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Introduction

L’emploi des plantes médicinales suscite un intérét croissant a travers le monde en
raison de leurs avantages thérapeutiques potentiels comme thérapies complémentaires et
alternatives (Iffat A.et al., 2020). Ces plantes médicinales sont considérées comme source de
matiére premiere essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise
au point des futurs médicaments (Doukani et al., 2017).

Selon I’Organisation Mondial de la Santé, 80% de la population mondiale a recours a
la médecine traditionnelle surtout en milieu rural du fait de la proximité et de I'accessibilité de
ce type de soins au co(t abordable et surtout en raison du manque d'acces a la médecine
moderne (Zeggwagh A. et al., 2013).

De méme il s’est avéré, que les principes actifs des plantes médicinales sont souvent liés a
leurs métabolites secondaires, qui sont largement utilisés en thérapeutique comme agents
préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques et antioxydants qui
défendent contre le stress oxydatif (Ouelbani R. et al., 2016).

L’ Algérie compte parmi les pays du bassin méditerranéen connu par la richesse et la
diversité de sa flore a intérét médicinal. On dénombre environ 146 d’espéces a des fins
thérapeutiques existant parmi les milliers especes vegétales que compte notre pays (Hamel T.
et al., 2018).

Dans ce contexte, la flore méditerranéenne est remarquable par sa diversité et sa
richesse en plantes medicinales. Parmi elles Ficus carica L qui appartient a la famille des
Moraceaes (Lahmadi A. et al., 2019).

Pour cela, la sélection de cette plante comme sujet de travail est justifiee par le fait
qu’elle est parmi les plantes médicinales les plus populaires utilisées dans le monde entier.
Cette plante est trés intéressante dans le domaine de la médecine traditionnelle indigene pour
traiter differents troubles telles que les maladies cardiovasculaire et le cancer (Ergul M. et
al., 2018) et leur richesse en polyphénols et flavonoides connus pour leurs activités
biologiques diverses , aussi elle est surtout reconnue en thérapeutique traditionnelle pour leurs
propriétés remarquables (antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse) (Ara I. et al.,
2020). Aussi son effet bénéfique pour la santé a été mentionné dans les livres religieux, y
compris la Bible et la sourate al-Teen du Coran (Rahmani A. H. et Aldebasi H., 2017).

A cet effet, notre travail de recherche s’inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique
dont le but principal est d’évaluer P’activité antioxydante et enzymatique des extraits
méthanolique et d’acétate d’éthyle de feuilles du Ficus carica L. Notre présent travail est

scindé en trois parties :
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+ La premiéere comprend une analyse bibliographique qui regroupe deux chapitres dont
le premier concerne des généralités sur la plante étudiée et ses activités biologiques.
Le deuxieme chapitre représentera le stress oxydatif et antioxydants.

+ La deuxiéme partie reporte la partie expérimentale ainsi que la méthodologie suivie, a
savoir:

v Une analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides.

v Une évaluation de I’activité antioxydante des extraits de cette plante, en utilisant les
méthodes suivantes (le radical DPPH, I’ABTS, GOR, le pouvoir réducteur, CUPRAC,
phenanthroline, silver nanoparticle).

v Une détermination de I’activité inhibitrice d’acétylcholinestérase et I’ a-amylase par des

tests enzymatiques.

+ Les principaux résultats obtenus et leur discussion, sont présentés au troisieme

chapitre. Et enfin, nous terminerons par une conclusion génerale.
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Etude bibliographique
Apercu bibliographique du figuier

.1 Historique

Figuier, fruit trés ancien, est connu partout dans le monde et dont I’histoire commence
depuis I’antiquité, il est reconnue comme fruit sacré et figure dans tous les livres saints. Son nom
frangais est empreinté a I’occitan « figa », dialecte du sud francais (Jeddi. 2009). Alors que
(Ficus carica L) provient du mot « Ficus » qui signifie verrue, et le mot « carica » indiquant une

région en Turquie ou il a probablement existé pour la premiére fois (Vidaud J., 1997).

Le figuier est considéré comme le plus ancien arbre cultivé aprés la découverte de neuf
figues carbonisees et des centaines de drupelets stockés dans la vallée du Jourdain en Palestine.
Nous suggérons que ces fruits comestibles proviennent d'arbres parthénocarpiques, c¢’est-a-dire
ne produisant pas de graine et dont la culture nécessitait I'intervention de 'homme, en recourant a

des boutures. Ces figues seraient vieilles de 11400 ans (Kislev G. et al., 2006).

Le figuier était connu dans le Moyen Orient des le 111eme millénaire chez les ancétres des
Sumériens qui le cultivaient a Babylone. De méme, il y a plus de 5000 ans, les Egyptiens
considéraient la figue comme un présent des dieux, comme le montre les chapelets de figues

trouvées dans la tombe d'un Pharaon de la XIXeme dynastie a Saqqgarah (El Bouzidi S., 2002).

.2 Description de I’arbre

Ficus constitue l'un des plus grands genres des plantes médicinales avec environ 750
especes de plantes ligneuses, des arbres et des arbustes. Elles sont surtout présentes dans les
régions subtropicales et tropicales a travers le monde (Baby J. et Raj J., 2011, Saeed A. et al.,
2013).

La variabilité morphologique des Ficus est impressionnante. Toutes ces espéces
produisent des faux fruits appelés figues. Ces plantes produisent toutes du latex, et certaines sont

utilisées pour la production de caoutchouc (Jander E. A. et Machado K. C., 2008).

L’arbre de Ficus carica L est habituellement d’une taille de 15 a 20 pieds, avec de
nombreuses branches du déploiement et un tronc d’un diamétre de plus de 7 pieds (Chawla A. et
al., 2012). Les rameaux étant rigides, s’entrecroisent mais s’éloignent au fur et a mesure que

I’arbre s’agrandit. Le bois du figuier est faible et décroit rapidement. Le tronc porte souvent de
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grosses tumeurs ganglionnaires, ou les branches ont été poussées ou retirées. La séve laiteuse
abondante contient le latex (Baby J.et Raj J., 2011).

L’écorce est 1égérement rugueuse (Starr F. et al., 2003) dont la couleur varie de grisatre
au vermeil (Patil V. V. et Patil V. R., 2011). Ficus carica possede une étonnante capacité de
régénération végeétative et de production de fruit sans production de fleurs visibles. Le figuier
possede deux especes les biféres avec deux productions : figues de premiére récolte ou figues
fleurs (EI bakkor) et figues de deuxiéme récolte ou figues d'automne (karmouce) et les uniféres

avec une seule production.

Origine et répartition dans le monde

Le figuier (Ficus carica L) est I’'un des plus anciens arbres fruitiers connu dans le monde
(Ait H. et al., 2013). Son origine reste un peu confuse. Selon Vidaud J, il serait originaire du
bassin méditerranéen, et de moyen orient, plus exactement d’Afghanistan. Son air de répartition
s’étend depuis les iles de canarie jusqu’en Inde et au Pakistan, sur les cotes de I’Océan Atlantique

comme sur toutes celles de la méditerranée et dans le moyen orient (Vidaud J., 1997).

Cette espece a été cultivée par les Phéniciens, les Syriens, les Egyptiens et les Grecs dans
tout le bassin méditerranéen (Vilmorin J. et al., 2003, Michel A. et al ., 2002). C’est une plante
indigene a ces milieux. Elle appartient au genre Ficus qui comprend 700 espéces, reconnaissables
toutes par la présence d'une figue. La seule espéce cultivée pour ses fruits comestibles est Ficus
carica L (Michel A.et al., 2002).

Il est cultivé dans presque toutes les régions tropicales et subtropicales des pays. Il est cultivé
principalement a la région méditerranéenne, l'est de la Turquie, I'Espagne et l'ouest du Portugal. 11
est également cultivé commercialement dans certaines parties des Etats-Unis, et le Chili et avec

une faible fréquence en Inde, en Arabie Saoudite, la Chine et le Japon (Patil V. et al., 2010).

Position systématique du figuier

Le figuier Ficus carica L. appartient a la famille des moracées qui comprend environ 1500
especes classées en 52 genres dont le genre Ficus décrit par Linné (Vidaud J., 1997, Slepinasse
J. M. et Leterme E., 2005 ; Rameau J. C. et al., 2008). La classification botanique est la
suivante (Baby J.et Raj J., 2011, Bachi K.et al., 2011) :

-,
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Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Hamamélidées

Série : Apétales unisexuées

Ordre : Urticales

Famille : Moraceae

Genre : Ficus

Espéce : Ficus carica L.

Composition biochimique

La figue joue un réle équilibrant dans I’alimentation, grace a sa teneur ¢levée en glucides
assimilables, son faible apport en lipides et I’absence de cholestérol, ses fibres se montrent tres
efficaces pour stimuler les intestins, elle est riche en éléments minéraux, eau, et les antioxydants
comme les composes phénoliques, les acides organiques, la vitamine E, et les caroténoides qui
éliminent les radicaux libres, de ce fait empéchant les mécanismes oxydants qui peuvent mener
aux maladies dégéneératives (du Toit R . et al., 2001, Silva R. H . et al., 2004). Le tableau 01

montre les différents composants avec leurs valeurs dans les figues fraiches et séchées.
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Tableau 01 : Teneur en nutriments des figues fraiches et seches (Arvanitia O S.et al., 2019).

Composants diététiques Valeurs /100 g fruits frais Valeurs / 100 g fruits séchés

Eau (9) 79.11 30.05

Calories totales (kcal) 74.0 249.0
Protéines (g) 0.75 3.30
Matieres grasses totales (g) 0.30 0.93
Graisses saturées (g) 0.06 0.93
Fibres (g) 2.9 908

Sucres (g) 16.26 47.92
Cholestérol (mg) 0.0 0.0
Calcium (mg) 35.0 162

Fer (mg) 0.37 2.03
Magnésium (mg) 17.0 68.0
Phosphore (mg) 14.0 67.0
Potassium (mg) 232.0 680
Sodium (mg) 1.0 10.0

Zinc (mg) 0.15 0.55
Vitamine A (Ul) 142.0 10
Vitamine C (mg) 2.0 1.2

Thiamine (mg) 0.060 0.085

Riboflavine (mg) 0.050 0.082

Caracteristiques du figuier

.2.1 Bourgeon terminal

Le figuier est constitué¢ d’un bourgeon terminal. Ce dernier est constitué¢ de deux stipules
correspondant a la derniere feuille mise en place. Dans ce bourgeon se trouve de 9 a 11 ébauches
de feuilles avec leurs stipules (Vidaud J. 1997) (Figure 01).
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Figure 01 : Photographie d’un bourgeon terminal du figuier (Vidaud J., 1997).

1.2.2 Rameaux fructiféres

Le rameau est constitué¢ d'un ensemble d'entre nceuds. Chaque nceud constitue le point
d'insertion d'une feuille et des bourgeons axillaires. Leur disposition alternée, rarement opposée

sur le rameau, est une spécificité de la famille des Moracées (Vidaud J., 1997) (Figure 02).

Figure 02: Photographie du rameau fructifere de figuier (Vidaud J., 1997).

1.2.3  Feuilles
Les feuilles du figuier sont caduques, ostensiblement a nervation palmée (Figure 03).

Elles sont tres polymorphes larges de 25 cm et épaisse et a bords ondulés qui sont généralement
a 5 lobes, mais peuvent avoir seulement 4 ou 3 lobes (Baby J. et Raj J., 2011, Vidaud J., 1997).
La face supérieure est rugueuse et de couleur vert foncé. Quant a la face inférieure, elle présente

des nervures trés saillantes de couleur vert clair (Vidaud J., 1997).
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Figure 03 : Photographie d’une feuille de I’espéce Ficus carica L (Vidaud J., 1997).

1.2.4 L'inflorescence et la fleur
L'inflorescence du figuier est trés particuliére. Les fleurs de la figue sont hors de vue et
groupés a l'intérieur des fruits verts (Vidaud J., 1997) (Figure 04).

Figure 04: Photographie de la fleur a ’intérieur du fruit (Vidaud J., 1997).

1.2.5 Fruit

La figue n’est pas un vrai fruit (Deborah H. et Stéphanie O., 2008). La partie comestible
est communément appelée un fruit bien qu'il soit un synconium, c'est a dire une charnue, un
réceptacle creux avec une petite ouverture au sommet partiellement fermé par des petites écailles
(Duenas M. et al., 2008).
La figue est alors composée d’une pellicule (peau ou épiderme), une pulpe composée d’un
réceptacle contenant les graines (akenes), un ostiole (ceil ou opercule) et un pédoncule
(Haesslein D et Oreiller S. 2008) (Figure 05). Le fruit est axillaire, habituellement, ayant une
forme identique (Patil V. V. et Patil V. R. 2011) qui ressemble a une poire. La figue est

composée d’une peau externe pigmentée (verte pur, marron, pourpre ou noire) (Chawla A. et al.,

-,
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2012), la face interne de la peau est blanche et contient de nombreux akenes (en nombre de 30 a
1600 par fruit) attachés a la chair gélatineuse (Baby J., Raj J .2011).

Synconium

Akénes Pédoncule

Axe de
'inflorescence

Figure 05 : Coupe transversale d’une figue (Haesslein D. et Oreiller S., 2008).

1.2.6 Latex

Dans toutes les parties du figuier, circule une séve blanche laiteuse, le latex (Figure 06), a
caractere irritant pour la peau a cause de son contenu enzymatique essentiellement constitué
d’une protéase appelée « ficine » (Chawla A. et al, 2012).
Le latex est constitué de caoutchouc, résine, albumine, sucre, acide malique, enzymes
protéolytiques, diastase, estérase, lipase, catalase et peroxydase (Baby J., Raj J.,2011).
Traditionnellement, il est utilisé dans le traitement de la goutte, des ulcéres et des verrues
(Lansky E. P., 2008, Coliveira A. et al., 2010).

Figure 06 : Photographie représentative du liquide blanc du figuier (latex) (Vidaud J., 1997).
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Production de figuier

1.2.7 Production mondiale

La production mondiale de figues représente plus d’un million de tonnes dont plus de

90% récoltées autour du bassin méditerranéen (Tableau 02) (FAO., 2016). Les producteurs

majeurs sont la Turquie avec 29.16% de la production mondiale, suivi par ’Egypte avec 16% et

I’Algérie avec 12.58% (FAO., 2016).

Tableau 02 : Production mondiale de la figue (Tonnes) (FAO., 2016).

Pays Production en Tonnes
Turquie 305450
Egypte 167622
Algérie 131798
Iran 70178
Maroc 59881
Syrie 43098
Etats unis 31600
Brésil 26910
Espagne 25224
Tunisie 22500

1.2.8 Production nationale

La production de la figue en Algérie (troisiéme producteur mondial) se réduit

principalement a la région du nord en particulier la wilaya de Bejaia et Tizi-Ouzou (Figure 07)

(Dsa D. 2017).

E
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Figure 07 : Pourcentages de la production du figuier par wilayas d’Algérie (Dsasi D., 2017).

Diverses variétés de la figue

Il existe environ 250 espéces de figuiers et 3 groupes de couleurs de figues (blanches ou
vertes, grises ou rouges, noires ou violettes foncées) (Figure 08). Selon leur forme, on divise les
figues en trois groupes. Le premier est constitué de figues tout simplement rondes, souvent
aplaties a la base et parfois egalement en haut. Toute une série de figues ont un profil triangulaire
ou en forme de cone rappelant la forme d’une poire et le dernier groupe est constitué de fruits

oblongs, irréguliers ou asymétriques (Bauwens P., 2008).

E
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Dalmatie Grise Saint Jean Sultane
Figure 08: Quelques variétés de figues (a): uniferes (b): biferes (BouakkazS., 2013).
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Activités biologiques

1.2.9 Activité antioxydante

F. carica contient de nombreux composés phénoliques qui jouent de nombreux réles
physiologiques dans les plantes. Certains d'entre eux sont également favorables a la santé
humaine, car ils sont capables dagir comme antioxydants de différentes maniéres:
agents réducteurs, donneurs d'hydrogene, piégeurs de radicaux libres, extincteurs a toxine unique
et ainsi de suite. Les fruits contenaient les niveaux les plus élevés de polyphénols, de flavonoides
et d'anthocyanes et exposaient la capacité antioxydante la plus élevée (Shukranul M. et al.,
2013).

1.2.10 Activité antibactérienne et activité antifongique

Des extraits d'hexane, de chloroforme, d'acétate d'éthyle et de méthanol du latex de F.
carica ont été étudiés pour leurs propriétés antimicrobiennes in vitro contre cinq espéces
bactériennes et sept souches de champignons a l'aide de la méthode de diffusion par disque.Alors
que l'extrait de méthanol de F.carica a montré une forte activité antibactérienne contre les
bactéries buccales. Les effets combinés de I'extrait de méthanol avec de I'ampicilline ou de la
céramique en synergie contre les bactéries buccales ont montré que les figues pouvaient agir

comme un agent antibactérien naturel (Shukranul M. et al., 2013).

1.2.11 Activité antidiabétique

Perez et al. (2003) ont étudié chez des rats diabétiques induits par la streptozotocine,
traités avec des extraits aqueux et chloroformiques de Feuilles de Ficus carica L. Les
concentrations de glucose et de lipides sont significativement diminuées chez tous les rats traités

avec Ficus carica L (Chawla A. et al., 2012).

E
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Le stress oxydant

Définition

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces radicalaires
(ou réactives) de I’oxygéne (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes (Migdal M.et
Serres M., 2011).

En 1991, Sies a défini la notion de stress oxydant comme I’incapacité de ’organisme a se
défendre contre I’agression des espéces oxygénées activées (Pincemail J. et Defraigne J. O.,
2008). Cette situation provient d’un déséquilibre de 1’homéostasie redox suite a une
surproduction des EROs ou une suppression insuffisante résultant, d’un manque de la capacité
anti-oxydante (Belaich R. et Boujraf S., 2016). Son retentissement sur 1’organisme dépend de la
concentration en EROs, du type cellulaire atteint (Favier A., 2006 , Benachour S. et Boughida
R., 2017). Les conséquences du stress oxydatif sont variables, des dommages oxydatifs des
différents composants cellulaires (proteines, lipides et acides nucléiques) provoquant la mort
cellulaire via 1’apoptose ou la nécrose (Benachour S. et Boughida R., 2017). Les ERO ont la
capacité a « oxyder » bon nombre de molécules biologiques comme les glucides, les acides

nucléiques, les lipides et les proteines (Figure 09) (Durand et al., 2013).

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions
secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de
l'oxydation des lipides (Figure 9). L'organisme peut aussi réagir contre ces COmposes anormaux
par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une

troisieme vague d'attague chimique (Favier A., 2003).

E
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Especes réactives de 'oxygene

Protéines

Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques groupements soufrés
(sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d‘aldehydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbation de I'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
geénes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

I B

Dommages cellulaires

Figure 09 : Les différentes cibles des Especes Réactives de I'Oxygéne (Poisson C., 2013).

Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique possedant un électron celibataire sur sa couche
périphérique, rendant ainsi cette espece chimique particulierement instable. Lorsque cet électron
célibataire est situé sur un atome d’oxygeéne, on parle alors « d’espéces réactives de I’oxygene »
(ERO) ou « réactive oxygen species » (ROS) (Tableau 04) (Durand D. et al., 2013). En effet, ce
radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir
plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Favier A., 2003).
Les ERO peuvent oxyder un substrat selon trois modes d’action :

* Arrachement d’un électron, exemple :
°OH + Fe**—Fe*+ "OH.

* Arrachement d’un atome d’hydrogéne sur un substrat organique RH, exemple :

°OH + RH—Re° + H:0.

15
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Tableau 03: Types d’espéces réactives oxygénées (Fontaine E .et al., 2002 , Berger M M.,

2006 , Durand D. et al., 2013).

Especes radicalaires libres

Espéces non radicalaires

Radical superoxyde (O5.-)

Peroxide d’hydrogene (H,O,)

Hydroxyle (OH) Peroxynitrite (ONOO-)
Perhydroxyle (HO,.) Oxygene singuliet (10,)

Peroxyle (ROO.)

Alkoxyle (RO.)

Monoxyde d’azote (NO.)

Sources des radicaux libres
La formation de radicaux libres peut étre d’origine endogéne ou exogeéne et résulte de
réactions enzymatiques ou non enzymatiques (Figure 10) (Pham-Huy L.et al., 2008).

Sources endogéenes
Chaine respiratoire _ g0
mitochondriale

Sources exogenes
Irradiations
« rayons X, UV, Radioactivité

Polluants , Cellules -
+ Tabac, Toxique| . - A * PNN, macrophages... . * -
Médicaments =% Enzymes o

+ NOS, NADPH Oxydase

Figure 10 : Origines des espéces réactives a I’oxygéne (Poisson C., 2013).

11.1.1 Principales Sources endogenes

Les principaux complexes enzymatiques impliqués sont la NADPH oxydase
membranaire, la xanthine oxydase, les enzymes de la voie de I’acide arachidonique

(lipooxygénase, cyclo-oxygénase), les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome
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P450) et du peroxysome (Durand D et al., 2013). En plus des NOX, qui est la principale source
pour la production des ERO d’origine enzymatique ; il y a d’autres sources cytosoliques, les
lysosomes et le noyau (qui possédent des cytochromes oxydases et une chaine de transport
d’¢lectrons) sont également capables de produire es ERO (Migdal M., Serres M. 2011).

11.1.2 Principales Sources exogénes

11 s’agit principalement d’agents environnementaux pro-oxydants, tels que 1’intoxication
aux métaux lourds, les irradiations (rayons ionisants ou ultraviolets), les particules inhalées
(amiante, silice), toxicité de l'alcool, des résidus de la fumée de cigarette, ou de nombreux
médicaments, carence en antioxydants apportés par 1’alimentation ou anomalies génétiques

(Migdal M., Serres M., 2011, Favier A., 2003).

Antioxydants

Définition

Un antioxydant est une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un
radical libre déchainé et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité d'endommagement (Lobo V.
et al., 2010). Il est défini comme toute substance qui en faible concentration par rapport au
substrat susceptible d’étre oxydé retarde ou inhibe 1’oxydation de ce substrat (Sindhi et al.,
2013). Bien que le terme « antioxydant » soit fréquemment utilise, il est difficilement
définissable car il couvre un large nombre de molécules et filieres trés divers comme
I’alimentation, 1’industrie chimique, 1’industrie pharmaceutique (Halliwell B.et al., 2012). Ces
molécules retardent ou inhibent les dommages cellulaires principalement par leur propriété
d'élimination des radicaux libres (Lobo V. et al., 2010, Sindhi et al., 2013).

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation

cellulaire et leur origine (Delattre J. et al., 2007).

Classification des antioxydants
Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont
produits par ’organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent de 1’alimentation ou

la médication, et sont donc exogenes (Benaissa B.et al., 2012).

7,
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I11.1.1 Systémes d’antioxydants endogénes
Ce sont des molécules qui sont produites par les cellules de notre organisme, on peut

distinguer :

111.1.1.1 Systeme enzymatique

Les antioxydants enzymatiques représentent la composante la plus importante des
systemes de défenses cellulaires contre les attaques oxydatives. Les principales enzymes
antioxydants sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion
peroxydase (GPX), la glutathion réductase (GR) et la glutathion S-transférase (GST) (Figure 11)
( Matés J.M. et al., 1999).

Vitamins Cand E
B-carotene

Mn

Vitamin E + SOD + Glutathione Peroxidose
p-carotene +GSH

Figure 11: Systéemes antioxydants d'enzymes (www.news-medical.net/health).

+«» Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxyde dismutases (SOD) sont une classe d'enzymes étroitement liées qui
catalysent la dégradation de I'anion superoxyde en oxygene et peroxyde d'hydrogene par la
réaction suivante (Papa et al., 2014, Lobo et al., 2010) :

20, +2H+ ->H:0: + O:

E
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Les enzymes SOD sont présentes dans presque toutes les cellules aérobies et dans les
fluides extracellulaires (Figure 11). Il existe trois grandes familles de superoxyde dismutase,
selon le cofacteur métallique : Cu / Zn (qui lient a la fois le cuivre et le zinc), Fe et Mn (qui se
lient soit au fer ou au manganese), et enfin le type Ni qui lie le nickel (Lobo v et al., 2010).

% Glutathion peroxydases (GPx)

Plusieurs études suggérent que l'enzyme antioxydante Gpx joue un réle dans
I'athérogenése utilisant le glutathion pour réduire les peroxydes, y compris hydroperoxydes
lipidiques, et elle a également la capacité de se protéger contre les dommages causés par le
peroxynitrite. Elle détoxifie le peroxyde d’hydrogéne et d’autres hydroperoxydes d’origine
lipidique selon les deux réactions suivantes (Lonn M. E. et al., 2012, Jacquot J. P. et al., 2013,
Lobo V.et al., 2010) :

e ROOH +2GSH ———> ROH + GSSG + H,0 (Réaction 1)

e H:0:+2GSH =—> 2H.0 + O, + GSSG (Réaction 2)

% Catalase
La catalase est une enzyme antioxydante omniprésente située principalement dans les
peroxysomes catalyse la décomposition du peroxyde d'hydrogene en oxygene et I'eau selon la
réaction suivante (Bonnefont R et Collin. 2010, Ighodaro O M. et Akinloye. 2017) :
H:0: + H:0:— 2H:0 + O:

% Glutathion S-transférase (GST)
Les glutathion S-transférases présentent une activité élevée avec les peroxydes lipidiques.
Ces enzymes sont a des niveaux particulierement élevés dans le foie et servent également au
métabolisme de désintoxication (Lobo V. et al., 2010).

111.1.1.2 Systéme antioxydant non enzymatique
Les composants non enzymatiques du systeme de défense antioxydant comprennent les

principaux tampons redox cellulaires (Blanco G et Blanco A., 2017).

3
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% Bilirubine
La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte
essentiellement du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Composé
non hydrosoluble, elle se lic a I’albumine dans un rapport steechiométrique 1/1, ce qui empéche
sa pénétration dans des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La bilirubine est capable de
piéger ROO- et 'oxygéne singulet. Ainsi, elle protége 1’albumine et les acides gras liés a

I’albumine des attaques radicalaires (Haleng J.et al., 2007).

% Glutathion et protéines-thiols

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intra-cellulaire (I’albumine étant son équivalent plasmatique) ou il est
présent sous forme essentiellement réduite (GSH) (Haleng J.et al., 2007, Beaudeux et
Genevieve., 2011). Le glutathion oxydé (GSSG) est accumulé a l'intérieur des cellules et le
rapport GSH / GSSG est une bonne mesure du stress oxydatif d'un organisme. Les roles
protecteurs du glutathion contre le stress oxydatif / nitrosatif sont qu'il peut agir comme cofacteur
pour plusieurs enzymes de détoxification, participer directement au transport des acides aminés a
travers la membrane plasmique, éliminer directement le radical hydroxyle et I'oxygene singlet
directement et régénérer les vitamines C et E pour leurs formes actives (Kurutas E. B.et al.,
2016). La réaction du glutathion avec le radical R peut étre décrite (Valko M. et al., 2006).

GSH+Re+*— GS+*+RH

% Acide a-lipoique
Acide a-lipoique (acide 1,2-dithione-3-pentanoique) est un antioxydant contenant du

soufre avec des capacités de chélation des métaux et d'antiglycation (Kurutas E. B., 2016).

% Acide urique
L'acide urique représente environ la moitié de la capacité antioxydante du plasma. En fait,
l'acide urique peut remplacer l'ascorbate dans I'évolution humaine. Cependant, comme
l'ascorbate, l'acide urique peut également arbitrer la production d'especes actives d'oxygene
(Lobo et al., 2010). Il piege le HO+, ROO-, HOCI+ et 1’0, (David G. W., 2015).

E



Etude bibliographique

I11.1.2  Systémes antioxydants exogénes

Les antioxydants exogénes sont des substances synthétiques ou naturelles qui sont
présentes a de faibles concentrations avec les biomolécules qu'ils devraient protéger. lls
pénétrent dans l'organisme par l'alimentation (existant dans des aliments déterminés) ou par des
suppléments avec des antioxydants formulations et cofacteurs (cuivre, zinc, manganése, fer et
sélénium). La consommation d’antioxydants d'exogénes peut augmenter la protection du corps et

aider les antioxydants endogénes dans la lutte contre les maladies (Romero A. C. et al., 2013).

111.1.2.1  Antioxydants de synthése
Les antioxydants synthétiques (SA) ont été largement utilisé depuis de nombreuses années
comme antioxydants pour préserver et stabiliser la fraicheur, la valeur nutritive, la saveur et la

couleur des aliments et des produits d'alimentation animale (Cabuk H.et al., 2017).

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérives
des antioxydants naturels (Lee C. Y. et al., 2009). Pour une utilisation pratique, les antioxydants
ne doivent pas étre toxiques, ils doivent étre hautement actifs a des faibles concentrations (0.01-
0.02%). Parmi les polyphénols de synthese, on peut citer a titre d’exemple : la 3,3', 5,5'-Tetra-t-
butyl-biphenyl4, 4’-diol (Duong et al., 2014).

Les antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA),
butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ) sont
largement utilisés dans I’industrie alimentaire parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les
antioxydants naturels (Cabuk H.et al., 2017). Cependant, il a été montré que ces antioxydants

de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000).

111.1.2.2 Antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont largement distribués dans les aliments et les plantes
médicinales. Ces antioxydants naturels, en particulier les polyphénols et les caroténoides,
présentent un large éventail d'effets biologiques, y compris anti-inflammatoire, anti-age, anti-
athérosclérose et anticancéreux (Xu D. et al., 2017). Les antioxydants se trouvent également dans
une variété d'herbes et d'aliments tels que le thé vert, les légumes et les fruits (Atta E. et al.,
2017). L'extraction efficace et la bonne évaluation des antioxydants contenus dans les aliments et

les plantes médicinales sont essentielles pour explorer les sources d'antioxydants potentielles et
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promouvoir I'application des aliments fonctionnels, des produits pharmaceutiques et des additifs
alimentaires (Xu D. et al., 2017). Ces antioxydants naturels provenant de matiéres végeétales sont
principalement des polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, anthocyanes, lignanes et
stilbénes), caroténoides (xanthophylles et carotenes) et vitamines (vitamines E et C et A) (Xu D.
etal., 2017, Atta E. et al., 2017).

111.3. Composés phénoliques

111.3.1. Définition et role

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes contenant des propriétés
antioxydantes (Kumar G. et Baojun X., 2017) que I'on trouve principalement dans les fruits, les
légumes, le thé, le café, les chocolats, les légumineuses, les céréales et les boissons (Kumar G.
et Baojun X., 2017, Angelo S.et al., 2019). Sa structure contient un ou plusieurs cycles
benzéniques auxquels sont attachés au moins deux groupes hydroxyles (Cuevas V. et al., 2016).
Il existe plus de 8 000 polyphénols identifiés dans la nature et leurs principales fonctions sont des
antioxydants agréables (Kumar G. et Baojun X., 2017) (Cory H. et al., 2018).

La consommation de polyphénols peut jouer un r6le vital dans la santé grace a la
régulation du métabolisme, du poids, des maladies chroniques et de la prolifération cellulaire
(Cory H. et al., 2018). lls protegent notre corps contre les dommages causés par les radicaux
libres et les défendent contre les rayons UV ou contre les agressions des agents pathogenes
(Kumar G. et Baojun X., 2017).

Ces composés sont restés pendant des décennies parmi les molécules les plus
intensivement étudiees par des chercheurs en chimie et biochimie alimentaire (Cuevas V. et al.,
2016). L'oxydation chimique ou enzymatique des composants phénoliques des tissus végétaux
donne une couleur sombre qui est particulierement importante dans la technologie alimentaire
(Biljana K. et Djendji V., 2019).
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111.3.2. Classification

Les polyphénols peuvent étre classés de différentes manieres ; en fonction du nombre de
cycles phénoliques présents et des composants structuraux qui lient ces cycles entre eux,
différenciant les molécules en acides phénoliques, flavonoides, stilbeénes et lignanes, comme
illustré a la figure 12. Les flavonoides sont le groupe le plus largement disséminé de ces
composés (Cutrim C. S. et Cortez M. A., 2018).

Lignanes autres

acides
Phénolique \_{ POlyphénOlS ]— Stilbénes
S

* Acide Ferulique,

* Acide caf€iques.

* Derivé d’acide caféique : p.acide  coumarine,
acide rosmarinique,
acide chlorogenique

v

* : . o . *Nari i
i i *Catéchine *Apignine _ et
utine *Epicatéchine Apignine 7- glucoside *Hesperetine
*Dihydroquercetinel

Figure 12 : Classification des polyphénols (de la Rosa et al., 2019).

% Flavonoides
Les flavonoides représentent le plus grand groupe de polyphénols. La structure chimique
est caractérisée par 15 atomes de carbone, dérivés de la flavone et partagent tous certaines
propriétés (Angelo S.et al., 2019, Cutrim C. S. et Cortez M. A., 2018).

Ils sont principalement solubles dans I'eau ; ils sont présents dans la plante sous forme de
glycosides et dans la méme plante ; il peut y avoir une aglycone flavonoide en combinaison avec

différents sucres. Leur nom dérive de flavus (jaune) et fait référence au réle qu'ils jouent en tant

E



Etude bibliographique

que pigments végétaux. La coloration qu'ils donnent aux tissus dépend du pH. Un groupe
specifiqgue de flavonoides, les anthocyanes, est responsable des couleurs rouges, bleues et
violettes des fleurs et des fruits et est donc trés important en tant que médiateur de la
pollinisation. Il n'est donc pas surprenant que la variété des nuances de couleur associées aux

anthocyanes ait augmenté au cours du processus évolutif (Angelo S. et al., 2019).

111.3.3. Réles biologiques des polyphénols
% Activité antioxydante

Les polyphénols, sont le principal contributeur aux activités antioxydantes totales des
fruits, plutdt que la vitamine C. Les polyphénols se sont avérés étre de puissants antioxydants qui
peuvent neutraliser les radicaux libres en faisant don d'un électron ou d'un atome d'hydrogene. Le
systeme hautement conjugue et certains modeles d’hydroxylation tels que le groupe 3-hydroxy
dans les flavonols sont considérés comme importants dans les activités antioxydantes. Les
polyphénols suppriment la genération de radicaux libres, réduisant ainsi le taux d'oxydation en
inhibant la formation ou la désactivation des especes actives et des précurseurs de radicaux libres.
Plus freqguemment, ils agissent en tant que piégeurs de radicaux directs des réactions en chaine de
la peroxydation lipidique (casseurs de chaine). Les briseurs de chaine donnent un électron au
radical libre, neutralisant les radicaux et devenant eux-mémes des radicaux stables (moins

réactifs), arrétant ainsi les reactions en chaine (Rong T.et al., 2010).

% Activité antidiabétique

Les effets hypoglycémiques des composés polyphénoliques alimentaires peuvent étre lies
a l'inhibition de la digestion des glucides en inhibant I'a-amylase salivaire et pancréatique et 1'a-
glucosidase intestinale, inhibition de I'absorption du glucose et stimulation de la sécrétion
d'insuline et la protection des cellules B pancréatiques contre la glucotoxicité. Les polyphénols
peuvent supprimer la libération de glucose par le foie et améliorer I'absorption du glucose dans
les tissus périphériques en modulant la signalisation intracellulaire. Les polyphénols ont une
activité antioxydante et peuvent inhiber le produit final de glycation avancée (AGE) (Kim Y. et
al., 2016).

% Activité anti Alzheimer
Les troubles neurodegénératifs tels que la maladie d'Alzheimer représente un probleme

croissant dans nos sociétés vieillissantes, principalement en raison de l'augmentation de la
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prévalence de la maladie d'Alzheimer avec I'dge. Ces troubles neurodégénératifs et d'autres
semblent étre déclenchés par des événements multifactoriels, notamment la neuroinflammation,
I'excitotoxicité glutamatergique, I'augmentation du stress oxydatif, le fer et / ou I'épuisement des
antioxydants endogenes. En termes de modulation alimentaire de cette maladie ; des études
épidémiologiques ont suggéré que l'apport alimentaire régulier d'aliments et / ou de boissons
riches en flavonoides a été associé a une réduction de 50% du risque de démence, a une
préservation des performances cognitives avec le vieillissement, a un retard dans I'apparition de

la maladie d'Alzheimer.

Les flavonoides peuvent agir pour protéger le cerveau de plusieurs fagcons, notamment en
protégeant les neurones vulnérables, en améliorant la fonction neuronale existante ou en
stimulant la régénération neuronale . Par exemple, il a été démontré que les polyphénols
protegent les neurones contre le stress oxydatif et les lésions neuronales induites par les extraits
de Ginkgo biloba riches en polyphénols se sont révélés neuroprotecteurs en protégeant les
neurones hippocampiques de I'oxyde nitrique - et neurotoxicité induite par les béta-amyloides. De
plus, les anthocyanes et les isoflavones peuvent étre capables de réduire la neurodégénérescence
associée aux AGE d'accumulation pendant le vieillissement normal et anormal du cerveau (
Vauzour D. et al., 2010).
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L’objectif de notre étude est 1’évaluation des activités biologiques a savoir :
’activité antioxydante et enzymatique « in vitro» des feuilles du figuier Ficus carica L.
Cette partie englobe 1’étude expérimentale qui est organisée comme suit :

[1 Préparation des extraits méthanolique et acétate d’éthyle des feuilles de
Ficus carica L.

[1 Dosage de polyphénols et de flavonoides totaux des extraits préparés.
(1 Etude de I’activité antioxydante et enzymatique des extraits de cette plante.

Toutes les étapes d’extraction ont ¢été effectuées au sein du laboratoire
pédagogique de Biochimie de I’université des Fréres Mentouri Constantine 1.
L’évaluation des activités biologiques est effectuée au centre de recherche des

biotechnologies (CRBt).

I. Matiére végétale utilisee
Notre travail s’intéresse a 1’étude des feuilles du figuier Ficus carica L. Elles ont

été récoltées a la région de Bouzeguéne, la wilaya de « Tizi Ouzou ».

Les feuilles sont séchees a température ambiante, a I’abri de la lumiére et de
I’humidité pendant un mois. Ensuite, elles ont été broyées jusqu’a I’obtention d’une poudre
fine. Cette derniére est ensuite conservee dans des bocaux a une température de -20°C jusqu’a

son utilisation.

II. Extraction des composés phénoliques

Dans le but d’obtention des composés phénoliques des feuilles de cette plante,
nous avons adopté le procédé d’extraction par macération. Cette méthode d’extraction a
été effectuée grace aux deux solvants organiques différents: le méthanol et 1’acétate

d’éthyle selon le protocole préconisé par Sibel K. et al., (2005).

Les extraits ont été obtenus par macération. Une quantité de 40 g de la poudre des
feuilles est mise en macération dans 200 ml du solvant (méthanol ou acétate d’éthyle) sous

agitation magnétique, pendant 24h, a ’abri de la lumiére et a température ambiante.

Le surnageant obtenu est filtré sous vide, le filtrat est récupéré, alors que le précipité a

subi une autre macération dans les mémes conditions.
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Cette procédure est répétée trois fois successivement avec renouvellement du solvant
chaque 24 heures pour extraire le maximum des polyphénols. Les trois fractions filtrées sont
regroupées et évaporées a sec a I’aide de rotavapeur (Buchi R., 210) a une température de
40°C. Les extraits ainsi obtenus sont récupérés sous forme d’une pate dans une boite de pétri

en verre.

1.1 Dosage des polyphénols totaux
Principe

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétriqgue de dosage sur microplaque décrite par Muller et al., (2010),en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu qui, en milieu alcalin, est réduit en oxyde de tunguestene
et de molybdene donnant une couleur bleue en présence de polyphénols (Khantouche L et
Abderabba M.2018). Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale des
groupements hydroxys présents dans I’extrait (Ali-Rachedi F et al., 2018). La coloration
bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorbance

maximale aux environs de 750 - 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression d’une courbe étalonnage (y=a X + b) realisee en parallele dans les mémes
conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique comme une référence a différentes

concentrations (Figure 13).

0,90 - y = 0,0034x + 0,1044
2 _
0,80 - R?=0,9972

0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -

0,30 -

Absorbances (nm)

0,20 -

0,10 -

0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentrations ug/ml

Figure 13 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique.
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Mode opératoire
% Préparation de I’extrait de la plante

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol.

Ce dosage est déterminé selon la méthode de Muller et al. (2010). Un volume de 20ul
d’extrait de plante est déposé dans les puits de la microplaque, en ajoutant ensuite 100ul de
FCR dilué (1/10) et 80ul de carbonate de sodium (7,5%). Le mélange est incubé a ’obscurité
pendant 2h ensuite une lecture est réalisée a 765nm. Un blanc est préparé de la méme maniére

en remplagant ’extrait par le solvant utilisé (méthanol).

R

“» Préparation de la gamme d’étalon de ’acide gallique

Les dilutions de la courbe d'étalonnage de I’acide gallique sont préparées a partir
d’une solution meére S; (0,5 mg de I’acide gallique dissout dans 5 ml de méthanol) d’une
concentration de 0,2 mg/ml. Des dilutions de la solution mére sont réalisées selon le tableau 3.

Tableau 04 : Gamme d’étalon de 1’acide gallique.

Tubes  |Concentrations (acide gallique)|  Solution mere Méthanol

1 25 pg/ml 250l 1751
2 50 pg /ml 50 pl 150pl
3 75 pg/ml 75 pl 125pl
4 100 pg/ml 100ul 100pl
5 125ug /ml 125pl 75 pl
6 150 pg /ml 150pl 50 pl
7 175 ug /mi 175ul 25l
8 200 pg /ml 200 pl /

Apreés la préparation des dilutions, un volume de 20ul de chaque dilution est transféré
dans une microplaque puis 100ul FCR (1/10) et 75ul de Na,COg3 (7,5%) sont additionnes. La

microplaque est incubée pendant 2h et lue a une longueur de 765nm.
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1.2 Dosage des flavonoides totaux
Principe

La quantification des flavonoides a été effectuee par une méthode basée sur la
formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene

présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Ali-Rachedi F et al. 2018).

La concentration des flavonoides totaux est calculée a partir de I’équation de
régression d’une courbe étalonnage (y=a x + b) réalisée en parallele dans les mémes
conditions opératoires en utilisant la quercétine comme une référence a différentes

concentrations (Figure 14).

1,20 -
y = 0,0048x
1,00 - R?=0,997
S
£0,80 -
n
[<B]
(8]
c 0,60 -
o
o)
| -
2 0,40 -
o)
<
0,20 -
0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentrations pg/ml

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Mode opératoire
% Préparation de I’extrait de la plante

Une masse de 1 milligramme d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol pour

obtenir la solution mére.

Cette méthode est déterminée selon Topcu et al. (2007). Un volume de 50ul de
Iextrait de la plante est transféré sur une microplaque suivi d’une addition de 130pl de
méthanol (MeOH), 10ul d’acétate de potassium(CH3COOK) et 10ul de nitrate d’aluminium
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(AI(NO3),, 9H,0). Attendre 40 min pour la lecture a 415nm. Un blanc est préparé en
remplagant les réactifs par le méthanol (50ul extrait + 150l méthanol).

% Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine

Les dilutions de la courbe d'étalonnage de la quercétine sont préparées a partir d’une
solution mére S; (1 mg de la quercétine dissout dans 5 ml de Méthanol) d’une concentration
de 0,2mg/ml. Des dilutions de la solution mére sont réalisées selon le Tableau 4.

Tableau 05 : Gamme d’étalon de la quercétine.

Tubes Concentrations(Quercétine) Solution mere Méthanol

1 25 pg/ml 25 pl 175 pl
2 50 pg /ml 50 pl 150 pl
3 75 pg/ml 75 pl 125 pul
4 100 pg/ml 100 pl 100 pl
5 125 pg /ml 125 ul 75 pl
6 150 pg /ml 150 pl 50 pl
7 175 pg /ml 175 pl 25 l
8 200 pg /ml 200 pl /

Apreés la préparation des dilutions, un volume de 50l de chaque dilution est transféré
dans une microplaque a 96puits, puis 130ul MeOH, 10 pl (S;) (CHsCOOK) et 10 pl
(AI(NOs),, 9H-0) sont ajoutes. La microplaque est incubée pendant 40 min et la lecture se fait
a 415 nm.

1.3 Evaluation des activités biologiques in vitro

11.3.1 Evaluation de ’activité Antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de l'activité antioxydante,
nommées d'aprés le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par
exemple: DPPH+  (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), ou ABTS (2,2-azinobis  3-
ethylbenzothyazoline 6-sulphonate) et CUPRAC (capacité antioxydante par réduction de

cuivre).

Dans ce travail, les propriétés antioxydantes des extraits de Ficus carica L. ont été

testées par les méthodes suivantes : DPPH radical libre, méthode CUPRAC, méthode du
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pouvoir réducteur, I’activité de piégeage d’ABTS, I’activité de pi¢geage de Galvinoxyl radical
(GOR), I’activité phenanthroline et Silver nanoparticle assay (SNP).

% Préparation des échantillons

Les concentrations préparées sont utilisées pour toutes les méthodes. La concentration
des solutions méres de chaque échantillon est exprimée en ppm.

Une quantité de 4 milligrammes d’extrait a été dissoute dans 1 ml du méthanol (solution mére
de 4000ppm).

Ensuite une série de dilution au %2 de la solution mére est préparée.

11.3.1.1 Test de piégeage du radical DPPH
Le principe

Le principe de ce test est basé sur la réduction de la DPPH, un radical stable libre par

un antioxydant selon la réaction suivante (Figure 15).
DPPH++ AH — DPPHH + A

Pendant la réaction, la solution alcoolique de DPPH passe de la couleur violette foncée
a la couleur jaune claire. Le dosage des radicaux libres DPPH a été effectué dans une

microplaque a 96 puits en utilisant la méthode décrite précédemment (Boly R. et al., 2016).

0OaN M ——N O3sN N—N

©f

NO,

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical )§

Figure 15 : Forme libre et réduite du DPPH (Sagar B. K. et Singh R. P., 2011).

Mode opératoire

Cette activité est déterminée selon la méthode de Blois (1958). Un volume de 40ul des
différentes concentrations d’échantillon est déposé en triplicata sur une microplaque a 96
puits, en ajoutant sur chaque puits un volume de 160ul d’une solution méthanolique de DPPH
(0,4mM). Le blanc est préparé en parallele, en mélangeant 40ul du méthanol avec 160ul

d’une solution méthanolique de DPPH, Apr¢s incubation a température ambiante a I’obscurité
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pendant 30min, la microplaque est insérée dans le spectrophotometre pour mesurer
I’absorbance a 517nm. Les standards antioxydants utilisés sont I’a-tocophérol, le BHT et le

BHA. Le pourcentage d’inhibition le radical DPPH a été calculée selon 1'équation suivante :

%inhibition (DPPH)= [(A Controle — A Extrait) / A Controdle] x 100

A Controle : est I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs / A Extrait : est
I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’extrait.

11.3.1.2 Test de PABTS

Principe

La technique de I’ABTS (acide 2,2'-azinobis 3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) implique la production directe de chromophore bleu/vert par la réaction entre
I’ABTS et le persulfate de potassium. Cela a une absorption maximale aux longueurs
d’onde 645 nm, 734 nm (Re R. et al., 1999).

Mode opératoire

Cette activité est déterminée par la méthode de Re R et al., (1999). 160 ul de
I’ABTS" ont été ajoutés a 40 ul de chaque extrait ; aprés 10 min la microplaque est insérée
dans le spectrophotométre pour mesurer ’absorbance a 734 nm. Les absorbances obtenues ont
été comparées avec celles du BHA et BHT qui sont est utilisés comme des standards

antioxydants.

L'activité ABTS" a été exprimeée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

(%) Inhibition ABTS* = (A Contrdle — A Extrait / A Controle) x100

11.3.1.3 Test d le la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC).

Principe

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur la
mesure d'absorbance du complexe Cu (1) - néocuproine (Nc) formé suite a la réaction redox
d'antioxydants avec le réactif CUPRAC, cation bis (néocuproine) cuivre (I1) [Cu (I1) -Nc], ou
I'absorbance est enregistrée a la longueur d'onde d'absorption lumineuse maximale de 450 nm

(Figure 16). Le réactif oxydant chromogene de la méthode CUPRAC, Cu (I1) -Nc, réagit avec
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le réducteur n-électrons antioxydants (AOX) selon I'équation de la figure 16 (Resat A et
Fereidoon S.2017).

- i B .
Q NQ Antioxidant (AO) reduces Q NQ
He  \ / CHy | Cu form to Cu(T) HiC N o on|
ol /Cu\ CHy g e /Cu\ cHy |
CII(ID-NC CU(D'NC

Figure 16 : La reéaction du test CUPRAC (6zyiirek et al., 2011).

Mode opératoire

Ce test est déterminé par la méthode CUPRAC (Apak et al., 2004). Un volume de 40
ul de I’extrait est déposé sur une microplaque a 96 puits, suivi d’une addition de 60 pl de la
solution acétate d’ammonium (ACNH,; et H,0), 50 ul de la néocuproine et 50 ul de la

solution (Cu Clz, 2H,0). Apres 1 h d’incubation une lecture est réalisée a 450 nm.

11.3.1.4 Pouvoir réducteur

Principe

L’activité du pouvoir réducteur est déterminée par la méthode d’Oyaizu M. (1986)

avec une légere modification.

Le pouvoir réducteur se base sur la réaction d’oxydoréduction. Cette technique est
basée sur la capacité réductrice du fer ferrique (Fes*) présent dans le complexe

ferricyanure de potassium [FeCls/KsFe(CN)s] en fer ferreux (Fez").

Cette réaction est révélée par un virage de la couleur jaune du fer ferrique au bleu vert
du fer ferreux qui est mesuré au spectrophotometre a 700 nm (Oyaizu M .1986, Berker K
et al. 2007, Karagozeler A et al .2008).

Fe(CN) ¢ + antioxydant — Fe(CN) ¢+ antioxydant

Fe(CN) ¢* + Fe*® — Fe [Fe(CN)s| -
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Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits ; 10 ul de la solution d’extrait ont été ajoutés a 40 pl
du tampon phosphate (pH 6.6) puis 50 pl du potassium ferricyanide a 1% K3Fe (CN)s(1 g de
K3Fe(CN)s dans 100 ml H,0). Apres I’incubation a 50 °C pendant 20mn ; 50 ul d’acide tri-
chloroacétique (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 ml H.0), 40 pl d’H,O et 10 pl de
ferricchloride FeCls (0.1%) (0,1 g de FeCl; dans 100 ml H-O) sont ajoutés. L'absorbance a été
déterminée a 700 nm, les standards utilisés sont l'acide ascorbique, I'acide tannique et
I’a-tocophérol.

11.3.1.5 Test du phénanthroline
Principe

Le fer ferreux Fe** forme un complexe stable avec 1’orthophénanthroline et donne une

couleur orangée. On nomme ce complexe ferroine et il se quantifie photométriquement a une

longueur d’onde de 510 nm (Zaidi B., 2019).
Mode opératoire

Cette activité est déterminée par la méethode de Szydlowska C., (2008). Un Volume de
10 ul d’extrait est déposé sur une microplaque a 96 puits, en ajoutant sur chaque puits un
volume de 50 ul FeCls (0.2%), 30 ul de phénanthroline (0.5%) et 110ul de MeOH. Apres une
incubation a D’obscurité pendant 20 min a 30°C, la microplaque est insérée dans le

spectrophotometre pour mesurer 1’absorbance a 510 nm.

11.3.1.6 Activité de piégeage du radical galvinoxyl (GOR)

Principe

Le radical galvinoxyle est un radical phénolique relativement stable, il est largement
utilis€ pour évaluer I’activité antiradicalaire des composés phénoliques et déterminer leur
capacité a transférer des protons H* aux radicaux libres. Sa couleur change du jaune foncé en

jaune pale en présence d’un antioxydant et son absorbance diminue (Shi H. etal.,2001).
Mode opératoire

Cette activité galvinoxyl radical (GOR) est déterminée par la méthode de Shi H et
al. (2001). Un volume 40 pl (extrait) est déposé sur une microplaque a 96 puits, en

ajoutant sur chaque puits un volume de 160 ul (0,2mM galvinoxyl) (4 mg dans 100 ml de
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MeOH). Apres 120 min la microplague est insérée dans le spectrophotométre pour

mesurer 1’absorbance a 428 nm.

11.3.1.7 Test de la capacité antioxydante Silver nanoparticle assay (SNP)
Principe

Une méthode colorimétrique sensible pour la détection des polyphénols a été proposée
dans cette méthode basée sur la réduction des ions d’argent (Ag®) par les polyphénols dans la
présence de graines d'argent stabilisées au citrate (Figure 17). La couleur du la suspension
stable a été contr6lée en faisant varier la concentration de citrate trisodique, de nitrate d'argent
et de graines d'argent (Ozyiirek M. et al., 2012).

Ar{OH), Ar{=0},

Ag” + Citrate D [

Figure 17 : Réduction des ions Ag* (Ozyiirek M. et al., 2012).

La premiere étape de la méthode SNP consiste a préparer des SNP sphériques de petite
taille par réduction chimique d'’AgNOs avec du citrate trisodique, produisant éventuellement

de la dicarboxyacétone:

Dans la deuxieéme étape, les groupes réactifs Ar — OH des polyphénols sont oxydés en
les quinones correspondantes tandis qu’Ag" est réduit en SNP hautement colorés (formation

de noyau-enveloppe) montrant une absorption maximale a 423 nm:

nAg" + Ar(OH)n == nAg®+ Ar(=0), + nH*

Mode opératoire

L’activité métal chélate est déterminée selon la méthode d’Ozyiirek M et al. (2012).
Un volume de 20ul de chaque dilution est transféré dans une microplaque a 96 puits. Ensuite

une quantité de 130 pL (solution SNP) et 50 pl H,O sont ajoutés. Aprés 30 min d’incubation
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a une température de 25°C ; I’absorbance est lue & 423nm. Le standard antioxydant utilisé est
le Trolox.

11.3.2 Evaluation de I’activité enzymatique

11.3.2.1 Activité d’acétylcholinestérase

Principe

L’activité Acétylcholinstérase est déterminée par la méthode d’Ellman et al., (1961).
C’est une méthode photométrique pour déterminer l'activité acétylcholinestérase des extraits.
L'activité enzymatique est mesurée en suivant l'augmentation de la couleur jaune produite a
partir de la thiocholine lorsqu’il réagit avec l'ion dithiobisnitrobenzoate. Elle est basée sur le

couplage de ces réactions :

Enzyme
Aceétylthiocholine » Thiocholine + acétate

Thiocholine + Dithiobisnitrobenzoate — Couleur jaune

Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, un volume 50 ul de du tampon phosphate de
sodium (pH=8) (100Mm) est déposé avec 10ul d’extrait dissout dans le méthanol a
différentes concentrations, ensuite 20 ul d’AChE sont additionnés. Aprés 15 min d’incubation
a une température de 25°C ; 10 ul de DTNB (0.5mM) et 10ul d’acétylthiocholine iodide sont
ajoutés. A la fin deux lectures sont faites a 412 nm (to = Omin et t; = 15min). Le Galantamine
est utilise comme référence.

Le pourcentage d’inhibition d’AChE est déterminé par rapport au blanc (méthanol

avec le phosphate buffer pH 8) par la formule :

(E - S)/ E *100

E : Activité de I'enzyme sans extrait

S 1 Activité de I'enzyme avec I’extrait
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11.3.2.2 Activité inhibitrice de I’ a-amylase

Principe

Cette activité a été réalisée en utilisant la méthode iode / iodure de potassium
(IKT) qui est I’indicateur de fonctionnement avec quelques modifications pour déterminer la
quantité d’amidon hydrolysé. Dans la présence d'un inhibiteur de I'a- amylase moins
I’amidon serait hydrolysé en maltose ou glucose, et la valeur d'absorbance serait diminuée.
L’absorbance a été mesurée a 630 nm. (Zengin G. etal., 2014, Yang X. W. et al., 2012).

Mode opératoire
Dans une microplaque de 96 puits, Nous le divisons en 5 sections (Ac, Ae, As, As,

Ay). Dans chaque section on va mettre:
Ac: 25 pul MeOH + 50 pl Tampon
A¢: 25 pl MeOH + 50 pl Enzyme
A 25 pl Extrait methanol + 50 pl Enzyme
A 25 pl Extrait Acetate + 50 pl Enzyme
Ap: 25 pl Extrait + 125 pl Tampon

Aprés 10 min d’incubation a une température de 37°C. En ajouté dans chaque section
sauf (Ap) 50 ul d’amidon et mettre en deuxiéme incubation de 20min a une température de
37°C. Puis 25 pl HCI et 100 pl IKI (3 g d’iodure de potassium dissoute dans 100 ml d’cau
auquel a été ajouté 127 mg d'iodine) sont ajoutés sauf dans la section d’Ap;100 pl IKI

seulement sont ajoutés. La lecture est faite a la longueur d’onde 630 nm.
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Le pourcentage d’inhibition :

%INH=1-[(Ac-Ae)-(AscAb) | (Ac-Ae)]

Ac~=Absorbance [Amidon+IKI+HCIl+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ac=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]

Ap=Absorbance [Extrait+IKI+125ul de tampon]
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I.  Analyses phytochimiques

I.1 Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux

L’estimation quantitative des polyphénols totaux en équivalent d’acide gallique, des
extraits des feuilles de Ficus carica L a été réalisée par la méthode spectrophotométrique de
Folin-ciocalteu (FCR) (Muller et al, 2010). L’acide gallique a été utilisé comme standard
pour tracer une courbe d’étalonnage. Les quantités des polyphénols correspondantes ont été

exprimées en pg d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug GAE /mg d’extrait).

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de Topcu et al. (2007). La
quercétine a été utilisée comme standard pour tracer une courbe d’étalonnage. Les quantités
des flavonoides correspondantes ont été rapportées en pg d’équivalent de quercétine par mg

d’extrait (ugQE/mg).
Les résultats de la teneur en composés phénoliques sont presentés dans le tableau05.

Tableau06: Teneur en polyphénols totaux (TPC) ET en flavonoides (TFC) des’extraits.

Extraits Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
totaux (ug GAE/mg) totaux (ug QE/mg)
Extrait de methanol (EM) 31,45+3,97 140,90+6,33
Extrait d’acetate (EA) 46,15+1,67 195,4167+5,89

Mg GAE/mg: pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
Mg QE/mg: pg d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.

Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénolique totaux et des flavonoides

sont illustres a la figurel8, 19 et I’histogramme de la figure20.
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Figure 18 : Profil de la microplaque du dosage des polyphénols totaux.
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Figure 19 : Profil de la microplaque de dosage des flavonoides totaux.

TPC

L TFC
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Figure 20: Histogramme représentant la teneur en polyphénols totaux (TPC) et en
flavonoides totaux (TFC) des extraits.

D’apres les résultats representés au tableau 05 et les Figures19, 18,20, les teneurs en
polyphénols totaux des extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle des feuilles du Ficus
carica L sont de 31,45+£3,97 ug GAE/mg et 46,15+1,67 ug GAE/mg respectivement. Les
teneurs en flavonoides totaux sont de l'ordre de 140,90+6,33ug QE/mg pour I’extrait
méthanolique et 195,4167+5,89 pg QE/mg pour I’extrait d’acétate d’éthyle.

Ces résultats montrent que ’extrait d’acétate d’éthyle renferme un taux peu plus élevé
en polyphénols et flavonoides que I’extrait méthanolique. La différence des résultats des
solvants indique que la récupération phénolique des matieres végétales est influencée par la
solubilité dans le solvant utilisé pour le processus d'extraction. En outre, la polarité du solvant

joue un réle clé dans l'augmentation de la solubilité (Bey M et al., 2013).
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Plusieurs études se sont intéresses a la détermination des taux des polyphénols sur des
extraits méthanoliques des feuilles du Ficus carica L. Nos résultats sont supérieurs a ceux
obtenus des feuilles de Plovdiv par Ivanov | et al.,(2015) et des feuilles de la flore sauvage
de Saklikent / Fethiye par Ergul M et al.,(2019) avec des valeurs variant entre 3,9 pg
GAE/mg et 16,11 pg GAE/mg respectivement, et inférieur a ceux d’Ara I. et al., (2020) et
Lahmadi A et al.,(2019) a partire des feuilles ont été récoltées dans Lakhdaria, Province de
Bouira (nord-est de I'Algérie) ayant trouvé des valeurs de 353,5 = 10,772 ug GAE/mg et
96,46 + 0,42 ug GAE/mg respectivement.

Les résultats des polyphénols totaux des extraits d’acétate d’éthyle, sont supérieurs a
ceux obtenus par Konyahloglu S et al.,(2005) qui travaillent par des feuilles de deux variétés
différentes (Sarilop; jaune et Bursa siyahi; violet) de figues fraiches ont été récoltées des
vergers des provinces d'Aydin et de Bursa, et Ramgopal M et al.,(2018) ayant trouvé des
valeurs variant entre 5,090+ 0,097 pug GAE/mg et 12,22+0,124 ug GAE/mg respectivement.

Plusieurs études se sont intéressés a la détermination des taux de flavonoides sur des
extraits méthanoliques des feuilles du Ficus carica L. Nos résultats sont supérieurs a ceux
obtenus par Ergul M et al.,(2019), Lahmadi A et al.,(2019) , Ivanov I et al.,(2015) et
Mahmoudi S et al.,(2015) qui ont trouvé des valeurs variant entre 11,29 pug QE/mg , 33,52 +
1,34 ug QE/mg , 1,4 pg QE/mg et 14,388 £ 0,333 pg QE/mg respectivement.

Les résultats des polyphénols totaux des extraits d’acétate d’éthyle sont supérieurs a
ceux obtenus par Konyaloglu S et al., (2005) et Ramgopal M et al.,(2018) avec des valeurs
variant entre 1,188+0,034 pg QE/mg et 9,24+0,215ug QE/mg respectivement.

Selon Kamiloglu E et Capanoglu E., (2013) et Zadernoski et al., (2005), ces
différences de résultats peuvent étre dus aux facteurs agroécologiques, géenétiques et des
méthodes d'extraction utilisées. D'un autre coté Fernando V et al., (2012), estiment que les
conditions météorologiques et I'influence de la région de culture (nord ou sud), de la méthode
de culture (en serre ou en extérieur) et / ou du style de culture (conventionnel ou biologique)

pourraient avoir une influence sur les concentrations finales de composés phénoliques.




Résultats et discussion

Evaluation de P’activité Antioxydante

1.2 Le radical libre diphényle-picryl-hydrazyle (DPPH)

Dans cette étude, la méthode DPPH a été utilisée pour évaluer l'activité de piégeage
des radicaux libres des feuilles de Ficus carica L. Les antioxydants sont des substances qui
réduisent la forme radicalaire de la DPPH grace a un donneur d'électrons ou d'hydrogéene
(Saeideh Allahyari,. 2014) par cette réaction on remarque que le DPPH change la couleur du
violet au jaune (Figure2l). L'activité antioxydante piégeant I'extrait des feuilles du Ficus
carica L a été considérablement augmentée avec l'augmentation de la concentration de
I'extrait (Tableau 06).

Tableau07 : Valeurs d’ICso du test DPPH des extraits et standards.

Extraits/Standards ICso pg/ml

Extrait de méthanol (EM) 235,45+3,66

Extrait d’acétate (EA) 268,3416,75
BHA 6,14+0,41

BHT 12,99+0,41
a-Tocophérol 13,02+5,17

Figure 21 : Profil de la microplaque du dosage de I’activité anti radicalaire DPPH.
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ICso pg/ml

EA » EM  » oTcp m BHT BHA

Figure 22 : Valeurs ICs du test DPPH.

La valeur d’ICso est la concentration des antioxydants nécessaires pour réduire 50%
du radical DPPH. Elle a été déterminee graphiquement par la régression linéaire. une faible
valeur d’ICso d’un extrait indique sa forte activité antioxydante (Nurul J et al., 2017,
Diomande A. et al.,2018).

D’apres les valeurs du tableau06 et les figures 21,22 ; nous constatons que les extraits
méthanolique et d’acétate d’éthyle ont un pouvoir antioxydant faible, (avec des ICso
respectives de : 235,45+3,66 ug/ml et 268,34+6,75 pg/ml). Ces valeurs d’ICso sont supérieurs
a celles des standards : BHT (ICs0=12,99+0,41ug/ml), BHA (ICs0=6,14+0,41pug/ml) et I’a-
tocophérol (13,02+5,17ug/ml). L’extrait méthanolique a exhibé une activité meilleure que

celle de I’extrait d’acétate d’éthyle.

Comparativement a d’autres études réalisées sur I’extrait méthanolique des feuilles de
Ficus carica L, notre résultat est supérieur a celui obtenu par Ara I et al.,(2020) (ICso =
17,407 pg/mL) des feuilles qu’ont été récoltés regions du nord du Pakistan (Naran, Kaghan et
Khyber Pakhtunkhwa) ,et inférieur a celui obtenu par Ergul M et al.,(2019), Mahmoudi S et
al.,(2015) et Lahmadi A et al.,(2019) qui ont trouvé des valeurs variant entre 1450 pg//mL,
849,21 pg/mL et 275,23 £0,045ug/mL respectivement.
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Le résultat obtenu dans notre étude pour I’extrait d’acétate d’éthyle est différent de
celui d’une autre étude réalisée sur des feuillets de Ficus carica L de la forét de Seshachalam
a Tirupati en Inde. Les résultats ont montré une valeur d’ICso de 899,55+109,737 pg/mL
(Ramgopal M et al., 2018). Dans la méme étude, les auteurs ont montré différentes valeurs
d’ICso qui varient selon le type du solvant d’extraction : 1233+40,764 pg/ml pour 1’hexane,
175,857+8,932 pg/ml pour 1’éthanol et 322,110+12,970 ug/ml pour I’extrait aqueux.

Selon Andreia P. Oliveira., et al (2009) et Mahmoudi S., et al (2015), Ces
différences des resultats peuvent étre le résultat des quantités de composés phénoliques
présentes dans les feuilles parceque la capacité antioxydante des feuilles de figuier était

significativement corrélée avec le contenu phénolique.

1.3 L’activité de piégeage d’ABTS

L’ABTS est une activité d'élimination des cations radicalaires et reflete également la
capacité de donner de I'hnydrogéne (Sowndhararajan K. Kang S C 2012). Les résultats de
I’activité de piégeage d’ABTS sont présentés dans le tableau 07et les figures 23,24.

Tableau08 : Valeurs d’ICso du test de balayage ABTS des extraits et standards.

Extraits/Standards ICso pg/ml
Extrait de méthanol (EM) 79,64+11,97
Extrait d’acétate (EA) 83,04+11,01
BHA 1,29+0,30
BHT 1,81+0,10
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Figure 23 :Profil de la microplaque de I’activité de balayage ABTS.

ICso pg/mi

EA EEM EBHT H®EBHA

Figure 24 : Valeurs des ICso dans le test ABTS.

Selon les résultats mentionnés au tableau 07 et les figures 23,24 ; nous constatons
que I’extrait méthanolique a montré une trés faible activité antiradicalaire ABTS avec une

ICso de I’ordre de 79,64+11,97 pg/ ml, cette activité est proche de celle de I’extrait d'acétate

E

d'éthyle qui présente une ICso égale & 83,04+11,01 pg/ ml.
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En comparaison aux standards ; on remarque que I’extrait méthanolique a manifesté
une activité antiradicalaire ABTS 44 fois plus faible que celle du BHA (ICso =1,81+0,10 pg/
ml) et 62 fois plus faible que celle du BHT (ICse = 1,2940,30 pg/ ml), tandis que I’activité
antiradicalaire de 1’extrait d’acétate d’éthyle est 46 fois inférieure a celle du BHA et 64 fois

inférieure a celle du BHT.

Dans notre étude, I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique des feuilles de
Ficus carica L est 7 fois inférieur a celle obtenu par Ergul M et al., (2019) avec une ICso
égale a 559,39 ug / ml. De plus, une étude sur les feuilles de Ficus carica L de Bejaia, les
auteurs ont montré une activité de piégeage d’ABTS pour I’extrait méthanolique avec une
valeur d’ICso égale a 316,23 + 14,9 ug /ml pour des feuilles séchées a 1’abri de la lumiére et
348,34 + 15,58 ug / ml pour les feuilles séchées dans le four (Boukhalfa F., et al 2019). A
partir de ces résultats ; on peut conclure que nos extraits ont une bonne activite de piegeage
d’ABTS.

Comparativement aux résultats de la presente étude, les travaux menés par Amessis-
Ouchemoukh et al., (2016) concernant I’extrait methanolique des figues blanches (Ficus
carica) de Beni Maouche ont démontré une activité antiradicalaire ABTS meilleure a celle de
nos extraits (ICso = 68,98 + 0,12 ug/ ml).

Nous n’avons pas trouvé de travaux similaires sur les feuilles de Ficus carica L. ayant
étudie le potentiel ABTS d’un extrait d’acétate d’éthyle. Par conséquent nos résultats ne

peuvent étre comparé a celles d’autres études.

1.4 Réduction du cuivre (CUPRAC)

Les résultats de la capacité de réduire le cuivre de I’extrait méthanolique et d’acétate
d’éthyle du Ficus carica L sont présentés au tableau 08 et les figures 25, 26. Le changement
de la couleur observée dans la microplaque indique la réduction du complexe cuivre-
néocuproin par un agent antioxydant.

Tableau09 : Valeurs (Agso) du test de réduction du cuivre des extraits et standards.

Extraits/Standards Aoso (Mg/mL)
Extrait de méthanol (EM) 90,12+3,62
Extrait d’acétate (EA) 63,88+0,88
BHA 5,35+0,71
BHT 8,97+3,94
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Figure 25 : Profil de la microplaque de la réduction du cuivre (CUPRAC).

Ag.50 Hg/mL

EM REA EBHT ®BHA

Figure 26 : Valeurs des Aq 5o du test CUPRAC.

Les valeurs d’Ag 5o des extraits méthanolique et d’acétate d’éthyle sont de 90,12+3,62
ug/ml et 63,88+0,88 pg/ml respectivement. On remarque que la réduction du cuivre de
I’extrait d’acétate d’éthyle est largement supérieure par rapport a I’extrait méthanolique.
Comparés aux BHT (8,97£3,94 pg/ml) et BHA (5,35+0,71 ug/ml), les deux extraits sont

relativement plus faibles que les standards. L’extrait méthanolique possede une activité 16
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fois faible que le BHA et 10 fois que le BHT. L’extrait d’acétate d’éthyle posseéde une activité
11 fois faible que le BHA et 7 fois faible que le BHT.

En raison de I’absence d’études qui ont réalisé I’activité de réduction du cuivre sur des
extraits de feuilles du figuier, nos résultats ne peuvent étre comparés avec ceux d’autres

études.

1.5 L’activité de piégeage de Galvinoxyl radical (GOR)

Les résultats de D’activit¢ de piégeage de Galvinoxyl radical (GOR) de [I’extrait
méthanolique et d’acétate d’éthyle de Ficus carica L sont présentés au tableau09 et les
figures 27, 28.

TableaulO : Valeurs d’ICso du Galvinoxyl radical (GOR) test des extraits et standards.

Extraits/Standards ICso pg/ml
Extrait de méthanol (EM) 80,40+1,33
Extrait d’acétate (EA) 190,22+1,59
BHA 3,32+0,18
BHT 5,38+0,06

Figure 27 : Profil de la microplaque de Galvinoxyl radical (GOR).

E




Résultats et discussion

ICso pg/mi
EA "EM EBHT ®=BHA

Figure 28 : Valeurs des 1C50 du test radical galvinoxyl.

D’apres les résultats du tableau09 et les figures 27, 28 ; nous constatons que 1’extrait
méthanolique montre une faible activité antiradicalaire avec une ICso de I’ordre de 80,40+1,33
ug/ ml. Cette activité est largement inférieure a celles des standards le BHA et BHT qui
présentent une ICs egale a 3,32+0,18 pg/ ml et 5,38+0,06 pg/ ml respectivement et 2 fois
supérieure a celle de I’extrait d’acétate d’éthyle avec une ICso de 190,22+1,59 pg/ml.
Néanmoins, I’extrait d’acétate d’éthyle est 57 fois moins que le BHA et 35 fois moins actif
que le BHT.

En raison de I’absence d’études qui ont réalisé I’activité de piégeage de Galvinoxyl
radical (GOR) sur des extraits de feuilles du figuier nos résultats ne peuvent étre compares

avec ceux d’autres études.

1.6 L’activité phénanthroline

L’activité phénanthroline est caractérisée par une réaction de réduction des ions Fe3*
en ions Fez*. Cette conversion est illustrée par 1’apparition de la couleur oronge dans la
microplaque. Les résultats de I’activité phénanthroline de 1’extrait méthanolique et d’acétate

d’éthyle de Ficus carica L sont présentés au tableaulO et les figures 29, 30.

K




Résultats et discussion

Tableaull : Valeurs (Agso) du test de phenanthroline des extraits et standards.

Extraits/Standards Aoso (Mg/mL)
Extrait de méthanol (EM) 70,98+0,85
Extrait d’acétate (EA) 51,24+0,84
BHA 0,93+0,07
BHT 2,24+0,17

Figure 29 : Profil de la microplaque de phenanthroline.

Ao.50 Mg/mL

EM EEA EBHT H®BHA

Figure 30 : Valeurs d’Aq 59 dans le test phénanthroline.
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D’aprés les résultats présentés au tableaulO et les figures 29, 30 ; on observe que les
valeurs d’Ag o obtenus pour les deux extraits méthanolique et d’acétate d’éthyle sont de
I’ordre de 70,98+0,85ug/ml et 51,24+0,84ug/ml respectivement. Ces valeurs sont supérieures
a celles des standards le BHA (Ag.50 =0,93+0,07 ug/ml) et le BHT (Ag50= 2,24+0,17 pg/ml),
donc nos extraits possédent une activité antioxydante tres faible.

Nous constatons aussi que I’extrait méthanolique présente la plus grande valeur d’Agsg en
comparaison a celle d’acétate d’éthyle. Donc I’extrait méthanolique a une trés faible activité
par rapport a celle d’acétate d’éthyle.

En raison de I’absence d’études qui ont réalisé I’activité de phénanthroline sur les

extraits d’intérét, nos résultats ne peuvent étre comparés avec ceux d’autres études.

1.7 Pouvoir réducteur (FRAP)
Cette méthode est un essai simple, rapide et reproductible. La présence des réducteurs

dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe*" complexe ferricyanide a la forme
ferreux Fe?**. Ce dernier peut étre évalué en mesurant et en surveillant 1’augmentation de la
densité de la couleur bleue dans le milieu réactionnel (Bougandoura N et Bendimerad N.,
2012). L’activité observée indiquerait la présence de composés donneurs d’électrons dans les
extraits étudiés, entrainant la réduction du Fe** en Fe*". Le pouvoir réducteur d’un composé
peut servir d’indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Diomande A.et
al., 2018) . Les résultats de I’activité antiradicalaire au FRAP sont représentés au tableaull et
les figures 3let 32. Le changement de la couleur du jaune au bleue observé dans la

microplaque indique la présence de substances possédant une capacité a transférer un

électron.

Tableau 12 : Valeurs (Aoso) du test pouvoir réducteur des échantillons et standards.

Extraits/Standards Aoso (Mg/mL)
Extrait de méthanol (EM) >200
Extrait d’acétate (EA) >200
Acide Ascorbique 6,77£1,15
a-Tocophérol 34,93+2,38
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Figure 31 : Profil de la microplaque de I’activité de pouvoir réducteur.

Ao.50 Mg/mL

FEM EEA Ba-Tcp ¥ Acid Ascorbique

Figure 32 : Valeurs des Ag 5o du test FRAP.

Les résultats obtenus au tableau 11 et les figures 31, 32 suggerent clairement que les

deux extraits méthanolique et d’acétate d’éthyle ont montré une tres faible activité avec un
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Ao .50 >200 pg/ml par rapport aux standards 1’a-Tocophérol et I’acide ascorbique avec des
Ao 5o respectives de 34,93+2,38 pg/ ml et 6,77+1,15 pg/ ml.

Contrairement & la présente étude, d’autres auteurs ont prouvé que les feuilles
possedent une activité réductrice de Fe3" en Fe2* notamment Lahmadi A et al., (2019) ont
montré des valeurs d’Ag 59 pour I’extrait méthanolique variant entre 0,113 £ 0,004 pg / mL et
0,494 + 0,008 pg / ml. Une autre étude de Ghazi F et al., (2012) réalisée sur des extraits
meéthanolique et aqueux des feuillets du Ficus carica L du Royaume d'Arabie saoudite ; les
auteurs ont trouvé des valeurs d’ Agsg variant entre 131,39 + 13,96 mmol Fe / 100 g pour

I’extrait méthanolique et 16,66 + 4,40 mmol Fe / 100 g pour I’extrait aqueux.

1.8  Silver nanoparticle (SNP) assay

SNP est une méthode colorimétrique sensible pour la détection des polyphénols, la
coloration jaune de la microplaque est due a la formation de SNP (formation de noyau-
enveloppe) indiquant que les polyphénols sont oxydés en les quinones correspondantes tandis
que I’Ag” est réduit en SNP (Mustafa O et al., 2012) (Figure33,34)(Tableaul2).

Tableaul3 : Valeurs (Agso) du test silver nanoparticle (SNP) assay des échantillons et
standards.

Extraits/Standards Aoso (Mg/mL)
Extrait de méthanol (EM) 177,22+7,29
Extrait d’acétate (EA) 86,74+0,87
Acide ascorbique 7,14+0,05

Trolox 34,17+1,23
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Figure 33 : Profil de la microplaque de I’activité silver nanoparticle.

Ao 50 Hg/mL
EM EEA E Trolox = Acide ascorbique

Figure 34 : Valeurs des Ay 5 du test Silver nanoparticle (SNP) assay.

Selon les valeurs obtenues d’Agso (Tableaul? et Figure33, 34), nous constatons que
I’extrait d’acétate d’éthyle posséde une bonne activité que ’extrait méthanolique avec des
valeurs d’Agso de ’ordre del77,22+7,29ug/ml et 86,74+0,87ug/ml respectivement.

E
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Comparé a I’acide ascorbique (7,14+0,05ug/ml) et le trolox (34,17£1,23ug/ml), les deux
extraits possédent des activités relativement plus faibles que celles des standards. L’extrait
méthanolique possede une activité 24 fois faible que 1’acide ascorbique et 5 fois que le trolox
en comparaison a celle de I’extrait d’acétate d’éthyle qui posséde une activité 12 fois faible

que I’acide ascorbique et 2 fois que le trolox.

En raison de I’absence d’études qui ont réalisé I’activité Silver nanoparticle (SNP) sur
des extraits des feuilles du figuier, nos résultats ne peuvent étre comparés avec ceux d’autres

études.

Evaluation de I’activité enzymatique

1.9 Activité inhibitrice d’acétylcholinestérase

La butrylcholinestérase (BChE) et l'acétylcholinestérase (AChE) sont des enzymes
biologiques importantes (Saeed A et al., 2016). L’acétylcholine étant dégradée dans la fente
synaptique principalement par 1’acétylcholinestérase (Bordet R., 2007). La maladie
neurodégénérative d'Alzheimer est causée par une diminution de l'activité cholinergique.
L’une des approches pour la prise en charge de la maladie d’Alzheimer est la consommation
de butryl-cholinestérase et d’acétyl cholinestérase (Saeed A et al., 2016). Donc, I’activité
inhibitrice de l'acétylcholinestérase est parmi les voies permettant le développement de
médicaments pour le traitement de certains troubles neurologiques, tels que la maladie
d'Alzheimer (Andreia P. Oliveira et al., 2009). Nous nous sommes intéressés au cours de
notre étude a tester ’activité anti-Alzheimer en se basant sur le test d’inhibition de
I’enzyme I’AChE. Les résultats de Ficus carica L des activités d'inhibition d’AChE sont

présentés dans au tableaul3 et la figure 35.

Tableaul4d : Valeurs d’ICso du test de ’activité inhibitrice d’AChE des extraits et du
standard.

Extraits/Standards ICso pg/ml
Extrait de méthanol (EM) Négative
Extrait d’acétate (EA) Négative
Galantamine 6,27£1,15

=N
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Figure 35 : Profil de la microplaque de I’activité inhibitrice d’ AChE.

D’apres les résultats présentés au tableaul3 et la figure 35, on observe que les deux
extraits méthanolique et d’acétate d’éthyle n’ont aucune activité inhibitrice de
I'acétylcholinestérase, ces résultats sont similaires de ceux d’Andreia P. Oliveira et al.,
(2009) des feuilles étaient collectés dans la région de Mirandela (nord-est du Portugal).
Cependant lors d’une étude réalisée par Ergul M et al.,(2019) ; les auteurs ont montré la

présence d’une activité inhibitrice avec un pourcentage d’inhibition d’une valeur de
53,33+3,21 mg/ml.

Selon Houghton et al., (2006), les composes phénoliques comme les alcaloides, les
flavonoides, les terpénoides, les furano et les isocoumarines ont la capacité d'inhiber cette
enzyme. Bien que nos échantillons aient présenté des quantites élevées en flavonoides, mais
ils n'ont eu aucun effet sur I’activité de I'acétylcholinestérase. Alors qu’Andreia P. Oliveira
et al., 2009 ; ont montré que le manque d'inhibition de l'acéthylcholinestérase pourrait étre
lié a la structure chimique des composés identifiés. De plus, les interactions entre les
composeés phénoliques et d'autres composés présents dans I'extrait testé peuvent entrainer une

absence d'activité.

.10 Activité inhibitrice de I’alpha-Amylase
Il est connu que l'a-amylase est une enzyme qui catalyse I'hydrolyse des
polysaccharides et des disaccharides aux monosaccharides. L'inhibition de cette enzyme

E
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entrave I'absorption rapide de la glycémie en retardant la digestion des glucides (Ergul M et
al., 2019). Les résultats de Ficus carica L des activités d'inhibition d’alpha-Amylase sont
présentés au tableaul4 et la figure 36.

Tableau 15 : Valeurs d’ICsp de test inhibiteur de 1’alpha-Amylase des extraits et du standard.

Extraits/ Standards ICso pg/ml
Extrait de méthanol (EM) Negative
Extrait d’acétate (EA) Negative

Acarbose 275,43+1,59

Figure 36 : Profil de la microplaque de ’activité inhibitrice 1’alpha- Amylase.

D’apres les resultats obtenus au tableau 14 et la figure 36 ; les valeurs d’ICso sont
négatives pour les deux extraits méthanolique et d’acétate d’éthyle ce qui confirme que ces

extraits ne possedent aucune capacité d'inhibition de ’activité de 1’alpha amylase.

Contrairement a nos résultats ; Mopuri R et al., (2017) ont montré que I’extrait
d’acétate d’éthyle des feuilles de Ficus carica a une légere activité inhibitrice contre I’alpha
amylase avec une ICso égale a 2665,57 + 514,923 pug /mL. De plus, la méme étude a démontré

que les extraits éthanolique et aqueux et d’hexane sont dotés également d’une légére activité

)
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inhibitrice contre I’alpha amylase avec une ICso de I’ordre de 550,963 + 33,931 pg / mL,
687,496 + 41,987 ug / mL et 11611,26 + 318,9 pg / mL respectivment.

Aussi, les travaux menés par Ergul M et al., (2019) sur I’extrait méthanolique des
feuilles de ficus carica ont présenté une considérable activité inhibitrice contre I’alpha
amylase avec une ICs égale a 67,32+2,46 mg /ml. De méme, Ara I. et al., (2020) ont
prouvé que I’extrait méthanolique avait présenté une activité inhibitrice trés puissante contre

I’alpha amylase avec une ICso de I’ordre de 0,896 pg / ml.
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Conclusion et perspectives

La connaissance et I’'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Grace aux thérapeutiques qu’elles procurent, leur importance dans le domaine

de la santé publique est trés accentuée.

Notre étude a pour objectif 1’évaluation d’effet antioxydant , antidiabétique et anti
Alzheimer de I’extrait méthanolique et d’acétate éthyle de la partie aérienne (feuilles) du
Ficus carica L de la région de Bouzeguéne — Tizi Ouzou.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux des extraits méthanolique et
d’acétate éthyle (feuilles) Ficus carica L a été effectuée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus montrent que I’extrait d’acétate d’éthyle posséde une
grande teneur en phénols totaux en comparaison a celle de I’extrait méthanolique et une
richesse en flavonoides d’extrait methanolique en comparaison a celle de 1’extrait d’acétate
d’éthyle.

Les résultats sur I’ensemble des tests biologiques « in vitro » d’extrait méthanolique et
d’acétate d’éthyle montre que les extraits possedent une activité antioxydante intéressante par
leur richesse en flavonoides et en composés phenolique. Mais, ont montré que 1’extrait
méthanolique posséde une bonne activite de capacité antiradicalaire (DPPH) et du radical
galvinoxyle (GOR) en comparaison a I’extrait d’acétate d’éthyle. Par contre pour la méthode
de CUPRAC, phenanthroline et Silver nanoparticle (SNP) assay I’étude a montré que 1’extrait

d’acétate d’éthyle possede la plus grande activité antioxydante que I’extrait méthanolique.

Les différents tests enzymatiques réalises dans notre étude ont prouvé que nos extraits
ne possédent aucun effet sur 1’activité inhibitrice d’acétylcholinestérase et d’alpha amylase ce
qui montre qu’ils ne peuvent avoir un effet sur la prévention de la maladie d’Alzheimer et le

diabéte.

Ce travail peut étre considéré comme un point de départ ; en guise de perspectives, il

serait intéressant de :

» Tester d’autres méthodes et solvants d’extraction et leurs influences sur le rendement
et la composition chimique de I’extrait.
> Réaliser une étude phytochimique approfondie qui consiste a la purification,

I’identification et la caractérisation des composés actifs.

s
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> Faire des études expérimentales « in vivo» sur des espéces animales.

> Etudier d’autres activités biologiques notamment [’activité anti-inflammatoire,
anticancéreuse et I’activité antimicrobienne.
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Résumé

Le figuier (Ficus carica L) est une espece tres répandue dans le bassin méditerranéen.
Notre presente recherche a pour objectif 1’évaluation « in vitro» de I’activité antioxydante et
enzymatique de I’extrait méthanolique et d’acétate d’éthyle de la partie aérienne (Feuilles) du
Ficus carica L de la famille des Moraceaes cultivés a la région de Tizi Ouzou.

Le dosage a montré que les extraits sont riches en flavonoides totaux avec une teneur
de 195,4167+5,89ug QE/mg pour I’extrait d’acétate d’éthyle et 140,90+6,33ug QE/mg pour
I’extrait méthanolique, et la quantité des polyphénols totaux est estimée a 46,15+1,67 ug
GAE/mg pour I’extrait d’acétate d’éthyle et 31,45£3,97 pg GAE/mg pour Iextrait

méthanolique.

L’évaluation de ’activité antioxydante des extraits est déterminée par sept meéthodes.
Les tests réalises donnent des résultats intéressants et différentes pour les deux solvants :
CUPRAC, phenanthroline et silver nanoparticle (SNP) assay ont montré une activité
importante pour I’extrait d’acétate d’éthyle avec des valeurs: Ags50=63,88+0,88 pg/mL,
[Cs0=51,24+0,84 pg/mL et 86,74+0,87 pg/mL respectivement. La capacité antiradicalaire
(DPPH) et le radical galvinoxyle (GOR) ont prouvé que I’extrait méthanolique possede un
pouvoir antioxydant éleve avec des valeurs de 235,45+3,66 pg/mL et 80,40+1,33 pg/ml

respectivement.

La présente étude a montré que les deux extraits présentent un effet similaire pour
I’effet scavenger a I’ABTS avec des ICso trés proches (ICse= 79,64 ng/ml pour I’extrait
méthanolique et 83,04 pg/ml pour I’extrait d’acétate d’éthyle). Aussi les deux extraits ont
donné une activité faible pour le pouvoir réducteur et des résultats négatifs pour I’activité

d’inhibition d’acétylcholinestérase et d’alpha amylase.

En conclusion, notre étude confirme que les feuilles du figuier sont une bonne
source de phénols et surtout les flavonoides qui possedent une puissante activité antioxydante

mais aucun effet sur la prévention contre 1’apparition du diabéte et la maladie d’ Alzheimer.

Mots clés : Ficus carica L, activité antioxydante, flavonoides, activité biologique, ABTS.



Abstract

The fig tree (Ficus carica L) is a widespread species in the Mediterranean basin. The
purpose of our present research is the evaluation «in vitro» of antioxidant and enzymatic
activity of the methanolic extract and ethyl acetate of the aerial part (leaves) of Ficus carica L
from the family Moraceae in the region of Tizi Ouzou.

The highest contents of total polyphenols and flavonoids were found in the ethyl
acetate extract than the methanolic extract. The dosage showed that the extracts are rich in
total flavonoids with a content of 195.4167 + 5.89ug QE / mg of EA and 140.90 + 6.33ug QE
/ mg of ME, while the amount of polyphenols total is estimated at 46.15 + 1.67 ug GAE / mg
EA and 31.45 + 3.97 ug GAE / mg ME.

The evaluation of the antioxidant activity of the extracts is determined by seven
methods. The tests carried out give interesting and different results for the two solvents:
CUPRAC, phenanthroline and silver nanoparticle (SNP) assay have shown significant activity
for ethyl acetate extract with values: Ays50=63,88+0,88 pg/mL, 1Cs=51,24+0,84 pg/mL et
86,74+0,87ug/ml respectively. The anti-free radical capacity (DPPH) and the galvinoxyl
radical (GOR) have shown that the methanolic extract has a high antioxidant power with
values of 235.45 + 3.66 pug / mL and 80.40 £ 1.33 g / ml respectively.

The present study showed that the two extracts exhibit a similar effect for the
scavenger effect to ABTS with very similar ICso (ICso = 79.64 pg / ml for the methanolic
extract and 83.04 ug / ml for the ethyl acetate extract). Also, both extracts gave low activity
for reducing potency and negative results for acetylcholinesterase and alpha amylase

inhibitory activity.

In conclusion, our study confirms that fig leaves are a good source of phenols and
especially flavonoids which have a powerful antioxidant activity but no effect on prevention

against the onset of diabetes and Alzheimer's disease.

Key words: Ficus carica L, antioxidant activity, flavonoids, biological activity, ABTS.
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Evaluation de I’activité antioxydante et enzymatique des feuilles du Figuier

Ficus carica L

Résumeé

Le figuier (Ficus carica L) est une espéce tres répandue dans le bassin méditerranéen. Notre présente
recherche a pour objectif I’évaluation « in vitro» de I’activité antioxydante et enzymatique de I’extrait
méthanolique et d’acétate d’éthyle de la partie aérienne (Feuilles) du Ficus carica L de la famille des
Moraceaes cultivés a la région de Tizi Ouzou.

Le dosage a montré que les extraits sont riches en flavonoides totaux avec une teneur de
195,4167+5,89ug QE/mg pour [D’extrait d’acétate d’éthyle et 140,90+6,33ug QE/mg pour [D’extrait
méthanolique, et la quantité des polyphénols totaux est estimée a 46,15+1,67 ug GAE/mg pour 1’extrait
d’acétate d’éthyle et 31,45+3,97 ug GAE/mg pour I’extrait méthanolique.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits est déterminée par sept méthodes. Les tests réalisés
donnent des résultats intéressants et différentes pour les deux solvants : CUPRAC, phenanthroline et silver
nanoparticle (SNP) assay ont montré une activité importante pour I’extrait d’acétate d’éthyle avec des valeurs :
Ap50=63,88+0,88 pg/mL, 1C5=51,24+0,84 pg/mL et 86,74+0,87 pg/mL respectivement. La capacité
antiradicalaire (DPPH) et le radical galvinoxyle (GOR) ont prouvé que I’extrait méthanolique posséde un
pouvoir antioxydant elevé avec des valeurs de 235,45+3,66 pg/mL et 80,40+1,33 pg/ml respectivement.

La présente étude a montré que les deux extraits présentent un effet similaire pour I’effet scavenger a
I’ ABTS avec des ICso trés proches (ICs= 79,64 pg/ml pour I’extrait méthanolique et 83,04 pg/ml pour I’extrait
d’acétate d’éthyle). Aussi les deux extraits ont donné une activité faible pour le pouvoir reducteur et des
résultats négatifs pour I’activité d’inhibition d’acétylcholinestérase et d’alpha amylase.

En conclusion, notre étude confirme que les feuilles du figuier sont une bonne source de phénols et
surtout les flavonoides qui possédent une puissante activité antioxydante mais aucun effet sur la prévention
contre I’apparition du diabéte et la maladie d’ Alzheimer.

Mots clés : Ficus carica L, activité antioxydante, flavonoides, activité biologique, ABTS.
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