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Introduction

Introduction

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (O.M.S); la médecine traditionnelle se définit

comme I’ensemble de toutes les connaissances pratiques explicables ou non pour

diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physique, mental en s’appuyant exclusivement sur

I’expérience vécue et I’observation, transmises de génération en génération (Adjanohoun et

al., 1979).

Actuellement, un grand intérét est porté a I'utilisation traditionnelle des plantes médicinales

dans le cadre des soins de santé. Toutefois, cette utilisation demeure informelle en Algérie

pour deux raisons. La premiére a trait a I’absence d’un cadre juridico-réglementaire encadrant

utilisation des plantes médicinales traditionnelle et la phytothérapie. La seconde raison est

I’absence d’éléments scientifiques validant I'utilisation thérapeutique des plantes médicinales

traditionnelles (Madi., 2018).

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche, dont le but principal est d’étudier

les activités antioxydantes et enzymatiques des differentes extraits des fleurs du Paronychia

argentea.L qui est largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter les calculs

rénaux, le diabéte, les maladies cardiovasculaires et 1’urolithiase (Mohammedi., 2013)

(Zama et al., 2007).

Peu d’¢études scientifiques ont été réalisées sur cette espece et en particulier la partie aérienne.

Cette dernieére a fait 1’objet de quelques explorations, ou la présence des flavonoides et

polyphénols en quantité tres importante était validés. Sur le volet pharmacologique, des

activités antioxydantes, antitumorales (Bouanani., 2010) et antimicrobiennes (Mohammedi.,

2013) ont été mises en évidence.

Le but ultime de cette ¢étude est d’approfondir les connaissances chimiques et

pharmacologiques sur cette plante importante. Deux objectifs spécifiques sont fixés :

» Caractérisation phytochimique qualitative des différents groupes chimiques présents dans

les fleurs de Paronychia argentea.L.

» Quantification des polyphénols et des flavonoides totaux des six extraits (EMé, EEth, ECh,

EAc, EAq et EBuU).

» Evaluation de I’activité antioxydante et leur activité enzymatique.

Notre travail sera présenté comme suit :

La premiere partie concerne la recherche bibliographique, réunit en trois chapitres distincts :
v' Le 1° chapitre : consacré aux aspects botaniques et 1’étude chimique antérieure,

incluant une présentation de la famille caryophyllacée, les propriétés biologiques de

-
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genre Paronychia argentea.L, puis les principaux travaux phytochimiques sur ce
genre et ses usages en meédecine traditionnels.

v’ Le 2 ®™ chapitre : présentera les métabolites secondaires (les composés phénoliques),
leur définition, leur classification et leur biosynthése ainsi que leur intérét
thérapeutique.

v Le 3éme chapitre: représentera le stress oxydant, les différents systemes
antioxydants, la maladie d’Alzheimer et une présentation générale de quelques tests

de la capacité antioxydante et enzymatique (acétylcholine estérase)

La deuxieme partie évoque nos travaux personnels menés en deux chapitres
v Chapitre 1: consacré a la présentation des matériels et méthodes d’extraction des
parties aériennes de Paronychia argentea.L, 1’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de
I’activité antioxydante et enzymatique de cette espece.
v Chapitre 2 : s’intéresse a la présentation et discussion de nos résultats obtenus de cette

étude phytochimique et biologique.

-



Drtiz 1 - Do







Chapitre 1 : Description botanique de la plante Revue Bibliographique

L’espéce Paronychia argentea.L appartenant a la famille des Caryophyllaceae. Cette famille
est importante avec 87 genres et environ 2300 espéces présentant une large répartition,

cependant surtout caractéristiques des régions tempérées et chaudes de 1’hémisphére nord.

(Botineau, 2010; Perrier De La Bathie et al., 1950).
1. Description botanique

Paronychia argentea.L est une plante vivace (Sait et al., 2015) herbacée de 20 a 30cm
d’hauteur, a souche épaisse, a tiges longue et couchées-étalées, a feuilles opposées, ovales-
lancéolées, brievement ciliées, presque glabres. (figurel) (Hippolyte Coste., 2011).

Figure 1 : Paronychia argentea.L

Elle est constituée des feuilles jusqu’a 5 mm de long et 2 mm de large, ne sont pas poilues,
elles sont lancéolées linéaires et parfois ovales avec des pointes aigués. Les lobes du calice
sont de forme oblongue avec des marges membraneuses a capuchon et se terminant par une
arréte aigués a la pointe (figure 2) (Hamdan et Afifi., 2004, Afifi et al., 2005).
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Figure 2 : Feuilles et fleurs de Paronychia argentea.L

Ses fleurs sont entourées de bractées argentées a 5 sépales verts qui se terminent par une
pointe, elles n'ont pas de pétales et possedent 5 étamines. Elles sont disposées en bouquets
tout le long de la plante (figure 3) (Lamarck et al., 1805, Beloued., 2001) .

Son fruit est un utricule ovoide (Beloued, 2001).

Figure 3 : Fleurs de Paronychia argentea.L
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2. Dénomination de Paronychia argentea.L

Elle a été décrite en 1805 par Jean-Baptiste Pierre Antoine de Monet de Lamarck (Adjaj.,
2016). D’apres Mohammedi (2013) la plante est appelée :

- En francais : Paronyque argenté, Thé Algérien, Thé arabe.

- En anglais : Silvery, Whittle-Wart, Mountain-knot-grass, Algerian Tea .

- En arabe : 35 (58 ol bl el L3 (Mohammedi., 2013), saal 5 )bl jaall cil
(Boudjelal et al., 2013) .

3. Classification et caractéere botaniques

Selon T1’étude faite par Adjajdj Moufida en 2016, I’identité taxonomique du Paronychia
argentea.L est la suivante :
Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Embranchement : Phanerogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicotyledons
Ordre : Caryophyllales
Famille : Caryophyllaceae
Genre : Paronychia

Espéces : Paronychia argentea.L

4. Origine et air de répartition

Paronychia vient du mot grec para, « prés » et onux, « ongle » car la forme du calice de la
plante est semblable a un ongle (Ait Abdeslam et Ait Atmane., 2013). Le nom argentea est
dérivé du nom latin : argenteus ou argentum = d’argent « couleur argenté » (Servais et Seba.,
2014).

C’est une espece répondue dans le monde (dans les zones tempérées de tous les continents),
spécifiqguement dans la région méditerranéenne, Roussillon, Languedoc, Provence, Corse,
Europe méridionale, Asie occidentale et I’ Afrique septentrionale. Elle est largement distribuée
a I’est de 1’Algérie, on la rencontre dans les paturages, les lieux arides, les plaines et les
montagnes (Beloued., 2001, Zama et al., 2007). Le temps de floraison est de Janvier a Avril
(Mohammedi., 2013).
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5. Composition moléculaire

L’analyse phytochimique de la partie aérienne de cette espéce a révélé la présence de plusieurs

composés qui sont les flavonoides, les polyphénols a teneur plus éleve et les terpénoides (Al-

Bakri et Afifi.,, 2007) et d’aprés Mohammedi (2013), la phytochimie qualitative montre

la

présence des tannins, des glycosides cardiotoniques, des stérols et des huiles volatiles ; par

contre les alcaloides et les composés cyanogenes sont absents.
D’aprés Alessandra et al en 2008, le résultat d’une étude chimique sur la partie aérienne
confirme I’isolation et la caractérisation de deux nouveau oléanane saponine et une flavonol

glycoside et six flavonoides connues.

6. propriétés biologiques et pharmacologiques

La plante possede une activité antioxydante et une activité immunomodulateur par I’activation
des macrophages et la prolifération des lymphocytes sanguins périphériques (Zama et al.,
2005).

Les extraits chloroformique de Paronychia argentea.L présentent une bonne activité
antimicrobienne contre les souches : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Morganella
morganii. Les feuilles et fleurs sont utilisees pour traiter les calculs rénaux, le diabete et les
maladies cardiovasculaires (Mohammedi., 2013) et elle est aussi utilisée comme agent
antistress (Zama et al., 2007).

L'effet des extraits (aqueuse et butanolique) a pu étre empéchant la conservation en calcul
urinaire par la réduction de la nécrose rénale et empéchent ainsi la conservation en cristal et
améliorer ’activité antitumorale (Bouanani., 2010). Cette herbe possede une activité anti

hypertensive (Cario et vallés, 2012)

7. Usage traditionnelle

Chague culture a des antécédents d'utilisation des plantes médicinales pour guérir les maux;
toutes les études sur Paronychia argentea montrent que la partie aérienne est la partie utilisée
en médecine traditionnelle (Abu irmaileh et al., 2003; Zama et al., 2007 ; Abou Elkhair et
al., 2010 ; Cario et Vallés, 2012).

En Algérie, cette plante est utilisée pour traiter plusieurs troubles telles que les infections
respiratoires, les douleurs abdominales et les maladies rénales (Abu irmaileh et al., 2003;
Bouanani et al., 2010).

Au Portugal, elle est utilisée comme un analgésique en ulcére de I'estomac, l'anorexie et la
flatulence (Ferreira et al., 2006). Les espagnoles ’utilisent pour traiter les troubles digestifs,

I’eczéma et comme agent fébrifuge (Santaya et al., 2005).

-
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Les métabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisés par les végetaux a
partir des métabolites primaires (acides aminés, hydrates de carbone) par diverses voies
(Makhloufi., 2013).

Ils sont répartis en trois grandes familles chez les végétaux, sur la base de leurs voies de
biosynthése: les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides ( Krief., 2003) .

1. Composés phénoliques
1.1 Definition

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec
un glucide. lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges,
feuilles, fleurs, fruits, graines et bois) et sont impliques dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des graines ou la maturation
des fruits. Les composés phenoliques les plus représentés sont les anthocyanes, les

flavonoides et les tannins (Boizot et al., 2006).

1.2 Biosynthése des composés phéenoliques

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques: voie de 1’acide shikimique

et la voie d’acétate — malonate.
A. Voie de I’acide shikimique

La voie du shikimate spécifique des bactéries et des plantes, assure la biosynthése des acides
aminés aromatiques : la tyrosine, le tryptophane et la phénylalanine. Ces acides aminés
essentiels a la synthése protéique sont aussi les précurseurs chez les plantes des voies de
biosynthése de nombreux métabolites secondaires indoliques ou aromatiques. La voie du
shikimate démarre par la condensation du phosphoénolpyruvate et de I’érythrose-4- phosphate
(deux composés issus du métabolisme primaire) en shikimate. Une succession d’étapes
enzymatiques permet de produire le chorismate a partir du quel seront synthétisés, via 3 voies
différentes, les 3 acides aminés aromatiques. Le tryptophane est le précurseur de nombreux
composés (alcaloides ; indoliques, camalexine...) alors que la tyrosine est a la base de la
synthese de certains alcaloides et que la phénylalanine est le substrat de la premiére enzyme

de la voie des phénylpropanoides (figure 4) (Hu et al., 2009).

-
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Voie des
pentoses-P

l

Erythrose-4-® (P)-enol Pyruvate
L _J

Glycolyse

Acide protocatéchique

Voie de I'acide
shikimique

/ Phénylalanine

Acide 4-OH-Cinnamique
(Acide p-coumarique) l

Acide cinnamique == Flavonoides
~ * -

Tannins
Acide p-coumarique condensés

!

Acide férulique

f

Lignine

Coumarine

Tannins
> Acide gallique } hydrolysables

1 / Alcaloides
Tyrosine Tryptophane e
Indole-3-

Acide acétique
(IAA)

Figure 4. Le role central de la voie de I’acide shikimique dans la synthése de différents métabolites

primaires et secondaires (Hu et al., 2009).
*PAL = phénylalanine ammonia lyase.
*CS= chalcone synthase

B. Voie de I’acétate - malonate

Consiste a realiser un ensemble de noyaux aromatiques par cyclisation de chaines

polycétoniques, elles mémes obtenues par condensation de groupements acétate (figure 5)

(Guignard., 1996).
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Figure 5 : Voie acétate-malonate.

Chez les végétaux supérieurs, cette voie des polyacétates concerne un petit nombre de
composés. Cette seconde voie intervient pour réaliser un second noyau benzénique pour de
nombreux composés possédant déja un noyau aromatique obtenu par la voie du shikimate : ce
sont les composés mixtes dont les représentants les plus importants sont les flavonoides.

C’est la malonyl-CoA qui fournit par décarboxylation des unités en C2 pour allonger le
complexe acyl-CoA. Ainsi, les deux voies responsable de la biosynthése des composés
phénoliques se rejoignent (figure 6) (Richter., 1993, Guignard., 2000, Guignard., 1996).

WEOOH + 3 aiycaod > R-CO-CH,-CO-CH,-CO-CH,-COOH
3 Acétates Polycétoacide
9
- e I oH
R—C
S~

OC—cH

..... = ‘ ? (r'z C-acylation (1-6) i /E‘z énclisation R"fo—ﬁ)\a-{k
X o -HO 0" ~¢” 0 'l—io‘c\célou
R = CHj ; trihydroxyacétophénone

Figure 6 : Synthése de polycéto-acides (Merghem., 2009)

1.3 Classification des composés phenoliques

Il existe environ 8000 composés phénoliques, allant de molécules a bas poids moléculaire a
d’autres hautement polymérisés. Ils peuvent étre liés a un ou plusieurs résidus sucrés ou ils
peuvent étre liés avec d’autres composés chimiques, tel que les acides carboxyliques, les

amines ou les lipides (Tableaul) (Mratin et Andriantsitohaina., 2002).

<
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nbre de Squelette
carbone
7 C6-C1
8 C6-C2
8 C6-C2
9 C6-C3
9 C6-C3
10 C6-C4
13 C6-C1-C5
14 C6-C2-C6
15 C6-C3-C6

A. Acides phénoliques

Classification

Acides phénols

Acétophénones

Acides phénylacétique

Acides hydroxycinnamique

Coumarines

Naphtoquinones

Xanthones

Stilbénes

Flavonoides

Exemple

Acide gallique

Gallacetophénon
e

Acide p-
hydrxyphénylacé
tique

Acide p-
Coumarique

Esculetin

Juglone

Mangiférine

Resérvatol

Naringénine

Structure de base

¢

<t

V4

COOH

COOH

8
o

20,

/

o}

Les acides phénoliques sont largement distribués dans les fruits, les tiges et les feuilles des

Iégumes (Andrade et al., 1997). lls sont en principe solubles dans les solvants organiques

polaires. Les acides phénoliques sont divisés en deux classes : les acides phénoliques dérivés

de I’acide benzoique et les acides phénoliques dérivés de ’acide cinnamique.
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v Acide phénols dérivés d’acide benzoique :

Ils dérivent par hydroxylation de 1’acide benzoique (acide gallique), ils ont une structure
générale de base de type (C6-C1). lIs existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides
(Brianceau., 2015).

v Acide phénols dérivés d’acide cinnamique (Brianceau 2015) :

Acides hydroxycinnamiques dérivent de l'acide cinnamique. Ils ont une structure générale de
base de type (C6-C3) et ils existent souvent sous forme combinée avec des molécules
organiques (Brianceau., 2015).

B. Flavonoides

a. Définition

Le nom flavonoide proviendrait du terme Latin flavus ; (flavus=jaune) (MaleSev et Kunti¢.,
2007). Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiées chez les plantes (Medié-Sari¢
et al., 2004). A I’exception des chalcones, quelques-uns sont bien connus comme étant de trés
forts antioxydants in vitro grace a leur activité de captée des radicaux libres et chélation des
ions métalliques (Kaur et Kapoor., 2002). lIs peuvent étre présents dans toutes les parties des
plantes (Rice-Evans et al., 1997), ou ils sont responsables de la couleur de ces derniers
(Ferreres et al., 1993). La structure de ces composés sont caractérises par la présence de

deux cycles benzoiques (A et B) et d’un hétérocycle oxygéné(C) (Figure 7) (El Kabouss et
al., 2011 ; Carvalho et al., 2013).

Figure 7 : structure de base des flavonoides (Oroian et Escriche., 2015).
b. Classification des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs sous-groupes qui sont principalement
indiqués soit par: hydroxylation, O-méthylation, C-méthylation, isoprénylation, ou

substitution de méthylenedioxy (Oroian et Escriche., 2015). Les sous-classes les plus

-
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représentatives des flavonoides sont: les flavones, les flavanones, les flavonols; les

anthocyanidines et les isoflavones (Figure 8) (Ziberna et al., 2014).

Sources
Classes Structures Molécules alimentaires
majeures
(e} - . .
OH Quercetines, Oignons, epinards,
Flavonols \ kaempférol, brocolis,tomates,
o o~ myricétine. thé, vin rouge
O 7 7
Céreales, plantes
Flavones O \ Apigénine, lutéoline aromatiques,
© O tisanes
(@) v
Hesperetine,
Flavanones O naringenine, Agrumes
R ériodictyol
OH
OH - -
O Daidzéine, . .
Isoflavones HO o s Soja, légumineuses
génistéine
OH
OH
o Monomeéres :
Catéchines, .
O I Cacao, thé ;
Flavanols gallocatéchines .
\ A pomme, fruits
o Polymeres :
proanthocyanidines
HO Cyanidine,
O élargonidine, Baies, fruits rouge,
Anthocyanes AL OH petargon . 9
. malvidine, vin rouge
HO o delphinidine

Figure 8: Structures des différentes classes des flavonoides (Oroian et Escrich2015).

c. Biosynthése des flavonoides

Tous les flavonoides possedent un méme squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3
(Crozier., 2006).

Leur biosynthése (Figure 10) se fait a partir d'un précurseur commun, la 4,2°,4°,6
tétrahydroxychalcone. Cette chalcone de couleur jaune est métabolisée sous I'action d'enzyme,
la chalcone isomérase, en flavanone (1) : naringénine. C'est sur cette derniere qu'agit ensuite
la flavone synthase ou la (2S)-flavanone-3- hydroxylase pour donner la formation de la
(2R, 3R)-dihydrokaempférol,

flavone (2)

respectivement.

apigenine ou

le dihydroflavonol (3)
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Les deux enzymes fonctionnent differemment, la premiere introduit la double liaison entre
les carbones C-2 et C-3, tandis que la deuxiéme catalyse I’ hydroxylation du carbone C-3. Le
dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-réductase, se
meétabolise en flavonol (4) : kaempférol ou en flavan-3,4-diol (5) : leucoanthocyanidol,
respectivement. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3-ols (6) et anthocyanidols (7)
(Figure 10). Cependant, les étapes ultimes de leur formation ne sont pas encore élucidées.

Le pélargonidol (7), sous laction de la 3-O-glycosyltransférase, se transforme en
anthocyanoside (8) : pélargonidol-3-glucoside (Figure 10). Les composés de chaque sous-
classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants (groupements
hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B et la chaine en C3

intermédiaire.

A Tl'etat naturel, on trouve tres souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une ou
plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylées. La partie du flavonoide autre

que le sucre est appelée aglycone.

<
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4,2, 4", 6 ~tétrahydroaxychalconea 4,2 4~ trihydroxyaurone

chalcone-isomerase

OH O
(1) flavanone : naringénine (2) flavone : apigénine

[ |25 flavanone-3-hydroxylose
OH

OH
@’ HO
Ho - flavonol-synthase

H

oH O
oH O

() ditydrolavonal{ 2R, 3R)-difydrokaemplférod (#)favonol: kaermpférol

dihydroflavonol-4-réductase

Hﬂm~©m oW

L OH
OH O
(5) Ravan-3,4-diol:leucoanthocyanidal (G)flavan-3-ol:afzéléchal
l o H
. +
H HO O
F-O-glucosyl- transférase
O -
(Tlanthocyanidol: pélargonidal (Blanthocyanoside: pelargonidol-I- O-glucoside

Figure 10 : La biosynthése des flavonoides (Bruneton., 1999).
C. Tanins
Ce sont des molécules polyphénoliques hydrosolubles, qui correspondant en deux classes: les

tanins hydrolysables et les tannins condensés.
» Tannins hydrolysables

Ce sont des hétéro-polymeéres dont I’hydrolyse chimique ou enzymatique libére autre

molécule de glucose, de ’acide gallique « cas de gallotannins » (Merghem., 2009).

» Tannins condensées (Tannins vrais ou tannoides)
Ils résultent de la condensation de molécules élémentaires de type flavane-3-ol « catéchines »

ou flavane 3 — 4 diols « leuco — anthocyandines ». Les liaisons formées sont de type carbone-
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carbone ce qui rend ces molécules difficilement hydrolysables. Les tannins condensés sont
également appelés proanthocyandines ; en effet leur oxydation en milieu alcool-acide a chaud
entraine la formation de pigment anthocyaniques tels que cyanidine et delphinidine. C’est
certainement ce type de molécules qui est dotée de propriétés remarquables chez les plantes
qui en sont pourvues (Merghem., 2009).

1.4 Role et intérét des composes phénoliques

- Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la
plante (régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains microorganismes
symbiotiques) dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et
physique.

- lls possédent plusieurs proprietés biologiques dans I’organisme sont citées dans le
(Tableau?).

Tableau 2: Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans 1’organisme (Muanda., 2010).

Polyphénols Activités biologiques
Acides phénols Antibactériennes, antiulcéreuses, antiparasitaires antifongiques,
(cinnamiques antioxydants

et benzoigues)

Flavonoides Antitumorales, antiparasitaires, vaso, dilatoires, antibactériennes, anti
carcinogenes, anti-inflammatoires, analgésiques, hypotenseurs, antivirales,
diurétiques, ostéogene, antioxydantes, anti-atherogeniques,

antithrombotique, antiallergique

Tannins Antioxydantes
Saponines Antitumorale, anticancérigene, ...
Phytostérols Agent de protection contre I’hormone dépendant du cancer de colons

<






Chapitre 3 : Activités biologiques des plantes médicinales Revue Bibliographique

1. Stress oxydant

Stress oxydant est une situation ou la cellule ne contréle plus la présence excessive de
radicaux oxygénés toxique, situation que les chercheurs impliquent dans la plupart des
maladies humaines (Favier., 2003).

1.1. Origine du stress oxydatif
On distingue deux types de production des radicaux libres: production endogéne et production
exogéne (Bendif., 2017).

v Production endogéne : des fuites d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la
mitochondrie (Aurausseau., 2002) . des processus inflammatoires produits par les
cellules phagocytaires activées (Milan., 2004, Van Antwerpen., 2006).

v" Production exogene : d’exposition a des agressions de I’environnement, comme, la

pollution, les UV et le rayonnement... (Tamer., 2003).

1.2. Radicaux libres dans le systéme biologique

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomes ou molécules possédant un ou plusieurs
électrons non apparies (électron célibataire). La tendance des électrons non apparies a interagir
avec les autres molécules ou atomes voisins pour former des liaisons covalentes procure aux
radicaux libres une trés grande instabilité (Cheesman et al ., 1993) .

A des concentrations physiologiques, les radicaux libres jouent des réles dans la signalisation,
la migration et la différentiation cellulaire mais a des concentrations plus élevées, qu’ils

induisent la mort cellulaire et I'apoptose (Salido et Rosado., 2009; Ziech et al., 2010).

1.3. Difféerents types des radicaux libres

Les différents types des radicaux libres sont résumées dans le (tableau 3)

Tableau 3 : Différents types des éspéces réactives (Gutowski et Kowalczyk., 2013).

Espéce radicalaires Espéce non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anio superoxyde 02" Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO Oxygéne singulet 0))
Radical alkoxyle RO’ Pyroxyde d’hydrogéne | H20:
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ peroxynitrite ONOO

o
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1.3.1. Especes réactives de ’oxygene (ROS)

L’oxygene (O2) est un élément essentiel pour des processus de la vie en aérobiose.
Cependant, environ 5 % ou plus de 'O inhalé est converti en espéces réactives de I'oxygene
(ROS). Il sont des médiateurs importants de la signalisation pendant divers processus
biologique (Zhou et al., 2013).

1.3.2. Espéces réactives de I’azote (RNS)

RNS est produit de maniere endogéne a partir de L’arginine, de l'oxygéne et du NADPH
(Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) par plusieurs enzymes d’oxyde nitrique
synthase (NOS) en réponse a un certain nombre de stimulus physiologiques. Le NO"est une
espéce tres réactives, il est impliqué dans le reglement d'un certain nombre de fonctions : la
tension artérielle, phagocytes et D’activité antimicrobienne, homéostasie endothéliale et
neuronale, adhérence de plaquette et de leucocyte et I’induction de I’apoptose (Marco.,
2013).

1.4. Origine de production des radicaux libres

Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme normal.
Cette production augmente en rapport avec I’¢élévation de la consommation d’oxygene
(Gauche et Hausswirth., 2006). On distingue deux types de production des radicaux libres:

production endogéne et production exogéne (Bendif., 2017).

v" Production endogene : des fuites d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la
mitochondrie (Aurausseau., 2002). des processus inflammatoires produits par les
cellules phagocytaires activées (Milan., 2004, Van Antwerpen., 2006). du systeme
xanthine déshydrogénase/ oxydase activé lors d’ischémie-reperfusion (Li et al., 2002,
Valko et al., 2004, Valko et al., 2006).

v" Production exogéne : d’exposition a des agressions de I’environnement, comme les
agents infectieux, la pollution, les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement (Tamer.,
2003).

=
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1.5. Roéle pathologique des radicaux libres

Les especes activées de 1’oxygene de part leur structure électronique instable peuvent
attaquer les composants cellulaires et les molécules biologiques (protéines, les lipides,
glucides et 1’ADN) sont sujettes a I’attaque radicalaire, provoquant ainsi un
dysfonctionnement dans les activités vitales des cellules a I’origine du développement de

diverses pathologies (Mohammedi Z., 2013).

2. Antioxydants

2.1. Généralité

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable et capable de retenir ou inhiber 1’oxydation de
ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites

molécules hydro- ou liposolubles (Cano et al., 2007) .
2.2. Modes d’action des antioxydants

Le mode d’action d’un antioxydant peut comprendre le piégeage direct des ERO, I’inhibition
des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la production d’ERO
(Halliwell., 1996). Dans I’organisme, il existe plusicurs types de molécules a activité

antioxydant dont les mécanismes d’action sont différents:
2.2.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques représentent la composante la plus importante des systemes
de défenses cellulaires contre les attaques oxydatives.
2.2.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
La Superoxyde dismutase (SOD) réagit contre les produits toxiques de métabolisme cellulaire
et catalyse la dismutation d’O2 " en H20. (Equation (1)) (Papa et al., 2014). Cette enzyme
associée a des cofacteurs métallique: ions de cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD) c’est une forme
cytosolique et nucléaire, manganese (Mn-SOD) c’est une forme mitochondriale et une forme
extracellulaire (EC-SOD) (Peng et al., 2014) .

H202+0; ¢- = O + OH + HO® 1)

&
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2.2.1.2. Catalase (CAT)
La catalase est une enzyme qui catalyse la transformation d” H>O2 en H.O et oxygéne
moléculaire (Equation (2)) (Bonnefont et Collin., 2010). Il se trouve dans les hématies et
dans les peroxysomes de nombreux tissus et cellules (Tokarz et al., 2014) .

2H0, =2H,0+0;  (2)

2.2.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la
dismutation d’H20> en H»0 et O et la réduction de divers hydroperoxydes lipidiques. Lors de
cette réaction (Equation 3), deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en
glutathion disulfure (GSSG) (Jacquot., 2013). Le GSSG ainsi produit est a nouveau réduit
par la glutathion réductase (GR) utilisant le NADPH comme donneur d’¢lectron (Equation 4)
(Foyer et al., 2008 , Lonn et al., 2012) . Ces deux enzymes sont localises dans le cytosol et
dans les mitochondries (Sorg., 2004) .

ROOH + 2 GSH = ROH + GSSG + H.O  (3)

H>02 + 2 GSH = H,0 + GSSG 4)

2.2.2. Antioxydants non enzymatiques

2.2.2.1. Systéeme antioxydants endogénes

Ces systémes antioxydants incluent la bilirubine, I’acide urique et de nombreux thiols dont la
majoritaire est le glutathion (GSH).

Le GSH joue son role d’antioxydant en tant que substrat d’enzymes antioxydant tell que les
glutathion peroxydase (GPx). En effet, le glutathion prévient I’oxydation des groupements
thiols par le biais de son pouvoir réducteur. Il peut également chélater les ions cuivreux Cu™ et
limiter ainsi leur participation a la réaction de Fenton. IL est directement impliqué dans la
réparation des atteintes oxydatives de I’ADN (Thérond et Denis., 2005) .

2.2.2.2. Systémes antioxydants exogénes
A. Vitamines
Parmi lesquelles :

e Vitamine C (Vit C) (figure 11) : est un puissant réducteur qui joue un réle important dans
la régénération de la vitamine E (figure 12) (Mohammedi., 213) et empéche 1’oxydation des
lipoprotéines de basse densité (LDL) produites par divers systéemes générateurs des ROS

(neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase) (Limbach et
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Guilland, 2007). La Vit C est localisé dans le cytosol et le fluide extracellulaire, elle capte
directement I’O2 " et ’OH"™ (Comhair et Erzurum., 2002, Peng et al., 2014) .

HOH,C(HOHC O 0

CEL OH

Figure 11 : L’acide ascorbique.

CH3
HO
Tocopherol (TOH)
/ \_\ y > Radical ascorbyl
l‘ {ladlcal |l|)|dl(|lle) < l/ )
R:H (AGPI) /4 \ "
== \\_7 Acide ascorbique (AHp)

Radical tocophéryle (TC')

Figure 12 : Régénération de la vitamine E via ’action de la vitamine C lors de la peroxydation
lipidigue (Mohammedi., 2013) .

e Vitamine E ou tocophérol : Les quatre isoméres de tocophérol, o, B, v et 8, ont une
activité antioxydante variable (Limbach et Guilland., 2007). Mais la forme la plus active
c’est a, elle est liposoluble et se fixe a la membrane cellulaire et inhibe la chaine des réactions
de peroxydation des lipides en capturant un radical lipidique peroxyle (LOO").

Elle devient a son tour un radical moins actif que le LOO" et pourra alors étre pris en charge
par une autre molécule antioxydante (Evans., 2000). Elle est présente dans les huiles
végétales, les noix, les amandes, les graines, le lait, les ceufs et les légumes a feuilles vertes

(Ahmet., 2003) .
B. Composés phénoliques

En particulier les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes. Leur capacité
antioxydantes réside dans leurs faculté a «terminer » les chaine radicalaires par des
mécanismes de transfert d’électron, de proton, la chélater des ions des métaux de transition et

aussi capable de catalyser la peroxydation lipidique (Leopoldini et al., 2011) .

&
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2.3. Différentes localisations cellulaires des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles selon leurs
caracteristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire préférentielle
(Figure 12), les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol et/ou le

milieu extracellulaire pour les substances hydrosolubles (Pastre, 2005).

mmm Nutriments antioxydants
I Enzymes antioxydants

Caroténoides

Vitamine € ot E
+ caroténoides

Vitamine E

Cu/In
560
Catalase
. Vitamine E
[ Mgt
{,vnk_wuuv.{ X Mn SOD
n
. Glurathion
péroxydase

Vitamine £

Figure 13 : Sites d’action des nutriments et des enzymes antioxydantes (Pastre., 2005).

. ologiaue
peseauiiore P2
Enzymes antioxydantes
) Cofacteurs : Zn, Se
E}Syzfgr?stigénagzrgghﬂié% Vitamine C (alimentation)
Metaux lourds : Fe, Cu Antioxydant
Facteurs environnementaux
Oxydant
Balance du
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Figure 14 : Balance radicaux libres/ antioxydants
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3. Activité enzymatique

3.1. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neuro-dégénérative progressive et
irréversible du systéme nerveux centrale. Elle va détruire petit a petit les neurones de
I’hippocampe qui geérent la mémoire, puis ceux qui sont impliqués dans toutes les autres
fonctions cognitives (le langage, 1’émotion, le raisonnement, l'intelligence...) (Delacourte.,
2005).

Cette pathologie dont I’étiologie n’est toujours pas connue, est caractéris¢ par des I€sions
histopathologiques bien précises qui sont les plaques séniles (dues a 1’accumulation du
peptide B-amyloide) et les dégénérescences neurofibrillaires (dues a | hyperphosphorylation
de la protéine tau) et qui sont associées a une perte neuronale avec atrophie corticale. Ces
Iésions touchent principalement les voies cholinergiques ce qui va entraine une diminution de
I’acétylcholine.ce dernier est un neurotransmetteur qui joue un réle important dans le systeme
nerveux central, ou il est impliqué dans la mémoire et l'apprentissage. La MA survient
tardivement dans la vie, a I’exception de rares cas d’apparition précoce dus a la présence de

mutations génétiques familiales. (Derouesné et Selmés., 2005) .
3.2. Cibles thérapeutique de I’Alzheimer

Les traitements spécifiques prescrits a ce jour dans le cadre de la maladie d’Alzheimer sont

des traitements symptomatiques qui ciblent directement 1’acétylcholinestérase et le récepteur

de glutamate (NMDA).
3. 3. Acétylcholinestérase cible de traitement

L’acétylcholinestérase (AChE) : une protéine exprimée dans le systéme nerveux et sanguin
des eucaryotes appartienne a une famille d’enzyme qui catalyse [’hydrolyse du
neurotransmetteur acétylcholine (ACh) en choline et en acide acétique, située principalement
dans la fente synaptique.

Le principal réle biologique de I’acétylcholinestérase est la régulation de la transmission de
I’influx nerveux en assurant 1’hydrolyse rapide de I’acétylcholine au niveau des synapses
cholinergiques centrales et périphériques, a fin de permettre aux neurones cholinergiques de
revenir a l'état de repos apres leur activation par des influx nerveux (Anglaiset
Webster.,2011). Chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer, la concentration
d’acétylcholine est diminuée, ce qui explique les troubles cognitifs observés. La solution pour
augmenter le taux d’acétylcholine au niveau synaptique consiste alors a diminuer sa

dégradation, ceci en inhibant I’action de 1’acétylcholinestérase (Nourhashémi., 2006).

&
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Ce travail a été réalis¢ au niveau de laboratoire d’analyses et control qualités
physicochimiques et laboratoire d’analyses biochimiques dans le Centre de Recherche en
Biotechnologie (CRBT) puis laboratoire de biochimie dans 1'université des Fréres Mentouri,

Constantine 1, Algérie.

. Matériel

1. Matériel végétale

Nous avons utilisés la partie aérienne (fleurs) de Paronychia argentea.L qu’a été récolté au
stade de floraison (Février 2019) de la région montagneuse Terfana de 1’agglomération El-
Hambli (Constantine) (figure 14) sécher a température ambiante dans un endroit sec pendant

quelque jours jusqu'au moment de préparation des extraits.

Figure 14 : Paronychia argentea.L prises en période de floraison (Février 2019).

* (A) la partie aérienne
*(B) la plante entiere

*(C) les fleurs aprés le séchage.

2. Réactifs chimiques et solvants

Dans cette étude nous avons utilisée : methanol, éther de pétrole, chloroforme, acétate
d’éthyle, n-butanol comme solvant et les réactifs chimiques : K2S;0s, ABTS , C2HsOH, a-
Tocopherol, DPPH, BHA, BHT, CisH100s, C2H7NO2, Neocupronine, Galvinoxyle, C12HsNz,
FeCls, TCA, KsFe(CN)s, phosphate buffer, Eau distillée, DMSO, NBT, NaOH, AI(NOs)s,
CH3COOK, FCR, Na2COs C7HsOs CuClz, NaHPOs, NaHCOs, NaOH, ACI, AChE,
C17H21NOs,

3. Appareils utilisés
Bain ultrasonique — Evaporateur rotatif de type Buchi R-200 — Ultrason de type Vibra Cell —

Micropipette — Balance de précision — Lecteur de microplaque - Bain marie — Etuve.
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I1.Méthodes

1. Préparation des extraits végétal
Dans notre étude, I’extraction est effectuée par deux méthodes: I’extraction solide - liquide et

I’extraction liquide — liquide.

1.1. Extraction solide-liquide

Cette technique est effectuée par deux méthodes :

a) Extraction par macération (EAM)
La macération est une technique d’extraction la plus simple, elle consiste en la mise en
contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation qui permet d’extraire

certains espéces chimiques d’intérét.

b) Extraction par ultrasons (EAU)
EAU est une technique peu onéreuse, utilisable avec n‘importe quel type de solvant et simple
a mettre en place. En effet, 1‘extraction peut étre réalisée de maniere treés simple en utilisant
un bain a ultra-sons, ce qui par-ailleurs permet d‘effectuer plusieurs extractions
simultanément ou via une sonde ultrasonore combinée a un agitateur (VINATORU et al.,
1997).

» Protocol d’extraction solide-liquide

On met 150g de poudre végétale avec 1.5 L de systeme solvant (70% méthanol et 30% eau
distillée) puis on le met dans ultrason (VIBRO-CELL) pendant 1h. Ensuite on laisse cette
solution en macération pendant 24 h a température ambiante. Apres filtration, Chaque étape
d’extraction est refaire trois fois avec renouvellement du solvant.

A la fin de I’extraction, I’extrait hydro-méthanolique (EHMet) a été concentré sous vide au
I’évaporateur rotatif (BUCHI) a la température 40°C, Puis cette extrait a été séché a I’air libre
dans des boites de pétrie. L’extrait réalisé est ensuite stocké a température -4°C jusqu’a leur

utilisation (Figure 15).

-
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—— X
A

Ultrason Maceération Filtration

Extrait brut Evaporation

Figure 15 : Préparation de I’extrait méthanolique par macération et ultrason.

1.2. Extraction liquide-liquide

L’extrait méthanolique obtenu par 1’extraction solide — liquide est soumis a une deuxiéme
extraction de type liquide - liquide a fin de pouvoir séparer les métabolites secondaires selon

leurs polarités. Dans ce cas, nous avons utilise: 1’éther de pétrole, le chloroforme, I’acétate

d’éthyle et le n-butanol, toutes les étapes d’extraction sont résumées dans la (figure 16).

Apres, cette étape on a obtenu respectivement des fractions a différentes polarités (EEth, ECh,

EAc, EBuU, EAq et EMé) (figure 16).
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2. Rendement d’extraction

Figure 16 : Différentes étapes d’extraction liquide — liquide.

Le rendement est la quantité d’extrait obtenu a partir de la poudre végétale. Il est exprimé en

pourcentage ou en unité. En pratique, il est déterminé par le rapport du poids de I’extrait sec

aprés évaporation sur le poids de la poudre de matiére végétale seche utilisée pour

I’extraction, multiplié par 100. Ceci traduit par la formule suivante:
Rd = (m x 100) /M

(Rd: rendement d’extraction en pourcentage, m: masse en gramme de 1’extrait sec, M : masse

en gramme de la poudre de drogue) (Gnahoué et al.,2015).
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3. Screening phytochimique

Ce sont des analyses qualitatives qui permettent de déterminer les différents groupes
chimiques contenus dans un organe vegetal et elles sont des réactions physicochimiques qui
permettent de définir la présence ou non des métabolites secondaires.

3.1. Alcaloides

Test d’alcaloide ou test de Mayer : I’extrait est repris dans quelques ml d’HCL 50%. La
formation d’un précipité jaune, apres 1’ajout de quelques gouttes du réactifs de Mayer,
témoigne la présence d’alcaloides, ce test est fondé sur la capacité qu’on les alcaloides a se

combiner avec les métaux lourds (Dohou et al., 2003).

3.2. Tanins condensés
Un aliquote d’extrait repris dans 2ml d’eau distillée et ajouter quelques gouttes d’HCI
concentre, le tout est chauffé au bain marie bouillant. La formation d’un précipité rouge

indique un test positif (Yves-Alain et al., 2007).

3.3. Stéroides
Les steroides sont mis en évidence par dissoudre chaque extrait dans 1 ml de chloroforme et
ajouter 1 ml d’acide sulfurique concentré. Le test positif est révélé par I’apparition d’une

couche supérieure de couleur rouge (Trease & Evans., 1978).

3.4. Quinones libres

On mélange 2 ml d’extrait avec quelques gouttes de NaOH (1/10). L’apparition d’une couleur

jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres (Najja et al., 2011).

3.5. Flavonoides

La présence ou I’absence des flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par un
test simple et rapide. On met quelques gouttes de HCI concentré (2N) et 0.5 g de Mg dans 5
ml de D’extrait et laisse agir 3 min. La coloration rose-rouge ou jaune, aprés 3 min
d’incubation a température ambiante, indique la présence des flavonoides (Karumi et al.,
2004).

3.6. Flavonoides glycosides
On mélange 2 ml de I’extrait dilué dans le méthanol avec 1 ml d’hydroxyde de potassium
(KOH) a 1%. L’apparition d’une couleur jaune, révele la présence des flavonoides glycosides

(Igbal et al., 2011).

-
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3.7. Sucres réducteurs

5 ml de liqueur de Fehling est ajouté a 5 ml de I’extrait. La formation d’un précipité rouge
brique aprés 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction positive (Yves
Alain et al., 2007).

3.8. Saponines
La détection des saponines est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 1 ml de I’extrait. Par la
suite, cette solution est fortement agitée. Apres 15 min de repos, la détection des saponines se

traduit par la persistance d’une mousse d’eau moins 1 cm aprés les 15 min (Dohou et al.,

2003, Koffiet et al., 2009).

3.9. Anthocyanines
On mélange 5ml d’extrait avec 4ml d’hydroxyle d’ammoniac (NH4OH) concentré (30%).

L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des anthocyanines (Bidie et al.,

2011).

4. Analyse quantitative des composees phénoliques

4.1. Dosage de polyphénols totaux
Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréductions, le réactif de Folin-Ciocalteu
(FCR) de couleur jaune, est utilisé comme oxydant. Lors de I’oxydation des polyphénols, le
Folin est réduit en un mélange bleu d’oxyde de tungsténe et de molybdéne et ¢a en présence
de carbonate de sodium. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle aux taux des
polyphénols présents dans les extraits (Ribereau-Gayon., 1968).

» Protocole
Un volume de 20 pl d’extrait de plante (Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un
volume de 1 ml de Méthanol) avec 100ul de FCR dilué (1:10) et 75 ul de carbonate de
sodium. Le mélange a été incubé a température ambiante a 1’obscurité pendant 2h et
I’absorbance est lue a 765 nm par un lecteur des microplaques. Un blanc d’échantillon est
préparé en remplacant les réactifs par le méthanol (50ul extrait + 150ul méthanol). L’acide
gallique est utilisé comme standard de référence. Les résultats sont exprimés en microgramme
d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait) (Muller et al.,
2010).

0
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4.2. Dosage de Flavonoides

Les flavonoides possedent un groupement OH libre en position 5 susceptible de donner en
présence de chlorure d’aluminium (AICl3) un complexe jauntre par chélation de 1’ion AL®",
la coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans
I’extrait ( Ribereau Gayon., 1968).

> Protocole

La teneur en flavonoide des extraits a été déterminée selon la méthode de Topcu et al en
2007. Un volume de 50ul d’extrait sont ajoutés a un mélange de 130 pl méthanol + 10 ul de la
solution 1(potassium acétate (CH3COOK)) + 10ul de solution 2 (nitrate d’aluminium) + ce
mélange est incubé durant 40 min, I’absorbance est mesurée a 415 nm par un lecteur des
microplaques. Les résultats sont exprimes en milligrammes équivalents de quercétine ou de
rutine par grammes d’extrait (mg EQ / g).

*(S1) : 9.80 g de CH3COOK 1 M dans 100 ml d’eau distillé.

*(S2) : Une masse de 1 milligramme d’extrait de plante est dissoute dans un volume de 1 ml de

méthanol pour obtenir la solution.
5. Activités biologiques

5.1. Activités antioxydantes

L’¢évaluation de I’activité antioxydante d’un produit peut se réaliser selon plusieurs méthodes.

Au cours de cette étude nous avons choisi les tests suivants :

5.1.1. Capacite de piégeage du radical libre DPPH

Le test DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyle) a été utilisé par Blois en 1958, ce test
consiste en la réduction d’une solution alcoolique de I’espéce radicalaire DPPH (radical
chromogene stable avec une profondeur couleur violet) en présence d’un antioxydant donneur
d’hydrogene (AH), qui aboutit a la formation d’une forme non radicalaire DPPH-H
(Figure 17). En effet, la présence des radicaux DPPH-H donne une coloration jaune a la
solution (Zhong., 2015).

L’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation suivante :
% d’inhibition de radical DPPH = [(Abs contrdle - Abs Extrait)/Abs contréle] x100

La valeur d’IC 50 a été déduite a partir des résultats obtenus, dont 50% des radicaux libres ont

été piégés. Une faible valeur de I’'IC50 indique une forte capacité a neutraliser le radical libre

DPPH.

-
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NO, NO,
OoN N—0N + AH — O;N H_N +A
DPPH"* — DPPH-H

Figure 17 : Mécanisme d’action de DPPH.

» Protocole
L’activité antioxydant des extraits (méthanolique, éther de pétrole, chloroforme, acétate
d’éthyle et n-butanol) étaient évalués en prenant 40ul de chaque extrait + 160ul de DPPH.
Toutes les expériences ont été répétées 3 fois dans une microplaque de 96 puis. L'absorbance
a eté mesurée par un lecteur des microplaques a 517 nm aprés 30 min d’incubation dans

l'obscurité a température ambiante.

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

Test de la capacité antioxydant par réduction de cuivre (CUPRAC) est basée sur le suivie de
la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc), cuivre (Cu?*) [Ncz-
Cu?*] (Figure 18) .En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—

néocuproine est réduit (Apak et al., 2004).

oy, LT Yo | + AOX g | el [T et “on; | + oxidized AOX+H*
"“‘-'i\_ Vi ™, o H 3C_~__ IV N -'__CHz
:r \.- : \2—(;: y)
_J,.-"
Figurel8 : Réaction du CUPRAC
» Protocole

cette méthode était évaluée en prenant 40 pl extrait + 60 pl (S1) + 50 ul (S3) +50 pl (S2) +
attendre 1 heure + lecture des absorbances a 450nm (Apak et al., 2004).

*(S1): 1,927 g Acetate d’ammonium (ACNH4) + 25 ml (H20) formation d’une solution
transparent (PH=7.0).
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*(S2): 0,042625 g chlorure de cuivre (Cu C12, 2H20) + 25 ml (H20) formation d’une
solution bleu.
*(S3): 0,039 g (Neocupronin) + 25 ml (EtOH)

5.1.3. Capacité de réduire I’ion ferrique (pouvoir réducteur)

Le pouvoir réducteur du fer a la présence des antioxydants dans les extraits provoque la
réduction de fer (Fe**) complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, (Fe?*) peut
étre évalué en mesurant I’augmentation de la densité de la couleur bleu vert et I’augmentation

de I’absorbance dans le milieu réactionnel (Oyaizu., 1986).

» Protocole
Dans une microplaque contenant 10 pl de solution d’échantillon a différentes concentrations,
+ 40 pl phosphate buffer (pH 6.6)+ 50 ul potassium ferricyanide (KsFe(CN)s) (1%) + incubé
a 50°C pendant 20min +50 ul tri-chloroaceticacid (TCA) (10%) + 40 pl H,O + 10 pl
ferricchloride (FeCls) (0.1%) +lecture a 700 nm.

5.1.4. Capacite piégeage du radical-cation ABTS™

L’activité antiradicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la réduction du
radical ABTS". Ce radical cationique est oxydée en présence de persulfate de potassium
(K2S20s) pour donner une solution colorée en vert-bleue (Prouillac, 2006). En présence d’un
antioxydant entraine la réduction de ce radical et une diminution de I’absorbance. Cette
diminution dépend de I’activité antioxydant des composés testés, du temps et de la
concentration (Re et al., 1999).

Le pouvoir anti-radicalaire de I’extrait est exprimé en pourcentage d’inhibition du radical

ABTS" :
% d’inhibition du radical ABTS= ((Abs Controle — Abs Extrait) / Abs Controle) x100

> Protocole
160 pl (ABTS") + 40 pl (extrait) + attendre 10 mn + lecture a 734 nm (Re et al., 1999).

5.1.5. Activité de radical Galvinoxyl (GOR)

Galvinoxyl est un radical phénoxy stable ayant un pic d'absorption élevé a 428 nm. En présence
des composés phénoliques ou d'autres antioxydants, il est réduit par transfert d'électron ou
d'atome d'hydrogene en phénol incolore a la place de la couleur jaune (Shi H et al., 2001),
comme indiqué dans la réaction :

G+IH GH +1
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Ou: G (représente le galvinoxyl); GH : (galvinoxyle réduit); IH :(donneur d'hydrogéne
piégeur de radicaux libres) et I :(radical correspondant de 1H).

Nous pouvons déterminer la quantité d’hydrogéne actif dans la réaction avec galvinoxyl par la
diminution de I'absorbance de galvinox.

Le pourcentage d’inhibition du radical Galvinoxyl est estimé selon 1’équation suivante:
% d’inhibition du Galvinoxyl = ((Abs Contrdle — Abs Extrait) / Abs Controle) x100

» Protocole
40 pl (extrait) + 160 pl (0,1mM Galvinoxyl) (4 mg dans 100 ml MeOH) + incubation 120 mn
+ lecture 428 nm (Shi H et al., 2001).

5.1.6. Activité de Phenontroline

La méthode phénanthroline était basée sur la réduction de Fe3* en Fe?" par un antioxydant.
L'ion Fe?*formé a ensuite réagi avec l'ortho-phénanthroline pour former un complexe rouge-
orang (Yefrida et al., 2018).

» Protocole
Le test de Phenanthroline est déterminée par la méthode de (Szydlowska et al., 2008) avec
des volumes ajustés pour une manipulation sur microplaque de 96 puits. Pour cela, On met 10
pl d’extrait + 50 pl FeCls (0.2%) + 30 pl Phenanthroline (0.5%) + 110pl MeOH+ incubation

a I’obscurité pendant 20 min a 30°C + lecture a 510 nm. Le BHT est utilis¢ comme standard.

5.1.7. Test de I’activité scavenger du radical 02" (DMSO alcalin)

Dans ce procéde, le radical superoxyde (0O27) est engendré par I’addition d’hydroxyde de
sodium (NaOH) a I’air saturé¢ de DMSO. Le superoxyde généré reste stable en solution est
réduit tétrazolium nitrobleu (NBT) de couleur jaune en formazan de couleur pourpre Ainsi, un
composé antioxydant capable de capturer ’anion superoxyde empéchera la formation du bleu

de formazan et la solution restera jaune (Rao et Kunchandy., 1990).

Contrairement aux tests précédents (ABTS, DPPH), le pourcentage d’inhibition du radical

superoxyde est calculé selon cette formule :

% d’inhibition du DMSO alcalin= [(Abs Extrait — Abs Contréle) / Abs Extrait] x 100
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» Protocole
L’activité Superoxyde DMSO alcalin est déterminée par la méthode établie par (Rao et
Kunchandy., 1990). On mélange 40 ul extrait + 130 pl DMSO alcalin + 30 ul NBT +lecture a
560 nm (Rao et Kunchandy., 1990).

5.2. Activités enzymatiques

5.2.1. Activité Anti-Alzheimer (anti acétylcholinestérase)

L’acétylcholinestérase (AChE) est I’enzyme responsable d’hydrolyse le substrat
d’acétylcholine (ATCI) en acide acétique et thiocholine qui réagi avec DTNB pour donné des
produit de réaction coloré en jaune, les inhibiteurs de cette enzyme sont utilisés pour diminuer
la métabolisation d’ATCI et diminuer les symptomes de la maladie d’ Alzheimer.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon 1’équation suivante:

% d’inhibition d’AChE = ((Abs Controle — Abs Extrait) / Abs Controle) x100

O O
X GHa AChE H .
HiC S/FN—CH;;—, ™ o sH
CHa, Hy H, H3C OH
Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acide acétique
HOOC COOH
onye-a e
DTNB
HOOC | COOH
N.
O:NOS\S/\/ I ~_ * HS NO,
Mélange disulphide Jaune Acide-5-thio 2-nitrobenzoique (TNB)
Figure 19 : Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman (AChE).
> Protocole

Cette méthode est déterminée par la méthode d’Ellman en 1961 (Figurel9), avec une
modification légére de la méthode spectrophotométrique.

On met 150 pl de tampon phosphate de sodium (100Mm, pH 8,0) + 10 ul des solutions des
échantillons et un volume de 20 pl I’AChE a été mélangé et incubé pendant 15 min a 25 ° C +
10 pul de DTNB (0,5 mM), la réaction a été initiée par 1’addition de 20 ul I’iodure
d’acétylthiocholine (0,71 mM), la premiére lecture pour 0 min la deuxieme lecture apres 15

min d’incubation a un longueur d’onde 412 nm (Ellman., 1961).
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*L’iodure d’acétylthiocholine a été¢ employé comme substrat.

*Le DTNB [5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique)] a été utilisé pour la mesure de l'activité du
cholinestérase.

*L'éthanol a été utilisé comme solvant pour dissoudre les composés d'essai et les controles.

=



O gttt o corasion




Chapitre 2 : Résultats & Discussion Partie Pratique

1. Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction ont été calculés pour les 6 fractions (Tableau 4).

Tableau 4 : Rendement d’extraction et les caractéres de chaque extrait

Extraits Masse (g) | Aspect Couleur Rendement %
EEth 0.28 Pate collante Vert Foncé 0.187
ECh 0.26 Pateux Vert clair 0.173
EAC 0.76 Pateux Marron 0.507
EBu 1.09 Pate solide | Marron jaunatre 0.727
EAq 1.9 Pate collante Marron 1.267
EMé 1.36 Pateux Marron 0.907

Les résultats obtenus montrent une variabilité des rendements entre les six extraits. L’EAq
représente le rendement le plus élevé 1.267 %, suivi par I’EMé, ’EBu et I’EAc qui ont les
valeurs de 0.907 %; 0.727 % ; 0.507 % respectivement.

Alors que I’EEth et I'ECh possedent les rendements les plus bas 0.187 % ; 0.173 %
respectivement.

Par comparaison, nos résultats de ’EAq et ’EM¢ sont tres faible par rapport aux résultats
d’¢étude de Mohammedi en 2013, cette variabilité revient a des différents facteurs tels que la
quantité de la matiere séche utilisée dans I’extraction et la méthode d’extraction, alors que le
rendement d’ECh et ’EAc trouvé par Adjaj dans leur étude en 2016 avec des valeurs : 0.212

%, 0.786 % successivement qui sont tres proches a nos résultats.
2. Screening phytochimique

Le screening est un analyse qualitative permet de mettre en évidence la présence de quelque

métabolite secondaire au niveau des tissus végétaux Paronychia argentea.L.

Les résultats obtenus sont présentés dans le (tableau 5) En fonction de la coloration du milieu

et de I’intensité du précipité.

-
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Tableau 5 : Résultats de criblage phytochimique dans les fleurs de Paronychia argentea.L.

Meétabolites +0u - Témoins Résultats interprétations
secondaires
1 +
2 + Apparition
d’un précipite
3 ++ jaune en
Alcaloides présence
4 | +++ important
dans les tubes
5 | 1ot 4eth
1 +
2 ++
Formation
Tanins 3 | +++ d’un précipite
condenseés rouge dans
4 ++ tous les tubes
sur tout le
5 " tube 3
1 -
2 - Apparition
d’une couche
Stéroides 3 + supérieure de
couleur rouge
4 - dans les tubes
3eth
5 ++
1 -
2 - Pas d’une
coloration
Quinones jaune, rouge
libres 3 - et violet dans
A . tous les tubes
5 -

E
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+++ Apparition
d’une
Flavonoides ++ coloration
rose rouge au
+4+ niveau des
tubes 2, 3et4
++
Flavonoides App’arltlon
glycosides ‘|1 une
it ~co oration
jaune dans la
4+ plus part des
tubes
+++
+++
Sucres +++ Formation
réducteurs d’un précipite
Tt rouge dans
tout les tubes
+++
+++
R Aucun
Anthocyani changement
nes - de couleur

E
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=0

Saponines

gl WD
1

*(1: ECh; 2: EAc; 3: EBuU; 4: EME; 5: EAQ)

*Les résultats phytochimiques sont classés comme suite :
e (+++): Réaction fortement positive.
e (++) : Réaction moyennement positive.
e (+) : Réaction faiblement positive.

e (-) : Reaction négative

Les resultats des tests de la caractérisation chimique (tableau 5), montrent que cette plante
contient :

Les alcaloides, les tanins condenseés et les sucres réducteurs qui sont observés dans tous les
extraits avec des intensités différentes ; les EBu, EMé et EAQ ont enregistré les meilleurs
résultats. Les tests phytochimiques réalisés par Al-Bakri et Afifi en 2007 et Mohammedi en
2013 ont montré également que les extraits méthanolique, acétate d’éthyle, butanolique et
aqueux des parties aeriennes de Paronychia argentea.L contiennent des flavonoides, des
polyphénols, des Terpénoides, des stéroides, Glycosides cardiotoniques, des Stérols et
triterpénes.

On remarque aussi la présence des stéroides, des flavonoides glycosides et des saponines dans
la plus part des extraits et la quantité la plus €¢levée s’apparait dans ’EBu.

D’autre part I’absence totale des quinones libres et des Anthocyanines a été révélé dans tous
les extraits de cette plante.

La richesse de ces extraits en composés chimiques actifs pourrait expliquer leurs utilisations

traditionnelles.
3. Analyse quantitative des composées phenoliqus

3.1. Dosage des polyphénols totaux
L’estimation du contenu en polyphénols totaux des différentes fractions de Paronychia
argentea.L a été faite par rapport a I’acide gallique. La courbe d’étalonnage est illustrée dans

la figure 20, et la teneur en phénols totaux est exprimée en mg équivalent acide gallique

£

CTRE T Iy Formation

- d’une mousse
4t =83 - dans un seul
tube (tube 3)
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(EAG) par g d’extrait. La formule de la régression linéaire de cette courbe est de y= 0.003x +
0.104 avec un coefficient de corrélation R?= 0,997.

0,90 -
0,80 -
y = 0,0034x +0,1044
0,70 - R2 = 0,9972

0,60 -
0,50 -
0,40 -

0,30 -

Absorbance (nm)

0,20 -

0,10 -

0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentration (ug/ml)

Figure 20 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Les résultats de teneur en polyphénols sont illustrés graphiquement dans la figure 21.

T

g 300 ; 264.33

<

w

@ 250

e EEth

S = 200 1

@ c HECh
+= -

235150 W EAC

g- e}

c 100 - EBu

[J]

(%]

5 50 - mEMé

2

2 0 EAq

EEth ECh EAC EBu EMé EAq
Extraits

Figure 21 : Teneur en polyphénols des différents extraits.
Les extraits des fleurs de Paronychia argentea.L posséde une teneur plus élevée en
polyphénols totaux et varie pour chague extrait.
Par ailleurs, ’EAc enregistre la teneur le plus élevée en polyphénols totaux de 264.33 +0.01
mg EAG/g d’extrait suivis par 'EM¢é qui donne une teneur proche a celle d’EAc avec

40

V
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214.33+0.01 mg EAG/g d’extrait, puis les extraits ECh, EBu, EAq et ’EEth (169.33+0.008
mg EAG/g d’extrait ; 144.33+0.008 mg EAG/g d’extrait ; 104.66% 0.012 mg EAG/g d’extrait
et 69+ 0.011 mg EAG/g d’extrait) respectivement.

Nos résultats sont en accord avec les résultats de Adjajd en 2016 (Taux en polyphénols :
217.463+0.87mg EAG/g d’extrait Méthanolique, 211.444+0.778 mg EAG/g d’extrait
Chloroformique et 225.796+0.796 mg EAG/g d’extrait d’acétate d’éthyle) et un peu proche
avec le travail de Tawaha et al en 2007 d’extrait aqueux et méthanolique.

3.2. Dosage de Flavonoides

La concentration des flavonoides dans chaque extrait a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage établie avec la quercétine (Figure 22) et exprimée en milligrammes équivalents
de quercétine par grammes d’extrait (mg EQ / g).

1,20 -

y = 0,0048x
1,00 - R%=0,997

Absorbance (nm)
o
D
o

0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentration (ug/ml)

Figure22: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Les résultats de teneur en flavonoides des différents extraits sont illustrés graphiquement dans

la figure 23
186.75

= 200 -
‘s
£ 180 -
Q
oo 160 -
§ 140 - EEth
oo
£ 120 99.5 mECh
w
[

100 -
:g 69 W EAC
S 80 -
% o | 425 50.25 EBu
= 33 W EMé
v 40 -
S EAq
2 20 -
([}
oo

EEth ECh EAc EBu EMé EAq
Extraits

Figure 23 : Teneur des flavonoides.

Les résultats du dosage des flavonoides totaux indiquent que I’EAc est plus riche en
flavonoides avec un teneur 186.75 +£0.024 mg EQ/g d’extrait puis I’ECh avec une teneur de
99.5 £0.01 mg EQ/g d’extrait, alors que ’EMé, ’EBu, I’EEth et ’EAq (69+0.005 mg EQ/g
d’extrait, 50.25+0.006 mg EQ/g d’extrait, 42.5 £0.001 mg EQ/g d’extrait, 33 £0.009 mg EQ/g
d’extrait) respectivement contiennent presque la moitié de quantité des flavonoides qui sont
trouvés dans ’EAc.

L’étude d’Adjaj en 2016 estime que les flavonoides totaux dans ’EAc sont trés proches a
notre teneur (194.193+8.622 mg EQ/g d’extrait), par contre I’ECh et ’EM¢é sont estimée a
38.621 mg EQ/g d’extrait et 13.349 mg EQ/g d’extrait respectivement sont tres faibles par
rapport a nos résultats.

D’autre part, Mohammedi en 2013 rapporte que 1’estimation des flavonoides totaux dans
I’EAc (21.90+2.059 mg EQ/g d’extrait), P’EBu (35.61+2.91 mg EQ/g d’extrait) et ’'EAq
(1.24+0.28 mg EQ/g d’extrait) des fleures de la plante sont tres faibles par rapport aux nos

résultats.
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4. Activités biologiques
4.1. Activités antioxydantes

4.1.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH

Les résultats obtenus ont permit de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition de chaque
extrait et des standards en fonction de leurs concentrations (les standards utilisés sont BHA et
BHT).

L’activité antioxydante est exprimée en 1Cso (ICsoest un paramétre qui définit la concentration
efficace d’extrait qui cause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH").

Les valeurs des ICso représentes en pg/ml et calculées graphiquement a partir des droites de
régression obtenus, plus la valeur de I'ICsp est petite plus I’extrait est considéré comme un

antioxydant puissant (Figure 24).

DPPH
—4—EEth
100,00
90,00 —#—ECh
80,00 —de—EAc
c
§ 70,00 > EBU
e
£ 60,00
Q =H=EMé
£ 50,00
£ ~0—EA
5 40,00 q
R 30,00 BHT
20,00 BHA
10,00
0,00
0 200 400 600 800 1000
concentrations (ug/ml)

Figure 24 : Courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH par différents extraits.

Les valeurs des 1Cso de chaque extrait ainsi que celle de BHT et BHA sont classés sous forme

d’histogramme (Figure 25).
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T 120 - EEth
= 105,04
= 101,040 ®ECh
E 100 - W EAC
% EBu
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—
2 e EAq
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\g 40 -
8
EO 20 -
@)
0
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Extraits

Figure 25 : Valeurs des 1Cso des différents extraits.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la
concentration d’échantillon jusqu'a réduction totale de DPPH et on révele que ’EMé, EEth et
I’EAq possedent une activité antiradicalaire dose dépendante vis-a-vis a la concentration

jusqu'a la saturation (reduction total des DPPH).

D’apres les résultats obtenus par la figure 25, les extraits EMé et EEth possedent les fractions
les plus actives avec 1Cso de 24.70+0.006pug/ ml et 27.974+0.023 pg/ ml puis 'EAq, I’EAc,
I’ECh et I’EBu avec des ICso de 41.47+0.011pg/ ml, 61.76+0.038ug/ ml, 101.04+0.014pug/
ml et 105.04+0.062ug/ ml respectivement.

Par comparaison des ICso avec les standards, on trouve que ’EMé, I’EEth possédent des
caractéristiques antioxydantes actives par contre les autres extraits sont moins actives. Par
exemple ’EM¢ et I’EEth représentent des ICso proche a celle de BHT (ICso= 22.32+1.19 pg/
ml) et deux fois inférieure a celle du BHA (1Cso=5.73£0.41 pg/ ml) alors que ’EAq est 2 fois
moins élevé par rapport au BHA et 1 fois inférieure a celle du BHT.

L’extrait qui présente une forte activité antioxydante possede une teneur éléve en
polyphénols. Les résultats précédent indique que I’extrait EMé et I’extrait EEth sont
principalement responsable de I’effet scavenger des radicaux libres donc la teneur en
polyphénols élevé dans ces 2 derniers.

Par comparaison, les résultats du DPPH de notre extrait EMé, ECh et ’EAc sont supérieure a

celle de (ADJAJ., 2016) (1Cso= 18 g/ ml, 1Cso= 52 pg/ ml et 1Cso=5 pg/ ml).
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Par ailleurs, I’activité antioxydant d’extrait EAq de Gongalves et ces collaborateurs en 2012
ont trouvé un 1Cso de 39.84 g/ ml qui est tres proche a nos résultats.

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

L’activité réductrice a été ¢tudiée par une méthode impliquant un réactif beaucoup plus stable
et facilement accessible (le complexe [Cu?*-Nc]). Ce test peut indirectement mais
efficacement refléter le pouvoir antioxydant total de I'échantillon (Apak et al., 2013).

Les standards utilisés sont BHA et BHT et les résultats obtenus ont permit de tracer la courbe
de pourcentage d’inhibition de chaque extrait et des standards en fonction de leurs

concentrations (Figure 26).

CUPRAC
=@—EEth
4,500
«te=ECh
4,000 EAc
‘g 3,500 == EBu
C
3,000 —=0—EMé
[¢B)
% 2,500 EAq
g 2,000 BHT
& 1,500 == BHA
1,000
0,500
0,000
0 200 400 600 800 1000
Concntrations (ug/ml)

Figure 26 : Courbe des absorbances en fonction des concentrations.

Les valeurs d’ICso de chaque extrait ainsi que celle de BHT et BHA sont classés sous forme

d’histogramme (Figure 27).
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Figure 27 : Valeurs des Ao exprimés en pg/ ml des différents extraits.

La figure 26 montre que les fractions EBu et EAc ont une meilleur activité proche a celle des
standards (BHA, BHT).
D’aprés la figure 27, La meilleure activité a été obtenue dans I’EBu a 4.57+0.168 pg/ml et
I’EAc a 5.88+0.285 pg/ml, puis I’EAq et PECh a 32.5+0.030 pg/ml et 37.6+£0.041 pg/ml, en
revanche la plus bas capacité a éte représenté par EEth et EMé avec une Aos=77+0.034 pg/mi
et 122.5+0.038 pg/ml.

L’EBu et EAc ont manifestés les meilleures activités a celle aux standards BHA et BHT qui
ont estimé a 3.64+0.19 pg/ml et 9.62+0.87 pg/ml. Alors que, les extraits EAq, ECh, EEth et

EMé sont inférieure a celle aux deux standards (BHA et BHT).

4.1.3. Capacité de réduire I’ion ferrique (pouvoir réducteur)

Le pouvoir antioxydant réducteur est la capacité d’un extrait a réduire le fer ferrique (Fe**) en
fer ferreux (Fe?"). Les valeurs des absorbances a 700nm des extraits sont illustrées dans le
graphe de figure 28, et les concentrations réductrices (Aos) a 700 nm des extraits et du
standard sont présentés graphiquement dans la figure 29. Les standards utilisés dans ce test

sont ’acide ascorbique, 1’acide tannique et a- tocophérol.
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Les absorbances a 700 nm
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Figure 28 : Courbe des absorbances en fonction des concentrations (PR).
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Figure 29: Aos des extraits et des standards

La figure 28 représente que les valeurs d’inhibition des extraits augmentent avec

I’accroissement de la concentration

47
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La forte activit¢ a été obtenue dans I’EAq a 283+0.103pg/ml suivi par I’EAc a
350:+0.078ug/ml, tandis que ’EM¢, EBu, EEth et ECh (A o5= 432+0.024 ug/ml, 438+0.042
pg/ml, 441+0.077 pg/ml et 482+0.028 pg/ml) sont proches entre elles.

Comparativement aux standards tous les extraits testés ont une activité antioxydant inférieure
(5 fois) aux 3 standards.

Par contre les résultats menée par Mohamdi en 2013et sait et al en 2015 qui ont trouvé que la
partie aérienne de cette plante posséde une activité antioxydante forte sur tout les extraits
éthanolique et méthanolique et aqueux. Cella remonte aux concentrations ou les quantités

des extraits utilisés dans leurs travaux.
4.1.4. Capacité piégeage du radical-cation ABTS™*

Dans cette étude, nous avons estimé 1’activité antioxydante des différents extraits (EEth, ECh,
EAc, EBu, EMé et EAqQ) de Paronychia argentea.L en utilisant la méthode basée sur la
capacité d’une substance a piéger le radical ABTS" par rapport a des antioxydants standards
(BHA et BHT). Les resultats obtenus de ce test, nous ont permis de tracer le graphe de
variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de chaque échantillon

(Figure 30) et I’histogramme représente 1’ICso de chaque extrait (Figure 31).
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Figure 30: Courbe de pourcentage d’inhibition de I’ABTS par les différents extraits.
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Figure 31 : Valeurs d’ICs des extraits de Paronychia argentea.L

D’aprés les résultats du pourcentage d’inhibition du radical ABTS* obtenues par les extraits
de Paronychia argentea.L (Figure 30), les fractions EAq, EAc et EBu ont montré des
meilleures activités antiradicalaires par rapport aux standards BHA et BHT.

L’histogramme illustré ci dessus (Figure 31) représente les 1Cso des extraits (EEth, ECh,
EAc, EBuU, EMé et EAQ) et des standards montre que EAc posséde un potentiel de piégeage
du radical ABTS" le plus important qui est estimé par une ICso (2.45ug/ml), presque
comparable de I’activité antioxydante du BHA et BHT (1.81+ 0.10pug/ml, 1.29+ 0.30 pg/ml).
Alors que les valeurs des ICso des extraits EBu et EAqQ (50.817+ 0.011pg/ml et 40.23+ 0.030
pg/ml) respectivement ont enregistré une activité faible par rapport au BHA et BHT.

Tandis que, les extraits (EEth, ECh, EME€) présentent les plus faibles capacités avec des ICso
de 419.551+ 0.011 pg/ml, 351.94+ 0.050 pg/ml, 294.38+ 0.041 pg/ml par rapport a celles des
standards.

Les résultats obtenus montrent que les extraits ont des différentes capacités a piéger le radical
ABTS".

Ceci est confirmé par 1’étude réalisée par (Ait abdeslam et Ait Atmane., 2013) et (Tawaha
et al., 2007) qui ont montré que le potentiel de piégeage de radical ABTS" par I’extrait
méthanolique de Paronychia argentea.L a une faible a trés faible activité celle (ICso de
201.25+ 0.1pg/mlet 79+ 5 pg/ml).
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4.1.5. Activité de radical Galvinoxyl (GOR)

Les résultats obtenus par le test GOR, nous ont permis de tracer le graphe de variation du

pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de chaque extrait.
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c .
.2 60 =0—EMé
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Figure 32: Courbe de pourcentage d’inhibition du test GOR par différents extraits.

La figure 32 peut expliquer que les fractions EAc et EMé ont une forte activité par rapport au
BHA et BHT.

La figure 33 présente les valeurs (ICso) du pouvoir antioxydant (ICso) des 6 extraits et 2
standards qui sont BHA et BHT, calculés graphiqguement par les régressions linéaire de

graphe trace.
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Figure 33 : Valeurs d’ICso des extraits de Paronychia argentea.L.
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La figure 32 peut expliquer que les fractions EAc et EMé ont une forte activité proche a
celle des standards (BHA, BHT).

D’apres la figure 33, Les meilleures activités ont été obtenue dans EAc (ICso= 15.23+0.044
pg/ml) et EMé (ICso= 23.10+0.034pug/ml), puis ’'EBu (ICso= 64.29+0.164 pg/ml), suivi par
I’EAq, ECh et EEth (ICso= 106.37+0.063pg/ml, 121.68+0.063 pg/ml, 198.44+0.083
063pg/ml).

L’EAc et EMé ont signifié les résultats les plus proches a celle aux standards BHT et BHA
qui ont estimés a 3.32+0.18 pg/ml et 5.38 £0.06 pg/ml. Alors que, ’'EBu, EAq, ECh et EEth

sont moins inférieure & celle aux deux standards avec des activités insignifiantes.
4.1.6. Activité de Phenanthroline

Ce test est basé sur la réduction de Fe3*en Fe?*ion par un antioxydant. La figure 34 représente

la courbe d’absorbance en fonction des concentrations des standards et les extraits.

Test de Phenanthroline
6 == EEth
5 == ECh
— ==fe=EAC
=
S =>=EBu
[%p]
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% 3
g =0—FAq
82 BHT
<
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1
0
0 50 100 150 200 250
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Figure 34 : Courbe d’absorbance en fonction des concentrations des standards et les extraits du test
Phenanthroline.
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Figure 35 : Différentes valeurs des Aos de I’activité Phenanthroline.

Les résultats obtenues (figure 34) ont montré que tous les extraits présentent une activité
faible de réduction de fer ferrique dose dépendante a la concentration par comparaison aux
BHA et BHT.

D’apres la figure 35, La forte activité a été obtenue dans ’EAc a 75.2+0.011pug/ml suivi par
I’EAq a 160+0.026 ug/ml, tandis que ’EMé, EBu, ECh et EEth (A o5 = 314£0.007 pg/ml,
321+0.006 pg/ml, 324+ 0.01 pg/ml, 349+ 0.047 pg/ml) sont proches entre elles.

Les extraits testés ont une activité antioxydante inférieure (3 fois) aux BHT et BHA (A o5 =
0.93+0,07 pg/ml et 2.24+0.17 pg/ml). Ces résultats sont comparables au test de pouvoir

réducteur.

4.1.7. Test de piégeage du radical superoxyde O™ par la méthode DMSO

Alcalin

L’activité piégeant des radicaux superoxides a été déterminée par la méthode DMSO alcalin.
La diminution de I’absorbance a 560 nm avec des antioxydants indique la consommation de

superoxyde généré. Les deux standards utilisés sont ’acide tannique et le a-tocophérol.

Les résultats de cette activité sont représentés dans les figures 36 et 37, qui représentent le
pourcentage d’inhibition de DMSO alcalin en fonction de la concentration des extraits de
Paronychia argentea.L, et les ICso des extraits et des standards qui correspondant au 50%

d’inhibition des radicaux superoxydes.
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Figure 36: Courbe de pourcentage d’inhibition de DMSO alcalin par les différents échantillons.
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Figure 37: Valeurs des ICs des extraits de Paronychia argentea.L du test DMSO alcalin.

A partir de la figure 36, nous observons que l’inhibition du radical superoxyde est

proportionnelle a la concentration des fractions.

D’aprés la figure 37, on constate que ’EAc possede une meilleure potenticlle de piégeage du

radical superoxyde avec un ICsp = 0.12+0.065 pg/ml par rapport aux 2 standards (1’acide

53
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tannique et le a-tocophérol). Alors que les extraits EMé et EBu (ICso = 0.22+0.160 pg/ml et
ICs0 = 36.62+0.027 pg/ml) ont des résultats proche a celle aux I’acide tannique et le a-
tocophérol. D’autre part, les extraits EEth ECh et EAq (ICso égale a 157.03+£0.014

pg/ml, 216.25+0.020 pg/ml et 244.43+0.126 pg/ml) sont moins actifs a celle aux 2 standards.

Les résultats d’ICsp montrent clairement que la propriété antioxydant différent dans chaque

extrait.

4.2. Activités enzymatiques

4.2.1. Anti-Alzheimer (anti acétylcholinestérase)

Les résultats d’étude de la cinétique d’acétylcholinestérase en présence d’une concentration
de 4mg/ml des extraits (EEth; ECh; EAc; EBu; EMé et ’'EAq) en différent dilution de
plante Paronychia argentea.L montrent des comportements cinétiques différents selon les
extraits utilisées. Les pourcentages d’inhibition d’enzyme acétylcholinestérase par les
différents extraits montrent que tous les fractions ont une faible activité par rapport au

standard, qui est le Galanthamine (Figure 38).
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Figure 38 : pourcentage d’inhibition des extraits par I’enzyme AChE dans les différentes

concentrations.
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Figure 39 : ICs des différents extraits et de standard

L’ECh (IC50 = 38.64+0.123pug/ml) a présenté une activité inhibitrice contre I’AChE, plus
élevé que celle aux autre extraits. Par contre I’EEth, EAqQ, EAc et EBu (ICso = 171.93 + 0.06
pg/ ml, 183.91+0.037 pg/ ml, 211.75 +0.064 pg/ ml et 239.54 +0.133 pg/ ml) ont montré une
activité modérée contre I’AChE. Cependant I’EMé (I1Cso = 769.09+ 0.093 pg/ ml) a faiblement
inhibé I’activité de I’AChE.

Par comparaison, ’ECh a montré une activit¢ contre I’AChE par rapport au standard
galantamine (IC50= 6.27+ 1.15 pg/ ml). Par contre les autres extraits ont une activité faible
contre I’AChE par rapport au standard.

Des travaux similaires (Ferreira. 2006) sur ’extrait éthanolique a confirmé nos résultats que
Paronychia argentéa. L posséde un pouvoir inhibiteur d’AChE avec un pourcentage allant de
26,1 %, 7,8 % et 48,7% dans les concentrations de 5 mg/ ml, 1 mg/ ml et 0,5 mg/ ml

respectivement.

En résumé, la comparaison de la capacité antioxydante (Figure 40) des différents
échantillons, testés par les 7 activites (DPPH, CUPRAC, Pouvoir réducteur, ABTS, GOR,
Phenontroline et DMSO alcalin), a pu montrer que les fractions EAc, EBu et ’EM¢ étaient les
fractions les plus actives dans la plus part des tests, suivies par les fractions EEth, ECh, EAq
qui ont une activité antioxydante faible a tres faible pour les tests utilisés. Cella reviendrait
peut-étre aux interactions intermoléculaires des différentes fractions susceptibles de réduire
I’effet antioxydant total et la quantité des polyphénols de chaque extrait. Ce constat été

confirmé par les résultats précédents du dosage des polyphénols et des flavonoides qui ont
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montrés que ’EAc contient une teneur élevée en flavonoides et polyphénols, suivi par EM¢ et
ECh, puis les extraits EBu, EEth et EAq qui ont des teneurs plus au moins faibles par rapport

aux autres extraits.

Par conséquence, on peut déduire que I’activité antioxydante est corrélée avec le taux des
polyphénols et des flavonoides dans les extraits des plantes (Mariod et al, 2009 ; Locatelli et
al, 2010).
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Figure 40 : Histogramme de comparaison de la puissance antioxydante.







Conclusion

La flore algérienne jouie d’une biodiversité considérable, elle posseéde de nombreuses plantes

aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des caractéristiques

thérapeutiques et pharmacologiques.

Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources, une plante Paronychia argentea.L a fait

I’objet d’une étude phytochimique et d’une évaluation de ses potentiels antioxydants.

L’extraction solide-liquide et liquide-liquide de la partie aérienne de Paronychia argentea.L

par différents solvants a permis d’obtenir une bonne teneur en composés phénoliques et

flavonoides qui différe d’un extrait a un autre.

Ce travail a commencé par un criblage phytochimique qui a révélé la présence des

flavonoides, alcaloides, tanins condensés, flavonoides glycosides, sucres réducteurs et les

saponines. Ces constituants possédent plusieurs activités biologiques.

L’estimation quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux dans les extraits analysés

montrent qu’ils sont riches par ces métabolites. La teneur la plus élevée en polyphénols et

flavonoides et celle de I’extrait EAc qui est égale a 264.33mg EAG/g et 186.75 mg

EQ/g respectivement, par contre les teneurs les plus basses sont 69mg EAG/g d’extrait EEth

des polyphynols et 33mg EQ/g d’extrait EAq pour les flavonoides.

L'activité antioxydante in vitro est aussi étudiée avec sept méthodes (Test de I’activité

scavengerdu radical libre DPPH', ABTS, CUPRAC, Pouvoir réducteur, GOR, Phenanthroline,

DMSO alcalin) par contre I’activité enzymatique était testée par la méthode d’inhibition

d’AChE.

Nos extrais ont révelé une meilleure activité antioxydante dans les tests CUPRAC, DPPH et

GOR puis ABTS, DMSO, Pouvoir reducteur et Phenanthroline. Parmi les fractions testées ;

EAc, EBu et PTEM¢ étaient les fractions les plus actives dans la plus part des tests avec une

activité enzymatique modérée.

Cependant et malgré ’importance des résultats obtenus, différents axes de recherche peuvent

étre proposes:

v Développer le spectre des activités biologiques ciblées, en incluant les activités anti-
inflammatoires, insecticides et autres.

v Quantifier et caractériser les métabolites secondaires de cette plante par des méthodes plus
performantes.

v’ Evaluation in vivo des activités biologiques (antioxydante, analgésique, cicatrisante) et du
potentiel toxique (toxicité aigue, cytotoxicités).

En fin, la biodiversité des plantes médicinales traditionnelles constitue un réservoir assez

important de métabolites secondaires pour la recherche dans le futur.

-
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Annexe

Annexe 1 : Préparation des réactifs de screening phytochimique
> Préparation de réactif Mayer :
10 g de KI (iodure de potassium) +2.70 g de HgCl. (chlorure de mercure) +20 ml de I’eau
distillé)
> Préparation de NaoH :
IN ——— 40g ——> 1000 ml (eau distillée).
IN — > 29 ——— 50ml.
0.IN—— 0.2g = 50 ml.
» Préparation de Feheling :
e Solution A :
Dans un erlenmeyer de 250 ml : dissoudre 7 g de sulfate de cuivre penta hydrate dans 100 ml
de I’eau distillé.
e Solution B :
Dans un erlenmeyer de 250 ml : dissoudre 34.6 g de tartrate double de sodium et de potassium
et 10 g d’hydroxyde de Sodium dans 100 ml de I’eau.
» Préparation de tampon phosphate :
e Solutionl :
7.1g(Na2HPO4) 250ml (eau distillé).
e Solution2 :
7.8 g(NaH2P0O42H20) 250ml (eau distille).
e Solusion 3 (0.2M, pH6.6) = 37.5ml (solutionl) + 62.5ml (solution2)
» Préparation solution de chlorure ferrique (FeCls a 1%) :
Dissoudre 1 g chlorure ferrique dans 100 ml d’eau distillée.

» Préparation de Carbonate de sodium (Na2CO3z) a 7,5% :
7,5 gramme de Na2COget sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.
Annexe 2 : réactifs de dosage

» Préparation FCR: est constitué par un mélange d’acide phosphotungastique
(H3PW212040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040)
» Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10foi :

Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec I’eau distillée (9ml).
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> Préparation de Gamme d’étalonnage d’acide gallique :
Préparation de la gamme d’étalon de ’acide gallique :

On prend 0,5 mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour obtenir la
solution S (0,2mg/ml).Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite:
25ug/ml ——— 25pl de S1+ 175ul de MeOH

50 pug/ml ——> 50l de S1+ 150ul de MeOH
75ug/ml ——> 75ul de S1+ 125ul de MeOH

100pg/ml ——> 100ul de S1+ 100p de MeOH
125pg /ml ——— 125pl de S1+ 75ul de MeOH
150pg /ml ———— 150pl de S1+ 50ul de MeOH
175 pug /ml ——>  175pul de S1+ 25ul de MeOH
200pg /ml ————> 200pl de S1

20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100ul FCR (1 :10) + 75l de
Na2CO3 (7,5%)+ incubation 2h + lecture a 765nm.

> Préparation de Nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H,0) 10% :
On pése 10g de ce produit dans 100ml d’eau distillée.
» Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetin :

On prend 1 mg de la Quercetin et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la

solution 0,2mg/ml Sp.

Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :
Quercetin(25) — 25ul Sm+ 175 pl MeOH

Quercetin(50) —> 50l Sm+ 150ul MeOH
Quercetin (75)— 75 pul Sm + 125y MeOH

Quercetin(100) — 100ul Sm+ 100l MeOH
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Quercetin (125) — 125 pl Sm + 75ul MeOH
Quercetin(150) — 150pl Sm + 50l MeOH
Quercétine (175)—> 175ul Sm + 25ul MeOH
Quercetin(200) — 200pul Sm + 0 MeOH

50 pl de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 pl (MeOH)
+10 pl (S1)(CH3COOK) + 10 ul (AI(NO3)2, 9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.

Annexe 3 : préparation des solutions et réactifs des activités biologiques

>

Préparation de la DPPH :

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol,le radical DPPH est

dissous dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517

nm) dans le spectrophotomeétre.

>

>

>

>

>

>

Preparation de KsFe(CN)s:

1 g de KsFe(CN) ¢ dans 100 ml H2O.

Préparation d’Acide trichloracéticacide (TCA) a (10 %) :

1 g de TCA dans 10 ml H20.

Préparation de ferricchloride (FeClz:0.1%) :

0,1 g de FeClzdans 100 ml H2O.

Préparation de ABTS":
19,2 mg (7 MM)ABTS + 5 ml H20 + 3,3 mg (2.45 mM)(K2S20g) +5 ml H,O+ attendre 16
heure al’abri de la lumiére

Préparation de Ferricchloride (FeCls) (0.2%)

0.02g de FeClsdans 10ml de H2O

Préparation de Phenanthroline (0.5%)

0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH

préparation de DMSO alcalin

20 mg de NaOH est dissoute dans 1 ml de H2O et compléter par le DMSO a 100 ml
préparation de NBT

10 mg de NBT dans 10 ml de I’eau distillé.
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Annexe 4 : 1Cso et Aos £ I’écartype des différentes activités

e 1Cso d’activité DPPH :

Extrais EEth ECh EAC EBu EMé EAQ BHT BHA
ICso I’écartype | 27,97+ 101,04+ | 61,76z | 105,04+ | 24,47+ | 41,47+ | 22.32% 5.73+
0,023 0,014 0,038 0,062 0,006 0,011 1.19 0.41
e Aps d’activité CUPRAC :
Extrais EEth ECh EAC EBu EMé EAQ BHT BHA
Ao+ Pécartype 77+ 37,6+ 5,88+ 4,57+ 122,5+ | 32,5+0,03 | 9.62+ 3.64+
0,034 0,041 0,285 0,168 0,038 0.87 0.19
e Apsd’activité PR :
Extrais Eeth | Ech Eac |Ebu |Emét | Eaq Acide Acide a-
ascorbique | yannique | tocopher
ol
Aos =+ 735+ | 120.5+ | 57.8+ | 1055+ | 82.6+ 65.25+ 6,77+ 1,15 | 5,39+ 0,91 | 34,93+ 2,38
’écartype 0,077 | 0,028 | 0,078 | 0,042 | 0,024 0,103
o |Cso d’activité ABTS :
Extrais EEth Ech Eac Ebu Emet Eaq BHT | BHA
ICsoz 419,55+ | 351,94+ | 2,45+ | 50,817+ | 294,38+ | 40,23+ | 1,29+ | 1,81+
Pécartype | 0,011 0,015 | 0,009 0,011 0,041 0,030 0,30 | 0,10
e |Cso d’activité GOR :
Extrais | EEth | ECh EAc | EBu EMé | EAq BHT | BHA
ICsoz 198,44+ | 121,68+ | 1523+ | 64,29+ | 23,10+ | 106,37+ | 3.32+ | 5.38%
Pécartype | 0,083 | 0,076 | 0,044 0,164 0,034 | 0,063 0,18 0,06
e Apsd’activité Phenontroline :
Extrais | EEth | ECh | EAc |EBu |EMé | EAq |BHT |BHA
Aos t 349+ | 324+ | 752+ | 321+ | 314+ | 160+ | 0,93+ | 2,24+
Pécartype | 0,047 | 0,01 | 0,011 | 0,006 | 0,007 | 0,026 | 0,07 0,17
e |ICso d’activité DMSO alcalin :
Extrais EETh | ECh EAC EBu EMé EAQ Acide a-tocophérol
tannique
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ICsot 157,03+ | 216,25+ 0.12+ 36,62+ 22,86+ 244,43+ | <3,125+ <3,125+ 1,24
’écartype 0,014 0,020 0,065 0,027 0,160 0,126 0,65
o 1Cso d’activité AChE :
Extrais | EETh ECh EAC EBu EMé EAQ Galantamine
ICsot | 171,93+ | 38,64+ | 21175¢ | 23954+ | 769,09+ | 18391+ | 627+115
I’écartype 0,06 0,123 0,064 0,133 0,093 0,037

@




Résumé

Paronychia argentea.L est une plante médicinale appartenant a la famille des Caryophylaceae
utilisée pour ses diverses propriétés thérapeutiques.

Ce travail porte sur une étude phytochimique qui révele la présence des alcaloides, des tanins
condensés, des sucres réducteurs, des stéroides, des flavonoides glycosides et des saponines
des six extraits (EEth, ECh, EAq, EBu, EMé et EAQ) qui sont préparés par une extraction
hydro-alcoolique et fractionnement avec des solvants & polarités croissantes de la partie
aérienne de Paronychia argentea.L

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides ont montré que cette plante est riche en
polyphénols surtout les extraits (EAc, I’'ECh et ’'EM¢) a teneurs de 264, 33 mg EAG/ g
d’extrait, 169,33 mg EAG/g d’extrait et 214.33mg EAG/g d’extrait respectivement, aussi la
teneur en flavonoides avec des valeurs 186,75 mg EQ/g d’extrait et 99.5 mg EQ/g d’extrait
pour les extraits EAc et ECh respectivement.

L’étude de I’activité antioxydante par les sept méthodes (DPPH, ABTS, CUPRAC, Pouvoir
réducteur, GOR, Phenanthroline, DMSO alcalin) a révélé une bonne activité antioxydante et a
montré que les fractions EAc, EBu et ’EM¢ étaient les plus actives dans la plus part des tests.
Une méthode a été utilisée pour 1’évaluation de I’activité enzymatique AChE, qui a montré

une activité modérée.
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Abstract

Paronychia argentea.L is a medicinal plant belonging to the family Caryophylaceae used for
several therapeutic properties.

This work focuses on a phytochemical study that reveals the presence of alkaloids, condensed
tannins, reducing sugars, steroids, flavonoids glycosides and saponins from the six extracts
(EEth, ECh, EAq, EBu, EMé and EAQ) that are prepared by hydro-alcoholic extraction and
fractionation with solvents with increasing polarities of the aerial part of Paronychia
argentea.L.

The determination of total polyphenols and flavonoids has shown that this plant is rich in
polyphenols, especially the extracts (EAc, ECh and EMé) at levels of 264, 33 mg EAG / g
extract, 169.33 mg EAG / g extract and 214.33mg EAG / g extract respectively, while
flavonoid content with contents 186.75 mg EQ / g extract and 99.5 mg EQ / g extract for EAc
and ECh extracts respectively.

The study of the antioxidant activity by the seven methods (test of the scavenger activity of
the free radical DPPH ', ABTS, CUPRAC, Reducing power, GOR, Phenanthroline, alkaline
DMSO) revealed a better antioxidant activity and they showed that EAc, EBu and EMé were
the most active fractions in most tests. One method was used for evaluation of enzymatic

activity: AChE showed a low activity.
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Résumé :
Paronychia argentea.L est une plante médicinale appartenant a la famille des Caryophylaceae
utilisée pour ses diverses propriétés thérapeutiques.

Ce travail porte sur une étude phytochimique qui réveéle la présence des alcaloides, des tanins
condenses, des sucres réducteurs, des stéroides, des flavonoides glycosides et des saponines des six
extraits (EEth, ECh, EAq, EBu, EMé et EAQ) qui sont préparés par une extraction hydro-alcoolique

et fractionnement avec des solvants a polarités croissantes de la partie aérienne de Paronychia

argentea.L

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides ont montré que cette plante est riche en
polyphénols surtout les extraits (EAc, ’ECh et TEM¢) a teneurs de 264, 33 mg EAG/ g d’extrait,
169,33 mg EAG/g d’extrait et 214.33mg EAG/g d’extrait respectivement, aussi la teneur en
flavonoides avec des valeurs 186,75 mg EQ/g d’extrait et 99.5 mg EQ/g d’extrait pour les extraits
EAc et ECh respectivement.

L’étude de P’activité antioxydante par les sept méthodes (DPPH, ABTS, CUPRAC, Pouvoir
réducteur, GOR, Phenanthroline, DMSO alcalin) a révélé une bonne activité antioxydante et a
montré que les fractions EAc, EBu et ’EM¢ étaient les plus actives dans la plus part des tests. Une
méthode a été utilisée pour I’évaluation de I’activité enzymatique AChE, qui a montré une activité

modérée.
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