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Introduction générale

Il est vrai que, dés l'aube de I'humanité, ’homme a utilisé les plantes d’abord pour se
nourrir, puis pour prévenir, diagnostiquer, soulager ou soigner des maladies physiques et
mentales. De génération en génération, nos ancétres ont transmis leur savoir et leurs
expériences simples en s’efforcant quand ils le pouvaient de les consigner par écrit. Ainsi,
méme actuellement, malgré le progres de la pharmacologie, 'usage thérapeutique des plantes
médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement, en I’absence d’un systéme médical moderne (Benkhnigue. Oet al.,2011). En
effet, il existe environ 500.000 especes de plantes sur terre, dont 80.000 possédent des

propriétés médicinales (Quyou et al., 2003).

L’utilisation des plantes médicinales sous différentes formes, brutes ou préparées s’est
considérablement élargie, 80% de la population globale dépend notamment de la médecine
traditionnelle et de la phytothérapie pour les soins sanitaires, estime I’organisation mondiale
de la sant¢ (OMS). Ce qui semble étre une solution acceptable (Vania G et al., 2000). Dans
les pays industrialisés, il a été rapporté aussi que 60% des médicaments sont a base de plantes
; ces derniers sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques et agissent comme sources d’agents thérapeutiques modeles pour de
nouveaux compos€s synthétiques ou comme matiere de base pour la production semi

synthétique de molécules de haute complexité (Bourobou B.H., 2004).

Dans 1I’étude des plantes médicinales ; la valorisation ne s’arréte pas uniquement au niveau
des connaissances ethno pharmacologiques et biologiques des plantes, mais aussi a I’étude
phytochimique qui est obligatoire pour cerner I’ensemble des informations nécessaires a cette

valorisation.

Dans le cadre de nos travaux, relatifs aux plantes médicinales, nous nous sommes
intéressés a la valorisation d’une plante utilisée en phytothérapie et dans la médecine
traditionnelle contre les régles douloureuses, les maux d’estomac et pour activer

I’accouchement. C’est la Ranunculus bullatus appartenant a la famille des Ranunculaceae.

L’objectif de ce présent travail est fixé dans les points suivants : la détermination de la
composition chimique des métabolites secondaires et la mise en évidence d’une éventuelle

variabilit¢ de la quantification de ces substances, ainsi que I'évaluation de I'activité
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biologique d’extrait éthanolique de Ranunculus bullatus.

Notre choix pour ce genre est justifi¢ par le fait que celle-ci est riche en composés

phénoliques notamment les flavonoides connus pour leurs activités biologiques diverses.

Ce travail s’articule autour de 3 parties :

La premiére partie consiste a une synthése bibliographique qui a pour objet de donner des
informations sur la plante étudi€e, les métabolites secondaires ainsi que sur les activités

biologiques.

Le deuxieme volet de notre travail concerne la partie expérimentale qui renferme les
techniques d’analyse utilisées. Il sera présenté par la méthode d’extraction de la plante ainsi

que les protocoles utilisés au cours des tests biologiques.

La 3°™¢ partie rassemble tous les résultats obtenus et leur discussion, avec I'étude d'une
éventuelle corrélation entre eux. Et une conclusion générale avec quelques perspectives de

recherches avenirs.
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Partie théorique

Chapitre 1 Généralités et données bibliographiques

I. Etude de la plante

I. 1. Famille de Ranunculaceae
I. 1. 1. Présentation de la famille

Les renonculacées constituent une grande famille de plantes avec 2 377 espéces acceptées
appartenant a 65 genres (The Plant List, 2013). Les membres de la famille sont répartis dans
le monde entier, bien que la plupart soient confinés aux régions tempérées et froides des
hémispheres nord et sud. Cette famille a une grande importance économique en termes de
valeur horticole et pharmaceutique (Ro et al., 1997). Elle présente ¢galement un intérét pour
la recherche phylogénétique car il a souvent été considéré comme 1’une des familles
eudicotylédones les plus basales (Soltis et al., 2005 ; Simpson, 2006 ; Heywood et al., 2007)

et a donc été étudiés par de nombreux systématiciens utilisant divers caractéres taxonomiques.

I. 1. 2. Position systématique de la famille Ranunculaceae

Tamura (1993) a identifi¢ cinq sous-familles, principalement basées sur les
chromosomes et les fleurs. Caractéristiques (Hydrastidoideae, Thalictroideae, Isopyroideae,
Ranunculoideae et Helleboroideae). Takhtajan exclut Hydrastis et Glaucidium de la famille
Ranunculaceae (Takhtajan et al., 1997). Peng ¢était d’accord avec la taxonomie
proposée  par Tamura et a divisé les Ranunculaceae en six sous-familles (Peng et al.,
2006a) : Helleboroideae, Ranunculoideae, Cimicifugoideae, Isopyroideae, Thalictroideae et
Coptidoideae. Basé sur I’analyse compleéte de la phylogénie, de la chimiotaxie, de
I’ethnopharmacologie et des bio-activités, il semble plausible de traiter Cimicifugoideae en

tant que sous-famille distincte.

Le cladogramme (Figure I.1) proposé par le systtme APG II, basé sur la phylogénie
moléculaire (Angiosperm Phylogeny and Group et al., 2003), comprend cinq sous-familles,
les Glaucidiaceae et Hydrastidoide basales, les Coptoideae et les Thalictroideae évolutivement
jeunes. Ranunculoideae. Wang et al. Présenter une classification mise a jour basée sur quatre

locus moléculaires et 65 caractéres morphologiques (Wang et al., 2009), comprenant des
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données cytologiques et quatre marqueurs chimiotaxonomiques. Cette classification est

conforme au cladogramme APG II et reconnait 10 tribus dans la sous-famille Ranunculoideae.

La sous-famille Thalictroideae comprend les genres comme Isopyrum, Dichocarpum et
Aquilegia, qui appartiennent a la sous-famille proposée précédemment Isopyroideac (Peng et

al., 2006b). La pharmaco phylogénie est discutée sur la base de ce systéme.

Rarunculus

Bakrachium

Halerpestes Ranunculeas
Myosurus

Traviveiteria

Csypgraphis

Maraveiia

Clematis

fnamoclama | Anemonoas
Fulsatila

Anamong

Hepatica

Calkanthemum Callignthamaas
Aglaropyrum  Asleropyreas

Caltha Calth
Actasn s Ranunculoidae

Cimicifuga

Sauliea Cimicilugeas
Eranthis

Anamonopss

Barasgia

Helkehorus Hellebarass
Nigedla Migelleaa
Dielphiniem

Conspbda Delphiniaas
Auconiturm

Adonis

Calathodes Aodonideas
Megalaranthis

Trolus

Enaminon

|&apyTum

Dichocanpum

Aquilegia

Semianuiagia

Uroghysa Thalictroidess
Paraguilagia
Paropyriem
Leptapyrum
Thascirum
Copils
Xanthorhiza
Hydrisslis Hydrastidoidese
Glaucidiem Glascidoideas
PodophyBaideas

Coplidoideas

Figure 1.1 : Le cladogramme proposé par le systeme APG II. (Angiosperm Phylogeny and
Group et al., 2003). Modifi¢ par (Wang et al., 2009).
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I. 1. 3. Les caracteres botaniques

La famille des Renonculacées ou Ranunculaceae est une famille ancienne de plantes
dicotylédones appartenant a l'ordre des Ranunculales. Les caractéres généraux des

Ranunculaceae sont représentés dans le tableau I.1 et la (figure 1.2).

Tableau I.1 : Description morphologique de la famille Ranunculaceae (Bhandari, N.N., Asnani,
S. 1966).

Plantes vivaces, annuelles ou la plupart sont des plantes herbacées,

Morphologie . . .

générale basses et terrestres (Ranunculus), aquatiques ou grimpantes, mais

aussi quelques ligneuses.
Tiges Lignifi€es persistantes et sarmenteuses.

Sont en rosette ou alternes, opposées. Elles sont le plus souvent

Feuilles divisées ou palmatilobées. Les Renonculacées immergées ont des
segments de feuilles
filiformes.

Le plus souvent terminales. Les fleurs sont uniques ou plus souvent
Inflorescence groupées en racemes. Chez certaines especes la fleur se niche dans un
involucre de bractées (nigelle, anémone fausse-renoncule, pulsatille).
Le plus souvent régulieres. Elles sont bisexuées et adaptées a la
pollinisation par les insectes. Elles ne sont pas toujours autofécondées.
Fleurs Les fleurs sont tres décoratives avec un périanthe ou pétales et
sépales se confondent souvent sous forme de tépales. Les segments de
la fleur sont disposés en spirales : les tépales comme les étamines, de
méme que les carpelles s’ils sont nombreux.
Des akenes, parfois soudés en capsules ou deviennent une baie.
Fruits Chez certaines clématites et chez les pulsatilles, ils développent une
longue soie plumeuse pour étre dispersés par le vent. D’autres sont
semés par les fourmis.

LES RENONCULACEES
LA FLEUR

PLANTE ENTIER

Carpelles
-Corolle i Antheres

. (5 potales reguliers)--—
Corolle s pstales régulie: Dnther

Calice
(5 sepales) X Nombreuses
-—&tamines-—-

B E 3 - Pistil e

Tige creuse
herbacée

o i Y Sepales—

" =S N Reéceptacle
La corolle est réguliere Coupe en long de la fleur
Feuilles découpées Pétale Nectaire

Stigmate-

LE PISTIL

Akene

(coupe en long)

Carpelle

{coupe en long)

N LE FRUIT
-Cicatrice des étamines "Akénes
Le pistil est un groupe de carpelles Le fruit est un groupe dakenes

Figure 1.2 : Caracteres botaniques des Ranunculaceae
Source : bio-scene.org
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L. 1. 4. L’intérét pharmacologique

De nombreuses espéces de cette famille ont confirmé leur intérét pharmacologique.
Plusieurs d’entre eux sont utilisées en médecine traditionnelle dans le dégagement de chaleur
et dés intoxication (tableau 1.2), le traitement de ulcéres et plaies, comme anti-microbienne et
anti- inflammatoire, mais les ingrédients actifs peuvent varier. Par exemple, la ranunculine et
la protoanémonine lactone, les triterpénoides saponines, et alcaloides benzylioquinoléine et

protoberbérine ont une activité antibactérienne.

Tableau 1.2 : Les principales utilisations ethno pharmacologiques des plantes de Ranunculaceae
(Hao, D et al., 2015).

Heat- Anti- Wind- Blood-
clearing Ulcerdis microbe dispersing activating Swell-
Taxon and easeand and Trauma- and and stasis- Arthritis reducing DysenterPesticide Antitussive
detoxifi- sore anti- tic  eliminating removing and -y and
cation inflam- injury detoxific expectora
mation ation nt
Ranunculoideae
Ranunculeae
Ranunculus + + + + +
Batrachium
Halerpestes + +
Anemoneae +
Clematis + | + + + + + + + +
Naravelia
Pulsatilla + +
Anemone + + 4+ + + + + + + +
Hepatica +
Callianthemeae  + +
Asteropyreae + +
Caltheae + +
Cimicifugeae
Actaea + +
Souliea + +
Eranthis
Beesia + + + +

Le genre Ranunculus choisit dans notre travail est parmi les plantes de Ranunculaceae.
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I. 2. Genre Ranunculus

I. 2. 1. Présentation du genre

Les plantes de Ranunculus (Ranunculaceae), environ 600 espéces, sont réparties dans le
monde entier (Emadzade et al., 2011 ; Wang, 1995). Ranunculus est le plus grand genre de
Ranunculaceae et peut étre trouvé dans tous les continents, des régions tropicales aux régions
arctiques et subantarctiques. Il est particulierement riche en régions tempérées et

méditerranéennes.

Dans les zones tropicales, les especes sont limitées a zones de haute montagne (e.g,
espéces africaines ; Tamura et al., 1993, 1995). Ranunculus présente différents niveaux de

polyploidie, qui est parfois li¢ a 'apomixie (Horandl et al., 2005).

Les especes de Ranunculus sont utilisées en médecine traditionnelle comme remede
contre les maladies de la peau (Giirhan et Ezer et al., 2004), antihémoroidal (Newall et al.,
1996), cicatrisation des plaies (Zhu, 1990), antirhumatismal (Sezik et al., 2001) et pour le
traitement de la tuberculose (Baytop, T., 1999), cedéme, abces et constipation (Giirhan et

Ezer, 2004).

Selon une étude de la littérature, certaines plantes appartenant a ce genre ont démontré
posséder des propriétés biologiques importantes comme antiviral (Li et al, 2005),
antimicrobien (Barbour et al., 2004), anti-inflammatoire (Cao et Meng, 1992 ; Prieto et al.,

2003) et activités anti protozoaires (Orhan et al., 2006).
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L. 3. L’espéce Ranunculus bullatus

L. 3. 1. Classification taxonomique

La classification phylogénétique de Ranunculus bullatus est présentée dans le
(Tableau L.3).

Tableau 1.3 : Classification botanique du Ranunculus bullatus (BALDINI R. et al., 2002).

Régne Archéplastides
Clade Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Ordre Ranunculales
Famille Ranunculaceae
Sous-famille Renonculoidées

Genre Ranunculus
Espece Ranunculus bullatus

L. 3. 2. Description morphologique

L’espece Ranunculus bullatus présente les caractéristiques suivantes :

—Souche vivace, a racines fasciculées-renflées
—Hampe de 10-20 cm, nues, hérissées. Ainsi que les pétioles

—Les feuilles toutes radicales, hérissées en dessous, ovales, crénelées, plus ou moins
bosselées

—Fleurs jaunes, solitaires ou géminées, odorantes

—Sépales velus

—Pétales 5-12, a écaille presque nulle
—Réceptacle glabre

—Carpelles en téte ovoide, renflés, étroitement bordés, a bec court et recourbé
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Figure 1.3 : L’espéce Ranunculus bullatus

Crédit photographique : Abdelmonaim Homrani Bakali, 2019
Lieu : Moulay Idriss Zehroun, 1245 m, 34°1'47"N 5°34'51W (Maroc atlantique Nord)

I. 3. 3. Localisation et répartition géographique

Ranunculus bullatus est réparti entre ’Europe, I’Afrique et Asie-tempérée. Il est tres
répondu dans le nord-africain (I’ Algérie, Maroc et la Tunisie), I’ouest Asie (Turquie), Europe
du sud-est (Grece et I’Italie) et dans ’Europe du sud-ouest (France, Portugal et I’Espagne).
(Figure 1.4)

Figure 1.4 : Distribution géographique de Ranunculus bullatus dans le monde.

Les zones en vert représentent les zones de distribution de Ranunculus bullatus dans le

monde.
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1. Introduction

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. A coté des métabolites primaires classiques (glucides,
protides, lipides et acides nucléiques), ils accumulent fréquemment un grand nombre de
composeés dits « métabolites secondaires » dont la fonction physiologique n'est pas toujours
évidente mais représente une source importante de molécules utilisables par I'homme dans des
domaines aussi différents que la pharmacologie ou l'agroalimentaire. (Jeaunet al., 2005 ;

Macheix et al., 2005).

1I. Définition et fonctions des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires se définissent comme des molécules organiques complexes
synthétisées produites par des organismes vivants (plantes, champignons, bactéries...). Ils
sont tres dispersés et trés différents selon le type d’espece et qui ne jouant pas de role direct
pour les fonctions vitales de I’organisme, c'est-a-dire la nutrition, la croissance, et la
reproduction (Houélet al., 2011). Ils jouent nécessairement un role important dans la
machinerie enzymatique complexe nécessaire a leur production. Ils ont des roles écologiques
(allomone, phéromone...). Ces molécules sont présentes en trés grand nombre et d’une variété
structurale extraordinaire lui permettant de marquer de mani€re originale, un genre, une
famille ou une espeéce de plantes et représentent une grande source potenticlle d’agents

thérapeutiques (Thomas et al., 2009).

III. Biosynthese des substances naturelles

Les grandes lignes des voies de biosynthese des principaux métabolites secondaires sont

maintenant bien connues (Figure I1.1).
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Erythrose-4-phosphate €= Glucose —)l Polysacharides, glucides
Voie shikimate Glycolyse
Shikimate €= Phospho-énol pyruvate Phénols, quinones,
,l, acides gras
Pyruvate Voie aCétatEI
l malonate
Flavonoides, coumarins €——— Acétyl-COA Polyacétates
Voie mélavonate
Cycle de Krebs
Aminoacides Mévalonate
Alcaloides Terpénoides, stéroides

Figure I1.1: Les voies des métabolismes
-Interrelation entre les métabolites primaires et les métabolites secondaires.

IV. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dépassant actuellement
200000 qui sont identifiées et classés, selon leur appartenance chimique (Vermerris., 2006),

en trois grands groupes (Abderrazak et al., 2007):

v" Les composés phénoliques.
v Les composés azotés.

v" Les terpénoides et les stéroides.

Chacune de ces classes renferme une treés grande diversité de composés qui possédent une
trés large gamme d'activités biologiques (Bruneton, 1993 ; Guignard, 1996 ; Vermerris et

al., 20006).

11
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IV. 1. Composés phénoliques
IV. 1. 1. Définition et Localisation

Les polyphénols, également dénommés composés phénoliques, sont des molécules
spécifiques du régne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est difficile de définir, cependant 1’élément structural
de base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes
hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique ester, ¢ther ou hétéroside

(Bruneton et al., 1999 ; Lugasi et al., 2003 ; Sarni-Manchado et al., 2006).

Ce sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires. Ils
regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes
chimiques et qui présentent toutes un point commun (Beta et al.,, 2005). En effet ces
composé€s manifestent une grande diversité de structures : quinones (Anthracénosides),
coumarines, acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes etxanthones

(Hennebelle et al., 2004 ; Stalikas et al., 2007).

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) (Middleton et al., 2000). Ils sont présents aussi dans

diverses substances naturelles comme les fruits rouges, le raisin ...etc (Martin et al., 2002).

IV. 1. 2. Role et intérét

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales ; ils
ont la capacité de moduler l'activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains récepteurs
cellulaires. Ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogénese, la germination des graines et la maturation des fruits

(Boizot et al., 2006).

Ces composés sont réputés aussi pour leur caractére anti-oxydant, neutralisant les
radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs
maladies (Epifano et al., 2007). En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus
pour leurs propriétés anti-oxydantes, antifongiques, antivirales, anti-inflammatoires et

anticancéreuses (Fiuza et al., 2004 ; Sumner et al., 2005).

12
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IV. 1. 3. Principales classes

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le
squelette de base, ces structures peuvent étre sous forme libres ou liées a I’ester ou hétérosides
(Bruneton. J et al., 1999). On distingue les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les

coumarines, les stilbénes et les quinones (Macheix et al., 2005 ; Bragazza et al., 2007). Les

-m.w\ P

Acides hydrosxy- Acides hydi thocyanidines
L B Composés phénoliques
0 e .,q_,\ fes petits fruits ,,Q,L,,LU

g m&ﬁ
Acide r.:afélqua Acide gdbqua I-_ Fe _}

Acide féruligue Acide vanillique
Acide p-coumarigue

g i o ¢ ol

S "m
oH
C]ramcine Catéchine
Pélargonidine Epicatéchine
Delphinidine Gallocatéchine

Malvidine

différentes classes de ces composés phénoliques sont représentées dans la figure I1.2.

Figure I1.2 : Principales classes des composés phénoliques.

1- Les flavonoides

Le terme « flavonoide du grec flavus, (jaune) en latin » est le nom générique qui désigne
une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, dont plusieurs sont
responsables de couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Bruneton, J., 1999 ;
Ghestem A et al., 2001). A D’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous

forme d’hétérosides.
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Tous les flavonoides (plus de 6000) possédent le méme élément structural de base
(Ghedira et al., 2005), avec un squelette a 15 atomes de carbone constitués de deux cycles
phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones (structure en C6-C3-C6). La
chaine en C3 entre les cycles A et B est communément cyclis¢ pour former le cycle C
(Graham et al., 1998 ; Schijlen et al., 2004). La figure I1.3 représente la structure de base
des flavonoides (De Rijke et al., 2000).

Figure I1.3: Structure de base des flavonoides (De Rijke et al., 2006).

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des milliers d'autres
a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents
groupements comme les groupements méthoxy, méthyl, hydroxy, benzyl et isoprényl

(Beecher et al., 2003 ; Kueny-Stotz et al., 2008).

+» Classification des flavonoides

Ils peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau
pyranique central, lequel peut é&tre ouvert et recyclis¢é en un motif furanique
(dihydrofuranone). Le tableau II.1 illustre les principales classes de flavonoides

(Balasundram N et al., 2006).

De facon générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3/, 4/, 5’
et/ou 6’ (suivant la numérotation présentée pour les flavones,). Un ou plusieurs de ces groupes

hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés.

Les flavonoides peuvent étre présents sous forme C-ouO-glycosylés dans les plantes. Les
formes libres, sans sucres attachés sont appelés les génines ou aglycones (Dacosta et al.,

2003 ; Louis et al., 2004).
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Tableau I1.1 : principales classes de flavonoides (Balasundram N et al., 2006).

Structure

Différentes classes

Nom de famille

R=H FLAVONE

R=OH FLAVONOL
R=H FLAVANONE
(Dihydroflavone)
R=OH FLAVANONOL
(Dihydroflavonol)
R=H CATECHINE
(Flavanol-3)
R=OH
LEUCOANTHO-
CYANIDINE (Flavandiol-
3,4)
R=H FLAVYLIUM
(Anthocyane)
R=0OH
ANTHOCYANIDINE

ISOFLAVONE

CHALCONE

DIHYDROCHALCONE

AURONE

15

Principales substances

Hydroxylation

57,4
57,3, 4
57,4
57,3, 4
57,4
7,3, 4'
7,3, 4'5,
7,3, 4
5,7,3,4,5
5,7,3,4
5,7,3,4"5,

7,3, 4,5
5,7,4"5,
7,3, 4
5,7,3,4
5,7,3, 4,5
7,4
57,3, 4
2,4,3,4
2,34, 3,4
4,2, 4,6
3,4,2',4, 6

6,3, 4'

6,7,3,4

Nom
Apeginine
Luteoline
Kaempferol
Quercetine
Naringenine
Butine
Fustine
Taxifoline
Gallocatechine
Catechine
Leucocyanidine

Leucodelphinidine
Apigenidine
Luteolidine
Cyanidine
Delphinidine
Daidzein

Orobol

Buteine

Okanine
Phloretine
Hydroxyphloretine

Sulphuretine

Maritimetine
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% Propriétés des flavonoides

Ce sont des solides cristallisés dont la teinte, varie du blanc ivoire au jaune vif. Ces
hétérosides sont solubles dans I’eau (surtout a chaud), I’alcool et les solvants organiques. Ils

sont insolubles dans les solvants organiques apolaires.

Les flavonoides sont aussi solubles dans les solutions alcalines (ammoniaque et potasse)

donnant une coloration jaune qui disparait par addition d’acide.

IIs possedent un spectre d’absorption dans [ultraviolet avec, généralement deux
maximums caractéristiques variant avec chaque type flavonique (Hopkins et al., 2003). Ils

Protégent les plantes contre les radiations UV.

Ils sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections

bactériennes et virales.

Ils fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries

symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de I’azote moléculaire.

Ils régulent 1’¢longation des tiges et interviennent dans la maturité des fruits (Yang et al.,

2008).

2- Les coumarines

Les coumarines sont des substances aromatiques naturelles trés largement distribuées
dans le régne végétal, dont la structure comporte un noyau benzo-2 pyrone (coumarine)

résultant de la lactonisation de 1’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique (Figure 11.4).

5 4
X b S
COOH ; 2
OH
% ¥ (8]
Acide ortho-hydroxy- cis cinnamique Coumarine

Figure I1.4: Lactonisation de 1’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique.
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Les coumarines sont naturellement présentes dans les plantes et les micro-organismes,

elles existent sous forme libre ou encore liée a des sucres. Environ 1000 dérivés de la

coumarine ont été isolés a partir de plus de 800 espéces de plantes et de micro-organismes

(Smyth et al.,2009). La coumarine elle-méme a été isolée de la féve tonka (Coumarouna

odorata) par Vogel en 1820 (Erzengin et al., 2012). D’aprés Smyth (Smyth et al., 2009) les

coumarines peuvent étre grossierement classées en cingq grands groupes :

e Coumarines simples ont des substituant sur le noyau benzénique, ils peuvent étre des

dérivés hydroxylés, alkylés ou alcoxylés. ex. 7-hydroxy-coumarine (Figure IL5).

HO 0

Figure I1.5: 7-hydroxycoumarine

e Le deuxiéme groupe est celui des furocoumarines, qui contiennent un noyau furanne
pentagonal attaché a la structure de la coumarine avec 1’oxygéne de furanne en position7. ex.

Impératorine (Figure I1.6).

/ S
o 0 0
o)
.

Figure I1.6: Impératorine

Les furocoumarines peuvent étre linéaire ou angulaire, basée sur la position de fixation du

cycle furane a la structure de la coumarine (Keating et al., 1997).

17



Partie théorique

Chapitre 11 Rappels théoriques sur les métabolites secondaires
e Le grand groupe de coumarines sont les pyranocoumarines. Elles ont un noyau

hétérocyclique a six chainons contenant un atome d’oxygene, et peuvent exister sous formes

linéaires ou angulaires. ex. Seseline (Figure I1.7).

Figure I1.7: Seseline

e Un autre groupe majeur des coumarines qui sont substitués dans le noyau pyrone soit en

positions 3 ou 4, tels que 4-méthylcoumarine (Figure I1.8).

X

8] 8]

Figure I1.8: 4-méthylcoumarine

e Le dernier groupe comporte les dimeres de la coumarine, qui comportent généralement

deux unités de la coumarine reliées entre elles. ex. Bishydroxycoumarine (Figure I1.9).

OH OH

Figure I1.9: Bishydroxycoumarine
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IV. 2. Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés, hétérocycliques et doué de propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose (Zenk et al., 2007). Leurs noms se terminent
toujours par < -ine >. Représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils ont un large
rang de types structuraux de prés de 10000 a 12000 structures (Stockigt et al., 2002). A
faible dose, ils sont toxiques et possédent une remarquable activité physiologique et

thérapeutique (Hopkins et Evrard et al., 2003).

+* Classification :

Parmi les nombreux systemes proposés pour la classification des alcaloides, on peut citer,
selon leur biogénése et la position de 1’azote, celui qui divise les alcaloides en trois groupes

(Dehak et al., 2013 ; Beddou et al., 2015):

- Alcaloides vrais.
- Pseudo-alcaloides.

- Proto-alcaloides.

a. Les alcaloides vrais (Tadeusz et al., 2007)

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides qui sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique. Ils sont présents dans les

plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Figure I11.10).

T Hy
O \ NE"‘CHS HaC—N
0

Figure I1.10 : Structure de quelques alcaloides vrais.
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b. Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides sont des composés qui, le plus souvent présentent toutes les
caractéristiques des alcaloides vrais, mais le squelette carboné de base ne dérive pas d’acide
aminé. (Badiaga et., 2011). Il s’agit d’alcaloides aromatiques qui sont, dans la majorité¢ des
cas connus, des isoterpénoides comme la capsaicine. La caféine et la noréphédrine sont aussi

des pseudo-alcaloides (Figure IL.11).

cH]
H».__,,:“m\,f
\G:L\,J\ H .f-"‘-. H‘M_,H@J\ d\r ‘\r

Capsaicine noréphédrine caféine

Figure I1.11 : Structures de quelques pseudo-alcaloides.

c. Les proto-alcaloides:

Ce sont des amines simples qui dérivent d’acides aminés dont ’azote est en dehors des
structures cycliques (exemple : la colchicine), certains s’associent a des résidus terpéniques,
exemple : alcaloides indoliques monoterpéniques (utilisés contre le cancer) (Figure I11.12). Ils

sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans I’eau. (Badiagaet al., 2011).

C

Colchicine Adrénaline Dopamine

Figure I1.12 : Exemple des proto-alcaloides.
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% Propriétés physico-chimiques des alcaloides :

Les alcaloides sont des substances azotées ayant des masses moléculaires trés variables de

100 a 900g/mol (Dehak et al., 2013).

Les alcaloides et leurs sels purs sont, en général des produits solides cristallisés,
caractérisés par un point d'ébullition propre. Certains d’entre eux sont amorphes et se trouvent
sous forme de cires. D'autres, ayant de faibles points d'ébullitions sont 1'état liquide sous

forme d'huiles et ont une viscosité variante (M. Paris et al., 1986).

IIs sont solubles, dans 1’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools, tant
qu’ils sont placés en milieu acide (sels d’alcaloides), ils sont solubles aussi, dans les solvants
organiques peu polaires comme le dichlorométhane, le chloroforme, etc...en milieu alcalin

(alcaloides sous forme de base) (Vigor et al., 2010-2011).

La basicité des alcaloides est tres variable et dépend de la disponibilité du doublet libre de
I’atome d’azote. Cette basicité est fortement influencée par la présence des groupements liés a
I’atome d’azote : les groupements électro-attracteurs adjacents 1’atome d’azote diminuent la
basicité¢ tandis que les groupements ¢lectro-donneurs la renforcent. La colchicine et la
pipérine, du fait de I’existence du carbonyle de I’amide, sont pratiquement neutres (Stenart et

al., 2013).

¢ Propriétés thérapeutiques des alcaloides (Bruneton et al., 1993 ; BEDIAGA et al.,
2011):

Ils sont utilisés dans plusieurs médicaments, ils affectent chez I’étre humain le systéme
nerveux particuliecrement les transmetteurs chimiques tels I’acétyl choline, norepinephrine,

aminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine.

D’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que
I’effet anesthésique local (cocaine), anti-cholinergique (atropine), antifibrillant (quinidine),
antipaludique (quinine), antihypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale
(caféine), dépressant cardiaque et diurétique narcotique (morphine), anti-tumeur (vinblastine)

et sympathomimétique (éphédrine) (Badiaga et al., 2011).
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Ces différentes activités (et d’autres) conduisent a une utilisation pharmaceutique des
plantes a alcaloides. D’une manic¢re générale, les alcaloides sont des substances
particulieérement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que par

leur toxicité.

IV. 3. Les terpénes

Les terpenes (= terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales,
impliqués ou non dans des fonctions métaboliques essentielles, on les trouve fréquemment

dans les huiles volatiles des plantes (Lamarti et al., 1994).

Les terpenes ont été isolés chez les champignons, les insectes, les éponges, les algues
maritimes, et une grande majorité spécifique du regne végétal. Chez les bactéries et les
levures, les composés terpéniques sont des métabolites de base (Thoppil et Bishayee, 2011).
La biosynthese de ces composés se fait par deux voies métaboliques, la premiere découverte
dans les années 1950 qui conduit également au cholestérol via la voie des mévalonates dans le
cytoplasme, la deuxiéme voie est la voie du méthylérythritol phosphate (ou voie non-
mévalonate) dans les chloroplastes des végétaux, cette voie a ¢ét¢ découverte a la fin des

années1980.

Les terpénoides ont été utilisés dans la prévention et le traitement de plusieurs maladies
comme le cancer, ils ont des propriétés antimicrobienne, antifongique, antiparasitaire,
antivirale, anti-allergénique, antispasmodique, anti-hyperglycémique, anti-inflammatoire et
immuno-modulatrice (Rabi et Bishayee, 2009 ; Wagner et Elmadfa, 2003;Sultana et Ata,
2008;Shah et al., 2009). En outre, les terpenes ont d’autres applications comme substances

insecticides et protectrices dans le stockage des produits agricoles (Theis et Lerdau, 2003).

¢ Classification

Les terpénoides sont des hydrocarbures linéaires ou cycliques avec 1’isopréne (C5SHS)
comme molécule de la base. Leur classification est basée sur le nombre d’unités condensées «
téte-a-queue » de cette molécule :hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10),sesquiterpénes
(C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40) et
polyterpénes. Plus de 40.000 composés terpéniques ont été trouvés, existant largement dans

les fruits et légumes (Thoppil et Bishayee, 2011) (Figure I1.13).
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Structure linéaire
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Figure I1.13 : Certains exemples des types chimiques représentés parmi les composés terpéniques

(ORMENO in AIT-SAID, 2011).
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1. Introduction

Un certain nombre de plantes médicinales ont été consacrées pour traiter différentes
maladies chez I'homme et les animaux, ceci est dii a la présence des molécules bioactives

(Bourgou et al. 2016).

Ces dernieres années l'attention s'est portée sur l'activité antioxydante en raison du role
qu'elle joue dans la prévention des maladies chroniques telles que les pathologies du cceur. Le
cancer, le diabete, 1'hypertension, et la maladie d'Alzheimer en combattant le stress oxydant
(Cole etal. 2005 ; Liu 2003 ; Riboli et Norat et al., 2003). Certaines études ont aussi montré
que les antioxydants peuvent retarder la progression de la maladie d'Alzheimer qui est

fréquemment observée chez les personnes agées (Howes et al., 2003).

II.  Activité antioxydante

Depuis le début du 20°™siécle, les radicaux libres et les antioxydants sont les termes les
plus utilisés dans le domaine de la recherche scientifique, caractérisés par leur capacité a
s’oxyder en d’autres molécules. Leur effet sur la santé n’a été étudi€ par les biologistes qu’au
début des années 60 grace aux travaux réalisés sur les vitamines et les flavonoides, suivis par

les travaux sur 1’acide ascorbique a la fin des années 70 (Cameron et Pauling et al., 1976).

II. 1. Stress oxydatif

Dans les systémes biologiques, I’oxygene est normalement transformé en molécules d’eau
au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est trés importante
puisqu’elle apporte a la cellule toute 1’énergie nécessaire (sous forme d’adénosine
triphosphate (ATP)) pour assurer ses fonctions (Favier et al.,, 2003). Le processus n’est
toutefois pas parfait car une faible partie de ’oxygene (2 a 5%) est transformer en especes

réactives de ’oxygeéne (ROS) (Pincemail et al.,2003).

Le stress oxydant se définira donc comme un déséquilibre de la balance entre la formation
des especes réactives de I’oxygene a caractére pro-oxydant et les antioxydants qui régulent

leur production, en faveur des premiéres (Halliwell et Aruoma, 1993 ; Azzi et al, 2004;
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Soares, 2005; Valavanidis et al., 2006 ; Franca et al., 2007) (figure 11L.1).

Le stress oxydatif se produit en raison d’'un déséquilibre
quotidien et constant dans le corps entre les radicaux libres
et les antioxydants

- Antioxydants

+ Radicaux Libres

STRESS OXYDATIF

Figure I11.1 : le stress oxydatif.

II. 2. Les radicaux libres

Par définition, un radical libre est comme tout atome, groupe d'atomes ou molécule
possédant un ou plusieurs ¢électrons non appariés (célibataires) sur l'orbitale externe
(Levesque et al., 2006). Ils peuvent étre dérivés de I'oxygene (ERO) ou d’autres atomes
comme 1’azote (ERN). La présence d’un électron célibataire lui confére une réactivité
importante (demi-vie courte) : les radicaux libres réagissent avec des molécules plus stables
pour capter ou céder leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en initiant des

réactions en cascade (Januel, 2003 ; Baril et al., 2007).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie (Park et al., 2007) et que nous appellerons radicaux primaires. Les
autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux

primaires sur les composés biochimiques de la cellule.

Ces radicaux primaires dérivent de l'oxygéne par des réductions a un électron tels que :
l'anion superoxyde O~ et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel que : le monoxyde
d'azote NO+ (Yoshikawa et al., 2000). D'autres especes dérivées de l'oxygene dites espeéces
actives de l'oxygéne, comme l'oxygéne singulet 10,, le peroxyde d'hydrogene (H,O;) ou le
nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent
étre des précurseurs de radicaux (figure IIL.2). L'ensemble des radicaux libres et de leurs

précurseurs est souvent appelé espéces réactives de l'oxygeéne (ROS) (Favier et al.,2003).
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ESPECES RADICALAIRES

radical radicaux
hydroxyle lipidiques
"OH LO"
superoxyde LOO"

‘IC)2

Oxygene
singulet
s H,O, HOCI
Peroxyde Acide
d’hydrogéne hypochloreux

ESPECES NON RADICALAIRES

Figure I11.2 : Espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO).

I1. 3. Antioxydants

\

Les antioxydants ont été défini comme étant toute substance présente a faible
concentration par rapport a celle d'un substrat oxydable qui inhibe ou retarde I’oxydation de
ce substrat. IIs sont présents sous de nombreuses formes et peuvent intervenir en prévention

de la formation des radicaux libres et leur ¢liminer (antioxydants primaires et secondaires).

I1. 3. 1. Principe des antioxydants

La réaction d'oxydation est souvent une réaction en chaine, les antioxydants bloquent
cette chaine et empéchent ainsi les radicaux libres d'attaquer les cellules du corps. Les
antioxydants vont se lier aux radicaux libres et réalisent une réaction d'oxydation avec eux, ce
qui va les rendre faibles et donc rendre impossible leurs oxydations par les protéines ou les

acides gras. (Figure I11.3).

Antioxydants et radicaux libres

iy = i -3 e ,
\ 9 -*_ ? =_0 |
ep\;* = o:y'::}:t
*P -
0* @
R . Cellule % ’

Figure I1L.3 : Principe des antioxydants.
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I1. 3. 2. Les différents types et sources d’antioxydants

1. Antioxydants enzymatiques

Il y a plusieurs systémes d'enzymes qui catalysent des réactions pour neutraliser des

radicaux libres et des especes réactives de l'oxygene. Ces enzymes sont :

v' Superoxvdes dismutases (SOD)
Ce sont des métalloenzymes, Ils s’agissent d’une des premicres lignes de défense contre
les ERO, catalysent la dismutation des ions superoxydes en molécules peroxyde d'hydrogéne

et oxygene (Beaudeux et Durand et al., 2011).
0, + 0,- + 2H* — H,0, + 0,

v' Catalases
Les catalases sont localisées dans les peroxysomes et sa cible principale est le
H,0,.Capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire

(Beaudeux et Durand et al.,2011).

2H2,0;, — 2H20 + 0,

v" Glutathion peroxydase (GPX)

Les glutathion peroxydases sont localisées dans le cytosol, le réticulum endoplasmique et
dans la membrane interne des mitochondries. Permettent de réduire H,O, en H>O en parall¢le

de ’oxydation du glutathion (Thérond et al., 2003).

2GSH + H202 — GSSG + 2H20

2. Antioxydants non enzymatiques

Ces antioxydants renferment de nombreuses substances endogenes parmi lesquelles : le
glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine, I’acide lipoique (Attou

2011; Meziti et al., 2009).

D’autres substances exogenes apportées par 1’alimentation (antioxydants naturels), telles
que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), les polyphénols en particulier les
flavonoides, ou les caroténoides, agissent en piégeant les radicaux et en neutralisant 1’électron
non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables (Attou et al., 2011)

(Figure I11.4).
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HO

Vitamine E (@-tocophérol)

TP T G G N

fi-caroténe

HO w o

OH

Vitamine C (Acide ascorbique)

OH (8]

Quercétine

Figure I11.4 : structures chimiques des antioxydants naturels.

3. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques les plus utilisés sont des composés phénoliques tels que :

butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), la tert —butylhydroquinone
(TBHQ) et le gallate de propyle (PG) (Hudson et al., 1990) (Figure IILS5).

Le BHA et le BHT sont relativement stables a la chaleur, ils sont souvent utilisés pour la

stabilisation de mati¢éres grasses dans des produits cuits au four. Les produits naturels

apparaissent comme plus sains et plus siirs que les antioxydants synthétiques (Valenzuela et

Nieto et al., 1996).

OH OH
‘ x :

ZF

OCH, CH,
BHA BHT

OH COOC,H,
HO OH
OH OH
TBHQ PG

Figure I1L5 : Les structures chimiques des antioxydants synthétiques.
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I1. 3. 3. Caractéristiques d’antioxydants

Un composé est considéré antioxydant in vivo, lorsqu’il nécessite les propriétés suivantes
(Valko et al., 2006) : Agi spécifiquement sur les radicaux libres ; Chélate les métaux de
transition ; Agi en synergie avec d’autres antioxydants pour se régénérer ; Agi a des

concentrations physiologiques relativement faibles.

La demi-vie de I’antioxydant doit étre suffisamment longue pour réagir avec I’oxydant.

I1. 3. 4. Antioxydants et systéme de défense

Les antioxydants, analogues de 1’acide ascorbique, sont des substances naturellement
présentes dans l'organisme et capables de neutraliser ou stabiliser les radicaux libres par
résonance (Figure I11.6). L’organisme possede des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO
(Morena et al., 2002). Les systemes de défense contre les dommages induits par ROS/RNS
sont classés en trois catégories : Les antioxydants préventifs qui suppriment la formation de
radicaux libre, les antioxydants piégeurs de radicaux, qui inhibent ou empéchent le
déclenchement des réactions en chaine et arrétent la propagation et les antioxydants impliqués

dans des processus de réparation.

OH
HO O o
+ R®
0 OH
AscH ™

Figure I1L.6 : Action de la vitamine C sur les radicaux libres.

En effet, les cellules disposent d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes
(Figure II1.7). Ces dernieres peuvent se diviser en systémes non enzymatiques ; apportées par
I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique ; et systémes enzymatiques qui se
composent d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines
(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et les systémes de réparation des

dommages oxydatifs comme les endonucléases (Yue T L et al., 1992).
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Figure I11.7 : Apercu des différentes espéces oxygénées activées (ERO) et des antioxydants

régulateurs de leur production. (Pincemail, 1999).
I1. 3. 5. Les méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes in vitro

Les antioxydants présentent une grande diversit¢é moléculaire agissant contre les
processus d’oxydation de différentes manieres. Ainsi, afin de mesurer I’activité antioxydante
d’une molécule, on peut coupler plusieurs tests. Par exemple, on retrouve le test au radical
libre DPPHe (2,2-DiPhényl-1-PicrylHydrazyle) ainsi que le test au radical libre ABTSe qui
est obtenu a partir de I’ABTS (sel d’ammonium de [I’Acide 2,2’-azinobis-(3-
¢thylBenzoThiazoline-6-Sulfonique)). Ces deux tests sont les plus utilisés mais on peut
¢galement retrouver d’autres méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant : Test de la

capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC), Test du Pouvoir réducteur.

a. Le test DPPH
- Principe du piégeage du radicale libre
Le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable, posséde une
coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune pale.

En sa forme radicalaire, le DPPH absorbe & 517 nm, mais lorsqu’il est réduit par un
antioxydant ou une espece radicale, son absorbance diminue. L’activité de piéger les radicaux
libres a été déterminée par l'essai de DPPH (Blois et al., 1958) avec quelques modifications

(Oztiirk et al., 2011).
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Le test au radical DPPH est généralement utilisé pour les composés, qui contiennent les
groupements donneurs d’hydrogeéne, comme R2-NH, R-OH et R-SH. Lorsque le DPPHe
réagit avec un antioxydant, un atome d’hydrogene vient se fixer sur le radical, ce qui entraine
une perte de couleur (Figure IIL8). C’est ce qui permet le suivi de [’efficacité d’un

antioxydant par spectrophotométrie.

N AH AT N
[ I
Ne u HN
O,;N NO, “ O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure I11.8 : L’effet d’un antioxydant (AH) sur le radical DPPHe (Foti, M. C. 2015)

b. Test ABTS

—>Principe du Piégeage de radical ABTS

Lors de la mise en ceuvre de ce test, ’ABTS incolore est préalablement oxydé avec du
persulfate de potassium (K2S20g) pour former le radical cationique ABTS** de coloration

bleu- vert. L’addition d’un composé antioxydant engendre la réduction du radical ABTS** en

ABTS.

L’activité antioxydante est déterminée par la décoloration de la solution et s’exprime par

le pourcentage d’inhibition (PI) de I’absorbance a 734 nm, longueur d’onde a laquelle le
radical ABTS** présente une bande d’absorption caractéristique (Osman et al., 2006 ; Moon

et Shibamoto et al., 2009).

Le schéma réactionnel impliquant le cation radical ABTS est représenté dans la (Figure

I11.9) (Pannala ef al. 2001).
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Figure I11.9 : Formation du radical cation ABTS** a partir de I’ABTS (Pannala et al. 2001).

c. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

- Principe

La méthode de CUPRAC a été développée par (Apak et al., 2006). Ce dosage est bas¢

sur la réduction de Cut2en Cutpar 'action combinée de tous les antioxydants ou réducteurs

dans un milieu aqueux-éthanolique (pH 7.0) en présence de Neocuproine (2,9-diméthyl-1 ,10-

phenanthroline), par les polyphénols, donnant un complexe Cutavec un pic d'absorption

maximale a 450 nm (Figure I11.10) (Giilgin, 2008 ; Lee et al., 2011). Cette méthode peut

étre utilisée pour la détermination de la capacité antioxydante du constituant alimentaire par le

complexe Cut2-Neocuproine (Cu*2-Nc) en tant que réactif oxydant chromogéne.

Le neocuproine est un composé organique hétérocyclique et un agent chélatant. Le

dosage de CUPRAC est économique, rapide, stable, sélectif et approprié pour une variété

d'antioxydants.
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Figure I11.10 : Réduction du complexe chromogéne de Cu+2-Nc (Giilgin, 2008 ; Lee et al., 2011).

d. Test du Pouvoir réducteur

- Principe

L'activité reducing power était déterminée par la méthode de réduction du dosage de
puissance (Oyaizu et al., 1986). Les substances, qui ont un potentiel de réduction, réagissent
avec ferricyanure de potassium (Fe*3) pour former du ferrocyanure de potassium (Fe+*2), qui

réagit ensuite avec le chlorure ferrique pour former un complexe ferreux qui a un maximum

d'absorption a 700 nm. ((Figure IIL.11).

Dans ce test, la couleur jaune de la solution d'essai change a différentes nuances de vert et

de bleu, selon la réduction du pouvoir de chaque composé.

| | e I [
e N

Nl N = | NN
J/ ;FH iy 7N _+antioxidant _ ::Fx if) I
N\ N b NN L s

Figure I11.11 : Réaction redox pour le complexe ferrique dans le test FRAP (PRIOR et al., 2005).
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III. Activité enzymatique

1. Action Anti-Alzheimer
e Activité Anti-cholinestérase

L’acétylcholinestérase (AChE) est I’enzyme responsable de la métabolisation de
I’acétylcholine, neurotransmetteur du systéme cholinergique qui est impliqué notamment dans
les fonctions cognitives. L’inhibition de cette enzyme va engendrer une diminution du
turnover de 1’acétylcholine et donc augmenter les effets cholinergiques. Les inhibiteurs de

I’acétylcholinestérase sont utilisés pour diminuer les symptomes de la maladie d’ Alzheimer.

Dans la Maladie d’ Alzheimer (MA), les cellules nerveuses se détériorent progressivement,
surtout celles produisant de I’acétylcholine, substance importante pour la mémoire. On a
montré qu’il existe une baisse de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau de patients
atteints de MA. Les anti-cholinestérasiques diminuent 1’activit¢ de 1’acétylcholinestérase,
enzyme détruisant I’acétylcholine. Leur action favorise donc 1’¢élévation de la concentration

d’acétylcholine dans le cerveau.

L’activité Acétylcholinestérase et butyrylcholinesterase est déterminée par la méthode

d’Ellman (Ellman et al., 1961) (Figure 111.12).

0 8]
)‘k TH" "k e SH J\
AChE i, b
H,C 57 SN , — N \f‘\/ + H,C OH
| H.C CH,
CH, }
Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholme Acide acétique
HOO(C COOH
O,N §—s8 NO,
DINB
HOCC COOH
O.N 5 ) B HS Ny
7 \SA"/ | =T i ; b
Melange disulphide Jaune Acide-3-thio 2-nitrobenzoique { TNB)

Figure I11.12 : Mécanismes chimiques de la méthode d’Ellman. (Ellman et al., 1961)
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IV. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD d’analyses en trois
essais. Les valeurs de CI50 (Concentration d’inhibition & 50%) sont calculées par la méthode
de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. Les
comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test

ANOVA uni-varié Les différences sont considérée statistiquement significatives au seuil de
0.05.
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Le présent travail porte sur une étude phytochimique de I’extrait éthanolique de
Ranunculus bullatus, afin de quantifier les métabolites secondaires en particulier, les
polyphénols et flavonoides contenus dans cet extrait, et évaluer leur effet antioxydant et
enzymatique in vitro. Pour cela, la partie expérimentale de ce travail a été réalisée comme

suit :

e Une premiére partie qui concerne I’extraction de notre plante qui a été faite au

laboratoire de chimie

¢ Une deuxiéme partie qui est consacrée a I’évaluation des divers activités biologiques,
qui ont été réalisées au laboratoire 02 de Biochimie, au niveau du Centre National de

Recherche en Biotechnologie « CRBt», Nouvelle Ville —Constantine.

I. Récolte du matériel végétal

La plante a été récoltée la fin de novembre 2019. Apres séchage dans un endroit sec et a
I’abri de la lumiére, les parties aériennes (tiges, feuilles, fleurs) ont été coupées en petits

morceaux et pesées (93g).

Figure I.1 : L’espéce Ranunculus bullatus.
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II. Méthodes d’étude

I1. 1. Analyses phytochimique

e Extraction de la plante

Aprés broyage de 93 g des parties aériennes séches de notre espece, la matiére végétale a
subi une macération avec un solvant polaire qui est I’éthanol pendant 6 heures, cette opération
est répéteée trois fois avec renouvellement du solvant et les filtrats sont combinés et concentré
a sec, sous vide a basse température (< 45°C). Apres concentration on a obtenu notre extrait

¢thanolique.

II. Etude quantitative

II1. 1. Dosage des polyphénols totaux TPC (Total Phenolic Content)

e Principe

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

(Singleton et Rossi et al., 1965).

Les propriétés colorimétriques du réactif de Folin- Ciocalteu sont modifiées lorsqu’il est
complexé a certaines molécules comme la fonction OH des phénols. Ce réactif est formé
d’acide phosphomolybdique 12MoO3-H3PO, et d’acide phosphotungstique H3PWi2040 qui
sont réduits par 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe Wz O,; et de
molybdéne Mos Os, cette réaction se traduit par le développement d’une coloration bleu foncé
(Wong et al., 2006). La coloration bleue est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et

possede une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.

e Protocol expérimental

La teneur en polyphénols totaux est déterminée selon une méthode de dosage sur

microplaque décrite par (Muller et al., 2010), aves une légére modification.

1 mg d’extrait est dissout dans un volume de 1 ml de méthanol.

A un volume de 20ul d’échantillon, sont ajoutés 100 ul de réactif de Folin-Ciocalteu

(FCR) dilué 10 fois dans I’eau distillée (1/10), puis 75 pl de la solution de carbonate de
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sodium (Na,CO3) a une concentration de 7.5 % dans les puits d'une microplaque de 96 puits.

Le mélange est laissé a ’obscurité pendant 2h a température ambiante, puis la lecture est

faite a une longueur d’onde de 765 nm.
Un blanc est préparé de la méme manic¢re en remplagant I’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol). Les tests ont été effectués trois fois pour une fiabilité des résultats.

e Teneur en Polyphénols Totaux (TPC)

La quantification des polyphénols totaux a été faite a I’aide d’une courbe d’étalonnage,
réalisée par I’acide gallique a différentes concentrations (25-200 pg/ml) et dans les mémes

conditions que les extraits.

Le résultat est exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait
(g EAG/mg d’extrait), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée.

Selon la formule suivante :

o

Y
TPC =

Avec :

C :[a.g] pg/ ml
V : Volume d’extrait (ml).
M : Poids de I’extrait (mg).

II1. 2. Dosage des Flavonoides Totaux, TFC (Total Flavonoid Content)

e Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans ces extraits (Athamena et al., 2010), basé sur la formation d’un complexe

entre Al*? et les flavonoides (Topgu et al., 2007).

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est

susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
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d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir & deux
atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(RibereauGayon et al., 1968).

e Protocol expérimental

La méthode de (Topgu et al., 2007) est utilisée avec quelques modifications pour une

détermination sur microplaque 96 puits.
1 milligramme d’extrait est dissout dans un volume de 1 ml de méthanol.

A un volume de 50ul d’échantillon, on ajoute 130 pl de méthanol (MeOH), 10 pl de
potassium acétate (CH3COOK) préparer dans 1’eau et 10 pl de la solution aqueuse de nitrate
d’aluminium (Al (NOs)z, 9H20).L’absorbance est lue a 415 nm, apres incubation a

température ambiante pendant 40 min.

Un blanc échantillon est préparé en remplagant les réactifs par le méthanol (50ul extrait +

150u] méthanol).

e Teneur en Flavonoides Totaux (TFC)

La quantification des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine (25-200 pg/ml), comme controle positif. Les résultats sont exprimés en pg
d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait), en utilisant

I’équation de la régression linéaire de courbe d’étalonnage tracée avec cette derniere.

En appliquant la formule suivante :

c.v
TFC = —
M

Ou:

C : [Q] pg/ ml.
V : Volume d’extrait (ml).

M : Poids extrait (mg).
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IV. Evaluation des activités biologiques in vitro

e Principe

Pour les activités biologiques testées in vitro une microplaque a 96 puits, de volume 200
ul a été utilisée et les essais répétés trois fois pour chaque dilution, sachant que leurs

dispositions dans les puits se fait de la plus faible concentration jusqu'a la plus forte.

Pour toutes les lectures, les absorbances ont été mesurées via un lecteur de microplaque

Multi-mode En Spire R Perkin Elmer.
e Préparation des dilutions des extraits

Une gamme de sept dilutions (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64) a été établie pour

I’extrait, en partant d’une concentration de solution mere:

1 milligramme d’extrait éthanolique est dissout dans 1ml de méthanol (solution mere). A

partir de cette derniere une série de dilution a été préparé selon le Tableau I.1.
Tableau I.1: Série de dilution et concentration respective d’extrait.
Extrait éthanolique

1/1

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Dilution (solution
mere)
Concentration de
1a solution 1 0.5 0.25 0.125 | 0.00625 | 0.03125 | 0.015625
(mg/ml)
Concentration
dans le milieu
200 100 50 25 12.5 6.25 3.125
réactionnel
(ng/ml)
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VI. 1. Etude de I’activité antioxydante

Dans le but d’évaluer I’activité antioxydante d’extrait éthanolique de la plante Ranunculus

bullatus, six méthodes détaillées prochainement ont été réalisées.

VI. 1. 1. Activité antiradicalaire du DPPH

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du
DPPH (Blois 1958), le principe de ce test se résume en la capacité de I’extrait a réduire le
radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée, qui se
transforme en coloration jaunatre (apreés réduction). Cette décoloration est mesurable par

spectrophotométrie (Merouane et al.2014).

e Protocol expérimental

Une solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans un volume
de 100 ml de méthanol, La solution est gardée a -20 C° a I’abri de la lumiére avant

['utilisation.

Dans une microplaque de 96 puits, un volume de 40 pl de différentes concentrations de
I’échantillon est déposé dans chaque puits, un volume de 160 ul de la solution méthanolique
de DPPH est additionné par la suite. Aprés une période d’incubation de 30 minutes a

I’obscurité et a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 517 nm.

% Un contrdle négatif a été préparé, en mélangeant 40 ul de méthanol avec 5 ml de la

solution de DPPH.

¢ Les résultats de Iactivité obtenus pour chacun des extraits testés sont comparés a
ceux de trois standards antioxydants l'a-tocophérol, BHT et BHA a différentes

concentrations.
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o Expression des résultats
v Calcul des pourcentages d’inhibitions

L’activité anti radicalaire de chaque échantillon est exprimée en pourcentage d’inhibition

du DPPH en utilisant la formule suivante (Khantouche et Abderabba 2018) :

o Abs control — Abs extrait
% d'inhibitionDPPH = Abs contrl x100

Avec :

- Abs Contrdle est ’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

- Abs Extrait est ’absorbance de la réaction contenant les réactifs et I’extrait.

v" Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux (IC50)

Le pourcentage d’inhibition est utilis€é pour calculer la valeur d’IC50, qui est défini
comme étant la concentration qui cause 50% de réduction de la concentration du radicale libre
DPPHe, elle est obtenue graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés :

pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations des fractions testées.

La plus faible valeur d’absorbance de la réaction du mélange indique une activité de

piégeage des radicaux libres supérieure de 1’extrait.

VL 1. 2. Activité du piégeage du radicale PABTS

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de (Re et al., 1999), avec une légere
modification. Le radical ABTSe" (absorbant a 734nm) est formé par arrachement d’un

¢électron e- a un atome d’azote de ’ABTS.

En présence d’antioxydant donneur de He, I’atome d’azote concerné piege un He,

conduisant a I’ABTS?, ce qui entraine la décoloration de la solution (Marc et al.,2004).
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e Protocol expérimental

Le radical cationique ABTS** est produit par la réaction entre 7 mM de I’ABTS dans
l'eau et 2,45 mM de persulfate de potassium.

Le mélange est mis en incubation, a I’obscurité, pendant 16 heures a température
ambiante. Avant I'utilisation du radical ABTS** la solution obtenue est diluée avec 1’éthanol

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

160 ul de la solution de L’ABTS** sont ajoutés a 40ul de la solution d’extrait a
différentes concentrations. Aprés 10 min, I'absorbance est mesurée a 734 nm en utilisant un

lecteur de microplaques a 96 puits.

v' Parallélement, un controle négatif a été préparé en mélangeant 40 ul de méthanol
avec 160 pl de la solution de I’ABTS-*.
v" Le BHA (Hydroxyanisolebutylé) est utilisé comme standards antioxydants.

+ L'activité ABTS* est exprimée en pourcentage et calculée en utilisant la méme équation

précédemment utilisée pour la méthode du DPPH.

VL. 1. 3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre(CUPRAC)

La réduction du cuivre a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par (Apak etal.,

2004). Le réactif de cette méthode est beaucoup plus stable que d'autres radicaux, tels que le

DPPH et ABTS.
¢ Protocol expérimental

40 pl de chaque concentration sont rajouté a 60 pl du tampon d’acétate d’ammonium
(ACNH,) a (pH = 7) préparé dans H>O, Puis 50 pl de la solution aqueuse du chlorure de
cuivre (Cu Cl;, 2H,0) et enfin 50 pl de la solution éthanolique de la neocuproine dans chaque

puits.

La microplaque a été mise a I’abri de la lumiere, et aprés une heure du temps,

I’absorbance est mesurée a 450nm.
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v' Le controle négatif a été effectué en remplagant les extraits par le méthanol.

v Le BHA et le BHT ont été pris comme standards antioxydants pour ce test.

e Expression des résultats

Une absorbance élevée correspond a un pouvoir supérieur. D’autre part, les résultats sont
exprimés en concentration effective (CEso, pug/ ml), qui est la concentration de I’extrait
indiquant 0,50 d’absorbance. La valeur de CEs, est obtenue par interpolation de la courbe de

régression linéaire, (Mau et al., 2004).

VI 1. 4. Activité de Phenanthroline

L’activité de Phenanthroline est déterminée par ma méthode de (Szydlowska-Czerniaka

2008).

¢ Protocol expérimental

Un volume de 50 pl de FeCls a 0.2%, 30 pl de la solution méthanolique de
Phenanthroline (0.5%) et 110ul de méthanol MeOH, sont respectivement ajoutés a un volume

de 10 pl de la solution a différentes concentrations.

L’incubation a été faite a 30°C pendant 20 min dans I’obscurité, les absorbances ont été

mesurées a 510 nm.

v Le controle négatif a été parallélement préparé dans les mémes conditions et
avec les mémes solutions, en remplacant seulement les extraits par le solvant de
dilution le méthanol.

v Le controle positif est réalisé avec une solution d'un antioxydant standard le

BHT.

+ Les résultats ont été calculés tels que pour les deux tests précédents.
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VI. 2. Etudes de ’activité anti-enzymatique
VL. 2. 1. Activité anti-Alzheimer ou Anti-cholinestérase(AChE)

L’activité  acétylcholinestérase (AChE) a ¢été mesurée par la méthode

spectrophotométrique décrite par (Ellman et al., 1961).

e Protocol expérimental

Dans une microplaque de 96 puits, 150 pl de tampon phosphate de sodium, 10 ul de
chaque concentration et un volume de 20 pLL I’AChE sont mélangés et incubés pendant 15
min a 25C°, puis 10 pul de DTNB est ajoutés. Ensuite, la réaction est initiée par ’addition de

20 pl de I'iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM).

L’absorbance est mesurée a I’aide d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde de

412 nm, pour 0 min et 15 min.

L’acétylcholinestérase hydrolyse le substrat ATCI (Iodure d'acétylthiocholine) en
thiocholine et en acétate, produits non colorés. La thiocholine en présence du DTNB (acide5,
5*-dithiobis-2- nitrobenzoique) donne un produit jaune, le 5-thio-2-nitrobenzoate, ce qui

permet de suivre la cinétique au spectrophotometre (Mindiédiba 2012).

v Le controle négatif a été préparé par la substitution d’extrait par le méthanol
(Méthanol avec le tampon phosphate, pHS).

v’ Le galantamine est utilis¢é comme composé de référence.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChEa été déterminé par comparaison des vitesses de
réaction des solutions d’extraits par rapport a un contrdle négatif en utilisant la formule
suivante:

(E—35)
1%= ———x100

Ou:

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

S : l'activité de l'enzyme avec |’extrait.
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II. 1. Analyse quantitative

II1. 1. 1. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux

Les valeurs des teneurs en polyphénols et flavonoides totaux dans 1’extrait éthanolique de

Ranunculus bullatus sont exprimées en pg équivalant :

e Dr’acide gallique par milligramme d’extrait (g EAG/mgE), en utilisant 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique (Figure IL.1)
pour le dosage des polyphénols.

e Et de quercétine (EQ) par milligramme d’extrait (ug EQ/mg E) (Figure I1.2) pour le

dosage des flavonoides.

0.90

0.80 - y =0,003x + 0,104
R>=0,997

0.70 -

e

(o)

e
1

e

()]

(e
1

& Seriesl

— Linear (Series])

Absorbance : DO
(]
~
()

e

(U8}

S
1

0 50 100 150 200 250
Concentration pg/ml

Figure I1.1: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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Figure I1.2: Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides.

» Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau II.1.

Tableau II.1: teneurs en polyphénols et flavonoides totaux dans I’extrait éthanolique de la plante

Ranunculus bullatus.

Extrait Teneur en phénols totaux (pg Teneur en flavonoides (ng EQ /mg
EAG /mg d’extrait). d’extrait)
Ethanolique 12.33+5.19 30.42+3.91

- les composés phénoliques totaux sont exprimés au pg équivalant d’acide gallique par mg
d’extrait éthanolique (ug GAE / mg E).
- les flavonoides totaux sont exprimés au pg équivalant de quercétine par mg d’extrait

éthanolique (ug GE / mg E).

4+ Nos résultats montrent que la fraction éthanolique de Ranunculus bullatus contient une
quantité faible en polyphénols avec une teneur de (12.33+5.19) ng EAG/mg d’extrait et

des quantités importantes en flavonoides avec une teneur de (30.42+3.91) ug EQ / mg E.
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En effet, plusieurs facteurs peuvent avoir un impact sur la répartition qualitative et

quantitative des composés phénoliques dans les fractions tel que les propriétés génétiques

ainsi qu’a l'origine géographique, les conditions et la durée de stockage, de la récolte et

¢galement les méthodes d’extraction appliquées.

Il faut noter qu’aucune études n’a était réalisée concernant le taux de polyphénols et
flavonoides sur la fraction éthanolique, ce qui rend difficile la discussion des résultats de cette

fraction.

II. 2. Evaluation des activités biologiques

I1. 2. 1. Evaluation de P’activité antioxydante

Il existe de nombreuses méthodes qui différent sur le plan de leurs principes d'analyse et
les conditions expérimentales et les antioxydants ont des contributions différentes au potentiel
antioxydant total. Pour cette raison [’utilisation de plusieurs tests antioxydants

complémentaires est utile afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits.

Quatre méthodes précédemment décrites ont été utilisées pour évaluer I’activité

antioxydante de notre extrait éthanolique

Les résultats de I’activité sont représentés par les pourcentages d’inhibition pour chaque
concentration ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition de 50% (Clso) (DPPH,

ABTYS), la concentration d’absorbance 0,5 (A 0.50) (CUPRAC, Phénanthroline).
1. Test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Le test de DPPH est un des tests les plus utilisés pour déterminer ’activité anti-radicalaire
des extraits de plante. Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical

DPPH sont présentés dans le tableau I1.2.

Tableau I1.2: Inhibition du radical DPPH par I’extrait éthanolique de Ranunculus bullatus.

Extrait % Inhibition de DPPH
3.125png  6.12 pg 12.5 png 25 ng 50 ng 100 pg 200 ng ICso pg/mL
LR 4.40+£3.44 2.36+0.58  9.06+1.37 20.64+1.21 42.20+3.53 73.94+1.58 78.07+0.49 64.67+3.01
BHA  28,95+1,16 54,33+1,59 76,76+1,65 84,09+0,35 87,53+0,8287,73+0,1588,43+0,23 5.73+0.41
BHT 11,69+1,88 22,21+1,30 37,12+1,80 52,63+2,70 56,02+0,53 83,60+0,23 87,28+0,26 22.32+1.19
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e Les résultats obtenus sont par la suite convertis en courbes comparatives Figure IL3.
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Figure I1.3 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe des antioxydants de références et de
I’extrait éthanolique (chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).
Les profils de I’activité anti-radicalaire obtenue grace a I’allure des courbes comparatives
des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH par I’extrait éthanolique de Ranunculus

bullatus.

En fonction de leurs concentrations respectives (Figure IL.3), révélent que I’extrait
¢thanolique commence a donner son effet a une concentration relativement faible de 3.125
pg/ml avec un pourcentage d’inhibition de 4.40, atteint son IC50 a une concentration de
(64.67£3.01) pg/ml et plafonne a une concentration de 200 pg avec 78.07% de pourcentage

d’inhibition.

Le premier constat tir¢ de la (Figure I1.3), est que le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour les standards (BHA, BHT)

ou pour I’extrait de la plante.

On a remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’extrait était

inférieur a ceux des standards pour toutes les concentrations utilisées.

L’effet scavengers des extraits vis-a-vis du radical DPPHe est exprimé par la

concentration inhibitrice de 50 % (IC50) qui correspond a la concentration nécessaire pour
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inhiber ou réduire 50% de DPPHe. Une valeur faible d’IC50 indique une activité antioxydante

forte.

Nous avons déterminés pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50%
du radical libre DPPH ou IC50. A partir des équations des régressions linéaires des graphes.
Les valeurs des IC50 issus de I’extrait en comparaison aves des antioxydants existants sur le

marché : BHA et BHT sont résumées dans 1’histogramme (Figure 11.4)
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Figure I1.4 : Valeurs des IC50 issus de I’extrait comparativement aux standards.

Ces résultats indiquant clairement que ’IC50 obtenu pour BHA et BHT utilisés comme
des molécules de référence, est bien plus inférieur a celui de I’extrait éthanolique. Donc ces

antioxydants standards, présentent une meilleure efficacité anti-radicalaire que notre extrait.

Nous n’avons pas trouvé de travails similaires sur 1’espece Ranunculus bullatus et son

genre Ranunculus ayant étudié le potentiel DPPH d’un extrait éthanolique.

Cependant, des études menées par El-Agbar et al (2008) et Marlod et al (2009),
concernant une plante de la famille des Renonnculaceae : Nijella sativa montre que dans le
test DPPH, I’extrait méthanoique a présenté une faible activité antioxydante (IC50 : 168,8 +

2,1 pg/ mlet 2260 pg / ml) respectivement.
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2. Test du piégeage du radical ABTS

L’activité scavenger de notre extrait est également étudiée en utilisant I’ABTS. Ce dernier
réagit avec le persulfate de potassium pour donner le radical ABTSe +. La génération du
radical avant I’ajout de I’extrait est nécessaire afin d’éviter I’interférence des composés dans
la formation du radical ce qui conduit a une surestimation de la capacité antioxydante. L’ajout

de I’extrait ou des standards (BHA, BHT) entraine une décoloration de la solution indiquant

I’existence d’une activité scavenger.

Les résultats obtenus exprimés en termes de concentration inhibitrice sont présentés dans le
tableau I1.3 :

Tableau II.3 : Activité antiradicalaire (ABTS) de [IDextrait éthanolique de
Ranunculus bullatus.

% Inhibition ABTS
Extrait 3.125pg = 6.25ng 125 ug 25 ng 50 ng 100 pg 200 pg  ICsp pg/mL
LR | 6.76£0.78 | 14.35£0.90 | 23.81+0.70 41.52+1.64 63.84+3.45 [86.77+1.93/91.05+0.14| 49.07+2.70
BHT 59.22+0.59 78.55+3.43  90.36+0.00 92.18+1.27 93.37+0.86 94.87+0.87 96.68+0.39 1.29+0.30
BHA 83.424+4.09| 93.52+0.09 | 93.58+0.09 93.63+£0.16 93.63+0.95 94.20+£0.90 95.39+2.62| 1.81+0.10

e Les résultats obtenus sont illustrés sous forme de courbes de pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations de I’extrait éthanolique de Ranunculus bullatus. (Figure I1.5)
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Figure 11.5: Effet scavengers contre le radical ABTS+ de I’extrait éthanolique de
Ranunculus bullatus.
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D’aprés les résultats obtenus, on remarque que le pourcentage d’inhibition pour I’extrait

est inférieur a ceux des standards pour toutes les concentrations utilisées, avec un départ a la

concentration de 3.125 pg/ml et une inhibition de 6.76%, il atteint son IC50 a (49.07£2.70)

ug/ml et plafonne son activité de 91.05% a une concentration de 200 pg/ml.

e Les valeurs comparatives des IC50 obtenus sont présentées a 1’aide d’un I’histogramme

(Figure 11.6) :
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Figure I1.6: valeurs des IC50 issu de I’extrait comparativement aux standards pour le test ABTS.

En conclusion, Iactivité antioxydante de I’extrait éthanolique de la plante Ranunculus
bullatus évaluée par le test ABTS, est présentée par la valeur IC50 qui est la concentration
nécessaire de I’extrait pour inhiber 50% du radical ABTS, ces résultats sont comparés avec les
deux standards utilisés BHA et BHT qui ont des IC50 de (1.81£0.10) pg/ml et (1.29+0.30)
pg/ml respectivement. Ce qui donne une estimation faible pour I’extrait éthanolique

(49.07£2.70) pg/ml, donc il a été beaucoup moins actif par rapport aux deux standards.

Il est possible de dire que les deux standards possédent une activité inhibitrice du cation

ABTS+. plus grande que celle de ’extrait.
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3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Cette méthode est basée sur la mesure de I’absorbance a 450 nm, apres la formation d’un
complexe stable entre les ions néocuproine et le cuivre (I). Ce complexe est produit par la

réduction des ions du cuivre (II) par les composés potentiellement antioxydants.

Les résultats sont par la suite calculés a titre de A0.5 (ng/ml) correspondant a la

concentration indiquant 0.50 d’absorbance. Ils sont présentés dans le tableau 11.4 :

Tableau I1.4: Valeurs de [D’absorbance de BHT, BHA et [Dextrait éthanolique de
Ranunculus bullatus.
Absorbances de CUPRAC
3125 png | 6.25png 125 pg 25 ng 50 ng 100 ng 200 pg  A¢so (ng/mL)
0.30+0.02 0.36+0.01 0.41+0.02 0.57+0.01 0.80+0.04 1.07+0.07 1.87+0.16 20.18+1.37
0.46+0.00 0.78+0.01 1.34+0.08 2.36+0.17 3.45+0.02 3.76+0.03 3.93+0.01  3.64+0.19
0.19+0.01 0.33+0.04 0.66+0.07 1.03+0.07 1.48+0.09 2.04+0.14 2.32+0.28  9.62+0.87

*A0.50 : la concentration a I’absorbance 0,5.

e Les résultats obtenus sont par la suite convertis en une courbe comparative (Figure I1.7).
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Figure I1.7 : Courbe d’absorbance en fonction de la concentration de 1’extrait éthanolique de
Ranunculus bullatus.
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La capacité de réduction de I’extrait éthanolique de la plante Ranunculus bullatus a été

comparée a celles de BHA et BHT.

D’aprés ces résultats, on remarque que 1’absorbance augmente avec 1’augmentation de la
concentration. L’ effet réducteur d’extrait éthanolique commence a une concentration de 3.125
pg/ml et présente déja une absorbance de 0.30, il atteint son A0.5 avec une concentration de
(20.18+1.37) pg/ml, pour aboutir a sa réduction maximale avec une absorbance de 1.87 a la
concentration 200 pg/ml. Les valeurs d’absorbance de I’extrait éthanolique est loin de BHT

et BHA.

Pour évaluer I’effet antioxydant d’un composé, il faut le comparer avec les antioxydants
les plus puissants existant au marché, I’histogramme suivant permet de faire cette

comparaison (Figure I1.8).
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Figure 11.8: les concentrations de I’extrait et standards obtenus a I’absorbance 0.50.

L’effet réducteur de I’extrait est présenté par la valeur de concentration a I’absorbance
0.50, I’extrait éthanolique présente la concentration la plus grande avec une valeur de 20.18
pg/ml comparativement aux standards, on peut dire que I’extrait éthanolique a révélé d’étre
capable de réduire le cuivre. Toutefois les deux standards montrent un pouvoir réducteur de

cuivre plus important que celui de I’extrait éthanolique.

Il n’y a pas des études qui expliquent le pouvoir réducteur CUPRAC des extraits

éthanolique du genre Ranunculus.
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4. Activité Phenanthroline

Tableau IL.5 : Absorbances de I’extrait éthanolique de la plante Ranunculus bullatus par 1’activité

de Phenanthroline.

Absorbances de P’activité Phenanthroline
Extrait
0.78125 pug 1.5625 ng 3.125pg  6.25pg  12.5pg 25 ug S0 pg  Aos pg/mL
LR 0.29+0.00 | 0.31+0.00 | 0.33+0.01 1 0.37£0.01 | 0.43+0.03 | 0.53+0.02 | 0.80+0.01 | 22.36+2.17
BHA 0,49+0,01 0,59+0,01 0,73+0,02 0,93+0,01 1,25+0,04 2,10+0,05 4,89+0,06 0,93+0,07
BHT 0,47+0,01 0,47+0,01 0,53+0,03 1,23+0,02 1,84+0,01 3,48+0,03 4,84+0,01 2,24+0,17

*A0.50 : la concentration a I’absorbance 0,5.

e Les résultats obtenus sont par la suite présenté (Figure 11.9).
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Figure I1.9 : Courbe comparative des absorbances de I’activité Phenanthroline.

D’apres ces résultats, on remarque que I’absorbance augmente avec I’augmentation de la
concentration. Les valeurs d’absorbance de I’extrait éthanolique est loin de BHT et BHA
avec une absorbance de 0.29 a la concentration de 0.78125 pg/ml, abouti & son A0.5 a la
concentration de 22.36 pg/ml et continue son effet réducteur avec une absorbance de 0.80 a la

concentration 50pug/ml.
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e Les résultats obtenus sont par la suite exprimés en termes de A0.5 (ng/ml).
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Figure I1.10: présentation des valeurs des IC50 de 1’extrait éthanolique de la plante Ranunculus

bullatus en comparaison avec les standards.

L’extrait éthanolique de la plante Ranunculus bullatus présente un effet réducteur trop loin

des deux standards utilisés le BHA et le BHT.
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II. 2. 2. Evaluation de I’activité enzymatique

1. Activité anticholinestérase

L’apparition de la couleur jaune indique que I’extrait ne posséde aucune activité

anticholinestérase (Figure I1.11).

1/2

1/4
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1/16

1/32

1/64
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Figure I1.11 : Microplaque de dosage de I’ Activités anticholinestérase.

Tableau I1.5 : Pourcentage d’inhibition de I’AChE.

Le pourcentage d’inhibition de I’AChE

Concentration 3.125ug  625pug 125 pg  25pug 50 ug 100 pg =~ 200 pg

1.97 -20.09 -74.27 -21.00 -56.30 -33.83 -35.60

D’apres le Tableau IL5, le pourcentage d'inhibition de I’AChE est négatif avec

I’augmentation de la concentration de I’extrait éthanolique.
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Conclusion générale

Cette ¢tude visait d'abord a valoriser et promouvoir les plantes médicinales d'Algérie afin
de faciliter l'accés des populations & des médicaments traditionnels améliorés avec moins

d'effets secondaires et de risques de toxicité.

Dans le présent travail, nous nous somme intéressé a 1’évaluation des activités biologiques

des extraits éthanoliques de la plante Ranunculus bullatus.

Des tests biologiques d’évaluation de D’activité antioxydante ont été réalisés ainsi que
I’estimation quantitative des métabolites secondaires (polyphénols et flavonoides). Dans la
littérature peu de travaux ont étudiés ’activité des extraits de plantes, cela donne a notre

travail de la nouveauté et de I’originalité.

En premier lieu, le dosage quantitatif des polyphénols totaux, par la méthode de Folin-
Ciocalteu a révélé que I'extrait éthanolique contient une quantité faible en polyphénols avec

une valeur de : (12.33+£5.19) ug EAG/mg.

De méme, Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides totaux par la méthode au
chlorure d'aluminium montrent également que I’extrait éthanolique présente une quantité

importante en flavonoides avec une valeur de : (30.42+3.91) ug EQ / mg E.

Il faut noter qu’aucune études n’a était réalisée concernant le taux de polyphénols et

flavonoides sur la fraction éthanolique.

Par la suite, une série de tests biologiques a été réalisée in vitro afin d’évaluer le potentiel
antioxydant de I’extrait étudié par quatre méthodes : le piégeage du radical libre DPPH, le test

ABTS, le test CUPRAC, et la méthode Phenanthroline. Présentant les résultats suivants :

Tests DPPH ABTS CUPRAC Phenanthroline
Extrait IC50 pg/ml IC50 pg/ml A0.5 pg/ml A0.5 pg/ml
RL 64.67+3.01 49.07+2.70 20.18+1.37 22.36+2.17

Les résultats de cette étude ont montré que I’extrait étudié a un potentiel antioxydant faible

et qu’il est proportionnel a I’augmentation de la concentration des extraits.
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Le test de I’activité anticholinestérase, réalisé sur I’extrait a montré que ce dernier ne

posséde aucune capacité d'inhibition de I'AChE.

En perspectives plusieurs travaux peuvent étre envisagés dans la continuité des travaux

entames :

e Des tests biologiques supplémentaires seront nécessaires pour vérifier les activités
nouvelles et bénéfiques de cette plante.

e Faire des études précliniques in vivo afin de prouver les résultats obtenus in vitro.

e Essayez d'ajuster les doses de I’extrait étudig.

e De développer le spectre des activités biologiques ciblées, en incluant les activités
antimicrobiennes, anti-inflammatoires ou autres.

e Des essais complémentaires seront nécessaires afin de pouvoir confirmer les activités

mises en évidence.
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Annexes

Annexe I :

Matériel de laboratoire

4+ Appareillage :
e Lecteur de microplaque multi-mode EnspireR PerkinElmer

Le lecteur a plusieurs modes de fonctionnement de plat d'EnSpire est une Platform tres

accessible a la recherche :
Pour la détection quantitative de 1’émission et/ou I’absorbance de la lumicre.

A utilisateurs multiples de recherches qui exigent la technologie a rendement éleve,
bien que la flexibilit¢ pour une étendue des applications large tout en donnant la

priorité a la sensibilité.

Permettant des données plus appropriées au sujet des systémes biochimiques et de

la cellule.

Figure 1 : Lecteur de microplaque.
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e ETUVE

Enceinte de chauffage fonctionnant, dans la majorité des cas, dans ’air parfois sous vide

ou gaz neutre, permettant d’effectuer des traitements thermiques a températures réglée de
’ordre de 500 °C maximum.

1 i X B

Figure 3 : Etuve Memmert.

D’autres appareils ont été aussi utilisés tels que :

&

Figure 4 : Plaque Magnétique agitateur.
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Figure 6 : pH metre.

Figure 7 : Balance de précision.



e Verrerie

- Flacons

- Béchers

- Erlenemyers

- Entonnoirs

- Eppendorfs

- Spatules

Annexes

Portoirs

verres de montre.

Ambons

Boites de pétries en verre.

Barreaux magnétiques.

Micropipettes.



+ Produites et réactifs chimiques :

Les réactifs chimiques et solvants utilisés sont de qualité analytique.

Tableau 1 : Réactifs et produits chimiques.

Solution DPPH
DPPH

MeOH
®.20 °C a I’abri de la lumiére.
Solution ABTS"

ABTS (7 mM)
H20
K2S208 (2.45 mM)
H20
® 16 heure a I’abri de la lumiére.

Acetate d’ammonium (ACNH4, PH=7.0)
ACNH4
H20

Chlorure de cuivre (IT) (Cu CI12, 2H20)
(Cu CI12, 2H20)

H20
Neocupronin
Neocupronin
MeOH
Ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 a 1%
K3Fe(CN)6
H20
Trichloracétique (TCA) a 10%
TCA
H20
Chlorure ferrique FeCl13 a (0.1%)
FeCl3

H20

Annexes

6 mg
100 ml.

19,2 mg.
5 ml
3,3 mg.
5 ml

1,927 g.

25 ml.

0,042625 g.
25 ml.

0,039 g.
25 ml.

lg
100ml

lg
10 ml.

0,1 g.
100 ml.



Phenanthroline a (0.5%)
1,10-Phenanthroline

MeOH

Chlorure ferrique FeCl3 a (0.2%)
FeCl3

H20

Solution DTNB
DTNB

Tampon (PH=7)
NaHCO3

*Tampon (PH=7) 1 ml + 2 ml Tampon (PH=7) + 4 ml Tampon (PH=8).

Solution de substrat ACI
ACI

H20
Tampon (PH =8)

Solution d’enzyme AChE
e Solution A

AChE

Tampon (PH=S)
*solution A
Tampon (PH = 8)

Acétate de Potassium (CH3COOK, 1 M)
CH3COOK

H20

Nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20) a 10%
(AI(NO3)3, 9H20)

H20
Carbonate de sodium (Na2CO3, 7,5%)
Na2CO3
H20
Folin Ciocalteu (FCR) (2M) dilué 10 fois
FCR

H20

Annexes

0.05g.
10 ml.

0.02 g.
10 ml.

16 mg.
I ml.

7,5 mg.

16 mg.
4 ml.
4 ml.

0,2 mg.
4 ml.
20 pl.
3 ml

9.80 g.
100 ml.

10g.
100 ml.

7,5 g.
100 ml.

Iml.

9 ml.
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Annexe II :

Résultats des activités biologiques

% Analyse quantitative :

Figure 6: Dosage TPC.

Figure 7: Dosage TFC.



+ Evaluation de I’activité antioxydante :

Annexes

12

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

C.N

Figure 8 : Le test DPPH

172

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64
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1/2

1/4

1/8

1/16

1/32

Figure 10 : le test CUPRAC
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CN

Figure 11 : le test Phenanthroline




4 Etude de activité enzymatique :

Annexes
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116
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Figure 12 : Activité de PAChE a t0

Figurel3 : Activité de PAChE aprés
incubation







Résumé

Ranunculus bullatus est une plante médicinale qui appartient a la famille des
Ranunculaceae. Dans le cadre de la valorisation de cette plante par I’évaluation de ses
propriétés chimiques et biologiques a savoir : les activités biologiques et la teneur en

polyphénol et flavonoide de I’extrait éthanolique

Le criblage phytochimique de I’extrait a permis de mettre en évidence la présence des
principaux métabolites secondaires : les polyphénols et flavonoides totaux. Une considérable
activité antioxydante de I’extrait éthanolique a été révélé par I’utilisation de quatre méthodes :
le piégeage du radical libre DPPH, le piégeage du radical ABTS, la réduction du cuivre par la
méthode CUPRAC et le test de Phenanthroline.

D’autre part, I’activité anticholinestérase testée a montré que I’extrait éthanolique de la

plante ne possede aucune capacité d’inhibition de I’AChE.

Mots clés : Ranunculus bullatus, activité antioxydante, métabolites secondaire, activité

anticholinestérase.



Abstract:

Ranunculus bullatus is a medicinal plant that belongs to the family Ranunculacea, As part
of the enhancement of this plant by evaluating its chemical and biological properties, namely:

biological activities and the polyphenol and flavonoid content of the ethanolic extract.

The phytochemical screening of the extract made it possible to demonstrate the presence of
the main secondary metabolites: total polyphenols and flavonoids. An important antioxidant
activity of the ethanolic extract has been revealed by the use of four methods: DPPH free
radical scavenging, ABTS radical scavenging, the CUPRAC method based on the reduction

of copper as well as the phenanthroline test.

However, the tested anticholinesterase activity showed that the ethanolic extract of the

plant has no capacity to inhibit AChE.

Key words: Ranunculus bullatus, antioxidant activity, secondary metabolites,

anticholinesterase activity.
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Ranunculus bullatus est une plante médicinale qui appartient a la famille des
Ranunculaceae. Dans le cadre de la valorisation de cette plante par I’évaluation de ses
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polyphénol et flavonoide de I’extrait éthanolique

Le criblage phytochimique de I’extrait a permis de mettre en évidence la présence des
principaux métabolites secondaires : les polyphénols et flavonoides totaux. Une considérable
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