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Introduction générale

En thérapeutique, les plantes médicinales sont largement utilisées dans le monde entier, et
ce malgré les avancées de la médecine moderne. Cette pratique ancienne suscite aujourd’hui un
intérét croissant auprés des populations. Les plantes constituent une source importante de
molécules bioactives, appartenant généralement a la classe des métabolites secondaires. Dans
ce contexte, 1’Organisation Mondiale de la Santé encourage la recherche et I'utilisation des
plantes médicinales, notamment dans les régions ou 1’acces aux soins médicaux modernes est

difficile ( Niang et al., 2021).

Les plantes produisent une grande diversité de composés organiques, généralement répartis
en deux catégories: les métabolites primaires et les métabolites secondaires ;
les métabolites primaires, essentiels a leur fonctionnement (la photosynthése, la respiration,
croissance) ( Crozier et al., 2006), tandis que les métabolites secondaires sont des molécules
organiques qui ne jouent pas un role direct dans la croissance et ni dans le développement, mais
ont des applications essentielles dans la recherche en nutrition humaine. Ces derniers se divisent
en trois groupes principaux : les terpénes, les composés azotés et les composés phénoliques (
Agostini-Costa et al., 2012) et présentent diverses propriétés biologiques chez 1’étre humain
tels que: activités antidiabétiques, anticancéreuses, antibiotiques, antivirales, anti-
inflammatoire, inhibitrices d’enzymes, protectrices du systétme cardiovasculaire et

neuroprotectrices (Pinar et Rodriguez-Couto, 2024).

L'arbre Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), qui a longtemps poussé en Chine, n'a vu sa
véritable valeur reconnue qu'au cours des vingt dernieres années. Considéré comme sacré pour
ses vertus bénéfiques pour la santé, il est un arbre ancien de grande importance (Smith ez al.,

1995).

Les parties médicinales du Ginkgo utilisées en phytothérapie sont principalement les feuilles
et les graines, fraiches ou séchées, apres €¢limination de leur enveloppe charnue. Cette plante
renferme de nombreux composés actifs, parmi lesquels les flavanols, les glycosides et les
trilactones terpéniques, qui jouent un role essentiel dans ses propriétés thérapeutiques. Grace a
ses principes actifs, son extrait améliore la circulation sanguine, réduit le risque de formation
de caillots et renforce les parois capillaires. Il protege également les cellules nerveuses contre

les dommages causés par un manque d’oxygene, ce qui en fait un allié dans le traitement des



Troubles cognitifs, tels que la démence, les difficultés de concentration et les troubles de la

mémoire, notamment chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Singh et al., 2008).

Le concept de stress oxydatif a été introduit en 1985, marquant un tournant important dans
la recherche en biologie redox et en médecine. Les travaux scientifiques menés a cette €poque
se sont focalisés sur I’identification des sources des agents oxydants et antioxydants, ainsi que

sur I’analyse de leurs mécanismes d’action (Sies, 2015).

I1 désigne un déséquilibre entre la génération d’especes réactives de I’oxygene (ROS) et les
mécanismes antioxydants de 1’organisme. Lorsque la production de ces espéces réactives
dépasse la capacité de défense de 1’organisme, il provoque des altérations structurales et
fonctionnelles des cellules et de leurs constituants. Ce phénomeéne est impliqué dans de
nombreuses maladies, telles que le syndrome métabolique, les maladies cardiovasculaires, le
cancer, le diabete, les troubles neurodégénératifs, etc. Ce stress peut provenir de sources

internes ou externes (Vona et al., 2021).

L’objectif de notre étude est de réaliser une analyse phytochimique approfondie de la
plante Ginkgo biloba L. et d’évaluer ses principales activités biologiques, en particulier ses
propriétés antioxydantes, enzymatiques, antibactériennes et antifongiques. Elle est structurée

de maniere méthodique et se compose des parties suivantes :

» La premiére partie de ce mémoire est consacrée a une revue bibliographique
approfondie. Elle comprend un premier chapitre portant sur 1’étude botanique de la
plante étudié€e, suivi d’une présentation des activités biologiques, notamment ses
propriétés antioxydantes, antidiabétiques, antibactériennes et antifongiques.

» La seconde partie de ce manuscrit est dédiée a I’investigation expérimentale,
structurée en deux chapitres distincts. Le premier chapitre décrit en détail les
matériaux utilisés ainsi que les protocoles méthodologiques appliqués pour 1’étude
qualitative et quantitative du plante et I’évaluation des diverses activités biologique
(antioxydante, antidiabétique, antibactérienne et antifongique). Le second chapitre
est consacré a la présentation des résultats obtenus, suivie de leur discussion
scientifique.

» Enfin, une conclusion présentera les principaux résultats obtenus ainsi que les

perspectives.
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I. Etude botanique sur la plante

1.Définition

Le Ginkgo biloba L., plus couramment appelée ginkgo, est I'un des arbres les plus anciennes
de planéte. Souvent désigné comme un "fossile vivant", il est la seule espéce survivante de la
famille des Ginkgoaceae. Originaire de Chine, cette plante a été cultivée en Asie. (Sena et
Aynur , 2022). Pendant des siecles, le ginkgo a captivé I'humanité grace a son réle crucial en
biologie et en médecine, tout comme pour son influence en tant qu'élément inspirant
artistiquement et spirituellement (Zhao et al., 2019) ; cet arbre possede des feuilles charnues et
en forme d'éventail, des graines de couleur jaune malodorantes qui cachent un noyau argenté et

comestible a l'intérieur ( Stremgaard et Nakanishi, 2004).

Figure 1 : ’arbre de Ginkgo biloba (site web)

2. Distribution de Ginkgo biloba

Les arbres de ginkgo se trouvent dans le monde entier, sauf en Antarctique, et possedent une
longue histoire dans la région Chine-Japon-Corée (CJK), poussant souvent a proximité de
temples et de villages. Introduit initialement en Europe depuis le Japon en 1730, mais des
recherches récentes suggerent que les plus anciens arbres européens proviennent directement

de Chine. Par la suite, le ginkgo fut introduit depuis I'Europe en Amérique du Nord.

Aujourd'hui, le ginkgo pousse dans tous les pays européens a climat tempéré, avec une
présence avérée dans 18 nations. Il fut planté pour la premiére fois aux Etats-Unis en 1784 et

se répand désormais dans plus de 30 Etats, en particulier le long des cotes Est et Ouest. En
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outre, les arbres de ginkgo ont été plantés de maniere sporadique au Canada, au Mexique, en
Amérique du Sud, en Afrique du Sud, en Russie, en Iran, au Kazakhstan, en Inde, en Australie

et en Nouvelle-Z¢élande (Lin et al., 2021).

Il a été trouvé aussi dans la grand jardin HAMMA d’Alger, en tant que I'une des especes

végétales remarquables de ce jardin pour sa riche biodiversité (Hafidi et Tébaibia , 2024).
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Figure 2 : Distribution géographique de Ginkgo biloba (site web)
3. Description botanique

Le Ginkgo biloba appartient a la famille des Ginkgoaceae et est également connu sous les
noms Salisburiaadiantifolia, Salisburiamacrophylla et Pterophyllasalisburia. Cet arbre dioique
présente une séparation des sexes, avec des individus portant soit des organes reproducteurs
males, soit des organes femelles. Il peut atteindre environ 30 metres de hauteur et posséder un
tronc d’un diameétre pouvant aller jusqu’a 7 metres. Les jeunes plants rappellent les coniféres et
se distinguent par leurs feuilles en éventail a deux lobes. Le Ginkgo se distingue par sa

résistance a la pollution et aux ravageurs ( McKenna et al., 2001).

3.1. Classification systématique
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Tableau 1 : Classification de I’espéce Ginkgo biloba L. (Ghedira et al., 2012).

Régne Plantae (végétal)

Division Tracheophyta (plante vasculaire)
Subdivision Spermatophytina (phanérogames)
Infra division Gymnospermae
Classe Ginkgoopsida
Ordre Ginkgoales
Famille Ginkgoaceae
Genre Ginkgo L.

Espece Ginkgo biloba L.

3.2. Les souches males et femelles

Le Ginkgo est une espéce dioique, avec des individus males et femelles distincts. Il atteint
sa maturité sexuelle aprés 20 a 30 ans. Les organes sexuels se développent sur des pousses
courtes. Les chatons males apparaissent avant les feuilles et libérent leur pollen avant de tomber.
La pollinisation se fait par I'air, Les ovules, mesurant 2 a 3 mm, se forment en paires et sécrétent
une gouttelette mucilagineuse pour capturer le pollen. Celui-ci est ensuite transporté dans la
chambre pollinique, ou le gamétophyte male se développe sur une période de quatre mois. Le
développement du Ginkgo culmine avec la production de spermatozoides multi flagellés, dont
I’un féconde un ovule encore attaché a I’arbre. L’embryon est entouré du tissu du gamétophyte
femelle et d’un tégument €pais composé de trois couches : une externe charnue (sarcotesta),
une intermédiaire dure et une interne membraneuse. Les ovules, verts au départ, jaunissent en
automne sous ’effet du froid et tombent environ un mois aprés la fécondation. L’odeur

nauséabonde des graines apparait & maturité (Singh et al, 2008).
3.3. L’écorce

Elle change au fil du temps, passant du brun au gris, délisse a craqueler puis onduler. (Cadet,

2017).

3.4. Les feuilles

Ginkgo biloba se distingue par des feuilles de couleur variable (du jaune pale au vert foncé)
et une morphologie foliaire particuliére. Les feuilles sont hypostomatiques, c’est-a-dire que les
stomates présents uniquement sur leur face inférieure. L’arbre développe des rameaux longs et
courts a angles droits. Au printemps, les feuilles alternes se déploient sur les rameaux longs. De
forme en éventail, elles sont coriaces, lisses, et souvent bilobées, caractéristique a 1’origine du

nom spécifique biloba ( More et al., 2021).
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Figure 3 : feuille de Ginkgo biloba (Brachet, 2023).
3.5. Les fruits

Le fruit est une « drupe » a aspect de prune jaune dont les téguments, en se décomposant,

dégagent une odeur désagréable d’acides propionique et butyrique (Ghedira et al., 2012)

Figure 4 : fruits de Ginkgo biloba (site web).
3.6. Les fleures

Les fleurs sont petites et jaunes. Elles possédent quatre pétales en forme d’étroites lanicres.
Les inflorescences apparaissent tardivement et ne s’épanouissent qu’a I’automne, apres la chute

des feuilles. (Claudie, 2014).

Figure 5 : les fleurs du Ginkgo biloba (site web).
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4. Les composés chimiques

Cette plante contient des composés chimiques prometteurs tels que les flavonoides, les
terpénoides et les acides organiques, qui ont le potentiel d'influencer sur divers processus

biologiques (Tabassum et al., 2022).
4.1. Les flavonoides

4.1.1. Définition

Les feuilles de Ginkgo contiennent une large gamme de glycosides de flavonol,
principalement a base de kaempférol et quercétine, présents sous forme de mono-, di- et
triglycosides. Des flavonoides mineurs dérivent de 1’isorhamnétine, la myricétine, 1’apigénine
et la lutéoline. Certains glycosides de flavonol sont estérifiés avec 1’acide p-coumarique,
servant de marqueurs clés pour le controle de qualité des extraits de Ginkgo. De plus, des

biflavonoides non glycosidiques et des proanthocyanidines ont été¢ identifiés ( Sticher ez al.,

2000).

Des traitements a base de plantes contenant ces composés ont été employés dans la médecine

traditionnelle partout dans le monde (Ghedira, 2005).
4.1.2. Les structures chimiques

Tous les flavonoides proviennent de la séquence benzo-y-pyrone et peuvent étre catégorisés
en fonction des divers substituants présents sur les cycles de la molécule ainsi que du niveau de

saturation du squelette benzo-y-pyrone (Di Carlo et al., 1999).

kaempferol Ry=H,R;=H

quercetin Ry =H,R,=0H

isorhamnetin R} =H, R =0Me
3-0-(6™O-(at-L-rhamnosyl)-B-D-glucosyl)kaempferol R; = glc-rha, R, =H
3-0-(6"0O-(c-L-rhamnosyl)-B-D-glucosyl)quercetin R| = gle-rha, R, = OH
3-0-(2"-0,6™0-bis(c-L-rhamnosyl)-p-D-glucosyl)kaecmpferol Ry=glc-(rha),, Ry =H
3-0-(2"0.6"™0-bis(a-L-rhamnosyl)-B-D-glucosyl)quercetin R = gle-(rha) 5, R, = OH
3-0-(2"-0+(6"-O-(p-coumaroyl)-B-D-glucosyl)-a-L-rhamnosyl)kaempferol R, = glc-rha-coumaroyl, R = H
3-0-(2"-0-(6"-O-(p-coumaroyl)-B-D-glucosyl)-a-L-rhamnosyl)quercetin R = gle-rha-coumaroyl. R, = OH

Figure 6 : Formules développées des principaux glycosides flavonol présents dans G. biloba (

van Beek, Montoro, 2009).
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4.2. Les Terpénoides

Le Ginkgo contient divers types de terpenes, y compris les ginkgolides et le bilobalide
(terpénes trilactones), les triterpénes comme les stéroides et les phytostérols, ainsi que les
caroténoides, polyprénols et terpénes volatils (mono- et sesquiterpeénes). Particuliérement, on

n'a identifié¢ les terpénes trilactones que dans le Ginkgo biloba (hasler, 2000).
4.2.1. Les Ginkgolides

Parmi toutes les classes de composés présentes dans Ginkgo biloba, les trilactones
terpeniques (TTLs) ont suscité le plus d’attention. Les trois principaux TTLs, appelés
ginkgolides A, B et C (abrégés en G-A, G-B et G-C), ont été isolés pour la premicre fois en
1932 ( van Beek et Montoro, 2009), Ces composés appartiennent a la famille des diterpeénes
et se caractérisent par une structure rigide en forme de cage, composée de six cycles a cinq

chainons, ainsi que par des groupes t-Bu distinctifs ( Tanaka et al., 2005).
e Le Ginkgolide A

Le ginkgolide A (GA) est un diterpeéne doté de deux groupes hydroxyles secondaires en C1
et C10. Toutefois, a la différence des autres ginkgolides, il ne possede pas de substitution
hydroxyle en position 2. Sa formule moléculaire est C20H240v, et son poids moléculaire est de

408,399 Da ( Sarkar et al., 2020).

Dans un contexte inflammatoire, la production de PAF active ses récepteurs (PAFR) et
induit la synthése de protéines pro-inflammatoires. Le ginkgolide A (GA), en tant
qu’antagoniste de ces récepteurs, inhibe cette voie de signalisation. Il en résulte une modulation
de la réponse immunitaire et une neuroprotection contre les 1ésions provoquées par 1’ischémie

et I’excitotoxicité ( Nash et Shah, 2015).
¢ Le Ginkgolide B

Ginkgolide B est le plus puissant antagoniste du facteur d’activation des plaquettes (PAF). Il
posseéde de nombreuses propriétés bénéfiques, notamment des effets anti-inflammatoires,
antiallergiques, antioxydants et neuroprotecteurs, ce qui lui confére une action thérapeutique
significative contre diverses maladies. Sa structure chimique se distingue par la présence de
deux groupes hydroxyles en C1 et C3 du squelette spironane. Sur le plan physico-chimique, il

présente une grande similarité avec le sesquiterpene bilobalide (Shi-hai et Dian-chun, 2007).

e Le Ginkgolide C



Chapitre 01 : Etude bibliographique

Le Ginkgolide C (GC), extrait de Ginkgo biloba L., est un flavonoide aux multiples fonctions
biologiques et effets pharmacologiques variés ( MA et al., 2022).

Sa structure se distingue par la présence de groupements OH sur toutes les positions R, ce
qui influence son affinité et sa stabilité. Comparé au GB, il s’est révélé moins puissant en tant
qu’antagoniste du PAF. Cette faible activité est attribuée a la présence d’un groupement 73-OH,

absent dans les autres ginkgolides ( Nash et Shah, 2015).

A)
Ginkgolide | R1 R2 R3
A OH H H
B OH OH H
C OH OH OH
(B)

Figure 7 : Classification des ginkgolides ; (A) Structure chimique générale des ginkgolides ;
(B) Classification des ginkgolides en fonction du substituant de la structure centrale

(Gachowska et al., 2021).
4.2.1. Le Bilobalide

Le bilobalide est un sesquiterpene trilactone extrait des feuilles de Ginkgo biloba ( Huang
et al., 2003) ; Contrairement aux ginkgolides, il n'affecte pas le facteur d'activation des
plaquettes (PAF) et présente une toxicité réduite; Son activité insecticide résulte de la
stimulation des récepteurs résistant a la dieldrine (RDL) et des canaux ioniques activés par
I’acide gamma-aminobutyrique (GABA) ( Baker et al., 2019) ; Sa structure unique se compose
de quatre cycles a cinq chaines, incluant trois lactones et un cycle carboxylique, ainsi qu'un
groupe tert-butyle. Il possede diverses propriétés bénéfiques, notamment anti-inflammatoires,
protectrices de I'endothélium, cardiaques, antiplaquettaires et antioxydantes, comme le
démontrent les études cellulaires et animales ( Liu et al., 2018). Sur le plan thérapeutique, le

bilobalide est utilisé pour soulager les symptomes de la démence 1égére a modérée, le déclin

9
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cognitif 1i¢ a 1'age et certains troubles neurologiques sensoriels associés au vieillissement (

Huang et al., 2003).

O
HO,
@) O
X H
@) tBu
O OH
U "

Figure 8 : Formules structurales du bilobalide ( Sticher, 1993).
4.3. Autres composants

Les feuilles de Ginkgo biloba renferment une diversité d’acides organiques classés en deux
groupes : les acides non phénoliques (notamment I'acide ascorbique, 'acide D-glucarique,
l'acide quinique et I'acide shikimique) et les acides phénoliques (tels que I'acide
protocatéchuique, p-hydroxybenzoique, vanillique, caféique, p-coumarique, férulique et
chlorogénique). Un acide phénolique rare contenant de l'azote, appelé¢ acide 6-
hydroxykynurénique, y a aussi été identifié. D'autre part, trois classes de composés dérivés

du polyacétate ont également été trouvées en petites quantités dans les feuilles de G. biloba :

e Acides phénoliques alkyliques, comme 1'acide ginkgolique,
e Phénols alkyliques, tels que les cardanols et le cardol,

e Lipides catécholiques, comme les urushiols,

De plus, les feuilles de Ginkgo biloba contiennent en petites quantités des glucides, ainsi que

divers composés organiques et inorganiques (Jara et al., 2013).
5. Propriétés pharmacologique

Le Ginkgo biloba est une plante médicinale aux multiples effets pharmacologique. Il agit
comme antioxydant en neutralisant les radicaux libres contribuant ainsi a la protection contre
le stress oxydatif ( Mahadevan et Park, 2008). Exerce des effets anxiolytiques notables en
modulant  I’axe  hypothalamo-hypophyso-surrénalien et les concentrations de

neurotransmetteurs centraux, tels que la sérotonine et la noradrénaline ( Chan et al., 2007)

10
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(White et al., 1996). Sur le plan métabolique, il améliore la sensibilité a 1’insuline et réduit

I’inflammation, ce qui lui confére un effet antidiabétique (Priyanka et al., 2017).

En outre, ses composés flavonoidiques sont associés a des effets anti-inflammatoires ( Malek ,
2019)) utilisés historiquement dans le traitement des affections respiratoires (Zhu Tao ef al,
2019). 11 protége aussi le systéme nerveux, améliorant la circulation cérébrale et prévenant les
maladies comme Alzheimer ( Zuo et al., 2017). Enfin, Ginkgo biloba se distingue par ses effets
cardioprotecteurs, limitant les 1€sions ischémiques, réduisant le stress oxydatif myocardique et

améliorant la fonction cardiaque post-reperfusion ( Mahadevan et Park, 2008).
6. Effets indésirables

Des ¢tudes ont montré des effets secondaires lors de la consommation excessive d'extrait de
feuilles de Ginkgo, notamment : douleurs dorsales, nausées, somnolence, maux de téte, troubles
gastro-intestinaux, réactions allergiques cutanées et hémianopsie gauche. (Kleijnen et

Knipschild, 1992) (Vale, 1998) ( Benjamin et al., 2001)

Par ailleurs, la présence de ginkgotoxine (4-O-méthylpyridoxine), principalement dans les
graines de ginkgo et aussi dans les feuilles, constitue une antivitamine B6 a effet neurotoxique
en raison de son inhibition de la synthése du I’acide gamma-aminobutyrique dans le cerveau,

ce qui peut provoquer des crises (Arenz, 1996).

L’extrait de feuille de Ginkgo peut entrainer des saignements excessifs, en particulier a fortes
doses, en raison de son effet inhibiteur sur le facteur d’activation plaquettaire (PAF). Il est
¢galement susceptible d’interagir avec plusieurs classes de médicaments, notamment les
anticoagulants, les antidépresseurs, les antiépileptiques, les antidiabétiques, les diurétiques, les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), ainsi qu’avec certains traitements a base de plantes

( Mahadevan et Park, 2008).

Les doses thérapeutiques recommandées de I’extrait standardisé (contenant 24 % de
flavonoides et 6 % de lactones terpéniques) se situent généralement entre 120 et 240 mg par
jour. Toutefois, des effets indésirables graves, tels que des hémorragies intracraniennes ou
oculaires, ont été rapportés dans les cas suivants :

e Administration de doses supérieures a 240 mg/jour,

» Utilisation prolongée,

11
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e Ou association avec des médicaments anticoagulants ou antiplaquettaires (comme

’aspirine, la warfarine ou le clopidogrel).

7. Les travaux antérieurs sur ’espece G.biloba L.

Les études réalisées jusqu’a ce jour sur Ginkgo biloba L. portent essentiellement sur

I’évaluation de ses activités biologiques et la composition chimique des extraits issus de la

poudre de feuilles de cette plante. Parmi ces travaux sont cités dans le tableau suivant :

Tableau 2 : les travaux scientifiques sur le Ginkgo Biloba.

Chercheurs

Les recherches scientifiques

Anita
Pandey (2013)

Cette ¢tude explore I’influence des facteurs environnementaux
(localisation géographique, variation saisonniére) et des systémes
d’extraction (différents solvants) sur la composition phytochimique
et I’activité antioxydante des feuilles de Ginkgo biloba. Les résultats
révelent une accumulation maximale de composés phénoliques et
flavonoidiques durant la saison automnale. Parmi les solvants testés,
le mélange acétone/eau s’est avéré le plus performant pour
I’extraction des polyphénols, tandis que le méthanol a montré une
efficacit¢ supérieure pour [Dactivité antioxydante. L’analyse
factorielle a mis en évidence une corrélation statistiquement
significative entre la teneur en phénols et la capacité antioxydante.

Ces résultats confirment le potentiel thérapeutique de Ginkgo biloba
et soulignent l’intérét de son exploitation dans le domaine
pharmaceutique.

Barbalho et al.,
(2020)

Ont étudié les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires de
Ginkgo biloba. Grace a ses composés bioactifs (les flavonoides et
ginkgolides), cette plante contribue a la réduction des especes
réactives de 1’oxygene et de 1’azote, module positivement les
enzymes antioxydantes et a I’inhibition des médiateurs
inflammatoires. Ces résultats suggerent que le Ginkgo biloba
constitue une option naturelle, efficace pour la prévention et le
traitement de ces affections.

12
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Priyanka sati et

al., (2017)

Cette étude explore I'influence de quatre techniques d’extraction
(macération, reflux, agitation orbitale et Soxhlet) sur la teneur en
glycosides flavonoidiques des feuilles de Ginkgo biloba collectées
sur six sites himalayens, en établissant un lien entre ces variations
et leurs activités antimicrobiennes et antioxydantes. L.’extraction par
reflux a DI’éthanol s’est avérée la plus performante, offrant les
concentrations les plus élevées en flavonoides (quercétine,
kaempférol, isorhamnétine) et les meilleurs effets biologiques.
L’association de ces trois flavonoides a permis d’obtenir une activité
antibactérienne supérieure, suggérant un effet synergique. Le site de
récolte et I’altitude influencent également la composition. Ainsi, le
reflux est recommandé comme méthode optimale pour produire des
extraits de Ginkgo a haute activité bioactive.

H. Aqababa et
al., (2013)

Cette étude examine 1’effet de 1’extrait de Ginkgo biloba sur la
mémoire chez des rats Wistar. Les animaux ont recu différentes
doses de I’extrait, et les résultats montrent que la dose de 65 mg/kg
améliore significativement 1’apprentissage par évitement. Cette
amélioration cognitive est corrélée a une ¢€lévation du taux de
cortisol plasmatique, ainsi qu’aux effets vasodilatateurs et
modulateurs du Ginkgo biloba sur les récepteurs GABA. Ces
données suggerent un potentiel thérapeutique de cet extrait dans le

traitement des troubles mnésiques.

Hafid Marwa
Nor El-Houda et
Tébaibia
Bouchra (2024)

Ce mémoire porte sur 1’étude de I’effet de I’extrait méthanolique de
la partie aérienne de Ginkgo biloba (EMGB) sur I’inflammation
colorectale induite par 1’acide acétique chez la souris, ainsi que sur
I’évaluation de ses propriétés toxiques et analgésiques. Apres une
analyse phytochimique confirmant la présence de composés
bioactifs, les auteurs ont réalis¢ des tests pharmacologiques
montrant que I’EMGB possede une activité analgésique
significative et un effet anti-inflammatoire marqué sur la colite
expérimentale, avec une réduction notable des 1ésions
macroscopiques et histopathologiques du cdlon. Par ailleurs, I’étude
de toxicité a indiqué que I’extrait est bien toléré sans effets déléteres
majeurs. Ces résultats suggerent que I’extrait méthanolique de
Ginkgo biloba pourrait constituer une alternative naturelle
prometteuse pour le traitement des maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin, en particulier la colite, tout en présentant

un profil de sécurité favorable.

13
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II. Les activités biologiques
1. Activité antioxydante

1.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a l'incapacité de 1'organisme a résister aux attaques des especes
oxygénées réactives (EOR), suite a un déséquilibre entre la génération de ces éléments et la
facult¢ de défense des antioxydants (Denys Durand et al, 2013). Il induit des dommages

oxydatifs majeurs au sein de cellules ( O. Sergent et al., 2001).

Le stress oxydant découle d'un déséquilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants. Les
antioxydants jouent un role protecteur en empéchant l'oxydation des substrats. A l'inverse, les
pro-oxydants favorisent 1'oxydation en générant des radicaux libres ou en altérant les

mécanismes de défense antioxydants (Pierre Leroy , 2016).

ique
Déséqu'\\'\bre pa\ho\og\q

Enzymes antioxydantes
x conci Cofacteurs : Zn, Se
Espéces réactives de 'O, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie
Metaux lourds : Fe, Cu

5 Antioxydant
Facteurs environnementaux

Oxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 9 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants (site web).
1.2. Les radicaux libres
1.2.1. Définition

Un radical libre est une espéce chimique qu’il s’agisse d’une molécule, d’un fragment
moléculaire ou d’un atome, caractérisée par la présence d’un ou plusieurs électrons non
appariés, lui conférant une grande réactivité, ce qui se traduit par une durée de vie tres courte
(Goudable et Favier, 1997). Il peut soit arracher un €lectron ; se comportent comme oxydant,

soit en céder un en se comportant comme réducteur (Garait, 2006).
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Electrons appariés Electron célibataire
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Figure 10 : La formation d’un radical libre (Layoufi et Manseur, 2021).
1.2.2. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre produits naturellement dans 1'organisme lors de processus

métaboliques. Toutefois diverses sources externes peuvent également favoriser leur formation.
Tableau 3 : les sources et I’origine des radicaux libres

Source Origine Source

-Les radiations ionisantes les (Sharifi-Rad et al., 2020)
rayons UV

-Métaux lourds

-Exposition a I’ozone
-Cellules phagocytaires
-Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate
(NADPH)

-Chaine respiratoire
mitochondriale

Exogene

Endogéne ( Favier, 2003)

1.2.3. Types des radicaux libres

Les radicaux libres les plus importants en biologie sont les radicaux centrés sur 1’oxygene,
appelés especes réactives de ’oxygene (ROS), et les molécules centrées sur I’azote, appelées

especes réactives de 1’azote (RNS) (Tvrda et Benko, 2020).
A. Espeéce réactive de 1'oxygene

L’oxygene, bien que vital pour la survie, peut avoir des effets néfastes sur 1’organisme en
favorisant la formation de radicaux libres et d’especes réactives de I’oxygeéne ( Haleng et al.,

2007). Ces ERO représentent la principale classe de radicaux libres dans les systémes
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biologiques, en raison du rdle essentiel du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007). Elles se

divisent en deux catégories :

eLes ERO primaires : issues directement de la réduction du dioxygene (O-), elles sont plus
réactives tel I’anion superoxyde O>°*" et le radical hydroxyle OH" ou de I'azote tel le monoxyde

d'azote NOe.

e Les ERO secondaires : résultent des réactions entre les ERO primaires et divers composés
biochimiques présents dans la cellule tel -Peroxyde d’hydrogéne H20,, -Oxygéne singulet 'O

( Pourrut , 2008).
B. Especes réactives de I’azote (ERN)

Dans les systémes biologiques, la principale source de toutes les espéces réactives de 1’azote
(RNS) est le monoxyde d’azote (NO) (Patel ez al., 1999), ce dernier (NO¢) se produit dans
toutes les cellules du corps grace a une enzyme appelée NOS, lorsqu’il est généré en exces de
manicre non régulée, il devient délétére, favorisant le stress oxydatif et nitrosant via la
formation d’espéces réactives telles qu'ion peroxynitrite (ONOQO") et trioxyde de diazote (N203)

(Massion et al., 2002).

Les (ROS) et les (RNS) peuvent étre regroupées en deux grandes catégories de composés :

les formes radicalaires et les formes non radicalaire (tableau 4).
Tableau 4 : les especes réactives radicalaires et non radicalaire

(Tvrda et Benko, 2020) ( Pourrut , 2008)

Types des ERO Réaction
Anion Superoxyde 02* | O2 +e- — 02*
Hydroxyle HO® Fe**+ H,0; —Fe*" + OH" +HO*®
Radicalaires |Peroxyle ROO* ROOH + Fe**— ROO® + Fe** + H'
Alkoxyle RO® ROOH + Fe?" +RO® + Fe*" + H,0O
Hydroperoxyle HO,* H'+ 0,*—HO*
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L-Arginine + O+ NADPH— L-Citrulline + NO
Oxyde nitrique NADP+

Dioxyde nitric ONOOH—"*NO: + *OH

Peroxyde d’hydrogene

20, +2H"—H +
H,0, ) —H>0,+0>

Non
radicalaires | Oxygéne singulet 10, HOCI+ H20,—10; +H20 + Cl

Proxynitrite ONNO" NO* + 02* -ONOO-

1.3. Défense Antioxydant

Le terme « antioxydants » désigne un groupe de substances ou de composés de natures
diverses dont la caractéristique commune est leur capacité a inhiber ou a réguler 1'accumulation
de radicaux libres au niveau cellulaire. Cette propriété leur permet d'agir directement ou
indirectement comme défense contre les dérivés de I'oxygeéne ( Gomdje, 2013). L'étre humain
possede des systemes antioxydants sophistiqués enzymatiques et non enzymatiques qui sont
produits par l'organisme ou apportés par l'alimentation ou des compléments alimentaires

(Rahman, 2007).
1.3.1. Les types d’antioxydants

1) Systéme endogéne
a) Antioxydant enzymatique

e La superoxyde dismutase (SOD)

Cet enzyme catalyse la conversion d'un radical hautement réactif en un radical de moindre

réactivité, selon le mécanisme réactionnel suivant : 2 02" + 2 H* — H20:2 + Oz

Elle existe sous 3 formes : cytoplasmique (Cu, Zn-SOD), mitochondriale (Mn-SOD) et
extracellulaire (Ec-SOD) ( Lubrano et Balzan, 2015).

e La catalase (CAT)
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La catalase est une enzyme intervenant dans la dégradation du peroxyde d'hydrogéne en eau

et en oxygene selon cette réaction : 2 H202 — 2 H20 + Oz

Elle est localisée majoritairement dans les peroxysomes (80 %). L'efficacité catalytique de
la catalase repose sur la stabilité de sa structure tétramérique, dont la dissociation des sous-

unités entraine la perte de son activité enzymatique. (Yi, 1990).

e La glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme mitochondriale et parfois cytosolique

qui convertit H202 en H20 et les peroxydes lipidiques en leurs dérivés.

Elle existe sous huit formes différentes et dépend du sélénium pour son activité ( I[ghodaro

et Akinloye, 2018).

Molécule
d’oxygene

Radical

superoxyde © GSH GSSG
&
GSHPx

e @D DO

Fe2+
Fes’ Peroxydation
lipidique

Radical hydroxyle

Figure 11 : Principales étapes de production des especes réactives de 1'oxygene (Goudable et

Favier, 1997).

B. Antioxydant non enzymatique

e Glutathion

Le glutathion est un tripeptide de faible masse moléculaire contenant un groupe thiol, Présent
sous forme réduite qui facilite 1’élimination du peroxyde d’hydrogéne de maniére indirecte. Par
ailleurs, il intervient dans de nombreux processus biologiques (notamment le métabolisme de
la vitamine C, ...etc.), et capable de réagir in vitro, avec les radicaux HOe, RO2¢, RO+, ONOO"
, O2 (Kohen et Nyska, 2002).

e Acide urique

L’acide urique (UA), qui est I’antioxydant hydrosoluble le plus abondant chez I’étre humain,

exerce une action neutralisante spécifique contre les radicaux hydroxyle (¢ OH), superoxyde
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(O2%) et péroxynitrite (ONOQO"), jouant ainsi un rdle physiologique protecteur potentiel en

inhibant la peroxydation lipidique (Waing, 2002).
e Coenzyme Q

La coenzyme Q (ou ubiquinone) est le seul antioxydant liposoluble synthétisé
naturellement par 1’organisme, elle est abondante dans les tissus humains sous sa forme Q10
(Littarru et Tiano, 2007). La coenzyme Q réduite (CoQH:) agit comme antioxydant en
piégeant les radicaux libres et en empéchant la peroxydation des lipides. Elle est aussi capable
de régénérer d’autres antioxydants comme la vitamine E (a-tocophérol). De plus, CoQH: peut
interagir avec la superoxyde dismutase (SOD) et la DT-diaphorase pour inhiber I’auto-

oxydation des quinones (Beyer, 1992).

?H o}
H3CO CH, H;CO CH;
H,CO H H,CO [~H
[ L s 10
OH CHs o CHs
ubiquinol ubiquinone
(CoQioH2) (CoQuo)
(o}
H3CO 3 CH,
|
H;CO H
i 10
OH CH,
ubisemiquinone
(CoQioH*)

Figure 12 : Les trois ¢tats d’oxydation de la CoQuo : 1a forme ubiquinol enticrement réduite
(CoQioH2), I'intermédiaire radicalaire semi-quinone (CoQioH-), et la forme ubiquinone

entierement oxydée (CoQo) (Lopez-Lluch , 2023).

2) Systéme exogene

e Vitamine E

La vitamine E est un composé liposoluble appartient a la famille des tocophérols, qui
regroupe quatre substances distinctes : (a-, B-, y- et 0-), I’a-tocophérol étant la forme la plus
active biologiquement (Cuvelier ez al., 2003). Elle constitue un puissant antioxydant. Son
mécanisme d’action repose principalement sur I’inhibition de la peroxydation lipidique
(LOOe), conduisant a la formation d’un radical tocophéroxyle peu réactif. Ce radical peut
¢galement réagir avec un second radical peroxyl, menant a la formation des autres composés

stable comme la tocophérolquinone (figurel13) (Moussa et al., 2019).
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CH;
HO. N . "0, A
| P - '/. \ L
HsC 0" 'R LOO LOCH HsC
CH; CH,;
«a Tocopherol Tocopheroxyl radical
LOO*
CHs R oH CHa
O H.0 O
HsC o OO e S To >R
CHj CH;,OOL
Tocophero's -~ Tocopherolquinone Tocopheryl peroxide

Figure 13 : Structures chimiques des tocophérols qui composent la vitamine E et arrét de la

peroxydation lipidique par 1’a-tocophérol.
e Vitamine C

La vitamine C ou L-ascorbate est un antioxydant hydrosoluble important, capable de donner
un atome d’hydrogene et de former un radical ascorbyl relativement stable. Elle est un agent
efficace pour neutraliser les radicaux libres, le peroxyde d’hydrogéne et le monoxyde de
dioxygene. Par ailleurs elle participe a la régénération de la vitamine E en tant qu’antioxydant
en réduisant les radicaux tocophéroxyles. Ce processus protege les membranes lipidiques et les

protéines contre les dommages oxydatifs ( Eryllmaz Pehlivan, 2017).

HO

Figure 14 : structure de vitamine C (Sekli-Belaidi, 2011).
e Oligoéléments

Les oligo-¢léments sont des nutriments essentiels en trés petites quantités, ils ne
neutralisent pas directement les especes réactives de l'oxygéne (ERO), mais ils sont
indispensables au bon fonctionnement des enzymes antioxydantes et agissent comme
cofacteurs et contribuent a leurs propriétés antioxydantes (Desmier, 2016) tels que : Cu,
Zn, Mn ,Se, Fe .Cependant, une quantité excessive d'oligo-éléments peut entrainer de graves

dysfonctionnements (Layoufi et Manseur, 2021).
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e Polyphénols

Toutes les parties des plantes contiennent des composés polyphénoliques, ce qui en fait un
¢lément essentiel de 1'alimentation humaine. Leurs propriétés antioxydantes et leur capacité a
piéger les radicaux libres ont suscité un intérét croissant pour ces composés. Ils neutralisent les

radicaux libres par deux mécanismes principaux :

» Le transfert d'atomes d'hydrogéne,

» Le transfert d'¢lectrons unique

Ces réactions produisent des espéces stables et inoffensives pour l'organisme (Oroian et

Escriche, 2015).

1.4. Mécanisme d’action des flavonoides dans I’activité antioxydante
» Les flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe le plus abondant des composés phénoliques
d’origine végétale. Ils sont reconnus pour leur réle antioxydant en éliminant les espéces
réactives de 1’oxygene (ROS) et de I’azote (RNS). Ils sont classés en fonction de degré
d’oxydation de I’anneau central C (Rice-Evans, 2001). IIs exercent leur activité selon plusieurs

mécanismes comme :

A. Piégeage des radicaux libres

L’¢tude de ’interaction des flavonoides avec divers radicaux libres a révélé leur capacité
thermodynamique a réduire plusieurs espéces radicalaires oxydantes, telles que les radicaux
peroxyle, alkoxyle et hydroxyle, par un mécanisme de transfert d’hydrogéne selon

I’équation :

FI - OH +Re = FI - O+ + RH

Ou Re représente le radical libre

Le radical flavonoxy (FI1-O¢) formé au cours de cette réaction peut interagir avec d'autres
especes radicalaires, conduisant a la formation d'une structure stable de type quinone (figure

15) (Marfak, 2003).
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OH oy o) 0
R’ RH R’ RH
e ——— S

quinone

Figure 15 : Piégeage des ROS (Re) par les flavonoides.
B. Inhibition d’enzymes

Les flavonoides possédent la capacité d’inhiber certaines enzymes impliquées dans la
production de radicaux libres, notamment la xanthine oxydase et la protéine kinase, toutes deux
associées a la génération de I’anion superoxyde (O:¢). Par ailleurs, il a été démontré que ces
composés phénoliques peuvent également inhiber divers enzymes intervenant dans la formation
des especes réactives de 1’oxygeéne (ERO), telles que la cyclooxygénase, la lipoxygénase, la
monooxygénase microsomale, la glutathion S-transférase, la succinoxydase mitochondriale,
ainsi que la NADH oxydase. Ainsi, les flavonoides jouent un rdle essentiel dans la régulation

de la production des ERO au sein de 1’organisme (Emeraux, 2019).

C. Chélation des ions métalliques

Les flavonoides constituent des agents chélateurs efficaces de métaux tels que le cuivre, le
fer et le zinc. Ces métaux ont des fonctions physiologiques et agissent comme cofacteurs
d’enzymes. Toutefois, sous leur forme libre, le fer et le cuivre peuvent favoriser la génération
des radicaux libres. Les principaux sites de liaison des flavonoides aux métaux incluent : le
noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-OH et 4-oxo sur le cycle hétérocyclique C, ainsi
que les groupes 4-oxo et 5-OH situés entre les cycles C et A, la glycosylation de ces groupes

hydroxyles diminue la capacité de chélation des flavonoides (Ameni, 2015).

Figure 16 : Sites de liaison pour les métaux traces ( Pietta , 2000)
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1.5. Les effets du stress oxydatif

Lorsque les radicaux libres sont produits de maniére excessive et incontrdlable, eux et leurs
dérivés peuvent interagir avec diverses macromolécules cellulaires, telles que les protéines, les

lipides et I'ADN, et affecter 1'expression des genes.
A. Oxydation des lipides

L’oxydation des lipides se produit lorsque les radicaux libres (ROS) oxydent les acides gras
des membranes cellulaires, produisant des substances toxiques telles que les diénes conjugués,
les hydroperoxydes et le malondialdéhyde (MDA). Ces composés endommagent les
membranes et augmentent I’inflammation. De plus, ils peuvent altérer les fonctions cellulaires
et induire des mutations génétiques susceptibles de favoriser le développement du cancer, en

particulier celui du Colon et du rectum (PerSe, 2013).
B. Oxydation des protéines

Les radicaux libres interagissent avec les acides aminés et les peptides a travers divers
mécanismes physico-chimiques (I’abstraction d’hydrogene, le transfert d’électrons, la
fragmentation, le réarrangement...etc.) (Davies, 2016), souvent causées par des systémes
d’oxydation catalysés par des métaux (Jarrett et Boulton, 2012). De plus, I’accumulation des
protéines endommagées inhibe le protéasome, entrave I’élimination des protéines oxydées,
perturbe le fonctionnement du systeme lysosomal et conduit a des dysfonctionnements

progressifs des organites cellulaires (Ulf T et Terman, 2002).
C. Oxydation de ’ADN

Les dommages oxydatifs de ’ADN résultent de réactions touchant les bases puriques,
pyrimidiques, le désoxyribose ou encore la liaison phosphodiester (Therond, 2006), ces
altérations de I’ADN sont impliquées dans divers processus pathologiques tels que le
vieillissement, le diabete, les maladies inflammatoires et hépatiques. Bien que I’ADN
endommagé puisse étre réparé par l’action des glycosylases, un stress oxydatif important
dépasse la capacité de réparation, conduisant ainsi a des mutations et au développement de

cancers (Gaté et al., 1999).
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Figure 17 : Les fonctions des radicaux libres sur les biomolécules et leurs conséquences.

(Sharifi-Rad et al., 2020).
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I1.2. Activité Enzymatique

Les enzymes sont des composés biologiques de nature protéique dotés d'une activité
catalytique, produits par les cellules vivantes. Ce sont donc des biocatalyseurs. En d'autres
termes, ce sont des substances qui ne subissent pas de transformation visible et qui modifient

la vitesse d'une réaction chimique a faible dose (Ouedraogo, 1986).
2.1. Activité antidiabétique

2.1. Le diabéte (Définition)

Le diabéte sucré est une pathologie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
chronique, due a une insuffisance de la sécrétion d’insuline, a une résistance a son action, ou
d’une combinaison des deux mécanismes. [.’absence d’un équilibre glycémique adéquat peut
entrainer des complications séveres (cardiovasculaire, oculaires, rénales et nerveuse). Le
diagnostic du diabete repose sur la mesure de la glycémie a jeun par une prise de sang, une
valeur égale ou supérieure a 7 mmol/l (1,26 g/l) est évocatrice de diabéte, mais doit étre

confirmée par une seconde analyse (Fagot-Campagna et al., 2010).
2.2. Enzyme alpha-amylase
A. Définition et ’origine

L'a-amylase (EC 3.2.1.1) est une enzyme de type hydrolase qui catalyse 1'hydrolyse des
liaisons a-1,4-glycosidiques internes de 'amidon, conduisant a la formation de produits tels que
le glucose et le maltose. Il s'agit d'une métalloenzyme dépendante du calcium, ce qui signifie
que son activité nécessite la présence d'un cofacteur métallique (Sundaram et Krishna
Murthy, 2014), cet enzyme est principalement sécrété par les glandes salivaires et le pancréas

(Stiefel et Keller, 1973).

a-Amylase
OH OH OH OH
-0, )
({ OH %;H_?\ }) +  H0 & &7 © N o })
o S f © o OH HO o
OH OH OH OH
Poly-a-D-glucose Maltose (and glucose)

Figure 18 : Action de I’a-Amylase sur le Poly-a-D-glucose : Hydrolyse en Maltose et Glucose.
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Les a-amylases constituent une classe d’enzymes omniprésentes, synthétisées par divers

organismes tels que les plantes, les animaux et les micro-organismes (Ahmed et al., 2019).
B. Structure et mécanisme d’action

Les a-amylases sont des enzymes multi-modulaires, caractérisées par un coeur structural

conserveé, constitué principalement de trois domaines : A, B et C.

_Le domaine A, le plus long, contient le site actif et les acides aminés catalytiques Glu et Asp,

jouant aussi un réle dans la thermo-résistance.

— Le domaine B, riche en feuillets B, se lie aux ions Ca?", assurant la stabilité de I’enzyme et sa

protection contre les protéases.

— Le domaine C, en forme de sandwich [, participe au repliement post-traductionnel et a la

sécrétion de I’enzyme. (kherouf , 2021)

Figure 19 : structure tridimensionnelle de 1’alpha-amylase (Le domaine A de couleur

rouge, le domaine B de couleur bleue et le domaine C de couleur verte) (site web).

Le mécanisme d'action de l'a-amylase implique la participation de trois fonctions du site
actif : un groupe jouant le role d'attaquant nucléophile, un autre stabilisant la charge positive de
I'atome attaqué, et un troisieme agissant comme donneur de proton au groupe déplacé. Cela
indique que la rupture de la liaison osidique met en jeu une série de transferts d'électrons et de
protons entre certains résidus de 1'enzyme et le substrat. Les groupes impliqués dans cette
réaction au niveau du site actif comprennent deux acides carboxyliques ainsi qu’un noyau

imidazole (Nouadri, 2011).

L'hyperglycémie peut étre contrdlée par l'inhibition des enzymes alpha-amylase étant donné
leur role essentiel dans la digestion des glucides et 1'absorption du glucose au niveau intestinal

(Nair et al., 2013), cette approche thérapeutique repose sur l'utilisation de composés tels que
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I’acarbose. Par ailleurs, les flavonoides représentent une classe de biomolécules dont les

interactions variées leur conférent une capacité inhibitrice de I’a-amylase (Kaur et al., 2021).
I1.3. Activité antibactérienne

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires et procaryotes, capables de se
multiplier rapidement. Elles sont classées en divers groupes avec des propriétés spécifiques.
Certaines se nourrissent des sources organiques, tandis que d'autres produisent leur propre
nourriture a partir de I’environnement. Elles peuvent étre pathogénes, causant des maladies

infectieuses, ou commensales, contribuant a la sant¢ humaine (Benayad, 2013).

Les infections bactériennes sont traitées par des antibiotiques lesquels sont majoritairement
issus de métabolites secondaires, Parmi ces composés, les phénols occupent une place
importante en raison de leurs propriétés antimicrobiennes (Cowan, 1999), Ou elles agissent sur
les bactéries en altérant leur paroi cellulaire, en perturbant I’équilibre intracellulaire par
acidification, et en détruisant leur matériel génétique, ce qui entraine leur mort (Dorman et

Deans, 2000).
I1.4. Activité antifongique

Les champignons, a la différence des bactéries, sont des organismes eucaryotes capables
d’infecter divers tissus chez I’€tre humain. Ils se présentent sous deux formes morphologiques
principales : soit sous forme unicellulaire, désignée par le terme levures, soit sous forme

filamenteuse, constituée d’un réseau ramifié appelé mycélium (Chollet, 2014).

Un antifongique est un agent thérapeutique utilisé en mycologie médicales pour traiter les
mycoses. On distingue les fongicides, qui détruisent le champignon pathogene, et les
fongistatiques, qui limitent son développement en attendant son élimination par le
renouvellement tissulaire. La majorité des antifongiques utilisés sont des fongistatiques (Brans,

2015).

27






Chapitre 02 :

Méthodes et Matériels

¢ Lieu d’expérimentation

Notre travail a été mené au niveau du laboratoire de Biochimie de 1’Université des Fréres

Mentouri, ainsi qu’au Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine, en Algérie.

1. Matériels

1.1. Plante étudiée

Notre ¢tude se focalise sur Ginkgo biloba L., une espece appartenant a la famille des

Ginkgoaceae.

Les feuilles de Ginkgo biloba L., ont été acquises auprés d’un herboriste situé a Oued-

Athmania, wilaya de Mila.

1..2. Equipements et réactifs chimiques

A. Les équipements et verreries

Evaporateur rotatif
Balance de précision
Spatule

Bécher

Mortier

Papier filtre Whatman
Entonnoir

Eprouvette

Etuve

Agitateur magnétique
Vortex

Tubes a essais, Eppendorfs

Microplaques

Spectrophotometre de microplaques

Bain marie
Micropipettes

Boite de Pétri
Barreau magnétique

Réfrigérateur
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B. Les réactifs chimiques

Tableau 05 : Les réactifs employés dans les diverses activités biologiques réalisées.

Produit Formule Produit Formule
chimique chimique
Eau distillée / Acide ascorbique CeHsOs
Méthanol CH:0OH Trolox, C14H1804
Chlorure ferrique FeCl3 Acarbose. C25H43NO1s
Magnésium Mg Potassium acétate CH;COOK
Acide chlorhydrique (HCL) / Carbonate de sodium Na2COs
DPPH(2.2-diphényl-1- / IKI (iodure de potassium) /
picrylhydrasyl)
ABTS / Enzyme o-amylase /
Persulfate de potassium K:S:0s Amidon 0.1%, /
Acide trichloracétique TCA Glucose CeH1206
Ferricyanure de potassium Ks [Fe (CN)s]  Agar-agar Ci12H1809
Phosphate monosodique NaH2PO4 Pomme de terre /
Tampon phosphate buffer. / DMSO (diméthylsulfoxyde /
Chlorure d’aluminium AlCl3 La gélose de Muller — /
Hinton,

2. Méthodes
2.1. Méthode d’extraction

L’extraction est définie comme le processus de retrait ou d’obtention des composés souhaités

a partir du matériau source (kumar et al., 2023). Elle constitue une étape essentielle pour
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I’obtention des composants bioactifs des plantes, en utilisant différents solvants en fonction des
propriétés des composés, telles que I’acidité, la polarité et la taille moléculaire (Ingle et al.,

2017).
2.2. Préparation d’extrait Hydroalcoolique
A. Broyage

Les feuilles sont soigneusement débarrassées des impuretés, puis broyées a 1’aide d’un
mortier afin d’obtenir une poudre fine est conservée dans des flacons en verre secs afin de

préserver sa couleur ainsi que ses propriétés thérapeutiques jusqu’au moment de 1’analyse.

Figure 20 : les étapes de préparation du Ginkgo biloba pour 1’extraction : (A) : nettoyage et
séchage des feuilles, (B) : broyage dans un mortier, (C) : poudre végétale conditionnée dans un

bocal.
B. Extraction solide-liquide (Macération)

Macération est une technique d’extraction réalisée en utilisant un solvant a froid ; le matériau
végétal a été placé dans un récipient spécifique puis la quantité correspondante du solvant a été
ajoutée. L’échantillon a ensuite été laissé a macérer a 1’abri de la lumiére pendant 72 heures a

température ambiante (Trusheva et al., 2007).

Dans notre travail, 10 g de la poudre fine obtenue ont ét¢ pesés puis soumise a une
macération a 1’aide d’un solvant hydroalcoolique composé de méthanol et eau (80/20 ; V/V)
pendant 24 heures. Dans un premier temps, 1’extrait a été récupéré apres filtration du mélange
a travers d’un papier filtre Whatman. Cette opération a été répétée trois fois, avec un

renouvellement du solvant chaque 24 heures.
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A B C D

Figure 21 : (A) : peser la plante dans la balance ;(B) : mélanger la poudre de la plante avec le

solvant hydroalcoolique ; (C) : filtration de I’extrait ;(D) : extrait de macération.

Les trois filtrats ont été regroupés puis concentrés sous pression réduite a I’aide d’un
¢vaporateur rotatif a 40°C. Les extraits obtenus ont été transférés dans des boites de Pétri en
verre, puis placés dans une étuve a 45 °C afin d’assurer un séchage complet et d’obtenir des

extraits secs qui ont ensuite été conservé au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a leur utilisation.

Figure 22 : les étapes de séchage pour obtenir un extrait sec.
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Matiere seche (10 g)

l

Poudre

| Screening phytochimique

+ Flavonoides
+ Tanins

+ Saponosides
+ Polyphénols

+ Etude phytochimique

Broyage

Macération dans un solvant
hydroalcoolique (80/20) (3fois,24h)

!

Filtration

Sédiment Filtrat

Evaporation

Solution de I’extrait

Séchage thermique

+ Dosage des flavonoides
+ Dosage des polyphénols

Extrait hydroalcoolique

+ Les tests d’activité antioxydante
% Activité enzymatique

% Activité antifongique

£ Activité antibactérienne

Figure 23 : schéma récapitulatif du Protocole expérimentale.
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2.3. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est I’ensemble des techniques et des méthodes de détection

des substances naturelles dans la plante ( Ntabaza et al., 2017).

Ces méthodes utilisent des réactifs spécifiques pour la précipitation ou de colorations
caractéristiques en vue de mettre en évidence des groupements chimiques qui peuvent étre

présents dans cet extrait (Tamert et al., 2017).
2.3.1. Test des phénols

La mise en évidence des composés polyphénoliques a été effectuée a 1’aide du réactif au
chlorure ferrique (FeCls). A cet effet, une goutte d’une solution alcoolique de chlorure ferrique
a2 % a été ajoutée a 2 ml d’extrait. L’apparition d’une coloration caractéristique, variant du
bleu noiratre a un vert plus ou moins intense, indique la présence de ces dérivés (Bounihi ,

2016).
2.3.2. Test des flavonoides

La détection des flavonoides a été effectuée en ajoutant a 1 ml de I’extrait étudié, 1 ml d’acide
chlorhydrique concentré, suivi de Dintroduction de trois copeaux de magnésium. Le
développement d’une coloration rouge, orange ou rose témoigne de la présence de flavonoides

( Héritier et al., 2022).

2.3.3. Test des tanins

Une quantité de 1 mg de 1'extrait hydroalcoolique est solubilisée dans 2 ml d’eau distillée.
L’ajout d’une solution de chlorure ferrique (FeCls) a 1 % permet de mettre en évidence la
présence de tanins. Un virage de couleur vers le bleu-noir indique la présence de tanins

galliques, tandis qu’une coloration brun-verdatre t¢émoigne de la présence de tanins catéchiques

(Boumadjen et kimouche, 2018).

2.3.4. Test des saponines

La présence des saponines est évaluée de maniére qualitative par le test de la mousse. Pour
ce faire, 2 mg de I'extrait hydroalcoolique sont introduits dans un tube a essai contenant 2 ml
d’eau distillée. Apres agitation vigoureuse, la formation d’une mousse stable et persistante
pendant au moins 15 minutes indique la présence de saponines (Boumadjen et kimouche,

2018).
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2.4. Analyse phytochimique quantitative

2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe : la détermination de la teneur en polyphénols totaux s’effectue a 1’aide du réactif de
Folin-Ciocalteu, selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (Singleton et Rossi, 1965) et

adaptée au dosage sur microplaque par Muller (Muller et al., 2010).

Le réactif FCR, composé d’un mélange d’acide phosphotungstique (H:PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H;PMo01204o0), est réduit lors de 1’oxydation des composés phénoliques en
un mélange d’oxydes de tungsténe (W:023) et de molybdéne (MosO23). Il en résulte une
coloration bleue dont I’intensité, mesurée entre 750 et 765 nm, est proportionnelle a la
concentration en polyphénols totaux.

Mode opératoire :
e Préparation de carbonate de sodium (Na:COs) a 7,5% :
7,5 grammes de carbonate de sodium sont dissouts dans 100 ml d'eau distillée.
e Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou
Méthanol).

e Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois :
Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec 1’eau distillée (9ml).

Procédure :

20 pl d’extrait de plante + 100 pl de FCR dilué (1/10) + 80 ul de carbonate de sodium (7,5%)
+ mettre le mélange a 1’obscurité pendant 2h + lecture & 765 nm. Un blanc est préparé de la

méme maniére en remplacant 1’extrait par le solvant utilisé¢ (Méthanol).

Pour la Gamme d’étalonnage de 1’acide gallique (Une quantité de 1 mg d’acide gallique est
dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution mere), les dilutions ont été préparées

comme suit :
25 pg/ml — 25 pl de SM +175 pl de méthanol.
50 ug/ml — 50 ul de SM +150 pl de méthanol.

75 pg/ml — 75 ul de SM +125 pul de méthanol.
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100pg/ml — 100 pl de SM +100 pl de méthanol.
125 pg/ml — 125ul de SM + 75 pl méthanol.
150 pg/ml — 150ul de SM + 50 pl de méthanol.
175 png/ml — 175 pl de SM + 25 ul de méthanol.
200 pg/ml — 200 pl de la SM.

2.4.2 Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre

AI** et les flavonoides. La méthode de Topcu (Topeu et al., 2007) est utilisée avec quelques

modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.

Pour la gamme d’étalon de la Quercétine (Une quantité de 1 mg de la Quercétine est dissoute
dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution mére). Les dilutions ont été préparées comme

suit :
25 ng/ml — 25 pl de SM +175 ul de méthanol.
50 ug/ml — 50 pl de SM +150 pl de méthanol.
75 pg/ml  — 75 ul de SM +125 ul de méthanol.
100pg/ml — 100 pl de SM +100 ul de méthanol.
125 pg/ml — 125pl de SM + 75 pl méthanol.
150 pg/ml — 150ul de SM + 50 pul de méthanol.
175 pg/ml — 175 pl de SM + 25 pl de méthanol.
200 pg/ml — 200 pl de la SM.

Mode opératoire

e Préparation des solutions :

Pour 1 M du Potassium acétate (CH:COOK) on dissolve 9.80 grammes de (CH3COOK) dans

100 ml d’eau distillée pour obtenir la solution une.

Pour 10% Chlorure d’aluminium (AICl3) on pese 10g de ce produit dans 100ml d’eau distillée.
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e Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de Img d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol pour obtenir la

solution deux.
Procédure

Mélanger 50 puL de I’extrait de plante (Solution 2) avec 130 uL de méthanol (MeOH), et 10
pL de la solution une (CHsCOOK) et 10 pL Chlorure d’aluminium (AICI3). Laisser reposer
pendant 40 minutes, puis effectuer la lecture a 415 nm. Un blanc est préparé en remplagant les

réactifs par du méthanol, soit 50 pL d’extrait et 150 pL de méthanol.
2.5. Les activités biologiques in vitro

» Préparation de I’échantillon

La préparation de 1’échantillon d’extrait hydroalcoolique a débuté par la pesée de 4 mg
d’extrait a I’aide d’une balance analytique. La quantité pesée a ensuite été dissoute dans 1 ml
de méthanol (MeOH) dans un tube Eppendorf. La solution obtenue a été¢ soumise a une agitation

par ultrasons jusqu’a homogénéisation compléte.

A partir de cette solution mére, six dilutions ont été préparées conformément a I’équation
(01), en ajoutant 0,5 ml de méthanol a 0,5 ml de la solution précédente dans des tubes Eppendorf

de 1 ml, selon une méthode de dilution sérielle.

1\" -
Equation 01 : (E) , 1 :nombre de dilution

Cette équation représente une dilution sérielle au facteur 2 (dilution au demi). Cela signifie que

chaque dilution est 2 fois moins concentrée que la précédente.
Par exemple :

0
n =0 : concentration initiale (solution mere), soit G) =1 — 100 % de la concentration initiale.

1
n=1: (%) = % — 50 % de la concentration initiale.
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Figure 24 : Les différents étapes suivies pour la préparation de 1’échantillon.

Remargque :

e Avant dilution :

-Le tube n°01 contient 1 ml de la solution mére de I’extrait, a une concentration initiale

- Les six autres tubes (n°02 a n°07) sont préremplis avec 0,5 ml de méthanol (MeOH).

e Apres dilution :

-Une série de dilutions successives a été réalisée en transférant 0,5 ml de la solution d’un tube
au suivant, en le mélangeant a 0,5 ml de MeOH. Ainsi, les tubes n°01 a n°06 contiennent chacun
0,5 ml de solution diluée, avec des concentrations décroissantes selon un facteur de dilution de

1/2 a chaque étape.

-Le tube final (n°07) contient un volume total de 1 ml, avec une concentration finale de

6
C= (%) = é par rapport a la solution mere.

Tableau 6 : les déférentes concentrations des dilutions des extraits par rapport a la concentration

initiale.
Les tubes 01 02 03 04 05 06 07
Les concentration | 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
(mg/ml)
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2.5.1. Evaluation de P’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes spectrophotométriques de détermination de 1 activité
antioxydante des extraits de plantes. Ces techniques, généralement simples, rapides et peu
cotuteuses, reposent sur des réactions chimiques standardisées. Dans le cadre de notre étude,

plusieurs tests ont été utilisés, notamment :

- Letest du 2,2-diphényl picrylhydrazyl (DPPH) ;
- Le test de I’acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) ;
- Le test utilisant le pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) = ferric reduccing

antioxidant power.

Les mesures d’absorbance liées aux activités biologiques ont été réalisées a 1’aide d’un
lecteur de microplaques a 96 puits de marque PerkinElmer (USA), couplé au logiciel EnSpire.
Ces analyses ont été effectuées au sein du laboratoire de pharmacologie et toxicologie du Centre

de Recherche en Biotechnologie (CRBt) de Constantine.

A. Le test du DPPH

> Principe

Le DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un substrat couramment utilisé pour évaluer
I’activité antioxydante, en raison de sa stabilité et de la simplicité de la méthode. Ce test repose
sur la capacité des antioxydants a réduire le radical DPPHe, ce qui entraine un changement de
couleur de la solution, du violet au jaune. On peut suivre cette transformation a 1’aide d’un
spectrophotomeétre, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm qui indique une forte

activité antiradicalaire ( Ipona et al., 2023) (Blois , 1958).

VIOLET JAUNE

Figure 25 : Transformation du radical DPPHe en DPPH. (Site web).

38



Chapitre 02 : Méthodes et Matériels

» Mode opératoire

e Préparation de la DPPH

Une quantité¢ de 6 mg de DPPH est dissoute dans 100 ml de méthanol. La solution obtenue
est conservée a une température de -97,5°C, a I’abri de la lumicre, afin de préserver la stabilité
du radical libre. Avant utilisation, I’absorbance de la solution de DPPH est ajustée a 0,5 a une

longueur d’onde de 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

Figure 26 : solution du DPPH.

e Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, chaque puits d’un volume total de 200 pL recoit 40 uL de
différentes concentrations de 1’échantillon a tester, auxquels sont ajoutés 160 uL d’une solution
méthanolique de DPPH. Un controle négatif est préparé en mélangeant 160 uL de la solution
de DPPH avec 40 uL de méthanol pur. Toutes les conditions sont réalisées en triplicat. La
microplaque est ensuite incubée a température ambiante, a I’obscurité, pendant 30 minutes

avant la lecture de 1’absorbance a 517 nm.

Le trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme standards antioxydants.

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

Acontrole —  Aéchantillon
DPPH (%) = x 100

Acontrole

Acontrole : est I’absorbance de la réaction sans extrait (du blanc).

Aéchantillon : est I’absorbance de la réaction aprés avoir ajouté 1’extrait.

B. Le test de PABTS
» Principe
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Le radical cationique ABTS" est généré par I’oxydation de la molécule ABTS, suite a
I’extraction d’un électron au niveau de I’un de ses atomes d’azote par le persulfate de potassium.
En présence de composés antioxydants agissant comme donneurs de protons, ce radical,
caractérisé par une coloration bleu-vert, est réduit en une forme incolore, notée ABTSH"
(figure27). La diminution de I’absorbance mesurée a 734 nm refléte alors 1’efficacité de
I’extrait a neutraliser les espéces radicalaires, et permet d’évaluer son potentiel antioxydant (Re

et al., 1999).

+ antioxydant

S -
30 S .
e | e ey
=N N — T:;[>;N N
N CHs N

! 5 C,H:
CaHs - K,80, CHe

Figure 27 : Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant.
> Protocole

L’activité de ’ABTS est déterminée par la méthode de (Re et al., 1999) avec une légere

modification.
Pour évaluer l'activité antioxydante par la méthode ABTS nous suivons les étapes suivantes :

- Préparation du radical cationique ABTSe": dissoudre 19,2 mg d'ABTS (7 mM) dans 5
ml d'eau distillée et mélanger avec une solution de 3,3 mg de persulfate de potassium
(K2S205) (2,45 mM) dans 5 ml d'eau distillée.

- Incuber le mélange a I'abri de la lumiere pendant 12 a 16 heures afin de permettre la
formation du radical. La solution obtenue est ensuite ajustée a une absorbance de
0,700+ 0,020 a 734 nm a l'aide d'éthanol ou d'eau distillée.

- Dans une microplaque a 96 puits, chaque puits d’un volume total de 200 pL, on mélange
160 pl de cette solution de ABTSe" avec 40 ul d’un extrait a teste, puis on laisse incuber
pendant 10 minutes a température ambiante. L’absorbance est ensuite mesurée a 734 nm

dans le spectrometre de microplaque.

Le trolox et 1’acide ascorbique sont utilisés comme standards antioxydants.

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

Acontrole —  Aéchantillon
ABTS (%) = x 100

Acontrole
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Acontrole : est ’absorbance de la réaction sans extrait (du blanc).

Aéchantillon: est I’absorbance de la réaction aprés avoir ajouté I’extrait.

C. Le test de FRAP
» Principe

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) permet d’évaluer le pouvoir
antioxydant des extraits végétaux en mesurant leur capacité a réduire les ions ferriques (Fe**)
en ions ferreux (Fe?"). Cette réduction provoque une coloration bleu-vert, mesurable a 700 nm

par spectrophotométrie. Le systéme FeCls (chlorure ferrique) / Ks [Fe (CN)s] (ferricyanure de

potassium) rend la méthode sensible et adaptée a une estimation semi-quantitative des

composés antioxydants (Addab et al., 2020).

FeCl3
Ksfe (CN)6 (Fe*') + Composé phénolique (OH) e—>C0mposé phénolique-(Fe?*)

Figure 28 : Réduction de fer (II) en fer (IT).
> Protocole

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant réducteur, selon la méthode de Oyaizu (Oyaizu, 1986)

avec une légere modification, commence par la préparation des réactifs :
-Le tampon phosphate buffer est ajusté a un pH de 6,6.

-Le ferricyanure de potassium (Ks [Fe (CN)s]) est préparé a une concentration de 1 %, soit 1 g

dissous dans 100 ml d’eau distillée.

-L'acide tri-chloro-acide acétique (TCA) est préparé a 10 %, en dissolvant 1 g de TCA dans 10

ml d’eau distillée.
-Le chlorure ferrique (FeCls) est préparé a 0,1 %, soit 0,1 g dans 100 ml d’eau distillée.

Pour le test, dans des microplaques a 96 puits, on verse dans chaque puits un mélange composé
de 10 pl d’extrait a différentes concentrations, 40 pl de tampon phosphate (pH 6,6) et 50 ul de
ferricyanure de potassium (1 %). Ce mélange est ensuite incubé dans une étuve a 50 °C pendant

20 minutes afin de permettre la réduction du ferricyanure.
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-Apres incubation, ajouter dans chaque puit 50 pl d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 %,
suivis de 40 ul d’eau distillée pour diluer le mélange, puis de 10 pl de chlorure ferrique (FeCls)
a 0,1 % afin de révéler la couleur formée par le complexe ferreux. Un blanc est préparé dans le
dernier puits selon la méme procédure, a I’exception de 1’extrait, qui est remplacé par du
méthanol (MeOH). Dont I’intensité est mesurée a 700 nm a 1’aide d’un lecteur de microplaque,

une augmentation de I’absorbance refléte une meilleure capacité réductrice de 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en Ap,s (ug/ml), correspondant a la concentration de
I’échantillon induisant une absorbance de 0,50. Les standards utilisés dans les mémes

conditions expérimentales sont 1’acide ascorbique et le trolox.

2.5.2. Les activités enzymatiques

2.5.2.1. Evaluation de I’ Activité Antidiabétique

L’activité antidiabétique de 1’extraits de feuilles de Ginkgo biloba L a été évaluée en

utilisant la méthode d’inhibition de I’enzyme I’alpha-amylase.
A. Principe

L’inhibition de I’a-amylase a été¢ évaluée selon la méthode colorimétrique a 1’iode/iodure de

potassium.

Le principe repose sur la capacité de I’a-amylase a hydrolyser I’amidon en sucres réducteurs
(maltose, glucose). L’amidon non hydrolysé forme un complexe bleu avec 1’iode, mesurable

par spectrophotométrie a 630 nm ( Yang et al., 2012).
B. Protocol

L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase a été déterminée par la méthode de Zengin (Zengin

et al., 2014) avec quelques modifications.

Des mélanges réactionnels ont été préparés dans une microplaque a 96 puits, en combinant
50 pL d’a-amylase (1 U) avec 25 pL de solutions d’extrait a différentes concentrations.
L’ensemble a ét¢ incubé pendant 10 minutes a 37 °C afin de permettre 1’interaction entre
I’enzyme et les extraits. La réaction enzymatique a ensuite été initiée par 1’ajout de 50 uLL d’une
solution d’amidon a 0,1 %. Les mélanges ont été incubés une seconde fois a 37 °C pendant 10

minutes.

42



Chapitre 02 : Méthodes et Matériels

La réaction a été arrétée par 1’ajout de 25 uL d’acide chlorhydrique (HCI, 1 M), suivie de
I’ajout de 100 pL d’iodure de potassium (IKI).

Parall¢lement, des blancs ont été préparés pour chaque concentration d’extrait. Ces blancs
contiennent [’extrait a la concentration correspondante, la solution d’amidon, 1’acide

chlorhydrique et I’iodure de potassium, mais ne contiennent pas d’enzyme.
Le standard utilisé : Acarbose.

La lecture de I’absorbance de 1'échantillon et du blanc a été réalisée a 630 nm.

Calcul de pourcentage d’inhibition :

(Ac — Ae) — (As — Ab)
(Ac — Ae)

%INH =1 —

As; | As; | As; |Apr | Asy | Asy | Asy [Apa | As | As | As | Ay

As; | Asy | As; |Apr | Asy | Asy | Asy |Apa | As | As | As [ Ay
As; | As; | As; [Apy | Asy | Asy | Asy | Ay | As | As | As | Ay
As| | Ap; | Asy | Asy | As, Ay | As | As | As | Ay
As; | Asy | As; |Apr | Asy | Asy | Asy [Apa | As | As | As | Ay
As; | Asy | As; |Apr | Asy | Asy | Asy [App | As | As | As | Ay
As; | As; | As; [Apy | As, | Asy | As, | Ay | As | As | As | Ay
Ae |Ae |Ae |Ae |Ae |Ae |Ac [Ac |[Ac|Ac|Ac|Ac

T ) mimbD oD
>
S
>
g

Figure 29 : Récapitulatif des différentes solutions préparées.
Ac=Absorbance [Amidon + IKI + HCI + solvant d’extrait + vol tampon Enzyme].
Ae=Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCI + vol solvant d’extrait].
As=Absorbance [Enzyme + Extrait + Amidon + IKI + HCI].

Ab=Absorbance [Extrait + IKI +125uL tampon].
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2.5.3. Evaluation de l'activité antifongique

Dans le cadre de notre étude portant sur les propriétés antifongiques des extraits de Ginkgo
biloba L, nous avons retenu une seule souche fongique comme modele biologique. Il s'agit de
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL), qui a ét¢ mise a notre disposition par le

laboratoire de mycologie du Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBt).
» Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)

FOL, abbreviation de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, est un champignon pathogéne
responsable du flétrissement vasculaire de la tomate, une maladie grave affectant cette culture.
Provoquant le jaunissement, le flétrissement et la mort des plantes. Dans le cadre de la lutte
biologique, I’¢tude évalue I’efficacité de certains champignons producteurs d’enzymes lytiques
capables d’altérer les structures cellulaires du FOL pour en réduire la propagation et la sévérité

dans le sol et la rhizospheére des plants de tomate ( De Cal et al., 1995).

L’évaluation de I’activité inhibitrice de I'extrait EHAGB vis-a-vis de la croissance mycélienne
des agents phytopathogenes a ¢été réalisée par la mesure de la croissance radiale des

champignons sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar) supplémenté avec 1’extrait étudié.
A. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) constitue un substrat favorable au

développement des champignons phytopathogenes.

Pour la préparation de 1300 ml de milieu, les quantités suivantes sont requises :260 g de

pommes de terre, 26 g de glucose, 26 g d’agar-agar.
La préparation s’effectue selon les étapes suivantes :

v Une suspension est préparée en plagant 260 g de pommes de terre dans 800 ml d’eau
distillée. Le mélange est chauffé jusqu’a ébullition a une température de 100 °C.

v" Le jus obtenu est ensuite filtré afin d’éliminer les particules solides, puis complété avec
de I’eau distillée pour atteindre un volume final de 1300 ml.

v Ce filtrat est porté a ébullition sous agitation continue. Le glucose et 1’agar sont
incorporés progressivement afin d’assurer une dissolution homogene des composants.

v Le milieu ainsi obtenu est réparti dans des tubes ou flacons de culture.

v" Enfin, la stérilisation est effectuée par autoclavage a 121 °C pendant 20 min.
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Figure 30 : Préparation de milieux de culture PDA.
B. Préparation d’extraits végétal

Nous avons préparé trois concentrations différentes a partir EHAGB et le solvant de dilution a

été le DMSO.

» Une concentration élevée de (30 mg/100 pl).
» Une concentration moyenne de (15 mg/100 pl).
» Une concentration faible de (7.5 mg/100 pl).

C. Procédure

La méthode a préparer les boites de pétri est de manicre suivante : apres la solidification du
milieu gélosé (chaque boite de pétri contient 20 ml), un disque de mycélium de 6mm de
diametre est placé de maniére aseptique au centre d'une boite de pétri de 8cm de diamétre.
Ensuit, 25 ul des différentes concentrations d'extrait ont été ajoutés directement dans les boites
prévues. Pour le témoin positif (FOL-), nous avons ajouté 25ul de DMSO sur le disque de
champignon, en revanche, pour le témoin négatif (FOL+) contient a la fois le champignon et
un fongicide. Chaque concentration est testée trois fois. Les boites de Pétri ont ensuite été

incubées pendant 2 jours (48 heures) a 25¢°.
D. Lecture des résultats

Aprés I’incubation, on a mesuré le diamétre des zones d’inhibition autour du disque
mycélien dans les boites contenant les différents extraits et le diametre moyen de croissance du
champignon (exprimé en centimetres) pour chaque concentration testée. L’efficacité
antifongique de chaque extrait a été évaluée en calculant le pourcentage d’inhibition de la
croissance mycélienne, en comparaison avec le diametre moyen des colonies fongiques
cultivées en ’absence d’extrait (témoin). L’activité inhibitrice a ainsi été exprimée en

pourcentage, conformément a la formule suivante :
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T—TR
T1% = ——x 100

TI : taux d’inhibition.

T : C’est la croissance diamétrale du champignon dans le groupe témoin (sans traitement ou
avec un controle).

TR : la croissance diamétrale du champignon dans le groupe traité avec I'extrait.

2.5.4. Activité Antibactérienne

Le principe d’évaluation de ’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion par
disques des produits de synthése consiste a réaliser une culture microbienne dans le milieu de
culture approprié (La gélose de Muller —Hinton), en présence de disques imbibés des produits
a tester solubilisés dans un solvant. Si ces derniers ont une activité antimicrobienne, on
observera une zone d’inhibition autour du disque due a la diffusion des échantillons. Le support
microbien est composé de souches ATTC (American Type Culture Collection) (Bauer et al.,

1996).
+ Préparation de I'extrait

On a préparé une solution mere de ’extrait EHA comme suit : (100 mg/ml), le solvant a été

le DMSO. Ensuite, il a été dilué 3 fois (50mg, 25mg et 12.5mg).
+ Souches de test

Cette étude porte sur deux souches bactériennes pathogeénes de référence : Staphylococcus

aureus et Escherichia coli (Gram positif, Gram négatif).

R/

s Procédure

A. Repiquage des espéces bactériennes

Dans des conditions stériles, une colonie isolée et représentative de la souche a été prélevée
a I’aide d’une pipette pasteur stérile ou d’un ensemenceur. Elle a ensuite été ensemencée par
striation sur une boite de pétri contenant un milieu de culture, on les a cultivés apres dans I'étuve
a 37°C pendant 24h. Si les nouvelles cultures obtenues sont représentatives de celle regues

initialement, il est possible de les utiliser pour la préparation de I'inoculum.

B. Préparation des milieux de culture
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La gélose de Muller—Hinton (milieu spécifique pour les bactéries) préte a 1’usage a été
coulée dans des boites de Pétri stériles. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min a une

température ambiante avant leur emploi.
C. Ensemencement

Les boites de Pétri préalablement coulées sont ensemencées par ¢talage a 1’aide d’un rateau

stérile ; ’ensemencement s’effectue de telle sorte a assurer une distribution homogéne des

bactéries.

D. Préparation des disques

Des disques de 6 mm de diamétre ont été préparés a partir de papier Whatman n°3, puis
stérilisés par autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes. Aprés stérilisation, ont ét¢ imprégnés
avec différentes concentrations d’un extrait (100, 50, 25 et 12.5 mg). A 1’aide d’une pince
stérile, ils ont été déposés sur la surface d’un milieu gélosé Mueller-Hinton préalablement

ensemencé. Apres incubées a 37 °C pendant 18-24 heures.

L’activité antibactérienne a été évaluée en mesurant, le diameétre des zones d’inhibition. Les
résultats obtenus ont été comparés a ceux du DMSO (controle négatif), ainsi qu’a ceux d’un

antibiotique de référence (controle positif).
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1-Screening phytochimique

L’¢tude phytochimique menée sur Ginkgo biloba L. a permis d’identifier divers composés

appartenant aux métabolites secondaires. Leur mise en évidence repose sur des méthodes

qualitatives précises, combinant des réactions de solubilisation, de précipitation et de coloration

appliquées a I’extrait hydroalcoolique. Les données présentées dans le tableau résultent de ces

analyses, réalisées conformément aux procédures décrites antérieurement.
Les résultats obtenus sont évalués comme suit :

Tableau 7 : Les résultats du screening phytochimique de Ginkgo biloba L.

Métabolites secondaires

Observation

Phénols

Flavonoides

Tanins

Saponines

Résultats

= (+) : Réaction positive.

= (-) : Réaction négative.

48



Chapitre 03 : Résultats et Discussion

D’apreés les résultats obtenus par le criblage phytochimique effectué sur [’extrait
hydroalcoolique des feuilles de Ginkgo biloba L. a permis de mettre en évidence la présence de
plusieurs groupes de composés chimiques, tels que les flavonoides, les tanins et les polyphénols
(Tableau 7). En revanche, les saponosides ont ¢été absents uniquement dans 1’extrait
hydroalcoolique, suggérant une influence du solvant d’extraction sur la composition

phytochimique.
2.Résultats des dosages des polyphénols et des flavonoides

L’¢étude quantitative de Ginkgo biloba L a été faite par deux dosages. Les résultats sont

présentés dans le (tableau 08).
Tableau 08 : La teneur en composés phénoliques, flavonoides.

Polyphénols (ug EGA/mg d'extrait) = Flavonoides (ug QE/mg d'extrait)

Extrait 139,75+ 7,83 40,55 + 1,17

2.1. Résultats de dosage des polyphénols

Afin de déterminer la teneur totale en polyphénols de la plante Ginkgo biloba, un dosage a
¢été réalisé en utilisant la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, la figure (31) présente la
courbe d’étalonnage de ’acide gallique. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau
(08) et la figure (32), et sont exprimés en microgrammes équivalents d’acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait), en utilise 1’équation suivante :(y = 0,0034x +
0,1044) avec R*=0,9972.

0,9
08 07
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 R2=0,9972
0
0 50 100 150 200 250

concentration en pg/ml

0,78

0,28
0,18 y= 0,0034)( + 0,1044

absorbance 760nm

Figure 31. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

49



Chapitre 03 : Résultats et Discussion

=
D
o

139,75

= e
N D
o O

100
80
60
40
20

Teneurs des polyphénols totaux

o

EHAGB

Figure 32. Evaluation des polyphénols totaux de I’extrait de Ginkgo biloba L.

La teneur totale en polyphénols de notre extrait hydroalcoolique de Ginkgo biloba a été
estimée a 139,75 + 7,83 pg EGA/mg d’extrait, ce qui révele une richesse importante en
composés phénoliques. Cette valeur est inférieure a celle rapportée par Mortazavi et al.,
(2021), qui ont obtenu 167,79 + 5,04 ng EAG/mg a partir d’un extrait méthanolique, suggérant
que le méthanol pourrait étre un solvant plus efficace pour I’extraction de ces composés. En
revanche, notre résultat dépasse largement ceux d’un autre auteur Koczka et al., (2016) ayant
utilisé 1’éthanol comme solvant, avec des teneurs variantes entre 34 + 0,24 et 66,86 pg /mg,

mettant en évidence 1’impact significatif du choix du solvant sur le rendement en polyphénols.
2.2. Résultats de dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides totaux a été réalisée selon la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (AICl3). Cette méthode repose sur la formation d’un complexe stable
entre les flavonoides et les ions aluminium, caractérisé par une absorption maximale a une

longueur d’onde de 430 nm.

La quercétine a été utilisée comme étalon de référence pour 1’établissement de la courbe
d’étalonnage. La relation entre 1’absorbance mesurée et la concentration en quercétine a été

exprimée par I’équation linéaire suivante : Y = 0,0071x + 0,0274 avec R?=0,9985 (figure (33)).
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Figure 33 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

La quantité des flavonoides a été rapportée en ug d’équivalent de la quercétine par mg de

poids sec de I’extrait (ug QE/mg).

Les résultats sont illustrés dans la figure au-dessous.

45

40,55

40

35

30

25

20

15

10

Teneurs Des Favonoides Totaux

5

0
EHAGB

Figure 34 : Evaluation des flavonoides totaux de 1’extrait de Ginkgo biloba.

La teneur totale en flavonoides de notre extrait hydroalcoolique de Ginkgo biloba a été estimée
240,55 + 1,17 pg QE/mg, ce qui est relativement inférieure a celle rapportée par Mortazavi et
al., (2021), dont I’extrait éthanolique présente une concentration de 93.21+1.41pg/ml.
Toutefois, il est important de noter que les unités de mesure différent, ce qui peut influencer

directement la comparaison. En revanche, les résultats obtenus par Lalit M. Tewari, (2017)
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indiquent une teneur en flavonoides de 257,04 + 0,36 pg QE/mg dans 1’extrait méthanolique
des feuilles, une valeur significativement plus élevée que celle de notre étude. Ces différences
peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs, notamment le solvant utilisé pour 1’extraction, la
partie de la plante analysée, ainsi que les conditions environnementales et les méthodes

analytiques employées.

Par ailleurs, la variation des concentrations totales en polyphénols et en flavonoides chez
Ginkgo biloba résulte de ’interaction complexe de plusieurs facteurs, notamment les
caractéristiques génétiques, le stade phénologique au moment de la récolte, les conditions
environnementales (telles que 1’intensité lumineuse, la nature du sol et les stress abiotiques),
ainsi que des parameétres techniques liés au protocole d’extraction, en particulier la méthode

employée et le type de solvant utilisé.
3. Les activités antioxydantes

Les extraits issus de diverses plantes constituent des sources potentielles de composés
chimiques naturels dotés d’activités antioxydantes. C’est dans ce contexte que nous avons
évalué D’activité antioxydante de I’extrait de Ginkgo biloba en ayant recours a trois méthodes

différentes.
3.1. Activité antiradicalaire DPPH

L’activité antiradicalaire de I’extrait a ét¢ évaluée a I’aide du test DPPH. L’essai a été réalisé
par spectrophotométrie a 517 nm. Les résultats obtenus ont ét€ comparés a ceux des
antioxydants de référence, Trolox et Acide ascorbique, dans le but de situer 1’efficacité relative

de I’extrait étudié. Les résultats sont présentés au-dessous :

Figure 35 : résultats du test DPPH sur microplaque.
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Tableau 9 : Inhibition du radical DPPH par I’extrait.

Concentration
(ug/ml) %o inhibition 1C50
Extrait e (“ g/ ml)
Standard 12.5ng |25 pg |50 pg | 100 pg | 200 pg |400pg | 800png
EHAGB 3,74+ 15,80+ |37,32+ | 66,84+ | 85,85+ | 83,77+ | 74,00+ |73,31+£0,94
1,49 0,32 0,24 1,36 9,53
1,85 0,94 ’ ’ ’ ’ ’
0.78125]1.5625 [3.125 |6.25ug |12.5ug |25 ug |50 pg
ng ng ng
Trolox 6.42+ 13.33+ |30.19+ | 61.48+ | 87.16+ | 88.46+ |87.72+ |5.12+0.21
0.91 )14 0.67 2.98 0.28 0.11 0.47
Acide 0.31+ 12.90+ [29.69+ | 76.67+ | 84.94+ | 87.78+ | 86.36+ |4.39+0.01
ascorbigue |10a  loag 039 [037 |084 |049 021
80
70
_ 60
E 50 B EHAGB
Y
=2 40 M Trolox
o
v 3p m Acide ascorbic
o
20

10

1
Extrait et standard

Figure 36 : Valeurs CI50 du test DPPH.

Selon les résultats obtenus par la méthode DPPH, 1’extrait hydroalcoolique des feuilles de

Ginkgo biloba (EHAGB) présente une activité antiradicalaire relativement faible, avec une

valeur d’IC50 de 73,31 + 0,94 pg/ml. Cette valeur est nettement plus élevée que celles des

antioxydants de référence, a savoir le Trolox (5,12 = 0,21 ug/ml) et I’acide ascorbique (4,39 +
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0,01 pg/ml), indiquant une efficacit¢ antioxydante moindre de 1’extrait par rapport aux

standards.

3.2. Activité de piégeage du cation radical ABTSe+

La détermination de différentes concentrations inhibitrices de 1’extrait comparées aux

standards Trolox et acide ascorbique est illustrée dans le tableau et la figure ci-dessous :

Figure 37 : résultats du test ABTS sur microplaque.

Tableau 10 : Inhibition du cation radical ABTS.

Concentration
(ug/ml) % inhibition IC50
/ml
Extrait et (ng/ml)
Standard 12.5png |25 pg 50 ug | 100 pg (200 pg [400pg | 800ug
EHAGB 26,13+ [45,77£2,|67,71+ [90,33+ | 93,46+ | 93,50+ | 91,72+ |32,44+1,32
2,30 22 3,43 2,50 0,22 0,25 2,37
0.7815 | 1.5625 |3.125 |6.25 12.5 25 ug |50 pg
ng ng ng ng ng
Trolox 14.74+ | 26.15+0. | 51.70% | 89.72+ | 92.89+ | 92.89+ | 91.84+ |3.21+0.06
0.37 65 1.51 0.67 0.19 0.19 1.19
Acide 13.43+ | 28.76+ |52.94+ |93.21+ |93.08+ | 92.40+ | 92.96+ |3.04+0.05
T 0.82 0.67 0.94 0.11 0.19 0.88 0.11
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Figure 38 : Valeurs CI50 du test ABTS.

Les résultats du test ABTS ont révélé que ’EHAGB présente une activité radicalaire modérée
(IC50 : 32,44 + 1,32 pg/ml) par rapport aux standards utilisés, a savoir le Trolox et I’acide
ascorbique (IC50 = 3,21 £ 0,06 et IC50 = 3,04 £+ 0,05 respectivement).

3.3. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Les valeurs A5 ont été calculées puis comparées a celles des standards (acide Ascorbique et

Trolox).

Figure 39 : résultats du test FRAP sur microplaque.
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Tableau 11 : Réduction du fer par la méthode FRAP.
Concentration
(ng/ml) Pouvoir réducteur A0,5
/ml
Extrait e (ug m )
Standard 3.125 |6.25ug |12.5 25ug [S50pug [100 pg (200 pg
ug ug
EHAGB 0,11+ |0,15+ 0,19+ [0,26= [0,40+ |0,72+ |0,84+ |73,63+5,55
0,01 0,02 0,03 0,03 0,03 0,15 0,18
0.0976 |0.195ug [0.390 [0.781 |[1.562 |3.125 [6.25 ug
ng ng ng ng ng
Trolox 0.07+ |0.08% 0.09 |0.13= |0.19+ [0.28+ |0.60+ |5.25+0.20
0.00 0.00 0.01 0.00 0.02 0.05 0.04
Acide 0.07+ |0.09+ 0.12+ |0.17+ |0.25+ [0.47+ |0.79+ |3.62+0.29
ascorbic 0.00 [0.01 001 [0.01 [0.02 |0.03 |0.09
73,63
80
70
60
Eg 50 B EGHb
;2’ 40 M Trolox
[—]
<

1
Extrait et standard

Figure 40 : Valeurs Ao s du test FRAP.

H Acide Ascorbique

Le changement de couleur observé sur la figure ainsi que I’augmentation de 1’absorbance en

fonction de la dose croissante de 1’extrait, présentée dans le tableau, démontrent que 1’extrait

EHAGB possede un certain pouvoir réducteur (Aos = 73,63 £+ 5,55). Cependant, ce pouvoir
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reste nettement inférieur a celui des antioxydants de référence, reconnus pour leur efficacité,

tels que le trolox (Aos= 5,25 + 0,20) et I’acide ascorbique (Ao,s = 3,62 £+ 0,29).

Nos résultats des tests précédents différent de ceux rapportés dans la littérature concernant

les extraits de feuilles de Ginkgo biloba analysés par d'autres chercheurs tels que :

L’¢tude de (Devec et al., 2023), portant sur I’extrait méthanolique des feuilles de Ginkgo
biloba en Turquie, a montré des valeurs de CI5S0 pour les tests ABTS et DPPH plus ¢levées
(173,78 pg/ml et >400 pg/ml respectivement) que celles obtenues dans nos expériences, qui

sont de 73,31 ug/ml pour le test DPPH et de 32,44 pug/ml pour le test ABTS.

De méme, 1’¢tude de (Klomsakul ef al., 2022), sur I’extrait hydroéthanolique a révélé une
valeur de CI50 pour le test DPPH de 162,07 £ 9,5 ug/ml, également plus élevée que nos

résultats.

Cela indique que notre extrait (EHAGB) posséde une activité antioxydante plus puissante que

les extraits méthanolique et hydroéthanolique mentionnés dans ces études.

Dans notre étude I'évaluation de test FRAP a révélé une valeur de 73,63 £ 5,55 pg/ml,
nettement supérieure a celle rapportée par ( Kaur et al., 2012), dont les valeurs variaient entre
18,1 et 41,7 mg Trolox/g. Cette différence souligne I’efficacité¢ des conditions d’extraction

utilisées dans cette étude pour concentrer les composés antioxydants.

Les résultats obtenus indiquent que notre extrait est riche en composés phénoliques, des
molécules caractérisées par la présence de groupements hydroxyles, capables de donner des
électrons et des atomes d’hydrogéne (Guddadarangavvanahally ez al., 2008). Le pouvoir
réducteur observé est probablement attribuable a la présence de ces phénols (Perumal, Klaus
, 2007), Cependant, (More et al., 2021) ont montré que 1’activité antioxydante du Ginkgo est
attribuable a sa teneur ¢élevée en flavonoides et en terpénoides, des composés antioxydants

puissants capables de neutraliser les effets néfastes des radicaux libres.
4. Activité Enzymatique

4.1. Evaluation de ’activité Antidiabétique

L’activité antidiabétique des différentes concentrations d’extraits EHAGB a été évaluée en

mesurant leurs capacités a inhiber I’enzyme alpha-amylase.

e Inhibition de I’alpha-amylase
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Dans cette étude, ’activité inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase par I’extrait de Ginkgo biloba

a été évaluée en déterminant les concentrations inhibitrices médianes (Clso), en comparaison

avec le standard acarbose. Cette évaluation repose sur la capacité des substances testées a

inhiber I’action de I’enzyme. Les résultats sont présentés ci-dessous.

Figure 41 : résultats du I’activité inhibitrice de I’alpha-amylase sur microplaque.

Tableau 12 : inhibition de alpha-amylase par I’extrait de Ginkgo biloba.

Concentration
(ng/ml) %o inhibition IC50 (ng/ml)
Extrait e
Standard 6.25 125 ug [25ug |50 pug |[100 pg |200 pg |400 pg
ng
EHAGB 507+ |5,01+ |6,48+ |9.25+ |11,39+ |17,30+ |9,48+ |>400
0,50 (0,46 0,27 1,68 I3 [0,99 (2,26
62,5 125 ng 250 ug {500 pg | 1000 |2000 |4000
ug ng ng ng
Acarbose 7,76+ |8,08+0, [9,46+ |10,70+ |31,81+|37,21+ |53,05+ [3650,93+10,70
0,17 30 0,11 0,96 2,89 3,54 1,59
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Figure 42 : Valeurs des Clso du test d’inhibition de I’a-amylase pour 1’extrait de Ginkgo
biloba.

L’analyse des données révele que I’extrait EHAGB exerce une inhibition enzymatique
croissante en fonction de la concentration, atteignant un maximum de 17,03 = 0,99 a 200 pg/ml.
Toutefois, une diminution de ’activité est observée a 400 pg/ml (9,48 + 2,26), ce qui suggere
une possible saturation de I’effet ou une dégradation des composés phénoliques. L’ICso de cet
extrait est > 400 pg/ml, ce qui indique une faible activité inhibitrice de 1’alpha-amylase par
rapport au standard, 1’acarbose, qui montre une activité inhibitrice plus élevée (ICso = 3650,93

+ 10,70 pg/ml) et croissante avec la concentration, atteignant 53,05 = 1,59 a 4000 pg.

Da Silva et al., 2009 ont montré que 1’activité inhibitrice des extraits aqueux et éthanoliques
de feuilles de Ginkgo biloba sur ’enzyme alpha-amylase varie en fonction de I’origine des
feuilles (deux arbres males et deux femelles) ainsi que de la période de récolte (de juin a
octobre), comme 1’ont révélé les essais réalisés in vitro. Les extraits aqueux, généralement plus
riches en composés phénoliques totaux, ont montré une capacité inhibitrice parfois supérieure
a celle des extraits €¢thanoliques, bien que cette relation ne soit pas strictement linéaire. En
revanche, nos travaux expérimentaux ont révélé une activité inhibitrice trés faible de 1’extrait
hydroalcoolique vis-a-vis de cette méme enzyme, suggérant que cet extrait ne constitue pas une
source efficace d’inhibition de 1’alpha-amylase, contrairement a ce qui a été observé dans

I’étude de référence.
5. Evaluation de P’activité antifongique

Lactivité antifongique de I’extrait hydroalcoolique de Ginkgo biloba a été étudiée afin
d’évaluer son efficacité contre Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL). Cette évaluation

repose sur 1’observation de la croissance mycélienne du pathogene sur un milieu PDA (Potato
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Dextrose Agar) supplémenté en différentes concentrations de I’extrait (tableau 13 et les figures

44 ;45 et 46).

Tableau 13 : Taux d’inhibition et diamétre moyen des thalles exposés a I’extrait Ginkgo biloba.

Souche fongique Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL).
Concentrations 7.5 15 30
mg/ml

Diamétres moyens 1.86 1.73 1.73
des thalles (cm)

% d’inhibition 25.5% 30.8% 30.8%

pourcentage d'inhibition

m75 =15 =30

Figure.43. Taux d’inhibition des extraits de Ginkgo biloba sur le Fusarium oxysporum f. sp.

Lycopersici.

Figure :44. Croissance des isolats de FOL en présence de I’extrait hydroalcoolique (EHA7.5).
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Figure 46. Croissance des isolats de FOL en présence de I’extrait hydroalcoolique (EHAS50).

Les résultats présentés dans les figures ci-dessus montrent clairement que le pourcentage
d'inhibition du champignon FOL augmente avec la concentration de I'extrait EHAGB entre
7,5mg/ml (25,5%) et 15mg/ml (30,8%) ce qui suggeére une activité antifongique dose-
dépendante. Cependant, entre 15mg/ml et 30mg/ml 1'effet antifongique se stabilise a 30,8%.
Malgré ces taux d'inhibition, il est a noter que l'activité antifongique de 1'extrait EHAGB est

faible contre le champignon FOL.
6. Evaluation de ’activité Antibactérienne

L'activité antibactérienne d’extrait hydroalcoolique a été évaluée a 1’aide de la méthode de
diffusion en milieu gélosé, en employant le diméthylsulfoxyde (DMSO) comme solvant de
dilution. Des disques imprégnés d’extrait ont été appliqués sur des géloses ensemencées avec
deux souches bactériennes : Escherichia coli (E. coli) et Staphylococcus aureus. Apres
incubation, D’apparition de zones d'inhibition autour des disques indique l'efficacité

antimicrobienne de I’extrait étudié.

On a utilis¢é le diméthylsulfoxyde (DMSO) comme témoin négatif, c'est-a-dire pour évaluer
I'absence d'effet antibactérien de cette substance sur les souches testées. Les résultats sont

présentés dans le tableau et la figure ci-joints :
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Tableau 14 : Résultats de ’activité antimicrobienne de 1’extrait sur les deux souches.

Extrait | Souche

EHAGB E. coli

Témoin
/ De
E. coli

EHAGB 8. aureus

Témoin

/ Des.aureus

Concentration

(mg/ml)

Solution mére
12,5

25

50

Solution mére
12,5

25

50

Zone Zone Zones d’inhibition

d’inhibition @ d’inhibition obtenue

(mm) DMSO
(mm)

6
6
6 0
8

16 0
9
7
8 0
8
19 0
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Figure 47 : Inhibition bactériennes selon la concentration de l'extrait EHAGB.

D’apres les résultats donnés dans le tableau (15) et la figure (47) on observe que le diamétre
de la zone d’inhibition varie en fonction de la souche bactérienne testée ainsi que de la

concentration de 1’extrait.

Les diamétres d’inhibition obtenus avec 1’extrait EHAGB contre la souche E. coli sont
nettement inférieurs a celui du témoin positif (16 mm). Les trois premicres concentrations
(solution mere, 12,5 et 25 mg/ml) montrent une faible activité constante (6 mm), une légere
augmentation est observée a la concentration 50 mg/ml, atteignant un diametre de (8 mm). De
méme, les diamétres d’inhibition obtenus avec I’extrait EHAGB contre la souche S. aureus sont
¢galement inférieurs a celui du témoin positif (19 mm). Une variation modérée des diameétres
(entre 7 et 9 mm) suggere toutefois une sensibilité [égerement supérieure de S. aureus a I’extrait

par rapport a E. coli.

En comparaison avec d’autres études telles que celle de (Bouattou, 2021-2022) qui a montré
que S. aureus se révele treés sensible a l'extrait méthanolique de Ginkgo biloba, avec des
diamétres d’inhibition (DI) allant de 15 mm a 19 mm, tandis qu’aucune sensibilité n’a été
observée vis-a-vis d’E. coli. (EL-Beltagi et Badawi, 2013) On met ¢galement en évidence,
dans leur étude que I’extrait méthanolique des feuilles de Ginkgo biloba posséde un effet
puissant contre la bactérie S. aureus (DI 10-15mm) et n’a montré aucun effet contre la bactérie
a gram négatif E. Coli. (Ibrahim, Nuhu, 2016) Ont noté¢ que ’extrait de Ginkgo biloba (EGb

761) est actif contre les bactéries S.aureus et E.coli, avec des zones d’inhibition de 24 mm et
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26 mm respectivement et déterminent la concentration minimale inhibitrice (CMI) qui est de

15 mg/ml.

Les terpénoides trilactones et de glycosides flavonoiques pourrait étre responsables de ’activité
antimicrobienne (Sati, Joshi, 2011), leur faible concentration dans notre extrait
hydroalcoolique de Ginkgo biloba (EHAGB) pourrait expliquer la faible activité

antimicrobienne observée.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales jouent un rdle essentiel en santé grace a leurs propriétés
thérapeutiques naturelles. Elles constituent également une source pour la découverte des

nouvelles molécules, indispensables au développement de médicaments innovants.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a réaliser 1’extraction par macération en
utilisant un solvant hydroalcoolique des feuilles de Ginkgo biloba L. qui appartient a la famille
des Ginkgoaceae pour 1’étude phytochimiques qualitatives et quantitatives puis I’évaluation in

vitro des activités biologiques (antioxydante, antidiabétique, antifongique et antibactérienne).

Sur le plan phytochimique, le criblage révele une composition variée en métabolites
secondaires, notamment la présence des flavonoides, de polyphénols et de tanins, ainsi que

I’absence de saponosides.

L’analyse quantitative des composés phénoliques totaux et des flavonoides a mis en évidence
une teneur ¢élevée en composés phénoliques estimée a 139,75 + 7,83 pg EGA/mg d’extrait,

accompagnée d’une teneur plus modérée en flavonoides de 40,55 = 1,17 pg QE/mg d’extrait.

Dans le cadre de 1’évaluation des activités biologique, les résultats obtenus montrent que :

K/

% Lactivité antioxydante de 1’extrait EHAGB, évaluée a 1’aide de trois tests (DPPH,
FRAP et ABTS), révele une activité antiradicalaire remarquables. Les propriétés
antioxydantes mises en €évidence in vitro pourraient résulter de la forte concentration en

polyphénols de la plante.

>

K/
*

L’activité antidiabétique s’est révélée faible, I’extrait EHAGB présentant une capacité

D)

inhibitrice limitée de I’enzyme alpha-amylase.

X/
X4

L)

Une faible activité antifongique contre la souche (fusarium oxysporum)

>

K/
*

L’activité antibactérienne est testée vis-a-vis de deux souches antibactériennes

D)

(Staphylococcus aureus et Escherichia coli), L’analyse montre une sensibilité faible

contre la souche E. coli et modérée contre la souche S. aureus.
Perspectives

Au final, ’ensemble de ces résultats ouvre la voie a une étude détaillée de la composition
chimique des différents extraits de Ginkgo biloba L., en utilisant diverses méthodes d’analyse

avec différents solvants, ainsi qu’a la validation de nos résultats in vitro par des tests in vivo.
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Résumé
Le Ginkgo biloba L., est une plante médicinale appartenant au genre Ginkgo et a la famille Ginkgoaceae.

Notre mémoire a pour objectif de réaliser une étude chimique quantitative et qualitative des métabolites
secondaires, ainsi que 1’évaluation de certaines activités biologiques d’un extrait hydro-méthanolique de

poudre de feuilles de Ginkgo biloba.

Les analyses chimiques de la poudre de feuilles de Ginkgo biloba ont révélé la présence de composés
phénoliques, flavonoides et de tanins, et I’absence de saponines. La teneur totale en composés phénoliques a
été déterminée a I’aide du réactif de Folin-Ciocalteu, avec une moyenne de (139,75 + 7,83ug GA/mg), tandis
que la teneur totale en flavonoides a été¢ évalué a (40,55 £ 1,17ug QE/mg) selon la méthode au chlorure

d’aluminium.

En ce qui concerne I’activité antioxydante, elle a été évaluée selon trois méthodes (DPPH, ABTS, FRAP),
et les résultats ont montré une activité notable de I’extrait de Ginkgo biloba. En outre, les résultats de
I’évaluation de I’activité antidiabétique montrent que I’extrait hydro-méthanolique a une faible capacité

inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase avec une valeur de 1Cs0>400 pg/ml.

Quant a I’évaluation de ’activité antifongique a montré que I’extrait de Ginkgo biloba était faible contre la
souche fongique FOL, tandis que le teste antibactérien a montré une activité notable contre la souche S. aureus
avec des diamétres de zone d’inhibition allant de 7 a 9 mm a différentes concentrations, contrairement a

I’activité contre E. coli, qui était faible.

Mots clés : Ginkgo biloba L., extrait hydro-méthanolique, screening phytochimique polyphénols totaux et

flavonoides, Antioxydante, Antidiabétique, Antifongique et Antibactérienne.



Abstract

Ginkgo biloba L., is a medicinal plant belonging to the genus Ginkgo and the family Ginkgoaceae.

Our study aims to conduct a quantitative and qualitative chemical analysis of secondary metabolites, in
addition to evaluating some of the biological activities of a water-methanol extract from Ginkgo biloba leaf

powder.

Chemical analyses of Ginkgo biloba leaf powder revealed the presence pf phenolic compounds,
flavonoids, and tannins, and the absence of saponins. The total content of phenolic compounds was determined
using the Folin-Ciocalteu reagent, with an average of (139,75 + 7,83ug EGA/mg), while the total content of

flavonoids was evaluated at (40,55 + 1,17pug QE/mg) according to the aluminum chloride method.

As for antioxidant activity, it was evaluated using three methods (DPPH, ABTS, FRAP), and the results
showed remarkable activity for Ginkgo biloba extract. In addition, the results of the evaluation antidiabetic

activity showed that the methanol aqueous extract had a weak ability to inhibit the alpha-amylase enzyme with

an IC50 value ~400 pg/ml.

The evaluation of antifungal activity revealed that the extract Ginkgo biloba was weak against the FOL
fungal strain, while the antibacterial test showed remarkable activity against the S. aureus strain with inhibition
zone diameters ranging from 7 to 9 mm at different concentrations, unlike the activity against E. coli, which

was weak.

Keywords: Ginkgo biloba L., hydro-methanolic extract, phytochemical screening, total polyphenols and

flavonoids, Antioxidant, Antidiabetic, Antifungal, and Antibacterial.
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Résumé

Le Ginkgo biloba L. est une plante médicinale appartenant au genre Ginkgo et a la famille
Ginkgoaceae.

Notre mémoire vise a réaliser une ¢tude chimique quantitative et qualitative des métabolites
secondaires, ainsi qu'a évaluer certaines activités biologiques d’un extrait hydro-méthanolique de poudre
de feuilles de Ginkgo biloba.

Les analyses chimiques de la poudre de feuilles de Ginkgo biloba ont révélé la présence de composés
phénoliques, flavonoides et de tanins, et 1’absence de saponines. La teneur totale en composés
phénoliques a été déterminée a I’aide du réactif de Folin-Ciocalteu, avec une moyenne de (139,75 +
7,83ug EGA/mg), tandis que la teneur totale en flavonoides a été évalué a (40,55 £ 1,17ug QE/mg) selon
la méthode au chlorure d’aluminium.

Quant a I’activité antioxydante, elle a été évaluée selon trois méthodes (DPPH, ABTS, FRAP), et les
résultats ont montré une activité notable de I’extrait de Ginkgo biloba. En outre, les résultats de
I’évaluation de I’activité antidiabétique montrent que 1’extrait hydro-méthanolique a une faible capacité
inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase avec une valeur de IC50 >400 pg/ml.

L'évaluation de I’activité antifongique a également révélée que 1’extrait de Ginkgo biloba était faible
contre la souche fongique FOL, tandis que le teste antibactérienne a montré une activité notable contre
la souche S. aureus avec des diametres de zone d’inhibition allant de 7 & 9 mm a différentes
concentrations, contrairement a I’activité contre E. coli, qui était faible.

Mots-clefs : Ginkgo biloba L., extrait hydro-méthanolique, screening phytochimique polyphénols
Totaux et flavonoides, Antioxydante, Antidiabétique, Antifongique et Antibactérienne.

Laboratoires de recherche : laboratoire de Biochimie (U Constantine 1 Fréres Mentouri), laboratoire de
controle de qualité, laboratoire de mycologie et laboratoire de bactériologie (Centre de Recherche en
Biotechnologie de Constantine)
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