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Introduction générale

Partout dans le monde, I'étre humain a su tirer de son environnement des remédes a
des maladies diverses via les expériences cumulées au fil des années. Dans les gretes
civilisations qui ont marqué I'hnumanité, se trouve une bonne partie de I'histoire de I'utilisation
des plantes en tant que reméde (Elhaci, 2015). Les plantes médicinales restent encore le
premier réservoir de nouveaux médicaments, elles sont considérées comme source de matiere
premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point
de futurs médicaments (Maurice, 1997). Les plantes synthétisent un gret nombre de
molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en
cosmétologie et en pharmacie. Les molécules d’intérét thérapeutique sont généralement
issues du métabolisme secondaire de ces plantes et sont classifiés en trois gretes classes
incluant les polyphénols, les alcaloides, et les composés terpéniques (Bahorun et al., 1996
Boudjouref, 2011).

La famille des Caryophyllacées, avec plus de 2600 espéces peut constituer une source
importante de plantes pouvant étre de bons cetidats dans la recherche de nouvelles molécules
thérapeutiques. Les plantes appartenant a cette famille produisent une variété de metabolites
secondaires principalement les saponines, les flavonoides, stérols, alcaloides, lignanes et
autres présentant des effets bénéfiques pour la santé (Jakimiuk et al., 2021). Les études
ethno-pharmacologiques indiquent que les plantes de la famille possédent des propriétés
anticancéreuses, antibactériennes, antifongiques, antivirales, antioxydantes et anti-
inflammatoires (Chetra et Rawat, 2015). Néanmoins, certaines espéces restent non-étudiées
comme 1’espéce Polycarpon polycarpoides dont les études pharmacologiques et

phytochimiques sont trés rares.

Dans ce contexte, s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est
d’évaluer certaines activités biologiques des extraits bruts de la plante Polycarpon
polycarpoides pour évaluer la possibiliteé de son utilisation en tant que source de substances

bioactives. De ce fait les points suivants sont étudiés :
1-Réaliser une extraction avec des solvants de différentes polarités.

2-Quantification des principales classes de composés phénoliques a savoir les polyphénols

totaux, les flavonoides, et les tannins condensés.

3-Evaluation des activités antioxydante, et I’effet inhibiteur des enzymes

acétylcholinestérase, uréase, et a-amylase.
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Chapitre | Polycarpon polycarpoides

I.1. Caryophyllacées

La famille des caryophyllacées représente une des familles angiospermes dicotylédones avec
85 genres et 2630 espéces. Les plantes de cette famille sont essentiellement distribuées dans
I’hémisphére nord et plus spécifiquement dans la région méditerranéenne et sont
généralement des herbes, des arbustes, et des fois des petits arbres annuelles ou vivaces
(Chetra et Rawat, 2015). Le genre Polycarpon compte parmi les especes de cette famille qui
inclut environ 16 especes qui poussent dans les régions tiedes et tempérées (lamonico et
Domina, 2015).

1.2. Polycarpon polycarpoides (Biv.) Fiori subsp. Catalaunicum O. Bolos & Vigo
1.2.1. Description botanique

Polycarpon polycarpoides est une plante vivace de 10 a 30 cm, glauque, a souche dure et

épaisse avec des caractéristiques suivantes selon Telabotanica (2011) :
- Feuilles larges, ovales, charnues, toutes opposees

- Stipules et bractées grises, lancéolées, tres petites

- Fleurs peu nombreuses, en cymes un peu laches, non argentées
- Sépales ovales-obtus, mutiques

- Pétales entiers

- Tiges basses

1.2.2. Taxonomie

Régne : Plantae

Sous-régne : Viridiplantae

Division : Tracheophyta

Sous-division : Spermatophytina

Classe : Magnoliopsida

Superordre : Caryophyllanae

Ordre : Caryophyllales
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Famille : Caryophyllaceae
Genre : Polycarpon

Espéce : Polycarpon polycarpoides

1.2.3. Habitat et distribution géographique

La plante pousse généralement dans les rochers maritimes des régions chaudes, a forte
humidité et luminosité. De ce fait, elle est rencontrée dans plusieurs pays de la méditerranée

comme I’Espagne, I’Italie, Baléares, et I’ Algérie.

Figure 1. Photographie de Polycarpon polycarpoides.
1.2. 4. Composition chimique

La famille des Caryophyllacées est principalement connue pour sa composition en saponines.
En effet, plusieurs études ont été vouées a 1’identification des saponines a partir des espéces
de cette famille. Parmi les saponines identifiées de cette famille, on trouve la gypsogenine,
I’acide gypsogenique ou I’acide quillaique sont les plus répetus avec des taux distribution
entre les especes de 46%, 31 %, et 33 %, respectivement. Par contre, le genre Polycarpon a
une tendance d’accumuler plutot d’autres saponines comme les dérivées de la saikogenine et
d’hopane (Bottger et Melzig, 2011). A c6té des saponines, plusieurs autres métabolites
secondaires ont été identifiés dans différentes espéces comme les flavonoides et des
composés terpéniques comme le thymol et I’eugénol (Chetra et Rawat, 2015). Un nombre
de flavonoides incluant la lutéoléine, des flavones, des C-glycosyl flavones, la vicenin-2, iso-
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quercétine, genisteine, et 1’apigenine, 1’acide vanillique, etc. ont été identifié dans 1’espece

Stellaria media (L.) Vill (Oladeji et Oyebamiji, 2020).

La composition chimique de 1’espéce Polycarpon polycarpoides a été examiné auparavant
par des tests phytochimiques préliminaires (réaction d’un réactif spécifique avec un groupe
particulier de composés) qui ont montré la présence de saponines, alcaloides, et des
anthocyanes (Beladji et Berkane, 2018).

1.3. 5. Effets pharmacologiques et utilisations traditionnelles

Les especes de la famille des Caryophyllacées ont été rapportées d’exercer de nombreux
effets pharmacologiques exercées par des extraits ou des molécules isolées. L’effet
anticancéreux contre différents cancers est de loin le plus étudié dans plusieurs especes.
D’autres actions pharmacologiques comme les effets antiinflammatoire, antibactérien,
antifongique, et antioxydants ont été également rapportés (Nono et al., 2014 ; Chetra et
Rawat, 2015).

Plusieurs utilisations traditionnelles ont été rapportées pour les espéces de cette famille quoi
que la plupart d’entre eux soit cultivées en tant que plantes ornementales. Des applications
comme antidiurétique, contre la fievre, le rhumatisme, la toux, les ulceres, les calculs
urinaires, traitement des maladies gastrointestinales et urinaires, des hémorroides, ou comme
appétissant et beaucoup d’autres utilisations ont été décrites dans la littérature (Chetra et
Rawat, 2015). Néanmoins les effets pharmacologiques ainsi que les utilisations médicinales
du genre Polycarpon et en particulier ’espéce Polycarpon polycarpoides sont trés rares.
Uniquement 1’utilisation traditionnelle de 1’espéce Polycarpon prostratum (Forssk.) Ashers &
Scheweinf comme traitement contre la fiévre paludique a été rapportée (Majumdar et Datta,
2007).
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11.1. Généralités

Les plantes sont capables de synthétiser a coté des métabolites dits primaires comme les
protéines, les glucides, et les acides nucléiques d’autres composés dits secondaires. Ces
molécules ont attiré un gret intérét de la part des chercheurs et industriels grace a leurs effets
biologiques qui peuvent étre exploitées dans les domaines pharmaceutiques et alimentaires.
Les métabolites secondaires ont plusieurs réles dans les plantes comme 1’adaptation aux
conditions du milieu (température, salinité), la défense contre les bactéries, champignons, et
les animaux, la protection contre les ultraviolets (UV), et interviennent dans la coloration de
certains organes de plante (fleurs et fruits) et par conséquent favorisent la pollinisation par
I’attraction des polinisateurs. Au contraire aux métabolites primaires qui sont présents dans
toutes les plantes, le type des métabolites secondaires differe d’une espece a I’autre et leur
répartition au sein de la méme plante est gouvernée par la fonction qui ils assurent. Dans ce
travail, les classes de polyphénols et de saponines sont décrites comme les métabolites
caractéristiques de la famille des caryophyllacées (Wink, 2010 ; Pagare et al., 2015).

11.2. Principales classes de substances bioactives d’origine végétale
11.2.1. Polyphénols
11.2.1.1. Définition

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
largement présente dans le régne végétal. Ils sont caractérisés par la présence d’un cycle
aromatique a 6 atomes de carbone, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou
engagés avec un glucide (Figure 2). Les plus représentés sont les flavonoides, les acides

phénoligues, les tannins, les lignines, et les stilbenes (Stanley et al., 2003).

OH

Figure 2. Structure de base des polyphénols
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11.2.1.2. Classification des polyphénols

11.2.1.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont formés d'un squelette a sept atomes de carbone (Singleton et al.,
1978). Les acides phénoliques sont a leur tour devisés en deux principaux groupes selon leur
structure en acides phénoliques dérivant de 1’acide benzoique et ceux dérivant de 1’acide
hydroxy-cinnamique (figure 3). Les acides hydroxy benzoiques présentent une structure en
C6-C1, composés d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a
un carbone (Chira et al., 2008). Les exemples les plus connus sont 1’acide vanillique, 1’acide
syringique, 1’acide gentisique, et 1’acide gallique (Ribereau, 1968). L’acide
hydroxcinnamique est un composé C6-C3 produit par une désamination de la phénylalanine
catalysée par la phénylalanine amonia-lyase, I’acide paracoumarique (p-coumarique) est alors

produit par I’hydroxylation de 1’acide cinnamique (Ribereau, 1968).

©) "o (b)
HO
(@]

Figure 3. Structure de I'acide hydroxy-benzoique (a) et de I’acide hydroxy-cinnamique (b).

11.2.1.2.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent une sous classe de polyphénols largement distribuées dans le
regne végétal. On compte presque 6000 composés appartenant a cette classe qui sont
répertoriés dans plusieurs groupes dont les flavonols, flavanols, flavones, flavanones,
anthocyanines. Ces composés sont en partie responsable de la couleur de différents organes
des plantes et jouent un réle primordial dans la protection contre les rayons UV et dans la

pollinisation des plantes (Ghedira, 2005).

Flavonols Flavanones
Quercétine Apigénine
Flavonoides Kaempférol Lutéoline
Rutine
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OH
- HO I oy, ‘
- 3 \
CI D OH
OH

Flavanols Anthocyanines Flavanones
Catéchine Pelargonidine Naringénine
Epicatéchine Delphinidine
Gallocatéchine Cyanidine

Figure 4. Structure générale des flavonoides et celle des principaux sous-groupes de
flavonoides

11.2.1.2.3. Tannins

Les tannins sont des composés organiques complexes qui sont souvent contenus dans 1’écorce
ou dans les feuilles. Leur nom vient de leur application dans le tannage des peaux d’animaux
grace a leur propriété astringente due a la formation de complexes avec des protéines
(Dangles et al., 1992). Ces composés sont solubles dans 1’eau et présentent poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Dalton (Bruneton, 1999). Selon leurs structures et leurs propriétés,
les tannins peuvent étre devisés en deux catégories. La premiére catégorie est représentée par
les tannins hydrolysables qui renferment les gallo-tannins et ellagitannins qui par hydrolyse
donnent I’acide gallique ou 1’acide ellagique, respectivement (Bruneton, 1993 ; Hopkins,
2003) (Bruneton, 2009). La deuxiéme catégorie sont les tannins condensés ou appelés
également catéchines ou pro-anthocyanidines qui sont formés par la condensation des

molécules de flavan-3-ol (Bruneton, 2009) (figure 5).
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Figure 5. Structure générale des tanins condensés (a) et hydrolysables (b).
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I1.2.2. Saponines

Le mot saponine est dérivé du mot latin sapo due a leurs fortes propriétés de formation de
mousse en solution aqueuse semblable a celle du savon (Hart et al., 2008), sont un groupe de
glycosides végétaux naturels. La présence de saponines a été rapportée dans plus de 100
familles de plantes parmi lesquelles au moins 150 sortes de saponines naturelles se sont
avérées posseder des propriétés anticancéreuses significatives. Il existe plus de 11 classes
distinctes de saponines, notamment les dammaranes, les tirucallanes, les lupanes, les hopanes,
les oléananes, les taraxastéranes, les ursanes, les cycloartanes, les lanostanes, les cucurbitanes
et les stéroides. En raison de la grete variabilité de leurs structures, les saponines présentent
toujours des effets anti-tumorigénes a travers des variétés de voies antitumorales (Man et al.,

2010). La figure suivante montre la structure générale des saponines.

e [
H
HO., -~ ] .1~
L Jj
Xyl-Gle-Gal e
Gle-Gal H

Figure 6. Structure générale des saponines

I1. 3. Effets pharmacologiques des métabolites secondaires
11.3.1. Effet antioxydants

11.3.1.1. Radicaux libres et antioxydants
11.3.1.1.1. Radicaux libres : définition et effets néfastes

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Espéces, atomes, molécules ou des fragments
moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la couche
périphérique du squelette moléculaire. Ces especes ont donc tendance a attirer les electrons
d’autres atomes et molécules pour gagner la stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules
(Bendif, 2017). Un radical libre est le plus souvent instable, donc réactif et sa durée de vie est

trés courte (de lI'ordre d'une micro a nanoseconde) (Bouguerne, 2012).
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L’organisme des étres vivants aérobiques produisent un gret nombre de molécules radicalaires
ou non radicalaires mais réactives qui interviennent dans les processus physiologiques tels
que la transmission du signal, défense contre les corps étrangers et durant la respiration
mitochondriale. Les principales espéces radicalaires sont I'anion superoxyde (O2™) issu de la
réduction d’une molécule d’oxygéne et joue un rdle en tant que facteur oxydant dans de
nombreuses réactions, le radical hydroxyle (OHe), un radical trés réactif vis-a-vis des qui peut
régir avec les composes cellulaires comme les protéines, glucides, et acides nucléiques (ADN
et ARN) provoquant une oxydation, le radical peroxyde (ROQ-¢), I’oxyde nitrique (NO) ; etc.
d’autres espéces sont réactives mais se trouve sous forme non radicalaire qui peuvent donner
naissance a d’autres radicaux libres comme le peroxyde d’hydrogéne, oxygene singulet, ozone
(03), et les hydro-peroxydes organiques (ROOH) (Liou et Storz, 2010). Les principaux

especes réeactives de nature radicalaire et non-radicalaire sont rapportées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Principaux espéces réactives avec leur structure chimigque (Haton, 2005).

Structure chimique

Radicaux libres

Radical hydroxyle OH-
Radical hydro-peroxyde HOO-
Radical peroxyde ROO-
Radical alkoxyle RO-
Peroxynitrite ONOO-
Anion superoxyde O2
Espéces non radicalaires
Peroxyde d’hydrogéne H20;

Une surproduction des radicaux libres qui dépasse la capacité du systéme antioxydants a les
neutraliser peut conduire & un déséquilibre du redox cellulaire conduisant a ce que on appelle
stress oxydatif qui est a 1’origine 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 I'oxydation des
lipides (Harris, 2002). Le code génétique situé a I’intérieur des cellules sous forme d’ADN
est aussi menace. Les radicaux libres endommagent notre programme génétique ce qui peut a
terme provoquer une mutation et la formation de cellules cancéreuses. Les attaques répétées
des radicaux libres sur nos organes sont a 1’origine de nombreuses maladies chroniques tels

que les maladies cardiovasculaires, inflammatoires  (rhumatisme, arthrites),



Chapitre 11 Substances bioactives d’origine végétale

neurodégénératives (maladie d’Alzheimer, Parkinson), cancers, diabétes, etc. (Uttara et al.,
2009).

11.3.1.1.2. Antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir un équilibre entre
de la rédox cellulaire en neutralisant 1’excés des radicaux libres (Mohammedi, 2013). Ces
molécules sont soit elles sont produites naturellement par le corps ou bien apportées par
I’alimentation (Halliwell et Gutteridge, 2008). Les antioxydants peuvent alors par leur action
retarder significativement 1’oxydation d’un autre composé via plusieurs mécanismes d’action
comme par la chélation des ions de transition (fer et cuivre), par la neutralisation des radicaux
libres, ou par la régénération d’'une molécule antioxydante. Les antioxydants peuvent &tre
classés selon leurs origines en deux classes les antioxydants enzymatiques (Superoxyde
dismutase (SOD) qui intervient dans la neutralisation les anions superoxyde (O2-¢) en
peroxyde d'hydrogene et en oxygene moléculaire, la catalase (CAT), la glutathion peroxydase
(GPx), la glutathion réductase (GR)) (Lehucher-Michel, 2001; Mironczuk-Chodakowska
et al., 2018) et des antioxydants non-enzymatiques représentés par 1’acide urique, bilirubine,
glutathionne (GSH), et plusieurs protéines sériques (céruléoplasmine, ferritine, transferrine et
albumine) qui fixent les métaux de transition (fer, cuivre, etc) empéchant ainsi la génération
des radicaux libres (Pincemail et al., 2002; Tapia-Hernandez et al., 2018). Des antioxydants
comme les vitamines (E et C), les polyphénols, et les caroténoides peuvent étre apportés par
I’alimentation (Bendif, 2017).

La figure 7 montre 1’équilibre entre le systéme antioxydants endogene, les antioxydants
exogenes et les différents radicaux libres produits par 1’organisme durant son fonctionnement
normal. Des facteurs externes tels que 1’exposition aux rayons UV, aux polluants, et la
consommation du tabac peuvent aussi stimuler la production des radicaux libres dans
I’organisme. Une surproduction des especes réactives peut induire 1’oxydation des molécules
biologiques essentiellement I’ET, des lipides et protéines qui est a ’origine de différentes

maladies chroniques.

10
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Antioxvdants endogénes

Enzymes: SOD, CAT, GPx, GR @ (a)
Antioxydants non enzymatiques:
Peroxisomes Mitochondrie

Protéines fixatrice des métaux de

H,0,, 0,7, OHe, NO, Rayons UV,

transition ( ferritine , transferrine , )
Médicaments, polluants,
ceruloplasmine , etc), bilirubine , acide

urique , glutathione (GSH)

pesticides, fumer

Antioxydants _exogénes
Vitamines (C, E, etA)

Polyphénols ‘
Carotenoides (lycopéne , caroténe)

Désiquilibre entre la
production des radicaux libres
et les antioxydants

(b)

Oxydation

Maladies chroniques (cancer,
maladies cardiovasculaires,
diabetes, etc

ADN Lipides Phopholipides
membranaires
Figure 7. Notion de 1’équilibre oxydants/antioxydants dans les systémes biologiques (a),
induction du stress oxydant et son implication dans le développement des maladies

chroniques (b).

11.3.1.2. Substances d’origine végétale avec un effet antioxydant

Plusieurs molécules dérivant des plantes ont été rapportées d’avoir un effet antioxydants.
Parmi les celles-ci, les polyphénols constituent les antioxydants naturels les plus puissants.
Les propriétés antioxydants des polyphénols est de loin la plus étudiée vue leur structure
phénoliques permettant le transfert d’atome d’hydrogéne ou d’électrons a une molécule
radicalaire. Cette propriété est considérée a 1’origine des effets thérapeutiques de ces
composés étant donné le role primordial du stress oxydant dans 1’étiologie de nombreuses
maladies (Han et al., 2007). Les caroténoides (terpénes) comme le B-caroténe, lycopéne,
lutéine, etc. qui sont présents dans de nombreux fruits et légumes sont également doués par
une forte activité antioxydante. De plus, plusieurs monoterpenes, sesquiterpenes, et diterpenes
ont été rapportés d'avoir un effet antioxydants et peuvent ainsi étre considérés comme des

antioxydants naturels prometteurs (Gral3mann, 2005).

11
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11.3.2. Inhibition des enzymes

L’une des mécanismes thérapeutiques des substances médicamenteuses est leur action
inhibitrice de I’activité des enzymes impliquées dans des réactions biologiques. Ainsi, les

enzymes constituent une importante cible pour les substances actives.
11.3.2.1. Alpha amylase

L'a-amylase (EC 3.2.1.1) représente l'enzyme amylolytique la plus connue. Elle catalyse
I'hydrolyse des liaisons a-1,4-glucosidiques dans l'amidon et les a-glucanes apparentés
produisant des produits de faible poids moléculaire comme les dextrines et des sucres simples
(Janecek et al.. 2014). L’action de cette enzyme permet 1’absorption des glucides
alimentaires apres leur conversion en monosaccharides. En cas du diabéte de type 2
caractérisé par une sécrétion insuffisante de I’insuline et la résistance des tissus cibles (le foie,
les muscles) a I’action de I’insuline, le taux du glucose dans le sang (glycémie) reste élevé ce
qui pourra a long terme produire des lésions au niveau des autres organes. De ce fait, éviter
I’hyperglycémie aprés les repas (hyperglycémie postpretial) semble une stratégie attractive
dans le traitement du diabete type 2. L’alpha-amylase peut alors considérée comme une
intéressante cible pour des molécules destinées a traiter cette maladie en inhibant la
dégradation des polysaccharides de provenance alimentaire empéchant ainsi leur absorption

au niveau de I’intestin (Sales et al., 2012).

Des inhibiteurs de glucosidases (a-glucosidase et a-amylase) comme 1’acarbose, ont été
utilisés depuis longtemps pour améliorer 1’état de santé des patients atteints du diabéte type 2.
Néanmoins, leur utilisation est suivie par des effets secondaires comme les ballonnements et
des diarrhées. De ce fait, I’intérét aux inhibiteurs d’origine naturelle s’est intensifie dans le
but de développer des médicaments plus efficaces avec moins d’effets indésirables (Kumar
et al., 2011 ; Saha et al., 2012). De nombreuses études ont montré 1’efficacité des extraits de
plantes a inhiber 1’a-amylase qui ont exercé un effet plus prononcé que le stetard acarbose.
Differentes substances synthétisées par les plantes appartenant a différents groupes chimiques
incluant des alcaloides, des terpenoides, des guanidines, etc. ont été rapportées avoir un effet
inhibiteur de I’enzyme a-amylase (Sales et al., 2012). La capacité des triterpenoides et des
saponines isolées a partir de différentes plantes a été démontré par plusieurs recherches (Teng
et al., 2018). A cO6té de ces composés, les polyphénols en particulier les flavonoides présents
dans I’alimentation ou dans des plantes médicinales peuvent exercer une forte activité

inhibitrice contre 1’a-amylase pancréatique et salivaire intervenant ainsi dans la régulation du

12
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taux de la glycémie des patients. Les Flavonols, les catéchines, et les anthocyanines sont les

actifs contre 1’a-amylase dont 1’effet inhibiteur de ces composés est fonction de leur structure

chimique (Zhu et al., 2020).
11.3.2.2. Uréase

L'uréase (EC 3.5.1.5) est une enzyme qui intervient dans la conversion de 1’urée en
ammoniac synthétisée par un nombre de bactéries, champignons, et plantes. Cette enzyme est
considérée comme un facteur de pathogénicité de la bactérie Helicobacter pylori la majeure
cause des ulceres gastriques et des autres troubles urinaires comme les calculs urinaires. En
effet, la production de I’ammoniac au niveau de 1’estomac ou la bactérie se développe dans le
mucus, permet I’augmentation du pH du milieu favorisant ainsi la survie et le développement
de la bactérie (Mobley et Foxall, 1991). En plus de son role dans la pathogénicité de
[’Helicobacter pylori, I’'uréase constitue aussi un probléme dans le domaine d’agriculture. La
transformation de 1’urée fournit comme engrais pour les plantes en ammoniac qui se perd
dans I’atmospheére, peut avoir de graves conséquences sur 1’environnement et la production
agriculturale, premierement par la privation des plantes en azote et deuxiémement par la
toxicité des fortes concentrations d’ammoniac accumulées dans ’air (Upadhyay, 2012). Par
conséquent, I’inhibition de cette enzyme peut constituer a la fois un intérét dans le domaine
médical et également dans le domaine agricultural. Les plantes peuvent constituer une source
importante de molécules inhibitrices de 1’uréase. Plusieurs terpénes (monoterpénes,
diterpénes, et triterpenes), des polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, coumarines), et
certains alcaloides isolés de plantes se sont révélés des inhibiteurs potentiels de 1’uréase
(Hassan et Zemli¢ka, 2016).

11.3.2.3. Acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase (acétylcholine acétylhydrolase, EC 3.1.1.7, AChE) est une enzyme qui
est impliqué dans la transmission du signal au niveau des neurones par son action
hydrolytique sur le neurotransmetteur acétylcholine (ACh) au niveau des synapses aprés son
action sur les récepteurs postsynaptiques. Cette action permet ’arrét de la transmission du
signal, un mécanisme impliqué dans la régulation de la transmission neuronale comme montre
dans la figure 8 (Mukherjee et al., 2007).

Dans la maladie d’Alzheimer, le taux du neurotransmetteur ACh connait une diminution trés
remarquable due principalement a la mort des neurones productrices de ce neurotransmetteur

(neurone cholinergiques) provoquée par plusieurs facteurs comme le stress oxydatif,

13
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accumulation du peptide B-amyloide, etc. cette diminution anormale de I’ACh est a 1’origine
des symptomes caractéristiques de la maladie d’Alzheimer comme la perte progressive de la
mémoire, les troubles comportementaux, linguistiques, et autres troubles (Uriarte-Pueyo et
Calvo, 2011). Ainsi, I’'une des stratégies proposées pour traiter la maladie d’Alzheimer, est
d’augmenter la concentration de I’ACh dans la fente des synapses par I’inhibition de sa
dégradation par I’AChE. En effet, les inhibiteurs de cette enzyme constituent le seul
traitement approuve et plusieurs molécules comme la galantamine, la tacrine, la rivastigmine,
et le donepezil sont utilisés pour améliorer les symptomes des patients avec cette maladie
(traitement palliatif) (Racchi et al., 2004). Néanmoins, un gret effort a été devoué pour la
recherche de nouvelles molécules plus particuliérement d’origine naturelle exergant un effet
inhibiteur sur I’AChE comme alternatifs pour les médicaments actuellement utilisés. Parmi
les composés dérivants des plantes, les alcaloides constituent les composés les plus actifs dans
I’inhibition de I’AChE (Murray et al., 2013). Les monoterpénes constituants les huiles
essentiels comme le géraniol, limonéne, et 1’a-caryophyllene ont montré un effet inhibiteur
contre ’AChE mais faible (Mukherjee et al., 2007). En plus de ces composés, certains
flavonoides ont été¢ rapporté d’avoir un effet inhibiteur de I’AChE (Uriarte-Pueyo et Calvo,
2011).
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Figure 8. Principe de la transmission cholinergique.
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

1.1. Matériel végétal

La partie aérienne de la plante (feuilles, fleurs et tiges) est récolté a Annaba en Décembre
2017. Les echantillons sont nettoyés, et séchés a température ambiante et a 1’abri de la lumiére
pour mieux conserver les molécules sensibles a la chaleur et & la lumiére. Par la suite la plante

a été broyée finement et conservée dans un endroit sec (figure 9).

Figure 9. Aspect de la poudre de la partie aérienne de Polycarpon polycarpoide aprés
broyage.

1.2. Appareillage et produits chimiques

1.2.1. Appareillage

Evaporateur rotatif (BUCHI, R215, Switzerlet)

Balance analytique ABJ 320-4NM KERN

Agitateur magnétiqgue MSH - 20D WISD

Vortex ZX3 VELP SCIENTIFICA

Bain Ultrason, EIma S70H, Elmasonic, ElIma Schmidbauer GmbH, Germany

Lecteur microplaque (Perkin Elmer Enspire, Singapore).

1.2.2. Produits chimiques et enzymes

Les principaux produits chimiques, réactifs, solvants utilisés dans la partie expérimentale sont

listés dans le tableau 2. Les enzymes utilisées sont rapportées dans le tableau 3.
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Matériel et méthodes

Tableau 2 : Liste des principaux produits chimiques utilises dans la partie expérimentale

Produit Formule chimique
Ethyle d’acétate C4HsO2
Méthanol CH3OH
Ether de pétrole CeHu4
Folin-Ciocalteu /
Carbonate de sodium Na2CO3
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) /
Acétate d’ammonium ACNH4
Acide 2,2 ’-azinobis (3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) /
Ferrocyanure de Potassium KsFe(CN)s
Chlorure d’aluminium AICI3(H20)s
Phénanthroline C12H8N:>
Néocuproine CiaH12N2
Trolox C14H1804
Acide ascorbique CeH80¢
Urée CH, N; O
Phénol C6H50H
Hypochlorite de Sodium NaOCL
Nitroprusside de Sodium Naz[Fe (CN)sNO]
Acide 5,50 dithiobis [2-nitrobenzoique] (DTNB) C14HsN20gS;
Acétylthiocholine iodide C7H16INOS
Tableau 3 : Enzymes utilisées dans la partie expérimentale
Enzyme Source Activity

Alpha-amylase Aspergillus Oryzae
Uréase Canavalia ensiformis (Haricot sabre)

Acétylcholinestérase Anguille électrique

> 150 U/protéine
> 5 U/mg solide

Type VI-S, <1000 U/mg de solide

1.3. Préparation des extraits bruts

1.3.1. Principe

Cette etape consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenant dans de plante

Polycarpon polycarpoides, en utilisant des solvants de différentes polarités qui permettent

I’extraction différents composés selon leur solubilité. La méthode utilisée est la macération

qui une méthode d’extraction solide-liquide qui consiste en la mise en contact du matériel

végétal avec le solvant sans ou avec agitation, L'opération bien que généralement longue et a

rendement souvent meédiocre, est utilisée dans le cas d'extraction de molécules

thermosensibles (Leybros et Fremeaux, 1990).
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1.3.2. Procédure

Une quantité de 25 g de mateériel végétal (poudre) est macerée dans 100 ml de differents
solvants (Ether de pétrole, éthyle acétate, méthanol, et méthanol : Eau 1:1, (v: v). Le
mélange est laisse agiter pendant 2 h & température ambiante. Une filtration de la solution est
ensuite effectuée sur papier filtre Whatman. Le filtrat est récupéré dans un erlenmeyer, tetis
que le marc de la poudre a été extraite deux fois de plus suivant les mémes étapes pour avoir
un maximum d’extraction. A la fin de 1’extraction, les filtrats des trois extractions ont été
rassemblés et sont subis a 1’élimination des solvants utilisant un évaporateur rotatif. Cette
derniére forme un systéme constitué d’une pompe a pression et un bain marie permettant le
contrble de la pression, et la température, respectivement, et un systeme de refroidissement
pour condenser le solvant évaporé qui sera récupéré dans un ballon de récupération comme
montré dans la figure 10. L’élimination des solvants a été réalisée a température faible (40 °C)
et a pression réduite permettant ainsi la préservation des constituants de la dégradation
thermique. Les résidus ainsi obtenus sont récupérés, peses, et stockés a 4 °C. Les différentes

étapes d‘extraction sont présentés dans la figure 11.

Figure 10 . Evaporateur rotatif utilisé pour 1’élimination du solvant d’extraction.
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25 g de poudre

100 ml de solvants :
) Eg;ﬁr :Jle pe,ttr(J)[Ie
Macération pendant 2h yle arllCe ale
sous agitation ] Méthano
Méthanol : Eau1:1,v:v
v
Filtration
- £
o
Extraction 8
Filtration S
< Filtrat are
v I

Elimination des solvants par
Rotavapeur

Extraits

Figure 11 . Protocole de préparation des extraits de Polycarpon polycarpoides

1.3.4. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante :

R (%) = (Me /M) x 100

(%) : Rendement d’extraction exprimé en %.
Me : Masse de I'extrait sec résultant en g

M : Masse du matériel végétal (poudre) en g utilisée pour 1’extraction.

18



Partie expérimentale Matériel et méthodes

1.4. Dosage colorimétrique des polyphénols
1.4.1. Dosage des polyphénols totaux
1.4.1.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode utilisant le réactif Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040) qui sera réduit, en milieu alcalin par les
polyphénols, donnant un mélange d’oxydes de tungsténe (W8023) et de molybdene (M0g023).
La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une

absorption maximum aux environs de 750 -765 nm (Sango, 2006).

1.4.1.2. Mode opératoire

La méthode utilisée pour la détermination des polyphénols est celle rapportée par Miller et
al., (2010). Un volume de 20 pL de chaque extrait (1 mg/ml) a été transféré dans une
microplagque de 96 puits. Ensuite, 100 pL du réactif de Folin-Ciocalteu, et 75 pL de carbonate
de sodium (7,5 %) ont été ajoutés. Apres 2 heures d’incubation a I’obscurité et a température
ambiante, I’absorbance a été déterminée a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotométre utilisant un
lecteur microplaque. Les teneurs en polyphénols sont déterminés a partir de la courbe
d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique et sont exprimés en pg équivalent acide gallique

par mg d’extrait (ug EAG/mg).
1.4.2. Dosage des flavonoides

1.4.2.1. Principe

Les teneurs des flavonoides ont été mesurés par une méthode utilisant le trichlorure
d’aluminium (AICI3). La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée
sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes

d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005).
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1.4.2.2. Mode opératoire :

Le dosage des flavonoides dans les extraits de Polycarpon polycarpoides est réalisé par la
méthode de Khlifi et al., (2013) avec modifications. Un volume de 100 ul de chaque extrait
est mélangé dans une microplaque de 96 puits avec 100 ul de chlorure d’aluminium (2 % dans
le méthanol). L’absorbance est mesurée a 415 nm, apres incubation & température ambiante
pendant 15 min. Les concentrations en flavonoides sont déterminées a partir d’une courbe
d’étalonnage tracée utilisant la quercétine comme stetard. Les résultats sont rapportés en

termes de g équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg).
1.4.3. Dosage des tannins
1.4.3.1. Principe :

La détermination de la concentration des tannins condensés dans les extraits est basée sur la
formation d’un complexe rose-rouge entre les flavanols libérés sous 1’action de ’'HCL avec la

vanilline dont I’absorbance est mesurée a 500 nm (Broadhurst et Jones, 1978).

1.4.3.2. Mode opératoire

La quantification des tannins condensés dans les extraits est réalisée par la méthode sur
microplaque rapportée par Saci et al., (2020). Un volume de 25 pl de chaque extrait a été
mélangé avec 150 pl de vanilline (4% préparé dans le méthanol) et 75 ul d’acide
chlorhydrique (HCI, 30 %). Le mélange est ensuite incubé pendant 15 min et I’absorbance est

mesurée a 500 nm.

L.5. Evaluation de I’activité antioxydants

L’évaluation de I’activité antioxydants est effectuée sur une microplaque 96 puits utilisant
différentes concentrations d’échantillon. Pour cela, une série de 7 dilutions a été réalisee dans
des eppendorfs par transfert d’un volume de 500 pl de chaque concentration dans un
eppendorf contenant 500 pl du méthanol comme montré dans la figure 12. La concentration

initiale est fixée a 4 mg/ml.
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Figure 12. Préparation des dilutions et mode opératoire sur une microplagque 96 puits.

1.5.1. Piégeage du radical DPPH
1.5.1.1. Principe

La méthode de DPPH est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de 1’espéce
radicalaire stable DPPH en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne ou
d’¢électrons (AH), qui aboutit a la formation d’une forme non radicalaire, le DPPH-H.
La solution initiale de DPPH (forme radicalaire) possede une couleur violette avec un
maximum d’absorbance a 517 nm. La réduction de cette solution entraine la
transformation de la couleur violette en couleur jaune. L'absorbance de la couleur
violette restante aprés réduction est ainsi mesurée a 517 nm. Plus la perte de la couleur
est rapide plus le donneur d’hydrogéne est considéré comme un antioxydant fort

(Belmokhtar, 2015).
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1.5.1.2. Protocole

La mesure de I’activité anti-radicalaire utilisant le radical DPPH est réalisée par la
méthode de Blois (1985). Bri¢vement, 160 pl d’une solution de DPPH (1 mM, préparé
dans le méthanol) est ajouté a 40 ul de chaque extrait a différentes concentrations.
Parallelement, un contrble négatif est préparé, en mélangeant 40ul de méthanol avec
160ul de la solution méthanolique de DPPH. Aprés 30min d’incubation a I’obscurité et
a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 517nm. Le trolox et I’acide
ascorbique sont utilisés comme des stetards (contrdles positifs). La capacité antioxydant
de nos échantillons a été exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPHe

calculée par 1’équation suivante :

% Inhibition = (A contrdle — A échantillon) /A contr6le x 100 (1)

A échantillon : Absorbance de 1I’échantillon.

A contr6le : Absorbance du contrdle négatif.

1.5.2. Piégeage du radical ABTS

1.5.2.1. Principe

L’ABTS™ forme également un radical libre relativement stable. Dans cette méthode,
une solution du cation ABTS"" de couleur bleue est préparée au préalable par la réaction
de ’ABTS (forme réduite) avec le persulfate de sodium (oxydant) pendant 16h. La
réduction de ’ABTS™ par ’addition d’un antioxydant entraine la décoloration de la
solution bleue dont 1’absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 734 nm. La
figure 13 montre la forme radicalaire (bleue) et la forme réduite (incolore) de I’ABTS
(Schaich et Xie, 2015).
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Figure 13. Structure chimique de I’ABTS sous sa forme réduite et radicalaire (Schaich
et Xie, 2015).

1.5.2.2. Mode opératoire

La méthode rapportée par Re et al., (1999) est utilisée pour déterminer la capacité des
extraits de Polycarpon polycarpoides a réduire le radical ABTS. La solution de
I’ABTS™" est préparée en faisant réagir 2 mM de I’ABTS avec 2.45 mM de persulfate de
sodium (v : v) pendant 16h. ’absorbance de la solution concentrée ainsi obtenue est
ajustée a 0.7 a la longueur d’onde 734 nm. Par suite, 40 pl de chaque extrait a
différentes concentrations et 160 pl de la solution ABTSe+ sont mélangés dans une
microplaque. Aprés 10 min de réaction a 1’obscurité et a température ambiante, la
lecture de I’absorbance est effectuée a 734 nm. Les pourcentages d’inhibition sont
calculés par 1’équation (1) précédente. Les résultats sont comparés aux stetards trolox et

acide ascorbique.
1.5.3. Pouvoir réducteur de fer

1.5.3.1. Principe

La méthode de pouvoir réducteur est utilisée pour mesurer la capacité réductrice des ions de
fer. Dans cette méthode, le fer ferrique complexé au ferrocyanure (Fe3*(CN)e) est réduit en fer
ferreux (Fe?*(CN)g) présentant une couleur bleue-verte avec un maximum d’absorption & 700
nm (Hsu et al., 2006 ;Bijoyet al., 2008).
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1.5.3.2. Mode opératoire

La détermination du pouvoir réducteur est realisée selon la méthode développée par Oyaizu
(1986). Un volume de 10ul de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 40 pl
d’une solution de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6), et 50 ul d’une solution de ferricyanure
de potassium KsFe (CN)s a 1%. L’ensemble est incubé a 50°C pendant 20 min. A la fin de
I’incubation, 50ul d’acide trichloracétique a 10%, 40 pl d’eau distillée, et 10 pl d’une solution
FeCls (0,1%) sont ajoutés et I’absorbance est immédiatement lue a 700 nm. Les résultats sont
exprimés en termes d’absorbances. La concentration donnant une absorbance de 0,5 est
déterminée a partir de la courbe de régression tracée par les absorbances des différentes

concentrations. Le trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme des références positives.

1.5.4. Test CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity)
1.5.4.1. Principe

Le test CUPRAC mesure la capacité de réduire les ions cuivre présents dans le complexe
néocuproine-cuivre (II). Ce dernier est formé grace a la capacité chélatrice du néocuproine
des ions Cu?* fournis par le chlorure de cuivre (CuCly). La réduction de Cu?* en Cu®* par la
présence d’un antioxydant conduit au développement d’une couleur jaune-orange présentant
un maximum d’absorbance a la longueur d’onde de 450 nm et dont D'intensité est

proportionnelle au niveau de la réduction Apak et al., (2004).

1.5.4.2. Mode opératoire

Le test CUPRAC est effectuée par la méthode décrite par Apak et al., (2004). Dans une
microplaque a 96 puits, 40 pl extrait, et 60 pl Acétate d’ammonium (1 M), 50 pl de
néocuproine (7,5 mM), et 50 pl de chlorure de cuivre (10 mM) sont mélangés. Le mélange est

incubé pendant 1h du temps, et la lecture est effectuée a 450nm.
1.5.5. Test au phénanthroline
1.5.5.1. Principe

La méthode est basée sur la réduction des ions de fer ferrique (Fe**) du complexe 1, 10-
phenanthroline-Fe (I11) par les antioxydants vers le fer ferreux pour donner le complexe
phénanthroline-Fe (Il) de couleur rouge dont I’absorbance est mesurée a 510 nm
(Szydlowska-Czerniaka, 2008).
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1.5.5.2. Mode opératoire

La méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008) est utilisée pour mesurer la capacité des
extraits & réduire le fer ferrigue dans le complexe phénanthroline-Fe (Ill). Dans une
microplaque 96 puits, 10 pl d’extrait, 50 pl FeCls, (0,2%), 30 ul phénanthroline (0,5%), et
110 ul méthanol sont mélangés. La reaction est laissée pour 20 min a température ambiante et
I’absorbance est ensuite mesurée a 510 nm. Les résultats sont rapportés sous forme

d’absorbances. Le trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme stetards.

1.6. Inhibition des enzymes

1.6.1. Inhibition de I’a-amylase

1.6.1.2. Principe

L’a-amylase dégrade I’amidon en composés moins complexes qui ne peuvent pas réagir avec
I’iode. L’inhibition de 1’a-amylase par un inhibiteur entraine 1’accumulation de I’amidon qui
réagit par suite avec I’iode pour donner un complexe bleu-noir dont 1’absorbance est mesurée
a630 nm.

1.6.1.2. Mode opératoire

La détermination de ’activité inhibitrice de 1’a-amylase est réalisée selon la méthode de
Zengin et al., (2014) avec des modifications. Dans une microplaque, 25 ul de chaque extrait a
différentes concentrations sont mélangés avec 50 pl de la solution d’o amylase (1 U/ml dans
le tampon phosphate, 100 mM, pH, 6,9, 6 mM NaCl). Le mélange est incubé pendant 10 min
a 37 °C puis 50 pul d’amidon 0.1% est ajouté. Une deuxieme incubation pendant 10 min a 37
°C est effectuée et la réaction est stoppée par 1’ajout de 25ul HCI (1M), et I’amidon est
révelée par 100 pl IKI. La lecture est effectuée a 630 nm contre un contrdle négatif contenant
tous les réactifs sans les extraits. Un autre contréle qui consiste a réagir la solution d’amidon
utilisée avec 1’iode est aussi effectuée. Parallelement, des blancs extrait ne contenant pas la
solution enzymatique a différentes concentrations sont performés. Les pourcentages

d’inhibition sont calculés utilisant la formule ci-dessous :
Inhibition (%) = 1-[(Ac-Ae)-(As-Ab)/(Ac-Ae)]

Ac=Absorbance des blancs extrait (tous les réactifs sans la solution enzymatique)

Ae=Absorbance du contréle négatif sans inhibiteur (tous les réactifs sans extrait)
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As=Absorbance de la réaction contenant tous les réactifs

Avb=Absorbance de la réaction maximale entre I’amidon et 1’iode (Amidon + IKI).
1.6.2. Inhibition de I’uréase
1.6.2.1. Principe

L’uréase catalyse la dégradation de 1’urée en ammoniac qui est quantifié par le phénol-

hypochlorite en milieu alcalin (Nabati et al., 2012).
1.6.2.2. Mode opératoire

La capacité des extraits de Polycarpon polycarpoides a inhiber 1’uréase est évaluée par la
méthode décrite par Nabati et al., (2012) avec des modifications. Un volume de 10 ul des
extraits est mélangé avec 25 pl de I'uréase (1 mg/ml dans le tampon phosphate 100 mM, pH
8,2) et 50 pl urée (30 mM). Le mélange est incubé pendant 15 min a 37 °C et la quantité de
I’ammoniac produite est déterminé pat 1’ajout de 45 pl du réactif phénol (0.4 g phénol et 2 mg
nitroprusside de sodium dans 40 ml d’eau distillée) et 70 pl du réactif basique (0,3 g NaOH et
0,5 ml d’hypochlorite dans 60 ml eau distillée) dont 1’absorbance est mesurée a 630 nm. Les

pourcentages d’inhibition de I'uréase sont déterminés par la formule suivante :
Inhibition (%) = (Ac-Ag) / Ac*100  (2)
Ou:

Ac : est I’absorbance du contrdle négatif (sans extrait)

AE : est I’absorbance de la réaction en présence de I’extrait.

1.6.3. Inhibition de ’acétylcholinestérase
1.6.3.1. Principe

La réaction est basée sur la dégradation de 1’acétylthiocholine par I’acétylcholinestérase avec
la libération de I’acétate et la thiocholine qui réagit avec le 5,5'- dithiobisnitrobenzoate
(DTNB) pour former un complexe jaune montrant une absorbance a 412 nm comme montré
dans la figure 14 (Ellman et al., 1961).
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Figure 14 . Réaction d’Ellman
1.6.3.2. Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, 150 ul de tampon phosphate de sodium (100 mM, pH 8) et
10 ul des extraits a différentes concentrations et 20 ul de 1’enzyme acétylcholinestérase
(5.32.10° U) sont mélangés. Aprés une incubation de 15 min a 25°C, 10 pl de DTNB
(0.5mM) et 10 pl d’acétylthiocholine iodide (0.71 mM) sont ajoutés. L’absorbance de la
couleur jaune ainsi formée est immédiatement mesurée a 412 (t= Omin) et apres 15 min. Les
résultats sont exprimés en termes de pourcentages d’inhibition déterminés utilisant la formule

(2) précédente apres soustraction des absorbances a t=0 min.

1.7. Analyse statistique

Les résultats sont rapportés sous forme de moyenne * écart type de trois mesures. Les
échantillons sont analysés par ANOVA (analyse de la variance) effectué sur logiciel
GraphPad version 5 (GraphPad Software Inc, California, USA) pour déterminer la différence
entre eux (p < 0.05). Les valeurs Clsp sont déterminées sur EXCEL utilisant les courbes de

régression.
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11.1. Rendement d’extraction

Dans le présent travail, une extraction par macération a été réalisée utilisant plusieurs solvants
de différentes polarités. Cette extraction permet de récupérer les différents composes de
Polycarpon polycarpoides en se basant sur la solubilité de chaque type de composés. Les
aspects des solutions obtenues apres extraction sont montrés dans la figure (15).

.

EthJ’ de'pétrole Wl Ethyle acétate

Méthanol I\'}Iéthanol :

4

Eau

Ether de pétrole Ethyle acétate Méthanol Meéthanol : Eau

Figure 15. Aspect des solutions obtenues avec les différents solvants apres filtration.

Le rendement d’extraction obtenu pour chaque solvant a été calculé et les valeurs sont
rapportées dans 1’histogramme de la figure (16). D’aprés les résultats, on constate que le
rendement d’extraction augmente avec la polarité¢ du solvant utilisé. Ainsi, I’extrait méthanol :
eau 1:1 a donné le rendement le plus élevé avec une valeur de 45,64 %, suivi par I’extrait
méthanolique (4.84%) et I’extrait éthyle d’acétate (4.16%), et enfin 1’extrait éther de pétrole
qui présente un faible rendement (1.64%).

On peut déduire a partir de ces résultats que Polycarpon polycarpoides est riche en composés
polaires généralement présentés par les polysaccharides ou des composés glycosylés comme
les saponines qui présentent les composés caractéristiques de la famille des caryophyllacées.
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Figure 16. Rendement d’extraction utilisant différents solvants.

11.2. Teneurs en polyphénols totaux et flavonoides

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides sont déterminés par des méthodes
colorimétriques. Les concentrations en polyphénols totaux sont déterminées a partir d’une
courbe d’étalonnage tracée par 1’acide gallique (figure 17). Les différentes teneurs des extraits
sont représentés dans la figure 18.
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Absorbance a 765 nm

Figure 17 . Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Les valeurs en polyphénols totaux les plus élevées sont 108,12 +8,15 et 101,84+2.21 ug EAG/
mg d’extrait correspondant aux extraits éthyle acétate et méthanol , respectivement qui ne
présentent pas une différence significative (p>0,05), suivis par les extraits méthanol ;eau
43,12+1,02 ug EAG/mI et éther de pétrole qui a donné la teneur la plus faible ( 14.39£3.40 pg
EAG/ml d’extrait). Cette différence des teneurs entre les extraits pourrait étre expliqué par le
fait que les composés phénoliques sont particulierement solubles dans solvants organiques
polaires comme le méthanol, éthanol, acétone, éthyle acétate (Ghedadba et al., 2014).
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Figure 18. Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits. Les résultats sont exprimés
en termes de pg équivalent acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg). Les colonnes
portant des lettres différentes sont significativement différentes (Tukey test, p< 0.05).

Les teneurs en flavonoides sont déterminées a partir de la courbe de régression tracée par la

quercétine (figure 19) et les différents résultats sont représentés dans la figure (20).
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Figure 19. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 20. Teneurs en flavonoides des différents extraits. Les résultats sont exprimés en
termes de ug équivalent quercétine par mg d’extrait (g EQ/mg). Les colonnes portant des
lettres différentes sont significativement différentes (Tukey test, p< 0.05).

Selon les résultats, on constate que Polycarpon polycarpoides est une plante trés pauvre en
flavonoides. La teneur la plus élevée est obtenue avec I’extrait éthyle acétate avec une valeur
de 4,22+0,83 pg EQ/mg d’extrait, suivi par les extraits méthanol et méthanol : eau (1,43+0,27
et 1,04+0,26 ng EQ/mg, respectivement). L’extrait éther de pétrole contient la teneur la plus
faible qui est de 0,37+ 0,13 pg/mg d’extrait. La répartition des flavonoides entre les solvants
dépend fortement de leur solubilité qui est déterminée par leur degré de glycosylation

(flavonoides aglycones, mono, di et triglycosylés) (Kholkhal, 2014).

Le dosage des tannins condensés a donné une réaction négative indiquant 1’absence de ces

composés ou leur présence en quantités tres faibles (traces).
11.3. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de Polycarpon polycarpoides a été déterminée par
plusieurs méthodes complémentaires. En effet, 1’utilisation des différentes méthodes pour
I’évaluation de I’activité antioxydante est considérée comme nécessaire étant pour prendre en
considération les différents mécanismes d’action des antioxydants (neutralisation des
radicaux, fixation des métaux de transition comme le fer, le cuivre, ou la génération des

antioxydants oxydés) présents dans les extraits (Li et al., 2008).

31



Partie expérimentale Résultats et discussion

I1. 3. 1. Activité anti-radicalaire

La capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres a été évaluée utilisant les deux
radicaux libres DPPH et ABTS.

L’activité scavenger des extraits de Polycarpon polycarpoides contre le radical DPPH est
présentée sous forme de pourcentages d’inhibition a différentes concentrations comme montré
dans la (figure 21 a). On constate que le pourcentage d’inhibition est dose-dépendante ; plus

on augmente la concentration, le pourcentage d’inhibition augmente.

Les extraits méthanol et éthyle acétate ont eu les pourcentages d’inhibition les plus forts
(82,75 2,63 et 81,82+0,41 %, respectivement a la concentration 800ug /ml), par contre
I’extrait de I’éther de pétrole a montré I’effet le plus faible (21,10 2,10 % a 800
pg/ml). Néanmoins, en comparant les extraits aux stetards, le trolox et 1’acide ascorbique ont
exercé une tres forte inhibition du radical a de trés faibles concentrations (0,78-50
pag/ml) (figure 21 b).
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Figure 21. Activite antiradicalaire des extraits de Polycarpon polycarpoides (a)

et les stetards (b) contre le DPPH a différentes concentrations.
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Les extraits ont également montré un effet remarquable contre le radical ABTS dont le
pourcentage d’inhibition augmente avec la concentration de 1’extrait (figure 22 a). Les extraits
méthanol, éthyle acétate et méthanol : eau, ont exercé l’effet le plus fort avec des
pourcentages d’inhibition de 93,40+0,83, 91,57+0,89, et 91,26+1,68 % a 800 pg/ml. Comme
dans le DPPH, I’extrait de 1’éther de pétrole a donné ’effet le plus faible (31,99+3,96 % a 800
pg/ml). Les stetards (figure 22 b) montrent toujours des inhibitions fortes a de faibles

concentrations.
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Figure 22 . Pourcentages d’inhibition du radical ABTS par les différents extraits de

Polycarpon polycarpoides.
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Les résultats d’inhibition des radicaux DPPH et ABTS sont aussi affirmés par le calcul des
valeurs Clso qui représentent les concentrations des extraits qui inhibent 50% du radical. Le
tableau 4 montre les valeurs Clso des différents extraits obtenus avec le radical DPPH et
ABTS. Les extraits méthanol et ethyle acétate ont donné les valeurs Clso les plus faibles par
rapport aux autres extraits contre le radical DPPH, qui dénote leur effet important. De plus,
les valeurs Clso les plus faibles contre le radical ABTS sont observées avec les extraits

méthanol, éthyle acétate, et méthanol : eau.

Tableau 4 : Valeurs Clsp obtenues dans 1’inhibition du DPPH et I’ABTS.

DPPH ABTS

Ether de pétrole >800 >800
Ethyle acétate 333,76+1,08° 90,51+2,82°
Méthanol 249,46+11,22° 73,86+1,89°
Méthanol : eau 500,06+3,19¢ 92,15+1,99¢
Trolox 5.12+0.21% 3.21+0.06°
Acide ascorbique 4.3940.01° 3.04+0.05%

Les résultats sont statistiguement analysés et les valeurs portant des lettres différentes

présentent une différence significative entre elles (p< 0,05).

La forte activité des extraits éthyle acétate et méthanolique pourrait étre expliqué par leurs
teneurs élevés en polyphénols par rapport a ’extrait éther de pétrole qui a eu les teneurs les
plus faibles. En effet, plusieurs études ont montré que les polyphénols sont les composés
responsables de [D’activit¢ antioxydante des extraits due a leur structure portant des

groupements hydroxyle

11.3.2. Réduction des ions fer et cuivre

La capacité des extraits de P. polycarpoides a réduire des ions comme le fer et le cuivre est
également déterminé.

Premiérement, la réduction des ions ferriques (Fe®") déterminé par le test pouvoir réducteur
basé sur la réduction des ions Fe** du ferricyanure en Fe?* pour donner le ferrocyanure avec
I’apparition d’une couleur bleue-verte dont I’intensité dépend du taux de la réduction. Les

résultats sont rapportés sous forme d’absorbances a différentes concentrations comme montré
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dans la (figure 23a). On constate que la reduction est fonction de la concentration des
échantillons et que tous les échantillons ont des absorbances maximales <0,5.

En comparant entre les extraits, |‘extrait méthanolique exercait la capacité la plus forte une
absorbance de 0,32+0,01 a 200 pg/ml, suivi par les extraits méthanol : eau et éthyle acétate
(absorbances = 0,27+0,14, et 0,2+0,0, respectivement a 200 pg/ml), par contre 1’extrait éther

de pétrole a donné 1’absorbance la plus faible (0,11+0,01 & 200 pg/ml).

Les résultats de la réduction des ions Fe** sont comparés a ceux des stetards trolox et acide
ascorbique qui ont montré une forte réduction des ces ions a de trés faibles concentrations
(0,09-6,25 pg/ml) (figure 23b).
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Figure 23. Pouvoir réducteur des extraits de Polycarpon polycarpoides (a) et des stetards (b).
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La réduction des ions Fe®* est également évaluée par le test au phénanthroline. Dans ce test les
ions Fe®* associés au phénanthroline vont étre réduits par les extraits en fer ferreux donnant
un complexe F?*-phénanthroline de couleur rouge dont I’intensité est mesurée a 510 nm.
Selon la (figure 24a), la capacité des extraits a réduire les ions Fe3* peut étre classé selon
I’ordre suivant a la concentration maximale (200 ug/ml) : méthanol : eau, éthyle acétate,
méthanol, et éther de pétrole avec des absorbances de 0,65 + 0,02, 0,58 + 0,03, 0,50 £ 0,00, et
0,35 + 0,04, respectivement.

Les stetards trolox et acide ascorbique utilisés a de faibles concentrations (0,09- 6,25 pg/ml)
(figure 24b) ont montré une trés forte capacité a réduire les ions Fe** quoique I’acide
ascorbique est le plus puissant (absorbances= 0,56 et 0,8 pg/ml, respectivement a 6,25 pg/ml).
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Figure 24. Reduction des ions du fer par les extraits de Polycarpon polycarpoides (a) et des

stetards (b) déterminée par la méthode phénanthroline.
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Enfin, les extraits et les stetards sont testés pour leur capacité a réduire les ions cuivre (Cu?)
par le test CUPRAC. Les résultats sont exprimés en termes d’absorbances présentés dans la
(figure 25). L’éthyle acétate montre I’effet réducteur le plus fort avec une absorbance
maximale a 800 pg/ml de 1,85+0,09, suivi par les extraits méthanol et éther de pétrole. Par

contre, 1’extrait méthanol : eau s’est révélé le plus faible avec une absorbance de 0,88+0,03 a
800 pg/ml.

(@)

1,6

1,2

/

0,8

Absorbance a 450 nm

04

300 400 500 600 700 800

Concentration en pg/ml

100 200

o

—@— Ether de pétrole —@— Ethyle acétate Méthanol —@— Méthanol: Eau

1,6 - N >
£14 V7 v?
S (b)
@ 1,2
1 u
-
808 - & o™
506 »
504 - X @ ST %
[72) ' Q- Q- \b( \"L Q- A\ "L
202 - 0" Q- O oM g
Trolox Acide ascorbique
25 pg/ml m12,5 ug/ml 6,25 pg/ml 3,12 pg/ml
1,56 ug/ml 20,78 ng/ml 10,39 pg/ml

Figure 25. Capacité des extraits de Polycarpon polycarpoides (a) et des stetards (b) & réduire

les ions de cuivre, évaluée par le test CUPRAC.

D’une maniére générale, les extraits éthyle acétate, méthanol et méthanol : eau se sont révélés
les plus puissants dans la réduction du fer et du cuivre ce qui pourrait étre expliqué par le fait

que ces extraits ont eu les teneurs les plus élevés en polyphénols.
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I11. Inhibition enzymatique

Dans la présente étude, 1’activité inhibitrice des extraits de Polycarpon polycarpoides est
évaluée contre trois enzymes dont 1’alpha amylase, I’uréase et 1’acétylcholinestérase. Les
extraits étaient inactifs contre 1’uréase et I’acétylcholinestérase comme montrés dans la figure

suivante :

Figure 26. Aspect des plaques correspondants aux tests d’inhibition des enzymes
acétylcholinestérase et uréase. L.’absence de I’activité est observée par la persistance de la

couleur jaune ou bleue en présence des différentes concentrations des extraits.

Par contre, les extraits ont montré un effet inhibiteur intéressant contre 1’alpha-amylase
comme montré dans la (figure 27), D’aprés les résultats, le taux d’inhibition décroit avec la
polarité des solvants. Ainsi, le pourcentage d'inhibition le plus élevé est observé pour I’extrait
éther de pétrole avec un pourcentage d’inhibition égale a 48,19+2,99 % a la concentration 200
pg/ml proche de celle exercé par le stetard acarbose (53,05+1,59 % a la méme concentration)

qui ne présentent pas une différence significative (p>0,05).

Les extraits éthyle acétate, méthanol, et méthanol : eau ont eu des effets inférieurs a celui de
I’acarbose avec des pourcentages d’inhibition de 38,89+0,82, 31,74+2,27, et 15,31+2,75 %,

respectivement.

Ces observations pourraient étre expliqué par le fait que les substances hydrophobes ont un
effet inhibiteur plus important que les substances hydrophiles expliquant la forte activité de

I’extrait éther de pétrole.

Une étude réalisée par Patra et al., (2020) sur 1’extrait méthanolique de Drymaria cordata

(famille des caryophyllacées) a rapporté que I’extrait méthanolique de cette plante a un effet
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important dans 1’inhibition de 1’a-amylase avec une valeur Clsp de 85.32 £ 5.11 pg/ml.
L’analyse phytochimique a révélé la présence des triterpenoides, des steroides, des alcaloides,
et des flavonoides dans 1’extrait qui peuvent contribuer a 1’activité de I’extrait.

60 -
53,05

50 _48,19

10 38,89
31,74
30 -

20 1 15,31

% d'inhibition de l'alpha-amylase

Ether de pétrole  Ethyle acétate Meéthanol Méthanol: Eau Acarbose

®400 pg/ml ®m200 pg/ml =100 pg/ml W50 ug/ml ®25 ug/ml =12,5 pg/ml ®6,25 pg/ml

Figure 27. Inhibition de I’a-amylase par les extraits de Polycarpon polycarpoides et le stetard

acarbose a différentes concentrations.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a porté sur 1’étude de certaines activités biologiques dont I’activité
antioxydante, anti-diabétique, anti-Alzheimer, et anti-uréase des extraits brutes préparés a
partir des parties aériennes de 1’espece Polycarpon polycarpoides (famille Caryophyllacée).

A T’issu des résultats de la quantification des polyphénols, la plante pourrait étre considérée
comme avoir de faibles teneurs en polyphénols totaux et pauvres en flavonoides. La plante est
probablement riche en saponines qui sont les composes caractéristiques de la famille de la
plante vu le rendement élevé pour I’extrait méthanol : eau (45,64 %) qui contient les

substances les plus hydrophiles (polysaccharides, composés glycosylés, etc.).

L’étude des propriétés pharmacologiques des extraits, a révélé une activité antioxydante
moyenne. Plus particulierement les extraits riches en polyphénols sont les plus forts indiquant
que les polyphénols sont responsables de cette activité. D’autre part, La plante a été
démontrée étre inactive contre 1’uréase et 1’acétylcholinestérase, mais elle a exercé un effet
remarquable contre 1’a-amylase. Cet effet pourrait étre exploité dans le traitement du diabete

type 2.

En conséquence, des essais complémentaires sont nécessaires pour compléter les travaux de
cette présente étude a mentionner :
« Détermination de la composition des extraits de la plante par des méthodes

chromatographiques pour identifier les composés actifs de la plante comme par exemple ceux

responsables de ’inhibition de 1’a-amylase.

« Effet inhibiteur de la plante contre I’a-amylase est insuffisant pour conclure son utilisation
comme anti-diabétique. Pour cela, I’étude de I’inhibition de 1’a-glucosidase est necessaire
étant donné que les médicaments hyperglycémiques visent spécifiquement a inhiber cette

enzyme.

« Etude d’autres activités biologiques, aussi bien in vitro qu’in vivo (activité antibactérienne,

anti inflammatoire, anticancéreuse, etc.), tout en évaluant son pouvoir toxique.
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I. Préparation des solutions

1.1. Préparation de la solution DPPH

La préparation de la DPPH est effectuée par la dissolution de 6 mg du radical DPPH dans un
volume de 100 ml de méthanol. L’absorbance est ensuite ajustée a 0,5-0,7 avec du méthanol.

1.2. Préparation du radical ABTS*

La solution concentrée de ’ABTS" est réalisée en mélangeant une solution de 7 mM (19,2
mg dans 5 ml) de ABTS (forme non radicalaire) avec un volume égal d’une solution
aqueuse de 2.45 mM (3,3 mg dans 5ml d’eau distillée) de persulfate de potassium (K2S2Og).

Le mélange est ensuite laissé réagir pendant 16h a température ambiante avant 1’utilisation.

1.3. Pouvoir réducteur

-Préparation de tampon phosphate 0,2 M, pH=6,6 :

Na;HPOs : 8.51 g/300 ml d’eau distillé. On mélange les deux solutions de fagon a obtenir
H2NaPOa, 2H-0 : 9.36¢/300eau distillé. une solution tampon de PH a 6.6.

-Préparation de I’acide trichloracétique (1%)

1 g de I’acide trichloracétique dessous dans 100 ml d’H20

-Solution ferricyanure de potassium 1%

Dissoudre 1 g de KzFe (CN)e dans un volume de 100 ml d’eau distillée.
-Solution de chlorure ferrique 4 0,1%

Dissoudre 0,1 g de FeCl; dans un volume de 100ml d’eau distillée.

1.4. Test au phénanthroline

-Préparation de phénanthroline (0,5%)
Dissoudre 0,05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH

-Préparation de FeClI3 (0,2%)
Dissoudre 0,02g de FeCls dans 10ml de H20

1.5. Test CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity)

* Acétate d’ammonium (ACNHg) : dissoudre 1,927 g dans 25 ml d’cau distillée

¢ Cu Clz, 2H20 : une quantité de 0,042625 g est dissoute dans 25 ml d’eau distillée



* Néocuproine : une quantité de 0,039 g est dissoute dans 25 ml de méthanol

1.6. Solutions de Pactivité inhibitrice de ’uréase

-Préparation du réactif phénol
0.4g phénol et 2 mg nitroprusside de sodium dessous dans 40 ml d’eau distillée.
-Préparation du réactif basique

0.3 g NaOH et 0.5 ml d’hypochlorite de sodium (NaOCI) sont dessous dans 60 ml d’eau
distillée.

-Préparation de I’urée (30 mM), Masse molaire = 60.06g/mol

0.1 g dessous dans 60ml eau distillée.
-Préparation de I’uréase

2 mg dessous dans 2ml de tampon phosphate (100 mM, pH 8,2

|.7. Inhibition de ’acétylcholinestérase

-5,5'-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid) (DTNB) 0,5 mM

16 mg DTNB dessous dans 8 ml pH 8 auquel 7,5 mg NaHCO3 sont ajoutés
-Acetylthiocholine iodide (0,71 mM)

16 mg acetylthiocholine + 4 ml H,O+ 4 ml Tampon (PH =8)

1. 8 . Inhibition de I’a-amylase

- Amidon 0.1% : 0,1 g de I’amidon est dissout dans 100 ml d’eau distillée puis chauffé a la
microonde durant une minute pour obtenir une solution homogeéne.

- Solution IKI : Dissoudre 3g de KI dans 100 ml d’eau distillée. Ajouter 127 mg d’iodine
(5mM) puis agiter jusqu’a dissolution compléte de la solution.

- Acide hypochlorique (1M) : un volume de 4,17 ml d’HCI pur est ajouté doucement a un
volume de 45.83 ml d’eau distillée.

- Tampon phosphate a 6 mM de NaCl: Une quantité de 35.1 mg de NaCl est additionné a
100 ml de tampon phosphate pH 6,6.



I1. Profil des microplagues des activités biologiques

DPPH , ABTS

Pouvoir réducteur Test au phénanthroline

CUPRAC Alpha-amylase
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Résumé : L’objectif du présent travail est d’étudier les propriétés pharmacologiques de la
plante Polycarpon polycarpoides et la possibilité de 1’utiliser comme une source de
substances bioactives. Pour cela, I’activité¢ antioxydante est évaluée utilisant cinq différentes
méthodes (DPPH, ABTS, pouvoir réducteur, CUPRAC, et le test au phénanthroline). De plus,
I’effet inhibiteur des extraits bruts contre les enzymes acétylcholinestérase, uréase, et o-

amylase a été également évalue.

Les teneurs en polyphénols totaux les plus élevées ont été observées dans les extraits éthyle
acétate et méthanol (8,15+ 108,12 et 101,84 pug EAG/ mg, respectivement). Des teneurs trés
faibles en flavonoides ont été obtenues dont la plus haute valeur était de 4,22+0,83 ug EQ/mg

d’extrait obtenu avec 1’extrait éthyle acétate.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante a montré que les extraits éthyle acétate
et méthanol ont exercé les effets les plus puissant dans presque tous les tests utilisés et cela est
lie a leur teneur en polyphénols. Tous les extraits ont été inactifs contre 1’uréase et
I’acétylcholinestérase, par contre ilS ont montré un effet remarquable contre 1’a-amylase dont
I’extrait éther de pétrole était le plus actif avec un pourcentage d’inhibition de 48,19+2,99 % a

400 pg/ml comparable a celle de 1’acarbose (53,05+1,59 % a la méme concentration).

A TI’issu des différents résultats, la plante Polycarpon polycarpoides pourrait étre valorisée
pour son effet inhibiteur de I’alpha-amylase. Néanmoins, d’autres effets biologiques doivent

étre déterminés pour décider sa possible utilisation comme source de substances biactives.

Mots clés :Polycarpon polycarpoides, polyphénols, flavonoides, DPPH, ABTS, pouvoir

réducteur, CUPRAC, phénanthroline, acétylcholinestérase, uréase, a-amylase.



Abstract: The objective of the present work is to study the pharmacological properties of the
plant Polycarpon polycarpoides et the possibility of using it as a source of bioactive
substances. For this, antioxidant activity is assessed using five different methods (DPPH,
ABTS, reducing power, CUPRAC, et the phenanthroline test). In addition, the inhibitory
effect of the crude extracts against the enzymes acetylcholinesterase, urease, et a-amylase was

also evaluated.

The highest total phenolic contents were observed in the ethyl acetate et methanol extracts
(108.12 + 8.15 et 101.84 ug EAG / mg, respectively). Very low levels of flavonoids were
obtained, the highest value of which was 4.22 + 0.83 ug EQ / mg of extract obtained with
ethyl acetate extract.

The results of the antioxidant activity evaluation showed that the ethyl acetate et methanol
extracts exerted the strongest effects in almost all of the tests used et this was related to their
polyphenol content. All the extracts were inactive against urease et acetylcholinesterase, on
the other het they showed a remarkable effect against a-amylase, of which the petroleum ether
extract was the most active with a percentage of inhibition of 48,19 + 2.99% at 400 ug/ml

comparable to that of acarbose (53.05 + 1.59 % at the same concentration).

Following the various results, the plant Polycarpon polycarpoides could be valued for its
alpha-amylase inhibitory effect. However, other biological effects must be determined to

decide on its possible use as a source of bioactive compounds.

The key words : Polycarpon polycarpoides, total phenolic, flavonoids, DPPH, ABTS,

reducing power, CUPRAC, phenanthroline, acetylcholinesterase, urease, alpha-amylase.
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