

Le bouton floral est de couleur rose. Dans sa vieillesse ou aprés une dessiccation
imparfaite se décolore en couleur jaune. Leur corolle (enveloppe intérieure des fleurs) est a 5
sépales étroits, aigus et soudés sur leur demi-longueur et a 5 pétales ovales arrondis et long de
8 a 9 mm soudés et se divisant dans leur partie supérieure. Cette plante elle est
hermaphrodites ; elle est composée de 5 étamines jaunes insérées a la gorge de la corolle

(Waymel et al., 2015) .

Figure 1.5 : 5 Etamines a I’origine du pollen et un stigmate plus ou moins
Courbé (Photo : Waymel)
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Figure 1.6: Centaurium erythraea L.(https://www. healthbenefitstimes.com/centaury).

Le fruit est une capsule (fruit sec) allongée bivalve et renfermant de nombreuses
graines, saveur amere (Baba Aissa., 2000 ; Messaoudi., 2005; Verlag., 2007; Bruneton.,
2009).

La partie souterraine est formée d’un rhizome a aspect ligneux horizontale ou chaque
noeud développe de rameaux. Elle porte quelques racines adventives qui permet leur fixation
(Waymel et al., 2015).

Figure 1.7 : Rhizome & aspect ligneux. A partir de chaque nceud se développe des rameaux
(Photo : Waymel)
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1.6. Nom vernaculaire (https://www.creapharma.ch/centauree.ntm )

Nom latin Centaurium sp

Nom francais Herbe amere

Nom anglais American centaury, centaury
Nom italien Centauro

Nom allemand Gemeines

Nom arabe iind ) ye, O 5o kil

1.7. Origine et repartition géographique
Centaurium est une plante qui pousse en Europe, en Afrique du Nord, dans I’Ouest de
I’Asie et acclimatée en Amérique du Nord (Bruneton., 2009). Cette espece est originaire du

bassin méditerranéen (Kechat., 2011).

1.8. Classification botanique

Tableau 1.1: Position systématique du Centaurium sp (Waymel et al., 2015)

Regne Plante
Sous régne Viridaeplantae
Classe Equisetopsida
Sous classe Magnoliidae
Ordre Gentianales
Famille Gentianaceae
Genre Centaurium
Espéce Centaurium sp

1.9. Effet biologique et les propriétés médicinales

La centaurée est largement utilisee comme reméde de médecine populaire dans différents
pays pour plusieurs maladies notamment aux urinaires (Narasimha Rao et Nigam., 1970) ;

elle facilite évacuation de 1’urine notamment dans le cas de calculs rénaux et la

10
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constipation(mr-plante), la Centaurium a aussi un effet hypoglycémiant ( Webster., 2004),
cette plante joue aussi un effet stimulant sur les sécrétions gastriques et I'appétit, elle
augmente le péristaltisme intestinal, chercheurs turcs en 1991 ont montrés que la Centaurium
a un effet anti-inflammatoire et antipyrétique (Haloui., 2000 ) . En usage externe elle est anti

chute de cheveux (medisite).

1.10. Composition chimique

La plante du genre Centaurium renferme les alcaloides (jusqu'a 1%) qui donne des effets
pharmacologiques, les huiles essentiels, résine, gentianine (Kechat., 2011), et contient des
hétérosides secoiridoidiques ( sont des monoterpenes servant souvent d'intermédiaires dans la
biosynthése d'alcaloides) trés amers en faible quantité: la swertiamarine, le swéroside
(Kumarasamy et al., 2003), xanthones; méthylxanthone, des acides phénolique, des
phytostérols, coumarine (Valentdo et al., 2001; 2003), des tannins, flavonoides, stérols
(Verlag., 2007).

1.11. Recherche antérieures du genre Centaurium

En 2017 Dinic, Arambasic Jovanovic et autres ont réalisé des études phytochimiques et
pharmacologiques sur les especes du genre Centaurium. Apres 1’administration orale et
quotidienne de I’extrait méthanolique des parties aérienne de Centaurium chez les rats Wistar
atteints de diabete induit expérimentalement ils ont montrés que I’extrait de Centaurium a
entrainé des effets antidiabétique par augmentation de taux d’insuline, amélioration de profil
lipidique et diminution des concentrations d’hémoglobine glyquée ainsi un effet antioxydant
sur les globules rouges des rats. En 2018 Kachmar, Oliveira et autres ont réalisés analyses
d’HPLC couplé avec spectrophotométre de masse, ces analyses ont révélé la présence des
métabolites secondaires dans 1’extrait lyophilisé de Centaurium, quatre sécoiridoides
différents a 53%, sept glycosides flavonoides a 25% et sept xanthones a 22%, apres
I’administration de extraits lyophilisés chez les rats wistar diabétiques a entrainé une
réduction de 74% de hyperglycémie et une réduction de 6% est causée par le contrdle positif
le glibéclamide . L’extrait de Centaurium a un réle sur le métabolisme hépatique des glucides
en stimulant la synthese directe du glycogeéne, en normalisant 1’activité de la phosphorylase et

en réduisant 1’activité de glucose 6 phosphatase.
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I1. Métabolites secondaires

11.1. Généralités sur les métabolites secondaires

Ce sont toute molécule organique complexe présente chez les végétaux, qui est
indirectement essentielle a leur vie et leur interaction avec 1’environnement (Poutrain.,
2008). Les métabolites secondaires sont synthétisés par les plantes autotrophies a partir des
métabolites primaires (Boudjouref., 2011), on les trouve dans toutes les parties des plantes

supérieures par faible concentrations différentes (Merghem., 2009).

I1.2. Classification des métabolites secondaires

IIs sont classés selon leur appartenance chimique en 1’occurrence en trois classes: les

polyphénols, les terpénes ; stéroides et les alcaloides (Hennebelle et al., 2004).

11.2.1. Les composés phénoliques

11.2.1.1. Généralités sur les polyphénols

Ce sont des molécules dérivent du phénol C6H50H qui est un monohydroxybenzéne
(Gee et Johnson., 2001). A I’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolés et
identifiés qui ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’un ou plusieurs cycles aromatiques a 6
carbones, lui-méme porteur une ou plusieurs fonctions hydroxyles libres ou engagés (éther
ester, hétéroside...) (Bruneton., 1999 ; Lugasi et al.,, 2003). Ces espéces sont des
monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000
(Harbone., 1993).

Le phenal CgHs - COH

i
| _H
He = —
C@D
H~ - —H
|l| Formule topologigque

Figure 1.8 : Formule chimique brut d’une fonction phénol (CsHsOH)
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11.2.1.2. Biogénese des polyphénols
La biosynthése des polyphénols végétaux se fait par deux voies principales qui sont :

e Voie shikimate : Elle conduit a la formation du chorismate par la phosphorylation et la
condensation du shikimate avec le phosphoénol pyruvate. Le chorismate joue un réle
dans la formation des aminoacides aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par
désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs dérives : acétophénones,

acides phénols, coumarines, lignines, lignanes ...etc. (Ellis., 2009 ; Roberts., 1996).

e Voie acétate : conduit a des poly-p-cétoesters de longueurs variables (polyacétates ou
polykétides) qui menant par cyclisation a des composés polycycliques: chromones,

isocoumarines, depsides, depsidones, quinones...etc. (Javillier., 1969 ; Paech., 1963).

La voie des polyacétates intervient chez les végétaux supérieurs pour des composés
possédant déja un noyau aromatique obtenu par la voie des shikimates, conduit a 1’apparition
d’une diversité structurale des composés phénoliques. Les composés obtenus sont dits

mixtes : flavonoides, stilbénes, pyrones...etc. (Hemingway., 1992 ; Geissamn., 1972).

11.2.1.3. Principaux groupes des polyphénols
Leur classification repose sur: la structure, le nombre de noyaux aromatiques et les
éléments structuraux qui lient ces noyaux dont on peut distinguer les phénols simples, les

acides phénoliques, les flavonoides, les coumarines et les tannins ...etc (Boros et al., 2010).

11.2.1.3.1. Phénols simples

Les phénols sont des composés aromatiques rares dans la nature, elles portant au moins
un groupe hydroxyle directement lié a un carbone du cycle aromatique, en général le benzéne,

parmi elles : le phénol, catéchol, guaiacol, phloroglucinol...etc (Figure 1.9).

OH OH OCHs5
OH OH

HO OH

Catéchol Phloroglucinol Guaiacol

Figure 1.9: structures chimiques de quelques phénols simples
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11.2.1.3.2. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont composés d’un noyau benzénique, une fonction acide et un
ou plusieurs groupes hydroxyle phénolique (Wichtl et Anton., 2009).Ces composés sont

dérivés de deux sous-groupes distingués : les acides benzoiques et cinnamiques (Figure 1.10).
o O

OH

Acide benzoique Acide Cinnamique

Figure 1.10 : Structures de 1’acide benzoique et 1’acide cinnamique (Bruneton., 2009).

11.2.1.3.2.a. Acide phénols dérivés d’acide benzoique (C6-C1)

Les acides hydroxybenzoiques sont tres présent dans le regne végétal soit sous forme
libre ou forme combinée a 1’état d’ester ou de glycosides (Harrar., 2012).Ces composés sont
proviennent de 1’acide cinnamique dont la chaine latérale perd 2 carbones. Les plus répandus

sont: I’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton., 1999).

Tableau 1.2: Dérivés d’acide hydroxybenzoique (Macheix et al., 2005).

R1 R2 R3 R4
acide benzoique H H H H
R2 R1 acide p-hydroxybenzoique H H OH H
0 acide protocatéchinique H OH OH H
R3 acide vanillique H | OCH3 | OH H
OH acide gallique H OH OH OH
R4 acide syringique H | OCH3 | OH | OCH3
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH
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11.2.1.3.2.b. Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique (C6-C3)
Les acides hydroxycinnamiques sont tres rarement retrouvés a 1’état libre et sont

géneralement combinés (esters, amide, glucosides).

Tabeau 1.3: Dérivés les plus fréquents de I’acide hydroxycinnamiques (Macheix et al.,
2005).

R1 R2 R3
OH acide cinnalique H H H
R S e acide p-cinnamique H OH H
= acide caféique OH OH H
=2
R, acide ferulique OCH3 | OH H
acide sinapique OCH3 | OH | OCH3

11.2.1.3.3. Les flavonoides

Ce sont des pigments quasi universels des végétaux, responsables des colorations jaune,
orange et rouge de différents organes végétaux (Havasteen., 2002). Les flavonoides sont des
dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone, existent a la fois sous forme libre (aglycone
ou génines) ou liée a des oses et autres substances (hétérosides) (Erlund., 2004). Ils sont

distribués dans les feuilles, les fleurs ou encore dans les fruits (Bruneton., 1999).

11.2.1.3.3.a. Structure chimique des flavonoides

IIs ont tous une origine biosynthétique commune (la condensation de trois groupements
acétates (fournis sous forme malonyl-CoA) avec I’acide 4 hydroxy cinnamoyl-CoA)
(Merghem., 2009) et par conséquent, posseédent tous un méme squelette de base a Cy5 formé
par deux cycles aromatiques (A et B) a Cg, connectés par une chaine en Cj3 (structure en Ce-
C3-Cs). Ces trois carbones servant de jonction entre les deux cycles A et B est communément
cyclisé pour former un hétérocycle oxygené C, dont les atomes de carbone dans les cycles C
et A sont numérotés de 2 & 8, et dans le cycle B de 2'a 6' (Bruneton., 1999) (Figure 1.11).
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3-

1
O
C
£y
Figure 1.11: Structure de base des flavonoides (Dacosta., 2003)

11.2.1.3.3.b. Classification des flavonoides

Les flavonoides sont divisés en différentes classes en fonction de la cyclisation et du
degré d’instauration et d’oxydation du cycle C, alors que les composés individuels de chaque
classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants (groupements
hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles aromatiques A et B et le cycle

central C. ils sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et/ou 5’ (Bruneton., 1993).

R
OH
o I~
OH
.0
OH (@]
FLAVONES FLAVONOLS
R=H ; apigénine R=H ; kaempférol
R=OH ; lutéoline R=H ; quercétine
R R
SH OH

OH
DIHYDROFLAVONE DIHYDROFLAVANOLS
R=H ; leucopélargonidol R=H ; dihydrokaempférol
R=OH ; leucopé yanidol R=O0OH ; dihydroquercétol
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OH
CHALCONES ANTHOCYANIDOLS
R=H ; isoliquintigénine R=H ; pélargonidol
R=O0OH ; butéine R=0H ; cyanidol

Figure 1.12 : Les principales classes des flavonoides

11.2.1.3.4. Anthocyanosides

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles, responsables de la coloration rouge,
violette ou bleue des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Bruneton., 2009). Ces composes
existent sous forme d'hétérosides formés par la condensation d'une molécule non glucidique
(appelé génine) et d'oses, Leurs génines (les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-
phénylbenzopyrylium ou cation flavylium. lls sont toujours hydroxylés en C3, et le plus

souvent penta ou hexasubstitués par des hydroxyles et/ou méthoxyles (Bruneton., 2009).

Tableau 1.4: Les structures chimiques des principaux anthocyanidols connus

Génine couleur R1 R2

R1 Pélargonidol | Orange-rouge | H H

X ﬁOH Cyanidol rouge OH |H

HO o) 2

% R2 Péonidol rose OCH3 | H

ZoH Delphinidol | Bleue-violette | OH OH
OH - -
strucutre de I'anthocyanidol = noyau flavylium Pétunidol violette OCH3 | OH
Malvidol Mauve OCH3 | OCH3

11.2.1.3.5. Les quinones

Ce sont des composés oxygénés issues de I’oxydation des composés aromatiques avec

deux Fonctions cetones (—C=0). Elles sont caractérisés par un motif
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1,4-dicétocylohexa-2,5- diénique (para-quinones) ou bien, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-
3,5-diénique (ortho-quinones) (Figure 1.13) (Lumb et al., 2008). Ce sont des substances
colorées et brillantes, on les trouve dans les végétaux, les champignons, les bactéries, les

organismes animaux. Ils sont subdivisés en benzoquinones, Naphta quinones et

Anthraquinones (Guignard et al., 1998).

O O
O
O
Ortho quinone Para quinone

Figure 1.13: structures de base des quinones (Lumb et al., 2008).

11.2.1.3.6. Les anthraquinones

L’anthraquinone ou le 9,10-dioxoanthracéne est un composé organique, aromatique,
polycyclique dérivé de l'anthracene. Présent dans la nature, chez un certain nombre
d'animaux et de plantes telle que : le séné (cassia angustifolia) (Hans et Kothe., 2007). En
médecine, On [l’utilise pour ses effets laxatifs dans le traitement des troubles gastro-

intestinaux et aussi dans la fabrication de teintures, de pigments et de pate a papier.

O

O

Figure 1.14 : La formule générale des anthraquinones

11.2.1.3.7. Tannins

Les tanins sont des molécules hydrosolubles, de masse moléculaire compris entre 500 et
3000 Da, a saveur astringente, ayant en commun la propriété de tanner la peau (Bruneton.,
2008). lls possédent la capacité de précipiter les protéines, les alcaloides et d’autres polyméres

organiques. On les trouve dans divers organes et surtout dans les écorces agées et les tissus
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d’origine pathologiques (galles) (Khanbabae et Ree., 2001). On distingue deux groupes

différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique (Hagerman., 2002)

11.2.1.3.7.a. Les tannins hydrolysables

Ce sont des oligo- ou polyesters d’un sucre associés a un nombre variable de molécules
d’acide-phénol (Mueller-Harvey., 1992 ; Jean-Blain., 1998). Ils sont facilement
hydrolysables par les acides et les enzymes (tannase), en ose (généralement le glucose) et en
acides phénols. Selon la nature de celui-ci on distingue (Paris et Hurabielle., 1981):

e Tanins galliques ou gallo-tanins : par hydrolyse, ils libérent 1’ose (glucose) et I’acide

gallique.

e Tanins ellagiques ou ellagi-tanins : par hydrolyse, ils libérent 1’ose (glucose), I’acide

hexahydroxy diphénique et ses dérivés comme 1’acide ellagique et 1’acide chébulique.

HO,
—, o
"-\.H_ o
e f)_>_4{ =
N n OH
OH WT

Y (e

HO

(A (B}
Figure 1.15: Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B).

11.2.1.3.7.b. Les tannins condensés ou tannins proanthocyanidols

Ce sont des oligomeéres ou des polyméres d’unités de flavonoides, résultent de la
condensation de molécules élémentaires de flavan-3-ol (catéchine) ou flavan-3,4-diols (leuco
anthocyanidines) qui sont liées entre elles par des liaisons de type C-C ou C-O-C, ce qui rend
ces molécules difficilement hydrolysable. Les tannins condensés peuvent étre dépolymérisés
en milieu alcool-acide a chaud en anthocyanidols tels que cyanidol et delphinidol, donc c’est

la raison pour laquelle on appelés aussi « proanthocyanidines » (Merghem., 2009).
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Tanin condensé (Yokozawa et al., 1998)  Tanin hydrolysable (gallique) (Okuda., 2005)

Figure 1.16: Structure des tanins (Yokozawa., 1998; Okuda., 2005)

11.2.1.3.8. Lignines

La lignine (C6-C3) , est un polymere tridimensionnel résulte de la polymérisation de trois
unités monomeéres phenoliques dérivées de I'alcool cinnamique (les monolignols) qui les
principaux sont : 1’alcool coniférylique, 1’alcool sinapylique et 1’alcool p-coumarylique
(Figure 1.17). C’est le polymére aromatique naturel le plus abondant dans le regne végétal
(Privas., 2013). Il est déposé principalement dans les parois secondaires des cellules, les

rendant rigides et imperméables (Hopkins., 2003).

[ o b
e
= T G OH Alcool p-Coumarylique

HO™ 4 ——= ~
H :aCD:'@/’"‘“\m_/‘\D H Alcool Coniférylique

HO
HCO = OH Alcool Sinapylique

HO

CHz

Figure 1.17 : Structures chimiques des monolignols (Scalbert et Williamson., 2000)

11.2.1.3.9. Lignanes

Les lignanes sont des composés naturels dont le squelette résulte de 1’établissement d’une
liaison entre les carbone £ des chaines latérales (liaison 8-8") de deux unités dérivant de 1-
phénylpropane (dimérisation de deux unités de monolignol) (Figure 1.18). On les retrouves

dans soixante-dix familles (Ayres et Loike., 1990) et sont accumulés dans toutes les parties
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des plantes (Midoun., 2011). Chez les gymnospermes sont localisés surtout dans les bois

alors que chez les Angiospermes dans tous les tissus.

Figure 1.18: Structure générale des lignanes (C6-C3),.

11.3.1.3.10.Coumarines, Stilbénes (les plus rares) (Nkhili., 2009)

«+ Coumarines

Ce sont des substances aromatiques a Cq caractérisées par le noyau 2H-1- benzopyrane-2-
one, lactones des acides ortho-hydroxyZ-cinnamiques (Ford et al., 2001). Les coumarines
sont aussi les dérivés de C6-C3, se trouvent dans la nature soit a 1’état libre soit engagé
(sucres). Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante notamment dans les fruits et les
huiles essentielles des graines (Guignard., 1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004).

Son odeur caractéristique semblable a celle du foin (Cowan., 1999).

O

Figure 1.19 : Squelette de base des coumarines (Cowan., 1999).
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Tableau 1.5 : Principales structures chimiques des coumarines simples (Djemoui., 2012).

Rl | R2 R3
Ombelliférone H OH H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCH3 OH H
Herniarine H OCH3 H
Fraxeétol OCH3 OH OH
Esculine O-Glu OH H
Cichorine OH O-Glu
Fraxoside OCH3 O-Glu OH

« Stilbénes

Les stilbenes possedent deux noyaux benzéniques reliés par un pont éthene (-C=C-), ils

sont membres de la famille des stilbénoides qui créent la parenté biogénétique avec les

flavonoides, dont la structure est C6-C2-C6, il peut y avoir deux formes des stilbénes : cis et

trans (Figure 1.20) qui se rencontrent dans de nombreux végétaux supérieurs, sous forme

libres ou hétérosides, parfois polymeéres. Les stilbenes sont des phytoalexines, composés

produits par les plantes en réponse a l'attaque par des micro-organismes (Crozier et al.,

2006).
J
Lumiére
H H
Cis - Stilbéne Trans - Stilbéne
Figure 1.20: Structure générale des stilbénes
11.2.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des molécules organiques, azotés et a caractére alcalin (Badiaga.,

2011), ils sont composés de carbone, d’hydrogene, d’azote, et d’oxygeéne, quelques alcaloides

peuvent comporter du soufre (Kalla., 2012; Kirrmann et al., 1975).Ces substances existent
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sous forme combinés a des acides organiques ou a des tanins et sont rarement a 1’état libre
(Ziegler et Facchini., 2008). On les rencontres chez de nombreux végétaux dont ils sont
localisent dans les piéces florales, les fruits ou les graines (Krief., 2003) La classification des
alcaloides dépend leurs précurseurs biogénétiques communs et la position de I'atome d'azote

(intra ou extra-cyclique) (Aniszewski., 2007) :

e Les alcaloides vrais: Représentent le plus grand nombre d’alcaloides, I’atome
d’azote est inclus dans un hétérocycle, dérivent d’acides aminés ayant une activité
pharmacologique marquée (Merghem., 2009). Leurs présences dans les plantes, est

sous forme libre, de sel, ou comme N-Oxyde, ex : Nicotine, Wilforine...ect.

e Les pseudo-alcaloides : Sont des composés dont le squelette carboné de base ne dérive
pas d'acides aminés : dérivés dans la majorité d’isopronoides et du métabolisme de
I’acétate, et ils ne possédent pas d’azote intra cyclique dont leur incorporation dans la

structure se fait en phase finale, ex : la coniine,...etc (Badiaga., 2011).

e Les proto-alcaloides : Sont des amines simples soluble dans 1’eau dont 1’azote n’est
pas inclus dans le systéme, ils sont élaborés a partir d’acides aminés, ex : mescaline,

hordénine, colchicine...etc (Badiaga., 2011).

O O
/l\ l N/> }\ | N/> 2\ | />
CHg CHs CHs
CAFEINE THEOPHYLLINE THEOPHYLLINE

Figure 1.21 : Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 2009).

11.2.3. Les composés terpéniques
11.2.3.1. Les terpenoides
Les terpenes sont les principaux composants des huiles essentielles, sont des

hydrocarbures naturels a structure cyclique ou a chaine ouverte (Hellal., 2011) : leurs formule
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brute est (CsHs) ,, (Seenivasan., 2006). Ils résultent de la condensation de deux ou plusieurs
unités de bases : I’isopréniques (2méthylbuta-1,3-diene) de formule CsHg (Figure 1.22). Les
terpénes sont le plus souvent d’origine végétale (Malecky., 2005). Synthétisés par les plantes

les organismes marins, les champignons et méme les animaux (Benaissa., 2011).

Ou

Figure 1.22: Structure de base de I’isopréne (Khenaka., 2011)

Tableau 1.6 : Quelques exemples des différents types de terpenoides (Belbache., 2003).

N Squelette carboné | Type de terpenoides | Exemple de molécule
1 C5 Hemiterpene Isoprene

2 C10 Monoterpéne Nérol, citronnelle

3 C15 Sesquiterpéne B-Cadinéne

4 C20 Diterpéne Sclaréol, phytol

6 C30 Triterpéne Lanostérol

8 C40 Tetraterpéne Caroténoides
>8 >40 Polyterpéne Caoutchouc

11.2.3.2. Les stéroides

Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques ayant perdu au moins trois méthyles, ils
sont synthétisés a partir d'un triterpene acyclique (le squaléne) et possédent moins de 30
atomes de carbones (Bruneton., 1993 ; Hopkins., 2003). Ces composés se caractérisent par
un noyau stérane (constitué des 4 cycles de A a D) (Figure 1.23). lls sont trouvés chez les
végétaux aussi bien que chez les animaux. On distingue quatre sous classe des stéroides : les

stérols et dérivés, les hormones steroides, les secostéroides, les stéroides conjugués

(Benaissa., 2011).
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Figure 1.23: squelette de base des stéroides (Ling et Jones., 1995).

11.2.3.3. Les saponosides

Ce sont des hétérosides a poids moléculaire éleveé, ont des propriétés tensioactives car ils
se dissolvent dans I’eau en formant une mousse semblable a celle du savon (Hart et al.,
2008 ; Bruneton., 2009). Cette propriété est d0 au caractére amphiphile: Elles se composent
d’une fraction lipophile appelée génine ou aglycone (un noyau stéroidique ou triterpénique) et
d’une partie hydrophile osidique (ex: D- glucose, D-galactose) (Wallace., 2004). Les
saponines sont tres fréquentes chez les végétaux mais aussi produits par les organismes

marins et se classent en deux groupes selon la nature de leur génine : (Ekoumou., 2003).

11.2.3.3.1. Saponosides a Génines triterpeniques

Elles possedent un squelette & Cs (5 cycles) et sont issus de la cyclisation de 1’époxy-2,3-
squaléne. Cette cyclisation conduit en premier lieu aux molécules tétracycliques puis aux
molécules pentacycliques qui sont les plus nombreuses. Ils sont Retrouvés principalement

chez Angiospermes Dicotylédones et chez certains animaux marins.

(1) Dammarane (2) Oléanane

Figure 1.24: Les principales Géninestriterpéniques monocycliques (1) et pentacycliques (2).
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11.2.3.3.2. Sapoosides a Génines stéroidiques

Elles possedent un squelette hexacyclique a C,7 a noyau Spirostane (Noyau stéroidique et
2 Cycles : furanique et pyranique) ou pentacyclique (furostane) qui est n’existant qu’a 1’état
hétérosidique dans la plante fraiche et résultant de I’engagement de 1’hydroxyle en 26 dans

une liaison osidique. Ces sapogénines posseédent toujours une fonction alcool secondaire en

position 3. lls sont retrouvés exclusivement chez les Angiospermes Monocotylédones.

Furostane

Spirostane

Figure 1.25: Génines steroidiques

11.3. Fonction et intérét thérapeutique des métabolites secondaires

Selon « Macheix et al. 2005 », le r6le de ces composeés est reconnu dans différents

aspects de la vie de la plante et dans leurs utilisations par 1’nomme. Ils peuvent en effet

intervenir dans certains aspects de la physiologie de la plante, dans les interactions des plantes

avec leur environnement biologique et physique et dans la protection de I’homme vis-a-vis de

certaines maladies.

Tableau 1.7 : Activités biologiques de quelques composés secondaires

Composés Activité biologiques Références
Phénols simples | Antibactériennes,  Antifongiques, antioxydants, anti | (Bruneton, 1999)
et acides inflammatoires, antiseptiques et analgesiques, (Cunha, etal -
phénoliques antipyrétiques, antiradicalaires, antitumorales, antivirales, | 2004)

cholagogues, hépato protecteurs, immunostimulants, effet
anticancéreux chez les souris (acide caféique et ferulique) (Laraoui., 2007)
Flavonoides Anti tumorales, anti carcinogenes, anti -inflammatoires, | (Hennebelle et

antioxydants, antiallergiques, antiulcéreuse, antivirales,

al., 2004)
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antimicrobiennes,  anti-estrogénique,  antispasmodique,

hépato protectrices, antiseptiques urinaires, inhibiteurs

enzymatiques, hypocholestérolémiantes, anti parasitaires

(Narayanaet al.,
2001)

(Ramos., 2007)

Coumarines antioxydantes, anti tumorale, analgésique, | (Bruneton 1999)
antiinflammatoires,  antimicrobiennes,  anti-adhérences, (Thati et al.,
vasculoprotecteurs, neurosédatives, hypotensives, antivirale, | 2007)
stomachiques et carminatives, anti-agrégation plaquettaire,
anticoagulante, diurétiques, immunostimulante (Taguchi., 2000)

Lignanes Antivirales, anticancéreux, antimicrobiennes, antioxydants, | (Donaldson.,

. N . : 2004)
anti tumorales, antiagrégants plaquettaires, antagoniste (Ayres et Loike.,
calcique, anti hypertensive, anti protozoaire, antimitotiques, | 1990)
Inhibiteurs enzymatiques, anti hypertenseurs, hépato (Gertschet al.,
protectrices, antiallergiques et antirhumatismales 2003)
Tanins Astringente, anti diarrhéique, vasculoprotectrices, antivirale

antiseptique. Antioxydantes, anti-nutriments, anti-microbes,
antiinflammatoires,  anti hypertensives, anti mutageénes,

immunostimulante, anti tumorales, inductrices de I’apoptose

(Biaye., 2002)

Saponosides

Antioedémateux, Antileshmanien, Insecticide, Antivirale,

Antiulcéreux,  Immuno-modulateur,  Antivieillissement,
Hypoglycémique, anti-inflammatoires, anti-hémorroidaires
et anti-appétantes, chimiopréventive, analgésique, Sédative,
antituberculeux,

hépatoprotecteurs, ~ neuroprotecteurs,

Réduction du cholestérol, Diurétique

(Hostettmann, et
Marston., 1995)

(Francis et al.,
2002)

(Lacaille-
Dubois., 1999)

Alcaloides

anesthésiques locaux, antipaludiques, analgésiques, sédatifs
anticholinergiques, anti-malaria, anti-hypertensive, stimulant

centrale, dépressant cardiaque, diurétique narcotique, anti-

(Hopkins., 2003)

(Badiaga., 2011)

tumeur, antiallergiques, vasodilatatrice, hypnotiques,
antiinflammatoires, antimicrobiennes, réle dans le traitement
C ) (Bruneton.,
de la maladie d’Alzheimer, effet sur les troubles nerveux 2009)
Terpénoides et | anti HIV, Insecticides, fongicides, antiappétants pour les | (Bisoli et al.,
Stéroides insectes, Anti tumoraux, Cytotoxiques, antibactériens, anti- 2008)
inflammatoires, antibiotiques, contraceptives, anabolisantes | (Bruneton.,
2009)
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I11. Stress oxydant et les activités biologiques

I11.1. stress oxydant et ’activité antioxydant
I11.1.1. Stress Oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre de la balance entre les systéemes
de défenses antioxydants et la production des radicaux libres en faveur des derniéres, ce qui
conduit & des dégats cellulaires irréversibles. Cette situation peut étre due a une diminution
des défenses antioxydants ou a une augmentation de production des radicaux libres (Favier.,
2003).

- Antioxydants

+ Radicaux Libres

STRESS OXYDATIF

Figure 1.26 : Schéma de la balance entre les especes réactives oxygénées et les antioxydants.

111.1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Extrémement instable (Asmus et Bonifacic., 2000). Il apparait soit au cours de la
rupture symétrique d’une liaison covalente (fission homolytique) durant laquelle chaque
atome conserve son électron, soit au cours d’une réaction redox. En raison de leur haute
réactivité, ce composé peut réagir avec des molécules plus stables pour apparier son électron
en cédant un (réducteur) ou en donnant un électron (oxydant), ces derniers peuvent étre
classées selon la position de 1’électron célibataire en especes réactivées de I’oxygeéne (ERO)
ou de I’azote (ERN) (Vamecq et al., 2004). L’appellation ERO inclut les radicaux
radicalaires comme 1’anion superoxyde (O,"), radical hydroxyle (*OH) et non radicalaires
telles que 1’oxygeéne singulet (O,), le peroxyde d’hydrogene (H,O,), se forment par la
réaction de ces radicaux radicalaires sur les composes biochimiques de la cellule (Haliwell et
Gutteridge., 1989).
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Tableau 1.8:

Les principales espéces réactivées de 1’oxygéne (ERO)

Espéces réactives

Réaction de formation

principales réactions

Références

Radical

Formé par la réduction

Catalyseur de la réaction

superoxyde mono électrique de | de  Haber-WeiB  par
Oy, ’oxygéne : addition d’un | recyclage de Fe*" et Cu* ; | (Stief., 2003)
électron formation du H,O, et
O+ —> Oy ONOO
Peroxyde Formé a partir de 1’anion | Formation du radical
d’hydrogéne superoxyde, réaction | hydroxyle ; inactivation
H,0, catalysé par la superoxy de | d’enzymes ; oxydation de | (Karp.,2010)

dismutase

+
Oy + O, _SOD, 2H
H,0; +O;

biomolécules

Oxygene singulet

Formé par des réactions

Réaction avec les doubles

O, chimiques privilégiées, liaisons, formation de (Kruidenier
comme par exemple : peroxydes, décomposition et
H,O, + CIO—> H,O + | des aminoacides et Verspaget,
Clr+0, nucléotides 2002)

Radical hydroxyle | formé par la réaction de Abstraction de

*OH Fenton & partir d' H,O, en | I’hydrogéne production de | (Hennebelle.,
présence de métaux de radicaux libres et | 2006)
transition peroxydes lipidiques, | (Delattre et
H,0, + Fe 2—> «OH + | oxydation des thiols al., 2005)

Fe® +OH

I11.1.2.1. Les principales sources des radicaux libres

111.1.2.1.1. Les Sources exogéenes

Les facteurs environnementaux et le mode de vie également responsables a la création et

I’accumulation de RL dans I’organisme comme par exemple : toxiques environnementaux,

les radiations UV, tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, cytokines pro-

inflammatoire, xénobiotiques pro-oxydants, médicaments, les aliments riches en protéines

et/ou en lipides (Tamer Fouad., 2003).
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111.1.2.1.2. Les Sources endogénes

Toute réaction biochimique faisant intervenir 1’oxygéne moléculaire est susceptible d’étre
a I’origine d’une production de RL, ces derniers sont naturellement présents dans 1’organisme,

et sont généres essentiellement par des mécanismes physiologiques parmi eux nous citons :

- Les NAD(P)H oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui générent
(02*, H20,, HOCL) en utilisant NADH ou NADPH comme substrat (Vignais 2002).

- La xanthine-oxydase joue un rdle important dans la production des ERO (particuliérement

0" et H,0y), lors de I’ischémie/reperfusion (Yokoyama et al., 1990).

- Lors du métabolisme de 1’acide arachidonique qui peut étre oxydé soit par les
cyclooxygénases, soit par les lipooxygénases, pour former entre autre des hydroperoxydes (R-

O-OH) qui sont des précurseurs de leucotriénes, puissants médiateurs de 1’inflammation.

- La réduction monoélectronique au niveau de la mitochondrie qui conduit a la formation de

I’anion superoxyde, ce dernier donne naissance a diverse ERO.

111.1.3. Implications pathologiques du stress oxydatif

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant : la maladie d'Alzheimer, maladie de Parkinson, cancer, cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, vieillissement accéléré ou associé a des complications de I'évolution
tels que le diabete, les rhnumatismes, les maladies cardiovasculaires, 1’athérosclérose, 1’asthme
I’arthrite, la cataractogénése, I’hépatite (Packer et Weber., 2001). Néanmoins, la plupart des
maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue
les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux (Favier.,
2003).

111.1.4. Mécanismes de defense contre le stress oxydatif

L’antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’oxydation d’un
substrat, elle est présente a faible concentration par rapport au substrat oxydable (Cano et al.,
2007).Les antioxydants sont des composés qui reagissent avec les radicaux libres pour former

d’autres radicaux plus stables (Anonyme 1., 2007) et protegent certaines vitamines (Moure et
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al., 2001), les antioxydants existent aussi comme additifs alimentaires qui augmentent la

durée de vie de ces produits en les protégeant contre la détérioration (Anonyme 2., 2006).

111.1.4.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase, systéme thiorédoxine) sont considerés comme la premiere ligne de défense de

notre organisme contre les espéces oxygénées réactives (Garait., 2006).

Le superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme de nature métalloprotéines intervient
dans I’explosion oxydative et piéger des radicaux libres, cette enzyme est chargée de réduire
I’anion superoxyde. Son centre actif est un atome de manganése ou une association de cuivre

et de zinc en fonction du lieu ou ceuvrent ces enzymes (Cardey., 2007).

Le superoxyde dismutase inactive 1’ion superoxyde (O;) (point de départ de la chaine de
production des radicaux libres) en le transformant en peroxyde d’hydrogéne (H,0O;). Celle-ci
est ensuite rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en dioxygene (O;) et en
molécules d’eau (H20) (Menvielle-Bourg., 2005).

Les glutathions peroxydase (GPxs) réduisent les peroxydes lipidiques formés par
I’oxydation des acides gras insaturée (Delattre et al., 2005)

Systéme thiorédoxine dégrade des peroxydes lipidiques et le peroxyde d’hydrogéne. Elle
permet la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (Hattori et al., 2003).

111.1.4.2. Antioxydants non enzymatiques
111.1.4.2.1. Les antioxydants naturels

[Is incluent des especes chimiques différentes (composés phénoliques, vitamines...etc.)
qui sont d’origine végétale pour la plupart (Berger., 2005).

e Acide ascorbique (Vitamine C) est connu pour son role protecteur contre 1’oxydation
membranaire. Les propriétés antioxydantes de la vitamine C sont liées a sa capacité a
donner des électrons (Pincemail et al., 1998 ).

e Tocophérols (Vitamine E) un antioxydant liposoluble joue également une action

protectrice contre structures membranaires et des lipoprotéines. Les propriétés
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antioxydantes de la vitamine E sont liées a sa capacité a donner des protons (Rose et
Bode., 1993).

e Les caroténoides sont des pigments orangés ou jaunes de nature liposolubles, ils
appartiennent a la famille chimique des terpénoides. L’activité antioxydante de ceux-Ci
est liée a leur longue chaine polyénique qui leur permet de neutraliser les radicaux
ROO-, HO*, O2¢- (Valko et al., 2006).

e Les composes phénoliques : essentiellement

-Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation
d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée
ci-dessous (Amic¢ et al., 2003)

FLOH + Re —> FLO* + RH (réaction de piégeage)

Leur capacité antioxydante réside aussi dans leur faculté a terminer les chaines
radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et a chélater les ions des métaux de
transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Leopoldini et al., 2011 ; Schroeter
et al., 2002).

-Les Coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de

capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor., 2002).

111.1.4.2.2. Les antioxydants synthétiques

Antioxydants  synthétiques le  butylhydroxyanisole (BHA) (E320) et le
butylhydroxytoluene (BHT) (E 321) sont les plus utilisés dans l'industrie agroalimentaire, ces
deux additifs sont insolubles dans I’eau mais présentent une bonne solubilité¢ dans les milieux
lipidiques (Manel., 2013). Sont fréquemment utilisés en tant que additifs pour prévenir le
rancissement oxydatif des aliments, des produits pharmaceutiques et commerciaux (Heloizy
et al., 2010). Les tests de cancérogénicité ont montrés que l'ajout de I'antioxydant BHA au
régime alimentaire des rats induit une incidence élevee de papillome et de carcinome
épidermoide de I’estomac chez les deux sexes. Alors que le BHT provoque le cancer de la
thyroide (Ito etal., 185).
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111.1.5. Quelques tests de I’évaluation des capacités antioxydantes

Il existe plusieurs méthodes qui ont été mises au point pour une quantification rapide
simple et fiable de la capacité antioxydante des extraits naturels in vitro et in vivo. En général
la majorité des tests d'évaluation de capacité antioxydante se basent sur les mécanismes de

transfert d’hydrogene ou d'électron (Huang et al., 2005 ; Prior et al., 2005).

111.1.5.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH"

Le test du DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est I’'un des premiers tests pour
étudier la relation structure - activité antioxydante des composes phénoliques (Osman., 2011
; Floegel et al., 2011). Il consiste en une mesure de la capacité d'un composé antioxydant a
piéger le radical libre DPPHe d'une coloration violette, due a la présence d'un électron non
apparié sur I'atome d'azote, il possédant une forte absorption dans le visible a 517 nm en
solution alcoolique (Kandouli., 2018). En présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne, le
DPPHe est réduit pour donner une forme non radicalaire DPPH-H (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazine) de couleur jaune, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm, ce qui
nous permet de mesurer le pouvoir anti-radicalaires de 1’échantillon testé (Brand-William et
al., 1995).

VIOLET JAUNE

Figure 1.27: Réaction de réduction du radical DPPH" en DPPHH

111.1.5.2. Capacité de piégeage du radical-cation ABTS™ (effet scavenger)

Elle consiste a mesurer I'effet inhibiteur des antioxydants sur le cation radicalaire libre
’ABTS™, I’acide 2,2’-azinobis-(3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), obtenu par oxydation

de ’ABTS par un oxydant « persulfate de potassium » pour donner une solution colorée en
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bleu vert (Prouillac., 2006). Le contacte de ce radical avec un composé donneur d’hydrogéne
(Rice-Evans et al., 1995) conduit leur réduction en ABTSH™ incolore, en suivant la

décroissance de I’absorbance a 734 nm (Re et al., 1999).

S0;-
-0;S 3 . s05-[*
3 N=( U 05 \ _<
>_\N KzSOg( e) >_\N
\ Csz (;2|-|5
C,Hs (+e) E H
Y" 2! ABTS ™
ABTS Bleu Vert
-03S N=( :@/
}-u
H” 1 Csz

ABTSH™ incolore

Figure 1.28 : Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de H'

111.1.5.3. Capacité de réduire I’ion cuprique (CUPRAC)

La méthode de CUPRAC est basé sur le suivie de la diminution d’absorbance résulte a la
réduction du réactif oxydant CUPRAC [néocuproine (NC)-cuivre (11)] de couleur bleu par
agent antioxydant donneur d’électrons en néocuproine (NC)-cuivre (I) de couleur jaune-

orangé. Cette réaction est quantifié par spectrophotométre a A= 450 nm (Apak et al., 2011).

2+ +
O O AOX AOX oxydé Q @
H3C Hy \____._,.l‘ H+C Hs H*
HzC / '\\ CH::_,
Reactlf CUPRAC / Bleu clalre - Produit jaune-orangé_

Figure 1.29 : Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante
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I11.1.5.4. Capacité de réduire I’ion ferrique (Pouvoir réducteur)

Cette méthode est appelée FRAP, elle est basée sur la capacité des phénols donneur
d’électron & réduire le fer ferrique Fe** de ferricyanure de potassium en fer ferreux Fe?
(Oyaizu., 1986). Par conséquent, Fe’" peut étre évalué en mesurant et en surveillant
l'augmentation de la densité de la couleur bleu vert apparaitre dans le milieu réactionnel a 700

nm (Jayaprakash et al., 2001).
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Ferricyanure de potassium Ferrocyanure de potassium
K3F€(CN) 6 K4F€‘(CN) 6

Figure 1.30: Réaction de test FRAP (Ferric Reducing-Antioxydant Power)

111.1.5.5. Capacité de chélation des ions métalliques (ions ferreux)

L'efficacité des ions ferreux en tant que cofacteur de SOD permis la protection contre les
dégats oxydatifs par 1’élimination du fer, ce dernier participe autrement a la génération du
HO- lors de la réaction de Fenton. Cette méthode est basée sur I’inhibition de la formation du
complexe [Fe (l)-Ferrozine] qui donne une couleur voilette intense absorbe a Amax= 562 Nm
aprés le traitement des échantillons avec les ions Fe?*(FeCl,).La mesure de la réduction de la

couleur permet donc I'estimation de l'activité métal-chélateur (Dinis et al., 1999).

HO.S e

SENe
n— M Fjll
MNa 0,5

Figure 1.31 : Le complexe Fe (11)- Ferrozine
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111.1.5.6. Dosage de balayage des radicaux Galvinoxyl (GOR)

Le Galvinoxyl [2,6-Di-tert-butyl-a-(3,5-di-tert-butyl-4-oxo0-2,5-cyclohexadien-1-
ylidene)-p-tolyloxy] est un autre radical phénoxy libre et stable de couleur jaune foncée, il
possede un électron non apparié sur I'atome d'oxygene et une maximum absorption dans le
visible a Amax = 428 nm en solution alcoolique. En présence des capteurs de RL donneurs
d’hydrogéne, le galvinoxyl est réduit pour donner une forme non radicalaire de couleur jaune
pale. Une diminution de 1’absorbance mesuré a 428 nm correspond a une augmentation de

pouvoir anti-radicalaire des extrais testés (Shi et al., 2001 ).

t-Bu N I-BuAH t-Bu N t-Bu
J L= SAS
0 0 ‘s Ao Ho 0

t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu

Figure 1.32 : Réaction de la réduction de radical galvinoxyl en présence d’un antioxydant

(AH)

I11.1.5.7. Activité de phénanthroline

Ce test est basé sur la réduction de Fe™ (FeCls) en Fe*? en présence d’un composé
antioxydant donneur d’électrons, le fer ferreux Fe™ résulte forme avec la 1, 10-
phénanthroline un complexe tres stable intensément coloré en rouge-orangé appelé ferroine
L’augmentation de 1’absorbance de ferroine est mesuré a Ama= 510 nm (Szydlowska-

Czerniaka., 2008).

/7 N N\
0 \=

1,10-phénanthroline Complexe 1,10-phénanthroline/Fe*?
(Ferroine)

Figure 1.33 : La 1, 10-phénanthroline et son complexe ferreux
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I11.2. Les activités enzymatiques
111.2.1. Activité anti-Alzheimer
111.2.1.1. La maladie d’Alzheimer

C’est une maladie neurodégénérative incurable du tissu cérébral qui entraine la perte
progressive et irréversible des fonctions mentales et notamment de la mémoire. Des faibles
concentrations d’acétylcholine spécifiquement et de butrylcholine dans I’hippocampe et le
cortex du cerveau sont généralement considérées comme la cause de cette maladie dont
I’inhibition = de deux enzymes cholinestérases, l'acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE) par des inhibiteurs provenant de sources naturelles a été
utilisée avec succes comme une cible thérapeutique pour la MA (Terry et Buccafusco.,
2003).

111.2.1.2. Activité anti- acétylcholinestérase (in vitro)

Dans cette méthode 1’activité anti- Alzheimer d’un échantillon est déduite de sa capacité
a inhiber 1’activité de ’enzyme AChE, ce qui entraine une diminution de la dégradation de
I’acétylcholine. On utilise un analogue de substrat naturel de 1’AChE, 1’acétylthiocholine
iodide (ACTI) qui est hydrolysé en acide acétique et thiocholine, ce dernier forme avec
I’acide 5,5’- dithiobis (2 nitrobenzoique) (DTNB) présent dans le milieu réactionnel un dérivé
de coloration jaune I’acide -5- thio 2-nitrobenzoique (TNB) qui absorbe a une longueur
d’onde maximale de 412 nm. A partir de la variation de cette absorbance on peut déterminer
si il y’a ou non une activité anti- AChE, dont la diminution d’absorbance en présence des
agents ayant une complémentarité avec le site actif d’AChE dans I’extrait (les alcaloides) qui
provoque I’inhibition de la dégradation de substrat (ACTI), indique un accroissement de
cette activité (Ellman et al., 1961; Rhee et al., 2001).

111.2.1.3. Activité anti- butyrylchcholinestérase (in vitro)

C’est une méthode consiste a inhiber I’activit¢ de 1’enzyme BChE responsable de
I’hydrolyse de la butyrylcholine. Elle repose sur le méme principe de I’activité inhibitrice
d’acétylcholinestérase sachant qu’on utilise comme substrat la Butyrylthiocholine iodide
(BuCl), le catabolisme de ce dernier par la BChE donne le produit thiocholine qui réagit avec

le réactif d’Ellman (DTNB) pour produire 1’acide -5- thio 2-nitrobenzoique (TNB) coloré
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détectable a 412 nm. La mesure de la réduction de la couleur jaune en présence des inhibiteurs
(les alcaloides) dans I’extrait (complémentarité avec le site actif d’BChE donc blocage de
I’hydrolyse) permet I'estimation de 1'activité inhibitrice de BChE (Elman et al., 1961; Rhee,
Meent, Ingkaninan et al., 2001).

@ H.C 0
P Y B S I
——
HsC™ S CHs BCche 1S CH, HyC™ "OH
Acétylthiocholine Thiocholine Acide acétique
(I)H3 I O
—NI+
H3C I}l\/\SJJ\ﬂCH?, HOOC, COOH
CHy D;N—@S—-S-@NC}?
Butrylthiocholine
DTNB
HOOC, COOH
°-’-"‘®st /\\/T\ + HS—@-ND:
M¢élange disulphide TNB

Figure 1.34: Mécanisme chimique de I’activité anti-AChE/BChE selon la méthode d’Ellman
et al (1961)

111.2.2. Activité anti- diabétique

111.2.2.1. Le diabete de type 2

C’est une affection métabolique glucidique, protéique et lipidique, caractérisée par une
hyperglycémie chronique causé par un deséquilibre entre I'absorption de sucre dans le sang et
la résistance anormal a I’insuline. L'hyperglycémie postprandiale joue un réle important dans
le développement du DT2 (Baron., 1998), donc la régulation de la glycémie est essentielle
pour retarder ou prévenir le DT2. L'aptitude d'un médicament a base de plantes a retarder la
production ou l'absorption intestinale du glucose en inhibant les enzymes hydrolysant les
glucides, telles que l'a-amylase et 'a-glucosidase, est I'une des approches thérapeutiques

permettant de réduire I'nyperglycémie postprandiale (Tiwari et Rao., 2002).
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I11.2.2.2. Test d'inhibition de I'a-glucosidase (in vitro)

Les a-glucosidases, sont des enzymes qui se retrouvent au niveau de la surface des
villosités de ’intestin gréle. Ils sont responsables de I’hydrolyse des glucides complexes en
glucose et autres monosaccharides absorbables (Chiba., 1997). Cette méthode consiste a
mesurer l'effet inhibiteur des métabolites secondaires (polyphénols...) présent dans les
extraits sur I’enzyme a-glucosidase. Dans ce test on utilise comme substrat le p-nitrophenyl-
a-D-glucopyranoside incolore, qui est hydrolysé sous 1’action de 1’ a-glucosidase en glucose
et p-nitrophenol de couleur jaune, cette réaction a été quantifiée en mesurant I'absorbance a
400 nm. La présence des inhibiteurs de cette enzyme provoque I’inhibition de fagon
compétitive I'hydrolyse de substrat. La mesure de la réduction de la couleur jaune permet

donc I’estimation de 1’activité inhibitrice de 1'a-glucosidase (Behvar Asghari et al., 2018).

OH _OH CH,OH HO
0 0
HO a-glucosidase H H H
HO +
OH H

0 HO
o) - N
NO, H OH

p-nitrophenol

p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside D-glucose 2=400nM

Figure 1.35: Mécanisme d'hydrolyse du p-nitrophényl alpha-D-glucopyranoside par 1" o -

glucosidase selon la méthode de Behvar Asghari et al (2018).

II1.3. L’activité antifongique

Les plantes possédent un systéme de défense naturelle trés efficace, basé sur la
biodiversité de leurs métabolites secondaires. Cette diversité, des groupes structuraux et
fonctionnels, permet de se protéger efficacement contre de nombreux pathogénes tels que les

bactéries, les champignons et les virus.

Le test de I’activité antifongique est basé sur la mesure de I’effet inhibitrice des

antifongiques sur la croissance mycélienne d'agents phytopathogénes.
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111.3.1. Les antifongiques

Ce sont substances capables de traiter les mycoses, c'est-a-dire les infections provoquées

par des champignons microscopiques.
e Comment agissent les antifongiques ?

Un antifongique agira soit en s'attaquant directement a la paroi fongique, provoquant
ainsi la mort de la cellule (action fongicide), soit en bloquant la division cellulaire, arrétant

ainsi la reproduction des champignons (action fongistatique).

111.3.2. Description de champignon étudie
Alternaria sp

Alternaria est un genre de champignons phytopatogéne de la famille des Pleosporaceae
communs qui se développe sous forme de filaments dans les sols, et sur différents organes de
la plantes (Laurence Dutron., 2012). Elle produite des spores asexuée (reproduction
Deutéromycetes). Ce genre comprend pres de 275 espéces (Simmons., 2007) saprophytes ou
parasites sur de nombreuses plantes (tomate, carotte...). Plusieurs espéces d'Alternaria sont
capables de provoquer chez I’homme des affections ¢épidermiques, des allergies

respiratoires...etc et chez les végétaux des maladies regroupées sous le terme d'alternariose.

Figure 1.36 : Champignon d’Alternaria sp
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de Biochimie, Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, Université des Fréres Mentouri Constantine 1, Algérie
Ainsi que le laboratoire de Biochimie et laboratoire de science fongique au sein du Centre de

recherche en biotechnologie (CRBt).
1.1. Apercu et but de travail

Le but de notre étude est de mettre en évidence les activités biologiques présentes dans

cette plante en vue de valoriser la flore algérienne qui reste jusqu’a présent trés mystérieuse.

Apreés I’extraction des parties aériennes, 1’extrait brut de Centaurium sp a été fractionné
en utilisent la méthode d’extraction liquide-liquide par décantation, Ce fractionnement, suivie
de plusieurs méthodes d’analyse phytochmiques ; la quantification totale des composés
phénoliques et flavonoides présents dans les différents extraits et la détermination de la
composition chimique des extraits par chromatographie liquide a haute performance (HPLC-
DAD).

Notre étude a porté aussi sur l'identification et la caractérisation de la capacité
antioxydante, I’évaluation in vitro de I’activité anti- diabétique et I’activité anti-Alzheimer de
I’extrait méthanolique ainsi que des fractions provenant de cet extrait et enfin I'étude de I'effet

inhibitrice des extraits sur le champignon phytopathogene Alternaria sp.

1.2. Matériel:

1.2.1. Matériel végétale

Notre étude est portée sur la plante du genre Centaurium : Centaurium sp

* \
Didicy Jouct PHSISH Y

Figure 11.1: la plante du genre Centaurium
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1.2.1.1. Description de la zone de la récolte

El Ménéa est une commune de la wilaya de Ghardaia en Algérie, située a 267 km au sud-
ouest de Ghardaia (Figure 11.2). Cette région constitue une unité géographique importante

grace a ses fortes potentialités hydriques souterraines et I'étendue des superficies arables.

Figure 11.2 : Localisation satellite de la zone de récolte de la plante du genre

Centaurium (Google Maps., 2018).

1.2.1.2. Récolte de la plante du genre Centaurium

La plante étudie a été soigneusement récoltées au mois de juillet 2018 de maniére a ne
pas détériorer les éléments organiques et minéraux présents. Le matériel végétal est constitué

de la partie aérienne de la plante : tiges, feuilles, fleurs.

1.2.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces

produits:
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Produit formule brute
Acétate d’ammonium ACNH,
Ethanol C,HsO
Methanol CH3OH
Ether de pétrole CH3-(CH2)n-CHj3
Acétate d’éthyle C4Hg0O,
Butanol C4H100
FCR (Folin-Ciocalteu réactif) /
Carbonate de sodium Na,CO3
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) /
Potassium acétate (CH3COOK)
Galvinoxyl /
Ferric chloride FeCl;
potassium ferricyanide KsFe(CN)g
nitrate d’aluminium AlI(NO3)3
diméthyle sulfoxyde (DMSO) C,Hs0S
DTNB C14HgN205S;

Appareillage

e Rotavapeur sous pression

Bain ultrasonique

e Agitateur magnétique
e Micro pipette

e Balance de précision
e Vortex

e HPLC-DAD

e Lecteur de microplaque (Perkin Elmer, Enspire)

e FEtuve
e Agitateur magnétique chauffant
e Autoclave

e Hotte
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e Bec benzene

1.3. Méthode

1.3.1. méthodes d’extraction

1.3.1.1. Broyage

Les organes de plante sélectionnée, ont été broyés, a I’aide d’un mortier, pour obtenir une
poudre fine qui a servi pour la préparation des extraits. Apres broyage, la poudre de plante a
été conservée dans des flacons en verre afin de garder leur couleur et principalement leur effet

thérapeutique, elle a été stockée soigneusement dans un endroit sec jusqu’a leur analyse.

¥

Figure 11.3 : Broyage des parties aériennes de la plante

1.3.1.2. Extraction des métabolites secondaires par macération

1. Objectif

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenant dans la
partie aérienne de plante Centaurium sp, en utilisant des solvants organiques sélectifs qui

accélérent et augmenter le rendement d’extraction.
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2. Principe

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple, qui consiste a
laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un solvant sans ou avec
agitation pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a température
ambiante ce qui est trés positif pour conserver 1’intégrité des molécules. (Lagnika., 2005 ;

Djabou., 2006).

Le protocole extractif a été effectué selon la méthode suivante:

3. Protocol

Une quantité de 135 g de matériel végétal broyé est macérée dans 1050 mL de méthanol
pure, sous agitation magnétique pendant 24 h a température ambiante. Le mélange n° 01 est
récupéré apres filtration sur tissu et papier filtre Whatman n°l dans erlenmeyer. La
macération est renouvelée deux fois sur le résidu récupéré pendant deux jours successifs avec
renouvellement du solvant de méme mesure chaque 24h, pour permettre la solubilisation
maximum des métabolites secondaires. Les trois macéras filtrés sont réunis pour donner

I’extrait méthanolique brut.

Figure 11.4: Etapes de macération et de filtration des parties aériennes de la plante.

4. Evaporation

L’extrait méthanolique brut obtenu est évaporé a sec (concentré) sous pression réduite a

37°C par un évaporateur rotatif (Rotavapor) pour donner 64,17 g d’extrait brut sec.
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Figure 11.5 : Procédé de concentration de ’extrait (rotavapeur)

Une quantité de 2,35 g de I’extrait brut sec est récupérée dans une boite de pétri puis conservé

jusqu’a I’utilisation.

1.3.1.3. Préparation des extraits via la méthode d’extraction liquide-liquide par
décantation

1. Objective
Cette étape permet d’extraire par des solvants d’extraction Sélectives, de polarité
croissante les différents composés présents dans 1’extrait brut méthanolique.

2. Principe (Feknous et al., 2014)

L’extraction liquide-liquide est parmi les méthodes les plus utilisées en analyse pour
séparer par décantation deux phases liquides non-miscibles, elle repose sur le transfert d’un
soluté en fonction de leur solubilité d'une phase liquide a une autre phase liquide non-miscible
a la premiere. Les deux phases sont en général I'une aqueuse et l'autre organique dont les
solvants organiques ont, en général, une densité inférieure a 1 et constituent alors la phase
supérieure.

Le protocole de décantation a été effectué selon la méthode suivante :
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3. Protocol

La guantité reste de résidu sec 61,82 g est traité par 300 mL d'eau distillée bouillante et
laissée pendant 24 heures pour la solubilisation  proportionnellement des composés
phénoliques. Aprés filtration sur tissu et papier filtre whatmen n° 1 pour éliminer les
substances non phénoliques (impuretés, graisses...etc) on obtient un extrait aqueux. Celui-ci
est soumis a une série d’extraction sélective liquide-liquide dans I’ampoule a décanter par les

solvants organiques suivants:

e La premiere extraction est réalisée avec 1’éther de pétrole (3X100 mL) qui permet

d’entrainer la chlorophylle, les graisses et les substances lipophiles.

e La deuxiéme extraction est réalisée avec 1’acétate d’éthyle (3X100 mL) qui permet
d’entraine différentes composés moyennement polaires permis elles : les terpenoides,
les acides phénoliques et la majorité des hétérosides flavoniques (les mono-glycosides

et partiellement les di-glycosides).

e La troisieme extraction est réalisée avec le butanol (3X100 mL) qui permet d’entraine
les flavonoides (le reste de di-glycoside et le tri-glycoside) et d’autre métabolites

secondaires (les dérivés de I’acide benzoique...etc) polaires.

Le fractionnement est réalisé pendant 30 minutes et I'opération est répétée trois fois. Les
trois phases organiques de chaque extraction ont été réunies et a la fin on récupere la phase

aqueuse qui contenait alors les composés phénoliques non soutirés et d’autres métabolites.

Figure 11.6 : La décantation
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4. Evaporation
Les trois extraits organiques obtenus de 1’extraction liquide-liquide ainsi la phase aqueuse
sont soumis a une évaporation a sec (concentré) sous pression réduite a 37 C° pour 1’extrait

d’éther de pétrole et d’acétate d’éthyle et a 55C° pour I’extrait butanolique et 1’extrait

aqueux résiduel.

Figure 11.7 : Evaporation rotative des extraits

Donc quatre fractions sont a la fin récupérées : Fraction éther de pétrole (0,099),
fractions acétate d’éthyle (0,66Qg), fraction n-butanolique (9,51g) et fraction aqueuse résiduelle

(8,58Q). Les fractions ont été conservées a température ambiante jusqu'a utilisation.
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Extrait méthanolique

Matiere végétal

m=135¢g

Filtration

Test¢t m=235¢g

Evaporation a sec a 37C°

Extrait méthanolique brut

m=64,17 g

Filtration

Filtrat

Décantation

Extrait éther de pétrole
m =0,09 g

Evaporation 4 sec a 37C°

Phase aqueuse

Macération dans MeOH (3X 1050 mL;24 h)

Evaporation a sec a 37 C°

+ Eau distillé chaude 300 mL pendant 24 h

Extraction avec éther de pétrole (3X1/3 volume d’EDC)

Extraction avec acétate d’éthyle (3X1/3 volume

d’EDC)

Décantation

Extrait acétate d’éthyle
m =0,66 g

Phase

aqueuse

Extraction avec butanol (3X1/3
volume d’EDC)

Décantation

Evaporation & sec a 55C°

Extrait butanolique
m=951g

Evaporation & sec a 55C°

Extrait aqueux résiduel
m=2_8,58 g

Figure 11.8 : Protocole d’extraction de plante du genre Centaurium
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1.3.2. Méthodes d’analyse phytochimique
1.3.2.1. Analyse quantitative des composés phénoliques
1.3.2.1.1. Quantification des polyphénols totaux (TPC)

1. Principe de la réaction :

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux dans les extraits de la plante Centaurium
sp est determinée selon une méthode de dosage colorimétrique sur microplaque décrite par
(Muller et al., 2010).

Le réactif utilisé est Folin-Ciocalteu (FCR) (Singleton et Rossi., 1965), qui est un
mélange d'acide phosphotungstiqgue (H3PW1,04) et dacide phosphomolybdique
(H3PMo01,040) de couleur jaune. Ce dosage est basé sur la réduction de ce réactif dans un
milieu alcalin lors de I’oxydation de I’ensemble des composés phénoliques en un mélange
ayant une couleur bleu constitué d'oxydes de tungsténe (WgO23) et de molybdéne
(MogO53). La coloration bleue produite posséde un maximum d’absorption aux environs de
750 -765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la teneur en polyphénols totaux présents

dans I’échantillon.

2. Mode opératoire :

e Préparation de Carbonate de sodium (Na,CO3) a 7,5% :
Une quantité de 7,5 g de Na,COj; est dissoute dans 100 mL d’eau distillée sous agitation a
I’aide d’un agitateur magnétique chauffant.

e Préparation de ’extrait de plante :
Une masse de 1 mg de chaque extrait est dissoute dans un volume de 1 mL de Méthanol puis
met dans le bain a ultrason pour la dissolution compléte.

e Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois

1mL de la solution FCR concentrée (2M) est complété a 10 mL avec I’cau distillée (9mL).

Dans les plaques de 96puits, 20 pul de chaque extrait de la plante est mélangé avec
100ul de FCR dilué (1 /10) puis 75 pl de la solution de carbonate de sodium sont additionnés

au mélange. Un blanc est paralléelement préparé suivant les mémes volumes tout en
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remplagant les 20 pl d’échantillon testé par le méthanol. Aprés 120 minutes d’incubation a
température ambiante et a 1’obscurité, la lecture de I’absorbance est effectuée a 1’aide d’un

lecteur de microplagues a 765 nm.

La détermination de la concentration des composés phénoliques totaux pour chaque
extrait est faite a partir de 1’équation de régression d’une courbe d’étalonnage standard dont
une gamme d’étalonnage est déja réalisée dans les mémes conditions expérimentales et le
méme protocole que les extraits, en effet, par I’ utilisation de 1’acide gallique de différentes
concentrations finales allants de 25 a 200 pg/mL a partir d’une solution mére 200 pg/mL. La
teneur des composés phénoliques totaux des extraits est alors exprimée en equivalent de

milligramme d’acide gallique par gramme de matiére séche (mg GAE/g MS).

Il faut noter que chaque dépot est triplé aussi bien pour chaque extrait que pour le standard.

1.3.2.1.2. Quantification des flavonoides totaux (TFC)

1- Principe de la réaction :

La détermination quantitative des flavonoides contenus dans les extraits de la plante
Centaurium sp est effectuée suivant une methode colorimétrique du trichlorure d’aluminium
AICL3 (Ordonez et al., 2006). Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe trés
stable jaunatre entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présents sur les

carbones 4 et 5 des flavonoides.

2- Mode opératoire :
e Préparation des solutions:
Une masse de 9,80 g de Potassium acétate (CH3COOK) (1M) est dissolvée dans 100 mL

d’eau distillée sous agitation par un agitateur magnétique chauffant pour obtenir la solution
Si.

Une quantité de 10 g de nitrate d’aluminium (AI(NO3)3) (10%) est dissoute dans 100 mL
d’eau distillée sous agitation par un agitateur magnétique chauffant pour obtenir la solution
S,.
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e Préparation de I’extrait de plante :
Une masse de 1 mg de chaque extrait est dissoute dans un volume de 1 mL de méthanol.

Le protocole utilise est basé sur celui décrit par (Topcu et al., 2007) avec quelques
modifications. Brievement, un volume de 50 ul de chaque extrait ou de méthanol pour le
témoin négative a été ajouté en triplicata dans des puits d’une microplaque a 96 unités, par la
suite chaque puit recoit 130 ul de méthanol, 10 ul de S; et 10 ul de S,. Apres 40 minutes
d’incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiére I’absorbance est mesurée par un

lecteur de microplaque a 415nm.

Les taux des flavonoides totaux pour chaque échantillon sont calculés a partir de
I’équation de régression d’une gamme d’étalonnage déja réalisée dans les mémes conditions
opératoires et le méme protocole que les extraits par 1’utilisation d’un flavonoide standard : la
Quercetin a différentes concentrations finales comprises entre 25 et 200 pg/mL a partir d’une
solution mere 200 pg/mL. La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent

de quercetine par gramme de matiere séche (mg EQ/g MS).

1.3.2.2. Analyse des composés phénoliques par HPLC-DAD

L’analyse par la méthode de chromatographie liquide a haute performance avec un
détecteur a barrette de diodes (HPLC-DAD) a pour but I'identification et la quantification du

profil phénolique dans les cing extraits du Centaurium sp.

Le protocole de HPLC —DAD a été effectué selon la méthode suivante :

Les analyses chromatographiques des composés phénoliques ont éte effectuées avec un
systéeme Agilent Technologies 1260 Infinity constitué d’un détecteur a barrette de diodes
(DAD) G4212B, contrélé par le logiciel de gestion des chromatographies Agilent Open Lab
Control Panel. Les spectres UV ont été enregistrés dans la gamme 190-600 nm pour identifier
les difféerentes classes de composés phenoliques. Les quantités des polyphenols dans les
extraits ont eté calculées a partir des courbes d’étalonnage standard au maximum UV : les
flavonoides, les composés hydroxycinnmiques et les hydroxybenzoiques, et ont été quantifiés

comme suit; dérivés d'acide benzoique en tant qu'équivalents d'acide gallique/ g de poids
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d'extrait a 280 nm; hydroxycinnamates en équivalents acide caféique/ g de poids d'extrait a
325 nm; flavonools en équivalents de rutine/ g de poids d'extrait a 365 nm.

La colonne utilisée pour la séparation est Zorbax Eclipse Plus C18 en phase inverse
(250mm™*4.6 mm, 5 um). La phase mobile se compose de solvant A (eau acidifié, pH 2,6) et
solvant B (méthanol), elle est effectuée avec un gradient a un débit de 0,8 mL / min durent 60
min. Le volume d'injection est 20 pl pour chaque extrait (2 mg/ mL dans le méthanol)

préalablement filtrés sur une membrane de 0,2pum a température ambiante.

1.3.2.3. Analyse physico-chimique par spectrophotométrie UV-visible

Un lecteur de microplaque a plusieurs mode de type Perkin EImer (EnSpire Alpha Plate
Reader), des microplaques en plastique de 96 puits et des micropipettes réglables ont été
utilisés au cours de 1’évaluation de I’activité antioxydante, antidiabétique, anti-Alzheimer

pour la lecture des absorbances.

1.4. Les activités biologiques

1.4.1. Evaluation de I’activité antioxydante

Dans une partie de notre travail, nous nous sommes particulierement intéressés a la teneur
en composés phénoliques dans chaque extrait de Centaurium sp (HPLC). En tant que ces
composés sont connus comme de bons composés antioxydants, il nous a paru intéressant
d’estimer le potentiel antioxydant de 1’extrait brut méthanolique ainsi que des quatre fractions

issues de celui-ci.

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des cing extraits a été testée par
sept essais qui different par leurs parametres, c'est-a-dire, les mécanismes impliqués et / ou les
cibles.

e L’activité antiradicalaire pour le radical libre DPPHe

e [ ’activité antiradicalaire pour le radical-cation ABTS+e

e L’activité antiradicalaire pour le radicale libre Galvinoxyl

e Le pouvoir réducteur de cuivre CUPRAC

e Le pouvoir réducteur de fer (Reducing Power)

e Meétal chélate
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e Activite de phénanthroline

Les résultats, ont été déterminée a partir de la concentration inhibitrice & 50% (Clso) qui
est déefinit comme étant la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour piéger 50% de
radicaux DPPH'/ ABTS™/ Galvinoxyl, sauf pour le dosage CUPRAC, Pouvoir réducteur et
phénanthroline, ils ont été enregistrés a la concentration de 1’échantillon testé pour laquelle
I’absorbance est maximum. La valeur de Clsy valeurs exprimé en mg/mL de milieu
réactionnel, est calculée graphiquement par la régression non linéaire des graphes tracés,
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits utilisées et

elle est comparées a celles des standards.

Cls est inversement proportionnel avec I’activité antioxydante de 1’extrait testé dont le

pouvoir antioxydant de chaque extrait est d’autant plus élevé que son Clsg est petit.

1.4.1.1. Test de piégeage du radical DPPH’
1- Principe de la réaction (rappel) :
Ce dosage consiste a mesurer la capacité d'un composé antioxydant a donner un atome
d’hydrogéne pour réduire le radical DPPH" en DPPH-H de couleur jaune.
2- Mode opératoire :
e Préparation de la DPPH" : Une masse de 6 mg de DPPH est dissoute dans 100 mL et

laissée sous agitation durant 2 h a I'abri de la lumiére pour obtenir le radical DPPH".

e Préparation de I’extrait : Une masse de 4mg de chaque extrait est dissoute dans 1

mL de méthanol a 1’aide d’un bain a ultrason pour obtenir la solution mére (SM).

L’activité de piégeage radical des extraits par DPPH" a partir des parties aériennes de
Centaurium sp a été mesurée selon la procédure décrit par (Blois., 1958). Brievement, 40ul de
chaque extrait a des concentrations décroissantes préparés a partir des dilutions en cascade
(de 1/2 jusqu’a 1/64) de la SM est déposé en triplicata dans une microplaque a 96 puits, puis

160l d’une solution méthanolique de DPPH’ sont ajoutés de maniére simultanée dans chaque
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puit. En parallele, un témoin négatif est préparé en mélangeant 40uL du méthanol avec
160ul d’une solution méthanolique de DPPH’". Suite a une incubation a température ambiante
et a I’obscurité pendant 30 min, la lecture des absorbances a été effectuée a 517nm a 1’aide

d’un spectrophotomeétre. Comme standard on a utilisé le BHA, BHT et a-Tocopherol.

L’activité anti-radicalaire des extraits est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical

libre DPPH’ selon cette équation :

I (%) = [(ADPPH' — AExtrait) / ADPPH] x 100

ADPPH: absorbance de la solution de DPPH’ en absence de ’extrait (blanc)

AExtrait : absorbance de la solution de DPPH" en présence de I’extrait

1.4.1.2. Test de piégeage du radical-cation ABTS™

1- Principe de la réaction (rappel) :

Ce dosage est basé sur la mesure de 1’effet inhibiteur des agents présentes dans 1’extrait

sur le radical ABTS™, en lui donnant un atome d’hydrogéne.

2- Mode opératoire :

e Préparation de PABTS™ : Les deux solutions aqueuses I’ABTS (19,2 mg dans 5 mL
H20) et le persulfate de potassium K,S,0g (3,3 mg dans 5 mL H20) sont mélangées
et mis a 1’abri de la lumiére pendant 12- 16H pour générer le radical ABTS™.

e Préparation de I’extrait : une quantité de 2 mg de chaque échantillon est dissolvée

dans 1mL de méthanol a I’aide d’un bain a ultrason pour la dissolution complete.

Le protocole suivi pour cette activité est celui décrit par (Re et al., 1999) avec une
manipulation réalisé dans microplaque de 96 puits. Pour cela, 160ul de solution ABTS™
fraichement préparée sont ajoutés a 40ul de différentes concentrations de chaque extrait
(concentrations finales 6,25 a 400 pg/mL) préparé a partir des dilutions en cascade de la SM
(pour chaque concentration le depot est repété 3 fois). Un blanc est parallelement prépare, en
mélangeant 40pL de méthanol avec 160uL de la solution ABTS™. L’absorbance est ensuite
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lue par un lecteur de microplague a 734 nm aprés 10 minutes d’incubation & température

ambiante et a I’obscurité. Le BHA et le BHT ont utilisés comme standard.

Le pourcentage de réduction ou d’inhibition de ce radical est calculé suivant cette formule :

AA (%) = [1-(AExtrait / Ablanc)] x 100

Ou AExtrait est 1’absorbance de la solution ABTS™ en présence de I’extrait a une

concentration donnée.

1.4.1.3. Test de piégeage du radical libre Galvinoxyl
1- Principe de la réaction (rappel) :

Le test de GOR consiste a mesurer la capacité d’un extrait contient des capteurs de RL

donneurs d’hydrogéne a réduire le radical Galvinoxyl en forme non radicalaire.

2- Mode opératoire :

e Preéparation de Galvinoxyl : On dissolve 4mg de ce radical dans 100mL de méthanol

sous agitation par un agitateur magnétique.

e Préparation de ’extrait : les solutions meres des extraits a tester sont préparées dans
le méthanol a une concentration initiale de 2mg/mL, puis diluées en cascade dans le

méthanol pour obtenir une gamme de concentrations finales de 6,25 a 400 pg/mL.

Le protocole expérimental suivi pour cette activité est celui établie par (Shi et al., 2001).
Brievement, 40ul de chaque concentration d’extraits est déposée dans 3 puits alignés de la
microplaque, aprés cela un volume de 160ul de la solution galvinoxyl est ajouté. En méme
temps, un blanc est préparé, en remplagant les 40ul de I’extrait par le méthanol. La plaque est
incubée pendant 120 min a température ambiante et a I’obscurité, la lecture de I’absorbance

du milieu réactionnel se fait a 428 nm. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standard.

Le pourcentage de I’activité anti-radicalaire est déterminé par la formule suivante :
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AA (%) = [(AGalvinoxyl — AExtrait) / AGalvioxyl] x 100

AEXxtrait : I’absorbance de la solution Galvinoxyl en présence de I’extrait.

1.4.1.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique
1- Principe de la réaction (rappel) :

Cette méthode consiste a mesurer la capacité d’un compose présent dans I’extrait a

donner un électron pour réduire le cuivre (11) de réactif oxydant CUPRAC en cuivre (I).

2- Mode opératoire :

e Préparation des solutions: On pese une masse de 1,927 g d’acétate d’ammonium
(ACNH,), 0,04262g de dihydrate de chlorure cuivrique et 0.039g de Neocupronine,
par la suite chaqu’une de ces masses est dissoute dans 25mL H,O (pour ACNH, et
(Cu CI2, 2H20)) et dans 25mL de méthanol pour Neocupronine.

e Preparation de I’extrait: Pour la préparation de la solution mére (Img/mL), on prend
1 mg de chaque extrait et on le dissolve dans 1 mL de Méthanol. Les dilutions sont
préparées dans des eppendorf dans le but d'obtenir une gamme de concentrations
finales allant de 3,125 a 200pg/mL.

L activité antioxydante par réduction du cuivre a été examinée in vitro selon une méthode
de dosage sur microplaque décrite par (Apak et al., 2004). Dans les plaques de 96puits, des
solutions ont été ajoutées : 60ul de tampon ACNH,4 (pH =7), 50ul de Cu(ll) de couleur bleu et
50ul de néocuproine, a 40pl de chaque extrait a différentes concentrations ou de méthanol
pour le témoin négatif. Les microplaques ont été placées a ’abri de la lumiére et aprés une
heure de temps, 1’absorbance a été mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaques a 450 nm

dont toutes les mesures pour chaque concentration d’extrait sont effectuées en triplicata.

La variation de ’activité réductrice étudiée en fonction de la concentration des extraits est

comparée a celle des standards BHA et BHT.
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1.4.1.5. Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion ferrique

1- Principe de la réaction (rappel) :
Cette analyse est basée sur la mesure de la capacité d’un extrait a donner un électron pour

réduire le fer ferrique Fe3+en sels de fer ferreux.

2- Mode opératoire :

e Préparation des solutions : par la dissolution sous agitation de 1 g de potassium
ferricyanide (K3Fe(CN)g) dans 100 mL H,O, 1 g de acide tri-chloroacétique (TCA)
dans 10 mL H,0 et 0,1 g de chlorure ferrique FeClz dans 100 mL.

e Préparation de I’extrait : on obtient la solution mére de chaque extrait de la plante

par la désagrégation de 4 mg dans 1 mL de méthanol sous agitation par vortex.

La réduction de I’ion ferrique est déterminée par la méthode de (Oyaizu., 1986) avec une
Iégere modification. Le test s'effectue dans des microplaques UV 96 puits dont 10 pl de
chaque extrait a concentrations décroissantes (0.0625a 4 mg/mL) est mélangé avec 40 ul de
tampon phosphate (pH 6,6) et 50 ul de K3Fe(CN)e. Le mélange obtenu est destiné a une
incubation a I’étuve a 50°C. Apres 20 minutes d’incubation, chaque puit regoit 50 pl de TCA,
40 ul deH,0, 10 pl de FeCLj3 respectivement. La lecture des absorbances est faite a 700 nm,

une lecture du blanc est effectuée avec tous les réactifs en absence du composé a tester.

L’activité réductrice des extraits est comparée a celle de témoins positifs qui sont I’acide

ascorbique, 1” a-Tocophérol et I’acide tannique.

1.4.1.6. Test de la capacité antioxydante par chélation des ions ferreux

1- Principe de la réaction (rappel) :

Dans ce test les extraits ont été évalués pour leur capacité a concurrencer avec la

ferrozine pour les ions de fer (I1) en solution libre.
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2- Mode opératoire

e Préparations des solutions :

4 mg de FeCL, est dissoute dans 100 mL d’eau distillée sous agitation.
0, 5 mL de la solution de Ferrozin est complété a 10 mL avec ’eau distillée (9 mL).

e Préparation de I’extrait :
Chaque échantillon est fondu directement dans le méthanol, & une concentration de 4mg/mL
puis diluées a différentes concentrations dans le méthanol (une gamme de concentrations
finales de 12,5 a 800 pg/mL).

La capacité chélatrice des ions Fe*? par les extraits de la plante est estimée en utilisant la
Ferrozinin  (Dinis et al., 1999). Brievement, un volume de 40 pl des solutions
méthanolique des extraits a différentes concentrations est additionné a 40 pL MeOH, 40 pl
Fe*? et 80pl ferrozine. Dans ce dosage le blanc est le mélange de 80 pl MeOH, 40 ul Fe*?et
80ul ferrozine. Aprés 10 min d’incubation a 1’obscurité pour permettre la compléxation du
fer résiduel, l'absorbance du complexe [Fe®*- ferrozine] de couleur violette est mesurée a

562nm a I’aide d’un lecteur de microplaque. On utilise EDTA comme chélateur standard.

I1 faut noter que pour chaque concentration d’extrait le dépot est répété 3 fois.

L’effet de 1’alkylation des ions de fer est évalué par 1’équation suivante :

Fe?* effet chélatant (%) = [(AS-AC)/AS] x100

Dont As est I’absorbance du controle négatif, Ac absorbance des solutions d’extrait

1.4.1.7. Activité phénanthroline

1- Principe de la réaction (rappel) :

Cette méthode est basée sur la formation de ferroine par la réduction de Fe*® (FeCls) en

Fe*?en présence d’un composé donneur d’électrons dans 1’échantillon.
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b- Mode opératoire :

e Préparation des solutions :

Phenanthroline : Une masse de 0.05g de 1,10-Phenanthroline est dissoute sous agitation
dans 10mL de MeOH.

Chlorure ferrique (FeCls): Une masse de 0.02g de FeCl; est dissoute sous agitation dans
10mL de H,0.

e Préparation de I’extrait :

Pour obtenir les solutions filles finales a partir de la solution mére, on pése une quantité de 4g
de chaque échantillon et on le dissolve dans 1mL de méthanol. Par la suite, on fait six

dilutions dans des eppendorf pour chaque échantillon.

L’activité de phénanthroline est déterminée par la méthode (Szydlowska-Czerniaka.,
2008). Dans des microplaques 96 puits, 10ul des différentes concentrations en extrait
méthanolique, éther de pétrole, acétate d’éthyle, n-Butanolique et aqueux résiduelle sont
ajoutés au mélange réactionnel qui contient : 50 pl de FeCls, 30 pl de Phénanthroline suivi par
110ul de MeOH. Un témoin négatif sans échantillon est préparé dans les mémes conditions.
L’enregistrement des absorbances est effectué¢ a une longueur d’onde de 510 nm apres une
incubation dans I’étuve a 30°C pendant 20 min. Le BHT et BHA sont utilisés comme contrdle

positif pour la comparaison avec I’activité de phénanthroline des extraits obtenus.

1.4.2. Evaluation de ’activité anti-Alzheimer
1.4.2.1. Test anti- acétylcholinestérase et anti- butyrylcholinestérase (in vitro)
1- Principe de la réaction (rappel) :

Dans cette étude, I’activité anti- Alzheimer d’un échantillon réside dans sa capacité a
inhiber pour I’activité anti-acétylcholinestérase la dégradation de I’acétylthiocholine iodide
par I’inhibition de la fonction de 1’enzyme acétylcholinestérase et pour I’activité anti-
butyrylcholinestérase 1’hydrolyse de la butrylcholine par I’inhibition de I’activité de I’enzyme

butyrylcholinestérase.
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2- Mode opératoire :

e Preéparation de la solution tampon :

On mélange un volume V1 de (Na2HPO4, 2H20) (8,890 g dans 500 mL de H,0O) avec un
volume V2 de (NaH2PO4, 2H20) (1,56 g dans 100 mL H,0) et on ajoute le NaOH pour
augmenter la valeur de PH (PH=5.8 & 8).

e Preéparation de la solution DTNB (5,5'-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid)):

On ajoute & 16 mg DTNB: 1 mL de tampon (PH=7), 7,5 mg de NaHCOg3, 3 mL de tampon
(PH=7) et 4 mL (PH=8).

e Préparation des solutions de substrates: par la dissolution de 16 mg de
I’acétylthiocholine iodide (ACI)/ 4 mg de butyrylthiocholine iodide (BuCl) dans 4 mL
d’eau distillée puis on ajoute 4 mL de solution tampon (PH =8).

e Préparation des solutions d’enzymes: une masse de 0,2 mg AChE/BChE est
dissolvée dans 4 mL de solution tampon pour AChE et 1 mL pour BChE (PH=8) pour
donner la solution A, puis on prend 20 ul de cette solution et on ajoute 3 mL de
tampon (PH = 8) pour AChE et 2 mL pour BChE.

e Préparation de I’extrait : 4 mg de chaque échantillon est fondu dans 1 mL MeOH.

L’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE)
des extraits de Centaurium sp a été déterminée par une méthode spectrophotométrique décrite
par (Ellman et al., 1961) avec une légere modification. Brievement, 150 ul de la solution
tampon phosphate de sodium (pH=8,0), 10 pl d'une solution d'échantillon a différentes
concentrations (0.0625 a 4 mg/mL) et un volume de 20 pl de la solution enzymatique I’AChE
ou BChE ont été mélangés et incubés pendant 15 min dans I’étuve a 25C° puis 10 pl de
DTNB ont été ajoutés. La réaction est commencee par I'addition de 10 pl d’acétylthiocholine
iodide ou le chlorure de butyrylthiocholine. L'absorbance de chaque puits est mesurée a 412
nm avec un lecteur de microplaque 96 puits a 0 mn et a 15 mn. L’expérience a été réalisée en

triple. La galantamine a été utilisé comme composé de référence.

Le pourcentage d’inhibition d’AChE ou BChE a été déterminé par rapport au blanc (le

mélange réactionnel sans échantillon) par la formule suivante :
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I (%) = (E - S)/E *100

E : l'activité de I'enzyme sans extrait d’essai / S : l'activité de 1'enzyme avec 1’extrait

1.4.3. Evaluation de I’activité anti- diabétique

1.4.3.1. Test d'inhibition de 1'a-glucosidase (in vitro)

1- Principe de la réaction (rappel) :
Dans ce test I’activité antidiabétique d’un extrait consiste a avoir une indication sur sa
capacité a inhiber 1’hydrolyse de p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (pNPG) par I’inhibition

de I’activité de I’enzyme 1'a-glucosidase.

2- Mode opératoire :

Préparation de Tampon et des réactifs :

e Tampon sodium phosphate 100 mM (pH 6,9).

e Solution d’enzyme (0.1U/mL): 1 mg d’enzyme alpha-glucosidase est mise en
suspension dans 10 mL de tampon phosphate et aliquoter chaque 1 mL dans un
Eppendorf.

e Solution de substrat (5 mM) : 15.06 mg est dissoute dans 10 mL de tampon phosphate.

Le test a été effectué dans des microplaques en utilisant le pNPG comme substrat selon
(Behvar Asghari et al., 2018) avec une légere modification. La solution enzymatique (100
ul/ puits) est ajoutée a la solution de I’extrait (50 pl/puits) dissout dans le méthanol (12,5-800
ug /mL, concentration finales). Aprés 15 min d'incubation dans I’étuve a 37 ° C, on a ajouté
50 pL / puits de la solution de substrat pNPG et la plaque est incubée par la suite a 37 ° C
pendant 30 min. L'absorbance de chaque puits est mesurée a 405 nm par un lecteur de

microplaque. On utilise 1’acarbose comme un témoin positif.

Le pourcentage d’inhibition de 1’alpha-glucosidase est calculé en utilisant I'équation suivante :
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% d’inhibition = [(Abs de I’extrait-Abs de Blanc) / Abs de Blanc] x 100

AEXxtrait : Enzyme + Substrat + Extrait.

ABlanc : Substrat + Enzyme.

1.4.4. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyennes + déviation standard (SD).
Les valeurs de Cls, les représentations graphiques ont été réalisées par Excel.
Plus elles sont petites, plus ’activité antioxydante/antidiabétique/anti-Alzheimer des extraits
est grande.

1.4.5. Evaluation de ’activité antifongique

Le protocole suivi pour cette activité est celui décrit par (Dennis et webstert., 1971).

1.4.5.1. Stérilisation du matériel et milieu de culture

Le matériel utilisé erlenmeyer et le milieu de culture ont été stérilisés a autoclave a 121°C

pendant 20min

1.4.5.2. Préparation de milieu de cultures

Le milieu préparé est PDA (gélose dextrosée a la pomme de terre).

L'infusion de pomme de terre se prépare a partir de bouillage 140g de pommes de terre
pelées, lavées et tranchées dans I'eau distillée pendant 20 min a 400°C. L'infusion est filtrée
par tissu, puis en ajoutant 14g de glucose et 14g d'agar en poudre et en agitant avec agitateur
magnétique a 400 tours/min, ensuite en ajoutant de I'eau distillée pour un volume final de 700

mL (pour chaque préparation).
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Figure 11.9 : Préparation milieu de culture (PDA)

1.4.5.3. Préparation des extraits a différentes concentration

Utilisation de quatre extraits (méthanolique, acétate d’éthyle, n-butanolique, aqueux

résiduelle).

Une quantité de 1, 2, 4, 8,16 mg de chaque extrait est fondu dans ImL de DMSO. Les

extraits sont préparés dans des tubes Eppendorf de 1 mL.

Un volume de 1mL de solution de DMSO a été ajouté a 100mL de milieu PDA a 60°C,

préablement stérilisé puis distribué dans 4 boites de pétri.

Le contrdle positif contient 200mL de milieu PDA et 1mL de DMSO. Le contréle négatif
ne contient que le milieu PDA (Song et al., 2004) et le milieu de culture contient le PDA et 1
mL de chaque extrait testé a différentes concentrations. L’expérience est répliquée 4 fois pour
chaque traitement. La mise en culture d’Alternaria sp fait par repiquage d’un fragment
d’Alternaria sp au centre des boites de pétri. Les boites ont été laissés a incuber a 28°C
pendant 6j. Les résultats ont été¢ exprimés en pourcentage d’inhibition de la croissance de

chaque moisissure, par rapport au controle selon la formule (Leroux et credet., 1978).
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PI (%) = (D-d) / D)*100

D : diamétre de contréle positif

d: diamétre de la colonne traité

Figure 11.10 : Les différentes étapes de I’activité antifongique

(Préparation des boites, Préparation des disques, Dép6t de souche)
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Chapitre 111: Résultats et Discussion

.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des métabolites secondaires
dissouts dans un solvant organique et/ou aqueux utilisé pour 1’extraction. Il est calculé a partir
du poids de I’extrait sec par rapport au poids de la matiére végétale seche réduit en poudre
(Abe et al., 2010). Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la masse

de matiére séche selon la formule suivante :

R (%) = [M1/ M0] x 100

R % : Rendement des extraits exprimée en g /100g de matiére seche
M1 : la masse de I’extrait récupérée exprimée en ¢

MO : la masse de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction exprimée en g

Dans cette étude, le rendement a été déterminé par rapport a une masse de 135 g (MO) des

parties aériennes de la plante du genre Centaurium.

Tableau I11.1 : Les rendements d’extraction par la solution méthanolique et du

fractionnement par les solvants organiques

Type d’extraction Les extraits Rendements (%) Couleur/Aspects
Solide —liquide Extrait brut MeOH 47,53 Vert foncé/ visqueux
Ether de pétrole 0,06 Vert claire/ poudre
Acétate d’éthyle 0, 48
Liquide-liquide n-butanolique 7,04 Marron foncée
Aqueux résiduel 6,35 Visqueux

Les résultats obtenus montrent que parmi les différentes fractions de 1’extrait brut
résultent de I’extraction liquide—liquide par décantation, la fraction n-butanolique représente
le rendement le plus élevé7,04%, suivi par la fraction aqueuse résiduelle 6,35%, puis la
fraction acétate d’éthyle avec un rendement de 0,48 %, alors que la phase organique éther de
pétrole a entrainé de faible quantité de molécules végétales et cela pour un rendement de
0,06 %. Pour le procédé de macération avec le méthanol pure ; il nous a permis d’extraire le
maximum de composes naturelles a partir de 135 g (MO0) ce qui donne un rendement plus
important a I’ordre de 47,53%.

66



Chapitre 111: Résultats et Discussion

Cette différence des valeurs de rendement peut étre liée a le type (la polarite) du solvant
utilisé dans 1’extraction, puisque la polarité des solvants utilisés est influencée la solubilité
différentielle des différents composés phénoliques et d’autres métabolites secondaires
contenus dans I'extrait méthanolique et ses fractions (Garciasalas et al., 2010). Mais il y a
¢galement d’autres paramétres peuvent attribuer cette différence telle que: le pH et la
température du milieu, le temps d'extraction (qui est dans notre cas trés longue dans la
méthode de macération (72h) para rapport a la méthode de décantation)...etc (Quy Diem Do
et al., 2014).

D’apres ces résultats, On observe que les meilleures rendements d’extraction ont été
obtenus avec I’utilisation des solvants polaires donc on peut conclure que notre plante d’étude
contient beaucoup plus des métabolites secondaires (les polyphénols, les flavonoides...ect)

polaires qu’apolaires, ceci peut étre confirmé par des dosages ultérieurs.

En comparaison avec la littérature, nos résultats sont significativement supérieure a ceux
rapporté par (Ferhat et al., 2009), qui ont trouvé a partir de la méthode d’extraction solide-
liquide réalisée par maceration des parties aeriennes de Centaurea microcarpa Coss et Dur
avec le méthanol (50%) et le méthanol pur (99%) un rendement d’extraction faible de 1’ordre
de 14.33% et 9.804%, respectivement. Egalement notre fraction d’acétate d’éthyle et la
fraction aqueuse résiduelle a donné un rendement d’extraction presque 2 et 2.5 fois
supérieure a celle trouvé pour la fraction acétate et aqueuse résiduelle des parties aériennes de
cette espéce, donc notre plante est riche en métabolites secondaires justifiés par les

rendements d’extraction obtenus.

De méme, (Olennikov et al., 2015) ont trouvé a partir de la méthode d’extraction
décoction réalisée par dissolution des parties aériennes de quatre espéces de la famille
Gentianacea, qu’elles ont dans 1’eau bouillant un rendement d’extraction différent a notre
extrait brut algalida.G 27,2% ,decumbens G.22,4%, macrophylla G26,3%., G. triflora
34,5%. Cependant, il est difficile de comparer nos résultats avec celle de (Olennikov et al.,

2015) car la méthode, les solvants et les conditions d’extraction sont différents.
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1.2. Analyse quantitative des composés phénoliques

1.2.1. Quantification des polyphénols totaux (TPC)

L’étude quantitative de 1’extrait brut et ainsi que des quatre fractions, préparés a partir des
parties aériennes de Centaurium sp, au moyen du dosage spectrophotométrique avait pour
objectif la détermination de la teneur des polyphénols totaux. La raison principale pour le
choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques des

plantes leur sont attribues.

La teneur en polyphénols totaux a éte estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est 1'une des méthodes les plus anciennes et les plus employées congues pour
déterminer la teneur en polyphénols des plantes médicinales et les nourritures (Abdel-
Hameed., 2009). L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode de
Folin-Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008).

Le contenu phénolique total des extraits est déterminé a partir de I’équation de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique (y = 3,8477x) (Annexel). Les

résultats obtenus sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme de

matiere seche (mg GAE/g MS) (Tableau I11.2).

Tableau 111.2 : Teneurs en polyphénols totaux dans 1’extrait brut est ses fractions dérivées

Extraits Polyphénols totaux (mg GAE/ g MS)
Extrait brut méthanolique 68,14+1,33
Ether de pétrole 47,04+0,15
Acétate d’éthyle 81,51+0,30
n-butanol 78,65+0,45
Aqueux résiduel 40,36+1,77

Les valeurs représentent la moyenne de 3 répétitions + SD.

Le changement de la couleur observé de jaune en bleu est proportionnel a la teneur en

polyphénols totaux présents dans les extraits végétaux.
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Avant I’incubation Apres I’incubation

Figure 111.1: Photos prises lors du dosage de polyphénols totaux

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 111.2), nous avons remarqués qu’il y a une
variabilité dans la teneur des polyphénols totaux dans nos différents extraits des parties
aériennes de la plante étudiée dont cette variabilité est montré clairement que une grande
partie des composés phénoliques présents dans 1’extrait brut est épuisée par les solvants
organiques au cours du fractionnement et réparties dans la fraction acétate d’éthyle qui
présente la teneur de polyphénols la plus élevée de 81,51+0,30 mg EAG/g MS et dans la
fraction n- butanolique avec un taux important de 78,65+0,45 mg EAG/g MS. Des teneurs
aussi appréciables sont révélés dans les fractions éther de pétrole et aqueuse résiduelle
47,04+0,15 mg EAG/g MS et 40,36+1,77mg EAG/g MS, respectivement.

1.2.2. Quantification des flavonoides totaux (TFC)

La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de
2000 publications annuelles contenant « flavonoides » comme mot clé (Havsteen., 2002 ;
Middleton., 2000).

La teneur en flavonoides totaux des extraits a été déterminée par la méthode
colorimétrique du trichlorure d’aluminium (AICI3), en utilisant comme standard la quercetine.
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Le contenu en flavonoides est calculé a partir de I’équation de régression linéaire obtenue
par une courbe d’étalonnage tracée de quercetine (y = 4,5336 X) (Annexe2). Les résultats
obtenus sont rapportés en milligrammes équivalents de quercetine par gramme de matiére
seche (mg EQ/g MS) (Tableau I11.3).

Tableau I11.3 : Teneurs en flavonoides totaux dans 1’extrait brut est ses fractions dérivées

Extraits Flavonoides totaux (mg EQ/ g MS)
Extrait brut méthanolique 37,71+£1,33
Ether de pétrole 30,99+1,34
Acétate d’éthyle 58,01+1,55
n-butanol 49,88+0,46
Aqueux residuel 17,64+0,38

Les valeurs représentent la moyenne de 3 répétitions + SD.

La coloration jaunatre produite est proportionnelle a la quantité totale des flavonoides

présentes dans les extraits de la plante étudiée.
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Figure 111.2: Photos prises lors du dosage de flavonoides totaux.

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides révélent que la teneur la plus élevée

est enregistrée pour 1’extrait acétate d’éthyle (58,01+1,55 mg EQ/ g MS), suivit par 1’extrait
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n-butanolique (49,88+0,46 mg EQ/ g MS). Des teneurs considérables des flavonoides totaux
sont observeés dans les deux extraits méthanol et éther de pétrole (37,71+1,33 mg EQ/g MS et
30,99+1,34 mg EQ/g MS, respectivement). L’exception est soulevée uniquement avec la
fraction aqueuse résiduelle qui enregistre une faible teneur en flavonoides ne dépassant pas
17,64+0,38 mg EQ/g de matieére séche.

Les flavonoides constituent le groupe le plus hétérogene des composes phénoliques, dont
certaines classes sont solubles dans les solvants polaires tandis que d’autres (les flavonoides
aglycones) sont solubles dans des solvants apolaires (Makris et al., 2006).

En tenant compte, de la sélectivité de chaque solvant utilisé pour le fractionnement on

peut dire que Centaurium sp est riche en flavonoides polaires qu’apolaires.

D’apres nos résultats (Tableau 111.2 et 3), le classement de TPC et TFC dans ces extraits est

comme suit : acétate d’éthyle > n-butanol > méthanol> éther de pétrole > aqueux résiduel.

D0 au plus faible TPC et TFC récupéres dans les fractions PE et AQR par rapport aux
autres extraits, les résultats ont indiqué que les composés phénoliques des parties aériennes de
Centaurium sp pourraient étre enrichis dans les fractions n-butanolique et acétate d'éthyle
donc ces extraits peuvent étre également considérés comme les plus antioxydants (Beddou.,
2015).

Les teneurs en polyphénols totaux rapportés par (Bentahar., 2017), pour I’espéce
Centaurium erythraea L (Centaurium) testée sous forme d’extrait aqueux (décoction et
infusion), sont inférieures a ceux obtenus avec les extraits méthanol, butanol et acétate
d’éthyle (49,62 £0,27 mg EAG/g MS et 60,04 £0,26 mg EAG/g MS, respectivement), tandis
que I’extraits aqueux (décoction) de cette espece reste le plus riche en polyphénols totaux que
notre fractions éther de pétrole et aqueuse résiduelle. Pour les résultats des teneurs en
flavonoides totaux de Centaurium erythraea L. réalisés dans la méme étude, ils ont montré
que les extraits aqueux des parties aériennes de cette espéce sont pauvres en flavonoides
(0,2086 £0,0025 mg EQ/g MS et 0,1599 +0,0010 mg EQ/g MS, respectivement).

Nos valeurs pour le dosage phénoliques et flavonoides totaux sont beaucoup plus élevées

que celles trouvées par (Carbonel Villanueva., 2017) pour I’extrait aqueux de 1’espéce
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Gentianella nitida (Gentinacea), qui sont de 1’ordre de 65,8 ung EAG/g MS et 11,7ug EQ/g

MS, respectivement.

En effet la teneur en polyphénols n’est pas stable, elle différe d’une plante a une autre et
entre les organes de la méme plante. Des études ont montré que la teneur phénolique d'une
plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques (génétique) et extrinseques (les
facteurs climatiques et envirommentaux), la période de récolte et les conditions de stockage.
Ainsi, la méthode d’extraction et de quantification des composés d’intérét biologiques, et

aussi la sélectivité du solvant utilisé (Falleh et al., 2008 ; Podsedek., 2007).

1.3. Analyse des composés phénoliques par HPLC-DAD

Pour la quantification du profil phénolique dans les cing extraits du Centaurium sp une
analyse par HPLC a été réalisée, en utilisant un détecteur & matrice de diodes (DAD). Les
chromatogrammes représentatifs sont représentés sur la Figure 111.3 et I'analyse qualitative et

quantitative de chaque extrait est présentée dans le tableau 111.4

Tableau I11.4 : Les concentrations de composés phénoliques des extraits de Centaurium sp
détectés par HPLC-DAD

Principaux composés phénoliques
Extraits Dérivés flavonoides Dérivés
hydroxycinnamique (mg RUE/Q) hydroxybenzoique
(mg CAE/Q) (mg GAE /)

Méthanolique 19,81 42,73 0,17
Ether de pétrole Nd Nd 3,40
Acétate d’éthyle 59,45 482,31 42,53

n-butanolique 39,63 109,05 115,68
Aqueux résiduel Nd 88,89 3,23

Les valeurs sont exprimées par gramme d'extrait.
GAE : équivalents d'acide gallique, RUE : équivalents de rutine, CAE : équivalents d'acide

caféique.
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Figure 111.3: Chromatogrammes HPLC-DAD des composés phénoliques de Centaurium sp

détectés a 280 nm dans divers extraits.
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MeOH-ext, extrait méthanolique ; PE-ext, extrait éther de pétrole; ActOH-ext, extrait acétate
d’éthyle ; n-BuOH-ext, extrait n-butanolique ; AgR-ext, extrait aqueux résiduel; G, dérivés
de l'acide hydroxybenzoique; C, dérivés de l'acide hydroxycinnamique ; R, dérivés de

flavonoides.

L’observation des profils chromatographiques de 1’extrait méthanolique brut et les quatre
fractions de 1’espéce du genre Centaurium par HPLC-DAD, montre la richesse des parties
aériennes de cette espece en composés phénoliques qui ont une bonne absorption a 280 nm.
La comparaison des chromatogrammes des deux extraits n-butanol et méthanolique montrée
que ces deux extraits présentent des profils HPLC-DAD identiques qualitativement mais
différents quantitativement.

Les chromatogrammes montrent également 2 séries de composes :
e Les composés polaires qui arrivent en premier lieu de 1 a 24 min.

e Les composés apolaires qui sortent en dernier de 32 a 58 min.

Les dérivés hydroxycinnamiques et flavonoides, qui sont présents en quantités
significatives dans les extraits d'acétate d'éthyle et de butanol avec une gamme de composés
tout a fait différents (figure 111.3), ont encore été trouvés avec des rendements appréciables
dans I'extrait méthanolique, alors qu'ils ont été non mesurés dans I’extrait d’éther de pétrole
dont ils sont récupérés en faibles quantités. Pour I’extrait d’aqueux résiduel, il contient une
grande quantité des flavonoides de type flavonol tandis que, les dérivés hydroxycinnamiques
ont été non détectés. Selon leur polarité plus élevée, les dérivés hydroxybenzoiques sont
apparus en tant que constituants mineurs dans les extraits d’éther de pétrole, aqueux résiduel
et méthanolique respectivement. Cependant, ils ont présents en quantités intéressantes dans

’extrait acétate d’éthyle et surtout dans 1’extrait n-butanol.

Les trois classes de composés phénoliques ont été facilement identifiees par comparaison
avec les temps de rétention (tR) de chaque pic et les spectres UV des standards d'acides
galliqgue (tR = 4,316min) et caféique (tR = 11,151min), et de rutine (tR =25,606) aux
longueurs d'onde d'absorption maximales de 280, 325 et 360 nm, respectivement. Ces
composés sont connus par leurs multiples activités biologiques et sont donc responsables dans

la plupart des cas de toutes les propriétés médicinales de cette espéce.

75



Chapitre 111: Résultats et Discussion

En interrogeant les différentes bases de données bibliographiques, nous n’avons pas trouvé
des articles qui ont étudié les parties aériennes des plantes de la famille Gentinacea a
I’exception de I’analyse par la méthode HPLC-DAD, en plus nous n’avons pas trouvé des
articles qui ont fait une identification et quantification des composes phénoliques comme
notre étude, dont la plus part des articles trouvés, les auteurs ont réaliseé une analyse par
HPLC-UV/MS...etc, des métabolites secondaires (xanthones, secoiridoides...), sauf une
étude phytochimique sur la Centaurium erythraea par HPLC-DAD qui révélé la présence des
composés phénoliques, comme les acides phénoliques et leurs dérivés, en tant que

constituants principaux, mais sans quantification (Valentao et al., 2001).

I.4. Evaluation des activités biologiques

1.4.1. Evaluation du potentiel antioxydant

Dans le présent travail, sept méthodes colorimétriques ont été mises au point pour
déterminer in vitro D’activité antioxydante des extraits de la plante du genre Centaurium,
dont la combinaison de ces techniques complémentaires basées sur trois mécanismes d’action
; un effet scavenger : c¢’est-a-dire les tests mesurant le transfert d’hydrogéne vers un radical
coloré stable facile & détecter (DPPH", ABTS™, Galvinoxyl), une activité réductrice du fer
(pouvoir réducteur, activité phénanthroline), du cuivre (CUPRAC) et une capacité de
formation des complexes avec les métaux (métal chélate) , serait idéale pour une évaluation
efficace, global et compléte du pouvoir antioxydant de chaque extrait car le résultat d’une seul

méthode ne suffit pas pour évaluer cette activité (Huang et al., 2005 ; Prior et al., 2005).

La complexité chimique de I’extrait, la nature, le type des composants phytochimiques et
la polarité du solvant d’extraction est a I’origine des activités biologiques de chaque extrait ou
fraction. Ces activités sont aussi dépendantes de la teneur de la molécule ou I’ensemble des

molécules biologiquement actives.

Nous présentons ci-dessous, les résultats des différentes activités antioxydantes de 1’extrait

brut ainsi que des quatre fractions provenant de celui-ci.
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II1.4.1.1. Test de P’activité scavenger du radical DPPH’

Ce test a pour but d’estimer le potentiel antioxydant des extraits vis-a-vis du radical
libre, stable DPPH" dissous dans une solution méthanolique, en suivant la réduction de ce
radical a I’aide d’un lecteur des microplaques a 517 nm. Les résultats de 1’absorbances
obtenus pour les cing extraits testés ont permis de tracer les courbes de pourcentage

d’inhibition de chaque extrait en fonction de leurs concentrations (Figure 111.4).

Les pourcentages d’inhibition sont calculés en utilisant la formule donnée auparavant.
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Figure 111.4 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPH’

Cette figure montre que tous les extraits testés possédent une activité antiradicalaire
excellente dose dépendante vis-a-vis du DPPH’ c’est a dire que pour un extrait, I’activité
augmente au fur et a mesure que leur concentration augmente. Dans la plage des
concentrations de 0.025-0.8 mg/mL, ces extraits montrent des niveaux différents d’activité de
réduction des radicaux DPPH’ dont a une concentration de 0,4mg/mL, le meilleur
pourcentage d’inhibition est obtenu avec I’extrait d’acétate d’éthyle (84,32%), suivi de
I’extrait n-butanolique, méthanolique et éther de pétrole (81,02%, 79,64%, 62,44%)

respectivement. L’exception est faite pour 1’extrait aqueux résiduel qui se manifeste par un
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faible pourcentage d’inhibition (35,58%) par rapport a celle obtenu avec I’ensemble des

extraits.

Les résultats des absorbances obtenus ont permis également la détermination de la valeur de
Clsp (la concertation de 1’extrait antioxydant nécessaire pour inhiber et réduit 50% du radical

DPPH") afin de pouvoir évaluer I’activité des extraits vis-a-vis du standard.
Détermination des Clsg

Les valeurs des Clso exprimées en mg/mL sont déterminées graphiquement a partir de la
droite de régression non linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations pour chaque extrait testé (figure 111.5) en utilisant le logicielle statigharphique.

Une valeur plus faible de Clso indique une activité antioxydante de I’extrait plus élevée.
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BuOH AcOH MeOH EP AgR

Cl1 50 (mg/mL) mesurée par le test DPPH

Figure 111.5: Les Clso des extraits testés classées par ordre croissant (DPPH").

La figure ci-dessous montre qu’il y a une réduction de la couleur de ce radical par rapport au

blanc ce qui confirmer ainsi les résultats obtenus du test.
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Figure 111.6: Photos prises lors du dosage de ’activité antiradicalaire DPPH’

A partir des valeurs des Clsp, on constate que parmi les fractions testés, la fraction n-
butanolique présentait ’activité la plus élevée avec une valeur de Clsp de 1’ordre de 0,08+
0,007 mg/mL, suivi par la fraction acétate d’éthyle qui a une concentration d’inhibition de
I’ordre de 0,086+0,005 mg/mL. Cependant la fraction d’éther de pétrole ainsi que la fraction
aqueuse résiduelle ont présenté des Clso plus faible de I’ordre de 0,286+0,103 et
0,536+0,094mg/mL, respectivement. Par comparaison avec les valeurs des Clsy de deux
standards BHA et BHT, on trouve que tous les extraits testés ont montré une activité
antiradicalaire faible, c’est le cas par exemple de la fraction n-butanolique qui est 12 fois
moins faible a celle du BHA qui présente une Clso égale a 0,006mg/mL et 6 fois moins
puissante a celle du BHT (0,012mg/mL). Concernant la fraction d’acétate d’éthyle, son
potentiel antioxydant s'est révélé 15 fois moins important a celle du standard BHA et 7 fois
superieure a celle du BHT. Néanmoins, la fraction d’éther de pétrole et d’aqueuse résiduelle

sont 46 et 90 fois respectivement moins intéressants a celle du BHA.

D’autre part, ’extrait brut méthanolique s’est avéré moins actif par rapport aux deux
fractions n-butanolique et acétate d’éthyle avec une Clsy =0,092+0,008 mg/mL, 14 fois

moins importante a celle du BHA et 6 fois élevée par rapport a BHT.

L'activité de piégeage radicalaire des extraits était efficace dans l'ordre : n-butanolique>

acétate d’éthyle > méthanolique >éther de pétrole > aqueux résiduel.
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En comparant ces résultats du test DPPH" a ceux de (Bentahar., 2017), qui donnent des
valeurs des Clsp égale a 0.4 et 0.25 mg/mL pour I’espece Centaurium erythraea L.
(Centaurium) testé sous forme d’extrait aqueux (décoction et infusion), il est bien évident que
notre espece posseéde une forte activité antioxydante attribuable a sa richesse en polyphénols,

plus particulierement en acides phénoliques et flavonoides.

Par ailleurs, le pouvoir antioxydant de notre fraction acétate d’éthyle est
significativement similaire a celles de I’extrait aqueux et éthanolique des parties aériennes de
I’espéces du genre Centaurium ; Centarium umbellatum obtenues par les travaux de (Neagu
et al., 2016) avec des pourcentages d’inhibition de I’ordre de 70,29 - 84,9%.

Notre résultat pour la fraction d’acétate d’éthyle et n-butanolique s’avere plus intéressant
que celui obtenu pour I’extrait aqueux de ’espéce Gentianella nitida (Gentinacea) (Clso= 145
+ 2,5ug/mL) (Carbonel Villanueva., 2017).

Il est & signaler que I'activité d'élimination des radicaux libres de I'extrait méthanolique de
racines de Centaurea centaurium L. (Centaurium) s’est manifestée trés active

comparativement a 1’extrait méthanolique brut de notre espéce avec une valeur de Clsg égale a
0.057 mg/mL (Conforti et al., 2008).

De méme, notre extrait brut méthanolique a montré une propriété antiradicalaire presque
similaire a celle de I’extrait aqueux des parties aériennes de [’espece Gentiana algalida.G
(Gentianacea) avec une valeur de Cls égale a 89,22+3,83 ug/mL (Olennikov et al., 2015)
Dans la méme étude ces auteurs ont enregistré des Clso pour les extraits aqueux de trois
espéces de Gentiane ; decumbens G. 287.91+ 10.36 ug/mL, macrophylla G. 278.82 +9.87
ug/mL, G. triflora 104.86 + 3.56 pg/mL, nettement supérieures a celle de I’extrait butanol,

acétate d’¢thyle et méthanol de notre plante.

L’étude réalisé par (Senol et al., 2012) sur les extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle
et méthanol des fleurs, feuilles et racines des cing especes du genre Gentiana et une espece
du genre Gentianella montre que les extraits méthanolique et acétate d’éthyle des fleurs,
feuilles et racines des espéces du genre Gentiana sont moins intéressantes a nos extraits
méthanolique et acétate d’éthyle avec des pourcentage d’inhibition allant de 8,82% jusqu’a

69,16% pour les extraits méthanolique et de 12,44% a 53,09% pour les extrait acétate
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d’éthyle. Cependant ces mémes extraits pour 1’espéce du genre Gentianella ont donné une
activité antiradicalaires supérieure a nos extraits, avec des pourcentages d’inhibition 73,05%
et 82,44% pour les fleurs et les feuilles de 1’extrait méthanolique respectivement et 84% pour

I’acétate d’éthyle.

Un tel effet scavenger de DPPH' plus élevé pour I’extrait d’acétate d'éthyle et de n-
butanolique contre les extraits de méthanol, éther de pétrole et aqueux résiduel ont déja été

observés (Kandouli., 2018).

1.4.1.2. Test de I’activité scavenger du radical ABTS™

Pour I’estimation de I’effet scavenger des extraits de la plante du genre Centaurium,
nous avons également utilisé le test de piégeage du radical-cation ABTS™. Aprés avoir
additionné les extraits, nous avons constaté une diminution des absorbances a 734 nm due a la
réduction de ce radical et donc la présence d’une activité antioxydante des extraits testeé vis-a-
vis ABTS™.

Les concentrations inhibitrices de chaque extrait sont calculées graphiquement par les

régressions linéaires des courbes tracés [% d’inhibition =f (concentrations)] (figure 111.7;8).

Dans ce test nous avons réalisé une gamme de dilution beaucoup plus étendue que celle

du test précédent. Grace a la forte sensibilité du radical ABTS™ aves les extraits.
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Figure 111.7 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical ABTS™

Les résultats éminents montrent que tous les fractions étudiés sont dotés d’une activité
antioxydante qui varie d’une fraction a une autre dont I’intensité de cette activité dépend de
différentes concentrations des extrais. A une concentration de 0,1 mg/mL, on constate que la
fraction d’acétate d’éthyle représente une forte activité antiradicalaire par un pourcentage
d’inhibition de 89,94% supérieur a celle de la fraction n-butanolique et la fraction
méthanolique qui possédent un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 77.53% et 69.30%
respectivement. La fraction d’éther de pétrole a révélé une capacité modérée d’inhiber le
radical ABTS™ 59.99%. Concernant la fraction résiduelle aqueuse, son potentiel antioxydant

s’est traduit par un pourcentage d’inhibition 24.42% relativement faible qu’autres fractions.

A partir de la concentration 0,2 mg/ml, les trois extraits n-butanolique, acétate d’éthyle
et aqueux résiduel atteignent la région asymptotique de la courbe qui se caractérise par une

inhibition presque totale des radicaux ABTS™.
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Figure 111.8 : Les Clsp des extraits testés classées par ordre croissant (ABTS™).

Les Clso obtenus sont proportionnelles & la décoloration de la solution ABTS™ observé au

moment ou I’on avait déposé les extraits (figure 111.9).

BuOH ActOH MeOH

Figure 111.9 : Photos prises lors du dosage de I’activité antiradicalaire ABTS"™

Il ressort de ces résultats, que la Fraction n-butanolique soit 1’échantillon le plus actif
avec une Clsp= 0,019+0,009 mg/mL supérieure a celle du BHA (4,5 fois) et du BHT (3,5
fois), suivie par la fraction d’acétate d’éthyle qui montre une activité de piégeage radicalaire
avec ’ABTS™" (Clsp=0,033 +0,231 mg/mL) huit fois et six fois moins faible que celle des
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deux standards le BHA et le BHT respectivement, puis 1’extrait brut et la fraction éther de
pétrole qui exhibent des Cls presque proche de 1’ordre de 0,067+0,002 et 0,08+0,007 mg/mL
donc sont 16 et 20 fois moins puissantes a celle de BHA. Concernant, la fraction aqueuse
résiduelle, elle manifeste une capacité trés faible sur ce radical comparativement aux
standards et aux extraits précédents, justifiee par la valeur Clso le plus éleve obtenu

expérimentalement par cette méthode (0,2+0,14 mg/mL).

Statistiquement, I’analyse comparative entre les déférentes extraits a aboutit aux résultats

suivants : n-butanolique> acétate d’éthyle> méthanolique> éther de pétrole> aqueux résiduel.

Dans une étude réalisée par (Bayliak et al., 2016), sur I’extrait aqueux des rhizomes de
Gentiana lutea L. appartenant a la famille des Gentinacea, la valeur de Clso est de 190 pg/mL

donc une activité antioxydante vis-a-vis ABTS™ moins importante que celle de notre plante.

Dans une autre étude faite par (Carbonel Villanueva., 2017), sur I’extrait aqueux de la
plante Gentianella nitida (Gentinacea) révele une efficacité antiradicalaire tres faible par
rapport a celle de notre plante avec une concentration inhibitrice Clsg de 1’ordre de 1,49+ 0,05

mg/mL.

Notre extrait brut méthanolique a révélé un pouvoir antioxydant presque 2 a 3,5 fois plus
puissant a celui trouvé pour les extraits bruts aqueux (préparé par décoction) obtenues par
(Olennikov et al., 2015) pour leur étude portant sur les parties aériennes de 4 especes du
genre Gentiane (Gentianacea ) ; G. algida , G. decumbens , G. macrophylla , G. triflora avec
des Clsp oscillant entre 101, 67 et 217,03 pg/mL.

1.4.1.3. Test de P’activité scavenger du radical Galvinoxyl

La capacité des extraits issus de la plante du genre Centaurium a donner des atomes
d’hydrogenes a ¢ét¢ également étudiée par un troisiéme test qui est en tout point
complémentaire aux deux tests DPPH' et ABTS™; Dosage de balayage des radicaux
Galvinoxyl. Une telle diminution de 1’absorbance de ce radical chromogeéne a 428 nm

correspond a une augmentation de pouvoir anti-radicalaires des extrais testés.
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Le calcul du pourcentage d’inhibition de radical Galvinoxyl, permet de tracer les courbes
présentées dans la figure 111.10. De cette figure nous avons pu déduire graphiquement les

valeurs des Clsg de nos extraits.
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Figure 111.10 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical Galvinoxyl

Les résultats du calcul des pourcentages d’inhibition indiquent que tous les extraits
possedent clairement une activité antiradicalaire excellente sauf les deux fractions aqueuse
résiduelle et éther de pétrole, cette activité est proportionnelle a [’augmentation des
concentrations. A partir de la représentation graphique et a une concentration de 0.4 mg/mL
(Figure 111.10) nous a permis de deduire le classement des extraits avec leurs pourcentages
d’inhibition, qui est de I’ordre de 88.04% pour I’extrait n-butanolique qui présente hautement
pouvoir antioxydant a de tres faibles concentrations par rapport aux deux autres fractions
acétate d’éthyle et méthanolique qui est I’ordre de 70.12 % et 68.20 % respectivement. Pour
ce qui est des extraits éther de petrole et aqueux résiduel, elles exhibent des faibles
pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 18.77 % et 7.65% respectivement. Méme un faible

pourcentage d’inhibition indique une certaine capacité de don des protons.

En effet, une concentration de 1’ordre de ~0,4 mg/mL permet d’obtenir une inhibition

presque totale des radicaux Galvinoxyl pour 1’extrait n-butanolique, tandis que cette inhibition
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total est un peu tardive pour les deux extraits acétate d’éthyle et méthanolique (~0,45

mg/mL).
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Figure 111.11 : Les Cls, des extraits testés classées par ordre croissant (GOR).

Les indices des Clsp sont inversement proportionnels aux réactions colorimétriques obtenues
(figure 111.12) dont plus la Clsp est petit, plus

antirdicalaire de I’extrait est importante.
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Figure 111.12 : Photos prises lors du dosage de I’activité GOR.
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Les résultats de I’évaluation de 1’activité antioxydante par le test GOR indiquent que
parmi tous les échantillons, la fraction n-butanolique exerce une bonne activité réductrice
avec une valeur de Clsp atteignant 0,045+0,0067 mg/mL, ce qui est largement supérieure a
celle du références le BHA et le BHT. Or, en comparaison avec les deux fractions n-
butanolique acétate d’éthyle et les deux standards on trouve que, 1’extrait brut est I’échantillon
qui doté d’un potentiel antioxydant le plus faible, donnant une valeur de Clsp= 0,309+0,024
mg/mL. D’un autre coté, les données enregistrées avec la fraction acétate d’éthyle ont mis en
évidence une valeur de Clsp= 0,271+0,055 mg/mL, 90 et 54 fois moins faible que celle du
BHT et BHA respectivement. Cependant, cette activité est meilleure que celles des fractions
d’éther de pétrole et aqueuse résiduelle qui malgré leurs concentrations élevées allant
jusqu’a 0,8 mg/mL n’ont pas permis d’observer une variation de 1’inhibition, ce qui ne nous a

pas permis de calculer les valeurs de la concentration de 1’inhibition Clsg (Clsp>0,8mg/mL).

Les résultats du pourcentage d’inhibition et les valeurs Clsp ont montré que I’activité
antioxydante Galvinoxyl du Centaurium sp a augmenté dans 1’ordre suivant :

Aqueux résiduel < éther de pétrole < méthanol < acétate d’éthyle < n-butanol.

Les résultats du pouvoir antiradicalaire de 1’extrait brut et ces fractions par le test
Galvinoxyl confirme encore une fois 1’efficacité antiradicalaire majeure de notre plante

Centaurium sp.

Il est évident que la forte activité antiradicalaire des fractions acétate d’éthyle et n-
butanolique par rapport aux autres fractions dans les trois méthodes DPPH, ABTS et GOR
est attribuée a leur richesse en composés phénoliques particulierement les acides phénoliques

et les flavonoides.

Si, I’antioxydant de référence est le plus puissant piégeur du radical libre DPPH, ABTS,
Galvinoxyl d’apres I’analyse statistique, cela n’empéche pas qu’un certain nombre d’extraits
sont tres actifs et sont aussi d’excellents piégeurs apres le BHA et le BHT vue les valeurs Clsg

basses obtenues expérimentalement.

Dans la littérature aucun article n’a testé 1’efficacité des extraits organiques et/ou aqueux
des plantes de la famille Gentianacea par le test GOR, ce qui nécessite la comparaison avec

d’autres plantes.
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Notre résultat pour la fraction n-butanolique s’avére plus intéressant que celui obtenu
pour les extraits méthanolique des parties aériennes de deux especes de la famille Lamiaceae
Calamintha nepeta (Clsp = 313ug/mL) et Lavandula stoechas (Clsp=227ug/mL) et pour
I’extrait aqueux lyophilisé des fruits de I’espéce Myrtus communis (Myrtaceae) qui donne une
valeur de Clsg de I’ordre de 229ug/mL, également ce méme extrait s’avére moins intéressant
que celui enregistré avec ’extrait aqueux lyophilisé de 1’espéce de la famille Smilacacées
Smilax asperal (Clsp= 5 pg/mL). D’autre part, ’extrait brut méthanolique de notre plante a
donné un effet inhibitrice sur Galvinoxyl moins puissant en comparent avec celui des extrait
méthanoliques de I’espéce Lavandula stoechas et Myrtus communis et un effet presque

similaire en comparent avec celui de Calamintha nepeta (Amira et al., 2012).

L’efficacité antiradicalaire de notre plante, en ce qui concerne les extraits méthanolique,
n-butanolique et acétate d’éthyle vis-a-vis du Galvinoxyl est nettement meilleure que celle de
(Yong et al., 2013), qui ont trouvé un potentiel antioxydant tres faible, avec des pourcentages
d’inhibition aux environs de 18%, 51%, 31% pour les extraits méthanolique, chloroformique

et agueux de Clinacanthus nutans (Acanthacées), respectivement.

1.4.1.4. Pouvoir chélateur du fer ferreux

L’ion ferreux bivalent est non seulement un matériel essentiel pour le transport de
I'oxygene, la respiration et l'activité enzymatique dans le corps humain, mais également un
métal actif qui jouent un rble important en tant que catalyseurs des processus oxydatifs,
conduisant a la formation de radicaux libres qui provogquent des dommages oxydatifs dans les
tissus vivants et de cellules. Donc la capacité de chélation de ce métal par des agents
chélateurs efficaces forment des liaisons avec lui, peut rendre 1’effet antioxydant important

en retardant I'oxydation catalysée par ce métal (Gulcin et al., 2010).

Dans cette étude, I'activité de chélation du fer ferreux a été mesurée par l'inhibition de la
formation de complexe [Fe (I1)-Ferrozine] aprés le traitement des échantillons avec les ions
Fe?*. Le Ferrozine peut quantitativement former des complexes avec Fe?*. Cependant, cette
réaction est limitée en présence des agents chélateurs qui formant des complexes [Fe (11)-

antioxydant] et donc une compétition entre les deux chélateurs.
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A Amax= 562 nm, nous avons constaté une diminution de I’absorbance due a I’inhibition
de la formation du complexe [Fe (Il)-Ferrozine] par 1’agent chélateur qui s’est engagé au
phénomene de chélation du fer ferreux. Autrement dit, la diminution de 1’absorbance du
complexe [Fe (Il)-Ferrozine] observé indique la présence des antioxydants chélateurs dans

I’extrait.

La capacité de chélation de fer ferreux de divers extraits des parties aériennes de la plante

étudiée sont représentés dans la Figure 111.13.
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Figure 111.13 : Courbes des pourcentages d’inhibition de I’activité métal chélate

Selon les résultats obtenus dans cette étude (figure 111.13), on constate que tous les
extraits ont démontrés une trés bonne efficacité a chélater les ions de fer en fonction de la
dose notamment pour les extraits acétate d’éthyle, n-butanol et méthanol, dans la gamme
allant de 0,0125-0,8 mg/mL, avec un pourcentage d’inhibition variant de 0,01% jusqu’a
80,89% a différentes concentrations. Cette variation peut étre due a I’augmentation de la
concentration des métabolites secondaires actifs dans les extraits. La meilleure capacité
chélatrice est celle de I’extrait n-butanolique avec un pourcentage d’inhibition atteignant
80,89% a la concentration de 0,8 mg/mL, suivi de I’extrait acétate d’éthyle (77,22%) puis
I’extrait méthanolique (70,22%) a la méme concentration. Quant aux extraits éther de pétrole
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et aqueux résiduel, elles ont une capacité chélatrice presque similaire avec des pourcentages

d’inhibition estimées a 55,21% et 50,22%, respectivement.

Les résultats des concentrations chélatrice des ions Fe** a 50% d’inhibition sont
déterminés graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés, puis représentés
par un histogramme affichant la décroissance du pouvoir antioxydant (Figure 111.14).
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Figure 111.14 : Les Clsg des extraits testés classées par ordre croissant (métal chélate)

A T’addition des résultats de pourcentages d’inhibition et les valeurs des Clsp, on peut ainsi
prédire d’apres la figure ci-dessous si il y a une activité métal chélate par la réduction de la

couleur violette intense de complexe [Fe (I1)-Ferrozine] par rapport au blanc.
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MeOH BuOH

Figure 111.15: Photos prises lors du dosage de I’activité métal chélate

Les résultats de la figure 111.14 viennent confirmer le constat déja fait (figure 111.13) car
les valeurs des Clsg (les concentrations inhibitrices a laquelle les ions de fer ferreux sont
chélatés a 50%) des parties aériennes de la plante ont démontré une bonne efficacité de
I’extrait brut et ses fractions a chélater le fer ferreux. Les valeurs des Clso des différents
extraits testés montrent une grande variation allant de 0,07 mg/mL a 0,389 mg/mL. Les
fractions obtenues avec n-butanolique et acétate d’éthyle semblent avoir 1’activité chélatrice la
plus importante avec des Cls, respectives de 0,07+0,42 mg/mL et 0,091+0,005 mg/mL, suivi
par I’extrait brut qui montré une activité de chélation des ions ferreux moyenne avec une
valeur de 0,1+0,070 mg/mL. Alors que les deux fractions d’éther de pétrole et aqueuse
résiduelle ont manifesté une capacité chélatrice moins puissante sur les ions ferreux par
rapport aux autres extraits en enregistrant Clso de 1’ordre de 0,300+0,05 mg/mL et
0,375+0,024 mg/mL respectivement. Aucun de ces extraits semblaient de excellente
chélateurs des ions ferreux que ’EDTA, le contrdle positif utilisé dans ce dosage dont la

meilleure fraction n-butanolique est neuf fois inférieure a celle d’EDTA.

Les capacités de chélation des cinq extraits se sont révélées dans 1’ordre suivant :

n-butanolique> acétate d’éthyle> méthanolique> éther de pétrole> aqueux résiduel.

Cela pourrait étre dd a la nature complexe des extraits contenant un nombre de différents
chélateurs de fer, avec différentes affinités, en compétition avec la ferrosine.
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Selon la littérature, les composés phénoliques s’averent comme de bons chélateurs des
ions métalliques (Capecka et al., 2005; Le et al., 2007; Verdan et al., 2011). Les acides
aminés et les acides organiques sont aussi doués de capacités de séquestration des métaux de
transition (Wong et al., 2006).

Par conséquent, d’aprés nos résultats de dosage totaux des composés phénoliques et
I’HPLC, il est probablement que les composés phénoliques sont les principaux chélateurs

présents dans les extraits.

Les flavonoides et les acides phénoliques exercent des effets antioxydants aussi par la
chélation des ions métalliques (Le et al., 2007). (Verdan et al., 2011) ont rapporté que les
effets antioxydants des flavonoles sont dus en partie a leurs capacités de fixer différents

métaux a plusieurs sites.

Cette étude rapport que les fractions n-butanolique et acétate d’éthyle présentent une
activité chélatrice plus élevéee que les autres fractions. Cela peut étre expliqué par la solubilité
des composés phénoliques notamment les acides phénoliques et les flavonoides dans le
butanol et I’acétate d’éthyle dont les résultats de (Sahreen et al., 2010) montrent que les
extraits des plantes induisent des effets chélateurs directement proportionnels a la polarité de

leurs solvants.

De plus, la capacité chélatrice d’un composé phénolique dépend de la disponibilité d’un
certain nombre de groupements fonctionnels spécifiques des OH (Fraga et al., 2010). Donc
il faut que les composés phénoliques présents dans 1’extrait disposent les groupements

fonctionnels nécessaires pour 1’activité chélatrice.

La comparaison de ces résultats avec celles trouvées avec d’autres études sur des plantes du
méme genre ou de la méme famille éclaircit I’importance de la capacité des extraits étudiés

d’établir des liaisons avec les ions ferreux.

En menant une étude comparative entre nos extraits de la plante du genre Centaurium et
I’espece Centaurium erythraea (Centaurium) étudiée par (Bentahar., 2017), qui a enregistré

des valeurs des Cls égale a 0,5+0.55 mg/mL pour I’extrait aqueux préparé par décoction et
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1,3+0.02 mg/mL pour I’extrait aqueux préparé par infusion, en trouve que la Centaurium

erythraea posséde une efficacité chélatrice des métaux trés faible par rapport a notre plante.

D’apres les résultats obtenus d’une étude réalisée par (Senol et al., 2012) sur les extraits
dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol des fleurs, feuilles et racines des cinq espéces
de genre Gentiana (Gentiana asclepiadea , Gentiana cruciata , Gentiana olivieri ,Gentiana

septemfida , Gentiana verna)et Gentianella caucasea, on peut dire que :

Les extraits dichlorométhane des racines de 1’espéce Gentiana asclepiadea et d’acétate
d’éthyle des fleurs et racines de cette espéce ont une activité chélatrice proche a celle de notre
extrait n-butanolique (70%), par contre pour l’extrait acétate d’éthyle des feuilles s’est

manifeste moins efficace comparativement a notre extrait acétate d’éthyle (42%).

Les extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanolique des fleurs, feuilles et racines
de I’espece Gentiana cruciata et de I’espece Gentiana olivieri ont montrés une activité
légerement inférieure a celle de nos extraits acétate d’éthyle, butanol et méthanol avec des

pourcentages d’inhibition comprises entre de 29 % et 62%.

De méme, les extraits méthanolique des fleurs, feuilles et racines de 1’espece Gentianella
caucasea ont une capacité antioxydante significativement plus puissante que celle de notre

extrait brut avec des pourcentages de 1’ordre de 44%, 64% et 60% respectivement.

1.4.1.5. Test de ’activité réductrice de I’ion ferrique (Pouvoir réducteur)

La capacité réductrice des extraits est un indicateur significatif de l'activité donneuse
d'électrons qui est un mécanisme important de I'action antioxydante. Cette méthode est basée
sur la capacite des réducteurs (polyphénols) qui ont la capacité de donner d’électron a réduire

le fer ferrique Fe** de ferricyanure de potassium en fer ferreux Fe?*.

Le Fe®" peut étre évalué en mesurant I'augmentation de la densité de la couleur bleu vert qui

apparait a 700 nm.
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Figure 111.16 : Courbes des absorbances en fonction des concentrations (Pouvoir réducteur)
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Figure 111.17 : Les absorbances des extraits testés et des standards classés par ordre croissant

a une concentration donné (pouvoir réducteur)

La figure ci-dessous illustre le changement de la couleur du milieu réactionnelle du jaune au

bleu vert ce qui confirme ainsi les résultats de la figure 111.16 et 111.17.
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Figure 111.18 : Photos prises lors du dosage de ’activité pouvoir réducteur

Les résultats de pouvoir réducteur des déférents extraits sont représentés dans la figure
111.16 qui montre les courbes de la capacité réductrice du fer ferrique en fonction des
concentrations en extraits. L’analyse statistique de ces résultats révele une proportionnalité
entre les absorbances des extraits et leurs concentrations. Plus 1’absorbance est élevée, plus le

pouvoir réducteur est important.

Suivant les indications de la figure 111.16, on remarque que tous les extraits ont la
capacité de réduire le fer ferrique mais il y a une différence dans la puissance réductrice entre
ces extraits et aussi entre les extraits et 1’acide ascorbique, 1’alpha-tocophérol en tant que
standards (figure 111.17).

A une dose de 0,8 mg/mL, les fractions acétate d’éthyle et n-butanolique ont exprimées
un pouvoir réducteur tres €levé aux deux autres fractions et aussi par rapport a I’extrait brut
avec une absorbance maximal de 2,352 +0,024 et 2,989 +0,037 nm respectivement, suivi de
I’extrait brut qui montre une efficacité réductrice moyenne par rapport aux deux fractions
précédentes avec une absorbance maximal de ’ordre de 1,989+0,061 nm a la méme dose. A
propose des fractions d’éther de pétrole et aqueux résiduelle ont respectivement le pouvoir
réducteur le plus faible de tous les extraits avec une absorbance maximal égale a 1,191+0,16
et 0,595+0,0025 nm.
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La comparaison entre les standards (acide ascorbique et alpha-tocophérol) et les
différents extraits indique que les fractions n-butanolique, acétate d’éthyle et I’extrait brut
exhibent une trés bonne activité réductrice qui dépasser celle des standards dont la fraction n-
butanolique est 2 a 1,5 fois plus active a celle de 1’acide ascorbique et 1’alpha-tocophérol
respectivement et la fraction d’acétate d’éthyle est presque 1,5 fois supérieure a celle des
standards. Concernant la fraction éther de pétrole manifeste un potentiel réducteur plus proche
a celui de I’acide ascorbique qu’a celui de 1’alpha-tocophérol. Tandis que la fraction aqueuse
résiduelle représente I’échantillon le plus faible en matiére de réduction de I’ion Fe** par

rapport aux standards et aux extraits.

Le fort pouvoir antioxydant de 1’acétate d’éthyle et n-butanolique est probablement en
relation avec la présence et la richesse de ces fractions en composés réducteurs telle que les

polyphénols particulierement les acides phénoliques, les flavonoides et les sucres libres.

L’activité antioxydante attribuée aux polyphénols s’explique en partie par leur capacité a
capturer, stabiliser et neutraliser des radicaux libres en donnant soit des protons soit

d’¢lectrons (pour la réduction) et de complexer des métaux.

L’efficacité réductrice de notre plante est significativement inferieure a celles des parties
aériennes de 1’espéces du genre Centaurium; Centarium umbellatum testé sous forme
d’extrait aqueux et éthanolique avec des absorbances maximal de I’ordre de 0,97 et 0,61 nm

respectivement (Neagu et al., 2016).

Notre résultat pour la fraction d’acétate d’éthyle et n-butanolique a la dose de 0,8 mg/mL
s’avére moins importante que celui obtenu pour I’extrait aqueux de I’espéce Gentianella
nitida (Gentinacea) qui posséde une absorbance maximal égale a 0,59 nm a la méme dose
(Carbonel Villanueva., 2017).

L’étude réalisée par (Senol et al., 2012) sur les extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle
et méthanol des fleurs, feuilles et racines des cing espéces de genre Gentiana (Gentiana
asclepiadea , Gentiana cruciata , Gentiana olivieri ,Gentiana septemfida , Gentiana verna)et

Gentianella caucasea, montre que :
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Les extraits acétate d’éthyle des fleurs de I’espéce Gentiana asclepiadea et de 1’espéce
Gentiana septemfida ont une activité réductrice similaire de notre extrait n-butanolique avec
une absorbance de 1’ordre de 0,298+0,03 et 0,297+0,02 nm respectivement. Ainsi que, notre
extrait acétate d’éthyle a un effet réducteur proche a celui de 1’extrait acétate d’éthyle de ces

deux especes.

Les racines de 1’espece Gentiana verna possedent une efficacité réductrice supérieure a notre
plante avec des absorbances de I’ordre de 0,670+0,04, 0,530+0,02 et 0,394+0,02 nm pour les

extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanolique respectivement.

Les extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle des fleurs, feuilles et racines de 1’espéce
Gentiana cruciata ont montrés un pouvoir moins puissant a celui de notre fraction n-
butanolique avec des absorbances maximal a 1 mg/mL allant de 0,180 a 2,95 nm. Pour
I’extrait méthanolique des fleurs et feuilles de cette espece, il posséde un pouvoir moins
intéressant a notre extrait brut avec une absorbance maximal de 1’ordre de 0,160 nm et 0,174

nm respectivement.

De méme, les trois extraits des fleurs, feuilles et racines de 1’espéce Gentianella caucasea ont
une activité réductrice significativement plus puissante a celle de nos extraits, justifié par les
absorbances maximal obtenue a une concentration de 1 mg/ml comprise entre 0,425 a 0,977

nm.

1.4.1.6. Test de ’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)

La capacité réductrice de notre plante a été également étudiée par une méthode basée sur
la mesure de la diminution d’absorbance a 450 nm résulte de la réduction cuprique du réactif
beaucoup plus stable et facilement accessible CUPRAC [néocuproine (NC)-cuivre (11)] que

les réactifs radicalaires précédents.
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Figure 111.19: Courbes des absorbances en fonction des concentrations (CUPRAC)
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Figure 111.20: Les absorbances des extraits testés et des standards classés par ordre croissant

a une concentration donnée (CUPRAC)

Les résultats obtenus dans la figure 111.19 et 111.20 sont parfaitement cohérents au virage

colorimétrique observé dans le milieu réactionnel.
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BuOH ActOH

Figure 111.21: Photos prises lors du dosage de 1’activit¢ CUPRAC

La représentation graphique (Figure 111.19) montre que tous les fractions et I’extrait brut
ont la capacité de réduire le cuivre (Cu®") dont cette capacité de réduction cuprique est
augmentée en fonction de la dose utilisée de chaque fraction et de I’extrait brut. Plus

I’absorbance est élevée, plus la capacité réductrice est intéressante.

A une concentration de 0,1 mg/mL on observe que la fraction acétate d’éthyle a la densité
optique la plus élevée (0,669+0,04 nm), suivi de la fraction n-butanolique (0,622 +0,08 nm)
puis I’extrait brut avec une absorbance atteignant jusqu’a 0,405+0,05 nm. Une faible capacité
réductrice a été enregistrée avec les deux fractions éther de pétrole et aqueuse résiduelle
0,278+0,05 nm et 0,252+0,04 nm, respectivement.

Aucun de ces extraits semblaient de meilleure capacité réductrice que le BHT et le BHA,
les standards utilisé dans ce dosage dont la meilleure fraction acétate d’éthyle est 3,5 et 6 fois

inférieure a celle du BHT et BHA respectivement.

L’efficacité¢ de la réduction cuprique des cinq extraits diminuait dans 1’ordre :

acétate d’éthyle > n-butanolique >extrait brut > éther de pétrole > aqueux résiduel.

En partant de ces résultats, on peut déduire que les variations de la capacité réductrice de
I’extrait brut et ces fractions testés pourrait étre principalement due a la présence et a la teneur

élevé en substances réductrices telle que les composés phénoliques, ce qui permit d’expliquer
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la forte activité antioxydante remarguée notamment pour les fractions acétate d’éthyle et n-

butanolique.

Comme la méthode GOR, aucun article dans la littérature n’a testé 1’efficacité des
extraits organiques et/ou aqueux des plantes de la famille Gentianacea par ce test, ce qui

nécessite la comparaison avec d’autres plantes.

Notre extrait brut méthanolique a révélé a une dose de 0,1 mg/mL une capacité de
réduction cuprique presque six fois inférieure a celle trouvée pour 1’extrait brut éthanolique
des parties aériennes de la plante du genre Tuberaria (Cistaceae) (Benoudina et Harieche.,
2018). Ce méme extrait a également montré une activité réductrice comparable a celles de
I’extrait brut éthanolique obtenue par (Djeblia et Belghobsi., 2018) pour leur étude sur la

plante du genre Anthericum (Liliaceae) avec une absorbance égale a 0,400 nm.

1.4.1.7. Test de ’activité phénanthroline

Dans cette méthode on utilise un composé organique la 1, 10-phénanthroline qui est
susceptible de former des complexes stable avec le fer ferreux (Fe*?) de couleur rouge orangé
résultant a la réduction de ferre ferriqgue (FeCl;) par les extraits. On nomme ce
complexe « ferroine » et il se préte bien a I'analyse colorimétrique a une longueur d'onde
de 510 nm.
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BuOH ActOH

Figure 111.24: Photos prises lors du dosage de I’activité phénanthroline

A partir de I’analyse statistique des résultats (figure 111.22), on a constaté que tous les
extraits présentent une capacité réductrice de fer ferrique considérable et dose dépendant. Le
changement de la couleur du milieu réactionnelle du jaune au rouge-orange (figure 111.24),
indique la formation des complexes ferroine, ceci et donc un autre résultat qui confirme la
capacité des extraits a donner des électrons pour réduire le fer ferrique. Suivant les
indications de la figure 111.23, les extraits ont montré une faible activité réductrice par rapport
au BHA et BHT en tant que contréle positif mais cela n’empéche pas qu’un certain nombre
d’extraits sont tres actifs aprés le BHA et le BHT vue les absorbances élevées obtenues

expérimentalement.

A une concentration de 0,8 mg/mL, la fraction n-butanolique a manifesté une meilleure
activité avec une absorbance maximal de 1’ordre de 2,469+0,06 nm. L’extrait brut exerce une
activité réductrice inférieure a celle de la fraction acétate d’éthyle avec une absorbance
maximal de 1,652+ 0,02 nm et 2,001+0,04 nm respectivement a la méme concentration.
L’exception est faite pour la fraction éther de pétrole et aqueuse résiduelle qui se sont
manifestées par une faible absorbance de 0,722+0,03 nm pour 1’éther de pétrole et
0,409+0,01 nm pour I’aqueux résiduelle par rapport a celle obtenu avec 1’ensemble des

extraits.

L’efficacité¢ de la réduction cuprique des cinq extraits diminuait dans 1’ordre :

n-butanolique > acétate d’éthyle > méthanolique > éther de pétrole > aqueux résiduel
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Cette différence d’activité entre les fractions n-butanolique, acétate d’éthyle et les autres
extraits est due a la richesse des premiers fractions en agentes reducteurs capables de réduire
le fer ferrique donc une augmentation de la formation des complexes ferroine permis eux : les
polyphénols dérivés de 1’acide I’acide

particuliérement les hydroxybenzoiques,

hydroxycinnamique et les flavonoides.

En résumé, la comparaison de la puissance antioxydante (Figure 111.5) des extraits de la
plante du genre Centaurium, testés par les 7 méthodes antioxydantes (DPPH, ABTS, GOR,
Métal chélate, pouvoir réducteur, CUPRAC et activité phénanthroline), a pu montrer une
augmentation significative pour les extraits ou les fractions d’acétate d’éthyle et de n-
buthanol par rapport a ’extrait brut et les deux fractions d’éther de pétrole et aqueuse
résiduelle donc on peut dire que ces deux extraits sont les extraits les plus actives autrement
dit les plus antioxydant, suivies par 1’extrait brut et les fractions restées. Cette augmentation
pourrait expliquer par la richesse de ces deux extraits en en constituants hydroxycinnamiques,
hydroxybenzoiques et flavonoides  structurellement apparentés ayant des propriétés

antioxydantes connues.

Tableau I11.5 : la comparaison de la puissance antioxydant des extraits

Clso mg/mL Absorbance nm
Extraits | DPPH ABTS GOR Meétal PR CUPRAC AP
BuOH 0,08 0,019 0,045 0,07 2,989 0,622 | 2,469
+0,007 +0,009 +0,0067 +0,42 +0,037 +0,08 | +0,06
ActOH | 0,086 0,033 0,271 0,091 2,52 0,669 | 2,001
+0,005 +0,231 +0,055 10,005 10,024 +0,04 | 0,04
MeOH 0,092 0,067 0,309 0,1 1,989 0,405 | 1,652
+0,008 +0,002 10,024 10,070 10,061 +0,05 | 0,02
EP 0,286 0,08 >0,8 0,3 1,191 0,278 | 0,722
+0,103 +0,007 +0,05 +0,16 0,05 | 0,03
AgR 0,536 0,2 >0,8 0,375+ 0,595 0,252 | 0,409
+0,094 10,14 0,024 10,025 +0,04 | 0,01

PR : pouvoir réducteur /AP : activité phénanthroline
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1.4.2. Evaluation de ’activité anti-enzymatique

Dans le but d’identifier si notre plante posséde un potentiel antidiabétique et/ou anti
Alzheimer, des enzymes cibles thérapeutiques potentielles de ces deux pathologies, en
I’occurrence  I’alpha-  glucosidase et 1’acétylcholinestérase,  butyrylcholinestérase

respectivement, ont été utilisés comme cibles d’étude anti-enzymatique.

1.4.2.1. Evaluation de I’activité anti-Alzheimer
1.4.2.1.1. Activité anti- butyrylchcholinestérase (in vitro)

C’est une méthode consiste a mesurer la capacité inhibitrice des extraits de notre plante
sur I’enzyme butyrylchcholinestérase (BChE) responsable & 1’hydrolyse de la
butyrylthiocholine iodide (BuCl).

A 412 nm, nous avons remarqué une diminution des absorbances due au non dégradation
du substrat butyrylthiocholine iodide par 1’enzyme qui s’est engagé au phénoméne

d’inhibition de la butyrylchcholinestérase.

La figure 111.25 montre les pourcentages d’inhibition des échantillons et standard a une

concentration de 0,1 mg/mL, associés avec 1’inhibition maximale atteinte.
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Figure 111.25: Les pourcentages d’inhibition des échantillons testés et standard classées par

ordre croissant a une concentration donnée (test anti-butyrylcholinestérse)

La réduction de la couleur jaune foncée du milieu réactionnel est considérée dans ce test

comme un

indicateur qui permet de détecter 1’activité inhibitrice de la plante. Le virage

colorimétrique observé (figure 111.26) est parfaitement cohérent aux résultats obtenus.
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Figure 111.26: Photos prises lors du dosage de I’activité anti- butyrylchcholinestérase
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En générale, a une faible concentration de 0,1 mg/mL, les extraits affichent une activité
forte @ modérée contre BChE (figure 111.25). La meilleure inhibition de la BChE a été causée
par la fraction n-butanolique (83,05+0,03%), néanmoins la fraction acétate d’éthyle qui
execre aussi un grand effet inhibiteur vis-a-vis de la BChE (75,07+0,02%). Comparativement
avec le standard ces deux fractions possédent une capacité inhibitrice qui excede largement
celle du galantamine. D’autre part, I’extrait brut méthanolique exhibe un effet inhibiteur
significatif avec un pourcentage d’inhibition égale a 67,63+0,005% proche de celui de
galantamine. Cependant, les autres extraits éther de pétrole et aqueux résiduel ont été
présentés un faible effet inhibiteur contre la BChE avec des pourcentages d’inhibition de
I’ordre de 48,27+0,04% et 45,40+0,12 % respectivement, légérement inférieure a celui du

standard.

L’activité inhibitrice de I’enzyme butyrylcholinéstérase est diminuée entre les extraits dans

I'ordre suivant : butanol > acétate d'éthyle > méthanol > éther de pétrole ~ aqueux résiduel.

D’aprées la recherche bibliographique concernant la composition chimique et la recherche
antérieure de cette plante du genre Centaurium présentée au début de ce travail, on a trouvé
que cette plante renferme une quantité considérable d’alcaloides, des hétérosides
secoiridoidiques (quatre types différentes) (sont des monoterpenes servant souvent
d'intermédiaires dans la biosynthése d'alcaloides) : la swertiamarine, le swéroside...etc
différentes xanthones (sept types) permi elles la méthylxanthone et aussi des flavonoides, la
présence de ces derniers est détecter aussi dans notre pratique par le dosage quantitative
totaux des flavonoides et par HPLC. Ces différents composés possedent plusieurs propriétés
biologiques permi elles; la capacité d’inhiber les cholinestérases en tante d’inhibiteurs

enzymatiques.

Notre étude de la littérature a indiqué qu’il y a des études concernant I’activité inhibitrice
du cholinestérase pour la famille Gentianaceae, c’est le cas par exemple de 1’¢tude réalisée par
(Urbain et al., 2004) sur les extraits méthanolique des feuilles de I’espece G. campestris
(Gentiana) et I’espece du genre Gentianella qui montré une activité notable contre les
cholinestérases. Dans cette étude, ils ont trouvé une corrélation positive entre la capacité

d’inhibition des cholinestérases et la teneur en xanthone.
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A la lumiére de la conclusion de I’étude susmentionnée et d’aprés la composition
chimique et la recherche antérieure, on peut supposer que les xanthones pouvant exister dans
notre espéce pourrait étre responsables de ’effet inhibiteur de la BChE. Comme il pourrait
étre spéculé que I'effet inhibiteur de notre plante contre cette enzyme peut étre attribué a la
présence des alcaloides et/ou les flavonoides dans cette plante dont (Conforti et al., 2009)
ont été signalé les flavonoides comme des bonne inhibiteurs de la butyrylcholinestérase dans
une étude réalisé sur deux flavonoides I’isoorientine et I’isovitexine. Comme il peut étre que
les composés responsables de 1’activité inhibitrice de notre plante provenir de la classe
chimique des secoiridoides dont la sécologanine et I’acide loganique ont été signalé comme

ayant une forte inhibition des cholinestérases (Pereiraet et al., 2010).

Donc I’effet inhibiteur de nos extraits est probablement li¢ a la présence d’un ou plus de ces
composes et a la teneur notamment pour I’extrait de butanol et d’acétate d’éthyle qui

donnent un fort effet.

En comparant nos résultats avec d’autres études sur des plantes du méme genre ou de la
méme famille traitant différents extraits. D’apreés les résultats obtenus d’une étude réalisée par
(Senol et al., 2012) sur les extraits au dichlorométhane, a 1’acétate d’éthyle et au méthanol
des fleurs, feuilles et racines des cingq especes de genre Gentiana (Gentiana asclepiadea |,
Gentiana cruciata , Gentiana olivieri ,Gentiana septemfida , Gentiana verna) et Gentianella

caucasea, on peut dire que :

Les résultats d’inhibition obtenus avec les extraits méthanolique des fleurs, feuilles et racines
de I’espéce Gentiana asclepiadea , Gentiana cruciata , Gentianella caucasea , Gentiana
olivieri ont montré une capacité inhibitrice sur la butyrylcholinestérase nettement faible a
celle de notre extrait méthanolique avec des pourcentages d’inhibition comprise entre 2,54%
jusqu’a 50,72%. Pour I’extrait méthanolique de 1’espéce Gentiana verna et I’espéce Gentiana

septemfida aucun effet inhibiteur est obtenus.

De méme, les extraits acétate d’éthyle des fleurs, feuilles et racines de cing espéces du genre
Gentiana et I’espéce du genre Gentianella ont montrés une activité inhibitrice moins
importante a celle de notre extrait acétate d’éthyle avec des pourcentages d’inhibition de
I’ordre de 3,02% a 19,62%.

107



Chapitre 111: Résultats et Discussion

D’apres cette comparaison, on constate que nos extraits ; méthanol, butanol, acétate d’éthyle
méme 1’éther de pétrole et I’aqueux résiduel qui possédent un effet faible sont signalés
comme des inhibiteurs de la BChE plus efficaces que les trois extraits des fleurs, feuilles et

racines des espéeces utilisé dans cette étude.

Nos résultats d’inhibition obtenu pour les fraction acétate d’éthyle et n-butanolique sont
presque comparables a celui de la plante Centarium umbellatum (Centaurium) obtenue par les
travaux de (Neagu et al., 2016) avec des pourcentage d’inhibition sur la BChE oscillent de
74,55% a 89,22%, bien que les extraits utilisés ne sont pas les méme. En effet, Neagu et al

ont testé les parties aériennes de cette espece sous forme d’extrait aqueux et éthanolique.

1.4.2.1.2. Teste anti- acétylcholinestérase (in vitro)

Dans cette méthode la bioactivité de métabolites secondaires des extraits passe en
générale par I’inhibition de I’activité de I’enzyme acétylcholinestérase ce qui conduit a

I’inhibition du catabolisme de I’acétylthiocholine iodide.

La variation de I’absorbance a 412 nm permis de déterminer si il y’a ou non une activité

anti- AChE, dont la diminution d’absorbance indique un accroissement de cette activité.

Tableau 111.6: résultats inhibiteurs de ’extrait brut et ces fractions préparées par les parties

aeriennes de la plante du genre Centaurium contre 1’acétylcholinestérase.

Extraits Méthanolique | n-butanolique Ether de Aqgueux Acétate

’ résiduel d’éthyle
Pétrole

Concentration | 0,2-0,03125 | 0,2-0,03125 0,2-0,03125 | 0,2-0,03125 | 0,2-0,03125
mg/mL

% d’inhibition 0 0 0 0 0

Les résultats des pourcentages d’inhibition n’ont montré aucun effet inhibiteur quel que

soit I’extrait de la plante utilisée.

La figure ce dissous confirme les résultats des pourcentages d’inhibition obtenus dont il n

y a pas une réduction de la couleur jaune pour les cing extraits a différentes concentrations ce
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qui indique que le fonctionnement de cette enzyme est déroulé et la formation de I’acide -5-

thio 2-nitrobenzoique (TNB) responsable de la couleur jaune est augmentée.

BuOH ActOH MeOH EP AgR

Figure 111.27: Photos prises lors du dosage de ’activité anti-acétylcholinestérase

L’extrait éthanolique et aqueux résiduel des parties aériennes de Centarium umbellatum
(Centaurium) étudiée par (Neagu et al., 2016) a démontré un taux d’inhibition de I’AChE

égale a 74,24% et 94,24% respectivement a une dose de 3 mg/mL.

De méme, 1’étude réalisée par (Senol et al., 2012) sur les extraits dichlorométhane,
acétate d’éthyle et méthanolique des fleurs, feuilles et racines des quatre espéces de genre
Gentiana (Gentiana cruciata , Gentiana olivieri ,Gentiana septemfida , Gentiana verna) et
Gentianella caucasea ont montré une activité 1égérement a modéré contre I’AChE avec des
taux d’inhibition comprise entre 1,82 % a 53,65%. Tandis que les extraits de Gentiana
asclepiadea n’ont montré aucun effet inhibiteur malgré ils sont riche en composés bioactive

(Gentiopicroside, Swertiamarin, Isoorientin, flavonoides).

Si on compare nos résultats de I’effet inhibitrice des extraits de la plante sur I’enzyme
AChE avec ceux de la bibliographie, on constate que soit nos extraits ne contiennent pas des
composés bioactifs a effet inhibiteur de 1’activité de I’AChE malgré la composition chimique
et la recherche antérieure de notre plante montrent qu’il y a différentes composés bioactifs qui
sont capables d’inhiber I’activité de cette enzyme soit ces composés bioactive sont existent

vraiment mais ne possedent pas une complémentarité avec le site actif de
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I’acétylcholinestérase c’est le cas par exemple des flavonoides, comme cet résultat négative

peut étre lié a des conditions expérimentale.

1.4.2.2. Evaluation de ’activité anti- diabétique par le test d'inhibition de 1'a-glucosidase

(in vitro)

La surveillance des taux de glucose sanguin postprandial utilisant des inhibiteurs
d'enzymes hydrolysant les glucides complexes provenant de sources naturelles est considérée
comme une approche thérapeutique efficace.

Cette méthode consiste a mesurer I’activité¢ inhibitrice des extraits de Centaurium sp

contre I’enzyme a-glucosidases.

A 400 nm, nous avons constaté une diminution des absorbances due a la non hydrolyse
du substrat p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside en glucose et p-nitrophenol par I’enzyme qui
s’est engagé au phénoméne de 1’inhibition de a-glucosidases.

A cause de la forte activité antidiabétique des deux extraits acétate d’éthyle et n-
butanolique, nous étions obligés d’établir une gamme de dilution pour les cing extraits
beaucoup plus étendue que celle du deux test enzymatiques précédents.

A des fins comparatives, on utilise la quersetine et 1’acarbose comme des standards.

La figure 111.28 montre les pourcentages d’inhibition des échantillons et standard a une

concentration de 0,125 mg/ml, associés avec I’inhibition maximale atteinte.
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Figure 111.28 : Les pourcentages d’inhibition des échantillons testés et standard classées par

ordre croissant a une concentration donnée (test a-glucosidases)

La figure ci-dessous illustre le virage de la couleur par rapport au blanc confirmant ainsi les
résultats du test sauf pour la fraction aqueux résiduelle qui indique que le fonctionnement de

cette enzyme est déroulé et la formation de p-nitrophenol est augmentée.

BuOH

Figure 111.29: Photos prises lors du dosage de ’activité inhibitrice de I’ a-glucosidases
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Les activites inhibitrices de l'a-glucosidase ont diminué entre les extraits dans l'ordre
suivant : butanol ~ acétate d'éthyle > methanol > éther de pétrole, tandis que la fraction
aqueuse résiduelle été inactif (non représenté). A partir de résultat des pourcentages
d’inhibition des extraits a une trés faible dose (figure 111.28), 11 est a noter, qu’une inhibition
plus forte et presque totale de l'activité de I'a- glucosidase a été rapportée pour l'acétate

d'éthyle et le butanol contre 1’extrait méthanolique et la fraction éther de pétrole.

Ces deux fractions sont exhibent une activité inhibitrice qui dépasse méme celui des
standards dont ils présentent des efficacités meilleures que celle d’acarbose qui est a une
concentration de 0,3125 mg/mL exerce une activité inhibitrice de I'a- glucosidase moyenne
de I’ordre de 54,86+1,79% et leur activité inhibitrice presque totale est obtenue a une dose
tres élevée de 5 mg/ml avec un pourcentage d’inhibition maximal égale a 91,05+0,72%.
Tandis que les fractions n-butanolique et acétate d’éthyle a une dose de 0,3125 mg/ml, ces
pouvoirs inhibiteurs se sont traduit par des pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 99,69% et

95,17% respectivement donc une inhibition de I’enzyme presque total a une faible dose.

Les auteurs ont conclu que les niveaux élevés de constituants polyphénoliques
particulierement les flavonoides contenus dans les fractions polaires peuvent agir en inhibent
la dégradation de p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside en interagissant directement avec
I’enzyme alpha-glucosidase (Yang et al., 2014). Cette inhibition compétitive peut étre
expliquée par le fait que, nos extraits actifs possedent des composés portant des groupements
fonctionnels proches de ceux du substrat autrement dit, ayant une complémentarité avec le

site actif de ’enzyme, ce qui I'a déplacé du site actif de I'enzyme.

Donc la forte activité inhibitrice de la fraction butanol et acétate d’éthyle a différentes
concentrations est liée a leur teneur en composés phénolique particulierement les flavonoides,
qui malgré leur quantité considérable dans cette plante par rapport aux d’autres, ils sont tres

efficaces comme des composés ayant une grand complémentarité avec le site actif.

D’aprés les résultats de dosage d'a-glucosidase effectués dans la présente étude ont peut
proposer cette plante du genre Centaurium comme agent antidiabétique fonctionnel, une
propriété associée au potentiel inhibiteur enzymatique de leur constituants polyphénoliques en

particulier les flavonoides.
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Nos résultats d’inhibition obtenus pour les fraction acétate d’éthyle et n-butanolique de la
plante du genre Centaurium sont nettement excellentes (dont tellement forte méme a faible
concentration on ne peut pas calculé la Clsp) par rapport a celui de Gentiana olivieri
(Gentiana) obtenues par les travaux de (Orhan et al., 2014) avec une valeur de Clsy égale a
198,2 mg/mL, bien que 1’extrait utilisé n’est pas le méme. En effet, Orhan et al ont testé les

parties aériennes de cette espece sous forme d’extrait hydro-alcoolique (80% éthanol).

1.4.3. Evaluation de I’activité antifongique

Les antifongiques sont des substances qui détruisent les champignons ou qui empéchent

leurs développements.

Les plantes riches en métabolites secondaires possédent cette propriété antifongique
comme un systeme de défense ce qui permet la protection de la plante contre nombreux

agressions pathogénes comme les bactéries et les champignons.

Le but de ce test est évaluer la capacité de la plante de limiter le développement des

champignons.

Apreés 7jours d’incubation a 28 °C, on observe comparativement au témoin positive (DMSO)
une diminution progressive de croissance mycélienne d’Alternaria sp selon les concentrations
des extraits (1, 2, 4, 8, 16 mg /mL).

Les résultats sont exposés dans tableau 1.7 qui présente les diametres des zones de

développement et le tableau I11.8 qui montre le taux d’inhibition.

Tableau I11.7 : Diamétres de zone développement (cm) de moisissure d’Alternaria sp en

différentes concentrations.

Concentration
(mg/mL) 1 2 4 8 16
Extraits
MeOH 5,05 4,95 4,91 49 4.8
ActOH 4,32 4,17 412 4 3,95
BuOH 4,32 4,15 3,98 3,93 3,9
AgqR 6,8 6,9 7 7 7,1
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Tableau 111.8 : Pourcentages d’inhibition des moisissures (%)

Concentration
(mg /mL) 1 2 4 8 16
Extraits
MeOH 8,18 10 10,72 10,9 12,72
ActOH 6,08 9,43 10,43 13,04 14,13
BuOH 6,08 9,78 13,47 14,65 15,21

Pour mieux élucider le pouvoir antifongique des extraits de Centaurium sp, les diametres de la
zone d’inhibition et les pourcentages d’inhibition sont représentés graphiquement sur des

histogrammes (Figure 111.30 et 111.31)
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Figure 111.30 : Diametres de zone de développement (cm) de moisissure d’Alternaria sp en

différentes concentrations.
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Figure 111.31 : Pourcentages d’inhibition des moisissures(%)

Ces figures indiquent que les extraits testés ont une trés faible activité antifongique a
I’exception pour I’extrait aqueux résiduel qui présent aucune activité, cette activité est
proportionnelle & la concentration. De ces figures nous avons déduit qu’a forte concentration
de 16mg /mL I’extrait butanolique de centaurium sp présente un effet plus élevé contre le
moisissures par rapport aux autres fractions par pourcentage d’inhibition de 15,21% suivi de
I’extrait d’acétate d’éthyle et 1’extrait méthanolique par pourcentage d’inhibition 14,13% et
12,72%, respectivement, tandis que l’extrait aqueux résiduelle la croissance de souche
d’Alternaria sp est remarquable dont le diameétre 7,1cm est plus élevé par rapport au témoins

(DMSO0) 4,6 cm donc cette extrait se manifeste une activité stimulatrice .

Les présents résultats ont révélé que les deux extraits butanolique et d’acétate d’éthyle
sont riches en composés phénoliques et les flavonoides car ces deux fractions sont les plus

actives.

Une absence d’activité dans extrait aqueux résiduel peut étre due a la consommation des

terpénes en tant que source de carbone.

Nos résultats indiquent que Centaurium sp est une plante nécessite pas une importance
dans ce domaine, parce que les trois extraits de la plantes méthanolique, butanolique et

d’acétate d’éthyle ont montrés une trés faible activité antifongique (Hayen et Harder., 1995).
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Conclusion générale

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a étude phytochimique suivi de dosage des
polyphénols et flavonoides totaux, suivie par I’identification et la quantification des
polyphénols par HPLC-DAD. Ainsi que de tester quelques activités biologiques de 1’espece

Centaurium sp qui appartient a la famille Gentinacea.

L’évaluation du contenu en polyphénols et flavonoides totaux, en adoptant la méthode de
Folin-Ciocalteu et du trichlorure d’aluminium indique que tous les extraits sont riches en ces

composes mais avec des valeurs variables en fonction du type de I’extrait.

L’analyse réalisée par HPLC-DAD sur notre plante montre la richesse des parties aériennes de
cette espéce en composés phénoliques, qualitativement en dérivés hydroxybenzoiques,
dérives hydroxycinnamiques et flavonoides de type flavonols.

Le pouvoir antioxydant des extraits de la plante a été évalué in vitro par I’application de
plusieurs tests : DPPH’, ABTS™, CUPRAC, GOR, métal chélate et activité phénanthroline
ainsi le test de pouvoir réducteur, ces tests montrent que la plante possede un potentiel
antioxydant élevé, cette activité est liée en grande partie a la composition des extraits en

composés phénoliques, particulierement les acides phénoliques et les flavonoides.

L’activité anti-Alzheimer de la plante a été testéee in vitro par les deux tests: anti-
butyrylcholinestérase qui indique que tous les extraits étudiés de Centaurium sp sont dotés
d’une activit¢ anti-Alzheimer élevée a modérée, par contre les résultats d'anti-

acétylcholinestérase n'ont montré aucun effet inhibiteur pour tous les extraits de la plante.

L'activité antidiabétique de Centaurium sp a été évaluée par le test alpha-glucosidase, d'apres
les résultats obtenus on a constaté que cette plante présente un excellent effet anti-
hyperglycémiant. Cet effet pour I’extrait acétate d’éthyle et n-butanol s’est avéré meilleur

que celui des standards utilisés.

L’évaluation du pouvoir antifongique a été évaluée sur les moisissures d’Alternaria sp, par la
méthode de diffusion sur milieu de culture PDA. Nos résultats montrent que les extraits testés
ont une tres faible activité antifongique a I’exception pour 1’extrait aqueux résiduelle qui n’a

donné aucune activité.

Enfin, les résultats obtenus de cette étude montrent que la Centaurium sp est riche en
composés bioactifs qui peuvent étre employés pour différentes applications thérapeutiques.

Des essais complémentaires seront nécessaires pour confirmer les activités mise en évidence.
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Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexe 5.

Courbe d’étalonnage de Rutine
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Résumé

Dans cette étude, cinq extraits ont été obtenus a partir des parties aériennes de
Centaurium sp (Gentinacea), afin d’étudier leur activités antioxydantes, antifongiques, anti-
Alzheimer et antidiabétiques. De plus, pour chaque extrait, la composition chimique en
composés phénolique par HPLC-DAD et la teneur total en polyphénols et flavonoides ont été

déterminées

L’évaluation du pouvoir antioxydant par sept méthodes DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR,
Métal chélate, pouvoir réducteur et activité phénanthroline a révélé des capacités
antioxydantes chez tous les extraits et que les fractions acétate d’éthyle et n-butanolique sont
les plus antioxydantes. Ces deux fractions exhibent également une inhibition presque totale
contre 1’alpha-glucosidase (98.92+0,06% et 98.97+0,123%, respectivement).

Tous les extraits ont montré des efficacités inhibitrices de butyrylcholinestérase notamment
les fractions acétate d’éthyle et n-butanol avec une activité meilleur que celle du standard
utiliseé (75,07£0,02% et 83,05+0,03%, respectivement), cependant, les résultats d'anti-
acétylcholinestérase n'ont montré aucun effet inhibiteur. Nos extraits possedent une faible
activité antifongique sur les moisissures d’Alternaria sp par la méthode de diffusion sur
milieu de culture PDA. Le dosage des phénols et flavonoides totaux montre que les extrait
acétate d’éthyle et n-butanol sont les plus riches en ces meétabolites. L’analyse par HPLC-
DAD nous a permis d’identifier et quantifier les dérivés de I’acide hydroxycinnamique, de
I’acide hydroxybenzoique et les flavonoides de type flavonol, qui sont présentes en quantité

élevée dans les extrait acétate d’éthyle et n-butanol.

Mots clés : Gentinacea, Centaurium, Polyphénols, Flavonoides, HPLC-DAD, Activité

antioxydante, antifongique, anti-Alzheimer, antidiabétique.



Abstract

In this study, five extracts were obtained from the aerial parts of Centaurium sp
(Gentinacea) to study their antioxydant, antifungal, anti-Alzheimer and antidiabetic activities.
In addition, for each extract, the chemical composition of polyphénols by HPLC-DAD and

the total content of phenols and flavonoids were determined.

The evaluation of the antioxydant power by seven methods DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR,
Metal chelate, reducing power and phenanthroline activity revealed antioxydant capacities in
all extracts and that the fractions ethyl acetate and n-butanolic are the most antioxydant. These
two fractions are also exhibting an almost total inhibition against alpha-glucosidase
(98.92+0,06% et 98.97+0,123%, respectively).

All the extracts showed an inhibitory efficiencies of butyrycholinesterase, in particular ethyl
acetate and n-butanolic fractions wich a better activity than the standard used (75,07+0,02%
et 83,05+£0,03%, respectively), however, the results of anti-acetylcholinesterase showed no
inhibitory effect. Our extracts have low antifungal activity on the molds of Alternaria sp by
the diffusion method on PDA culture medium. The determination of total phenols and
flavonoids shows that the ethyl acetate and n-butanol extracts are the richest in these
metabolites. HPLC-DAD analysis allowed us to identify and quantify derivatives of
hydroxycinnamic acid, hydroxybenzene acid and flavonoids of the flavonol type, wich are

present in high amounts in the ethyl acetate and n-butanol extracts.

Key words : Gentinacea, Centaurium, Polyphénols, Flavonoids, HPLC-DAD, Antioxidant

activity, antifungal, anti-Alzheimer, antidiabetic.
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Résumé

Dans cette étude, cingq extraits ont été obtenus a partir des parties aeriennes de Centaurium sp
(Gentinacea), afin d’étudier leur activités antioxydantes, antifongiques, anti-Alzheimer et
antidiabétiques. De plus, pour chaque extrait, la composition chimique en composés phénoliques par
HPLC-DAD et la teneur total en polyphénols et flavonoides ont été déterminées.

L’évaluation du pouvoir antioxydant par sept méthodes DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR, Métal chélate,
pouvoir réducteur et activité phénanthroline a révélé des capacités antioxydantes chez tous les extraits et
que les fractions acétate d’éthyle et n-butanolique sont les plus antioxydantes. Ces deux fractions
exhibent également une inhibition presque totale contre I’alpha-glucosidase (98.92+0,06% et
98.97+0,123%, respectivement).

Tous les extraits ont montré des efficacités inhibitrices de butyrylcholinestérase notamment les fractions
acétate d’éthyle et n-butanol avec une activité meilleur que celle du standard utilisé (75,07+0,02% et
83,05+0,03%, respectivement), cependant, les résultats d'anti-acétylcholinestérase n'ont montré aucun
effet inhibiteur. Nos extraits possedent une faible activité antifongique sur les moisissures d’Alternaria
sp par la méthode de diffusion sur milieu de culture PDA. Le dosage des phénols et flavonoides totaux
montre que les extrait acétate d’éthyle et n-butanol sont les plus riches en ces métabolites. L’analyse par
HPLC-DAD nous a permis d’identifier et quantifier les dérivés de I’acide hydroxycinnamique, de I’acide
hydroxybenzoique et les flavonoides de type flavonol, qui sont présentes en quantité élevée dans les

extraits acétate d’éthyle et n-butanol.

Mots clés : Gentinacea, Centaurium, Polyphénols, Flavonoides, HPLC-DAD, Activité antioxydante,

antifongique, anti-Alzheimer, antidiabétique.
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