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INTRODUCTION GENERALE

Introduction Générale

Depuis l'antiquité, ’homme utilise les plantes afin de subvenir a ses besoins de base, et notamment
la nourriture, les vétements et les besoins medicaux. Actuellement plus 80% de la population
mondiale utilisent les plantes médicinales pour se soigner en conséquence d’une part a ’efficacité de
ces derniéres, et d’autre part par le manque d’accés aux médicaments prescrits par la médecine
moderne (Galati et al., 1994). En outre ces médicaments moderne bien que efficace, ils ne sont pas

dépourvus des effets indésirables (Villar et al., 1987).

Le XXéme siecle était la scéne de nombreuses recherches de nouvelles molécules bioactives via le
criblage de ressources naturelles, ceci a résult¢ dans la découverte d’un grand nombre de
médicaments bénéfiques pour le traitement de nombreuses pathologies humaines. Dans les pays
tropicaux d'Afrique, plus de 200 000 espéces sur les 300 000 especes vegetales recensées sur la
planéte ont des vertus médicinales (Millogo et al., 2005). Des propriétés pharmacologiques trés
intéressantes sont attribuées aux plantes médicinales y compris leurs propriétés antalgiques, anti-
inflammatoires, antiprolifératives, antiarthritiques, antimicrobiennes, anticholinestérasiques,
protectrices des cellules hépatiques. Ces derniéres années de nombreux secteurs industriels
(cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se tournent de nouveau vers l’incorporation des
molécules d’origine naturelle avec des caractéristiques chimiques et biologiques originales, dans

leurs formulations.

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique a cause de sa position
biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique sub-saharienne ce qui
crée un brassage entre les especes qui constitues une véritable richesse qui doit étre préservée et géerée
rationnellement et durablement dans 1’objectif de conserver notre diversité biologique et de maintenir
les équilibres écologiques deja fragiles (Pereira et al., 2003). On compte plus de 3000 espéces de
plantes dont 15% sont endémiques (Quezel et Santa, 1963).

Ce travail de recherche vise a evaluer les propriétés phytochimiques et les activités biologiques ;
antioxydante et enzymatique, in vitro, d’une plante endémique algérienne du genre Seseli

(Apiacées).

Par la suite, nous avons confirmé 1’étude de 1’activité enzymatique par une étude théorique, in silico,
qui cible I’affinité des molécules appartiennent de cette plante ( Limonéne ; a-pinene ; Tortuosinol ;

Tortuosidine ) envers le site actif de I’enzyme cible ( butyrylcholinestérase ).



INTRODUCTION GENERALE

Le présent manuscrit est divisé en trois parties : apercue bibliographique, matériel et méthodes et

résultats et discussion.

Dans la premiére partie, nous présentons une mise au point bibliographique sur la famille des
Apiaceae et particulierement le genre Seseli, les métabolites secondaires et les activités : antioxydante

et enzymatique .

La seconde partie est la partie expérimentale, dans laquelle nous avons cité les différentes techniques
utilisées dans ce travail ; extraction, analyses phytochimiques qualitatives et quantitatives, ainsi que

les activités biologiques, in vitro, activités antioxydante et anticholinestérase.

La troisiéme partie consiste en une analyse de résultats obtenus, suivie d’une discussion qui mettra
I'emphase sur leur signification par rapport aux données de la littérature, et leur comparaison avec

des études antérieurs réalisées sur des plantes de la méme famille.

Enfin, le manuscrit s’achéve avec une conclusion qui permettra de tirer quelques perspectives pour

ce travail.
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I. Famille des Apiacées

1.1. Généralités

La famille des Apiacées a été déja connue depuis les anciennes civilisations chinoise et indienne du
Mexique, ainsi que des Grecs et des Romains. Ce fut aussi le premier groupe de plantes faisant
I’objet d’une étude systématique publiée par Robert Morison en 1672 (Heywood et al., 1996). Cette
famille a été créé en 1789 par Antoine Laurent de Jussieu sous le nom d’Umbelliferae, puis
nommée Apiacées (basé sur le genre Apium) en 1836 par John Lindley (Botineau, 2010).
Actuellement c'est la terminologie de Lindley (1836) qui fut autorisée. La famille des Apiacées été
largement étudiée, en raison notamment de son importance économique, c’est I’une des familles les

plus connues parmi les plantes a fleurs par les botanistes vers la fin du XVle siécle.

Les Apiacées anciennement appelées Ombelliféres, ce sont des plantes aromatiques grace a leurs
secrétions d’huiles essentielles, comme son nom 1’indique, elle est caractérisée par des rayons
d’inflorescence disposés comme ceux d’une ombelle. L’inflorescence est la partie la plus
importante de la plante car ¢’est grace a elle que la famille des Apiacées est facilement reconnue.
Paradoxalement, les espéeces de cette famille sont assez difficiles a différencier les unes des autres
¢’est pourquoi leur détermination doit toujours porter sur des échantillons complets, présentant en

particulier des fruits mdrs (Quezel et Santa, 1963).

Cette famille riche en métabolites secondaires présente des intéréts économiques et médicinaux,
comportant des coumarines, des flavonoides, des composés acétyléniques et des lactones ses qui
terpéniques, ainsi qu’une grande richesse en huile essentielle dans la quasi totalité de ses organes

anatomiques.

I.2.Distribution géographique

e Localisation dela plante

/

Figure 01: Répartition géographique mondiale des Apiacées (Pimenov et Leonov, 1993)
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Cette famille comprend environ 300 — 455 genres et 3000 — 3750 espéces (Tabanca et al.,2006) se
répartissant dans toutes les régions tempérees, avec, toutefois, une prédilection pour I'hémisphere
Nord (Figure 1). Les genres présentent une répartition entre les divers continents, avec une

prédominance pour le continent asiatique (Pimenov et Leonov, 1993).

Tableau 01 : Répartition mondiale des genres de la famille Apiacées (Nemeth, 2006).

Dans la flore algérienne la famille des Apiacées occupe une place importante ou elle est représentée

Europe 139 29
Australie 36 11
Afrique 126 50
Amérigue 197 52
Asie 256 159

par 55 genres, 130 especes (dont 24 endémiques) et 26 sous especes (Quézel et Santa, 1963).

Tableau 02. Genres d’Apiacées rencontrés en Algérie (Quezel et Santa, 1963).

Genre Nbre Genre Nbre Genre Nbre
d’espéces d’espéces d’espéces

Ammi 2 Heracleum 1 Ammoides 2
Ammiopsis 1 Hippomarathrum 1 Kundmannia 1
Ammodaucus 1 Hohenckria 2 Apium 1
Hydrocotyle 1 Anethum 1 Margotia 1
Anthriscus 2 Magydaris 2 Brachyapium 2
Malabaila 1 Balansaea 1 Peucedanum 3
Bifora 1 Oenanthe 6 Capnophyllum 1
Orlaya 3 Bunium 7 Pimpinella 2
Bupleurum 14 Petroselinum 1 Ridolfia 1
Physocaulos 1 Carum 2 Conium 1
Caucalis 4 Pituranthos 4 Coriandrum 1
Chaerophyllum 1 Reutera 1 Seseli 4
Conopodium 1 Sanicula 1 Daucus 11
Scandix 3 Crithmum 1 Thapsia 3
Cumium 1 Smyrnium 2 Eryngium 7
Sison 1 Echinophora 1 Torilis 2
Elaeoselinum 2 Tinguarra 1 Helosciadium 3
Tordylium 1 Ferula 5

Foeniculum 1 Turgenia 1
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Un simple regard du contenu de cette liste permet de constater la diversité générique algéerienne de
cette famille. Les genres Bupleurumet Daucus sont les plus riches au niveau spécifique avec

respectivement 14 et 11 especes, Alors que la majorité est représentée par une ou deux especes.

1.3.Classification de la famille des Apiacées

Selon la classification classique d’Arthur Cronquist (Clardy et Walsh, 2004) (Koehn et Carter,
2005), basée sur des caractéres morpho-anatomiques et chimiques, la famille appartient a la division
des Magnoliophyta (encore appelées Angiospermes ou plantes a fleurs), classe des Magnoliopsida,
sous-classe des Rosidae et ordre des Apiales. Cette position systématique est discutée au sein de la
communauté scientifique des Botanistes. En effet, d’autres auteurs classiques de référence tels que
Thorne, Dahlgren ou encore Takhtajan, la placent au sein des Araliales en raison de caracteres

morphologiques proches de la famille des Araliacées (Newman et Cragg, 2012).

Une synthése de la position systématique de la famille des Apiacées selon les principaux auteurs

précédemment cités figure dans le tableau-03 suivant:

Tableau 03 : Position de la famille des Apiacées dans les systémes de classifications évolutives

(Anonyme 01)

Auteur Engler Cronquist | Thorne | Dahlgren | Takhtajan APGIII
Super-classe Tricolpées(Eu

dicotylédones)

Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Tricolpées

évoluées

Sous-classe | Archichlamydae | Rosidae Magnoliidae Cornidae Asteridae
Super-ordre Cornanae Aralianae Euastéridéeslilou
Campanulidées

Ordre Umbelliflorae | Apiales Araliales Apiales

Famille Umbelliflorae Apiaceae

I.4. Description botanique

C'est une famille relativement homogéne, caractérisée notamment par son inflorescence typique,
I'ombelle. Les fleurs sont blanches ou, plus rarement, jaunatres, verdatres ou rosée, quelque fois
rougeatres comme la fleur centrale de I'ombelle de carotte, toujours de dimensions réduites et sont
réunies en ombelles simples ou composées), presque toujours pourvues de bractéoles a la base

appelées involucelles (Bach et al., 1979).
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Les plantes appartiennent a la famille des Apiacées sont essentiellement herbacées annuelles,
bisannuelles ou le plus souvent vivaces, rarement ligneuses et arbustives, elles ont un plan floral
fixe, des fleurs hermaphrodites, rarement dioiques ou polygames, disposées en ombelles, souvent
munies a la base d'un verticille de bractées (involucre) ou composées de plusieurs ombelles simples

(ombellules), presque toujours pourvues de bractéoles (involucelle) (Bach et al., 1979).

Tableau 04 : Description botanique des différentes parties d'une plante Apiacées

les parties de Description

la plante

Tiges a entre-noeuds souvent creux, canaux sécréteurs, contenant des huiles
essentielles, des résines, des saponines triterpéniques, des coumarines, des
Tiges polyacétylénes, des monoterpénes et des sesquiterpeénes, de I'umbelliférose (un
trisaccharide) comme matiére de réserve. Ces tiges portent a I'extérieur des sillons dans

le sens de la longueur (tiges cannelées) (Bach et al., 1979)

Les feuilles sont alternes, sans stipules, pennées ou palmées et le plus souvent
Feuilles composées a folioles profondément découpées ou lobées, mais certaines espéces ont
des feuilles entiéres (buplevre par exemple), & nervation pennée a palmée. Les pétioles

sont souvent élargis a leur base, engainant la tige (Bach et al., 1979).

L’ombelle représente I’inflorescence typique des Apiécées , anciennement appelées
I’inflorescence | pour cette raison Ombelliferes. Les ombelles peuvent étre simples, munies a leur base
d’un verticille de bractées formant un involucre. Les ombelles peuvent également étre
composées d’ombellules, pourvues a leur base de bractéoles disposées en involucelle

(Bach et al., 1979).

Fruit Le fruit des Apiacées se forme aprés fécondation ou I’ovaire infére devient un Diakéne

double (méricarpe indéhiscent).

Ce sont souvent des racines pivotantes, dures (persil, fenouil) pouvant méme se

Organes tubériser (carotte) et ayant au collet une structure de tiges se prolongeant sans
souterrains | discontinuer en un pivot radiculaire portant des radicelles ou de petite racines
secondaires (Bach et al., 1979).

Les fleurs des Apiacées sont petites, pentaméres, leur disposition en inflorescence
Organisation | relativement condensée explique qu’elles soient généralement de petite taille. Leur
florale simplicité et leur régularité caractérisent les Apiacées. Ainsi, la fleur a toujours la
méme formule florale:
5 S (Sépales) + 5P (Pétales) + 5E (Etamines) + 2C (Carpelles)

—
»
-
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1.5. Phytochimie

La famille des Apiacées est connue pour la grande diversité en métabolites secondaires : elles
comportent des coumarines, des flavonoides, des composés acétyléniques et des lactones ses
quiterpéniques. et huiles essentielles ces dernieres sont secrétées dans des canaux schizogenes dans
tous les organes leur conférant des odeurs et saveurs caractéristiques. Ces propriétés
organoleptiques font que de nombreuses especes sont largement utilisées comme légumes ou
condiments. Les huiles essentielles des Apiacées sont riches en dérivés phénylpropaniques tels que
I’anéthole (Pimpinella anisum), I’apiole (Apium petroselinum) et la foeniculine (Foeniculum
vulgare) et en terpénes comme le B- caryophyléne, le limonéne ou la carvone (Bruneton, 2009).
Quelques molécules ont été identifiées la premiére fois dans des huiles essentielles d’Apiacées,
ainsi leur dénomination en était dépendante tel que le carvone qui a été isolé au début dans 1’huile

essentielle de Carum carvi (Nemeth, 2006).

1.6. Phytothérapie

La famille des Apiacées est la famille botanique la plus intéressante en phytothérapie pour le
traitement des troubles fonctionnels digestifs (Filliat, 2012). Les métabolites secondaires qu'elle
contient doivent certainement trouver leurs applications dans la médecine populaire ou dans la
médecine moderne. Certaines espéces ont été utilisées comme toniques, diurétiques, stimulants
cardiovasculaires,etc. (Heywood, 1971; Rodriguez et al., 1976 ;Evans et Schmidt, 1980 ).
Egalement d’autres espéces sont réputées par des propriétés antibactériennes, comme I’induction de
I’apoptose, activités antibactériennes, hépato protectrices, vaso-relaxantes et antitumorales
(Oroojalian et al., 2010). les graines d’Ammi visnaga ont déja été utilisées en Egypte ancienne
pour leur action de stimulation de la pigmentation de la peau (Valente et al., 2015).

Les graines d’Ammi visnaga ont une activité spasmolytique (Sofowara, 2010). Cependant,
I’ Anethum graveolens (Aneth) a des propriétés analogues a celle de I'anis et du fenouil, autrement
dit antispasmodique digestif, eupeptique, carminatif et diurétique (Boullard, 2001). Les souches et
le pétiole d’angélique (Angelica archangelica L.) sont utilisés en confiserie (sous forme confite) car
riches en glucides et principalement ont des propriétés digestives (Botineau, 2009; Bruneton,
2010).

|.7. Toxicité

La famille des Apiacées renferme des espéces tres toxiques pouvant entrainer la mort par ingestion
tel que la grande Cigue (Conium maculatum L.), elle contient de alcaloides dérivés de la pipéridine

exemple « coniine » est trés abondante dans les fruits tandis que 1’appareil végétal est riche en



CHAPITRE I FAMILLE DES APIACEES

conicéine, son intoxication peut entrainer éblouissement, mydriase, vertige, soif intense, sensation
de refroidissement progressif, baisse de la sensibilitéet de la motilité, paralyse du diaphragme
provoquant 1’arrét respiratoire (Boitineau, 2010). Lacigué aquatique (Cicuta virosa L.) renferme la
cicutoxine. L’ intoxication se manifeste par : salivation, vertige, brulure de la bouche, vomissement,
convulsion. Ainssi 1’oeinanthesafranée (Oenanthe crocata L.) est tres toxique, elle renferme un
isomeére de la cicutoxine : I’oenanthotoxine), les symptomes sont identiques a ceux de I’ingestion de
la Cigue vireuse .Contrairement a la petite Ciglie (Aethusa cynapium) qui est moins toxique, les

racinesrenferment des polyines.

Le contact avec certaines plantes alimentaires de la famille des Apiacées comme I’angélique
(Angelica archangelica L.), le Céleri (Apium graveolens L.), le fenouil (Foeniculum Mill.), le persil
(Petroselium crispum L.), la Livéche (Levisticum officinale L.) la grande berce ( Heracleum
sypondylium L.) la panais ( Pastinacca saliva L.) ainsi que la ferule (Ferule sp.) et I’exposition aux
ultra violets (UV) peut déclencher une dermite (érytheme, brulures, bulles, vésicules) et qui peuvent
étre accompagnés de maux de téte voire de fievre. Elles contiennent des furanocoumarines qui sont

des agents photo sensibilisants pouvant entrainer une photo toxicité aprés exposition au soleil.
1.8. Intérét économique

Les Apiacees renferment de nombreuses plantes alimentaires et aromatiques (Spichiger et al.,
2004) : Anethum graveolens L.(I'aneth), Apium graveolens L.(le céleri), Carum carvi L.(le carvi),
Coriandrumsativum (le coriandre), Cuminum cyminum (le cumin), Daucus carota (la carotte),
Foeniculum vulgare (le fenouil), Pastinaca sativa L. (le panais), Petroselinum crispum (le persil) et

Pimpinella anisum L. (I'anis).

D’autres Apiacées sont utilisées comme additifs naturels dans l'industrie alimentaire, certaines
especes sont comestibles, telles que : Daucus carota (carotte), Pastinaca sativa (panais),

Foeniculum vulgare, etc.

Certaines especes sont utilisées comme condiments ou épices, comme Carum carvi (cumin),
Anetum graveolens (aneth), Pimpinella anisum (anis) Petroselinum sativum (persil), Foeniculum

vulgare var. (fenouil) et Coriandrum sativum (coriandre).

D'autres sont utilisées comme aromes pour les boissons, tel est le cas d’Angelica archangelica
(angelique), Laserpitium gallicum et plusieurs especes d'Heracleum (Doneanu et Anitescu, 1998;
Olle et al., 2010). Certains genres sont cependant trés toxiques, comme Conium (la grande cigué,

dont on dit qu'elle a été utilisée pour le suicide de Socrate), et Cicuta (la cigué vireuse).
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1. Genre Seseli

I1.1. Distribution

La plupart des espéces de genre Seseli distribué dans le Irano-Turonien, Euro-Sibérien et est
Méditerranée région géographique (Davis et al, 1988 ; Dogan et al, 2011). Le nombre total de
Seseli taxons a travers le monde est d’environ 125-140, avec 101 espéces trouve dans en Asie
et 9 en Turquie (Pimenov et Leonov, 1993). Selon genre Seseli contribuer 10 especes de flore de la
Serbie (Nikolié, 1975). Le genre Seseli comprend environ 50 espéces présentes en Europeen Asie,
Afrique et en Australie (Anonyme 02).

Seseli est représenté par 9 especes (Seseli pimpinelloides L., S. montanum L., S. glaucum L., S.
annuum L., S. ammoides L., S. tortuosum L., S. carviflora L., S. pyreneacum L. et S. laxifragum L.)
dans Species Plantarum, publié en 1753 (Linne, 1753).

11.2. Morphologie

Seseli genre de plantes dicotylédones polypétales de la famille Apiacées (Ombelliferes), et de la
pentandrie digynie L., les principaux caracteres sont les suivants; involucre ou collerette universelle
ordinairement nulle involucelles ou collerettes partielles formées d’une ou d’un petit nombre de
folioles linéaires ombelle roide composée d’un grand nombre d’ombellules ramassés un peu
globuleuses calices a peine visible corolle réguliére a cingq pétales cordiformes et égaux cing
étamines a filets subulés terminés par des anthéres simple ovaire surmonté de deux styles divergent
et terminés par des stigmates obtus fruit petits ovoides marqués de cinq cotes et d’autant de valvules

(Pierre et Joseph, 1844) (Figure 02).

Les Seseli sont des plantes herbacées, a feuilles alternes, une ou deux fois ailées, composées deux
folioles étroites , linéaires : leur fleures sont blanches ou quelques fois un peu rougeéatres disposées
en ombelle, dont les ombellules sont courtes, ramassees et un peu globuleuses. On en connoit une
trentaine d’espéces, la plupart naturellement partie de méridionale 1’Europe (Levrault, 1827)
(Figure 02).
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Figure 02. Différent organes végétaux du genre Seseli

(a) La plante étudiée, (b) Les fleurs, (c) L’Inflorescences, (d) Les feuilles, (e) Les fruits, (f) les Tiges

10
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11.3. Position systématique

Tableau 05: Position systématique des Apiacées selon la Classification de Cronquist (1981)

Plantae

Sous-regne ‘ Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Rosidae

Ordre ‘ Apiales

Famille ‘ Apiaceae (L.)

Genre Seseli

11.4. Usage traditionnel

Les especes de Seseli sont principalement riche en coumarines outre les terpénoide, les huiles
essentielles,....etc (Barrero et al., 1990 ;Tosun et Ozkal, 2003).Et ont de nombreuses activités
pharmacologiques importantes avec des effets curatifs comme dans inflammation, gonflement,

rhumatisme, douleuret rhume (Hu et al., 1990).

D’autre part, les fruit de Seseli indicum auraient été anthelminthiques, propriétés carminative,
stomacales et stimulantes (Tandan et al., 1990). Seseli sibiricum est utilisé pour mélanger des

boissons et comme médicament pour le bétail au Cachemire (Austin et al.,1968).

De plus, fruits de Seseli libanotis étaient un reméde local pour la tension artérielle contréle au
Pakistan en plus de son huiles essentielle des fruitsa un puissant antimicrobienne
(Syed et al., 1989) . Alors que Seseli indicum présentait un forte répulsive contre les insectes (Dixit
et al., 1992) et les fongi toxicité (Chaturvedi et Tripath, 1989).

Les fruits de Seseli tortuosum sont enregistrés comme emménagogue anti-flatulence (baytop,1999).
De plus les feuilles de Seseli libanotis (Kelemkesirou Kelemenkesiren Turc) sont consommé

comme légume dans de 1’est de la Turquie (baytop,1994).

En Turquie ils existe peu d’études sur les especes de Seseli basse sur les coumarines (Tosun et al.,
2005;Tosun, 2006; Tosun et al., 2006a) et les huiles essentielles (Baser et al., 2000 ;Kaya et al.,
2003 ;Tosun et al., 2005 ;2006b ;2006c¢).au paravent, antimicrobiennes (Tosun et al., 2004) anti-
inflammatoire et anti-noci ceptifs (Kupeli et al., 2005; Tosun et al., 2009;Chun et al., 2016).

11
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I. Métabolites secondaires

I.1. Introduction

Les végétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser, par des voies métaboliques complexes des
métabolites dits secondaires. Ces composés sont utilisés par les plantes pour diverses fonctions
adaptatives notamment en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu‘ils peuvent subir ou

améliorent I’efficacité de la reproduction. (Thomas. M, 2011).

Ces métabolites sont situés dans 1’un des trois classes, des polyphénols, des alcaloides et des
terpénoides. De nombreuses études ultérieures ont prouvé la bioactivité de ces molécules, citant les
activités antitumorale, antivirale, antimicrobienne, antioxydant, anti-inflammatoire, etc. (Thomas.
M, 2011).

Les composés métaboliques secondaires ne sont pas produits directement au cours de la
photosynthése, mais découlent de réactions chimiques subséquentes .On les appelle donc des
métabolites secondaires. Ces composés ne se trouvent pas dans toutes les plantes.

Les métabolites secondaires ont une répartition limitée dans I'organisme de la plante et sont produits
en faible quantité, sont d’une variété structurale extraordinaire, plus de 200.000 structures ont été
définies. Ces molécules marquent de maniére originale, une espéce, une famille ou un genre de

plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Hartmann. T, 2007).
1.2. Roles des metabolites secondaires

Les métabolites secondaires jouent un role trés important notamment, en réponse au stress biotique
et abiotique qu’ils peuvent subir tels que, les changements de température, la sécheresse, la salinité,
la radiation, les herbivores, les infections pathogenes, la défense contre I'attaque des organismes
compétitifs dont les bactéries, les champignons, les insectes, les animaux et les autres plantes
(Kliebenstein, 2012; Costa et al., 2013). Cependant, le rdle écologique le plus important est lié a la
fonction reproductrice qui garantit le succés évolutif de toutes les especes vivantes, les pigments et
les composés volatils de ces métabolites peuvent attirer les pollinisateurs et ainsi favoriser la

dispersion des graines et la fécondation (Iriti, 2013)

Ces molécules jouent un réle majeur au niveau de la croissance des végétaux et dans la lutte contre
des agents pathogenes et des infections. Ils sont importants, non seulement en raison de leur réle
dans la défense contre la prédation par les micro-organismes comme les insectes et les herbivores

mais aussi pour leurs propriétes biologiques comme antioxydant, antimicrobien et anti-cancérigenes

12
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ainsi leurs effets thérapeutiques contre plusieurs maladies savoir I'hypertension, le diabete et
I'obésité (Aires et al., 2013).

1.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il existe plus de 200000

métabolites secondaires classes selon leur appartenance chimique. (Cuendet. M ,1999). Chacune de

ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possédent une tres large gamme

d'activités en biologie humaine (Krief, 2003)

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes :

v' Les composés phénoliques

v' Les terpénes

v’ Les alcaloides

Phytochemicals
Carotenoids Phenolics Alkaloids Nitrogen-containing Organosulfur
compounds compounds
o-Carotene Isothiocyanates
-Carotene Indoles
B-Cryptoxanthin Phenolic acids Flavonoids Stibenes Coumarins Tannins Allylic sulfur
Lutein compounds
Zeaxanthin
Astaxanthin
Lycopene
Hydroxy- Hydroxy- Flavonols Flavones Flavanols Flavanones Anthocyanidins Isoflavonoids
benzoic acids cinnamic acids (Catechins)
Gallic p-Coumaric Quercetin Apigenin Catechin Eriodictyol Cyanidin Genistein
Protocatechuic Caffeic Kaempferol Chrysin Epicatechin Hesperitin Pelargonidin Daidzein
Vannilic Ferulic Myricetin Luteolin epigallocatechin Naringenin Delphinidin Glycitein
Syringic Sinapic Galangin Epicatechin Peonidin Formononetin
Fisetin gallate Malvidin
epigallocatechin

gallate

Figure03. Classification des quelques métabolites secondaires (Muanda., 2010).

/S
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I1. Composés Phénoliques
11.1. Geénéralités

Le terme polyphénols est introduit en 1980, il remplace le terme ancien de tanin végétal. Les
composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules trés largement
répandues dans le régne végétal. Ces metabolites secondaires sont présents dans tous les organes

des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois).

En fait les polyphénols sont caractérisés par un poids moléculaire élevé et la présence d’au moins
un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé
dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Boubekri, 2014).

11.2. Structure chimique

Les polyphénols sont caractérises par la présence d'un ou plusieurs groupes hydroxyles liés a un

cycle benzénique (Figure 04).

Groupe hydroxyle » OH

Anneau
aromatique »

Groupe phénol

Figure04. Squelette de base des composées phénoliques (Girotti-Chanu, 2006).
11.3. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes (Bruneton ,2009) et
représentent plus de 8000 especes moléculaires connues. lls regroupant un vaste ensemble de
substances chimiques, avec un noyau aromatique ou benzoique auquel sont liés a un ou plusieurs
groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique,

ester,...).

Le phénol est le composé de base de ce groupe et les dérives portant plusieurs cycles sont appelés
les polyphénols. Les polyphénols sont divises en plusieurs catégories, en fonction du nombre de
cycles phénoliques qu'ils contiennent et les fonctions chimiques liées a ces cycles (Pérez-Pérez et
al., 2013) a savoir: les acides phénoliques, les flavonoides qui représentent plus de la moitié des

polyphénols et les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides et les
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coumarines (Luthria et al., 2006). En se basant sur la structure carbonée de base, on peut dégager

quelques principales classes de composés phénoliques suivantes (Tab 06).

Tableau 06: Classification des polyphénols (Bensouici, 2015).

Squelette carboné Classe Exemple Formule
C6 Phénols simples hydroquinone
HOOOH
Acides HO
C6-C1 hydroxy Acide 5
benzoiques parahydroxybenzoique
OH
Acides 0
hydroxy Acide p-coumarique /@/VLOH
cinnamiques HO
C6-C3
X
Coumarines Ombelliférone
HO (@] @]
0]
C6-C4 Naphtoquinones Juglon
OH O
. OH
C6-c2-C6 Stilbénoides Trans-resvératrol “”\l/m /*‘th—J
T
OH
OH
Flavonoides Kaempférol HO O °| ‘
OH
C6-C3-C6 on o
HO (o]
Isoflavonoides Daidzéine O |
I,
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Anthocyanes Dalphiniol [ A v o
OH M
OH CH
(C6-C3)2 Lignanes Entérodiol

11.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques (phénols simples) sont parmi les formes les plus simples des composes
phénoliques, sont caractérisés par la présence d’une fonction acide et plusieurs fonctions phénols.
Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature, sont présents dans un certain nombre de plantes
agricoles et médicinales, ils sont formés d’un squelette a sept atomes de carbone (Psotova et al.,

2003).

Ces composés phénoliques se séparent en deux grandes classes distinctes que sont les acides

hydroxybenzoiques (C6-C1) et les acides hydroxycinnamiques (C6-C3).

11.3.1.1. Acides hydroxybenzoiques

Ce groupe comporte les acides dérivés de I’acide benzoique, ce dernier étant la molécule la plus
simple de cet ensemble. Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides
(Thomas, 2016).

CO,H R1=R2=R4=H, R3 = OH Acide p hydroxybenzoique
R1=R4 =H,R2=R3=0H Acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2=0CH3, R3=0H Acide vanillique

R Ry R1=H, R2=R3=R4=0H Acide gallique

R1 =0H, R2 =R3 = R4 = H Acide salicylique

Figure 05 : Principaux types de acides hydroxybenzoiques (Arimboor et al., 2008).
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11.3.1.2. Acides hydroxycinnamiques

Ces composés sont dérivés directement de I’acide cinnamique qui n’est, lui-méme, pas un acide

phénolique. Ils sont trés largement présents dans 1’alimentation (Thomas, 2016).

COH
=
R1=R2=H Acide cinnamique (non phénolique)
R1=H, R2=0H Acide p-coumarique
R1=R2=0H Acide caféique
R, R1=0CH3,R2=0H Acide férulique

Figure 06 : Principaux types de acides hydroxycinnamiques (Arimboor et al., 2008).

11.3.2. Coumarines

Historiquement le nom de coumarine vient de « cumaru » qui est le nom dans une langue
amazonienne, de l'arbre de Tonka (Dipteryxodorata Willd., Fabaceae) dont les féves contiennent 1 a
3 % de coumarine. Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1820 (Bruneton, 1999).
Elles sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le mélilot, la sauge

sclarée et la lavande.

La coumarine et ses dérives dont plus de 300 structures sont connues, sont accumulés par plus de 70
familles de dicotylédones et 9 familles de monocotylédones. Ils sont présents sous forme libre ou
hétérosides dans la plupart des familles de dicotylédones incluant : Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae,

Moraceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae et Solanaceae (Bruneton, 2009).

La coumarine est présente dans divers veégétaux, elle dégage une agréable odeur, rappelant la
vanilline et contribue a I'odeur de foin coupé. La coumarine est également présente dans la cannelle,

principalement la cannelle de Chine (Bensouici, 2015).
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11.3.2.1. Structure des coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques des végétaux, portant un noyau benzopyrone dans
leur structure (Alignan, 2006), Ce sont des 2H-1-benzopyran-2-ones que ’on peut considérer, en
premiére approximation, comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-Z-cinnamiques (Bruneton,
1999)

11.3.2.1.1. Coumarines simples

R6=R8=H, R7=0OH Umbélliférone
R6= R7=0OH, R8=H Aescultol
R6=0CH3, R7=0OH,R8=H Scopolétol
R6= OCH3, R7 =R8=0H Fraxétol
R6=H, R7=R8=0H Daphnétol

Figure 07: Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).

11.3.2.1.2. Coumarines complexes

11.3.2.1.2.1. furocoumarines

Les furocoumarines (appelées encore furanocoumarines) constituent une famille decomposés
synthétisés par certaines espéces de végétaux supérieurs. La structure chimique des
furanocoumarines est constituée d'un cycle furane fusionné avec la coumarine. L'association peut se
faire : soit dans le prolongement de la coumarine (forme linéaire), comme le psoraléne et la
xanthotoxine soit sur le coté (forme angulaire) comme 1’angélicine et la pimpinélline (Harkati,

2011).

OMe

S
{m MeD __\\
0 =] ] [#] o o
OMte

— =]

—

Xanthotoxine Pimpinelline Angelicine

Figure 08: Structure des furocoumarines (Harkati, 2011)
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11.3.2.1.2.2. Pyranocoumarines
Composées formées par la fusion d’un hétérocycle pyrane avec la coumarine.

v’ Soit dans le prolongement (forme linéaire) xanthylétine.

v’ Soit latéralement (forme angulaire) séseline, visnadine (Harkati ,2011)

7 X oS h
[s] o [#]
- Me

OCOCH(CH3)CH:CHy

Xanthylétine séseline Visnadine

Figure 09 : Structure les pyranocoumarines (Harkati, 2011).

11.3.2.2. ROle des coumarines dans la plante

Les coumarines sont défensives envers certains organismes comme certains insectes et vertébrés le
sol, en particuliers son role dans I’inhibition de la croissance de certains champignon sur les feuilles
et les fruits ou il est Ils s’accumulent et les coumarines contribuent également a certaines activités
métabolique telles que la régulation croissance, comme elles sont connues fioranocomarinate en
inhibant la croissance apicale de la racine et sa sécrétion a la surface des graines retarde son

apparition (Garcia-Jimenez et al.,2000)

11.3.2.3. Activités biologiques des coumarines
Voici quelques exemples sur I’activité biologique des coumarines (tableau 07) .

Tableau 07: Quelques exemples sur I’activité biologique des coumarines

L’activité Coumarines Information Références
v" Angélicine Cette activité dépend de la nature des
v" Athamantine substituants des coumarines, Plus
Anti v' Bergapténe intéressant, les coumarines peuvent
nti- . . . .
. . v Herniarine posseéder des effets pro inflammatoires
inflammatoire
v" Impératorine : Le psoraléne et impératorine a une
. . . . (Rouxel,
v Ledebouviellole faible dose posséde une activité anti 1989)
v Psoralene inflammatoire, mais & une forte dose et
v" Scopolétine un effet pro inflammatoire.
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IlIs sont montres que le groupe

v Angélicine hydroxyle libre en position 6 des
v Cichoriine coumarines est trés important pour
Antimicrobienne L o . (Rouxel,
v' Ciichoriine acétate I’activité antifongique, tandis que le 1989)
v Herniarine méme groupe libre en position 7 est
v" Umbelliprenine important pour ’activité
antibactérienne.
v' Bergapténe lls sont des photosensibilisateurs
v Isopimpinelline dans la gamme de 320-380 nm, une
. : .. (Crépy,
L v Peucedanine gamme ou les acides nucléiques et les 2006)
Phototoxicité . .. .
v' Psoraléne protéines cellulaires montrent les
v' Umbélliférone bandes d’adsorption faible.
v Xanthotoxine
v Niffcoumarine
v Paepalantine Cette activité est basée sur les
. . . K
L v" Seseline Substituants ortho-dihydroxyles, en (Kostova,
Cytotoxicité _ ) _ 2005)
v' 5-methoxyseseline plus le groupe phényle peut avoir un
v Suberosin role trés important dans cette activité.
v/ Xanthylétine
v Xanthoxyletine
v' (+) Calanolide A
v () Calanolide B (Kostova et
P ) ) o al., 2006;
Inhibiteurs de Cordatolite A Quelques  coumarines  inhibent spino et al.,
HIV v' Cordatolite B différents stages du cycle de 1998:
v Coriandrine réplication de HIV. Singh et al.,
. 2005
v Imperatorine )
v Suksdorfine

11.3.3. Flavonoides

Le nom flavonoide provient du terme (flavus, <jaune»> en latin) désigne une trés large gamme de

composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils ont été isolés par

le scientifique Chervreul en 1814, mais réellement ont été découverts qu'en 1930 par Albert Szent-

Gyorgyui, désignés sous le nom de vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la

permeabilité des vaisseaux sanguins, cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte
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que ces substances ne correspondaient pas a la definition officielle des vitamines, il devient clair

que ces substances appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al., 2001).

Les flavonoides sont des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents
organes vegétaux (Havasteen, 2002), se rencontrent genéralement dans toutes les plantes
vasculaires, sont localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. C’est
une grande famille constituée de plus de 4000 variétés de métabolites secondaires ubiquitaires des
végétaux (Fang et al., 2007) . Dans la plante, les flavonoides sont trés souvent liés avec des sucres
Les flavonoides on parle alors d’hétérosides constitués d’une partie phénolique aglycone ou génine

associée a un sucre.

De nombreuses études ont suggéré que les flavonoides présentent des activités biologiques y
compris la principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d’étre « veino-actifs »,
c’est-a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur
résistance. Les propriétés cicatrisantes et anti-infectieuses de la propolis étaient entre autre utilisées

par les civilisations égyptienne, romaine, grecque et inca (Bruneton, 1999).
11.3.3.1. Classification des flavonoides

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyran. Leur structure de base est celle d’un
diphénylpropane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques (ou
anneaux) que désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycleoxygénés, qui désigne la lettre C
(Figure 10).

OH

HO O
> OH

OH

OH

Figure 10. Structure chimique de base des flavonoides (Achat, 2013)

La classe des flavonoides comporte a elle seule plus de 4000 substances qui ont été isolées et
identifiées a partir des milliers des plantes qui peuvent étre divisées en plusieurs catégories : Les
flavones, les flavonols et les dihydroflavonols, les isoflavonoides, les biflavonoides, les flavanones,
les flavanols, les flavanediols (leucocyanidines), les anthocyanidines, les chalcones et les

dihydrochalcones, les aurones (Djemai, 2008) (Figure 11).
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Classe Structure générale | Flavonoide

[+}-catechine
[+)-&picatéchine

Flavanal épigallocatéchine gallate

chrysine
apigenine
rutine

luteoline
lutéoline glucosides

Flawane

kaempferal
quercéting

Flanwanal

myriceting
tamarixétine

Flavanane naringing
taxifoline

hesperidine

lsoflavane génistine

genisteine

apigénidine

Anthocyaniding cyaniding

Figure 11: Structures chimiques de quelques flavonoides (Khireddine, 2014)

11.3.4. Tannins

Les tannins (ou tanins) sont des polymeres phénoliques solubles dans 1’eau et ayant un poids
moléculaires (PM) entre 500 et 3000. Ils ont 1’aptitude a précipiter les alcaloides, la gélatine et les
protéines (Sereme et al., 2010 ). Les tanins sont des substances d’origine végétale qui ont la
propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le cuir (Bruneton, 1999).
Cette propriété de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les
fibres de collagéne de la peau. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont
trouvent dans toutes les parties de la plante: 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines
(Scalbert, 1991).

Grace a leurs fonctions phénoliques, les tannins sont d’excellents piégeurs de radicaux libres, ainsi,
des activités antimutagenes et anticancéreuses ont été attribuées a certains tannins en raison de leur
propriété anti-oxydante (Richelle et al., 2001). Certaines drogues a tannins présenteraient des effets

antimicrobiens, antifongiques ou antiviraux (Chung et al.,1998 ;Song et al., 2006). On distingue
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deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine biogénétique et sont
subdivisées en deux groupes: Tannins hydrolysables et non hydrolysables ou condenses (Okuda et
Ito, 2011;Adamczyk et al., 2013) :

Tableau 08 : Deux groupes des tanins

Tannins Définition Structure chimique
Il s’agit d’oligo- ou de poly-esters de sucre, souvent OH
le glucose avec des molécules d’acide-phénols. Ils HO >
Tanins seront alors classés selon la nature de I’acide-phénol OH

0 o] (0] OH
. . ) e Ho o
Hydrolysables en question : les tanins galliques seront dérivés de Q)Okom%‘QOH

I’acide gallique alors que les tanins éllagiques | H° 1 o 0
seront dérivés de I’acide hexadroxyphénique Ho o OH

(Thomas, 2016). e o

Ce sont des polyméres flavaniques constitués
d’unités flavan-3-ols. Ces molécules vont étre liées

Tanins entre elles par des liaisons C-C (type B) ou C-O
Condensés (typeA). Selon la définition, les homo-polyméres
sont des tanins condensés présentant uniguement
des flavan-3-ols alors que les hétéropolymeres
présenteront des monomeres dse classes différentes

(Thomas, 2016).

11.4. Polyphénols comme antioxydants

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent neutraliser les
radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogene. Leurs structures leurs conferent
une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyle des polyphénols sont bien des
donneurs d'atomes d’hydrogenes ; ils peuvent réagir avec les especes réactives de 1’oxygene et les
especes réactifs de l'azote, enfin de réaction, le cycle de génération de nouveaux radicaux est
interrompu. Suite a l'interaction avec les espéces réactives initiales, la forme radicalaire de
I'antioxydant est produite avec une plus grande stabilité chimique que le radical initial. L'interaction
des groupes hydroxyle de composés phénoliques avec les ¢lectrons m© du noyau benzénique donne
aux molécules des propriétés particuliéres, le plus notamment la capacité a générer des radicaux
libres, ou le radical est stabilisé par la délocalisation. Le pouvoir antioxydant des composés

phenoliques est également attribué a leur capacité a chélater les métaux ioniques impliqués dans la
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production de radicaux libres. Cependant, les composés phénoliques peuvent agir comme des pro-
oxydants (Tsao, 2010).

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont largement utilises
en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,

antioxydants et antiradicalaires, antimicrobiens (Djemai, 2008).

Tableau 09. Principales activités biologiques des composés phénoliques

Polyphénols Activites biologiques Références
Acides Phénols v Antibactériennes (Halliwell, 1994; Cotelle, 2001).
(cinnamiques et benzoiques) v" Antifongiques (Muanda, 2010)
v Antioxydantes
v Antitumorales (Milane, 2004), (Cotelle, 2001)
v" Anticarcinogenes (Marfak, 2003 ; Balasundram,
Flavonoides v" Anti-inflammatoires 2006)
v Hypotenseurs et
diurétiques
v Antioxydantes
Tannins galliques v Antioxydantes (Bruneton ,1999), (Perret, 2001)
et catéchiques v Antibactériennes (Peronny, 2005), (Chung et Wei,
2001).

I11. Terpénoides

Le terme de terpene est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire construite
d'un monomere a 5 carbones appelé isopréne de formule C5H8. Ces composés, en majorités sont

d'origine vegetale.

Les isoprénoides ou Les terpénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a

5 carbones de type isopréne. On parle également de composeés terpéniques ou terpénoides.

L’unité monoterpene correspondant a des molécules a 10 carbones formées a partir de deux unités

isoprénes. De facon analogue a la famille des composes phénoliques, les isoprénoides regroupent a
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la fois des molécules de faible poids moléculaire, volatiles et composants principaux d’huiles

essentielles, et des molécules hautement polymérisées (Gravot, 2008)

v’ Triterpene : lls sont trés répandus dans la nature, formés de 30 atomes de carbones. La
plupart des triterpenes sont des alcools, sous forme libre ou glycoside (les saponines) ou
ester. Les stérols (cholestérol, squalene...) sont des dérivés de triterpénes

v' Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de carbone,

synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (Hopkins, 2003).
I11.1. Classification des terpénoides

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent (tableau 10), on distingue :

Tableau 10: Classification des terpénes et exemples

N Squelette carboné Types Exemples Références
v Géraniol
. . (Merghem. R,
1 Cuo Monoterpenes v' Myceénes
2009)
v" Thymol
v Farnéséne
o o (Merghem. R,
2 Cis Sesquiterpenes v Zingibrérene
. 2009)
v Cadéne
v" Vitamine A
o (Merghem. R,
3 C2o Diterpénes v Phytol
) ) 2009)
v Gibberellines
v Limonine
o ] ) ] (Merghem. R,
4 Cao Triterpénes v Acide aléonolique
2009)
v’ Caroténoides
) . . (Merghem. R,
5 Cuo Tetraterpénes v Lycopéne
2009)
. v Euphorbiacées (Merghem. R,
6 C >40 Polyterpenes )
v’ Sapatacées 2009
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I11.2. Activités biologiques des triterpenes

Les activités biologiques des triterpénes sont diverses, ces composés éetant reconnus comme
antimicrobiens,  antimycotiques,  virostatiques,  toniques,  hémolytiques,  cytostatiques
immunomodulateurs, hépato protecteurs, ce qui peut les rendre favorables a I’usage
pharmacologique (Muffler et al., 2011), mais la plus importante des activités biologiques des

triterpénes est celle d“anti-inflammatoire non-stéroidienne (Grigoras, 2012).
V. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques azotés, basiques, d'origine naturelle ont des masses
moléculaires trés variables de 100 a 900 g/mol. La plupart des bases nonoxygénées sont liquides a
température ordinaire celles qui comportent dans leur formule de I’oxygene sont des solides
cristallisables, rarement colorées (Rakotonanahary, 2012). 15% a30% des alcaloides sont extraits
des plantes a fleurs. Ils sont généralement synthétises dans les tissus périphériques des plantes, puis

sont stockés dans des compartiments tels que les vacuoles.
IV.1. Propriétés des alcaloides :

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de métabolites
secondaires un intérét particulier. Au niveau du systeme nerveux central Les alcaloides ont des
effets sur la conscience et la motricité car ils agissent directement sur le systeme nerveux et a cet
effet ils peuvent avoir une action anti spasmodique, mydriatique, anesthésique locale ou analgésique
et narcotique (Scoulles, 2006) .ils agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme
stimulants (caf€ine, strychnine,...), anticholinergiques (atropine). Certains jouent le rdle

d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antipaludiques (quinine) (KanounK., 2010).

Les alcaloides ont une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011).Générale
mentils sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines. Chez de
nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits oules graines, ces

substances sont trouvees concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003).

Le role des alcaloides dans les plantes est assez peu connu. Certains pourraient intervenir dans les
relations de défense plantes-prédateurs (Wichtl et Antone, 1999). Les alcaloides en raison de leurs
propriétés toxiques ou médicamenteuses, ont toujours présenté pour le pharmacien un interét
exceptionnel (caféine, cocaine...) (Guignard et Consson, 1985). Il y a plus de 10000 alcaloides

connus (Bruneton, 1999).
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I. Activité antioxydante

I.1. Introduction

La notion de « radicaux libres », de « stress oxydant » ou d’« antioxydants » est de plus en plus
souvent utilisée pour expliquer différentes atteintes pathologiques et leur approche thérapeutique
(Leverve, X.,2009). Au début des années 2000, ces notions n’étaient généralement évoquées que
dans les congres scientifiques. Mais ces derniéres années, 1’industriec pharmaceutique, les
laboratoires d’analyses médicales et la presse grand public ont massivement diffusé des
informations relatives aux antioxydants, sans parfois 1’esprit critique nécessaire ( Defraigne, J. O. &

Pincemail, J.,2008).
1.2. Stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des especes réactives d’oxygene et la capacité

des corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatif (Halmi, 2015).

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et la destruction par des systemes de défenses anti-oxydantes donc

c¢’est un déséquilibre de la balance antioxydants/pro-oxydant (Aliouat et Boulkelia, 2012).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, “NO

Caroténoides

/ | OXYDANTS
‘_'.‘_'._ 0;", OH", '0:, H,0O:
Q-,....,, *NO, ONOO
HOCL
T, LOO®, LOOH

Figure 12: Stress oxydant (Nasri et Hadje Brahim, 2014).

Il déclenche des pathologies nombreuses comme I'athérosclérose, le cancer, les maladies

inflamatoires et l'infertilité masculine (Saglam et al., 2008).

Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions suivantes est présente:

. Exceés des espéces réactives d’O2, N2 ou Cla.
. Défenses insuffisantes (endogénes et exogenes).
. Mécanismes de réparation insuffisants.
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Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique. Un excés d’espéces

réactives mal maitrisé favorisera une maladie ou un vieillissement accéléré.
1.3. Radicaux libres

Les radicaux libres sont également connus sous le nom d'especes réactives de I'oxygéne (ROS)
définies comme toute molécule ou atome ayant un ou plusieurs électrons non appariés, capable
d'exister sous forme indépendante, contenant au moins un électron libre sur son enveloppe externe
(ou contenant deux électrons de méme spin dans un quantum cellulaire). Ceci augmente
considérablement sa réactivité par la nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre
la stabilité selon un phénomene d'oxydation (Finaud, J. & al.2006 ; Close,G.L. & al. 2007). Sa
durée de vie est trés courte (quelques millisecondes, voire quelques nanosecondes) et il est symbolisé
par un point qui indique ou se trouve I'électron libre (exemple : OH) (Close,G. & al. 2007 ; Sayre,L.
& al, 2008 ; Goto,M. & al.2008).

Les radicaux superoxydes (O27),le peroxyde d'hydrogene (H203), les radicaux hydroxyles (-OH) et
I'oxygeéne singulet (*O) sont des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) définies de fagon commune ;
elles sont générées comme sous-produits métaboliques par les systémes biologiques (Sato,H & al,
2013, Navarro- Yepes, J & al, 2014). Des processus tels que la phosphorylation des protéines,
I'activation de plusieurs facteurs de transcription, l'apoptose, lI'immunité et la différenciation
dépendent tous d'une production et d'une présence appropriées de ROS a l'intérieur des cellules, qui

doivent étre maintenues a un faible niveau (Rajendran, P. et al. 2014).

FeZ* Fe3+

(o) D)

Superoxide
anion

e (+ 2H")
Hydrogen h 4
peroxide
2
Carbon-centered Fe<*
radical

- —
R RH e )

| (- HO™) Fenton reaction

t “
! e (+H*) : .
Hzo - Fe?

Hydroxyl radical

Figure 13 .Voies de formation des espéces réactives de 1’oxygene (ERO) (Collin, F.,2019).
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I.4. Antioxydants

Les antioxydants parfois appelés " piégeurs de radicaux libres " sont toutes les molécules capables
d'inhiber la production a faible dose, de limiter la prolifération ou la destruction des espéces réactives
de lI'oxygéne. lIs préviennent les dommages cellulaires causés par des molécules hautement réactives
et instables appelées " radicaux libres " ( Figure 14) (Shalaby, E. & al.2019 ; Favier,A.2003).

le 02 (oxygeéne fondamental)

Cl 'MPO

-SOD, VitC
peroxyde'd ’ ydrogéne

acide hypochloreux
(eau de Javel)

anion superoxyde

catalase Vzt C, flavonol des,
GSH
Sferritine, transferrine)
gents chélateurs N
radlcal hydroxyle
lipoperoxydes

oxygéne slngulct acide urique, Vll C, GSH
VitE, Se-GPx, ubzqumone

ﬂ —caroténe

Figure 14 .Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

par les systemes de défenses antioxydantes (Pincemail, J. et al.,2002)

L'organisme est determine d’un ensemble de systémes de défenses antioxydants trés efficaces afin
de diminuer la concentration des especes oxydants dans I’organisme. Les antioxydants sont des

systemes enzymatiques ou non-enzymatiques (Mates et al., 1999).
1.4.1. Antioxydants enzymatiques :

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la défense antioxydante. Les enzymes antioxydantes
majeures sont le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx),
I’héme oxygénase, les enzymes de biosynthése et transfert du glutathion, quinone réductase.
.Dangles, O., 2020). Aussi bien I’activité que I’expression des génes codants pour ces enzymes peut

étre augmentées lors d’un stress oxydant (De Moffarts, B. et al., 2005).
1.4.2. Antioxydants non enzymatiques :

Les antioxydants chimiques non enzymatiques, comprennent majoritairement les vitamines C et E,

les caroténoides et des composés phenoliques (McCall et Frei., 1999).
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La vitamine C (acide ascorbique) : est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart des fruits
et 1égumes (non synthétisée par I’Homme). L'ascorbate est un trés bon capteur de radicaux libres
oxygénés aussi bien hautement réactifs tels que les radicaux OH eque trés peu réactifs tels que les
radicaux O2" Sa capacité de donner d’électrons dans une large gamme de réactions enzymatiques et
non enzymatiques le qualifie de meilleur agent de détoxification des radicaux oxygéneés dans la phase
aqueuse. De plus, I’ascorbate est muni d’une propriété importante : la réparation de deux autres
antioxydants, le glutathion (GSH) et a- tocophérol (a- TH) a partir de leurs formes radicalaires
L'ascorbate est recyclé, tout au moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle (Gardes-Albert
et al., 2003).

Vitamine E : (a-tocophérol): Parmi les tocophérols naturels, le a-tocophérol (vitamine E) est le plus
efficace in vivo. Son role essentiel est de capter les radicaux lipidiques peroxyles (LOQ¢), alkoxyl

(LOe) et alkyl (Le) qui propagent les chaines de peroxydation lipidique (Kaiser et al., 1990).

Caroténoides : Leur nom dérive du caroténe qui isolé pour la premiere fois de la racine de la carotte,
on trouve les caroténoides soit sous forme d’hydrocarbures, soit a 1’état de dérivés hydroxylée ou
dérivés cétoniques (canthaxantine). Les caroténes sont synthétisés par dimérisation de deux
molécules de pyrophosphate de géranyl-géranyl-pp (Merghem, 2009).

Polyphénols : puissantes activités antioxydantes des flavonoides et d’autres polyphénols associées a
leurs propriétés redox permettant d’¢liminer les effets d’especes réactives de 1’oxygene ainsi que de

chélater les différents métaux de transition (Gulcin et al., 2006).

Xanthones : La manguiférine est une xanthone qui possede la propriété d’inhibition envers la
peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres contre les anions

super oxydes (Diallo, 2005).
1.5. Méthode de dosage de I’activité antioxydant

La plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydrox
phenoliques dans leurs structures et les propriétes antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité
de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et super

oxydes (02¢).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante par piégeage
de différent radicaux, comme les peroxydes ROOQOe par les méthodes ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical- Trapping Antioxidant Parametre) ; les ions ferriques

par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) ; ou les radicaux ABTSe (sel
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d’ammonium de ’acide 2,2’-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode
utilisant le radical libre DPPHe (diphenyl-picrylhydrazyle) (Anonyme 03). Les résultats des activités
antioxydantes sont généralement exprimés en fonction d’une molécule de référence possédant une

grande propriété antioxydante (Halmi, 2015).
I1. Activité anticholinesterase

La maladie d’Alzheimer (MA) est caractérisée par un déséquilibre neurodégénérative et irréversible
qui détruit progressivement les cellules nerveuses du cerveau, I'acétylcholinestérase est une enzyme
impliquée dans I'étiologie de cette maladie (Wang et al., 2007). La détérioration des cellules
nerveuses se traduit par la libération d’une substance appelée Acétylcholine (ACh), dont le role est
de transmettre les messages entre les cellules du cerveau. Le déficit en Acétylcholine chez les malades
est aggravé par l'action d'une enzyme, l'acétylcholinestérase (AChE), qui décompose rapidement
I'Acétylcholine. L’AChE est une protéine exprimée au sein des synapses dites cholinergiques qui
utilisent le neurotransmetteur ACh. De telles synapses sont retrouvées au niveau des jonctions
neuromusculaires, ainsi que dans les zones du cortex en charge des fonctions cognitives (mémaoire,
orientation, jugement, etc.). L’AChE hydrolyse le neurotransmetteur ACh terminant ainsi la

transmission de I’influx nerveux et restaurant, de fait, I’excitabilité de ces synapses (Colletier, 2006).

A T’heure actuelle, il n’existe aucun traitement guérissant la maladie d’Alzheimer, ni méme
permettant d’arréter son évolution,il existe cependant des traitements permettant d’atténuer les
troubles cognitifs, sans empécher la progression de la maladie. La plupart agissent sur 1’activité
cholinergique (Pepin et Delwaide, 1999). L une des solutions pour augmenter le taux d’acétylcholine
au niveau synaptique consiste a diminuer sa dégradation,ceci en inhibant I’effet de 1'enzyme
d’acétylcholinestérase (Fig.15) la galanthamine,un alcaloide obtenu a partir d’une plante (Galanthus
nivalis L. Amaryllidaceae) fournit une biodisponibilité orale compleéte, il est autorisé en Europe pour
le traitement de cette maladie, il est bien toléré et améliore de maniére significative la fonction
cognitive chez les patients (Lopez et al., 2002). Des constituants monoterpéniques de nombreuses
huiles essentielles ont été étudiés pour leurs effets sur I’AChE, par exemple, les huiles essentielles de
Melissa officinalis L. et de Rosmarinus officinalis L. inhibent I’ AChE érythrocytaire in vitro (Howes
et al., 2003). Ainsi des monoterpénes tels que le géraniol, le 6-3-caréne, le a-caryophylléne et le

limonéne inhibent I’acétylcholinestérase (Aazza et al., 2011).
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Figure 15 : Mécanismes de neurotransmission cholinergique (Pepin et Delwaide, 1999).
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CHAPITRE IV MATERIEL ET METHODES

Le présent travail de recherche a été réalisé a 1'unité de valorisation de ressources naturelles,
Molécules bioactives et Analyses Physicochimiques et laboratoire de Biochimie Appliquée a
I’'université Freres Mentouri Constantine 1, ainsi que le Centre de Recherche en Biotechnologie
(C.R.Bt) de Constantine.

I. Matériel végétal

I.1. Récolte et traitement de la plante

La récolte de la plante de genre Seseli (Apiacées) a été effectuée en 2021, dans la région de El
Maouane a Sétif (17 km au Nord de Sétif), dont I’altitude est d’environ 1 103 métres, la plante a été
identifi¢e par Pr. LAOUAR Houcine, Botaniste a I’université Ferhat Abbes, Sétif 1. Aprés la récolte,
la partie aérienne de la plante a été bien nettoyée et lavée, ensuite séchée sous I’ombre dans un endroit

bien aéré a une température ambiante et a I’abri de I’humidité.

Figure 16 : (a) Position géographique de la récolte , (b) la plante récoltée du genre Seseli

1.2. Macération et extraction

1.2.1. Extraction par les solvants

Pour la préparation des extraits, la partie arienne de la plante (Les feuilles) séchée dans un endroit sec

a I’abri de la lumiére, a été broy¢ en poudre trés fine a I’aide d’un broyeur électrique.
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Tableau 11 : Protocole pour préparation des extraits a partir de la plante du genre Seseli

Une quantité de 100 g du matériel végetal sont macérés dans un
solvant hexane, pendant 24 heures a température ambiante. L’ extrait
Extrait hexanique obtenu est filtré sur papier filtre, puis concentrée sous pression
réduite a 45°C avec un rotavapeur de type BUCHI R-210. Cette
opération a été répétee trois fois avec renouvellement du solvant.
L’extrait brut hexanique est ainsi obtenu.

Le marc de la matiére végétale que nous avons utilisée pour préparer
I’extrait brut hexanique sont macérés dans un solvant
Extrait dichloromethanique | dichlorométhane, pendant 24 heures a température ambiante.
I’extrait obtenu est filtré sur papier filtre, puis concentrée sous
pression réduite a 45°C avec un rotavapeur de type BUCHI R-210.
Cette opération a été répétée trois fois avec renouvellement du
solvant. I’extrait brut dichlorométhane est ainsi obtenu.

Le marc de la matiére végétale que nous avons utilisée pour préparer
I’extrait brut dichlorométhane sont macérés dans un solvant
Extrait méthanolique méthanol, pendant 24 heures a température ambiante. I’extrait
obtenu est filtré sur papier filtre, puis concentrée sous pression
réduite a 45°C avec un rotavapeur de type BUCHI R-210. Cette
opération a été répétée trois fois avec renouvellement du solvant.
I’extrait brut méthanolique est ainsi obtenu.

Figure 17 : Extraits obtenus a l'aide de differents solvants organiques

/S

34

—



CHAPITRE IV MATERIEL ET METHODES

= Ce schéma résumer tous les différents étapes de 1’extraction de la plante étudiée :

Matériel végétal = 166.80 g

= macération (x3) par hexane
= filtration

!

L’extrait hexanique = 17.84 ¢

= macération (x3) par dichlorométhane
= filtration

l

L’extrait dichloromethanique = 18.62 g

= macération (x3) par méthanol
= filtration

\ 4

L’extrait méthanolique = 58.80 g

Figure 18 . Différentes étapes de I’extraction des parties aériennes

de la plante du genre Seseli.

1.2.2. Calcul du rendement
Le rendement d’extraction est le rapport entre le poids des fractions obtenues et le poids de la
matiere végétale. 1l est calculé selon la formule suivante :

R% = 22 100
= PMV

R : rendement
PE : poids de I’extrait (en g)
PMV : poids de matiére végétale (en g)
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I1. Analyse phytochimique

L’objective de 1’é¢tude phytochimique est d’avoir une bonne caractérisation des extraits par la
recherche et la détection des différentes classes des métabolites secondaires de notre plante.

I1.1. Analyses qualitatives par chromatographie sur couche mince et screening

phytochimique

Les tests phytochimiques consistent & détecter les différentes familles de métabolites secondaires
existants dans la partie étudiée de la plante par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces
réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou décoloration par des réactifs spécifiques

a chaque famille de composés (Hagerman et al., 2000).
11.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
a. Principe de la chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode simple est rapide, utilisée pour la
séparation, I’identification et éventuellement le dosage des constituants chimique dans des mélange
complexe. La séparation des constituants du dép6t se fait dans une cuve : c’est un récipient en verre

a I’aide de deux phases :

- La phase mobile : ¢’est I’¢luant. Il est composé d’un solvant unique ou d’un mélange de solvant.
- Une phase stationnaire : c’est un adsorbant maintenu sur une plaque de verre (silica gel)

b. Mode opératoire :

1 / Préparation de la phase stationnaire : le criblage phytochimique a été réalisé sur des

chromatoplaques (silica gel 60 F254, 20 x 20 cm , support en aluminium, Merck).

2 [/ Préparation de la phase mobile : ¢’est 1’éluant , il est composé d’un solvant unique ou d’un
mélange de solvant qui migre lentement le long de la plague en entrainant les composants de
I’échantillon déposé.
C/ Révélation des plaques (Visualisation des taches) : Aprées le développement et 1’évaporation du
solvant de migration les taches sont visualisées soit :

e Alcilnu

e Sous’UV a245nm et a 365nm.

<3

» selon le type des métabolites secondaires a identifier, deux révélateurs spécifiques ont été
utilisés :

e Vapeur de I'ammoniac pour les coumarines.
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e un révélateur a base d’acide sulfurique et un révélateur vanillique puis chauffées a 100°C

pendant trois minutes pour les terpenes.

% Les différents systemes de solvants ont été utilisés en qualité de développants :

Tableau 12 : Résumé des différents systemes de solvants utilisés sur CCM.

Extraits naturels bruts Différents systemes de solvants d'essaie

Extrait hexanique (Héxane — AcOEt (7.5 : 2.5 v/v))
+

Extrait dichlorométhanique (H?xane - D!chlorom?thane (7.5:2.5vlv))
+ (Hexane — Dichlorométhane (8 : 2 v/v))
(Dichlorométhane 10 v))

Extrait methanolique

Extrait hexanique e (Héxane — AcOEt (9.5 : 0.5 V/v))
+ 7 .
Extrait dichlorométhanique * (H(,exane ACOEL(3: 1VIV))
e (Héxane — AcOEt (8 : 2 v/v))

Extrait dichlorométhanique e (Héxane — AcOEY) (7 : 3 v/v)
+ 7 -

Extrait méthanolique ° (H(?xane ~ACOEN) (82 V)

e (Hexane — AcOEt) (6 : 4 viv)

e (Ether de pétrole - AcOEt (2 : 8 v/v))

e (AcOEt-MeOH-H20 (9:0.5:0.5 v/ viv))
e (AcOEt-MeOH-H20 (9:0.5:0.5 v/ Vv/g))
e (AcOEt10v)

Extrait méthanolique

11.1.2. Analyse quantitative par Chromatographie liquide haute performance (HPLC-UV)

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les échantillons exige
l'utilisation chromatographie liquide haute performance (HPLC) analytique afin d’avoir une idée sur

le nombre de produits a séparer.

La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n'étaient auparavant pas

possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse.
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a- Principe
L’HPLC fait intervenir deux variables dans la séparation d'un mélange, la phase stationnaire c'est-a-
dire la colonne, et la phase mobile c'est-a-dire le ou les solvants. Les interactions entre notre mélange,
les particules de la colonne et les solvants employés vont permettre une séparation qui pourra étre
optimisée en faisant varier surtout la composition de notre phase mobile. Cette derniére est poussée
avec pression (pompe) sur la colonne, entrainant le mélange a séparer, et c'est cette pression qui
permet de faire passer le solvant a travers de trés petites particules a une vitesse raisonnable, ce qui
permet d'obtenir une haute résolution . En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les
différents solutés sont caractérisés par un pic , l'ensemble des pics enregistrés est appelé

chromatogramme. (Yost et al., 1980).
b- Mode opératoire

10 pL de extrait méthanolique a été injecté sur une colonne de type phase inverse ( silice greffée
C18) a I’aide du gradient CH3CN : H20 : HCOOH 1% pendant 35 min . La détection a été effectuée

par un détecteur UV-Vis a une longueur d’onde égale 254 nm.

11.1.3. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un analyse qualitative nous a permis de mettre en évidence la
présence de métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de la plante étudiée. La détection
de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiere
ultraviolette. (Bruneton. J, 1999).

Tableau 13 : Résumé des tests préliminaires du screening phytochimique.

2 mL d'extrait + Apparition d'une
Polyphénoles Chlorure de quelque gouttes de coloration bleue (Prakash,V. et
fer FeCl; 5 % noiratre ou verte plus ou al.,2015)

moins foncée

Quelque mL d'extrait
Shinoda +5 mL (EtOH) +1mL Apparition d’une (Gul,Retal.,2017) ;

Flavonoides (ou HCI + 5 mg Copeaux coloration rouge ou (Gnahoué, G., et
cyanidine) | de magnésium + Marron foncé al., 2015)
attendre | ou 2 min
Test de 1 mL d'extrait + Apparition d’une (Ganatra, S., &
Coumarines confirmation | quelque gouttes de Fluoresence bleue sous Gurubaxani,
NH40H Ammoniaque uv S.,2016),

(NH4OH 20 %)
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1 mL d'extrait +1mL Apparition d’une (Ganatra, S., &
Tanins Test de H,O+ quelque coloration Verdatre ou Gurubaxani,
Stiasny gouttes de FeCl; 1 % bleue noiréatre S.,2016)
Saponosides Test de 10 mL d'extrait+ Formation d’une (Sushama ,Raj
mousse ImL H,O +agitation mousse persistante R.V.,2017)
Test de 2 mL d'extrait+2ml Formation d’une (Sushama ,Raj
Alcaloides Dragendorff Solution de précipité de coloration R.V.,2017)
Dragendorff Rouge brain
Terpénes Apparition d’une
Test de 5 mL extrait + 1mL | Coloration Rouge avec (Ganatra, S., &
et Salkowski H2SO4 Coloration brun Gurubaxani,
rougeatre a I’interphase S.,2016)
Stérols (un anneau rouge brun)

11.2. Analyses quantitatives par spectrophotométrie (UV-Visible)

11.2.1. Détermination du total en polyphénols
a. Principe de la réaction

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin Ciocalteu (Singleton
et Rossi, 1965) , Le reactif FCR, constitué¢ d’un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040), est réduit lors de I'oxydation des phénols, en mélange
d'oxydes de tungstene (WsO23) et de molybdéne (MogO23). La coloration bleue résultante est
proportionnelle a la teneur en phénols totaux, et posséde une absorption maximale aux environs de
750 -765 nm.

b. Procédure
Dans un tube d'essai on ajoute 300 pL d’extrait de plante (Annexe 1) ensuite on ajoute 1500 pL de
Folin Ciocalteu (FCR) dilué (Annexe Il) , Aprés 2 min, 1200 ul de CosNa, (7,5%) (Annexe I1)
sont ajoutés . puis agité a 1’aide d’un agitateur magnétique et on place le mélange a I’obscurité pendant
2h. La lecture est réalisée a 765 nm. Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’ extrait

de plante par le solvant utilisé le méthanol (Mahmoudi. S et al, 2013).

Figure 19 : Tubes d'essai pour dosage du total des polyphénols
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c. Gamme d’étalonnage
Les concentrations des polyphénols de I’échantillon sont déterminées a partir une gamme

d’étalonnage établie avec I’acide gallique (ug/mL) (Annexe I1) (Mahmoudi. S et al,. 2013).

11.2.2. Détermination du total en flavonoides

a. Principe de la réaction

Le chlorure d’aluminium (AICI3) forme un complexe trés stable avec les groupements hydroxydes
OH des flavonoides. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a la longueur d’onde A = 430 nm.

(Bahorun et al,. 1996).

b. Procédure

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée par la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICl3), le dosage consiste a prendre un volume de 1 mL d’extrait (Annexe Il1) avec 1 mL d’AlCl3
(2%) (Annexe 11) puis agité a I’aide d’un agitateur magnétique, aprés incubation pendant 10 min a

I’obscurité a 37°C , I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde 430 nm.

Figure 20 : Tubes d'essai pour détermination du total flavonoides

c. Gamme d’étalonnage
Les concentrations des flavonoides de [I’échantillon sont déterminées a partir une gamme

d’étalonnage établie avec la quercétine (ug/mL) (Annexe I1) . (Mahmoudi. S et al,. 2013)
I11. Evaluation des activités biologiques

I11.1. Evaluation de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer I'activité antioxydante . dans cette étude, les propriétés
antioxydantes de 1’extrait méthanolique et D’extrait dichlorométhane a été testé par 5 méthodes :
piégeage du radical libre DPPH, méthode de Pouvoir réducteur FRAP, I’activité de la réduction du

radical-cation ABTS, I’activité phénanthroline , I’activité Nanoparticules d’argent SNP.
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111.1.1. Piégeage du radical libre DPPH

a. Principe de la réaction
Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable violet en solution ayant une absorbance
caractéristique dans I’intervalle de 512 et 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque qu’il
est réduit par un compose a propriété anti-radicalaire en diphényle picryl hydrazine ayant une couleur
jaune. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu . Cette réduction est mesurable par spectrométrie UV- Visible, en suivant la diminution de
I’absorbance a 517 nm (Hara et al.,2018) (Figure 21).

L G’j"@

Figure 21. Réaction du radical stable DPPH avec un composé antiradicalaire (AH) (Hara et al.,2018)

b. Mode opératoire
L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH (Blois,

1958) I’a-tocophérol, le BHT et le BHA sont utilisés comme des standards.

c. Procédure

Sur une microplaque a 96 puits, une solution de 160 pl du DPPH (Annexe 11) a été mélangé avec 40
ul de 1'échantillon a différentes concentrations (Annexe I1). Le mélange a été maintenu a une
température ambiante pendant 20 min. L’absorbance a été mesurée a 517 nm.

v' Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon 1’équation suivante :

o Acontrole — Aéchantillon
Inhibition (%) = Teontrole X 100

111.1.2. Activité de la réduction du radical-cation ABTS
a. Principe de la réaction
Le piégeage du radical ABTS est l'un des tests les plus utilisés pour la détermination de la

concentration des radicaux libres. Il est basé sur la neutralisation d'un radical - cation résultant de
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I’oxydation du chromophore synthétique [1’acide 2,2'-azino-bis-(3- éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTSe) .Cette réaction est suivie spectrophotométriquement par la variation de spectre
d’absorption (Re et al., 1999). et cette activité est comparé a des antioxydants de références (BHT
et BHA).

b. Procédure

Cette activité est déterminé selon la méthode de Re et al., (1999), un volume de 160 pl d’ABTS
(Annexe 11) a été ajouté a 40 ul de I’extrait dilué dans le méthanol a plusieurs concentrations, la
lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 734 nm apres 10 min d’incubation

L'activité de I’ABTS *est exprimée en pourcentage d’inhibition et calculée par I'équation suivante :

AC — AE
ABTS + (%) = ————x 100

AC : Absorbance controle / AE : Absorbance extrait.

111.1.3. Activité de pouvoir réducteur (FRAP)

a. Principe de la réaction

Cette méthode est basée sur I’aptitude d’un antioxydant donné a réduire le fer ferrique (Fe®*) présent
dans le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)s) en fer ferreux (Fe?*). La réaction est révélée
par le virement de la couleur jaune du fer ferrique a la couleur bleue-vert du fer ferreux. L’intensité
de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm (Karagoézler et al., 2008) Cette
activité est déterminée selon la méthode de Oyaizu (1986) avec une légere modification. (Oyaizu,
1986)
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Figure 22 : Mécanisme réactionnel du test FRAP (Karagozler et al., 2008)

b. Procédure
Un volume de 10 pL de différentes concentrations de chaque échantillon est déposé en triplicata sur

une microplaque a 96 puits, en ajoutant sur chaque puits un volume de 40 pl d’une solution tampon
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phosphate (pH 6,6) (Annexe I1) et 50 uL d’une solution de ferrycanide de potassium (1%) (Annexe
I1) . Aprés incubation a 50°C pendant 20 minutes . 50 uL d’acide tri-chloroacétique (TCA) 10%
(Annexe 11) sont ajoutés pour stopper la réaction. Enfin, un volume de 40 pL d’eau distillée et 10
ML d’une solution de chlorure de fer (0,1%) (Annexe I1) sont ajoutés, ensuite la microplaque est

insérée dans le spectrophotometre pour mesurer I’absorption a 700 nm.

I11.1.4. Activité de phénanthroline

a. Principe de la réaction

Cette méthode est basée sur la formation de ferroine par la réduction de Fe*3 (FeCls) en Fe*? en
présence d’un composé donneur d’électrons dans I’échantillon qui va réagir avec l'ortho-
phénanthroline pour donner un complexe rouge orange . L’ activité phénanthroline est déterminée par

la méthode de Szydlowska (Szydlowska Czerniaka et al., 2008).

b. Procedure
Un volume de 10 pl de I’extrait a différentes concentrations ont été ajoutés a une solution de 50 pl
FeClz (0.2%) (Annexe I1), avec 30 ul phénanthroline (0.5%) (Annexe I1) et 110 ul de méthanol. Le

mélange obtenu est incubé dans 1’étuve a 30°C pendant 20 min. La lecture est réalisée a 510 nm.

I11.1.5. Activité nanoparticules d’argent (SNP)

a. Principe de la réaction

Une méthode colorimétrique sensible basée sur la réduction d’Ag”™ en nanoparticules d'argent
sphériques (SNP) par les polyphénols en présence de citrate trisodique et de grains d'argent a produit
une bande d'absorption de résonance plasmonique de surface trés intense des SNP a 423 nm.
L'absorption plasmonique des SNP permet la détection spectrophotométrie quantitative des

polyphénols. (Ozylirek et al., 2012).

A0, Al(wO),

Ag' + Cltrate )

Figure 23 : Réduction d’Ag* en nanoparticules (SNP) (Ozyiirek et al., 2012)

43



CHAPITRE IV MATERIEL ET METHODES

b. Procédure
Un volume de 20 pl de ’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 130 pL d’une solution
SNP (Annexe I1), et 50 pL d’H20. L’ensemble est incubé a I’étuve a 30°C pendant 20 min, La

lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 423 nm.

I111.2. Evaluation de I'activité anti-cholinestérase

I11.2.1. Activité anti-cholinestérase

a- Principe de la réaction
La butyrylcholinestérase (BChE) est I’enzyme responsable d’hydrolyse le substrat butyrylthiocholine
iodide (BuCl ) en acide acétique et thiocholine qui peut réagir avec le DTNB, et cette réaction donne
naissance a une couleur jaune. (En I'absence d'un inhibiteur enzymatique). Dans cette étude, 1’activité
anti- Alzheimer des extraits de la plante du genre Seseli réside dans sa capacité a inhiber I’hydrolyse
le substrat butyrylthiocholine par 1’inhibition de I’activité de ’enzyme butyrylcholinestérase. Le

mélange reste incolore si I'enzyme est inactivée ( existence une inhibition de I'enzyme).

(] o
)j\ Nc':Ha AChE H;
HaC S - I}J—CH:; —_ > h2 H o
CH3 Hy H, H3C OH
Acetylthiocholine (ATCl) Thiocholine Acide acétique
HOOC COOH
g e
DTNB
HOOC I COOH
N N2
O, Os\s > e A I ~ +t |-{s€'>-mo2
Mélange disulphide Jaune Acide-5-thio 2-nitrobenzoique (TNB)

Figure 24 : Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman (AChE)

b. Procédure
L’activité inhibitrice de butyrylcholinestérase (BChE) des extraits de la plante étudiée du genre Seseli
ont été déterminée par une méthode spectrophotométrique décrite par (Ellman et al., 1961) avec une
legere modification. Briéevement, 150 uL de la solution tampon phosphate de sodium (pH=8,0)
(Annexe I1), 10 uL d'une solution d'echantillon a différentes concentrations (0.0625 a 4 mg/mL)
(Annexe 11) et un volume de 20 uL de la solution enzymatique BChE (Annexe I1) ont été mélangés
et incubés pendant 15 min dans ’étuve a 25C" puis 10 uL de DTNB (Annexe 11) ont été ajoutés.
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La réaction est commencée par l'addition de 10 pL le chlorure de butyrylthiocholine (0.2 mM)
(Annexe I1). L'absorbance de chaque puits est mesuree a 412 nm avec un lecteur de microplaque 96
puits 8 0 mn et a 15 min. L’expérience a été réalisée en triple.

Le pourcentage d’inhibition de I’enzyme BChE est déterminé par rapport au blanc (éthanol avec le

phosphate buffer pH 8) par la formule :

-y (E — 5)
Inhibition BChE (%) = —z X 100

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

111.2.2. Etude in silico d'inhibition de la butyrylcholinestérase

111.2.2.1. Docking moléculaire

Le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais), in silico vise a
prédire la structure et I’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors de la formation d'un
complexe moléculaire « ligand-protéine » ou « protéine-protéine », a partir des molécules isolées, ce
qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation des

méthodes expérimentales in vitro.

Le docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des molécules
extraites, dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction
entre deux molécules. Les logiciels de docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie
et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent
avec une cible biologique d'intérét thérapeutique. Le récepteur macromoléculaire étant le plus souvent
une protéine, le terme docking seul est couramment employé pour désigner un « docking protéine-
ligand ». (Mme.Lalout Wassila ,2016)

111.2.2.2. Principe de Docking moléculaire

Le Docking décrit un processus dans lequel une molécule (ligand) est placée dans le site actif d’une
protéine cible dans un espace tridimensionnel (3D). Deux aspects sont importants : la prédiction de
I’affinité du complexe [ligand- protéine], et la prédiction de la position correcte du ligand dans le site
actif de la protéine. La prédiction d’affinité est liée a différents ligands de la collection, certains
conviennent mieux que d’autres. La prédiction de position est liée a la méme molécule de ligand mais
dans des orientations différentes. (T. Schulz-Gasch et M. Stahl., 2004) (R.Wang et al,.2004).
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111.2.2.3. Programmes utilisés

Surflex : le docking a été réalisé en utilisant le programme Surflex 1.3.
Open Babel 2.3.0 : c’est un programme utilisé pour faire la conversion des formats.
Titan : ¢’est un programme qui permet la construction de tous les groupements chimiques éventuels

Viewerlite 4.2 : nous avons utilisé ce programme pour la visualisation des différentes interactions
formées entre les molécules étudiés et le site actif de la butyrylcholinestérase.

ChemW.indaw : logiciel utilisée pour dessiner les structures des molécules étudiées et le standard
Galantamine.

111.2.2.4. Préparation de I'enzyme

Protéine Data Bank ou la PDB est un dépét pour les données de structure tridimensionnelle (structure
3D) de grandes molécules biologiques telles que les protéines et les acides nucléiques . Les données,
généralement obtenues par cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie de RMN.

Dans notre étude nous avons utilisées le complexe « 4BDS » , car il s’agit d’une structure
correctement définie avec une résolution égale a 2.10 A et d’un Ki50 égale a 25nM, ce complexe a
été télécharger a partir de la PDB, au format pdb, les deux molécules du complexe
(butyrylcholinestérase humaine et la tacrine) ont été bien séparé dans deux fichiers différents, et ils
ont été convertis du format pdb au format mol2 en utilisant le programme Open Babel.

Figure 25 : Structure tridimensionnelle de la BChE par ViewerLite 4.2

46

/S
—



CHAPITRE IV MATERIEL ET METHODES

111.2.2.5. Préparation des molécules

Les quatre structures des molécules étudiées : I’a-pinene , le limonéne , tortuosinol et la tortuosidine
ainsi que le le standard galantamine ont été construites avec le programme de construction
moléculaire Titan, ils sont enregistrées sous format pdb et en ensuite sont convertis en format mol2

par le programme Open Babel.

Figure 26 : Structure tridimensionnelle par Titan de : (a) limonéne , (b) le standard Galantamine, (c)

tortuosidine , (d) tortuosinol et aussi (e) a-pinéne

/S

47

—




CHAPITRE IV MATERIEL ET METHODES

111.2.2.6. Docking

Le docking moléculaire a été réalisé en utilisant le programme ( Surfelx 1.3) par Trois étapes

nécessaires pour le bon fonctionnement de ce programme :

- 1. Identification du cite actif (protomol) :

Cette etape sert a désigner le site actif en utilisant la commande suivante :
Sufrlex-dock proto ligand.mol2 enzyme.mol2 pl

- 2. Docking du ligand :
Le docking se fait par une fragmentation du ligand, puis 1’assemblage des fragments pour obtenir les
meilleures conformations du ligand dans le site actif de I’enzyme. Pour réaliser cette étape il faut
utiliser la commande suivante :

Surflex-dock dock lignad.mol2 pl-protomol.mol2 enzyme.mol2

- 3. Traitement du résultat :
Les résultats pour les dix meilleurs conformeres sont fournis dans un méme fichier, Chaque
conformeéres posséde trois scores :
- Le premier correspond a I’affinité.

- Le second au degré de pénétration impropre du ligand dans la protéine.

- Le troisieme correspond au niveau de contribution des interactions polaires.
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I. Rendements des extraits

L'extraction est réalisée par macération qui consiste a utiliser des solvants a polarité croissante ;
hexane, dichlorométhane et méthanol qui mettre vont permettre la séparation des composés de
I’extrait brut selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction. Cette extraction nous a
permis apres évaporation des solvants, la récupération des quantités d’extraits solides et 1’obtention
des trois extraits bruts : I’extrait hexanique, 1’extrait dichlorométhane, et I’extrait méthanolique. Le

poids récupéré, le rendement calculg, la couleur et I’aspect de chaque extrait, sont représentés dans

le tableau 14 et figure 27.

Tableau 14 : Rendement d’extraction et caractéres de chaque extrait

Extrait hexanique 17.84 10.69 Pateux
166.80 g | Extrait dichlorométhane 18.62 11.15 Pateux
Extrait méthanolique 58.80 35.25 Visqueux

Valeurs de rendement

35,25
~ 50
€ 40
g 30 10,69 11,16 W Extrait hexanique
D 20 o
'g M Extrait dichloromethane
$ 10
@ Extrait méthanolique
Extrait hexanique Extrait Extrait méthanolique

dichloromethane

Extraits

Figure 27. Rendement d’extraction de chaque extrait

Les résultats obtenus montrent une variabilité des rendements entre les trois extraits : 1’extrait
méthanolique représente le rendement le plus élevé 35.25%, suivi par I’extrait dichloromethane

11.16%, puis I’extrait hexanique qui possede le rendement le plus bas 10.69%.

Sur la base des résultats obtenus, le rendement d’extraction augmente avec 1’augmentation de
polarité des solvants utilisés. Cette constatation a été observée dans ’extrait hexanique et ’extrait

dichlorométhane (10.69 %) , (11.16 %) respectivement , par rapport a I’extrait méthanolique
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(35.25%). le rendement d’extraction obtenu avec solvant méthanol est toujours le plus ¢élevé, cela
peut s’expliquer par le simple fait que le méthanol est un solvant fortement polaire connue pour
extraire une large gamme de molécules dont une quantité importante de composés non phénoliques
comme les glucides et les protéines (Bonnaillie et al., 2012). Par la suite, la différence des

rendements d’extraction observés pourrait étre liée a la région géographique de la plante.
I1. Analyse phytochimique

11.1. Analyses qualitatives phytochimique
11.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les extraits obtenus (héxanique, dichlorométhane, méthanolique) ont été analysés avec la technique
de CCM en utilisant une plaque chromatographique du gel de silice (CCM) avec des systémes de
solvants appropriés afin d’avoir une idée sur le nombre de produits a séparer. La migration des
molécules dans les plaques CCM s’effectue selon 1’¢luant approprié. L’ observation se fait sous la
lampe UV a 254 et 365 nm suite a ’utilisation de deux révélateurs spécifiques ; un révélateur a base
d’acide sulfurique et un révélateur vanillique, puis les plaques sont chauffées a 100°C pendant trois
minutes pour les terpénes. D’autre part, I'ammoniac a été utilisé comme un autre révélateur pour les

coumarines . Les résultats sont représentés dans le tableau 15, et les figures suivants :

Tableau 15 : Résultats des systémes de solvants choisis

Extraits bruts testés Systémes de solvants Résultats
choisis

Extrait hexanique

+ (Héxane — DCM)
Extrait dichlorométhanique (8: 2 VIV)
+

Extrait methanolique.

Figure 28. Plaques CCM des trois extraits (EHEX

,EDCM, EMeOH) révélées avec des révélateurs et

visualisées sous UV 254 nm et 365 nm
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Extrait hexanique (Héxane — AcOEt)

+

Extrait dichlorométhanique (9.5:0.5vIv)

Figure 29.Une plague CCM des deux extraits
(EHEX ,EDCM) a été visualisée sous UV 365 nm

Extrait dichlorométhanique |  (Héxane — AcOEt)

+ (7 :3VvIV)
Extrait méthanolique

Figure 30.Une plague des deux extraits (EDCM,
EMeOH) a été visualisée sous UV 365 nm

Extrait méthanolique (AcOEt -MeOH-H-0)
(9:0.5:0.5v/v/g)

Figure 31.Une plague CCM de extrait
(EMeOH) a été visualisée sous UV 365 nm

Les résultats des plaques CCM montrent la présence d’un nombre important des métabolites
secondaires a séparés pour les extraits bruts testés dans les différents systemes d'élution
sélectionnés, et plus précisément avec I’extrait méthanolique, le plus riche en des meétabolites
secondaires. Cela se voit avec le systeme de solvants (AcOEt — MeOH -H>0) avec proportion de
(9 : 0.5 : 0.5 v/vig) (figure3l), méme aussi 1’extrait dichlorométhanique riche en métabolites
secondaires ou ils apparaissent des taches aprés le développement et 1’évaporation du solvant de

migration avec le systeme de solvants ( Héxane — ACOEt ) avec proportion (7 : 3 v/v), ils sont
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visualisées sous UV 365 nm (figure 30). La richesse de ces extraits en composés chimiques actifs

pourrait expliquer leurs utilisations traditionnelles.

La visualisation des plaques sous UV a 254 et 365 nm permet d’observer les couleurs ainsi de
distinguer les taches les plus majoritaires pour chaque variétés, bien qu’il y a des taches qui ne sont

pas bien claire grace a la présence d’une condensation moléculaire.

L’utilisation des réactifs révélateurs a permis 1I’observation d’autres couleurs tel que l'apparition
d’un spot unique de couleur violette en haut de plaque, grace a I’utilisation d’un révélateur a base
d’acide sulfurique et un révélateur vanillique avec chauffage a 100°C , ce qui indique la présence
des terpenes . Outre cela I'apparition d'une fluorescence blue sous UV qui définit I'existence des

coumarines, ce resultat confirme les résultats obtenus par le Screening phytochimique Plus tard.
11.1.2. Screening phytochimique

Une analyse qualitative des différents extraits a été effectuée dans le but de mettre en évidence les
différentes classes de métabolites secondaires qui constituent ces extraits. Toutefois, ce screening
phytochimique ne renseigne pas sur la nature des molécules chimiques, mais les tests de
caractérisation phytochimique présentent des imprécisions, car ils sont basés en grande partie sur

I’analyse qualitative (tableau 16).

Tableau 16 : Résultats de criblage phytochimique des trois extraits de Seseli

Métabolites Présence Résultats interprétations
secondaires /Absence
EHEX - EHEX EDCM EMeOH
EDCM ++ :
EMeOH  +++ ) PR

Apparition d’une
Coloration bleu
noiratre ou verte

Polyphénoles )
plus ou moins

. . foncé
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Flavonoides

Coumarines

Tanins

Saponosides

Alcaloides

EHEX
EDCM
EMeOH

EHEX
EDCM
EMeOH

EHEX
EDCM
EMeOH

EHEX
EDCM
EMeOH

EHEX

EDCM
EMeOH

+++

+++

+++

ot
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EHEX ++
Terpenes i Apparition d’une
EDCM +++ ¥, | Coloration Rouge
et avec Coloration
brun rougeétre a
. | I’interphase (un
sterols EMeOH S anneau rouge

Les résultats phytochimiques sont classés comme suit :
(+++) Réaction tres positif : Présence confirme

(++) Réaction positif : Présence modérée.

(+) Reéaction plus au moins positive : Présence faible

(-) Réaction négative : Absences

D’aprés les résultats du screening phytochimique, nous constatons une richesse relative en
métabolites secondaires analysés pour les extraits EDCM et EMeOH par rapport a I’extrait de

EHEX qui est considéré comme un extrait pauvre en métabolites secondaires polaires.

Les tannins et les coumarines, méme aussi les terpenes ont été trouvés presque dans chaque extrait
avec des concentrations élevées, tandis que les flavonoides et les polyphénoles ont été observés
dans les extraits EDCM et EMeOH. D’autre part, I’absence totale des alcaloides et des saponosides

a été signalée pour tous les extraits étudiés.

Les travaux antérieurs sur le screening phytochimique des plantes du genre Seseli ont démontré la

présence des coumarines (Tosun et al., 2007) ce qui est compatible a nos résultats.
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I1.2. Criblage chimique de I’extrait méthanolique de la plante étudiée par

HPLC-UV

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les échantillons exige
l'utilisation chromatographie liquide haute performance (HPLC) analytique afin d’avoir une idée sur

le nombre de produits a séparer.

L’extrait méthanolique a été analysé par HPLC-UV afin d’obtenir une information sur sa
composition en composés phénoliques . En effet, 1’analyse du chromatogramme HPLC — UV
( Figure 32 ) a fait ressortir plusieurs composés phénoliques mentionnés par leurs pics et leurs
temps de rétention ce qui confirme la richesse de I’extrait analysé en ce type de métabolites
secondaires. 1l est bien noté aussi que certains d’entre eux sont majoritaires tels que ceux ayant des

temps de rétentions : 3.52min, 18.86 min, 20.65 min, et 22.11min.

L'analyse de l'extrait méthanolique par HPLC-UV , a permis d'obtenir des résultats trés

intéressants. Cela nous a amené a tester les activités biologiques de cet extrait.

Datafile Name:exrait AKKAL.35min.lcd
Sample Name:extrait AKKAL
Sample ID:01
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Figure 32: Profil chromatographique enregistré a 254 nm de ’extrait méthanolique analysé par HPLC-UV
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11.3. Teneur en flavonoides et en polyphénoles

11.3.1. Teneur des extraits en polyphénoles (TPC)

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de la plante étudiée du genre Seseli ont été réalisé par
la méthode spectrophotométrique de Folin-ciocalteu (FCR). La teneur en polyphénols totaux est
exprimée en pug équivalent d’acide gallique par mg d’extrait, en utilisant I’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par 1’acide gallique (y = 0,01435x + 0,2567) avec R? =
0,9929 a une longueur d’onde 765 nm (Annexe I1). Les résultats du dosage colorimétrique des

composés phénoliques totaux sont présentés dans la (figure 33) et le (tableau 17).

Tableau 17. Teneurs en polyphénols totaux des trois extraits

Extrait hexanique 14,272 + 1,150
Extrait dichlorométhane 35,909 + 0,009
Extrait méthanolique 31,101 £ 0,070

Teneur en polyphénols totaux (ug EAG/mg)

35,909 31,101

40 A

30 A
14,272
B Extrait hexanique

20 A
10 Extrait dichlorométhane
M Extrait méthanolique

TPC

Extrait hexanique Extrait Extrait
dichlorométhane méthanolique
Extraits

Figure 33. Evaluation de la teneur de polyphénols totaux des extraits de Seseli

Les résultats représentés dans la fig. 32 et le tableau 17, montrent que les différents extraits renferment
des taux en polyphénols décroissants; extrait dichlorométhane > extrait méthanolique > extrait
hexanique. Le profil du dosage des polyphénols totaux obtenus par extrapolation de I’absorbance des

extraits sur la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique montre que 1’extrait dichlorométhanique et
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I’extrait méthanolique sont les extraits les plus riches en polyphénols avec une teneur de (35,909 +
0,009 pg EAG/ mg) et (31,101+ 0,070 ug EAG/ mg ) respectivement, suivi par I’extrait hexanique
avec le plus faible teneur ( 14,272 + 1,150 ug EAG/ mg ).

En fait, la solubilité des polyphénols est gouvernée par ; le type du solvant utilisé, leur degré de
polymérisation, leur interaction avec d’autres constituants. Pour une plus haute récupération de
polyphénols, le méthanol est le solvant approprié (Falleh et al., 2008). Le dosage par le réactif de
Folin-Ciocalteu donne donc une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extrait. Il
n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif,
comme dioxyde de soufre, acide ascorbique, les sucres, les amines aromatique, les acides organiques,

donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007 ; Medina-Remon et al., 2009).

D’aprés les travaux de recherches menés sur le genre Seseli, les résultats ont montré que les composes
phénoliques constituent principalement de coumarines (Tosun et Ozkal, 2003) qui ont émient un
effet antioxydant puissant (Torres et al.,2014 ; Pereira et al., 2018; Zhu et al.,2018).

11.3.2. Teneur des extraits en flavonoides (TFC)

La détermination quantitative des flavonoides dans les extraits de la plante étudiée du genre Seseli est
réalisée par la méthode de trichlorure d’aluminium, La teneur en flavonoides totaux est exprimée en
Mg équivalent de la quercétine par mg d’extrait, en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage tracée par la quercétine (y = 0,02554 x + 0,007806 ) avec R? = 0,9965 a une
longueur d’onde 430 nm (Annexe Il). Les résultats du dosage colorimétrique des composés

flavonoides totaux sont présentés dans la (figure 34) et le (tableau 18).

Tableau 18 : Teneurs en flavonoides totaux des trois extraits

Extrait hexanique 4,178+ 0,137
Extrait dichlorométhane 4,158+ 0,117
Extrait méthanolique 5,058+ 0,078
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Teneur en flavonoiodes totaux (pg EQ/mg)

5,058
6 - 4,178 4,158
5 4
4
E 3 M Extrait hexanique
2 4 Extrait dichlorométhane
17 M Extrait méthanolique
o J
Extrait hexanique Extrait Extrait
dichlorométhane méthanolique

Extraits

Figure 34. Evaluation de la teneur de flavonoides totaux des extraits de Seseli

D’apres la figure 34 et le tableau 18, On remarque que la teneur des flavonoides totaux est presque la
méme pour les trois extraits ; hexanique (4,178 £ 0,137 ug EQ/mg), Dichlorométhane (4,158 + 0,117
g EQ/mg) et méthanolique (5,058 + 0,078 ug EQ/mg), et I’extrait méthanolique posséde la teneur
la plus élevée en flavonoides en comparaison avec les extrait hexanique et dichlorométhane. Il ressort
de ces analyses que les trois extraits ( hexanique , dichlorométhanique , méthanolique) sont faibles

en quantités des flavonoides.

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité des solvants
(Stankovié, 2011), le type du standard utilisé peut également changer les résultats (Djeridane et al.,
2010). En fait, I’utilisation d’un matériel végétal sec est recommandé du moment que les flavonoides
(particulierement les glycosides) peuvent étre soumis a une dégradation enzymatique quand le

matériel végétal est frais ou non séché (Marston et Hostettmann, 2006).

De plus, les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires en
facilitant I’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible polarité.
Selon Seidler-Lozykowska (2013), I’eau et le méthanol sont deux solvants polaires qui extraient
particulierement les flavonoides glycosylés et les tannins. Tandis que les flavonoides aglycones sont

extraits par les alcools ou les mélanges eau-alcool (Marston et Hostettmann,2006).
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I11. Evaluation des activités biologiques

I11.1. Activités antioxydantes

De différents extraits des plantes sont des sources potentielles des composants chimiques naturels
responsables d’activités antioxydantes. A cet effet, plusieurs essais ont été menés par certains auteurs
pour évaluer le potentiel antioxydant de ses différents extraits. C’est dans ce contexte que nous avons
particulierement intéressé a la teneur en composés phénoliques dans chaque extrait de Seseli . En tant
que composés connus comme de bons composés antioxydants, il nous a paru intéressant d’estimer le
potentiel antioxydant de I’extrait brut méthanolique et I’extrait dichloromethane a travers cinq
méthodes différentes .

L’acide ascorbique, BHA, BHT et I’a-tocophérol sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et

ils sont utilisés comme control positif.

I11.1.1. Piégeage du radical libre DPPH

L’activit¢ antiradicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPHe+ a été évaluée par
spectrophotométrie a 517 nm, en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage
de la couleur violette a la couleur jaune. Dans ce test les résultats ont été comparés aux étalons de
référence (BHA, BHT et 1’a-tocophérol). Les résultats sont présentés dans I’histogramme illustré

dans la figure 36 et tableau 27 (Annexe I11) :

EDCM EMeOH

Figure 35 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH)
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Valeurs Cl, du test DPPH

381,32
. Ao B EDCM
- 300
S B EMeOH
= 200
= 00 0 6,14 12,99 13,02 BHA
1
3 — A A Ay mBHT
O 0
EDCM EMeOH BHA BHT a-Tocopherol ® o-Tocopherol

Extraits et standards

Figure 36. Valeurs des Clso du test DPPH.

e Une valeur plus faible de I’ICsp (la concentration du substrat qui cause une inhibition de 50

% de ’activité de DPPH) indique une activité antioxydante plus élevé.

Les résultats représentés dans la figure 36, indiquent que 1’extrait méthanolique ( EMeOH) posséde
une trés faible activité antiradicalaire (Clso = 381,32+0.25ug/mL), une activité presque 62 fois moins
faible que le standard BHA(Clso= 6.14+0.41ug/mL) et 30 fois moins faible que le standard BHT et
a-Tocopherol (Clsg=12.994+0.41ug/mL) et (Clso=13.02+5,17ug/mL) respectivement, suivi par
I’extrait dichlorométhanique (EDCM) avec une valeur de Clsg>200 qui ne montre aucune activité
antiradicalaire vis-a-vis le radical DPPH en comparaison avec les antioxydants standards BHT, BHA
et o tocophérol. Le faible potentiel antioxydant des deux extraits utilisé pourrait étre expliqué par la

faible teneur en polyphénols et de flavonoides.
111.1.2. Activité du piégeage du cation radical ABTSe+

L’ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) est un composé organique
stable utilisé dans 1’évaluation de l'activité antiradicalaire, avec un pic d'absorption a 734 nm. en
présence d'un antioxydant donneur d'hydrogéne, le cation ABTSe+ subit une réduction et passe de la
couleur bleu-vert a un état neutre incolore. Les résultats sont présentés dans 1’histogramme illustré
dans la figure 38 et tableau 28 (Annexe I11) :
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EDCM EMeOH

Figure 37 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité antiradicalaire (ABTS).

Valeurs Cl, du test ABTS

~—~ 200

| HEDCM

g 150

—

o)) B EMeOH

= 100 1,29 1,81

g %0 A V4 " BHT

O 0 H BHA
EDCM EMeOH BHT BHA

Extraits et standards

Figure 38. Valeurs Clso du test ABTS

* Une valeur plus faible de I’ICso ( la concentration du substrat qui cause une inhibition de 50 % de

I’activité de ABTS) indique une activité antioxydante plus €élevé.

Les résultats représentés dans la figure 38 , montrent que les extraits (EDCM , EMeOH ) possédent
une trés faible activité anti-radicalaire (Clsp=291,07£6,02 pg/mL) et (Clsp=242,02+0,65 pg/mL)
respectivement, en comparaison avec les antioxydants BHT, BHA qu'ils sont utilisés comme
standards avec des valeurs de Clso trés faible (Clso=1.29+0.30pg/mL) et (Clso=1.81+0.10 pg/mL)
respectivement. La faible activité de deux extraits peut étre expliquée par leur manque de propriété

de donation d'hydrogene et par conséquent leur faible capacité de neutraliser les radicaux libres.
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111.1.3. Activité du pouvoir reducteur (FRAP)

Le suivi de cette activité est basé sur ’aptitude des extraits testés a réduire dans le complexe le fer
ferrique (Fe™®) de couleur jaune en fer ferreux (Fe*?) de couleur bleu verte qui a un maximum
d’absorbance a 700 nm. En mesurant les valeurs de A o5 et par comparaison avec les standards

I’acide ascorbique et a-Tocopherol. Les résultats sont indiqués dans la figure 40 et le tableau 29
(Annexe I1) :
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Figure 39 .Profil de la micoplaque de dosage de I’activité du pouvoir réducteur (FRAP).

Valeurs des A, s du test FRAP

34,93
—El 40 B EDCM
= 6,77 m EMeOH
= 20 0 0
2 _—— A =y W Acide ascorbique
< 0 B o-Tocopherol
EDCM EMeOH Acide ascorbique a-Tocopherol
Extraits et standards

Figure 40 . Valeurs des Aos du test FRAP.
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e Plus lavaleur de I'A 5 est petite plus la capacité de I’antioxydant est meilleur.

Les résultats représentés dans la figure 40 , montrent que les extraits (EDCM , EMeOH ) ne possédent
pas une activité réductrice significative avec des valeurs de (Aos >200), en comparaison avec les
standards; acide ascorbique et a-Tocopherol qui ont montré une propriété réductrice trés élevé avec
des valeur faible de (Aos = 6.77+1.15ug/mL) et (Aos = 34.93+2.38ug/mL) respectivement. Par la
suite, on peut expliquer la faible activité réductrice des deux extraits (EDCM , EMeOH ) par
I’absence et/ou la faible concentration des agents réducteurs, qui sont responsables de la propriété de
donation d’électrons. De plus, le faible pouvoir réducteur des extraits est probablement aux nombre
réduit de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneurs
d’¢électrons (Siddhuraju et Becker, 2007).

111.1.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*? -Phénanthroline

En présence d’un antioxydant, le fer ferrique (Fe %) est réduit en fer ferreux (Fe 2*) , ce dernier forme
un complexe stable avec la phénantroline de couleur rouge orange, qui a un maximum d’absorbance
a 510 nm. Cette réduction est déterminée par la mesure de valeurs de Ags des extraits de la plante
étudiée du genre Seseli et celles des standards BHA et BHT, ce qui a permis d’obtenir les résultats

suivants la figure 42 et le tableau 30 (Annexe I11) :

EDCM EMeOH

Figure 41. Profil de la micoplaque de dosage de I’activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-

phenanthroline
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Valeurs des A, s du test Phenanthroline

123,92

~—~ 150
EI HEDCM
=1
=3 00 B EMeOH
= o 0 0,93 2,24

3 Ay y 4 y 4 BHA
< o W BHT

EDCM EMeOH BHA BHT

Extraits et standards

Figure 42. Valeurs de Aosdu test de phénanthroline

e Plus lavaleur de I'Aos est petite, plus la capacité de I’antioxydant est meilleur.

Les résultats représentés dans la figure 42 , montrent que 1’extrait méthanolique (EMeOH) possede
une faible activité réductrice (Aos=123,92+0.60 pg/mL) qui représente une activité presque 133 fois
moins faible que le standard BHA ( Aos= 0,93+0,07ug/mL) et 55 fois moins faible que le standard
BHT (Aos5=2,24+0,17pg/mL), suivi par I’extrait dichlorométhanique ( EDCM ) avec une valeur de
Ao05>200 qui indique une absence de 1’activité réductrice , en comparaison avec les antioxydants
standards BHT et BHA, qu'ils sont utilisés comme standards car ils présentent les propriétés
réductrices les plus élevés.

Les profils d’activité réductrice obtenus révelent que les extraits testés ( EDCM , EMeOH ) possedent
un potentiel antioxydant tres faible et une capacité de capter les radicaux libres presque inexistant ,
cette absence est liée au manque de la propriété de donation d’électrons, expliquée par I’insuffisance
de composés donneurs d’électrons, sachant que la méthode du phenanthroline suit le mode d’action
du transfert d’¢électron (ET). De plus, la faible teneur en polyphénols et flavonoides peut expliquer
cette activité antioxydante moins prononcée.

I11.1.5. Activité nanoparticules d’argent (SNP)

L’activité nanoparticule (SNP) des extraits a été évaluée par spectrophotométrie a 423 nm, en suivant
la réduction de I’Ag" en nanoparticules d’argent sphérique. Dans ce test les résultats ont été comparés
par rapport a I’acide ascorbique et le Trolox. Les résultats sont présentés dans 1’histogramme illustré

dans la figure 44 et Tableau 31 (Annexe I11) :
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Figure 43 .Profil de la micoplaque de dosage de I’activité nanoparticle d’argent SNP

Valeurs des A, s du test SNP
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% 100 0 7,14 34,17 m EMeOH
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< 7 EDCM EMeOH Acide ascorbique trolox W trolox

Extraits et standards

Figure 44. Valeurs des Aos dans le test nanoparticle d’argent SNP

o Plus lavaleur de I'Ags est petite plus la capacité de ’antioxydant est meilleur.

Les résultats représentés dans la figure 44, montrent que I’extrait dichlorométhanique ( EDCM )
possede une faible activité réductrice de la nanoparticule d’argent SNP (A o5 = 173,694+2,92ug/mL)
qui représente une activité presque 24 fois moins faible que le standard acide ascorbique (Aos =
7.14+0.05 pg/mL) et cing fois moins faible que le standard trolox (Aos =34.17+1.23ug/mL), suivi
par ’extrait méthanolique (EMeOH) avec une valeur de Aos>200, qui indique I’absence de I’activité
réductrice de nanoparticule d’argent SNP en comparaison avec les antioxydants standards 1’acide
ascorbique et le Trolox , possédants des propriétés réductrices tres eleves.
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On constate que les profils d’activité réductrice obtenus des extraits testés (EDCM , EMeOH )
indiquent un potentiel antioxydant tres faible et une capacité de capter les radicaux libres presque
inexistante, cette absence pourrait étre liée au manque de composés donneurs d’électrons, puisque la
méthode du nanoparticule d’argent SNP suit le mode d’action du transfert d’électron (ET); aussi bien

la faible en polyphénols et flavonoides peut expliquer 1’activités antioxydante moins prononcee.

I11.2. Activité anti- butyrylcholinestérase (anti-Alzheimer)

Nous avons ciblé I’enzyme butyrylcholinestérase (BChE) pour étudier I’activité anti- Alzheimer.
Le pouvoir inhibiteur de la butyrylcholinestérase (BChE) a été évalué par la méthode
spectrophotométriques d’Ellman et ses collaborateurs, cette activité est basée sur le clivage de
butyrylthiocholine par la BChE pour former un anion de couleur jaune dont I’intensité est en fonction
de l’activité de I’acétylcholinestérase (Ellman et al.,1961). Les résultats sont présentés dans

I’histogramme illustré dans la figure 46 et Tableau 32 (Annexe I11) :

Figure 45. Profil de la micoplaque de dosage de I’activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE).
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Valeurs Clg, du test Anti-cholinesterase
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Figure 46. Valeurs de Clsp du test inhibition de butyrylcholinestérase (BChE).

e Une valeur plus faible de I’ICso (la concentration du substrat qui cause une inhibition de 50

% de I’activité anti-cholinestérase) indique une activité anti-cholinestérase plus élevé.

Les résultats de la figure 46, qui présentent le pourcentage d’inhibition de la butyrylcholinestérase
(BChE), montrent que 1’extrait dichlorométhanique ( EDCM ) posséde une tres forte activité
inhibitrice avec une de Cls0=9,14+1,74 ug/mL, cette valeur représente une activité presque trois fois
superieure et mieux que le standard Galantamine Cls0=34.75£1.99 pg/mL, par contre Il'extrait
méthanoliqgue ( EMeOH ) posséde une faible activité inhibitrice avec une valeur de

Cl50=169,76+14,65 pg/mL, cette derniére reste inférieure a celles du standard Galantamine.

Les profils d’activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE) obtenus révelent que 1’extrait
dichlorométhaniqgue (EDCM) possede un potentiel inhibiteur trés puissant vers la
butyrylcholinestérase (BChE), malgré sa composition en produits apolaires, cela veut dire que les
métabolites bioactifs qui sont impliqués dans l'inhibition de I’enzyme (BChE) sont des molécules de
faible polarite, et parmi ces molécules apolaires, on peut citer les composants terpéniques, dont les
plus importants sont ; 1’a-pinéne et le B-pinéne, le limonene . Pour les composants coumarines, on
peut citer quatre dérivés : la tortuosine, la tortuosinine, le tortuosinol et la tortuosidine, qui ont été
obtenus au cours de I'étude phytochimique de genre Seseli, dont la plupart font partie que des
pyranocoumarines (A. Z. Abyshev et D. Z. Abyshev,.1983).

Le screening phytochimique que nous avons fait, a révélé la présence des coumarines et des terpenes.
De plus, les résultats qualitatifs des plagues CCM, ont monté la présence de certains composés

terpéniques et coumariques .
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D'apres Orhan et ses collaborateurs (Orhan et al.,2001), Dix-sept dérivés naturels de la coumarine
ont été testés contre l'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE), Les
coumarines testées étaient plus sélectives contre BChE, avec des ICsp = 30,3 pug/mL, 29,2 ug/mL,
37,2 ng/mL et 50,1 ug/mL, ce qui signale une inhibition de BChE plus élevee que la référence
galanthamine, 1Cso = 60,2 pg/mL. Nos résultats ont révélé que les coumarines pourraient étre des

composés prometteurs pour la conception de nouveaux candidats-médicaments anti-Alzheimer.

De nombreuses études précédentes ont révéle que le limonéne, un composé terpénique, a une activité
inhibitrice modérée contre la BChE (W. Chaiyanar et S. Okonogi, 2012), d’autres résultats ont
montré que I’a-pinéne et le 8-3-carene sont des inhibiteurs puissants de I'AChE (Miyazawa et
Yamafuji, 2005). De méme, d’autre étude a décrit que l'a-pinene avait l'activité d'inhibition de
I’AChE la plus forte suivie par le B-pinéne et le limonene, 1’étude est effectuée sur les adultes du

charangon de Riz Sitophilusoryzae (Kim et al.,2013).

111.3. Etude in silico d*inhibition de la butyrylcholinestéerase

» Etude d’interaction :
Dans le but d’étudier le mode de liaison des molécules étudiées dans le site actif de la BChE, nous
avons choisi les inhibiteurs qu'ils ont probablement un pourcentage d’inhibition tres élevé vers la
butyrylcholinestérase (BChE) avec leur ICso expérimentaux . Les résultats du docking des molécules

étudiées, dans le site actif de la butyrylcholinestérase sont représenté dans le Tableau 19 .

Tableau 19. Résultats théoriques de I'affinité obtenue par docking des molécules étudiées dans le site actif
de la butyrylcholinestérase et leurs relations avec les données expérimentales (ICso).

Limonene 14.07 2.18
a-pinéne 23.5 2.34
Tortuosinol 12.96 2.83
Tortuosidine 19,3 2.78
Galantamine 34.75 2.72
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Le tableau 19 montre que le score d’affinité du composé « Tortuosinol » est le meilleur par rapport
au autres molécules étudiées , méme mieux que le standard Galantamine (2.72 M), il présente le
meilleur score d’affinité (2.83 M) . Suivie par un autre composé des coumarines « Tortuosidine »
avec un score d’affinité (2.78 M) . Ces résultats révélent que les scores d'affinité des quatre
molécules étudiées sont en parfait accord avec les résultats expérimentaux des ICsg obtenus dans des

tests in vitro .

Sachant que les résultats expérimentaux des 1Cso de la butyrylcholinestérase (BChE) obtenus dans
d'un test in vitro précédemment , montrent que 1’extrait dichlorométhanique ( EDCM ) possede une
tres forte activité inhibitrice avec une de (Cls0=9,14+1,74 ng/mL), cette valeur représente une activite
presque trois fois supérieure et mieux que le standard Galantamine (Cls0=34.75+1.99 pug/mL). Nous
notons que les molécules étudiées: Limonene, a-pinéne ,Tortuosinol ,Tortuosidine qu'ils ont
probablement un potentiel inhibiteur tres puissant vers butyrylcholinestérase , ont été testés
simultanément dans ’extrait dichlorométhanique ( EDCM ) , Cela signifie que I'activité inhibitrice

de la butyrylcholinestérase ( BChE ) obtenue, elle assurer par des molécules de fagon simultanée.

Ces résultats s'expriment visuellement par la mise en place de nombreuses interactions de type
hydrophobe et hydrogéne entre les molécules étudiées et le site actif de la butyrylcholinestérase (
BChE) :

Il est utile de rappeler que parmi les quatre molécules analysées, le composé « Tortuosinol » avec le
meilleur résultat sur I'affinité d'interaction (2.83 M) et sur I'lCso (12.96 pg/mL) , se présente comme
I'inhibiteur le plus puissant de la butyrylcholinestérase ( BChE ) , pour cela nous avons choisis ce
composé comme modéle afin d'interpréter leurs différentes interactions établies entre I'enzyme et

I'inhibiteur.

En fin la molécule « Tortuosinol » est bien positionné dans le site actif de BChE (Figure 47) ou il
est stabilisé par de nombreuses interactions hydrophobiques grace aux acides aminés suivants :
TRP82, TRP430, TYR332, HIS488. (Figure 48).
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Figure 47. Analyse visuelle réalisée par ViewerLite 4.2 de la position du Tortuosinol

dans le site actif de BChE

Figure 48. Mode de liaisons hydrophobiques du Tortuosinol avec le site actif de BChE

par ViewerL.ite 4.2
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Conclusion générale et perspective

La biodiversité des plantes médicinales, traditionnellement connues dans notre pays, se caractérise
par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques
et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre exploitées par les recherches scientifiques.
Dans le cadre de la valorisation des ressources végeétales algériennes, la famille des Apiacées est I'une
des familles végetales les plus connues pour ses composés biologiques efficaces qui montrent des

propriétés phytothérapeutiques significatives.

Ce travail nous a permis en premier lieu de maitriser des techniques analytiques de base tels que
I’analyse qualitative et quantitative des métabolites secondaires issus des extraits d’une plante
algérienne du genre Seseli qui appartient a la famille des Apiacées , ainsi que , nous avons procéde a
I’évaluation de son potentiel antioxydant ,et sa efficacité inhibitrice de [I’enzyme

butyrylcholinestérase .

L’analyse qualitatif effectuée par le screening phytochimique et la chromatographie sur couche mince
(CCM) , nous a permet de révéler la présence de composés phénoliques comme : les coumarines et
les composeés terpénoides dans ces extraits. De plus le criblage chimique par HPLC-UV , nous a

permis de confirmer la richesse de I'extrait méthanolique en polyphénols.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu en polyphénols totaux en révele la présence des quantités
importantes en polyphénols dans I’extrait dichlorométhanique. De méme nous avons dosé les
flavonoides et les résultats indiquent que la teneur est faible pour tous les extraits testés (hexanique

,dichlorométhanique , méthanolique).

Le potentiel anti-antioxydant des extraits a été déterminé par plusieurs méthodes : les résultats
montrent que les deux extraits (dichlorométhanique , méthanolique) possedent une activité
antioxydante trés faible par rapport aux standards utilisés ( I’acide ascorbique, BHA, BHT et I’a-

tocophérol ).

L’évaluation de l'efficacité inhibitrice pour ’enzyme butyrylcholinestérase a montré une capacité
inhibitrice significative pour I’extrait dichlorométhane par rapport aux standard utilisé (galantamine).
Pour confirmer ce résultat, nous avons effectué une étude, in silico, en utilisant le docking

moléculaire. Les résultats montrent que le composé pyranocoumarine « Tortuosinol » possede la
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meilleure affinité d'interaction (2.83 M), de ce fait, on peut le proposer comme un inhibiteur puissant

de I’enzyme butyrylcholinestérase (BChE ).

L’ensemble de résultats obtenus au cours de notre investigation, constitue une premiere étape dans la
recherche des substances naturelles biologiquement actives. D’aprés les résultats obtenus, on peut
conclure que I’extrait dichlorométhane posséde une activité anti-Alzheimer trés conséquente.
Comme perspectives on propose les points suivants :

Une étude in vivo pour obtenir une vue plus approfondie sur leurs effets biologiques.

Proposition de médicament anti-Alzheimer a base de molécules de cette plante qui posséde une

activite anti cholinestérase.
Nous envisageons d’utiliser ces résultats comme premiere étape de la recherche de nouvelles

molécules bioactives naturelles pourront répondre aux différents problemes de la santé et d’étre un

alternatif des médicaments synthétiques.
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ANNEXES

Annexe | : Matériels et instruments utilisés

. Matériel utilisé

I.1. Liste d’appareils utilisés

HPLC Spectrophotométrie Lampe UV Cuve de CCM
des cuves

Lecteur de
microplaque

Agitateur magnétique Ph-métre Rota-vapeur

1.2. Matériel du laboratoire

Tableau 20: Différentes Verreries utilisées et autres

Béchers Entonnoirs Tubes eppendorf  Micropipettes de volumes différents
Ballons Spatules Verres de montre  Ampoule a décanté

Flacons Microplaques Flacons Eprouvettes graduées

Micropipettes Pissettes Eprouvettes

Erlenmayers Cotton stérile Verres de montre

Papier aluminium  Para- film Portoirs
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1.3. Réactifs chimiques et solvants

1.3.1. Réactifs
Tableau 21: Réactifs utilisés
DPPH Trichlorure d’aluminium (AICl3)
a-tocophérol Acide ascorbique
BHT Galantamine
BHA H20
ABTS CHCIs
Persulfate de potassium K2S20s Nitrate d’aluminium (A1(NOz)3
Phosphate buffer Quercétine

Potassium ferricyanide KsFe(CN)s

Acide trichloracétique (TCA)

Chlorure de fer FeCls

Phenanthroline

Acide sulfurique

Phénanthroline

Trisodium citrate (1%)

DTNB (5,5,-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid))
Le substrat butyrylthiocholine iodide (BuCl)
L’enzyme butyrylcholinestérase (bche)
Copeaux de magnésium

1.3.2. Les solvants

Folin-Ciocalteu

Acide phosphotungstique (H3sPW12040)
Acide phosphomolybdique (H3PM012040)
Carbonate de sodium (Na2,COs3)
L'ammoniac

I'acide vanillique

Silver nitrate AgNOs

Trolox

Solution de Dragendorff

L’acide gallique

Révélateur vanillique

Tableau 22 : Solvants utilisés et leurs formules

Solvant
Hexane
Dichlorométhane
Méthanol
Acétate d'éthyle
Ether de pétrole
Le chloroforme ou trichlorométhane

Formule
CeHu4
CHClI>
CH30OH
C4Hs0>
CeHu4
CHCI3
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Annexe I1: Préparation des solutions

Il . Détermination du total en polyphénols et flavonoides

Il .1. Total phénolique

* Préparation de la solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 7,5%

Cette solution est préparée en dissolvant 7,5 g de Na,COz dans 100 mL d’eau distillée.

* Préparation de I’extrait de plante

Une masse de 30 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 30 mL de méthanol.

* Préparation de Folin Ciocalteu (FCR)

Dans une fiole jaugée de 10 mL on place 1mL de la solution FCR concentré (2M) et on compléte le
volume avec de I’eau distillée. Et nous obtenons une solution de FCR dilué (1 mL de solution FCR

concentré est diluée dans 9 mL d’cau distillée).

e Préparation de la gamme d’étalon de ’acide gallique :

Tableau 23 : Absorbance de I’acide gallique a 765 nm

Concentration L'absorbance a ) Y =0,01435*X +0,2567
pg/mL 765 nm z R*=0,9929
6.25 0.203 "
125 0.48 N
25 0.68 K
50 102 £
100 1.53 “
200 3.186 0 :

0 50 100 150 200 250

Concentration d'acide gallique pg/ml

Figure 49. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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11.2. Total flavonoides

* Préparation de la solution Le chlorure d’aluminium (AICl3) 2%

Cette solution est préparée en dissolvant 2 g de (AICI3) 2% dans 100 mL de méthanol..

* Préparation de I’extrait de plante

Une masse de 30 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 30 mL de méthanol.

e Préparation de la gamme d’étalon de la Quercétine :

Tableau 24 : Absorbance de la Quercétine a

430 nm 1.54 Y =0,02554%X + 0,007806
i A 2=0.996
Concentration L'absorbance a _ R"=0,9965
pg/mL 430 nm z
< 1.04
1.5 0.007 S
2.5 0.066 g
-
S 0.146 £ 054
10 0.284 é
20 0.543
40 1.012 0.0- . . | | |
0 10 20 30 40 50

Concentration de la quercétine pg/ml

Figure 50. Courbe d’étalonnage de la Quercétine

I11. Evaluation des activités biologiques
I11.1. Préparation des échantillons

Les concentrations préparées sont utilisées pour toutes les méthodes La concentration des solutions

meéres de chaque échantillon est exprimée en ppm.
La partie par million (le ppm) est la fraction valant 10 ~¢, c'est-a-dire un millionieme

Une quantité de 4 milligrammes de 1’extrait méthanolique Ainsi est que 1’extrait dichlorométhane ont
été dissoutes dans 1 mL du méthanol (Solution mére de 4000 ppm, ou 1000 ppm ) respectivement

avec
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7 concentrations différentes (une série de dilution de ' ) de 1’échantillon en ordre décroissant comme
suit: (1/1,1/2,1/4 ,1/8 ,1/16 ,1/32 ,1/64).

Tableau 25 : Concentrations de 1’échantillon

SM 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
4000 ppm
=4 mg/mL
Concentration | 800 400 200 100 50 25 12.5
pg/mL

1 1/2 1/a 1/% 1/16 1/32 1/04

Différentes dilutions de ’extrait

Figure 51 : Représentation schématique de la dilution en série

I11.2. Préparation des solutions pour le teste DPPH

Préparation de la DPPH :

On dissout 4 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol et on garde le mélange a I’abri de la lumiére a
4 °C. L’absorbance enregistrée avec le spectrophotométre a une longueur d’onde de 517 nm est de

0.5
111.3. Préparation des solutions pour le teste ABTS

Préparation de PABTS *:

La solution a 7 mM de I’ABTS préparée en dissolvant 19,2 mg d’ABTS dans 5 mL d’H20 et la
solution a 2.45 mM de persulfate de potassium K, S, 0g préparée en dissolvant 3,3 mg de K>S,Og dans

5 mL H20 ,sont mélangés et mis a I’abri de la lumicre pendant 16 h.
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I11.4 .Préparation des solutions pour le teste FRAP
Préparation d’une solution de potassium ferricyanide (1%)

1 g de KzFe(CN)s sont dissous dans dans 100 mL H.O

Préparation d’une solution de tri-chloro acetic acid (TCA) (10%o)
1 g de TCA dans sont dissous dans 10 mL H20

Préparation d’une solution de ferric chloride FeCls (0.1%)

0,1 g de FeCls sont dissous dans dans 100 mL H>O

I11.5. Préparation des solutions de phénantroline et le ferric chloride

* Préparation d’une solution de phénanthroline a 0.5%

0.05 g de 1,10-Phénanthroline sont dissous dans 10 mL de méthanol.
* Préparation d’une solution de chlorure de fer (FeCls) & 0.2%
0.02 g de FeCl3 sont dissous dans 10 mL d’H>0

111.6. Préparation des solutions pour le teste SNP

* Préparation d’une solution de Silver nitrate

0.170 g de Silver nitrate sont dissous dans 100 mL de H20.

* Préparation d’une solution de Trisodium citrate (1%)

1 g de Trisodium citrate (1%) sont dissous dans 100 mL de HO.

e Préparation de la solution SNP :

50 mL of (AgNOs3 (1.0 mM)) est chauffé pendant 10 min puis 5 mL de Trisodium citrate (1%) est
ajouté goutte a goutte jusqu’a le changement de la couleur vers le jaune pale, apres la solution est

laisser a température ambiante pour refroidissement.
I11.7. Procédure pour la préparation des solutions tampon

Solution tampon:

1- 8,890 g de (Na2HPO4, 2H20) + 500 mL de H.O — V3
2- 1,56 g de (NaH2PQOg4, 2H,0) + 100 mL de H2O — V2
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V1 +V2 — Solution Tampon comme le montre le tableau .On ajoute du NaOH pour augmenter la

valeur du PH
Tableau 26. Différent volume utilisé pour chaque degré de pH.
pH 5,8 6,2 6,4 6,6 6,8 7 7,2 7,4 7,6 7,8 8
NaH2POs 92 815 735 625 51 39 28 19 13 8,5 5,3
(mL)

NazHPO: 8 185 265 375 49 61 72 81 87 915 945
(mL)

111.8 Preparation des solutions pour le teste anti-cholinestérase

e Préparation de la solution tampon :

On mélange un volume V1 de (Na2HPOj4, 2H20) (8,890 g dans 500 mL de H>0) avec un volume V2
de (NaH2PO4, 2H:0) (1,56 g dans 100 mL H-O) et on ajoute le NaOH pour augmenter la valeur de
PH (PH=5.828).

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

16 mg DTNB + 1 mL (PH=7) + 7,5 mg NaHCO3s + 1 mL (PH=7) + 2 mL (PH=7) + 4 mL (PH=8)

— volume total 8 mL
e Préparation des solutions de substrats:

la dissolution de 4 mg de butyrylthiocholine iodide (BuCl) dans 4 mL d’eau distillée puis on ajoute

4 mL de solution tampon (PH =8).
e Préparation des solutions d’enzymes :

une masse de 0,2 mg BChE est dissolvée dans 1 mL de solution tampon (PH=8) pour donner la

solution A, puis on prend 20 puL de cette solution et on ajoute 2 mL de tampon (PH =8) .
e Préparation les extraits pour évaluer I'activité anticholinestérase :

Une quantité de 4 milligrammes de I’extrait méthanolique Ainsi est que I’extrait dichloromethane ont
été dissoutes dans 1 mL du méthanol (Solution mére de 4000 ppm, ou 1000 ppm) respectivement
avec 7 concentrations différentes (une série de dilution de % ) de 1’échantillon en ordre décroissant
comme suit: (1/1,1/2, 1/4,1/8 ,1/16 ,1/32 ,1/64).
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Annexe III : Pourcentage d’inhibition et absorbance

NA: pas d’absorbance.

Les valeurs exprimées sont des moyennes + S.D. de trois mesures paralléles.

Tableau 27. Pourcentage d’inhibition et la Clso pour le test du radical DPPH

12.5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 g 1Cso ug/mL
EDCM 3,04+ 3,66 5,13+ 0,10 8,31+2,46 11,89+0,87 16,94+2,06 = 29,48+1,08 40,77+4,13 >200
EMeOH 4,51+ 1,38 4,91+ 1,38 8,54+1,84 13,36+2,01  24,82+2,61 = 50,75%4,52 77,99+3,24 381,32+0.25
BHA 76,55+ 0,48 = 79,89+0,26 81,73+0,10 @ 84,18+0,10 @ 87,13+0,17  89,36x0,19 90,14+0,00 6.14+0.41
BHT 49,09+ 0,76  72,63+2,06 88.73+0,89  94.00£0,31  94.97+0,08  95.38+0,41 95.02+0,23 12.99+0.41
a-Tocopherol 37,21+1,82 = 81,53x151 & 89,23+0,12  89,38+0,19 = 89,45+0,22 = 89,99+0,23 89,52+0,33 13.0245,17

Tableau 28. Pourcentage d’inhibition et la Clso pour le test du cation radical ABTS.

12.5 ug 25 ug 50 pg 100 g 200 pg 400 pg 800 pg 1Cs0 pg/mL

EDCM 13,77+2,33 = 18,30+1,05  22,78+0,30  33,23+2,69  43,29+0,09 57,83+190 @ 65,80+2,33 291,07+6,02
EMeOH 6,00+2,92 10,33+2,76 =~ 19,44+2,97  29,40+4,07 = 48,57+2,99 71,72+1,6 89,84+0,83 242,02+0,65

BHT 69.21+0,40  78.23+1,34 = 88.12+1,28  88,76+3,07 = 90.85+1,74 = 90.95+0,51 = 96.68+0.39 1.29+0.30

BHA 92.83+1,42 94.68+0,42 94.95+#0,90 95.32+#0,25 95594047  95.83+0,15  95,86+0,10 1.81+0.10

Tableau 29. Pourcentage d’inhibition et I” Ags pour le test pouvoir réducteur FRAP.

3125pg  6.25pg 12,5 g 25 Hg 50 pg 100ug 200 pg  Ags pg/mL

EDCM 0,05+0,00 0.05+0,00 0,06+0,01 0,07+0,00 0.07+0,00 0.09+0,02 0.10+0,04 >200
EMeOH 0.05+0,00 0.06+0.01 0,07+0,01 0.09+0,02 0,11+0,01 0.18+0,02 0,33+0,05 >200
Acide ascorbique 0,35+0,05 0,46+0,03 0,84+0,12 0,93+0,30 1,18+0,34 1,37+0,20 1,44+0,21 6.77+1.15

a-Tocopherol 0.11+0,00 0.16+0.00 0,21+0,03 0,35+0,03 0,73+0,03 1,37+0,08 1,81+0,09 34.93+2.38
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Tableau 30. Pourcentage d’inhibition et 1’Ags pour le test phenanthroline.

0.78125 1.5625 3.125 g 6.25 pg 12.5 ug 25 pg 50 pg Aos pg/mL
EDCM 0,30+0,01 0,31+0,01  0,34+0,00 0,35+0,00 0,38+0,01 0,41+0,01 0,43+0,02 >200
EMeOH 0,32+0,01 0,34+0,00 0,35+0,02 0,39+0,00 0,40+0,01 0,48+0,01 0,69+0,16 123,92+0.60
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

Tableau 31. Pourcentage d’inhibition et I’Ags pour le test nanoparticule d’argent

1.5625ug 3.125ug  6.25 g 12.5 g 25 ug 50ug 100 pg Aos pg/mL
EDCM 0,12+0,00 = 0,13+0,01 0,21+0,06 0,24+0,04 0,42+0,06 0,52+0,01 0,89+0,06 173,69+2,92
EMeOH 0,11+0,00  0,13+0,01 0,14+0,01 0,15+0,01 0,21+0,02 0,19+0,01 0,34+0,02 >200

P’acide ascorbique = 0.24+0.00 = 0.32+0.01 0.45+0.01  0.75+0.01 1.22+0.02 1.90+0.03 2.35+0.01  7.14%0.05

trolox 0.17+0.00 0.20+0.01 0.23+0.00 0.30+0.01 0.43+0.01 0.64+0.03 1.04+0.01 34.17+1.23

Tableau 32 : Pourcentage d’inhibition et la Clso pour le test de butyrylcholinestérase (BChE).

3.125 pg 6.25 g 12.5 pg 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg I1Cs0 pg/mL

EDCM 28,53+2,43 | 44,26+1,48 57,18+3,40 68,78+1,75 77,03+t2,94 85,36+3,27 89,96+3,67 9,14+1,74

EMeOH NA NA NA NA 13,74+0,67 28,61+1,48 59,91+135 169,76+14,65

Galantamine | 3,26+0,62 = 6,93+0,62 24,03+2,94 45,13+2,60 63,87+2,85 73,57+0,77 78,95+0,58 34.75+1.99



Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique et I’évaluation de quelques activités biologiques
(activités anti- oxydantes, anti- cholinestérase) des extraits d’une plante algérienne du genre Seseli

qui appartient a la famille des Apiacées.

Les extraits bruts ont été obtenus par macération sur la partie aérienne de la plante en utilisant trois

solvants : hexane, dichlorométhane et méthanol.

Les résultats d’analyse phytochimique qualitative ont permis de mettre en évidence larichesse des
extraits de cette plante en métabolites secondaires notamment : les coumarines et les terpenoides.
Aussi bien, nous avons révélé une faible teneur par rapport aux tanins , polyphénols et flavonoides.
Le criblage chimique par HPLC-UV , nous a permis de confirmer la richesse de I'extrait méthanolique

en polyphénols.

L’analyse quantitative de polyphénols et flavonoides totaux a montré que les extraits
dichlorométhane et méthanolique sont les plus riches avec des teneurs de 35,909 mg EAG/g et

5,058 mg EQ/g respectivement.

L’évaluation du potentiel antioxydant est réalisée en utilisant une variété des tests in vitro ; piégeage
du radical libre (DPPH) , piégeage du radical libre (ABTS) , Phénantroline, pouvoir réducteur

(FRAP), et le SNP. Les extraits de cette plante ont montré un pouvoir antioxydant faible.

L’évaluation de I’activité anti-butyrylcholinestérase nous a permis de dévoilé une capacité
inhibitrice trés significative pour 1’extrait dichlorométhanique par rapport aux standard galantamine
(Clso = 9,14+1,74pg/mL et 34.75+1.99 pg/mL, respectivement).

Les reésultats de I'étude, in silico, qui consiste a I’inhibition de I’enzyme butyrylcholinestérase avec
des molécules appartiennent de cette plante, montrent que le composé pyranocoumarine
«Tortuosinol » possede le meilleur résultat de I'affinité d'interaction avec le site actif (2.83 M), il
se présente comme l'inhibiteur le plus puissant de la butyrylcholinestérase (BChE).

D’aprés les résultats de cette €tude, nous pouvons constater que la plante du genre Seseli est une
plante riche des coumarines et des terpenoides, ceci confére des propriétés biologiques prometteuses
pour cette plante. De plus, au vu des résultats de 1’activité anti-butyrylcholinestérase , nous pouvons
suggérer que cette plante pourrait étre utilisée comme une source de molécules bioactives qui

peuvent lutter contre la maladie d’Alzheimer.

Mots clés : genre Seseli , anti-butyrylcholinestérase , activité antioxydante , HPLC , in silico.
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Abstract

This work is devoted to the phytochemical study and evaluation of some biological activities (anti-
oxidant , anti-cholinesterase) from extracts of an Algerian plant of the genus Seseli which belongs to

the apiaceae family.

The crude extracts were obtained by maceration on the aerial part of the plant using three solvents:

hexane, dichloromethane and methanol.

The results of qualitative phytochemical analysis have made it possible to highlight the richness of
the extracts of this plant in secondary metabolites including: coumarins and terpenoids. As well, we
revealed the low content compared to tannins, polyphenols and flavonoids. Chemical screening by
HPLC-UV, allowed us to confirm the richness of the methanolic extract in polyphenols.

Quantitative analysis of total polyphenols and flavonoids showed that dichloromethane and
methanolic extracts are the richest with contents of 35.909 mg EAG/g and 5.058 mg EQ/g

respectively.

The assessment of antioxidant potential is carried out using a variety of in vitro tests; free radical
trapping (DPPH), free radical trapping (ABTS), phenantroline, reducing power (FRAP), and SNP.
Extracts of this plant have shown low antioxidant power.

The evaluation of the anti-butyrylcholinesterase activity allowed us to reveal a very significant
inhibitory capacity for the dichloromethanic extract compared to galantamine standards (Clsp =
9.14£1.74pg/mL and 34.75+1.99 ug/mL, respectively).

The results of the study, in silico, which consists in the inhibition of the enzyme butyrylcholinesterase
with molecules belonging to this plant, show that the pyranocoumarin compound "Tortuosinol”
has the best result of the affinity of interaction with the active site (2.83 M ), it presents itself as the

most powerful inhibitor of butyrylcholinesterase (BChE).

From the results of this study, we can see that the plant of the genus Seseli is a plant rich in coumarins
and terpenoids, this gives promising biological properties to this plant. In addition, given the results
of the anti-butyrylcholinesterase activity , we can suggest that this plant could be used as a source of

bioactive molecules that can fight Alzheimer's disease.

Keywords : genus Seseli , anti-butyrylcholinesterase, antioxidant activity, HPLC , in silico.
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Résumé

Ce travail est consacré a I’étude phytochimique et 1’évaluation de quelques activités biologiques (activités anti-
oxydantes, anti-cholinestérase) des extraits d’une plante algérienne du genre Seseli qui appartient a la famille
des Apiacées.

Les extraits bruts ont été obtenus par macération sur la partie aérienne de la plante en utilisant trois solvants :
hexane, dichlorométhane et méthanol.

Les résultats d’analyse phytochimique qualitative ont permis de mettre en évidence la richesse des extraits de
cette plante en métabolites secondaires notamment : les coumarines et les terpenoides. Aussi bien, nous avons
révélé une faible teneur par rapport aux tanins , polyphénols et flavonoides. le criblage chimique par HPLC-UV,
nous a permis de confirmer la richesse de I'extrait méthanolique en polyphénols.

L’analyse quantitative de polyphénols et flavonoides totaux a montré que les extraits dichlorométhane et
méthanolique sont les plus riches avec des teneurs de 35,909 mg EAG/g et 5,058 mg EQ/g respectivement.

L’¢évaluation du potentiel antioxydant est réalisée en utilisant une variété des tests in vitro ; piégeage du radical
libre (DPPH) , piégeage du radical libre (ABTS) , phénantroline, pouvoir réducteur (FRAP), et le SNP. Les
extraits de cette plante ont montré un pouvoir antioxydant faible.

L’évaluation de D’activité anti-butyrylcholinestérase nous a permis de dévoilé une capacité inhibitrice trés
significative pour I’extrait dichlorométhanique par rapport aux standard galantamine (Clso = 9,14+1,74pug/mL et
34.75+1.99 pg/mL, respectivement).

Les résultats de I'étude, in silico, qui consiste a I’inhibition de 1’enzyme butyrylcholinestérase avec des
molécules appartiennent de cette plante, montrent que le composé pyranocoumarine «Tortuosinol » possede
le meilleur résultat de l'affinité d'interaction avec le site actif (2.83 M™?), il se présente comme l'inhibiteur le
plus puissant de la butyrylcholinestérase (BChE).

D’apres les résultats de cette étude, nous pouvons constater que la plante du genre Seseli est une plante riche des
coumarines et des terpénoides, ceci conféere des propriétés biologiques prometteuses pour cette plante. De plus,
au vu des résultats de I’activité anti-butyrylcholinestérase , nous pouvons suggérer que cette plante pourrait étre
utilisée comme une source de molécules bioactives qui peuvent lutter contre la maladie d’alzheimer.

Mots-clefs : genre Seseli, anti-butyrylcholinestérase , activité antioxydante , HPLC , in silico.
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