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RESUME

Résumeé

Notre travail porte sur I’étude des extraits de feuilles et des fruits d'une plante
médicinale Cupressus sempervirens L. (Cupressaceae) cultivé dans la région de Ouargla.
L’objectif du présent travail est la détermination des structures des composés isolés a partir de
I’extrait d’acétate d’ethyle, ainsi que I’évaluation de I’activité biologique des extraits de cette
plante.

L’analyse de ces extraits a révélé la présence de quelques groupes chimiques
(polyphénoals, flavonoides, tanins, terpenes, coumarines et résines). Lateneur laplus élevée en
polyphénals, en flavonoides et en tanins a été enregistrée dans |'extrait brut pour les feuilles
avec (34,34 £ 2,03 mg EAG/g MS; 0,546 + 0,04 mg QE / g MS et 11,02 + 0,455 mg CE/g
M S respectivement).

L'activité antioxydante in vitro a été étudiée avec quatre méthodes différentes. Les
résultats ont révélé que tous les extraits ont une meilleure activité réductrice de Mo (V1) aMo
(V) que le BHA avec des valeurs dAEAC comprises entre 789,04 + 32,47 et 28,18 + 3,09
mM.

Les valeurs de Clsp dinhibition de DPPH" variaient de 0,011 + 0,001 40,561 + 0,042
mg/ml. Le plus grand pourcentage d'inhibition d'05~ a été enregistré avec I'extrait d’acétate
d'éthyle des feuilles (71,163 £ 0,06 %) par la méthode d'auto-oxydation de pyrogaloal, le
méme extrait a enregistré la plus grande activité de piégeage d’ 035~ avec une valeur de Clsg
égale 20,136 mg/ml par la voltamétrie cyclique.

L'extrait brut des fruits a donné la plus grande inhibition de I’a-amylase avec un taux
d'inhibition de 35,94%. L'inhibition de |a fraction d'acétate d'éthyle d'extrait de tanins pour les
feuilles est de type compétitif avec des valeurs de K; de 1,852 ug/ pl.

L es différentes méthodes chromatographiques de séparation utilisées dans notre travail
ont permis I’isolement de deux produits. La méthodologie de purification a été
essentiellement fondée sur la combinaison de différentes méthodes chromatographiques
solide-liquide sur différents supports (chromatographie sur couche mince (CCM),
chromatographie sur colonne de silice, séphadex et polyamide).

La détermination structurale des métabolites secondaires isolés a été réalisée grace a
I’utilisation des techniques physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie de
résonance magnétique (RMN).

Mots clés. Cupressus sempervirens L., flavonoides, activité antioxydante, voltamétrie

cyclique, a-amylase.



ABSTRACT
Abstract

This work focuses on the study of leaf and fruit extracts from a medicina plant
Cupressus sempervirens L. (Cupressaceae) cultivated from the Ouargla region. The target of
this work is the determination of the structures of isolated compounds from the ethyl acetate
fraction, and the evaluation of the biological activity of this plant's extracts.

Anaysis of these extracts revealed the presence of some secondary metabolism
(polyphenoals, flavonoids, tannins, terpenes, coumarins and resins). The highest total phenalic,
flavonoid and tannin contents were recorded in the crude extract for the leaves with (34,34 +
2,03 mg GAE / g DM; 0,546 + 0,04 mg EQ / g DM and 11,02 + 0,455 mg EC / g DM
respectively).

The antioxidant activity in vitro has been studied with four different methods. The
results revealed that all of the extracts have a high reducing activity of Mo (VI) to Mo (V)
better than BHA with AEAC values between 789,04 + 32.47 and 28,18 + 3.09 mM.

The 1Cs values of inhibition of DPPH" ranged from 0,011 £+ 0,001 to 0,561 + 0,042
mg/ml. The greatest percentage of inhibition of 0,~ was recorded by the ethyl acetate fraction
of the leaves (71,163 £ 0,06 %) with the auto-oxidation method of pyrogallol; the same
fraction recorded the greatest scavenging activity of 05~ with the 1Csp value equal 0,136 mg /
ml by cyclic voltammetry.

The crude fruit extract gave the greatest inhibition of a-amylase with an inhibition rate
of 35,94%. The ethyl acetate fraction of leaf tannin extract was a competitive type of
inhibition with K; values of 1,852 ug / pl.

Various chromatographic techniques used in the experiment allowed the isolation of
two products. The purification methodology was essentially based on the combination of
different chromatographic methods (TLC, CC) using stationary phases such as silica g,
sephadex, and polyamide.

The structural determination of the isolated secondary metabolites was carried out
using physicochemical and spectroscopic techniques including magnetic resonance
spectroscopy (NMR).

Keywords: Cupressus sempervirens L., flavonoids, antioxydant activity, cyclic

voltammetry, a-amylase.
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INTRODUCTION GENERALE

I ntroduction générale

Les plantes ont été utilisées a des fins médicinales bien avant la période préhistorique,
les cultures indigénes telles que la Rome, I'Egypte, I'lran, I'Afrique et I'’Amérique ont utilisé
des herbes dans leurs rituels de guérison, tandis que d'autres systemes médicaux traditionnels
développés comme la médecine chinoise dans lesquels les thérapies a base de plantes ont été

utilisés systématiquement.

Au cours des derniéres années, les plantes médicinales et aromatiques ont été connues
comme une source inépuisable de composés bioactifs. La chimio-diversité trouvée dans les
plantes, bien quelle ait évolué dans le cadre des mécanismes de défense et d'adaptation des
plantes est une source riche pour le développement de nouveaux composés et produits
d'importance médicale et éeconomique, par exemple les médicaments, les ardbmes, les parfums,
les insecticides et les colorants [1]tandis que plus d'un dixiéme des espéces végétales (plus de
50 000 espéces) sont utilisées dans les produits pharmaceutiques et cosmétiques[2]. Des
recherches scientifiques se sont concentrées sur les antioxydants naturels comme traitement
pour de nombreuses maladies plutét que sur les drogues synthétiques qui ont des effets

secondaires[3].

L’Algérie présente une richesse floristique remarquable qui est directement liée a sa
diversité ecosystématique et paysagéere. Sa flore est estimee a 4000espéces, le nombre de ceux
endémiques est de 464 (387 espéces, 53 sous-especes et 24 variétés), soitll,61 % des plantes
vasculaires algériennes[4]. La flore du Sahara algérien comprend plus de 960 espéces[5]. Les
arbres et arbustes de Cupressaceae couvrent une grande partie du bassin meéditerranéen,
notamment en Algérie, en Tunisie et au Maroc.

En Algérie, le genre Cupressus se trouve, sauf quelques rares petites formations, a I’état
d’arbre isolé ou arbre d’ornement ou d’alignement. Les espéces endémiques ou naturalisées
de ce genre sont : le cypres du Tassili (Cupressus dupreziana A. Camus), le cypres de I’Atlas
(Cupressus atlantica Gaussen), le cypres toujours vert (Cupressus sempervirens L.)[6].

Le cyprés est un arbre résistant aux conditions naturelles difficiles, adaptés a une
sécheresse extréme ou au moins a des étés secs et chauds, en Algérie est utilisé comme brise-
vent et dans la médecine traditionnelle .Les études phytochimiques et pharmacologiques du

genre Cupressus sont peu nombreuses par rapport a leur importance en usage médical.
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C'est pourquoi nous sommes intéressés a faire une étude phytochimique et biologique de la

plante Cupressus sempervirens, pour interpréter leur utilisation en médecine traditionnel
comme le traitement de diabete.
Ainsi, les objectifs de ce travail se résument a:
Dosage de contenu phénolique, flavonoidique et tannique des extraits de Cupressus
sempervirens aussi nous nous sommes intéressés a I’évaluation de I’activité antioxydante par
différents tests.
Notre deuxiéme objectif visant la démonstration de I'inhibition d'a-amylase des extraits.
Le dernier objectif, de notre étude, est la séparation et I’élucidation de quelques métabolites
secondaires.
Notre étude est divisée en deux parties, la premiére contient des recherches bibliographiques
présentées en deux chapitres: la premiére est la recherche bibliographique et botanique
d'espéce de cypres et les travaux anterieurs, le deuxiéme est consacrée aux métabolites
secondaires, des généralités sur le diabéte et I'activité antioxydante.
La deuxiéme est la partie expérimentale qui contient deux chapitres: Le troisiéme
chapitre inclus les travaux personnels sur le dosage des phénols totaux, flavonoides et tanins
ainsi que I'étude de l'activité antioxydante d'extraits par la méthode spectrophotométrique
(DPPH,PPM et radical anion superoxyde) et la méthode électrochimique (voltamétrie
cyclique) pour I'inhibition de lI'anion superoxyde et en fin I'évaluation I'activité d'inhibition
d'a-amylase et I'étude cinétique de cette enzyme.
Le quatrieme chapitre est consacré a la séparation, purification et I’élucidation
structurale des composés isolés a partir de la phase acétate d’éthyle de C.sempervirensL.
Références
1. Saxena, P.K., Development of plant-based medicines. conservation, efficacy and
safety. 1% ed, 2001: Springer.

2. Jamshidi-Kia, F., Lorigooini, Z., and Amini-Khoei, H., Medicinal plants: Past history
and future perspective. Journal of herbmed pharmacology, 2018. 7(1).

3. Al-Waili, N., Al-Waili, H., Al-Waili, T., and Salom, K., Natural antioxidants in the
treatment and prevention of diabetic nephropathy; a potential approach that warrants
clinical trials.Redox Report, 2017. 22(3): p. 99-118.
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2011) Volet Biodiversité, 2012.
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|.1. Lafamille des Cupressacées :

[.1.1. Présentation

Cupressaceae est une famille de plantes gymnospermes, elle contient environ 135
especes d'arbres et d'arbustes et 19 genres [1], le genre comprend jusgu'a 25 especes [2]. La
famille des Cupressacées est la troisieme en importance parmi les coniféres, mais sa
distribution est la plus large. C'est la seule famille présente sur tous les continents habitables
et présente sur de nombreuses iles océaniques ou les coniféres se produisent naturellement
[3]. Cupressacées sont répandues dans les deux hémispheres, principalement dans les climats
froids a chaud-tempérés [4].

Le genre Cupressus (Cupressaceae) se compose de douze especes réparties en
Amérique du Nord, dans le bassin méditerranéen et en Asie subtropicale a haute altitude [5].
Dans le bassin méditerranéen, Cupressus est représente par trois especes indigenes et proches
qui forment un groupe méditerranéen de cypres, Ce sont : C. sempervirens (Cypres commun
ou a feuilles persistantes) originaire de la région de la Méditerranée orientale, C. atlantica
Gaussen endémique des montagnes de I'Atlas au Maroc et C. dupreziana A. Camus,
endémique du Tassili Algérien "n'Ajjer” [6].

[.1.2. Intéré commercial et phar macologique

La famille du Cupressaceae joue des réles écologiques fondamentaux contre la
désertification ou largement plantée comme brise-vent pour protéger le sol contre I’érosion
éolienne, car elle est tres résistante a la sécheresse [7, 8]. Aussi, cette famille présente des
importances économiques et ornementales dans la région méditerranéenne, le bois des arbres
de Cypres (Cupressaceae) présente des caractéristiques intéressantes de haute durabilité et de
rectitude naturelle. Laou il est utilisé dans de nombreuses industries [2].

[.1.3. Propriétés thérapeutiques et chimiques

Les plantes appartenant a la famille des Cupressacées sont des arbustes pérennes

utilisés pour le traitement des névralgies, diurétiques dans la médecine traditionnelle [9].
On a découvert que plusieurs types d’extraits de ces plantes possédent certaines bioactivités,
telles que des propriétés antimicrobiennes, antitumorales [10]. Les études pharmacol ogiques
antérieures ont révélé que certains Cupressus posseédaient des agents antibactériens,
antifongiques, antiviraux (I’activité antivirale contre le virus HSV-1) [11], antiparasitaires,
insecticides, antioxydants, cicatrisants, anticancéreux, ostrogéniques, anticoagulants et bien

dautres effets [12]. Une éude chimique des plantes appartenant a la famille des
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Cupressacées a montré la présence de plusieurs composés classés comme les flavones, les
lignans et les terpenes....etc. [13]
|.2. Etude Ethnobotanique de I’espéce Cupressus sempervirensL.

Le nom scientifigue donné a I’espéce est Cupressus sempervirens L. et le nom
commun préféré est Cypres Méditerranéen. Le nom de |'espece sempervirens vient du latin
toujours vert. D’autres synonymes connus sont Cupressus sempervirens subspecies
horizontalis (Mill.) A. Camus; Cupressus sempervirens variety sphaerocarps (Parl.) Parl ;
Cupressus sempervirens variety umbilicata (Parl.) Parl.; Cupressus sempervirens forma
stricta (Aiton) Rehder ; Cupressus sempervirens subspecies indica (Parl.) Silba; Cupressus
sempervirens variety atlantica (Gaussen) Silba; Cupressus sempervirens variety dupreziana
(Camus) Silba; Cupressus sempervirens variety globulifera Parl. ; Cupressus sempervirens
variety horizontalis (Mill.) Loudon ; Cupressus sempervirens variety indica Parl. ; Cupressus
sempervirens variety numidica Trab; Cupressus sempervirens variety pendula (Endl.)
A.Camus ; Cupressus sempervirens variety stricta Aiton [14, 15]

[.2.1. Description botanique
[.2.1.1. Description mor phologique

Ce genre comprend des arbustes buissonnants et des arbres (habituellement de 15 a
20 m de hauteur mais peut atteindre 30 a 40 m) avec un tronc bien développé (environ 3 m de
circonférence). Il grandit rapidement jusqu'al'age de 20 ans et peut vivre jusqu'a 500 ans.

Ses feuilles sont persistantes, vertes foncées, soit aciculaires (a un stade jeune), soit
tres petites, ressemblant a une écaille et se chevauchant a quatre rangs. Les fruits sont des
cones globuleux verts puis gris-brun, aux écailles épaisses s’écartant a maturité, contenant des
graines a deux ails. Les cones femelles sont globulaires (plus de 22 mm de large), brillants,
avec 6-12 échelles inégales, opposées transversalement sur un axe court. Les écailles
ovuliferes portent de nombreux ovules. Les graines sont dentelées, brunes et étroitement
ailées (64240 par cone). La floraison a lieu au printemps: les cones arrivent a maturité au
printemps suivant [16-18].

1.2.1.2. Taxonomies et systématiques [19-21]
Régne : Plante

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Gymnospermes

Division : Coniferophyta
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Classe : Pinopsida

Ordre : Cupressales

Famille : Cupressaceae

Genre : Cupressus

Espéce : Cupressus sempervirens L.

Cupressus Dupreziano

Figurel.l: Dessin de Cupressus dupreziana [22]

[.2.1.3. Nom botanique dela plante

Nom scientifique: Cupressus sempervirens L. [21]

Anglais : Italian cypress, evergreen cypress, Francais : Cypres d’ltalie, cyprés toujours vert
[18]. Arabe: ; Nom vernaculaire: (sarwel) ; Italien : Cipresso comune [23]

Le nom Cupressus vient du latin ou il désigne le genre, venant du Grec " Kuparissos' qui
désigne I’espéce, certains auteurs pensent que cela viendrait plus t6t de Cyprus qui indique
son origine Chypriote, sempervirens signifie toujours vert, persistant, mot qui vient du latin

" semper " toujours et "virens " qui signifie vert [24].
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Figurel.2: Photo de C. sempervirens L. (Ouargla Septembre 2019)

|.3. Histoire de la propagation et distribution géographique

Depuis les temps anciens, des peuplements spontanés de Cypres ont été découverts. |l
existe une longue histoire d'exploitation remontant a I'époque des anciennes civilisations
méditerranéennes. L'utilisation de C. sempervirens L. comme arbre d'ornement a conduit a de
nombreuses introductions dans toute la Méditerranée, du depuis de I'épogue romaine a nos
jours, et plus récemment dans les régions tempérées subtropicales et chaudes du monde [25,
26].

La distribution naturelle de cette espéce n'est pas claire et a une distribution irréguliére
en raison de sa longue histoire horticole dans la région méditerranéenne [27, 28]. Le genre
Cupressus est présent dans |'ouest de I'Amérique du Nord (y compris le Mexique), en Europe
(laMéditerranée), de I'Afrique du Nord al'lran et del'Asie de I'Est jusgu'al'Himalaya [29].

Le genre Cupressus en Europe, en Asie du Sud-Ouest et en Afrique du Nord est
représenté par des taxons pouvant étre adaptés a une secheresse extréme ou au moins a des

6
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€étés secs et chauds. Les cypres poussent dans les oueds ou dans les dépressions ou il y a de
I'eau sous terre. L'espéce de C. sempervirens est originaire du nord de laPerse, ainsi que de la
Syrie, de la Turquie, de Chypre et de plusieurs iles grecques. Cependant, pendant I'empire
romain, il a éé introduit dans tous les pays méditerranéens, ou il peut maintenant étre
considéré comme naturalisé [30]. Dans les habitats naturels, C. sempervirens est présent dans
les climats méditerranéens avec des étés secs et chauds et des hivers pluvieux, ou dans les
climats semi-arides a l'est et a l'intérieur de son aire de répartition. Deux taxons tres isolés et
trés répétés ont été communément reconnus comme des espéces, mais ils sont en fait
extrémement similaires et pourraient méme étre considérés comme des sous-especes ou des
variétés de C. sempervirens. Cupressus duprezian var. dupreziana est présent dans le centre-
ouest du Sahara, dans le Sud-Est de I’Algérie, sur le plateau du Tassili (Tassili n’Ajjer), au

nord et au nord-ouest de I’oasis de Djanet [3].

Figurel.3: Cartededistribution de I’espece Cupressus sempervirensL. (- surface d'espece
comportant des secteurs synanthropique B surface indigéne probable en bassin méditerranéen
M c surface naturelle résiduelle) [31]
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|.4. Utilisations en médecinetraditionnelle

Les étres humains ont dépendu des plantes pour leurs besoins en tant que sources de
medicaments, abris, produits alimentaires, parfums, arbmes et a travers les éges. Les
populations locales utilisent cypres dans la médecine traditionnelle en raison de ses multiples
effets thérapeutiques.

Les parties aériennes de la plante sont largement utilisées en médecine traditionnelle
depuis de nombreuses années [5].
Cupressus sempervirens est populairement connu sous le nom de "sarwel” ; ses feuilles séches
sont utilisées pour traiter les douleurs al'estomac ainsi que pour traiter le diabéte [32].
La résine de cypres est utilisée par voie orale pour traiter la toux et les affections
rhumatismales. En usage externe, il est utilisé contre les fissures, les crevasses et les ulceres
du pied ; I'huile est appliquée sur les plaies pour traiter les cicatrices. En usage interne la
bouillie de fruits est utilisée comme anti-diarrhée, antihémorragique et rhumes. [33, 34].

Les feuilles et les cones ont été utilisés comme remede traditionnel dans de nombreux
pays tels que antiseptique, antipyrétique, anthelminthique, astringent, antirhumatismal, anti-
hémorroidaire, anti-diarrhéique et vasoconstricteur [35, 36].

Cyprés est aussi décrit comme étant déodorant et diurétique, pour favoriser la circulation
veineuse danslesreins et la vessie, pour améliorer le tonus de la vessie et comme co-adjuvant

dans le traitement de I'incontinence urinaire et de I'énurésie [37].

|.5. Travaux antérieurssur |'espece Cupressus sempervirensL.

|.5.1. Lesactivités biologiques

A la lumiére des connaissances ethnopharmacologique et selon I'utilisation populaire
répandue de |'espece Cupressus sempervirens pour des raisons thérapeutiques, ceci aincité les
chercheurs a effectuer de nombreux tests biol ogiques.
Les activités antioxydantes de I'extrait hydro-ethanolique des feuilles de Cupressus
sempervirens ont été étudiées in vitro, ains que leur corrélation avec |'activité hépato-
protectrice in vivo dans le modele de I'hépato-toxicité induite par le paracétamol chez le rat,
en comparaison avec la silymarine comme agent de référence. C. sempervirens est considéré
comme une source potentielle d'antioxydant naturel ayant une activité hépato-protectrice [ 38,
39].

Les propriétés antibactériennes d'huile essentielle des feuilles et des cones de C.

sempervirens vis-avis de différentes souches bactériennes ont été mises en évidence tels que
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Bacillus subtilis ATCC 9372, Saphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 4157, et deux levures. Saccharomyces cerevisiae ATCC
601, Candida albicans ATCC 24433, [40]. L'huile essentielle de feuilles de C. sempervirens
L. montrant une activité antimicrobienne remarquable contre Bacillus subtilis a concentration
inhibitrice minimale (MIC) 75%, cette huile essentielle a une activité antivirale significative.
Ou a éteé testee contre le virus de I’herpes simplex de type 1 (HSV-1), les résultats ont montré
une activité antivirale avec des pourcentages virucides de 68,0% et 53,2% aux concentrations
de 1:32 et 1:64, respectivement. La fraction de CHCI3; a montré une cytotoxicité significative
contre les cellules HelLa. [35]. Les huiles essentielles ont été évaluées pour leur activité
inhibitrice contre laréplication in vitro du SARS-CoV et du HSV-1 en évauant visuellement
I'effet cytopathogéne induit par le virus aprés I'infection[41].

Des extraits a |'éhanol de C. semipervirens ont été utilisés dans des expériences pour tester
leur activité antivirale sur lesvirus de I'herpes (HSV-1) et I’extrait de fruit apparue posséder la
plus forte activité anti-HSV [11].

Une fraction de polymeres pro-anthocyanidines (poids de 1500 a 2000 daltons) de C.

sempervirens L. a montré une véritable activité antivirale in vitro contre deux rétrovirus, VIH
et virus T-lymphotropique humain HTLV 1l B [42].
Les huiles essentielles extraites des feuilles de C. sempervirens ont été analysées par GC-MS
et évaluées avec le p-cymene, I'un de leurs principaux constituants, pour leurs effets répulsifs
et toxiques sur les insectes Stophilus zeamais et Tribolium confusum. Les résultats suggerent
que I'huile essentielle de C. sempervirens pourrait étre utilisée pour le stockage des céréales
contre les insectes nuisibles[43]. Dans I’autre c6té, les résultats d'essais in vitro antifongiques
ont montré que I’huile inhibe de maniére significative la croissance de 10 champignons
phytopathogenes, Les effets herbicides des huiles sur la germination des graines, la vigueur
des graines et la croissance des plantules de trois mauvaises herbes communes, Snapis
arvensis L., Phalaris paradoxa L. et Raphanus raphanistrum L. ont également été
déterminés; I'huile a complétement inhibé la germination des graines et la croissance des
plantul es de toutes |es mauvaises herbes [44].

Les extraits de C. sempervirens L. ont une activité anti inflammatoire induite par
I'hépatite aigué et les leucotriénes et un effet protecteur contre I'hépato-toxicité induite par le
CCl, [36, 45]

Les extraits au dichlorométhane, I'acétone, |'acétate d'éthyle et le méthanol des cones et
des feuilles de C. sempervirens L. ont été étudiés pour leurs effets neurobiologiques in vitro,

cette étude décrit les effets anti-cholinestérase et anti-tyrosinase des variétés de

9
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C. sempervirens, la meilleure inhibition contre la butyrylcholinestérase a été provoquée par
I'extrait acétonique de feuille de C. sempervirens var. horizantalis [46].

Les résultats des autres études suggerent que les huiles essentielles extraites des rameaux et
des fruits de C. sempervirens var. horizontalis possedent des propriétés antioxydantes et, en
particulier, anti-glycation. Pourrait inhiber la glycation de I'hémoglobine a toutes les
concentrations testées. Ou possible que de telles huiles puissent étre utilisees pour la
prévention des complications du diabete et d’autres troubles dans lesquels les produits finaux
de glycation avancée sont étio-pathologiques [47].

1.5.2. Travaux antéieurs phytochimiques et les métabolites secondaires

séparésdelafamille Cupressaceae

D'apres une éude approfondie de la littérature, il a é&é constaté que C. sempervirens
avait une large gamme de composes, tel que des alcaloides, des monoterpenes, des diterpénes,
des flavonoides glycosides et des composeés biflavonoides saponines , tanins, phénols, huiles
essentielles [48, 49].
[.5.2.1. Diterpénoides

La plupart des composés isolés a ce jour des especes C. sempervirens sont des
diterpénoides appelés acides trans communique (A1), lanost-8-en-1,3-dione (A2), acide
sandracopimarique (A3), junepediol (A4), abieta-8,11,13-triene-20-0l (A5), 6 deoxytaxodione

(A6), taxodione (A7) et ses structures illustrées ci-dessous(Figure |. 4) et dans letableau |.1.

OH

A4

HO

A5

S
X

Figurel. 4 : Structures chimiques de différents diterpénoides isolés issus de Cupressaceae
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Tableau | .1 : Exemples des différents diterpénoides isolés de Cupressaceae

Compose Espece Réf
C. sempervirensL. 5,50
trans acide de communiqui (A1) D ! ]
Calocedrus formosana [51]
. . C. sempervirens [9]
Abieta-8, 11, 13-triene-20-ol (A2) Chamaecyparis Pisfera (52]
. o C. sempervirensL. [5]
Acide sandracopimarique (A3) iy o thunbergii MIQ. (Liliaceae) [53]
e C. sempervirensL. [9]
Junépediol (Ad) Juniperus formosana [54]
Lanost-8-en-1,3-dione (A5) C. sempervirens L. [50]
6-Deoxytaxodione (A6) C. sempervirens L. [55]

La famille de Cupressaceae a été étudiée plus loin. Dans plusieurs études rapportant
I'isolement des diterpénoides d'abiétane connus tandis que deux diterpénes ont été isolés de la
fraction d'éther de pétrole et d'extrait éhanolique de I'écorce de tige de Cupressus gwentana
var. Abramasiana. Les diterpénoides isolés de la famille de Cupressaceae sont illustrées dans
les tableaux des 1.2 et |.3.

Tableau 1.2 : Diterpénoides a base d’Abieta-8,11,13-triene isolés de lafamille de

Cupressaceae
Ry
Ry
z
Ry
X Y
Compose  Z X Ry R> R: 'Y espéece Réf
Totarolone | H,H | O CH(CH3), | OH H 'HH
o H H C.sempervirensL.
Hinokione "~ O H CH(CH3)2, | OH | H,H [56]
C. dupreziana
Hinokiol | 11 CH)H’ H CH(CHs); | OH | H, H
Abieto- :
13-dione © | © CH(CHz), | OH H | H,H |C.sempervirenslL. [50]
Sugiol H/H HH | H CH(CHs); | OH O | C-gwentanavar. 571
C. sempervirensL. [55]
Ferruginol |H,H | HH ' H CH(CH3), | OH | H, H | Taiwania (58]

cryptomerioides
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Tableau 1.3: Diterpénoides a base de labdane isolés de |la famille de Cupressaceae et
Taxodiaceae

Z
R,
Ry
Composé R1 R, Espéce Réf
acide Cupressique COOH OH C.sempervirensL. | 54
Manool CHjs OH _
Torulosol CH,OH OH C. sempervirensL.
Torulosa CHO OH ) [56]
. C. dupreziana
M onoacétate de torulosyle CH,OAC OH
R
COOH
Composé R Espéce Réf
. : C. sempervirensL. [9]
Acide imbricatolique CH,OH g :
Cryptomeria Japonica | [59]
Acide énantio-olévarique COOH C. sempervirensLL. [5, 60]

Acide acétoxyimbricatolique CH,OCOCHS3 Brickellia Glomerata

|.5.2.2. Flavonoides et polyphénols
a. Biflavones

Une enguéte précédente a révélé que le genre Cupressus est riche en biflavones, en
particulier en cupressuflavone. Il semble que ce soit la biflavone caractéristique de ce genre et
gu’avec I’amentoflavone puisse servir de marqueur taxonomique utile. Précédemment, conclu
que I'hinokiflavone est présente chez les Cupressacées sans exception. Cependant, dans
I'étude de S. Natargian, ce composé n'a pas pu €tre détecté dans deux échantillons de
C. sempervirens. [61]; Les biflavonesisolés de lafamille de Cupressaceae sont illustrées dans
le tableau 1.4.

12
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Tableau | .4 : Biflavones isolés de lafamille de Cupressaceae

Structure de Compose

Nom de Composé

Amentoflavone

Podocarpusflavone
A

Hinokiflavone

isocryptomerine

Cupressuflavone

13

R

H

CHs

CHs

Espece
C. cashmeriana
C. sempervirens

C. sempervirens
C.torulosa

C. sempervirensL.

var. stricta
C. glauca

C. goveniana
C. finebris
C. torulosa

C. cashmeriana
C. sempervirens

C. cashmeriana
C. sempervirens

C. finebris

C. sempervirens L.

C. sempervirens
var. stricta

C. glauca

C. goveniana

C. finebris

C. torulosa

C. cashmeriana

C. cashmeriana
C. sempervirens

Réf

[62]

[63]

[61]

[62]

[62]

[61]

[61, 63]

[62]
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b. Composés phénoliques et les flavonoides

Des études sur les composés phytochimiques de Cupressus sempervirens L. ont révélé
quil contenait des composants actifs tels que des flavonoides (rutine, quercitrine, quercétine
et myricitrine), des composeés phénoliques (anthocyanidine, catéchines flavones, flavonols et
isoflavones, tannins et isoflavones) tanins (acide ellagique, acide galique, phényl
isopropanoides), acide caféique, acide coumarique, acide férulique, lignanes, catchol[64]. La
fraction n-butanol a donné deux nouveaux glycosides phénoliques et cing composés connus:
la catéchine, I’épicatéchine, les néolignans, le 1-(4-hydroxy- 3-méthoxyphényl)-2- [4-(3-
rhamnopyranoxypropyl)-2-hydroxyphénoxy]-1,3-propanediol) et le (1-(4-hydroxy phényl)-2-
[4-(3-glucopyranoxypropyl)-2-méthoxyphénoxy]-1,3-propanediol) [5]. Les structures des
composés isolés de la famille de Cupressaceae sont illustrées dans les tableaux des 1.5 et 1.6.

Tableau 1.5 : Flavones glycosidesisolés de lafamille de Cupressaceae

R2

OH

R;0 o
Rs3
Ry
OH (0]
Composés R1 R, Rs Ry Espéce Réf
Rutin H OH|H |O- C. sempervirens
[65]
glucorhamnosyl

Myricitrin H OH | OH | O -rhamnosyl ,
Quercetin H OH H |OH JC ;ﬁg’;i‘gens [65]
Cosmosiin O-glucosyl H 'H |H '
Quercitrin H OH H | O-rhamnosyl C.sempervirens,

C. funebris, C. glabra,

C. goveniana, C.

lusitanica, C. arizonica

[66]

kaempferol 3-O- H H 'H | O-rhamnosyl C.sempervirens, C.
rhamnoside funebris, C. glabra,

C. goveniana, C.

lusitanica, C. arizonica
Quercetin-3-O-(4"- | H OH H | O-(4"-methoxy)- | C.sempervirens
methoxy)-a-L - al- [9]
rahmnopyranosyl rahmnopyranosy!

14
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Tableau 1.6 : Composes phénoliques isolés de la famille de Cupressaceae

Structure de Compose

Ry

OCH3
O,
O "
OR,
HO

Nom de Composé R Espece

Ry : OH C. sempervirens
Ro:H .

Neolignans Ry ; H
Rp: aL- C. macrocarpa
rhamno-
pyranoside

(1-hydroxy-3-

methoxyphenyl)-

2-(4-[3- Rhamno-

rhamnopyranoxyp pyranosy|

ropyl)-2-

hydroxyphenoxy]

- 1.3-propanediol

(1-

hydroxyphenyl)-

2-(4[3 Gluco-

glylil;:ozpyranoxypro pyranosy| C. SemperVirenS

methoxyphenoxy]

- 1.3-propanediol

(2-hydroxy-5-isopropyl-4-
methyl phenoxy)-4-methoxy--D-
glucopyranoside

Acide p-coumarique | H _
C. sempervirens

J. phoenicea
Acide caféique OH

[.5.2.3. Mono-terpéenes et sesquiter penes

Réf
[3]

[67]

[5]

[65]

Comme indiqué dans plusieurs études, les huiles essentielles de cones et de fruits

contiennent principalement des mono-terpénes et des sesquiterpénes volatils.

Il est apparu que les huiles essentielles et volatiles de la plante différaient selon

I’emplacement et la variété de la plante. 20 composés isolés de I'huile de cypres de

Méditerranée (Cupressus sempervirens L.), inclus tricyclene, a-thujene, a-pinene, camphene,

sabinene, (B-pinene, myrcene, d-3-carene p-cymene, limonene, y —terpinene, a-terpinolene,

camphor, bronyl acetate, carvacrol, 3-caryophyllene, a-humulene, germacrene-D, 4-cadinene
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et a-cedrol. 20 constituants représentant 98,1% d’huile ont eté identifiés ; I'a-pinéne (48,6%),
le 0-3-caréne (22,1%), le limonene (4,6%) et l'a-terpinolene (4,5%) congtituaient les
principaux composants, représentant 79,8% de I'huile. Une partie (1,9%) de la composition
totale n'a pas éé identifiée [68]. Les structures chimiques des mono-terpenes et des

sesquiterpenes de Cupressus sempervirens L. sont illustrées dans le tableau |.7.

Tableau | .7 : Structures chimiques des mono-terpénes et des sesquiterpénes de Cupressus

sempervirens L.

Structure de
COmpose

Nom de composé Limonene carvacrol o-Terpinéne Terpinolene
OH
Structure de
COMpOosé =
Nom de composé o-cadinol 1-terpineno  B-phellandrene Myrcéne
Structure de
COMposé
HO
Nom de composé 5-Borneol o-Pinéne
~ \
Structure de
COmpose =
Nomdecomposé = Caryophyllene = a-Humuléne cédrol cadinene
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|.6. For mes d’utilisations et posologies

Au fil des ages, les huiles essentielles et autres extraits de plantes ont suscité I’intérét
comme source de produits naturels. 1ls ont été examinés pour leurs utilisations potentielles en
tant que remedes alternatifs pour le traitement de nombreuses maladies infectieuses. La
phytothérapie inclut I'utilisation de plantes médicinales et aromatiques, qui constituent une
source majeure de composés organiques naturel s, pour soulager les maladies.

Le cypres est utilisé comme vasoconstricteur, antiseptique, sédatif, antispasmodique,
diurétique, latoux, le rhume, la bronchite, les varices, les crampes aux jambes.

L’huile essentielle est employée uniquement par voie externe, utilisé en aromathérapie pour
le massage (10 gouttes dans 2 cuillerées a thé d’huile d’amande) [69].

Tisane : faire une décoction de 5 g dans 250 ml, laisser infuser 10 minutes, prendre 1 tasse
avant lesrepas.

Teinture: 30 & 60 gouttes avant les repas de midi et du soir.

Extrait glycérine de plantesfraiches: 1 &3 cuillerées acafé par jour.

Extrait sec : correspondant a 10-15 g par jour de gabules (150 mg de nébulisat par gélule,
1 gélule 3 fois par jour) [23].

M édicaments a base de cypres

Arterase® comprimés enrobés.

Nazinette du Dr Gilbert® pommade nasale.

Veinostase® solution buvable.

|.7. Contre-indications et effetsindésirables

[.7.1. Toxicitédelaplante

Les huiles essentielles possedent des propriétés antibactériennes, antifongiques,

antivirales, insecticides et antioxydantes [ 70, 71].
Ces composés naturels sont des produits complexes et volatils formés par les plantes
aromatiques comme métabolites secondaires. Chimiquement, ces produits volatils et leurs
COMpPOSES oxygeénés sont dérives de terpénes [72, 73]. Chacun de ces composants contribue
aux effets bénéfiques ou indésirables.

Cupressus sempervirens L. a un bon rendement en huiles essentielles ou de nombreuses
études antérieures ont prouvé son efficacité dans le traitement de nombreuses maladies
microbiennes.

Dans une étude précédente, le profil de toxicité de I'huile avait éé étudié chez des souris

suisses et des rats albinos Wistar. L’étude de toxicité aigué de I’huile de feuille de Cupressus
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lusitanica sur des souris a montré une légere tolérance ala solution huileuse. Tandis que cette
huile peut exercer des effets néfastes afortes doses [ 74].

|.7.2. Effetsindésirables

Le pollinose au cypres touche prés de 40 % de la population alergique méditerranéenne. Le
cypres peut étre a I’origine d’alergies qui se manifestent par des rhinites saisonnieres,
associées la plupart du temps au classique rhume des foins printanier.

Dans une étude précédente, une approche visant a identifier un nouvel allergene du pollen de
cypres italien basé sur I'nomologie et la réactivité croisée avec d'autres allergénes apparentés a
été décrite. Cup s 3, un alergene du pollen de cypres italien, a été identifié sur la base de sa

réactivité croisee et de son homologie avec d'autres protéines de pollen PR-5 [75].
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Les métabolites secondaires sont des produits chimiques produits par des plantes pour
lesquels aucun réle n'a encore été trouve dans la croissance, |a photosynthese, |a reproduction
ou d'autres fonctions "primaires’. Ces produits chimiques sont extrémement divers, et sont
généralement classés en fonction de leurs voies de biosynthése. Trois grandes familles de
molécules sont généralement considérées: les composés phénoliques, les terpénes et les
alcaloides. Les composes phénoliques constituent un bon exemple de famille de métabolites

répandues : ces molécules étant impliquées dans la synthese de lalignine [1].

I1.1. Composés phénoliques

Les phénols sont des composés de formule générale ArOH, ou Ar est un phényle, un
phényle substitué ou I'un des autres groupes aryle, par exemple naphtyle. Les phénols
différent des alcools par le fait que le groupe OH est lié directement a un cycle aromatique.
L'hydroxybenzene, le membre le plus simple des phénols, est généralement appel é phénal [2].
[1.1.1. Classification des polyphénols

Les phénols alimentaires ou polyphénols constituent 1I’un des groupes de produits
naturels les plus nombreux et les plus largement distribués du régne végétal. On connait
actuellement plus de 10 000 structures des flavonoides identifiées [ 3]

La définition initiale de "polyphénols* sest considérablement élargie au fil des ans pour
inclure de nombreuses structures phénoliques beaucoup plus simples. Ils englobent plusieurs
classes d'entités structurellement diverses qui sont essentiellement toutes biogénérées par les
voies métaboliques secondaires shikimate / phénylpropanoide ou acétate de "polycétide” /
malonate [4].

La diversité et la large distribution des polyphénols dans les plantes ont conduit a
différentes maniéres de catégoriser ces composés naturels. Les polyphénols sont couramment
subdivisés en phénols simples, acides-phénols (dérivés de I'acide benzoique ou cinnamique) et
coumarines, en naphtoquinones, en stilbénoides (deux cycles Cs liés par 2C), en flavonoides,
isoflavonoides et anthocyanes (structure Cg-C3-Cg) et en formes polymérisées : lignanes,
lignines, tanins condensés [5].

Le classement de ces composés en groupes est basé sur le nombre de carbones dans la
molécule (Tableau 11.1.) [6].
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[1.1.2. Biosynthese des polyphénols

L a biosynthese des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :

[1.1.2.1. Voie de I’acide shikimique

Comme tous les composés phénoliques, les acides phénoliques tels que I'acide gallique

et |'acide cinnamique sont considérés comme des métabolites de la voie shikimate.

Tableau |1.1: Classification des composés phénoliques

Squelette carboné | Classe Exemple
Cs Phénols simples Hydroquinone
Ce-Cy Acides phénoliques Acides hydroxybenzoiques
Ce-C; Acétophénones et acides Gallacetophenone
phénylacétiques
Cs.Cs3 Acides cinnamiques, cinnamyl Acides hydroxycinnamiques
aldéhydes, alcools cinnamyliques
Coumarines Ombelliférone (7-
hydroxycoumarine)
Ce-C4 Naphthaguinones Juglone
Ce-Co-Cs Stilbénoides trans-resvératrol
Cs-C3-Cs Flavonoides Kaampférol
isoflavones Daidzéine
Anthocyanes Delphinidol
(CeCy) 2 Lignanes, neolignans Dimeéres ou oligomeres
(Ce-C3) n Lignines
(Ce-C3-Co) n Tanins condensés Procyanidol

La voie shikimate comprend sept étapes réactionnelles, commencant par une

condensation de type aldol de I'acide phosphoénol pyruvique (PEP) de la voie glycolytique et
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du D-érythrose-4-phosphate, du cycle du pentose phosphate, pour produire I’acide 2-céto-3-
désoxy-7-phospho-D-glucoheptonique (Acide 3-désoxy-D-arabino-octulosonique 7-phosphate
(DAHP)) [7]. La biosynthése des composés phénoliques par la voie de I'acide shikimique

illustrée danslafigureIl.1.
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Figurell.l: Biosynthese des composés phénoliques par lavoie del'acide shikimique [8]
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[1.1.2.2. Voie de I’acétate

Les polyphénols sont aussi synthétisés a partir de la voie de I’acétate, qui conduit a des
poly [3-coesters (polyacétates) de longueur variable menant par cyclisation & des composés
polycycliques tels que les dihydroxy-1,8-anthraguinones ou |es naphtoquinones
De plus, la diversité structurale des composés poly-phénoliques, due a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux
voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte ; les flavonoides[9].
[1.1.3. Extraction des polyphénols

L'extraction des composés phénoliques dans les matieres vegétales est influencée par
leur nature chimique, la méthode dextraction employée, la taille des particules de
I'échantillon, la durée et les conditions de stockage, ainsi que par la présence de substances
interférentes.
La solubilité des composés phénoliques est régie par le type de solvant (polarité) utilisé, le
degré de polymérisation des composés phenoliques, ainsi que par I’interaction des composés
phénoliques avec d’autres composants alimentaires et la formation de complexes insolubles.
Par conséquent, il n’existe pas de procédure uniforme ou totalement satisfaisante, adaptée a
I’extraction de tous les composes phénoliques ou d’une classe spécifique de substances
phénoliques dans les matieres vegétales. Le méthanol, I'éhanol, I'acétone, I'eau, I'acétate
d'éthyle dans une moindre mesure, le propanol, le diméthylformamide et leurs combinaisons
sont fréguemment utilisés pour I'extraction des composés phénoliques [10].
[1.1.4. Propriétés biologiques des polyphénols

Les données actuelles soutiennent fortement une contribution des polyphénols dans la
prévention des maladies cardiovasculaires, des cancers et de |'ostéoporose et suggérent un réle

dans la prévention des mal adies neuro-dégénératives et du diabéte [11].

I1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques a quinze atomes de carbone, avec
deux cycles aromatiques reliés par un pont a trois carbones [12]. Ce sont des pigments
hydrosolubles que Il'on trouve dans les vacuoles des cellules végétales.
IIs peuvent également étre divisés en trois groupes : anthocyanes, flavones et flavonols. La
plupart des flavonoides sont des composés jaunes et contribuent a la couleur jaune des fleurs

et desfruits, ou ils se présentent généralement sous forme de glycosides [2].
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[1.2.1. Classification des flavonoides

Les principales sous-classes de flavonoides sont les flavones, les flavonals,
les flavan-3-ols, les isoflavones, |es flavanones et les anthocyanidines (Figure 11.2). Les autres
groupes flavonoides, qui sont quantitativement des composants mineurs du régime
alimentaire, sont les dihydroflavonols, les flavan-3,4-diols, les coumarines, les chalcones, les

dihydrochal cones et les aurones.

%7

Flavone

Flavonol

OH

x
L

Anthocyanidine

Flavan-3-ol

Flavanone

Figurell.2: Structures genériques des principaux flavonoides

Le squelette flavonoide de base peut avoir de nombreux substituant. Les groupes
hydroxyles sont généralement présents aux positions 4, 5 et 7. Les sucres sont trés communs
avec la mgjorité des flavonoides existant naturellement sous forme de glycosides. Alors que
les sucres et les groupes hydroxyle augmentent la solubilité dans I’eau des flavonoides,
d’autres substituants, tels que les groupes méthyle et les unités isopentyle, rendent les
flavonoides lipophiles [12]. Chez les flavones et les flavonals, le cycle A est, dans le prés de
90 % des cas, substitué par deux hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. Ces hydroxyles
peuvent étre libres ou éthérifiés, I’'un d’entre eux peut étre engagé dans une liaison
hétérosidique. Le cycle B est substitué dans 80% des cas en C-4' ou di-substitué en C-3' et C-
4' par des groupements OH ou méthoxyles (OCH3) [13].
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[1.2.2. Biosynthese des flavonoides

La premiere éape de la biosynthese de la plupart des flavonoides est la condensation
d'une molécule de p-coumaroyl-CoA (dérivé du shikimate, cycle B) avec trois molécules de
malonyl-CoA (origine polycétide, cycle A) pour donner de la chacone (2',4',6'4-tétra
hydroxychalcone). Cette réaction est réaliseée par I'enzyme chalcone synthase (CHS). La
chalcone est ensuite isomérisee par |'enzyme chalcone flavanone isomérase (CHI) en
flavanone (Figure 11.3). A partir de ces intermédiaires centraux, la voie diverge en plusieurs
branches latéral es, chacune donnant une classe différente de flavonoides [14].
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Figurell.3: Diagramme de la voie de biosynthése des flavonoides
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Principales enzymes catalysant certaines réactions. CHS :chalcone synthase; CHI : chalcone
flavanone synthase; F3H : la flavanone 3B-hydroxylase; DFR : dihydroflavonol 4-réductase;
FLS: flavonol synthase; | FS :isoflavonoide synthase [13, 15].

[1.2.3. Extraction des flavonoides

Les flavonoides sont genéralement extraits de matiéres végétales avec du méthanol, de
I'éthanol, de I'eau ou de leur combinaison, |es solvants utilisés pour I'extraction sont choisis en
fonction de la polarité des flavonoides, des traces d'acide sont parfois incorporées dans le
solvant pour I'extraction des glycosides flavonoides [16].

Les extraits sont souvent traités avec du HCl afin dhydrolyser les glycosides de
flavonoides en aglycones. L'extrait est mélangé avec HCl 6 M (extrait : acide, 1: 4, v / V),
I'échantillon est barboté d'azote pendant 40-60s. L'hydrolyse est réalisée dans un bain-marie a
90 °C pendant 2 h [17]

[1.2.4. Structure chimique des flavonoides

La nature chimique des flavonoides varie en fonction de la position d’hydroxyle, de la
conjugaison entre les cycles aromatiques, des fragments glycosidiques, des groupes méthoxy
et dautres substituant. Les flavonoides contiennent des doubles liaisons et des groupes
(hydroxyle ou autres substituants) conjugués qui peuvent donner des électrons par résonance
pour stabiliser les radicaux libres. Proviennent des spectres éectroniques
des flavonoides [14].
a. Spectroscopie Ultraviolet-Visible

La spectroscopie UV est I’'une des techniques analytiques les plus populaires, en
particulier a identifier le type de flavonoide, pour définir le schéma d’oxygénation et pour
déterminer les positions de substitution phénolique, par |'addition de réactifs (méthoxyde de
sodium (NaOMe), acétate de sodium (NaOAc), acétate de sodium / acide borique (NaOAc /
H3BO3), chlorure d'aluminium (AICI3) et chlorure d'auminium / acide chlorhydrique (AICI3 /
HCIl) séparément a la solution alcoolique du flavonoide induit des changements structurels
significatifs dans le spectre UV. Le spectre UV de la plupart des flavonoides comprend deux
maxima d'absorption majeurs, |'un se situant dans la plage allant de 240 a 285 nm (bande 1) et
l'autre dans la plage alant de 300 a 400 nm (bande 1), (Figure 11.4). En termes généraux,
I'absorption de labande 11 peut étre considérée comme provenant du systeme benzoyle a cycle

A et labande | du systeme cinnamoyle acycle B [16].
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Benzoyle Cinnamoyle
bandell Q bEIB.ndel Y

240 & 285 nm : 300 4 400 nm

Figurell.4: Absorption delabandell et bande |. Adapté de laréférence [18]

b. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est I’une des méthodes les plus sensibles d’analyse
moléculaire. En raison de son haut pouvoir de séparation en masse, de treés bonnes sél ectivités
peuvent étre obtenues. Les données spectrales de masse fournissent des informations
structurelles sur les flavonoides et sont utilisées pour déterminer les masses moléculaires et
pour établir la distribution des substituanst entre les cycles A et B [19].

La plupart des aglycones flavonoides produisent des pics intenses pour I’ion moléculaire
(M™) et c’est en fait souvent le pic de base. En plus de I'ion moléculaire, les flavonoides
donnent généralement des pics majeurs pour [M-H] " et, lorsqu'ils sont méthoxylés, [M-CH3]".
Les fragments les plus utiles en termes d’identification des flavonoides sont peut-étre ceux qui
impliquent le clivage de fragments de cycle A et B intacts [16].
C. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RM N)

L'application de la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) a l'analyse
structurale des flavonoides est maintenant bien établie [18]. C'est I'une des techniques les plus
récentes et son application est limitée aux flavonoides naturels, dont la plupart sont des
glycosides, en raison de leur faible solubilité dans la plupart des solvants organiques [20]. La
technique la plus générale est la spectroscopie RMN *H, mais compte tenu des progrés
techniques récents et de la plus grande disponibilité de la spectroscopie RMN *3C. Cette
technique puissante, fournissant des informations sur le squel ette carboné de la molécule, peut
étre considérée comme complémentaire & la spectroscopie RMN *H puisqu'elle concerne
davantage étroitement al'environnement structural du noyau flavonoide [21].
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[1.2.5. Propriétés biologiques des flavonoides

Les principales caractéristiques structurelles des flavonoides nécessaires a l'activite anti-
oxydante peuvent étre déterminées par trois facteurs fondamentaux: 1- une structure 3',4'-
dihydroxy (catéchol) dans le cycle B favorise la délocalisation électronique (1), 2- une liaison
2-3 insaturée en conjonction avec un groupe 4-céto permet la délocalisation d'éectrons a
partir du cycle B (1) .3- Les groupes hydroxyles en positions 3 et 5 forment une liaison
hydrogéne intramoléculaire au groupe céto (l11) (Figure I1.5). Ces effets conduisent a des
augmentations du balayage radicalaire par délocalisation d'éectrons ou par donation
d'hydrogene [22].

0 (1

Figurell.5: Groupes structurels pour piégeage des radicaux

Le premier biflavonoide isolé a été la gingétine, en 1929. On en connait maintenant

plus dune centaine et diverses activités biologigues ont éé rapportées.
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Amentoflavone a une large distribution, par exemple des espéces de Ginkgo, Hypericum,
Rhus et conjointement avec la robustaflavone, ont démontré une activité contre les virus
influenza A, HSV-1 et HSV-2[§].

11.3. Tanins

Les tanins représentent un grand groupe de composés polyphénoliques hydrosolubles de
poids moléculaire élevé, ce sont largement répandus dans le régne végétal. Ils se distinguent
par leur capacité a lier et a précipiter des protéines. Ce sont des esters de polyol (le plus
souvent [(-D-glucose) avec de l'acide gallique (gallo-tanins) ou de I'acide hexahydroxy

diphénique (ellagitanins) [23, 24].

[1.3.1. Classification destanins

Les tanins peuvent étre classés en trois groupes: les tanins condenses, les tanins
complexes et les tanins hydrolysables. Ces derniers sont regroupés en galo-tannins et
ellagitannins. Ces groupes peuvent ensuite étre divisés, commeillustré dans lafigure 1.6 [6].

Tanins

Tanins condensés Tanins complexes Tanins hydrolysables

Gallo-tanins Ellagitanins

Figurell.6 : Classification destanins

a. Taninshydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des composés contenant un noyau central de glucose ou
d'un autre polyol estérifié avec de l'acide gallique, les deux principaux types de tanins
hydrolysables sont les gallitanins et les ellagitanins, qui sont respectivement composés
d'unités d'acide gallique et d'acide hexahydroxy-diphénique (Figure 11.7). La grande variété
dans la structure de ces composés est due aux nombreuses possibilités de formation de

liaisons oxydantes [8, 25].
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Figurell.7 : Exemples de tanins hydrolysables

b. Tanins condenses

Les tanins condensés sont également appelés proanthocyanidines. Ce sont des
flavonoides oligoméres ou polymeres constitués d’unités de type flavan-3-ol (catéchine).
L'hydrolyse dans des conditions difficiles, telles que le chauffage dans un acide, donne des
anthocyanidines. Un exemple de tanin condensé est la procyanidine B2
(épi-catéchine- (48 — 8") — épi-catéchine ; Figure 11.8.). Dans ce cas, la liaison interflavanyle
se situe entre C4 de I’unité "inférieure” et C8 de I’unité "supérieure”. Laliaison peut aussi étre

entre C4 d’une unité et C6 de la deuxiéme unité [6].

OH

OH

OH

OH

Figurell.8: Structure de procyanidine B2
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c. Taninscomplexes

Les tanins complexes sont définis comme des tanins dans lesquels une unité catéchine
est liée glycosidiqguement a une unité gallotanine ou dlagitannigue. Comme son nom
I'indique, la structure de ces composés peut étre trés complexe. Acutisssmin A (Figure 11.9.)
en est un exemple. Il sagit d'une unité flavogallonyle liée de maniére glucosidique a C1, avec
trois liaisons ester hydrolysables supplémentaires a un polyol a chaine ouverte dérivé de D-

glucose [6].

OH

HO,

Figurell.9: Structure d’Acutissimin A

[1.3.2. Extraction destanins

L’extraction des tanins est en regle générale, réalisée par un mélange d’eau et d’acétone
(on évite le méthanol qui provoque la méthanolyse des depsides galliques). Apres élimination
de I’acétone par distillation, la solution aqueuse est débarrassée des pigments et des lipides
par un solvant tel que le dichlorométhane, une extraction de cette solution aqueuse par
I’acétate d’éthyle permet de séparer les proanthocyanidols dimeres et la plupart des tanins
galliques. Les proanthocyanidols polymeres et les tanins galliques de masse moléculaire
élevée restent dans la phase aqueuse [13].
11.3.3. Biosynthese des gallotannines

Les gallotannins et les ellagitannins constituent les tanins hydrolysables et sont dérivés
du 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B-D-glucopyranose. Les galotannins contiennent 10 a 12
fragments d'acide gallique supplémentaires par molécule. C’est effectivement la continuation
des réactions d’estérification qui ont conduit a la formation de pentagalloylglucose (Figure
11.10) [6].
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Figurel.10 : Biosynthése du 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-3-D-glucopyranose (6) a partir d'acide
gdlique (G; 1) et de I'UDP-Glucose.

Le dernier résidu d'acide gallique gjouté est indiqué par un G en gras. Les intermédiaires sont
la B-glucogalline (BGG; 2), le 1,6-di-O-galloyl-B-D-glucopyranose (3), le 1,2,6-tri-O-galloyl-
B-D-glucopyranose (4 ) et le 1,2,3,6-tétra-O-gall oyl -3-D-glucopyranose (5).
11.3.3. Propriétés biologiques des tanins

Les tanins sont des polyphénols largement présents dans les plantes. Les polyphénols
étant connus pour démontrer une activité biologique, en particulier des propriétés
antioxydantes. Les activités biologiques des tanins comprennent des activités marquées anti-
tumorales, antivirales (anti-VIH), I’inhibition de la peroxydation des lipides et de I’activité de
la plasmine, la médiation de la coupure de I’ADN, I’amélioration de I’insuffisance rénale et

plusieurs autres [ 26].

I1.4. Lignanes
Les lignanes sont des composés organi ques synthétisés par les plantes et se caractérisent
par I'union de deux résidus d'acide cinnamique par liaison B sur le C-8 de chague chaine

latérale du propyle. On les trouve dans les fougéres, les gymnospermes et les angiospermes.

35



CHAPITRE I ‘ Les Métabolites Secondaires et Les Activités Biologiques

Ils sont localisés dans lestiges et les graines ligneuses et ont un effet dissuasif sur les insectes.
Certains de ces composés ont des propriétés médicinaes [6, 27].
I1.4.1. Classification deslignanes

Les lignanes sont classés dans les huit sous-groupes suivants en fonction de la maniére
dont I'oxygeéne est incorporé dans e squel ette et du schéma de cyclisation : furofurane, furane,
dibenzylbutane, dibenzylbutyrolactone, aryltétraline, arylnaphtalene, dibenzocyclooctadiene
et dibenzocyclooctadiéne et dibenzylbutyrolactol (Figure I1.11). Les lignanes de chagque sous-
groupe varient substantiellement dans les niveaux d'oxydation des cycles aromatiques et des
chaines latérales propyle. Certaines lignanes de furanne, de dibenzylbutane et de dibenzo-
cyclooctadiene ne contiennent pas d'oxygene en C-9 (C-9'), alors que certaines lignanes ont

des groupes hydroxyle supplémentaires en C-7 (C7") ou en C-8 (C-8) [28].

O O

furofurane

dibenzylbutyrolactone

oy O G L
H @ s eevs
O ° Q

dibenzylbutyrolactol  dibenzylbutane  dibenzocyclooctadiéne
HyCO OCHs

OCHz
podophyllotoxine

Figurell.11. Exemples de lignanes variés englobant différentes structures

[1.4.2. Intérét biologique des lignanes

Les lignanes exercent un certain nombre d'activités biologiques d'importance médicale,
par exemple: propriétés antitumorales, antimitotiques et antivirales. On pense que les
lignanes jouent un réle dans la défense de la plante contre les agents pathogénes et les
parasites, car ils possedent certaines propriétés antifongiques, antimicrobiennes, antivirales et

méme insecticides [27, 28].
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|1.5. Diabéte sucré

Le diabéte est une maladie chronique complexe et grave, source majeure de problemes
de santé dans le monde. Le nombre de personnes atteintes de diabéte dans le monde a
considérablement augmenté ces derniéres années [29], pour que le diabéte a augmenté
d'environ 4,0 % en 1995 chez les adultes de 20 ans et plus et devrait augmenter de 5,4% en
2025 [30]. Une dégradation de I'équilibre oxydant / antioxydant entraine un stress oxydatif
dans de nombreuses conditions pathologiques, notamment |le diabéte, entrainant des lésions
cellulaires. Des preuves croissantes dans | es études expérimental es et cliniques suggérent qu'il
existe un lien étroit entre I'nyperglycémie, le stress oxydatif et les complications du diabete.
L'augmentation du stress oxydatif chez les diabétiques contribue probablement a la
pathogenése de la néphropathie diabétique et a son évolution vers l'insuffisance rénale au
stade terminal [31].

Actuellement, les remédes a base de plantes suscitent un intérét croissant en raison des
effets secondaires associés aux agents thérapeutiques (hypoglycémiants oraux et insuline)
pour le traitement du diabéte sucré [30]. Dans certaines régions du monde, avant I’avenement
des injections d’insuline et d’autres préparations pharmaceutiques, les guérisseurs
s’appuyaient énormément sur les plantes et les plantes médicinales pour traiter le diabete [29].
11.5.1. Définition et diagnostic du diabéte sucré

Le diabete sucré est un groupe de maadies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique résultant d’un défaut de la sécrétion de I’insuline ou de I’action de
I’insuline ou de ces deux anomalies associées. L’hyperglycémie chronique est associée a
terme avec des complications organiques spécifiques touchant particuliérement les yeux, les
reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux [32].

Le diabete sucré est une combinaison de troubles hétérogenes présentant fréquemment des
épisodes d’hyperglycémie et une intolérance au glucose, résultant d’un manque d’insuline,
d’un défaut d’action de I’insuline, ou des deux. De telles complications résultent de
perturbations dans les systémes de regulation du stockage et de la mobilisation des énergies
métaboliques, notamment du catabolisme et de I’anabolisme des glucides, des lipides et des
protéines provenant d’une sécrétion d’insuline défectueuse, d’une action de I’insuline ou des
deux [33].

11.5.2. Classification du diabete

Un certain nombre de types de diabete ont été identifiés, mais la plupart des communes
sont des diabetes de type 1 et de type 2 et des diabetes gestationnels :
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[1.5.2.1. Diabéte insulinodépendant (DID) Diabéte detype 1

Le diabete de type 1, connu auparavant sous le nom de diabéte insulinodépendant, est
généralement observé dans le groupe d’age le plus jeune, mais peut également survenir chez
les personnes agées. Cette définition de "insulinodépendant™ n’est plus valable car les patients
diabétiques de type 2 a un stade ultérieur de la maladie peuvent également devenir dépendants
de I’insuline. Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune qui signifie que les systémes
immunitaires des patients diabétiques reconnaissent mal les cellules B, situées dans lesilots de
Langerhans, comme des corps étrangers et les détruisent progressivement a l'aide de cellules
T tueuses de CD4 et CD8 et de macrophages. La destruction de ces systemes producteurs
d'insuline réduit naturellement ou arréte de maniére significative la production d'insuline. Par
conséquent, les patients diabétiques de type 1 commencent des le début a devenir dépendants
del'insuline a administrer pour controler |e diabéte [34].
11.5.2.2. Diabete non insulinodépendant (DNID) Diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 est di a la fois a une résistance a I’insuline et a une insuffisance
relative d’insuline. La résistance a l'insuline accompagne I'obésité, un mode de vie sédentaire
et I'age avancé. Les facteurs pathogéniques des diabétes de type 1 et 2 se chevauchent chez de
nombreux patients, I'obésité prévalant maintenant chez les enfants et les adultes. Le diabéte
gestationnel est spécifique a la grossesse et annonce le futur diabéte de type 2. La cause du
défaut de sécrétion dinsuline est probablement multifactorielle mais est généralement
considérée comme métabolique et non auto-immune [35].
11.5.2.3. Autrestypes de diabéte

Autres types spécifiques de diabéte dus a d’autres causes, par exemple anomalies
génétiques de la fonction des cellules B, anomalies génétiques de I’action de I’insuline,
maladies du pancréas exocrine (telles que la fibrose kystique) et maladies induites par des
médi caments ou des produits chimiques (comme dans traitement du VIH / SIDA ou aprés une
transplantation d'organe). Diabete sucré gestationnel (diabéte diagnostiqgué pendant la
grossesse qui n'est pas clairement déclaré)[36].
11.5.3. Enzyme d’amylase

Les amylases sont des enzymes hydrolases importantes largement utilisées depuis des
décennies. Ces enzymes clivent de maniére aéatoire les liaisons glycosidiques internes dans
les molécules d'amidon pour les hydrolyser et donner des dextrines et des oligosaccharides
[37]. L'amylase joue un rdle central dans le métabolisme des glucides des microorganismes,

des plantes et des animaux[38].
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11.5.3.1. Types des enzymes d’amylase
11.5.3.1.1. a-amylase

L'a-amylase (E.C.3.2.1.1) est une enzyme hydrolase qui catalyse I'hydrolyse des
liaisons internes a-1, 4-glycosidiques dans I'amidon pour donner des produits comme le
glucose et le maltose. C’est une métallo-enzyme de calcium, c’est-a-dire qu’elle dépend de la
présence d’un co-facteur de métal pour son activité [37]. Les amylases peuvent étre divisées
en deux catégories, les endo-amylases et les exo-amylases. Les endo-hydrolases agissent a
I'intérieur de la molécule substrat, alors que les exo-hydrolases agissent sur les extrémités non
réductrices (Figure 11.12) [39]. L'activité optimale de I'a-amylase Sest avérée étre dans la
gamme de pH de 4,5 a 7[4Q].
11.5.3.1.2. B-amylase

Les B-amylases (EC 3.2.1.2) sont des exo-enzymes qui coupent l'avant-derniere
liaison a-(1-4) de I'extrémité non réductrice des chaines polymeéres et libérent le maltose
disaccharide. La B-amylase, agissant seule, peut dégrader complétement I'amylose en maltose.
Le pH optimal de I'enzyme varie de 4,0 a 5,5[41].
11.5.3.1.3. y -amylase

Lay-amylase (EC 3.2.1.3) clive les liaisons a- (1 6) glycosidiques, en plus de cliver
les derniéres liaisons 0-(1 - 4) glycosidiques a |'extrémité non réductrice de I'amylose et de
I'amylopectine, contrairement aux autres formes d'amylase, donnant glucose. La y-amylase est

la plus efficace dans les environnements acides et a un pH optimal de 3 [37].

Figurell.12 : Structure del'a-amylase humain [42]
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11.5.3.2. Déermination de|'activité enzymatique
L'activité enzymatique est déterminée en mesurant les sucres réducteurs libérés a la
suite de l'action de I'a-Amylase sur I'amidon. Une autre méthode consiste a mesurer I’étendue

de I’hydrolyse en lisant I’absorbance du complexe amidon-iode (Tableau 11.2) [37].

Tableau 1.2 : Différentes méthodes pour évaluer les activités enzymatiques de I'a-amylase

Méthode Miller [43] Nelson et Somogyi [44] | Détermination de I'activité al'aide
d'iode [37]
méthode de Méthode dela
dextrinisation pharmacopée
indienne
Réactif Acide 3,5 * Réactif decuivrede | lode (K1) lode (K1)
dinitrosalicylique | Nelson
* Réactif d'arséno-
molybdate de Nelson
Durée 1%¢incubation 10 | 1¥¢incubation 10 min | 10 min 60 min
dincubation | min 2°" incubation 40 min
2°™ incubation 5
min
Température | 1% incubation 50 | 1€ incubation 50 °C 92°C 40°C
dincubation | °C 2°" incubation 100 °C
2°™ incubation
100 °C
Coulure du Rouge Bleue Bleue Bleue
complexe
Absorbance 540 nm 610 nm 600 nm 600 nm

11.5.3.2.1. Mode d’action de I’a-amylase

La premiere éape implique l'attaque d'un nucléophile enzymatique au centre
anomérique du sucre, ainsi qu'une catalyse acide générale pour faciliter la perte du groupe
partant, conduisant a la formation d'un intermédiaire denzyme B-D-glycosyle. Cet
intermédiaire peut ensuite subir une hydrolyse dans une deuxiéme étape, avec une catalyse
générale a base pour faciliter |'attaque de I'eau, entrainant le clivage de laliaison glycosidique
avec rétention nette de configuration anomérique. Le site actif de ces enzymes contient un
trio d’acides carboxyliques conservés. Probablement, un résidu fait fonctionner le nucléophile
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catalytique, l'autre en tant quacide / base et le troiseme permet éventuellement une
stabilisation supplémentaire de la charge positive en développement ou module le
comportement d'ionisation des autres résidus catal ytiques [45].
11.5.3.2.2. Cinétique enzymatique de I’a-amylase

L es études cinétiques fournissent a l'investigateur des informations sur le mécanisme, le
mode de régulation et les paramétres cinétiques qui sont essentiels pour comprendre la
spécificité enzymatique et la fonction physiologique. Les enzymes sont des catalyseurs
biologiques et, comme tous les catalyseurs, leurs propriétés sont étudiées en mesurant leur
vitesse de réaction ou leur cinétique. Il a été reconnu alafin du X1X®™ siécle que les enzymes
et leurs substrats doivent se réunir pour former un "complexe" avant gu'une réaction ne puisse
se produire [46].
11.5.3.2.3. Lesdifférentstypes cinétiques de I’inhibiteur enzymatique

Bien qu'il existe de nombreux types dinhibition observés avec les enzymes, il existe
trois types les plus utilisés.
a. Inhibiteurs compétitifs

L’inhibition compétitive, dans laquelle une moléecule inhibitrice, I, se combine
uniquement avec |'enzyme libre, E, mais ne peut pas se combiner avec I'enzyme alaquelle le
substrat est attaché, (ES). Un tel inhibiteur compétitif a souvent une structure chimique
similaire au substrat, maisil n'est pas influencé par I'enzyme [47].
b. Inhibiteurs non compétitifs

Dans l'inhibition non compétitive, I'inhibiteur se lie a un autre site que le site actif.
La liaison de l'inhibiteur & l'enzyme envoie un signal au site actif, vraisemblablement via un
changement de conformation, qui provoque une diminution de |'activité enzymatique. Parce
que l'inhibiteur se lie a un site qui est topologiquement distinct du site actif, la liaison peut
étre considérée comme étant de nature all ostérique [46, 48].
c. Inhibiteursincompétitifs

En inhibition incompétitive, I'inhibiteur se lie directement au complexe enzyme —
substrat mais pas a I'enzyme libre. 1l y a donc création d'un complexe (ESI) qui empéche
I'activité enzymatique [46].
Les différents types cinétiques de I’inhibiteur enzymatique représenté dans les équations (1, 2
et 3) L'évolution de la cinétique enzymatique selon |a représentation de Lineweaver-burk sont

représentés danslafigure I1.13.
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Figurell.13 : Représentation de Lineweaver-Burk (types d’inhibition) [49]

I1.6. Antioxydants et lesradicaux libres

[1.6.1. Définition du radical libre
Le radical libre peut étre défini comme une espece chimique, un atome ou une

molécule qui a un ou plusieurs électrons non appariés en orbitale de valence et est capable

dexister indépendamment. Comme les radicaux libres contiennent un nombre impair

d'éectrons, ce qui le rend instable, de courte durée et trés réactif; par consequent, il peut

réagir rapidement avec d'autres composés, essayant de capturer |'éectron nécessaire pour

gagner en stabilité.

Généralement, les radicaux libres attaguent la molécule stable la plus proche, "volant"

son éectron.

Lorsque la molécule attaquée perd son éectron, elle devient elle-méme un

radical libre, amorcant une cascade de réactions en chaine entrainant la perturbation d'une

cellule vivante [50, 51].
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[1.6.2. Production desradicaux libres

La principale voie de production des radicaux libres est la rupture homolytique d’une
liaison covalente en deux entités possédant chacune un électron, les autres étant I’élimination
ou I’addition d’un électron, les radicaux sont souvent instables.
Les méthodes utilisées pour produire des radicaux libres sont :
11.6.2.1. M éthodes physiques : Thermolyse, photolyse, radiolyse et sono-chimie.
11.6.2.2. Méthodes chimiques . L’oxydoréduction : I’exemple le plus important est la
réaction de Fenton. En 1876, H. J. H. Fenton décrivit I’oxydation de I’acide tartrique par
addition de fer (I1) [52]. La génération chimique de "OH se produit classiquement par la
réaction classique de Fenton (1) a travers un mélange de H,O, et d'un sdl de fer ferreux
soluble, le soi-disant "réactif de Fenton" [53]

H,0,+ F&" - HO" + OH + Fe"" — (1)
Réaction de Fenton

11.6.2.3. Méthodes électrochimiques::

La production du radical hydroxyle (¢OH) s’effectue par une réaction appelée Electro-
Fenton. Elle consiste a réduire éectro-chimiquement via des éectrodes de mercure ou de
graphite le fer ferrique en fer ferreux et I’oxygene en peroxyde d’hydrogéne. Ce systéeme
permet de produire les deux espéeces nécessaires alaréaction de Fenton [54].

11.7. Principaux types deradicaux libres
[1.7.1. Espécesréactives de I'oxygéne (ERO) :

Les espéces d'oxygene réactif (ERO) sont définies comme des radicaux d'oxygene
chimiquement réactifs ainsi que des dérivés non radicalaires de I'oxygene.
[1.7.1.1. Radical anion superoxyde

Le radica anion superoxyde est le ERO répandu le plus important formé par le
processus enzymatique, la réaction d'auto-oxydation et par des réactions de transfert
délectrons non enzymatiques dans lesquelles un éectron est transféré a I'oxygene
moléculaire. 1l est principalement produit dans les mitochondries et sa réactivité avec les
biomolécules est faible. Les enzymes qui peuvent produire du superoxyde comprennent la
xanthine oxydase, lipooxygénase, la cyclooxygénase et I'oxydase NADPH dépendante. 1l peut

exister sous deux formestellesque 03~ ou radical hydroperoxyle (HO,) afaible pH [55].
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[1.7.1.2. Radical hydroxyle (OH)

Contrairement au radical superoxyde, qui n'est pas tres réactif par rapport a la plupart
des autres radicaux libres, le radical hydroxyle est une espece oxydante extrémement
puissante. “OH est la forme neutre de I'ion d'hydroxyde [56]. Il est de courte durée (~10° )
mais réagit tres rapidement avec presque chaque type de molécule trouvé en cellules vivantes

: sucres, acides aminés, phospholipides, ADN, et acides organiques [57]

11.7.1.3. Peroxyde d'hydrogéene H,0,

Le peroxyde d'hydrogene se forme in vivo dans une réaction de dismutation catalysée
par I'enzyme superoxyde dismutase (SOD). Ce n'est pas un radica libre mais il peut
endommager la cellule & une concentration relativement faible (10 uM), mais a des niveaux
plus élevés, les enzymes productrices d'énergie cellulaire telles que la glycéradéhyde-3-
phosphate déshydrogénase sont inactivées. Il peut facilement pénétrer les membranes
biologiques. H,O, n'a aucun effet direct sur 'ADN mais peut endommager I'ADN en
produisant un radical hydroxyle ('OH) en présence d'ions de métaux de transition. Les
principales enzymes anti-oxydantes qui peuvent éliminer le H,O, comprennent la catalase, la
glutathion peroxydase et |a peroxirédoxine [55].

11.7.2. Espéces réactives d’azotés (ERN) :

L’oxyde azotique NO" est principalement produit par un systéme enzymatique, la
NO'synthase, qui transforme I’arginine en citrulline en présence de laNADPH [54].

Le NO, est égaement une espéce de radicaux libres qui, contrairement au NO', est un
oxydant assez puissant, E° pour le couple NO, / NO,” = 1040 mV. Il existe une variété de
voies de réaction potentielles par lesquelles le NO, peut provoquer I'oxydation des molécules
biologiques: abstraction des atomes d'hydrogene, ajout de liaisons insaturées et réactions de
transfert d'éectrons. NO™ est un radical réactif abondant qui agit comme une molécule de
signalisation biologique oxydative importante dans les processus physiologiques, y compris la
neurotransmission, la régulation de la pression artérielle, les mécanismes de défense, la
relaxation des muscles lisses ou la régulation immunitaire [57].

[1.8. Systemes de défense antioxydants

Lorsque des ERO commencent a s’accumuler dans la cellule, ils peuvent étre
neutralisés par des molécules de défense antioxydantes présentes dans la cellule comme le
glutathion, les vitamines E et C, la bilirubine, I’acide lipoique, et des enzymes comme la
catalase, la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, |es peroxyrédoxines [58].
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[1.8.1. Systemes enzymatiques

Ces systemes sont composeés d’enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la
catalase et la peroxydase, capables d’éliminer les radicaux libres et d’autres espéces
réactives [59].
a. L es superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) sont un groupe d'enzymes clés fonctionnant
comme la premiére ligne de défense antioxydant gréce a la capacité de convertir les radicaux
superoxydes hautement réactifs (dismutation) en peroxyde dhydrogene et oxygene
moléculaire. Ils ont identifié quatre isozymes de superoxyde dismutase : (1) SOD1 est une
métalloprotéine liant les ions cuivre et zinc qui sont localisés dans le cytosol de lacéllule. (2)
SOD2, localisée dans les mitochondries et associée aux ions manganese ou fer. (3) SOD3, la
localisation est extracellulaire et est également associée au cuivre et au zinc, bien qu'ele ait
un poids moléculaire élevé et une afinité élevée pour I'héparine et les sulfates d'héparine.
(4) SOD4, associée au nickel et présente dans diverses bactéries aérobies trouvées dans le sol
de la classe des Streptomyces [60].
b. La catalase

La catalase (CAT) est une enzyme intracellulaire présente dans la plupart des cellules
aérobies. Dans les tissus animaux, il est principalement localisé dans les peroxysomes et dans
le cytoplasme. A I'exception des cellules myocardiques de rat, la CAT n'est pas détectée dans
les mitochondries. Ce grand groupe d'oxydoréductases n'est pas homogene. Les catalogues
sont divises en trois groupes, en fonction de leurs propriétés physiques et biochimiques. Un
groupe avec une activité peroxydante accrue est appelé catal ase-peroxydases. Un autre sous-
groupe avec du manganése dans le centre actif sont les catalases non hémiques. Le troisiéme
groupe sont les "vraies' catalases, cest-adire les catalases monofonctionnelles
del'héme [61].
c. Glutathion per oxydase (GPx)
Cette enzyme peut exister sous deux formes. dépendante du sélénium et indépendante du
sélénium, chacune avec différentes sous-unités et différents sites actifs, GPx catalyse la
réduction de H,O, ou de peroxyde organique (ROOH) en eau ou en alcool [60].
Le glutathion (GSH) est un réducteur intracellulaire et joue un réle majeur dans la catalyse, le
métabolisme et le transport. | protege les cellules contre les radicaux libres, les peroxydes et

autres composés toxiques [62)].
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[1.8.2. Systemes non enzymatiques
11.8.2.1. Antioxydants endogenes

Les composés antioxydants protégent contre les dommages oxydatifs en utilisant
guatre mécanismes principaux : (i) séquestration des ions de métaux de transition dans des
complexes, (ii) piégeage ou extinction des radicaux libres et autres ERO et ERN, (iii) rupture
des réactions en chaine initiées par les radicaux libres et (iv) réparer les molécules
endommagées. Parmi |es molécules endogenes protégeant les cellules des dommages causés
par les ERO et les ERN, on peut citer les suivantes. glutathion, acide alpha-lipoique (acide
thioctique), ferritine, acide urique, bilirubine, métallothionéine, L-carnitine et mélatonine [63]
11.8.2.2. Antioxydants exogenes

Ce sont ceux que nous consommons tous les jours dans notre régime alimentaire,
notamment ceux contenus dans les fruits et |égumes.

L es antioxydants exogeénes jouent un réle clé dans I'équilibre délicat entre les oxydants
et les antioxydants dans les organismes vivants. Les organismes vivants ont un systeme de
défense antioxydant (enzymatique et non enzymatique) comme la superoxyde dismutase
(SOD), la glutathion peroxydase (GSH-Px), la GSH, |la catalase (CAT) et la bilirubine ains
gue des antioxydants exogenes tels que la vitamine C et la vitamine E et caroténoides qui sont
principalement basés sur |'alimentation. Comme dans le cas de la régénération de la vitamine
E par GSH ou dans le cas de I'inhibition de la peroxydation lipidique par la vitamine C, les
antioxydants endogenes et exogenes agissent en synergie pour fournir un équilibre redox,
tandis que la vitamine E efface les radicaux lipidiques peroxyle (LOO). En tant que donneur
d’hydrogene afin d'arréter la réaction en chaine des radicaux libres, I'acide ascorbique réduit
rapidement le radical a-tocophérol et Les lipoprotéines de faible densité (LDL)
en a-tocophérol dans les membranes et arréte probablement les dommages induits par les
radicaux a-tocophérol [64].

11.9. Relation entre le diabéte sucr é et e stress oxydatif

Les antioxydants jouent un réle important dans le métabolisme humain. Les réactions
biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres initiant des
réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les cellules de notre corps, en
les abimant et en accélérant le processus de vieillissement. Normalement, le corps humain
maintient I’équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres en produisant simultanément
les deux types de substances dans le processus métabolique. Le déseéquilibre entre ces deux

types de composés conduit a un phénomene appelé stress oxydatif. L’initiation des
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phénomeénes de réactions d’oxydations en chaine dans I’organisme humain peut conduire a
des pathologies comme l'athérosclérose, le cancer, I’infarctus, les allergies, les rhumatismes et
d’autres [65, 66]. On pense que |'hyperglycémie augmente la production de radicaux libres et
d'espéces réactives de l'oxygeéne, des altérations des mécanismes de défense endogénes
piégeant les radicaux libres peuvent conduire a un piégeage inefficace d'especes réactives de
I'oxygene, entrainant des |ésions du tissu oxydant et des complications diabétiques telles que
lanéphropathie, la neuropathie, la rétinopathie et les troubles de lamémoire [67, 68].

On a également constaté que I'hyperglycémie favorise la peroxydation lipidique des
lipoprotéines de basse densité par une voie super-dépendante entrainant la génération de
radicaux libres. Une autre source importante de radicaux libres dans le diabete est
I’interaction du glucose avec des protéines conduisant a la formation d’un produit Amadori,

puis de produits de pointe de glycation [67].
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[11.1. Matériel végétal :

Les études phytochimiques et les activités biologiques ont été réalisées au Laboratoire
de Valorisation et Promotion des Ressources Sahariennes (LVPRS), Université Kasdi Merbah
Ouargla ainsi qu’au laboratoire de Vaorisation et Technologie des Ressources Sahariennes

(LVTRS), Université Echahid Hamma Lakhdar, El-Oued.

L’espece de C. Sempervirens a été collectée de la région d’Ouargla (Sud-Est de
I'Algérie) en Février 2017. L'identification botanique a été réalisée par Dr AIDOUD Amor
botaniste al'Université Kasdi Merbah Ouargla (Algérie).

Figurelll.l: Carte représente le lieu de récolte

[11.1.1. Préparation des extraits

a. Extraction despolyphénols

La matiere végétale recueillie a été sechée a la température ambiante et I’abri de la
lumiére et de I’humidité. Apres séchage, les feuilles et les fruits sont broyées a I’aide d’un
broyeur électrique jusqu'a I’obtention d’une poudre. L’extraction des substances actives de
100 g de la plante seche (feuilles et fruits) a été effectué d'abord par macération a température
ambiante pendant 24 h dans I'éther de pétrole apres filtration et séchage de matiére végétale ;
on continue I’extraction par macération dans un mélange méthanol/eau (70/30 : v/v)
pendant 3 X 24 h a une température ambiante. La solution obtenue a été filtrée. Ce filtrat est
concentré sous vide, I’extrait hydrométhanolique est dilué avec de 40 a 60 ml de I’eau
distillée pour 100 g de matiére seche, on laisse la solution en repos pendant une nuit puis on
filtre. Aprés avoir obtenu phase agueuse on fractionne successivement en utilisant du
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dichlorométhane, de I'acétate d'éthyle et du n-butanol selon le protocole d’extraction illustré a
lafigurelll.2.

Matiere végétae
m = 100g.

*Macération pendant 24 h dans I'éther de
pétrole

*Macération dans un méange MeOH/H,O
(70:30; v/v), et répétée 3x 24h

*Filtration

\ 4
Extrait hydrométhanolique J

* Concentration a sec (T =35-40°C)

* Dilution avec H,O distillée pour 1Kg
de M.S + (400 a600) ml d'H,O chaude
*Filtration

Phase aqueuse J

1 Extraction par CH,Cl, (3fois)

’ Y

Phase aqueuse J Phase organique ]
Extraction par Concentration
I’ AcOEt (xpl) fraction CHCl,
i ‘ Fraction
CH.Cl,
Phase aqueuse Phase organique J
Extraction par Concentration fraction AcOEt
n-butanol (3 fois)

\ 4 ,
‘ Fraction
‘ AcOEt
Mase aqueuse | Phase organique J
l * Concentration fraction butanolique
Fraction
butanolique

Figurelll.2: Protocole d’extraction de différentes fractions
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Les extraits et la fraction aqueuse résiduelle ont été concentrés sous pression réduite

puis peses et dissouts avec un minimum de méthanol ou d'eau, puis conservés a4 °C.

Les différents appareils utilisés pour nos analyses sont: Spectrophotométre UV/VIS
SpectroScan 80D/80DV, Evaporateurs rotatifs (ISOLAB GmbH, Rotavapor BUCHI),

Potentiostat/Galvanostat PGZ 301.

Tableau I11.1: Produits utilisés

Produits Entreprise de fabrication Pureté
Réactif de Folin — Ciocalteu Prolabo 99%
Acide gdlique Biochem Chemopharma 99%
Quercétine Sigma-Aldrich 99%
Catéchine Sigma-Aldrich 99%
Acide ascorbique MERCK 99.7%
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma-Aldrich 99%
Vanilline Sigma-Aldrich -
Hydroxyanisole butylé (BHA) Sigma-Aldrich 98%

o -Amylase d'Aspergillus oryzae Sigma-Aldrich -
Molybdate d'ammonium (H24M 07NgO24) Biochem chemopharma 99%
Carbonate de sodium Na,CO3 Biochem chemopharma 99.8%
Chlorure d'aluminium (AlCls, 6H,0) Biochem chemopharma 97% 98%
Dihydrogénophosphate de sodium (NaHPOy,) Biochem chemopharma. 99%
N,N-dimethylformamide (DMF) C3H,NO Anaar Normapur 99.9 %
Tetra-n-butylammonium tetrafluorobonate, Alfa Aesar 99%
[CH3(CH2)3]sNBF,)

Acide sulfurique (H2SOy) Biochem chemopharma. 99%
Pyrogallol Sigma-Aldrich 99%

b. Procédéd'extraction destanins

Le protocole d'extraction des tanins a été réalisé selon la méthode décrite par Shu-Yan

Zhang [1]. Apres la délipidation de la matiere végétal e seche, on a réalisée |’extraction par un

mélange d'acétone /eau (on évite le méthanol qui provoque la méthanolyse des depsides

galiques) (70/30 : viv) pendant 3 x 24 h a la température ambiante, apres filtration et
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élimination de I'acétone, la solution agueuse est extraite par le dichlorométhane. On continue
I'extraction par I’acétate d’éthyle qui permet d'extraire les proanthocyanidols dimeéres et la

plupart des tanins galliques (Figure 111.3).

[11.2. Détection chimique a propos de certains métabolites secondair es

Le test prdiminaire de screening phytochimique est nécessaire pour identifier les
principales familles de composés existant dans certaines parties (feuilles, fruits, graines et
branches) de la plante du C. sempervirens L. Des tests chimiques ont été effectués sur les
extraits agueuse et méthanolique pour identifier les constituants en utilisant des procédures
standards décrites par (Soulama, S)[2], (Mace, M. E.)[3] (Biren N. Shah)[4] (S. Zeidan) [5]
(Trease et Evans) [6].

* Test destanins et des phénols

Test au chlorure ferrique : @ 3 ml d’extrait, 3 ml de solution de chlorure ferrique a 2% p/v a

été gjouté. La couleur bleue-noire indique la présence de tanins et de phénols.

* Test desflavonoides

Test Shinoda : on goute 0,5 g de magnésium a 2 ml d'extrait hydrométhanolique, puis on
ajoute 5 gouttes d'acide chlorhydrique concentré avec prudence. L’apparition d’une couleur

rouge foncée indique la présence de flavonoides.

* Test pour lesterpénoides et stéroides

Test Salkowaski : a2 ml d'extrait, on a gjouté 5 gouttes d'acide sulfurigue concentré, secoué
et laissé au repos. L'apparition d'une couleur bleue verdétre indique la présence de

triterpénoides.

Test Libermann burchard : a 2 ml de la solution a tester, 10 gouttes d’anhydride acétique
concentré ont été ajoutées et bien mélangées. 5 ml d’acide sulfurique concentré ont été ajoutés
sur les cotés du tube a essai. L’apparition d’une couleur bleue verdétre indique la présence de
terpénoides et stéroides.
* Test d'alcaloides

On ajoute 3 ml dacide chlorhydrique dilué a 3 ml d’extraits, bien agités. Les tests

suivants ont été réalisés avec le mélange.
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Test de Mayer : a 3 ml de mélange, 1 ml de réactif de Mayer (iodure mercurique de

potassium) a été gjouté. L'apparition d'un précipité blanc indique la présence d'al cal oides.

Matiere végétae
m = 100g.

*Macération pendant 24 h dans|'éher de
pétrole

*Macération dans un mélange
Acétone/H,0 (70 :30 ; v/v), et répétée 3x
24h

\ 4
Extrait Acétonique J

* Concentration a sec (T =35-40°C)
* Dilution avec H,O distillée pour
1K g de M.S + (400 a600) ml d'H,O
chaude

Phase aqueuse J

1 Extraction par CH,Cl,

v v

Phase agueuse J Phase organique J

Concentration
Fraction CH,Cl,

Extraction  par
I’AcOEt (x3)

v
w Phase organique J

1 Concentration Fraction AcOEt

Fraction

Figurelll.3: Protocole d’extraction des tanins
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Test de Dragendroff : a3 ml de mélange, 1 ml de réactif de Dragendroff (iodobismuthide de
potassum) a été gouté. L'apparition d'un précipité rouge brique indique la présence
d'alcaloides.

* Test pour les saponines
Test de mousse : 2 ml d'extrait ont été vigoureusement agités avec 5 ml d'eau et observés pour

une mousse persistante, ce qui indique la présence de saponines.

* Test descoumarines

L’extrait méthanoique a été dilué de moitié avec de I’eau distillée et répartis dans 2
tubes & essai. Le premier a servi de témoin tandis que 0,5 ml de solution de NH,OH titrée
10% a été ajoutée dans le deuxiéme tube. L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte ala

lampe UV a 365 nm indique la présence des coumarines.

* Détection derésines
10 ml d’extrait ont été ajoutés a 20 ml de HCI (4%). L'apparition de turbidité indique

la présence des résines dans les extraits.

111.3. Dosage des composeés phénoliques, flavonoidiques et tanniques
[11.3.1. Dosage des phénols totaux

a. Principe

Le test Folin-Ciocalteu est la méthode la plus largement utilisée pour I’évaluation de la
teneur en composés phénoliques totaux dans des extraits de plantes. Le réactif Folin-
Ciocateu consiste en un méange oxydant dacide phosphotungstique et dacide
phosphomolybdique qui, une fois réduit, donne un chromophore bleu constitué d'un complexe
phosphotungstique phos-phomolybdene, ou I'absorption maximale des chromophores dépend
de la concentration des composés phénoliques. L’utilisation de lalongueur d'onde de 760 nm,
qui semblait étre la mieux adaptée pour produire une absorption maximale du complexe

phosphotungstique phosphomolybdene [7].

b. Procédure
La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée avec le réactif Folin-

Ciocalteu selon une méthode décrite par Singleton et Rossi [8]. 0,1 ml de I'échantillon a été
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méangé a 0,5 ml de réactif Folin — Ciocalteu dilué fraichement préparé (1:10). Apres 5
minutes, 2 ml de Na,CO3 (20%) ont été gjoutes, |le mélange a éteé agité et aréagi pendant 30
minutes a température ambiante dans |'obscurité. L'absorbance a éé lue a 760 nm. Un
standard de calibration a été préparé en utilisant des solutions d’acide gallique de différentes
concentrations de 0,03 jusqu'a 0,3 g/l. La quantité des polyphénols totaux est exprimée en
équivalents milligramme d’acide gallique par gramme de la masse seche de plante
(mg EAG/Qg).

111.3.2. Dosage des flavonoides totaux
a. Principe
La méthode au chlorure d'aluminium a éé largement utilisée pour I'estimation de la
teneur totale en flavonoides. Cette méthode est basée sur la capacité des flavonoides a former
un complexe stable avec des ions AlI** dans une solution. La couleur du complexe dépend du

rapport des ions Al®*

sur les molécules de flavonoides et du motif des groupements
hydroxyles (OH) de ces dernieres. Pour cette raison, les lectures spectrophotométriques
utilisées dans cette méthode peuvent varier de 367 a 510 nm dans différentes procédures
expérimentales [9].
b. Procédure

La concentration en flavonoides totaux a été estimée par la méthode colorimétrique au
chlorure d’aluminium [10] avec une |égére modification. 0,5 ml d'une solution d'éthanol AlICl3
a 2% a éte gouté a 0,5 ml dextrait. Le mélange réactionnel incube pendant 30 minutes a
température ambiante, puis I'absorbance est lue a 430 nm. La quantité des flavonoides totaux

est exprimeée en équivalents milligramme quercitine par gramme de la masse seche de plante
(Mg EQ/ Q).

[11.3.3. Dosage des tanins totaux
a. Principe

Un certain nombre de méthodes colorimétriques qui varient dans le degré de
discrimination contre les composés phénoliques non tanniques, autres que les tanins,
également présents dans le matériel végétal, ont éé utilisées pour estimer les tanins. Les
Flavanols (tanins condensés, monomeres, dimeres, etc.), contrairement a la maorité des
composés phénoliques naturels réagir avec la vanilline en milieu acide pour donner un produit
coloré a un maximum d'absorbance a 500 nm [11].
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Le dosage de la vanilline pour les pro-anthocyanidines est plus attirant et préféré en
raison de sa sensibilité, sa spécificité et sasimplicité. Il est tout afait spécifigue a une gamme
étroite de flavanols (monomeres et polymeéres) et de dihydrochalcones qui ont une seule
liaison en position 2,3 et des groupes hydroxy méta-orientés libres sur le cycle B [12].

b. Procédure
La concentration totale en extrait de C. sempervirens a été estimée en utilisant la
méthode de la vanilline acidifiée [13]. 400 uL d'échantillon ont été gjoutés a 3 ml de solution
de vanilline (4% dans |'éthanol) et a1,5 ml d'acide chlorhydrique concentré. Apres 15 minutes
d'incubation, I'absorbance est lue a 500 nm. La quantité des tanins totaux est exprimée en

équivalents milligramme de catéchine par gramme de la masse seche de plante (mg EC/ g).

[11.4. Evaluation de I’activité anti-oxydante

Pour la mesure du potentiel antioxydant on a utilisé les termes suivants: I’équivalence
en Vitamine C (AEAC) et le pourcentage d’inhibition obtenu par spectroscopie UV-Visible
ou par méthode é ectrochimique.
[11.4.1. Application du test du Molybdate

a. Principe

Le test est basé sur la réduction du molybdéne d’un nombre d’oxydation de (V1) a (V).
Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/ Mo (V)) a
un pH acide. Le spectre UV / visible du complexe de phosphomolybdene avait un maximum
caractéristique a 695 nm. On mesure la diminution de la coloration du complexe molybdéene

(V1) en présence d’antioxydant [14].

b. Protocole

Le test de Phosphomolybdate (PPM) a été réalisé selon la méthode décrite par Prieto et
al. [15] qui consiste aintroduire dans un tube 0,1 ml de différentes concentrations de I'extrait
mélangé avec 1 ml de solution de réactif (H,SO, (0,6 M), NaH,PO, (28 mM) et molybdate
d'ammonium (4 mM)). Les échantillons sont incubés a 95 °C pendant 90 minutes. Apres avoir
refroidi a température ambiante, I'absorbance de chacun est lue a 695 nm contre un blanc

préparé de laméme maniére (sauf que I'extrait est remplacé par 0.1 ml d'eau).
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Nous avons utilisé |'acide ascorbique comme antioxydant standard, dont la capacité
antioxydant est exprimée selon un nouveau terme appelé AEAC (Ascorbic Acid Equivalent

Antioxidant Capacity).

[11.4.2. Evaluation del'activité anti-radicalaire

a. Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisee dans
I’analyse de I’activité anti-oxydante. En effet, le DPPH® se caractérise par sa capacité a
produire des radicaux libres stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons
libres au sein de la molécule de DPPH"® de couleur violette réduit en un composé jaune en
présence d'un composé antioxydant, qui peut fournir un atome d'hydrogéne (H*) et il a une
absorption maximale a517 nm (Figure I11.4) [16, 17].

NO,
NO,

Figurelll.4 : Réduction du radical libre DPPH*

b. Protocole

L'activité de piégeage des radicaux libres contre le radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH®) a é&té évaluée en utilisant la méthode caractérisée par Kim et al.[18]
avec de légéres modifications, 1 ml de différentes concentrations de I'extrait a été gjouté a 1
ml d'une solution d'éthanol DPPH® 250 pM, a température ambiante et dans I'obscurite, le
mélange est incubé pendant 30 min, I'absorbance des échantillons a été lue a 517 nm, le
contréle négatif (méthanol avec solution DPPH®), I'inhibition des radicaux libres DPPH® en
pourcentage (1%) a été calculée de lamaniere suivante :

Abs ; — Abs

Inhibition( 1%) = ADs x 100
0
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Ou (Absy; Abs;) sont I'absorbance a 30 min du contréle négatif et de I'échantillon,

respectivement. On établit la courbe 1% =f(C), puis on calculer les valeurs de Cl .

111.4.3. Evaluation de la capacité inhibitrice de|'anion super oxyde radicalaire
Les radicaux superoxydes sont générés par différentes méthodes comme la méthode
électrochimique ou par voie chimique comme dans les systemes PMS-NADH par oxydation

du NADH ou par auto-oxydation au pyrogallol [19].

111.4.3.1. Méhode chimique
a. Principe

L'auto-oxydation du pyrogallol (ou benzene-1,2,3-triol) sera utilisée comme source
d'anions ; cette maniére dépend de I'inhibition de I'auto-oxydation des composés du catéchol
tels que I'adrénaline, la 6-hydroxydopamine ou le pyrogallol. Leur forme anionique comme le
phénolate en milieu alcalin est oxydée et donne de la quinone accompagnée dune
consommation d'oxygene. La réaction d'auto-oxydation peut étre représentée comme un
transfert de deux électrons des oxy-anions a l'oxygene moléculaire en deux étapes
(FigureI11.5) [20].

o~ o~ 0
HO-~ i o HO- i o* HO- % _o
0, (O 0"

H0,

Figurelll.5: Auto-oxydation du pyrogallol

b. Protocole

L'activité d'édimination des anions superoxydes par les extraits de C. sempervirens a été
évaluée par la méthode d'auto-oxydation du pyrogallol [21] ; 10 ul de pyrogallol 45 mM
mélangé avec 4,5 ml de solution saline tamponnée au phosphate PBS (pH 8,2) et 0,5 ml
d'échantillon (1ug /ml) de I'extrait ou I'eau a 25 ° C. L'absorbance des échantillons a été lue a
320 nm toutes les 30 secondes pendant 5 min; le pourcentage de réduction de l|'auto-

oxydation du pyrogallol est calculé par I'éguation suivante :

AA, — AA
———] X 100

Inhibition (1%) = [ AR
0
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Ou
AAo: Lavitesse de I'auto-oxydation de pyrogallol en absence d'antioxydant

AA: Lavitesse de I'auto-oxydation de pyrogallol en présence d'antioxydant

[11.4.3.2. Méthode éectrochimique

La voltamétrie cyclique (VC) est considérée comme la technique la plus utilisée en
électrochimie. C'est une méthode pour obtenir simplement et rapidement des informations sur
les processus redox, la cinétique des réactions de transfert de charge ou la réversibilité du
systeme électrochimique étudié. Cette méthode est également utilisée pour estimer le pouvoir
antioxydant des produits vegétaux [22, 23]. La voltamétrie cyclique fonctionne en balayant
progressivement la tension d'une éectrode de travail tout en enregistrant le courant anodique
généré lorsque les substances sont oxydées a la surface de I'électrode de travail au cours du
temps en effectuant des allers retours entre deux valeurs limitées [24], on obtient alors une
voltamogramme cyclique, qui représente la réponse en courant, en fonction du potentiel
appliqué (Figure 111.6).

Le voltamogramme caractérisé par le pic cathodique Ip. et le pic anodique Ip,, le
potentiel d'oxydation anodique (Ea) et le potentiel de réduction cathodique (Ec). La méthode
de voltamétrie cyclique est réalisée selon Le Bourvellec et a [25]. La technique de
voltamétrie cyclique est utilisée pour générer le radical anion superoxyde O35~ dans la couche

de diffusion de I'électrode par la réduction de I'oxygene en un électron dans le DMF.

80 -
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-100
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Potential [ V]/ECS

Figurelll.6 : voltamogramme d'O;

La réduction d'O, est une réaction réversible, et on sait que le radical 03~ est stable en

milieu aprotique comme le DMF. Par conséquent, c'est un moyen pratique de générer de
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I'05~ sans systemes enzymatiques et d'éudier sa réaction avec une molécule ou un extrait a
condition que le substrat ne soit pas éectro-actif dans le domaine de réactivité d'oxygene [25,
26].

Premiérement, nous appliquons cette méthode pour étudier le comportement
électrochimique du radical O3 puis nous éudions le comportement électrochimique de ce

dernier en présence des extraits végétaux

Les voltamogrammes sont obtenus a l'aide d'un appareil Potentionstat-Galvanostat
PGZ301 voltalab 40 piloté par un logiciel de travail voltamaster 4, connecté a une cellule
électrochimique de 25 ml qui contient les électrodes :
1-Electrode de travail: une électrode de carbone vitreux de diamétre de 3 mm attaché a une
tige. L'éectrode a été polie mécaniquement par du papier abrasif 4000 de carbure de silicium.
La qualité du polissage a été vérifiée avant chague expérience en voltamétrie cyclique. Une
désinfection al'acétone a été effectuée avant chaque enregistrement.
2-Electrode auxiliaire : une éectrode de Platine.
3-Electrode de référence : éectrode au calomel saturé (ECS). Il a été conservé dans une
solution de KCI saturée.

a. Lemilieu utilise

On utilise le DMF (99,9%) comme un milieu aprotique pour |es raisons suivantes :

1- sa constante diélectrique ¢levée qui lui permet de dissoudre plusieurs sels de support.

2- lastabilité du radical 05

L’electrolyte support Tétra n-butylammonium-tétrafluoroborate (nNTBUNBF;) avec de
concentration C = 0,1 M.

L a désoxygénation des solutions est assurée par barbotage d'azote.

b. Comportement électrochimique du systeme (O,/03")

Conditions expérimentales:

Electrode en carbone vitreux ; 25 ml de DMF/ nTBuNBF,4 0,1M ; 25 °C ; vitesse de balayage
0,1V.s !, domaine d'éectro-activité (0, -1,6 V). La solution est saturée par le barbotage

dioxygene pendant 10 minutes.
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c. Comportement électrochimique du systeme (O,/05 ) en présence des antioxydants

On gjoute des volumes d'extraits a 25 ml de solution (DMF + éectrolyte support), a
chaque fois, puis les voltamogramme sont enregistrés apres chague ajout. Les extraits utilisés
dans cette partie électrochimique sont : les fractions butanol et acétate d'éthyle pour les fruits
et les feuilles en plus I'acide ascorbique et I'acide gallique ont été utilises comme des

standards.

Le pourcentage d'inhibition de radical anion superoxyde est calculé selon le I'équation
suivante :
{0 _ ;s

L L
1% = 22 x 100 - (1)
ing

Ou:

1% : Pourcentage d'inhibition

iga : Densité de courant anodique en |'absence d'échantillon

i»q : Densité de courant anodique en présence d'échantillon.

On établi la courbe 1% =f(C), puis on calcule les valeurs de Clsp.

L'indice Clsg est défini par la concentration d'antioxydant capable d'inhiber 50% du 05~

111.5. Evaluation d’activité enzymatique des extraits de C. sempervirens
L’activité enzymatique a été étudiée via l'inhibition de I'enzyme alpha amylase par

différents extraits de C. sempervirens.

[11.5.1. Dosage de I'inhibition de I'a-amylase :
a. Principe de dosage

La dégradation d'amidon par I'a-amylase conduit au maltose ainsi qu'a des fragments
des poids moléculaires petit et grand. Le maltose peut étre déterminé par une méthode
spectroscopique (UV-Vis). Le principe de cette méthode est basé sur la quantification des
sucres réducteurs (aldéhyde libre et cétone) (équivalent maltose) résultant de I'hydrolyse de
'amidon par l'o-amylase. Le pouvoir réducteur de ces sucres provient de leur groupe
carbonyle, qui peut étre oxydé en groupe carboxyle par des agents oxydants doux, tandis que
I'acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur jaune-orange (DNSA) est réduit en acide 3-amino-5-

nitrosalicylique de couleur orange-rouge qu'il a une absorption maximale a 540 nm ; La
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réaction est réalisee en milieu alcalin et chaud (Figure 111.7). L'intensité de la couleur est

proportionnelle ala concentration de sucres [27].

Sucres réducteurs Sucres oxydés
COOH COOH
Milieu alcalin et chaud
OZN N02 02N NH2
Acide 3,5-dinitrosalicylique DNSA Acide 3-amino-5-nitrosalicylique

Orange-rouge

Figurelll.7 : Oxydation des sucres réducteurs par DNSA

b. Préparation deréactif DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)

Dans une fiole jaugée de 100 ml, on dissout 1 g de DNSA dans 40 ml d'eau distillée ; on
goute a cette solution 30g de tartrate double de sodium et de potassium tétrahydraté
(KNaC4H406-4H,0) sous agitation puis I’addition de 20 ml d’une solution de NaOH 2N apres
cela, la couleur de réactif devient limpide avec une couleur orange, le volume obtenu est
ajusté a 100 ml avec del'eau distillée.

c. Procédure

L'activité de l'a-amylase est réalisée selon le protocole Ademiluyi avec une |égere
modification [28]. 0,5 ml d'amidon 1% (p / v) préparé dans un tampon phosphate de sodium
0,02 M (pH 6,9) ont é&é mélangés avec 0,5 ml de 1,3 Ul / ml d'a-amylase d'Aspergillus
oryzae (Enz-no : 3.2.1.1) préparé dans la méme solution tampon (pH 6,9) et 50 pl d'extrait de
plante ; puis le mélange est incubé a 37 °C pendant 30 minutes. Apres I'gjout de 1 ml de
réactif de (DNSA) aux eéchantillons sont incubés pendant 10 min a 100 °C. Aprés
refroidissement, il est dilué avec 10 ml d'eau distillée (Figure 111.8). Un blanc a été défini sans
extrait de plante et un autre sans enzyme, le remplacer par des quantités similaires de solution

tampon (pH 6.9); ensuite l'absorbance est lue a 540 nm contre un blanc.
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L'inhibition de l'o-amylase a été exprimée en pourcentage dinhibition et est calculé par le

I'équation suivante :

AbSC —Abﬁq

(1%) =

Ou:

1% est le pourcentage d'inhibition d’a-amylase

Abs

x 100

Absc, Abss sont I'absorbance & 540 nm en absence et en présence d'inhibiteur, respectivement.

0,25 ml de chague concentration
de substrat d’amidon + 0,25 ml
d’enzyme a-amylase

Incubation
30 mina37C°

\ 4

+ 0.5 ml de DNSA

Incubation
10 mina100 °C

v

Refroidissement

v

+5 ml d’eau distillée

\ 4

Lecture 2540 nm

0,25 ml de chague concentration
de substrat d’amidon + 0,25 ml
d’enzyme a-amylase + 25 pl
d'extrait (inhibiteur)

Incubation
30 mina37C°

v

+ 0.5 ml de DNSA

Incubation
10 mina100°C

v

Refroidissement

\ 4

+5 ml d’eau distillée

\ 4

Lecture 2540 nm

Figurelll.9 : Protocole de dosage de I’activité enzymatique
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[11.5.2. L'étude cinétique de réaction d’inhibition d’a-amylase et déter mination destypes
d'inhibition

La détermination du type dinhibition et I'éude cinétique de cette réaction sont
effectuées selon le protocole décrit par Moein avec une légere modification [29] ; une série de
dilutions (2,5 a 20 mg / ml) d'une solution d'amidon en tant que substrat a été examinée en
présence et sans inhibiteur (extrait 0,5 mg / ml) avec les mémes étapes précédentes (Figure
[11.8). Le sucre réducteur libéré de I'amidon a été estimeé en utilisant la courbe standard de
maltose et converti en vitesses de réaction. Le type d'inhibition des extraits sur |’a-amylase a
été analysé par établir le courbe Lineweaver-Burk et en utilisant la cinétique de Michadlis-
Menten [30].

Analyses statistiques::

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide des logiciels Origin Pro 8 et voltamaster 4.
L es données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (ET)

[11.6. Résultats et discussion :

[11.6.1. Détection des métabolites secondaires
Le tableau [11.2 illustre les métabolites secondaires les plus détectés dans différentes

parties de la plante.

Tableau |11.2 : Différents métabolites secondaires détectés dans la plante de C. sempervirens

Métabolites secondaires | Feuilles Graines | Branches Fruits
Tanins, phénols 3 3 3 3
Saponines - - - -
Flavonoides + - + +
Terpenoides + - - -
Alcaloides - - + -
Coumarines + + +

Résines + - 3

Le rendement des différentes fractions des feuilles et fruits est illustré dans le tableau 111.3.
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Tableau I11.3 : Rendement des différentes fractions des fruits et feuilles

Extrait Organe
Fruits % Feuilles %

Brut 22,3 30,52
fraction dichlorométhane 0,057 0,0988
fraction acétate d'éthyle 0,213 0,1429
fraction n-butanol 3,73 4,06
fraction agueuse 13,24 10,43
fraction dichlorométhane (extraction des tanins) - 0,0752
fraction acétate d'éhyle (extraction des tanins) - 0,9448

111.6.2. Résultat de dosage
[11.6.2.1. Dosage des phénolstotaux (CPT)

La figure 111.9 montre la courbe d'étalonnage d'acide gallique obtenue pour |le dosage
des phénols totaux.

La linéarité de la courbe d'éaonnage a été testée a des gammes de concentrations
(0,03 - 0,3 mg/ ml) d'acide gallique en tant que solutions étalons de contenu phénolique total,
I'équation obtenue a partir du graphique d'étalonnage linéaire des concentrations étudiées :
Y =3,32X (R2=0,992).

1,04
y = 3,3261x

08 R? = 0,9927

0,6 4

0,4

absorbance a 760 nm

0,0 4

T T T T T T T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

C (g
Figurelll.9 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique

Le tableau 111.4 montre les résultats obtenus par des différentes fractions. La teneur

phénolique la plus élevée a été enregistrée dans I'extrait brut et la fraction agqueuse pour les
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feuilles (34,34 £ 2,03 et 23,81 £ 0,865 mg EAG / g MS respectivement), tandis que les
valeurs plus élevées de CPT chez les fruits ont été enregistrées aux fractions butanoliques et
aqueuses (Tableau 111.4). La valeur de CPT de la fraction de dichlorométhane des fruits est
0,064 mg EAG / g MS, tandis que alaméme fraction pour les feuilles été presque la moitié de
cette valeur (Tableau 111.4).

Tableau 111.4 : Quantité des phénols totaux dans les extraitsen mg EAG/ g MS

Extrait / Fraction Organe
Fruits Feuilles
Brut 21,54+ 0,478 34,34 £ 2,039

fraction dichlorométhane 0,064 + 0,001 0,039 + 0,001
fraction acétate d'éthyle 2,420 + 0,025 3,096 + 0,084
fraction n-butanol 9,463 + 0,054 14,55 + 0,149
fraction agueuse 8,035 + 0,282 23,81 + 0,865

On a comparé la teneur des composés phénoliques chez les fractions des organes
étudiés, on atrouvé gue la teneur en composés phénoliques augmente avec la polarité du
solvant; le contenu en phénols totaux pour les feuilles est classé selon I’ordre décroissant
suivant : fraction aqueuse > fraction butanolique > fraction acétate d’éthyle > fraction
dichlorométhane, mais chez les fruits I’ordre comme le suivant : fraction butanolique >
fraction aqueuse > fraction acétate d’éthyle > fraction dichlorométhane. Autre part, on a
comparé la teneur des composés phénoliques chez les extraits bruts pour les deux organes et

nous avons trouve que les feuilles enregistrent la quantité la plus élevée (Figure 111.10).

L e dosage des polyphénols totaux par le test Folin-Ciocalteu est un dosage non sél ectif
vis-avis des polyphénals, car il est impliqué que toutes les molécules réductrices, comme les

sucres réducteurs ou lavitamine C [31]
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Figurelll.10: Teneur phénolique des feuilles et des fruits

I11.6.2.2. Dosage des flavonoides totaux (CFT)

La linéarité de la droite de régression de la courbe d'étalonnage a éé évaluée en
préparant des solutions standards de quercétine dans I'éthanol a des plages de concentration de
0,003 a 0,03 mg/ml pour la teneur totale en flavonoides. L'éguation obtenue a partir du
graphique d'étalonnage linéaire des concentrations étudiées Y = 36,37X (Rz = 0,999)
ou y représente la valeur de I'absorbance et X est la valeur de la concentration de Quercétine
(Figurell11.11).

y = 36,37x
R®=0,999

0,84
0,6 1

0,4 1

absorbance a 430 nm

0,0

O,OIOO ' O,OIOS ' 0,0I10 ' O,(;15 ' O,OIZO ' O,OIZS ' O,(;BO
C(gM)
Figurelll.11: Courbe d'étalonnage de quercétine
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La fraction aqueuse chez les deux parties feuilles et fruits enregistrent la méme teneur
de flavonoide avec une valeur de 0,096 mg EQ / g MS. Dans la partie des fruits, les fractions
butanoliques et acétate d'éthyle ont enregistré des valeurs plus éevée par rapport aux autres
fractions. En général, nous observons une teneur plus élevées des flavonoides aux feuilles par

rapport aux fruits.

Tableau 111.5 : Quantité des flavonoides totaux dansles extraitsen mgEQ/ gMS

Extrait Organe
Fruits Feuilles
Brut 0,24 + 0,0013 0,546 + 0,040

fraction dichlorométhane | 0,001 + 0,000 0,004 + 0,002
fraction acétate d'éthyle 0,016 + 0,000 0,056 + 0,000
fraction n-butanol 0,090 + 0,001 0,177 + 0,002
fraction agueuse 0,096 + 0,003 0,097 + 0,000

D’aprés la figure 111.12, nous remarquons que les feuilles sont plus riches en
flavonoides par rapport aux fruits. Ces résultats montrent que les fractions de butanol feuilles
et celles de brut feuilles sont les extraits les plus riches en flavonoides, ou la teneur la plus
élevée est constatée dans la fraction brut des feuilles, elle est de I’ordre de 0,546 £+ 0,040 mg

EQ /g, suivi par lafraction butanoligue avec une teneur de 0,177 + 0,002 mg EQ /g.

o
=]
-

I Fruits
I Feuilles

Flavonoidestotaux mgEQ /g
o o o o o
I SR

o
[=]
1

brut Fr dic!loro'- Fr acétate Fr '

Fr

meéthane  d'éthyle pytanole aqueuse

Figurelll.12 : Teneur des flavonoides pour les feuilles et les fruits
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Notons aussi, que la teneur en flavonoides dextrait dichlorométhane fruits et
dichlorométhane feuilles sont les plus pauvres en flavonoides, dont les teneurs sont de I'ordre
de 0,001 + 0,000 mg EQ /g et 0,004 + 0,002 mg EQ /g respectivement.

111.6.2.3. Dosage destaninstotaux (CTT)

La linéarité de la droite de régression de la courbe d'étalonnage a été évaluée en
préparant des solutions standards de catéchine a des gammes de concentration de 0,01 &4 0,1
mg/ml pour la teneur totale en tanins. L'équation obtenue a partir de la courbe d'étalonnage
linéaire des concentrations étudiées Y = 4,378 X (R2=0,997) (Figure111.13).

0,5+

0,4

o
w
|

Absorbance a 500 nm
o =}
- N
1 1

0,0

C (9
Figurelll.13: Courbe d'étalonnage de catéchine

La concentration des tanins totaux a été exprimée en équivalent catéchine par gramme
de masse séche (mg EC/g MS). D’apres les résultats, on peut constater que toutes les fractions

des échantillons étudiées, contiennent des tanins mais avec des quantités différentes.

Le contenu le plus élevé en tanins a été enregistré dans I'extrait brut des feuilles et la
fraction d'eau (11,02 £ 0,455 et 14,67 + 0,33 mg EC/g MS respectivement). La teneur en
tanins dans les différentes fractions des fruits varient entre 14, 67 + 0,33 et 0,003 + 0,000 mg
EC/g MS. La teneur en tanins dans la fraction butanolique des fruits enregistre une valeur
supérieure a celle qui a été enregistrée dans les feuilles, tandis que, le contenu de tanins dans

la fraction acétate d’éthyle presgue était le méme dansles organes (voir le tableau 111.6).
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Tableau I11. 6 : Quantité des tanins totaux dansles extraitsen mg EC/gMS

Extrait Organe
Fruits Feuilles
Brut 14,67 £ 0,33 11,02 + 0,455
fraction dichlorométhane | 0,003 + 0,000 0,002 + 0,000
fraction acétate d'éhyle 0,463 +0,002 0,498 + 0,253
fraction n-butanol 2,727 £ 0,102 2,410 £ 0,027
fraction agueuse 3,274 £ 0,035 3,470 £ 0,089

Les teneurs en tanins (figure I11.14), font apparaitre que la fraction agueuse des feuilles
et lafraction brut des feuilles sont les plus riches. La teneur la plus élevée est constatée dans
la fraction brut des feuilles 11,02 + 0,455 mg CE/g. Les teneurs en tanins dans les autres

fractions fruits et feuilles sont presgue les mémes.

Des travaux publiés par Ahmed A. et al, [32] ont montré que la teneur des phénols dans
les feuilles de C. sempervirens.(Fraction d'acétate d'éthyle non hydrolysée (pH 8 et 4)) est de
I’ordre 10,31 et 112,41 mg EAG/ g M S respectivement et dans d’autres travaux la teneur des
phénols totaux pour les feuilles fraiches éait de 4,35 mg EAG/ g d'extrait) [33], les travaux
de Kapil K. et al, [34] ont montré que la teneur totale en phénols et en flavonoides totaux dans
différents extraits de Cupressus Torulosa D.DON est de I’ordre (0,227-0,467 mg EAG/ g MYS)
pour les phénol et (0,051-0,248 mg EQ/mg) pour les flavonoides. Mais ces teneurs
apparaissent inférieures par rapport a nos résultats (pour les phénols 34,34 + 2,03 et 23,81 +
0,865 mg EAG / g MS dans I’extrait brut et la phase agueuse respectivement et pour les
flavonoides de 0,004 + 0,002 mg EQ /g e 054 + 0,04 mg EQ /g dans fraction
dichlorométhane et I’extrait brut respectivement)
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Figurelll.14 : Teneur destanins pour lesfeuilles et les fruits

L'analyse a révélé I'existence de flavonoides, terpénoides, résines, tanins, stéroides et

phénols dans I'extrait brut et les fractions de C. sempervirens. Ces métabolites secondaires

sont responsables de diverses activités biologiques. Par conséquent, une grande attention a é&té

accordée aux produlits naturels dériveés principa ement des plantes [35-37].

111.6.3. Evaluation de I’activité antioxydante

[11.6.3.1. Application du test du Molybdate
L’activité antioxydante est mesurée selon un terme appelé AEAC (Ascorbic Acid

Equivalent Antioxidant Capacity, capacité antioxydante en équivalent d’acide ascorbique).

0,40 5
0,35
0,30 —-
0,25 —-
0,20 —-

0,15

Absa 695 nm

0,10
0,05

0,00

-0,05

acide ascor bique
Abs=0,6972C + 0,00878
R’= 0,997

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
C (mM)

Figurelll.15: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (vitamine C)
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Les valeurs d’ AEAC sont calculées comme le suivant :

Pente de la courbe d’echantillon

AEAC =
Pente de la courbe vitamine C

Nous avons tracé les courbes représentant la variation du pouvoir réducteur exprimée en
absorbance en fonction de I’inverse de facteur de dilutions 1/n. On résume les résultats des
tests du pouvoir réducteur dans le tableau I11. 7. Les résultats ont révélé que tous les extraits
ont une activité réductrice élevée meilleure qgue BHA avec des valeurs dAEAC comprises
entre 789,04 + 32,47 et 28,18 + 3,09 mM (voir letableau I1l. 7). Les valeurs dAEAC les plus
élevées ont été enregistrées dans la fraction aqueuse et I'extrait brut pour les feuilles (789,046
+ 32,473 mM et 515,25 + 27,88 mM respectivement), tandis que les effets les plus faibles ont
été montrés par la fraction dichlorométhane pour les feuilles et les fruits (28,186 + 3,09 et
71,37 £ 5, 2 mM respectivement) (Tableau Il1. 7).

La fraction de butanol a montré la meilleure activité réductrice parmi toutes les fractions
de fruits, puis la fraction d'acétate d'éthyle avec une valeur d’AEAC égale a 254,39+
10,41mM.

Tableau I11. 7 : Vaeurs AEAC pour toutes les fractions étudiées en mM équivalent d'acide

ascorbique

Extrait Feuille Fruits
Brut 515,25 + 27,88 74,72+ 1,31
fraction dichlorométhane 28,186 + 3,09 71,37+ 5,20
fraction acétate d'éthyle 233,62 + 4,67 254,4+ 10,41
fraction n-butanol 508,21 + 41,48 395,1+ 17,24
fraction agueuse 789,05 + 32,47 220,5+ 10,44
BHA 1,277 £ 0,145

L efficacité de la réduction du molybdéne Mo (V1) est directement proportionnelle a la
valeur d'AEAC, nos extraits ont montré une bonne activité réductrice qui était comparable a

I'acide ascorbique et le BHA.

A partir de ces résultats, nous remargquons gue les extraits butanol feuilles et agqueuse
feuilles possedent une capacité réductrice trés importante (AEAC=508,21 mM et 789,05 mM
respectivement) par contre a I’extrait de dichlorométhane feuilles donne une faible activité
réductrice ou I’AEAC = 28,186 mM.
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Nous observons que la capacité réductive est basée sur le potentiel rédox des
antioxydants. En réalité, les groupes donneurs des éectrons comme (OH, OCH3) minimisent
le potentiel rédox des polyphénols et augmente leurs capacités antioxydantes [38]. Dans ce
travail nous avons isolé le catéchine (voir le chapitre 1V) et nous rappelons que le potentiel
de réduction de radical phénoxyle de catéchine déterminés dans une solution agueuse a pH 7,
20 °C est de l'ordre 0,57 V [39]. Donc, lafaible valeur de potentiel d’oxydoréduction facilite

beaucoup la donation d'é ectron.

900
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Figurelll.16 : Activité antioxydante totale des extraits de C. sempervirens

Au cours de ce test, les électrons sont transférés du composé réducteur (antioxydant,
extraits) au complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du
milieu et de la structure du composeé antioxydant [40].

Les résultats ont révélé que les extraits bruts, le butanol et les fractions aqueuses des
feuilles de C. sempervirens ont enregistré des quantités élevées de flavonoides et de phénols
car ces fractions présentaient des valeurs dAEAC élevées des activités antioxydantes. En
revanche, nous avons trouvé une bonne corréation entre les valeurs dAEAC et les teneurs en
phénols, tanins et flavonoides, avec un facteur de corrélation R?> = 0,98- 0,974- 0,463

respectivement.

[11.6.3. 2. Application d’activité antiradicalaire:
Le DPPH®, radical libre de couleur violette est réduit en un composé de couleur jaune en

présence de composés antiradicalaires. L’intensité de la coloration, mesurée au
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spectrophotometre, est inversement proportionnelle a I’activité antiradicalaire des différents

extraits dont on souhaite déterminer I’activité. La figure I11.17 montre |le pourcentage

d’inhibition du radical DPPH* en fonction de concentration des extraits testés.
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Figurelll.17 : Effet piégeur du radical DPPH" par des différents extraits

Le tableau 111.8 montre les valeurs de Clsg pour les extraits éudiés. Les valeurs de Clsg
variaient de 0,011 + 0,001 40,561 + 0,042 mg/ml (voir letableau 111.8). L'activité de piégeage

la plus élevée a été observée a la fraction d'acétate d'éthyle et a la fraction de n-butanol chez

les feuilles et les fruits, tandis que I'activité de piégeage la plus faible a été enregistrée dans la

fraction dichlorométhane chez les feuilles (0,561 + 0,042 mg/ml). En général, les fractions de

fruits ont montré une meilleure activité de piégeage que celles des feuilles.
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Le Clsp est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un compose car elle
exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de

50%. Pluslavaleur de Clsg est petite, plus I'activité antioxydante pour fraction est grande.

Tableau |11 8. : Vaeurs Cls pour toutes |es fractions étudiées en mg/ml

Extrait /composé Clso
Feuilles Fruits
Brut 0,117 £ 0,012 0,089 + 0,001

fraction dichlorométhane | 0,561 + 0,042 0,206 + 0,003
fraction acétate d'éhyle | 0,011+ 0,001 0,014 + 0,001

fraction n-butanol 0,055 + 0,004 0,030 = 0,002
fraction agueuse 0,140 + 0,003 0,091 + 0,003
BHA 0,011 + 0,000
Acide ascorbique (VC) 0,013 = 0,001

D’aprés la figure 111.18, on peut classer le pouvoir du piégeage de DPPH" par les
fractions des feuilles et fruits en ordre décroissant comme suivant : fraction acétate d’éthyle >

fraction butanolique > I’extrait brut > fraction aqueuse > fraction dichlorométhane.

Dans la présente étude, nous trouvons une faible et moyenne corrélation entre les
quantités de composés phénoliques, flavonoides et tanins. Bien que les polyphénols possedent
de nombreuses propriétés antioxydantes en raison de la mobilité de I'hydrogene phénolique,
ils sont donc capables de piéger les radicaux libres d'oxygeéne et en particulier les radicaux
peroxydes [41] ; alors que la quantité totale de phénols, de tanins et de flavonoides chez les
feuilles amontré une faible corrélation avec |'activité antiradicalaire DPPH® avec des valeurs
de coefficient de corrélation R* = 0,17- 0,08- 0,118 respectivement. Dans la présente éude
nous remarquons que certaines fractions possedent une faible capacité a piéger les radicaux
DPPH®, bien que possedent des contenus phénoliques et flavonoides considérables. Cette
activité peut étre di a de nombreux antioxydants qui réagissent rapidement avec les radicaux
peroxyles peuvent qui réagir lentement ou peuvent méme étre inertes avec la DPPH®, ils ne

peuvent approcher au site radical et en raison de I'inaccessibilité stérique [42].

77



SV NES=RIII Analyse phytochimique et L’évaluation des Activités Biologiques

0,6

o
&)
1

o
~
1

|C50 (mg/ml)

o
-
1

o
=]
1

;ﬁ.l 1 lﬂlﬂlﬂ

I Feuilles
[ Fruits

Fr BHA VC Fr

Brut Fr

AcOEt n-butanol aqueuse

Fr dichloro

-méthane

Figurelll.18: Activité anti-radicalaire des extraits de C. sempervirens, BHA et VC

111.6.3.3. Evaluation de la capacité inhibitrice de I'anion superoxyde

radicalaire

111.6.3.3.1. Evaluation par la méhode chimique

La mesure de l'activité de piégeage des anions superoxydes par les extraits de

C. sempervirens est estimée en utilisant la réaction d'auto-oxydation du pyrogallol se

produisant dans des conditions alcalines. Lafigure 111.19 représente les résultats de mesure la

vitesse d'auto-oxydation du pyrogallol en présence de la méme concentration de différants

extraits. Les valeurs des pourcentages d'inhibition obtenues ont permis de tracer des courbes

ayant une alure droite.

Tableau I11. 9 : Pourcentages d’inhibition d’anions superoxydes

Extraits/ compose | % (Feuilles) | | % (Fruits)
Brut 18,577 £ 0,792 | 32,44 + 0,61
fraction dichlorométhane | 41,935+ 0,176 | 17,24 + 0,36
fraction acétate d'éthyle 71,164 £ 0,061 | 71,47 £ 0,45
fraction n-butanol 46,853 + 0,061 | 39,64 + 0,58
fraction agueuse 66,810 + 0,609 | 33,96 + 0,12
BHA 31,767 £ 1,036
acide ascorbique (VC) 57,365 + 1,52
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Nous tracons I'absorbance en fonction du temps et a partir de ces courbes nous

déduisons la pente qui exprime la vitesse de I'autoxydation du pyrogallol.
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Figurelll.19 : Courbes de vitesse d'auto-oxydation du pyrogallol en présence d'antioxydant

L es pourcentages de piégeage des radicaux de tous les extraits variaient entre (71,163 +
0,06 % et 17,24 + 0,365 %) (Tableau I11. 9).

La figure 111.20 montre les effets d'inhibition de différents échantillons aux mémes

concentrations (0,001 mg/ml). Les pourcentages dinhibition les plus grands ont été
enregistrés par les fractions acétate d'éthyle et aqueuse des feuilles (71,163 £ 0,06 % et 66,810

+ 0,606 % respectivement), tandis que les pourcentages d'inhibition les plus faibles ont été

enregistrés al'extrait brut desfeuilles et I'extrait dichlorométhane des fruits (18,57 + 0,79 % et
17,810 + 0,365 % respectivement).
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Pour les fruits, la fraction d’acétate d’éthyle enregistre la méme valeur d’inhibition chez
les feuilles, et les autres fractions des fruits a des valeurs inférieures a celles enregistrées dans
les feuilles al'exception de I’extrait brut des fruits qui enregistre une valeur plus élevée acelle
enregistrée dans les feuilles.

En autre part, les extraits de la plante étudiés montrent des valeurs inhibitrices plus

efficaces que les antioxydants standards.

I Feuilles
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704
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© 40
B 30
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-méthane n-butanol agueuse AcOEt

Figurelll.20 : Pourcentage d'inhibition de radical anion superoxyde par différents
échantillons aux mémes concentrations (0,001 mg / ml)
D’apres la figure 111.20, on peut classer I’efficacité de la fraction des feuilles en ordre
décroissant : fraction acétate d’ethyle > fraction agueuse > fraction butanolique > fraction
dichlorométhane > I’extrait brut, et pour les fruits comme le suivant : fraction acétate d’éthyle
> fraction butanolique > fraction agueuse > I’extrait brut > fraction dichlorométhane.

111.6.3.3.2. Evaluation par la méhode éectrochimique

Les voltamogrammes ont été enregistré a l'absence d’antioxydant, pour déterminer la
valeur du courant I, comme courant anodique d'oxydation d’03~, I5, est directement liée a
la concentration d'0%~a la surface de I'électrode et dépend de la solubiliité de I'oxygene dans le
DMF et les parametres expérimentaux choisis.

Les voltamogrammes de la réduction de O, a été enregistrée en présence d'un
antioxydant (extraits ou standards) en vue d'évaluer la capacité antioxydante de |'antioxydant
alarecherche lors de saréactivité envers 05~. L'augmentation de la concentration du substrat
antioxydant conduit a une diminution de concentration de 05~ qui correspondant une

diminution de densite de courant anodique (ipas) Selon larelation de Randles-Sevcik [43]:
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3+ 1/2
ipa = 0.4463 (ﬁ) MR DLE 2

Cequi donnea25°C :
ipa = (2.69 X 10%).n%/2. DX2 Cpoqv'/?

OU : Dyeq €5t le coefficient de diffusion de I'espéce Red, exprimé en cm?.s?, R : la constante
des gaz parfaits (R= 8,314 JKmol™), T : la température absolue (en K), n: le nombre
d'éectrons échangés au cours du transfert électronique, v : la vitesse de balyage en mV/s, F:
la constante de Faraday (F = 96500 C.mol ™).
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Figurelll.21: Voltamogramme de la réduction d'oxygene [milieu DMF (nTBuNBF,) 0,1 M;
vitesse de balayage 0,1V.s™]

Le potentiel de réduction (Ep) d'0,/05 est de -0,93 V/ ECS et le potentiel d'oxydation
d'057/ 0, estde-0,77 V/ECS.

De plus, le courant cathodique et anodique est d'ordre 67,61 pA/cm? et 70,24 uA/cm?
respectivement. Nous avons obtenu une valeur (AE) de 160 mV, ce qui correspond a la
réduction quasi réversible d'un éectron de l'oxygéne pour produire un radica anion
superoxyde.

Dans le DMSO, le DMF et la pyridine, la AE est d'environ 100 a 200 mV, quelle que
soit la nature de I'éectrode. Cette valeur, qui sécarte des 60 mV "classiques” attendus pour un
processus a un (1) éectron, est attribuée a une cinétique de transfert de charge lente et a la

différence des coefficients de diffusion de I'oxygéne et de |'anion superoxyde [44].
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Dans notre travail, le potentiel de demi-pic (Ey/2) du couple redox O3/ O,dans le DMF
et Bu,NBF, est de -0,828 V/ECS. Certaines expériences ont été réalisees en utilisant
différents sels de support et le DMF comme solvant également un électrode de carbone
vitreux, les résultats montrent que les potentiels de Ey, restent identiques a 0,078 V. Par
exemple, Ey» du couple redox 057/ 0,dans BusNCIO, est de -0,78 V/ECS [45]. Une autre
étude montre que, Ey/» du couple redox 057/ O, dans BusNPFg est de -0,75 V/ ECS [46].

Le potentiel de demi-pic Ey, dépend des coefficients de diffusion relatifs pour I'oxygéne
et I'anion superoxyde et de la cinétique de réaction. De plus, dans les solvants a haute
permittivité, la nature de l'anion associé au cation BusN*(ClO4, PFs ou BF;) et la
concentration globale en sel jouent également un réle mineur sur la premiére réduction de

I'oxygene [47].

Le potentiel demi-pic de 057/ O, est un peu plus négatif dans Bus;NBF, que dans
BusNCIO,4, montrant que les ions BF,; se solvate plus fortement dans DMF que ClO,.
En résumé, les données obtenues dans les électrolytes a base de Bus;NCIO, (-0,78V) et

BusNPFg (-0,75V) révélent que I'anion affecte sur les processus redox.

Cette faible dépendance mais perceptible de la réduction de I'oxygéne vis-avis du
contre-ion est évidente par ces changements. La réaction de réduction de I'oxygéne dans la
solution de BusNBF, est |égérement négative de 85 mV (Epc est -0,855 pour BusNCIO, [48],
dans BwNBF,; est -0,93), indiqguant que la réduction de I'oxygéne en présence de
tétrafluoroborate est dans une certaine mesure légérement polarisée. Cela peut étre di en
patie a la nature moins coordonnée du BF,, permettant au plus grand ion
tétrabutylammonium d'interagir avec |'oxygéne dissous. Généralement, I'interface électrolyte /

électrode est affectée par la nature du contre-ion.

Nous rappelons que les fractions utilisées dans cette partie électrochimique sont : |'acétate

d’éthyle et n-butanol pour lesfruits et les feuilles.
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Figurelll.22: Voltamogramme d'oxygéne ala présence des différentes fractions étudiées
[milieu DMF nTBUNBF, 0,1 M; électrode CV; vitesse de balayage 0,1V.s ]
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Figurelll.23: Voltamogrammes d'oxygéne en présence des composés standards
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L'augmentation de la concentration du I’extrait entraine une diminution de la
concentration de 05~ qui correspond a une diminution de la densité de courant anodique (13,,)
aors que la densité de courant cathodique (I3, ) n'est pas significativement modifiée (voir fa
figure 111.22). La diminution du pic de densité de courant anodique de O~ suggére que le
substrat (extraits de plante) réagit de maniére réversible avec O5~. Tous les substrats

antioxydants ont démontré un effet similaire sur la réduction d’Oz.

La fraction d'acétate d'éthyle de feuilles enregistre le meilleur résultat parmi les autres
extraits étudiés. Le comportement éectrochimique de I'oxygene peut étre résumé par les
équations suivantes. (1) - (3) ou AH représente des extraits de plante ou un antioxydant
standard (I’acide ascorbique, acide gallique). Apres la réduction réversible de I'oxygene (1),
I'anion superoxyde éectro-généré réagit avec AH (2) conduisant a des produits qui ne sont
pas électro-actifs dans la plage de potentiel balayée. Pour cette réaction, nous pouvons suivre
I'nypothése d'un transfert d'atomes H (3) conduisant au radical A°, qui peut étre un radica
phénoxy, et ala base conjuguée de peroxyde d'hydrogéne [39, 49].

0, + € +—= 0 (1)
0, + AH  — produits électro inactifs 2
0, + AH —— HO, +A° 3
0, + AH —>HO; + A (4)
HO; + 0, —— HO, + 0, ()
HO, + AH  ———>H0: + A’ (6)
0, + 26+ 2AH———> H;0; + 2A° (7)

Le mécanisme du processus éectrochimique global a été proposé comme E; C;_ Ici E; due la
génération éectrochimique réversible d'0; qui a été suivi par (Cj) la réaction chimique
irréversible entre les extraits et le radical. A I'ajout des extraits, les voltamogrammes ont
montré une diminution du courant anodique indiquant l'irréversible suivant le processus

chimique.
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On éablit les courbes (I3, / I3, ) en fonction de concentration des fractions étudiées (C)

(Figurell1.24).
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Figurelll.24 : Rapport de (I3, / 19, ) en fonction de la concentration des fractions étudiées
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On établit les courbes | % en fonction de concentration des fractions étudiées (C), a

partir de ces courbes on a calculé les valeurs de Cls (voir lafigure 111.25).

Selon les valeurs de Clsg regroupés dans le tableau 111.10 les fractions d'acétate d'éthyle de
feuilles et des fruits ont enregistré la plus grande activité de piégeage d’ 05~ avec les valeurs
de Clso, 0,136 et 0,427 mg/ml respectivement, tandis que les fractions de butanol chez les

feuilles et les fruits ont enregistré une grande valeur de Clsp, ce qui donne une faible activite,

Tableau I11. 10 : Résultats de Clsp obtenues pour les fractions étudiées

Extrait Vaeur de Clso (mg/ml)
Acide galique 0,011
Acide ascorbique 0,030
fraction acétate d'éhyle feuilles 0,136
fraction acétate d'éhyle fruits 0,427
fraction n-butanol fruits 0,590
fraction n-butanol feuilles 2,130
gif > m  Fr acétated'éhylefeuilles
32 Fr acétate d'éhylefruits
ggj 4 Fr n-butanoal feuilles
26 g v Fr n-butanol fruits
o < Acideascorbique
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Figurelll.25 : Effetsd’inhibition de O3~ par des différentes fractions de plante

D'apres lafigure I11. 26, on peut classer la capacité de piégeage d’05~ de ces fractions
selon I’ordre décroissant : fraction acétate d’éthyle des feuilles > fraction acétate d’éthyle des
fruits > fraction butanolique des fruits > fraction butanolique des feuilles.

Quand, nous comparons les résultats obtenus des trois activités antiradicalaires qui ont
été effectués dans cette étude ; nous avons constaté qu'ils sont compatibles les uns avec les

autres, ou |'acétate d'éthyle des fruits et des feuilles montrent |'activité la plus élevée.
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D'autre coté, on a trouvé que les effets des fractions éudiées par la méthode
électrochimique et le test de DPPH® est plus compatibles. Par contre, nous enregistrions une
différence de classement des extraits entre la méthode chimique et éectrochimique malgré

que les deux méthodes traitent le méme radical ( 05 ) (tableau I11. 11).

I Feuilles
I Fruits

2,0

Clgg (mg/ml)
S &

o
&)l
1

00| mm O .I

Ad d,e Acide Fr AcOEt Fr n-butanol
Gallique Ascor bique

Figurelll. 26 : VaeursdelaClsypour I'inhibition des radicaux superoxydes par les extraits

de C. sempervirens, |I'acide gallique et |'acide ascorbique

Tableau I11. 11 : Effets d’inhibitions des radicaux par des différentes méthodes

Test Classification d’effet

Inhibition de radical DPPH’ Fr acétate d’éthyle des feuilles > Fr acétate d’éthyle des
fruits > Fr butanol des fruits > Fr butanol desfeuilles.

Inhibition d’0; (méthode Fr acétate d’éthyle des feuilles> Fr acétate d’éthyle des
2

éectrochimique) fruits > Fr butanol desfruits> Fr butanol des feuilles.

Inhibition "0 (méthode chimique) Fr acétate d’éthyle des fruits > Fr acétate d’éthyle des
feuilles> Fr butanol desfeuilles> Fr butanol desfruits.

Les travaux antérieurs sur les tests antiradicalaires de C. sempervirens L. ont démontré
que les fractions d’acétate d’éthyle et n-butanol possédent une capacité plus importante de
piégeage du radical libre DPPH® ce qui est comparable a nos résultats [50], tandis que nos

résultats sont les meilleurs.
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Dans notre étude pour évaluer les activités antiradicalaires des fractions acétate d’éthyle
et n- butanol ; on atrouvé une bonne corrélation entre le contenu phénolique, flavonoidique et

destanins et lestrois tests éudiés et une bonne corrélation entre eux (tableau.111.12)

Tableau.ll1.12 : Lesrelations de corrélation entre les teneurs des phénols, flavonoides, tanins

et les activités antiradicalaires

Feuilles
SR R e Electrochimique O DPPH® Chimique 03,
CPT |1
CFT 071 [N
CTT 0,84 | 094
Electrochimique (o) | 080 | 081 05 T
DPPH" 0,17 | 0,11 | 0,08 0,93 | 1]
Chimique(0?) 043 | 0,84 | 0,791 0,22 | 007 |
Fruits
e Electrochimique O, DPPH® Chimique 0,

CPT |
CFT 0,96 I
CTT ogg| 095 RN
Electrochimique (o) | 08 | 081 | 038 IR

DPPH* 026 | 0,15 | 0,14 0,93 | 1 |

cnmqer) 080702 | oz | o [EE

Nous avons trouvé une faible corrélation entre la capacité dinhibition du radical 05~

(méthode chimique et é ectrochimique) avec un coefficient de corrélation R? = 0,22.

Les fractions d'acétate d'éhyle des feuilles et des fruits sont les plus efficaces pour
piéger les radicaux 05 et DPPH® d'oul ce pouvoir piégeur peut étre attribué aux composés
bioactifs trouvés dans ces parties malgré le fait que ces fractions ont une teneur en flavonoides
et phénols inférieure a celle trouvée en fractions de butanol chez les deux organes étudiées.
L'interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été utilisée dans plusieurs études
pour définir les principaux éléments de I'activité antioxydante par transfert d'hydrogene. Le
radical aryle résultant (Flav-O") peut réagir avec un autre radica libre pour former une
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structure quinone stable (Figure 111.27). De plus, le radical aroxyle peut interagir avec
I'oxygene pour donner une quinone et un anion superoxyde. Par conséquent, la capacité des
flavonoides a agir comme antioxydants dépend non seulement du potentiel redox de la paire
Flav-O’ / Flav-OH, mais également de la réactivité du radical aroxyle [51-53].

En général, la capacité des flavonoides a étre des antioxydants efficaces dépend de trois
facteurs: (1) le potentiel de chéation des métaux qui dépend fortement de I'arrangement des
hydroxyles et du groupe carbonyle autour de la molécule, (2) la présence d'hydrogene /
électron des substituants capables de réduire les radicaux libres, (3) la capacité du flavonoide
a délocaliser I'éectron non apparié conduisant a la formation d'un radical phénoxyle stable.
Les deux modes connues de I'action antioxydant, c'est-a-dire le mécanisme préventif et le
mécanisme de rupture de chaine, sont supposés étre responsables de la forte activité des
flavonoides [54].

OH o
oH R RH f OH
Fl Fi
FI-OH A0
o’ o
oH R RH H o
Fi FI
F-O Fl-quinone

Figurell1.27 : Piégeage des especes réactives de I'oxygene (R) par les flavonoides [55]

La capacité a céder un atome d’hydrogene peut également étre prédite par le potentiel
d’oxydoréduction. Tout composé qui a un potentiel redox plus faible que le potentiel de
réduction d'un radical libre (ou d’une espéce oxydée) est capable de céder un hydrogéne a ce
radical tant que laréaction est possible.
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En raison de potentiels redox plus faibles, les flavonoides (FI-OH) (0,23 < E7 <0,75 V)
(E7 le potentiels a pH =7) sont capables thermodynamiquement de réduire les radicaux libres
hautement oxydants avec des potentiels redox dans la plage de 2,13-1,0 V, tels que

superoxyde, peroxyle, alcoxyle et radicaux hydroxyles qui cédent un atome d'hydrogene [56].

Dans ce travail, on a étudié I'inhibition de radical DPPH®, la réduction de Mo (IV) et
I'inhibition de radical anion superoxyde O3~ par des extraits de C. sempervirens, laquelle
contient des composés réducteurs. Ou nous avons trouvé grace au processus de séparation
achevé dans cette étude, que la fraction d'acétate d'éthyle des feuilles contient des quantités
importantes des flavonoides, alors que cette fraction a montré la meilleure activité. Cela peut
confirmer que la présence d'un groupe donneur dhydrogéne de flavonoides provenant

d'échantillons des feuilles de C. sempervirens pour inhiber leradical 05~ .

111.6.4. Evaluation d’activité enzymatique des extraits de C. sempervirens
IV.6.4.1. Dosage de I'inhibition de I'a-amylase

Pour déterminer l'effet des sept extraits (feuilles et fruits) de I'espece Cupressus
sempervirens sur |'activité de I'a-amylase in vitro ; une concentration d'amidon de 1% (p/v) a
été utilistee comme substrat en présence et en l'absence dinhibiteur a différentes

concentrations de chague extrait (Tableau 111.13).

Tableau I11.13 : Différentes concentrations de fractions étudiées et leur taux d'inhibition

Extrait Feuilles Fruits
C (mg/ml) Taux dinhibition% C (mg/ml) Taux dinhibition %
Extrait brut EB 3,912 12,86 0,18%4 35,94
butanol FB 3,38 13,88 1,867 39,6
Acétate d’éthyle FA 0,595 17,97 0,538 43,35
Acétated'éthyle FAT 0,616 35,43 - -

(Tannin extrait)

L'inhibition la plus élevée a 0,538 et 0,1894 mg/ml a été observée dans la fraction
dacétate d'éthyle et I'extrait brut de fruits avec taux dinhibition de 43,35 et 35,94%
respectivement. Alors que I'inhibition la plus élevée dans les fedilles a été enregistrée a la
fraction de tanin d'acétate d'éthyle avec 35,43% a 0,616 mg/ml (Figure 111.28).
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111.6.4.2. Etude cinétique de I’enzyme et détermination de type d'inhibition

de 'o-amylase par les extraits

Pour définir le type dinhibition des extraits contre |'activité a-amylase, nous avons
choisi lafraction d'acétate d'éhyle de fruits (FAF) et |a fraction d'acétate d'éthyle d'extrait de
tanins pour feuilles (FAT) (qui aun pouvoir inhibiteur €levé).

On aréalise une courbe d’étalonnage de maltose (Figure [11.29). L’unité de I’enzyme est

exprimée par la quantité de maltose libérée en y mole par minute par ml de milieu.
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Figurelll.28 : Taux dinhibition de |'activité a-amylase en présence des différentes

concentrations de chague extrait
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Figurelll.29: Courbe d’étalonnage de maltose
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Lafigure 111.30 montre que I'enzyme a-amylase suit une cinétique de Michaelis. Selon
cette figure, la relation entre la concentration et la vitesse enzymatique est proportionnelle
dans un domaine de linéarité qui sarréte & une concentration d'amidon de 12 mg/ml ou la
courbe a une valeur constante qui est représentée par un plateau, ce qui signifie que le site

actif d’'a-amylase est saturé.
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Figurelll.30 : Vitesse d’inhibition d’oa-amylase en absence d’inhibiteur

Ces résultats nous a permis a établir la représentation de Lineweaver-Burk 1/v = U[S]
(Figure 111.31), selon laguelle nous pouvons déduire des parametres cinétique de I’0-amylase :

lavitesse maximale v €t la constante de Michadlis - Menten K.

= sansl

v (mM /min)'1

1[S|(mg/mi) L

Figurelll.31: Représentation de Lineweaver-Burk (sans inhibiteur)
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Pour étudier le comportement d'inhibition des extraits (FAT, FAF) sur I'a-amylase ; la
cinétique de I'enzyme a été analysée par la courbe de Lineweaver-Burk (1 / n=1/[9])
(Figure 111.32). Cette derniére a permis de déterminer les différents paramétres cinétiques de
I'o-amylase : la vitesse maximale vimax €t la constante de Michaelis-Menten Ky. Lesvaleurs de
Vmax €t Ky sont ainsi obtenues par ajustement de courbe ou le tracé résultant a une ligne droite
avec une pente de Ky /vimax, Une ordonnée a l'origine de 1/vma € une ordonnée al'origine de
(-L/Kw).

o
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3
Ll

o
~
1

5
E 034 —o—FAT
= ——FAF
S
~— 0’2_
>
0,1
0,0
T T T T T T T T
0 5 10 15 20

[s] mg/mi
Figurelll.32: Vitesse d’inhibition d’o-amylase en présence et absence d’inhibiteur

Le représentation de Lineweaver-Burk nous a permis non seulement de déterminer le
type dinhibition, mais auss les autres parametres cinétiques a savoir la vitesse maximale
(Vmax) €t la constante d'inhibition (Ki) des deux extraits (FAT, FAF) qui sont calculés a partir
de la figure 111.33 par la projection du point dintersection des droites sur |'axe X selon
I'équation (8), et les valeurs d’Clsy sont calculée selon I'égquation (9), les valeurs des

parametres cinétiques sont indiquées au tableau 111.14.

K- [1]
Ki=——-"" > (8
i T k3P _g (8)

Ou

[1: Concentration de I'inhibiteur

K;: Constante d'inhibition

K3 P: Constante apparente de Michaglis
Kwm: Constante de Michaelis — Menten
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Ky [S]

Tableau 111.14 : Paramétres cinétiques des fractions étudiées

Echantillon KPP Km V max [1] Ki Clso
(mg/ml) (mg/ml) | (mM.min™") | (mg/ml) | (mg/ml) (mg/ml)

FAT 17,289 12,975 1,14 0,616 1,852 3,27

FAF 22,15 12,975 1,14 0,538 0,760 1,34

La figure 111.33 montre que l'inhibition I’o-amylase d'Aspergillus oryzae par la fraction
d'acétate d'éhyle des fruits (FAF) et |a fraction d'acétate d'éhyle d'extrait de tanins pour les
feuilles (FAT) est de
de 0,760 ; 1,852 g / pl respectivement. L’inhibition a-amylase de FAF est le mieux que celle
de FAT.

type dinhibition compétitif avec des vaeurs de Ki

= Sansl
o AFT
A AFF

v (mM/min)™*

U[S](mg/miyL

hhAONION=NDWwWDEOON®

Figurell1.33: Représentation de Lineweaver-Burk en présence et absence d’inhibiteur

Le test de comparaison a montré que les extraits (FAT, FAF) contiennent des composés
inhibiteurs d'a-amylase, cela résulte en cas dabsence dinhibiteur et jusqua I'activité
enzymatique pour chague échantillon (sans inhibiteur, FAT et FAF). Cette activité est peut-
étre due a la grande quantité de polyphénols, de flavonoides et de tanins et également a la
nature chimique de ces composés, alors que I'on constate que certains flavonoides naturels

agissent comme des inhibiteurs de I'a-amylase humaine [57].

Certaines études indiquent également qu'il existe une forte corrélation entre les niveaux
d'inhibition enzymatique et lateneur en tanins. Le type compétitif d'inhibition peut sexpliquer
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par le fait que les deux extraits étudiés ont des composés portant des groupements hydroxyles
proches de ceux du substrat, qui I'ont éloigné du site actif de I'enzyme. Ces inhibiteurs sont
capables d'occuper le site actif de I'a-amylase [58, 59]. Cette étude arévélé que les extraits de
C. sempervirens ont des teneurs élevées en flavonoides et en phénols ou Tadera et al. ont testé
plusieurs composés flavonoides pour leur activité inhibitrice contre I'd-amylase [60]. En
outre, Lo Piparo et a. ont découvert que l'inhibition de I'enzyme a-amylase par les
flavonoides est corrélée avec le nombre de groupes hydroxyles dans leur cycle B. Ces
composés inhibent I'a-amylase par la formation de liaisons hydrogénes entre ses groupes
hydroxyle et les résidus du site actif de cette enzyme et la formation d'un systéme 1 conjugué
qui stabilise l'interaction avec le site actif [57]. Une étude antérieure a évalue les activités
antidiabétiques des flavonoides in vivo et in vitro dans lesquelles il a éé constaté qu'il a un
fort effet inhibiteur [61].

Lili Kandra et a. ont montré que les tanins sont des inhibiteurs efficaces de I'a-amylase
comme |'acarbose et présentent une stabilité plus élevée pour le complexe enzyme-inhibiteur
gue le complexe enzyme-substrat-inhibiteur (ESI); les tanins se lient aux o-amylases ;
I'interconnexion peut avoir lieu sur le site secondaire ou le site actif de I'enzyme, ces liaisons
générant des complexes de type inhibiteur enzymatique, car les tanins agissent comme des
inhibiteurs compétitifs des a-amylases [62]. Cela explique I'efficacité des extraits de cypres

dans I'inhibition de I'a-amylase car ils contiennent des quantités importantes des tanins.
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V.1. Récolte et séchage du matériel vegétal
L’espéce de C. sempervirens a été récoltée en avril 2018 dans la région d’Ouargla. Le
matériel vegétal fraichement récolté est séché, broyé et conservé a I’abri de la lumiére, de

I’humidité et de la chaleur.

V.2. Extraction

Nous avons procédé a I’extraction des principes actifs de 1,165 Kg de la plante seche
(les feuilles) par macération avec I’éther du pétrole (3L) afin d’éliminer les graisses, les cires
et les chlorophylles. Apres la filtration et le séchage, la plante a macérer dans un mélange
méthanol/eau (70/30 : V/V) pendant 4 x 24 heures. L'extrait obtenu est concentré puis dilué
avec I’eau distillée (400-600 ml pour 1 Kg de matiere seche). Apres filtration, la solution
aqueuse est épuisée successivement par I’éther de pétrole, le dichlorométhane, I’acétate
d’éthyle et enfin par le n-butanol selon le protocole ci-dessous (Figure 1V.1).
Les résultats d'extraction de chague partie de la plante sont enregistrés dans le tableau IV.1.

Tableau | V.1 : Résultat de |'extraction des feuilles

Matériel végéta Extrait Masse (Q) Rendement (%)
Feuilles de CH.Cl; 1,0145 0,087

C. Sempervirens AcOEt 3,437 0,295
(1163.8 g) n-BuOH 40 3,437

IV.3. Séparation chromatographique et identification du produit isolé

Nous avons trouvé dans la plupart des activités réalisées dans ce travail que la fraction
dacétate d'éhyle est la plus efficace, donc cette partie a été choisie pour Séparer ses
Composés actifs.

Nous avons effectué plusieurs tests sur différents systémes de solvants, en utilisant le
gel de silice comme phase stationnaire pour chercher un systéme d'élution convenable, ala
fin de cette procédure le system de CH,Cl,/CH30OH aété choisi (tableau IV.2).
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Matiére végétae
m = 1.165 Kg.

J *Macération par |'éther
de pétrole
*Filtration + séchage

Plante dégraissée J

*Macération dans
1 Me OH/H,O (70 :30 ;

: . . VIV), et répétée 4x 24h
Extrait méthanolique J

* Dilution avec H,O * Concentration a sec
*Filtration
Phase agueuse J
*Extraction liquide/ liquide
* Décantation par |'éther de pétrole
\ 4
Phase agqueuse » Phase organique ]

; Extraction par CH,Cl, (300 ml x 3)

3 Y

Phase agueuse J Phase organique J

Extraction par

Concentration de
lafraction CH,Cl,

I’ AcOEt (400 x1)
i ‘ Fraction
CH,Cl,
Phase aqueuse J Phase organique
Extraction par 1 Concentration de la
n-butanol (300ml x 6) fraction AcOEt

‘ ‘ Fraction
: AcOEt
Phase aqueuse Phase organique J \_)

Concentration de la fraction butanolique

\ 4

Fraction

FigurelV.1: Protocole d’extraction
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Tableau I V.2 : Tests préliminaires de systéme utilisé

systémes Nombre de spot
Ether de pétrole / acétate d’éthyle / acide formique | 40/60/1 4
Toluéne/ acétone / acide formique 30/25/5 3
Chloroforme /méthanol / acide acétique 90/10/1 5
Acétate d’éthyle / acide acétique 20/4 2
Toluene/ acétone/ acide formique 30/60/10 2
Chloroforme/ acétate d’éthyle / acide acétique 50/60/1 4

L’extrait d’acétate d'éthyle est soumis a des fractionnements successifs par différentes
méthodes chromatographiques conduisant a I’isolement des produits purs. Dans cette
premiere étape, nous avons soumis cet extrait a une chromatographie d’adsorption sur colonne
de gd desilice 60 (70-230 mesh), préparée dans | e dichlorométhane.

3,437 g de I’extrait sont dissous dans le CH3OH puis additionnés a quel ques grammes
de gel de silice puis évaporé a sec afin d’obtenir un solide sous forme de poudre. Le mélange
est déposé sur une colonne de gel de silice, éuée avec le dichlorométhane et un gradient
croissant CH3OH jusqu’a 100%.

Des fractions de 15 ml sont recueillies et analysées par chromatographie sur couche
mince CCM, les plagques sont examinées sous UV (Figure 1V.2). Les fractions similaires sont

réunies, evaporées et pesees, donnant ainsi 3 fractions.

FigurelV.2: Suivi delacolonne mére par CCM

Les résultats de I’opération sont regroupés dans le tableau IV .3.
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Tableau V.3 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait

d’acétate d’éthyle de Cupressus sempervirensL.

Fractions Nomdela | Eluant: CHCI3s/MeOH | Masse (mg) | Observations
collectées fraction

1-2 Frl 90/10-85/15 248,2 Deux taches
3-6 Fr2 80/20-70/30 299,6 Mélange séparable
7-30 Fr3 75/25-30/70 892,9 Mélange séparable

1V.3.1. Fractionnement delafraction Fr 2

Cette fraction soumise a une chromatographie sur colonne de gel de silice, I’élution a
été réalisée par le dichlorométhane et un gradient croissant CH3;OH jusqu’a 100%. Les sous

fractions collectées sont testées par CCM (Figure IV .3).

FigurelV.3: Suivi defraction Fr 2 par CCM.

Les sous fractions 15 a 17 (27, 6 mg) combinées et séparées sur colonne en polyamide
en utilisant comme éuant e systéme de solvant Toluéne /MeOH
Les deux sous fractions (15-24) (111,2 mg) et (25-29) (84,4 mg) sont purifiées avec une
colonne en séphadex LH20. La séparation a donné les produits suivants: A1 (m=9,4 mg) et
A2 (m= 84,3 mg), le premier composé c’est un poudre a couleure jaune et I’autre a cristaux
blancs qui donne avec le révélateur (Solution de vanilline a0,5% (p / v) préparée dans HCl a

4% (p/ v)) un couleure cramoisi (figure1V.4.)

FigurelV.4: Produitsisolés
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IV.3.2. Fractionnement delafraction Fr 3

Lafraction Fr 3 c’est une fraction tres complexe, elle est composée de deux produits
isolés précédemment a partir de Fr 2 (A1-A2) et d’autres produits.

Fr 3 (m=892,9 mg) ont &€& mis a separer sur colonne en gel de silice en utilisant un
gradient de solvant composé de dichlorométhane et un gradient croissant CH3;OH jusqu’a
100%. Les sous fractions collectées sont testées par CCM (Figure 1V.5).

FigurelV.5: Suivi defraction Fr 3 par CCM

Les sousfactions (Fr 6-7) ont été combinées et purifiées en donnant le produit (A1) et
les sous fractions (Fr 8-11) ont été combinées et purifiées en donnant de deux produits (A1),
(A2).

Les sous fractions (Fr 12 - 28) combinées et séparées sur colonne en gel de silice en
utilisant un gradient de solvant composé d’ AcOEt et MeOH avec les proportions suivantes:
30:1, 25:1, 20:1, 15:1, 10:1 5:1, 1:1. Les sous fractions collectées sont testées par CCM
(Figure 1V.6).

FigurelV.6: Suivi des sous fractions (Fr 12 - 28) par CCM

Les sousfractions (Fr 94-119) (56,9 mg) sont purifiées avec une colonne en séphadex
LH-20 pour obtenir le produit (A4) (13,3mg).
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Pour les sous fractions (Fr 29-48) combinées et séparées sur colonne en gel de silice en
utilisant un gradient de solvant composé de CH,Cl, et ACOEt avec les proportions suivantes
:30:1,25:1,20:1,15:1,10:15:12,1:1,1:2,1:3,1:4et 100% AcOEt puis par
AcOEt et MeOH avec les proportions suivantes : 15: 1, 10:1,5: 1 et 1: 1. Les sous
fractions collectées sont testées par CCM (Figure IV.7).

FigurelV.7 : Suivi des sous fractions (Fr 29-48) par CCM

Les sous fractions (Fr 16-28) sont purifiées avec une colonne en séphadex pour
obtenir le produit (A3).

En plus, pour obtenir la plus grande quantité de composé (A3), nous avons utilisé la
méthode de séparation sur une plaque CCM préparative a partir des autres sous fractions qui
contiennent ce compose, I’élution a été réalisée par un systeme composé de (CH,Cl,/
ACcOEt/MeOH avec la proportion suivante (5:5:1), on a répété la migration 7 fois jusqu'a
I'observation sous lalampe UV, des bandes hien séparées (Figure IV .8).

FigurelV.8: Plague CCM aprés 6°™ migration
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Lafigure IV.9illustre les différentes étapes de séparation la fraction acétate d’éthyle.

Extrait AcOEt

CC (gel desilice) CH,Cl,//MeOH

Fri Fr 2 Fr3
CC (gel de dilice) CC (gel desilice)
CH,Cl/MeOH CH,Cl,/ MeOH
Fr
(15-17)
Fr Fr Fr Fr
CC (polyamide) (6-7) (8-11) (12-28) (29-48)
Toluéne /MeOH
cC
CC AcORt CH,Cl,/ ACOEt
/MeOH (30/12.100)
(3011 81/1) ACOEt /MeOH
(15/141/1)
Fr Fr
(15-24) (25-29) = o
(94-119) (16-28)
CC (Sephadex LH20)
Toluéne /MeOH cC (wSeg%?dex
&) CH,Cl,/MeOH
(4/1)
Al A2
9.4 mg 84.3mg Ad A3

FigurelV.9: Fractionnement et isolement des métabolites secondaires de I’extrait acétate
d’éthyle
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1V.4. Elucidation structurale des composés isolés
IV.4.1. Compose A2 :

Le composé A2 se présente sous forme de cristaux blancs soluble dans e méthanol. Le
spectre RMN proton enregistré avec le CDsOD a 400 MHz (Figure 1V.10) montre six
signaux. Les signaux caractéristiques, pour les protons du cycle aromatique d’un flavonoide a
faible champ.

* Les signaux de protons aromatiques méta-couplés a 5,95 ppm (d, J = 2,0 Hz, H-8) et
5,88 ppm (d, J = 2,0 Hz, H-6) indiquant la bi-substitution du cycle" A™.

* Des signaux aromatiquesa 6,86 ppm (d, J=1,6 Hz, H-2), 6,78 ppm (d, J = 8Hz,
H-5) et 6,73 ppm (dd, J = 8,4, 1,6 Hz, H-6") correspondant aun anneau ''B"".

* Laprésence d’un pic sous forme de doublet a 4,47 ppm (d, J= 6,4 Hz, H-2) et un
pic sous forme multiplet a 3,88 ppm (m, J34= 5.2 Hz, J3,= 7,6 Hz, J34,= 8 Hz H-3), les pics
sous forme doublet de doublet a 2,75 ppm (dd, J = 16,4-5,6 Hz, H-4a) et 2,49 ppm (dd, J =
16,4- 8,4 Hz, H-4b) attribuable au cycle ' C".
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FigurelV.10 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDs0OD) du composé A2

D'aprés le spectre RMN *C  (Figure 1V.11) on distingue 15 signaux de carbones
comme les suivants :
6 81,49 ppm (C-2), 67,42 ppm (C-3), 27,1 ppm (C-4), 155,5 ppm (C-5), 94,94 ppm (C-6),
156,4 ppm (C-7), 94,17 ppm (C-8), 156,16 ppm (C-9), 99,47 (C-10), 130,83 ppm
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(C-1), 113,89 ppm (C-2), 144,86 ppm (C-3), 144,82 ppm (C-4), 114,75 ppm (C-5) et
118,68 ppm (C-6).
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FigurelV.11: Spectre RMN =C (400 MHz, CD30D) du composé A2

Le spectre DEPT 135 (Figure IV.12) permet de recenser :
La présence d’un seul (CHy) et sept groupements (CH) et sept groupements (C). Ce qui fait en
tout 15 carbones.
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FigurelV.12: Spectre DEPT 135 du composé A2

Selon I’expérience HSQC (Figure 1V.13), on attribue pour chaque carbone son proton
correspondant :
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> entre C-2 (81,48 ppm) et H-2(4,47 ppm)
» C-3(67,42) et H-3 (3,88)
> C-4(27,1) et H-4(2,75- 2,49)
» C-6(94,94) et H-6 (5,88)
> C-8(94,17) et H-8(5,95)
» C-2'(113,89) et H-2' (6,86)
» C-5'(114,75) et H-5'(6,78)
» C-6'(118,68) et H-6'(6,73)
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FigurelV.13: Spectre HSQC (400MHz, CD30D) du composé A2
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En assemblant tous ces données, on obtient la structure partielle représentée dans la
figurelV.14:

FigurelV.14 : Structure partielle de A2

D’apres la littérature le composé A2 est identifié comme étant catéchine (Figure
IV.15). On confirme la structure d’A2 d’aprés le signal de H-2 qui apparait sous forme
doublet & 4,47 ppm (d, J= 6,4 Hz, H-2), tandis que chez I’epicatéchine ce signal est apparait

sous forme d’un singulier 24,86 ppm (s) [1].

Figure V.15 : Structure du compose A2 (catéchine)

L’ expérience HMBC (Figure 1V.16 et 17) présente les corrélations suivantes :
C-2 (81,48 ppm) montre quatre taches de corrélations avec
» H-4b et H-4a (2,47 ppm et 2,75 ppm).
» H-3(3,88 ppm).
» H-6 (6,73 ppm).
» H-2' (6,86 ppm).
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C-3 (67,4 ppm) montre deux taches de corrélations avec
» H-4bet H-4a (2,47 ppm et 2,75 ppm).
» H-2 (4,47 ppm).
C-4 (27,1 ppm) montre deux taches de corrélations avec
> H-2 (4,47 ppm).
» H-3 (3,88 ppm).
C-6 (94,94 ppm) montre une tache de corrélations avec
> H-8(5,95 ppm).
C-8 (94,17 ppm) montre une tache de corrélations avec
» H-6 (5,88 ppm).
C-2' (113,89 ppm) montre deux taches de corrélations avec
> H-4 (4,47 ppm).
» H-6' (6,73 ppm).
C-5' (114,75 ppm) montre une tache de corrélations avec
» H-6' (6,73 ppm).
C-6' (118,68 ppm) montre trois taches de corrélations avec
> H-2 (4,47 ppm).
» H-5 (6,78 ppm).
> H-2' (6,86 ppm).

FigurelV.16 : Corrélations HMBC du composé A2
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FigurelV.17 : Spectre HMBC (400 MHz, CD3;0D) du composé A2

Les valeurs de déplacement chimique du RMN *H et du RMN *3C (tableau I1V.4) sont

identiques avec celles trouvées dans lalittérature [1-4].
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Tableau IV .4 : Déplacements chimiques en RMN *H (400MHz) et RMN **C (400 MHz)
dans CD3;0D du composé A2 (6 en ppm et J en Hz)

position | & (C) ppm 0 (H) ppm JHz DEPT

2 81,49 447d6.4 CH

3 67,42 3,88 m5,2-7,6-8 CH
2.75dd 16,4-5,6

4 271 2.49dd 16,4- 8,4 CH;

5 155,5 C

6 94,94 588d2 CH

7 156,4 C

8 94,17 595d2 CH

9 156,16 C

10 99,47 C

1 130,83 C

2 113,89 6,86 d 1,6 CH

3 144,86 C

4 144,82 C

& 114,75 6,78d 8 CH

6' 118,68 6,73 dd 8,4-1,6 CH

D’apres les informations obtenues des différents spectres RMN, le composé A2 est
proposé d’étre la catéchine. Elle présente deux centres chiraux, donc la possihilité de (+) ou
(-) catéchine est présente.

La mesure du pouvoir rotatoire du composé A2 a fourni [a]p = +14,33, cette valeur
est sont compatible avec celles trouvées dans la littérature [1, 2, 5]. A partir de ces résultats,

nous pouvons étre confirmé que le compose A2 est la (+) catéchine

Spectroscopie UV- Visibled’A2

Les flavonoides présentent deux pics d'absorption majeurs, la bande | (328 a 385 nm)
et la bande 1l (240 a 280 nm). Ces bandes sont associées respectivement au systéme
cinnamyle du cycle "B'" qui résulte de la conjugaison du groupement carbonyle avec la
double liaison C2-C3 et le noyau "'B"', elle donne donc, des renseignements sur les variations
structurales du cycle "B et I’hétérocycle ""C" et au systeme benzoyle du cycle A" qui
dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec le noyau A" et donne des
informations sur les variations structurales des cycles [6]

La fluorescence mauve foncé du produit A2 sous la lumiere UV-Visible (365nm),
indique que ce compose est une flavanole.
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Les flavanols présentent une absorbance maximale a des longueurs d'onde non
spécifiques comprises entre 270 et 290 nm [7]. A la lumiére de cet information, nous peut
interpréter le spectre UV del'A2 qui a été obtenu en solution alcoolique, ce spectre comprend
une seule bande a 280 nm qui est attribuée a la bande 11, ce qui indique I'absence de groupe
carbonyle dans le composé A2 qui est différent des structures flavonols et des flavones
(Figure IV.18)
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FigurelV.18: Spectre UV- Visible de compose A2

IV.4.2. Compose A3 :
Le composé A3 a été obtenu sous forme des cristaux Jaunes pales. Son spectre RMN *H
(Figure 1V.19), enregistré dans CD3;OD, montre des signaux dans la région aromatique
correspondants a des protons de squel ette glycoside flavonoide :
» L’apparition d’un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1 Ha & = 4,95
ppm (J = 6,8 HZz) attribuable au proton anomérique du sucre H- 1"".
» La présence d’un pic sous forme de singulet dans la région faible a
d = 6,58 ppm attribuable au H-3 du cycle''C"
» Des pics ad = 6,82 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3', H-5'), 8 = 7,79 ppm
(2H, d, J = 8,8 Hz, H-2', H-6'") sont assignables a quatre protons aromatiques
caractéristiques pour un anneau ''B'" 4-substitué.
> Deux signaux ad = 6,41 (1H,d, J=2Hz, H-6) &t 3 6,73 ppm (1H,d,J=2
Hz, H-8), indiquant la bisubstitution du cycle "A™".
» L’apparition des signaux entre 6 = 3,84 et 3,2 ppm indiquent la présence d’un

sucrelié ala5,4'-dihydroxyflavone par le carbone 7.
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FigurelV.19 : Spectre RMN *H (400 MHz, CD30D) du composé A3

Le spectre RMN 3C (Figure 1V.20) a démontré 19 signaux de carbones suivants

» Lespicsa 6 = 100,27 ppm (C-1") et a 73,35 ppm (C-2"), 77,01 ppm (C-3"), 69,9ppm
(C-4") ppm, 76,48 ppm (C-5") et 261,097 ppm (C-6") correspond au glucose.

» Les pics 6 = 94,7ppm (C-8) et 299,81 ppm (C-6) qui ont été attribuées au cycle "A'".

» Les signaux apparaissent a 6 = 115,65 ppm (C-3',5) et 128,23 ppm (C-2',6) ont été
attribués au cycle''B"".

» Lesigna observé a & = 102,76 ppm (C-3) correspond au cycle''C".

» Lespicsad = 105,7 ppm (C-10), 121,72 ppm (C-1'), 157,59 ppm (C-9), 161,50 ppm
(C-4), 161,52 ppm (C-5), 163,43 ppm (C-7), 165,39 ppm (C-2) et 182,7 ppm (C-4)

qui ont éte attribuées au les carbones quaternaires.
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FigurelV.20 : Spectre RMN *3C (400 MHz, CDs0OD) du composé A3

Les séguences DEPT (Figure 1V.21) permettent de recenser :
L’apparition d’un seul (CH>) et dix groupements (CH) et huit groupements (C). Ce qui fait en

tout 19 carbones.
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FigurelV.21 : Spectre DEPT 135 du compose A3
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Selon I’expérience HSQC (Figure 1V.22), on attribue pour chagque carbone son proton

correspondant :

>

YV V.V V V V V V V V

entre C-3 (102,76) et H-3 (6,58)
C-6 (99,81) et H-6 (6,4)
C-8(94,7) et H-8(6,71)

C-2, 6'(128,23) et H-2', 6' (7.8)
C-5, 3' (115,65) et H-5',3' (6,82)
C-1" (100,27) et H-1"(4,95)
C-2" (73,35) et H-2"(3,39)
C-3"(77,013) et H-3"(3,45)
C-4"(69,9) et H-4"(3,32)
C-5"(76,48) et H-5"(3,4)
C-6"(61,097) et H-6"(3,62)

Figure V.22 : Spectre HSQC (400 MHz, CD30D) du compose A3
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Les taches de corrélations détectées dans les spectres HMBC (Figure 1V.23, 24 et 25) sont:

- M\’“J I L«"}l\ b ;mfﬁfn’L

HMAHT U { ; T s
| | | a0

1 am)

=§

8.0 75 70 6.5 6.0 5.0 +5 #.0 3.5 3.0

5.5
F? {npm)

FigurelV.23: Spectre HMBC (400 MHz, CD30D) du compose A3

H-3 (5 = 6,58 ppm) montre quatre taches de corrélations avec
» C-10(105,7 ppm).
» C-2(165,39 ppm).
» C-1'(121,71 ppm).
» C-4(182,7 ppm).
H-6 (5 = 6,4 ppm) montre quatre taches de corrélations avec
» C-8(94,7 ppm).
» C-10(105,7 ppm).
» C-5(161,52 ppm).
» C-7(163,43 ppm).
H-8 (5 = 6,7 ppm) montre quatre taches de corrélations avec
» C-6 (99,8 ppm).
» C-10(105,7 ppm).
» C-9 (157,59 ppm).
» C-7(163,43 ppm).
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H-3', 5' (6 = 6,8 ppm) montre deux taches de corrélations avec
» C-1'(121,71 ppm).
» C-4' (161,50 ppm).

H-2', 6' (6 7,8 ppm) montre deux taches de corrélations avec
» C-2 (165,71 ppm).
» C-4' (161,50 ppm).
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FigurelV.24 : Spectre HMBC étalé du compose A3
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O 8
8@y

OH O

FigurelV.25: Corrélations HMBC du compose A3

Les spectres RMN NOESY (Figure IV.27) suggerent une association NOE entre |e proton
anomérique (H-1") de la partie glucoside et e proton (H-8) sur le cycle A de I'aglycone,
confirmant lafixation de I'unité sucre sur le groupe fonctionnel (7-OH). En plus, laliaison
glycosidique au C-7 de I'aglycon a été vue a partir du décalage de champ vers le haut de
déplacement chimique de C (C-7) par rapport a |'apigénine, ce qui peut étre déduit de
I'existence 6 de C & 100,2 ppm (C-1") (Tableau 1V.5, Figure IV.26). La grande constante
de couplage H-1" de 6,8 Hz entre H-1 " et H-2 " indique un glucose couplé (3 [8].

FigurelV.26 : Corrélations NOESY du composé A3
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FigurelV.27 : Spectre NOESY étalé du composé A3
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Par conséquent, la structure du compose A3 a éé déterminée comme éant un

Apigenin-7-O-B-D-glycoside. Les données RMN *H et *3C, récapitulées dans le tableau

IV.5, sont en accord avec lalittérature [9-11].

Tableau V.5 : Déplacements chimiques en RMN *H (400 MHz) et *C (400 MHz) dans

CD30D du composé A3 (6 en ppm et J en Hz)

position 0 (C) ppm 0 (H) ppm JHz DEPT
2 165,39 C
3 102,76 6,58 s CH
4 182,7 C
5 161,5 C
6 99,81 6,4 d2 CH
7 163,43 C
8 94,7 6,71d2 CH
9 157,59 C
10 105,7 C
1 121,72 C
2' 128,23 7,8 d8,8 CH
3 115,65 6,82 d 8,8 CH
4 161,5 C
5 115,65 6,82 d 8,8 CH
6' 128,23 78 d8,8 CH
1" 100,27 495d6,8 CH
Q 2" 73,35 3,39 d5.2 CH
S 3" 77,013 345m CH
= 4" 69,9 3,32d9,2 CH
© 5 76,48 34 m CH
6" 61,097 3.62dd 11,6- 5,6 CH>»

Spectroscopie UV- Visibled’A3

La fluorescence violette sombre du produit A3 sous la lumiere UV-Visible (365nm),
indique que ce composé est une flavone, le spectre UV effectué dans le méthanol
permettant d’observer deux bandes d’absorption, I’une a Anax = 268 nm et I’autre a
Amax = 332 nm.

La série spectrale du composé A3 a été effectuée par la Spectrophotométrie UV -
visble (Agilent Technologies cary 100 uv-vis) en utilisant des réactifs
caractéristiques (Tableau 1V .6)
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L’addition du réactif NaOH, conduit a un déplacement bathochrome (AA = + 56 nm)
de labande | ce qui indique que la position 4’ est occupée d’un groupement OH libre,
L’absence d’une nouvelle bande entre 320 et 335 nm montre la présence d’un OH
substituéen 7.

L’ajout de la base faible (NaOAc) n’induit pas de déplacement bathochrome de la
bande 11, ce qui signifie que c’est le groupe hydroxyle en position 7 qui est glycosylé.
L’addition du réactif AICI3 conduit a un déplacement bathochrome (AA = 52 nm) de la
bande | par rapport au spectre enregistré dans le méthanol, indique la présence d’un
groupement OH libre en 5.

L’absence d’un effet hypsochrome aprés addition de HCI au systéme (MeOH + AlCl5)
suggere I’absence d’un systeme 3',4'-dihydroxy sur le cycle "B". Ceci est confirmé par
I’absence d’effet bathochrome de la bande Il, apres addition de H3BO3 au systeme
(MeOH + NaOAc) (Figure 1V.26).

Tableau V.6 : Données spectroscopiques UV -visible du produit A3

Réactif de déplacement Amax (NM)
Bandel | Bandell | Déplacement
MeOH 332 268 -
NaOH (baseforte) 388 267 56 OH libreen 4'
OH substituéen 7
AICl3 347,384 | 275,299 | 52 OH libreen 5
AIClz+ HCI 341,383 | 276,299 | 51 Absence de 3',4'-di-
OH sur lecycle B
NaOAc (basefaible) 333 268 - en 7 qui est glycosylé
NaOAc /H3BOs3 332 268 - Absence de 3',4'-di-
OH sur lecycle B
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FigurelV.28: Série spectrale UV- Visible du produit A3

Les résultats de I’étude phytochimique concernant I’espece Cupressus sempervirens
ont révélé la richesse de cette derniere en métabolites secondaires ainsi que leur diversité
structurale.

L’extraction liquide-liquide des feuilles de I’espece Cupressus sempervirens et les
séparations chromatographiques successives ont permis d’isoler 4 composés. En faisant appel
aux differentes méthodes modernes d’analyse spectroscopiques, particulierement les
techniques de RMN 2D (COSY, HMBC, HSQC, NOESY) nous avons pu identifier 2
COmMpOosEs comme étant :

» (+) Catéchine
> Apigenin-7-O--D-glycoside
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D’apres ces résultats, nous avons trouve que les feuilles de Cupressus sempervirens L.
sont tres riches en flavonoides comme la catéchine qui a été isolé pour la premiére fois de la
fraction d'acétate d'éthyle des feuilles dans cette espéce[12].

Plusieurs études ont rapporté le réle important de catéchine dans le traitement des

nombreux maladies tel que le cancer, les maladies inflammatoires de l'intestin....etc. [13, 14]

Dans la nature, I'apigénine se produit également liée par des liaisons C-C ou C-O-C de
formes dimériques tel que le bi-apigénine (biflavonide) [15]. Ce travail goute comme
nouveauté la séparation et I’éucidation structurale d’Apigenin-7-O-B-D-glycoside qui a isolé

pour la deuxieme fois du Cupressus sempervirens L. sous le nom de cosmosiin [16].

Un grand nombre d'études menées ont indiqué que I'apigénine a de nombreuses
activités pharmacol ogiques intéressantes et un potentiel nutraceutique. A titre d'exemple, ses
propriétés en tant qu'antioxydant sont bien connues, et il peut également étre un agent
thérapeutique pour surmonter des maladies telles que I'inflammation, les maladies auto-
immunes, neurodégénératives et méme plusieurs types de cancers. En raison de la variété des
activités pharmacologiques de I'apigénine et de son importance pour la santé humaine, une
connaissance approfondie de son mécanisme d'action serait de la plus haute importance pour

d'éventuelles applications nutraceutiques [15].
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Conclusion générale

Dans le présent travail, on a tenté de contribuer a la valorisation d'une plante trés
utilisée en médecine traditionnelle algérienne pour ces vertus thérapeutiques en consiste une
étude phytochimique de la plante médicinale Cupressus sempervirens L. et en établissant une

relation entre sa composition chimique et ses activités biologiques.

Le screening phytochimique a mis en évidence divers métabolites secondaires dans la
plante Cupressus sempervirens L. : Tanins, terpenes, alcaloides, flavonoides, coumarines,
résines et polyphénols.

La plante a éé soumise a une méthode d’extraction des composés phénoliques; la
macération dans des solvants a polarité croissante. Chague extrait a été caractérisé par sa
couleur et son rendement par rapport ala drogue seche.

L'analyse quantitative des phénols totaux, des flavonoides et des tannins des extraits
phénoliques a été réalisée par colorimétrie. Celle-ci nous a permis de confirmer que la plante
est riche en composes phénoliques.

Dans un deuxiéme temps, étant donné la nature multiple de I’activité antioxydante, nous

avons cherché arationaliser les résultats antioxydants a travers des tests d’activité piégeur des

radicaux : DPPH’, O'z'et le test de Phosphomolybdate dont I’essentiel des résultats sont les
suivants :

L’extrait agueux des feuilles posséde une capacité réductrice tres importante
AEAC =789,05 mM.

La plus élevée activité de piégeage de DPPH" a été observée dans la fraction d'acétate
d'éthyle chez lesfeuilles avec Clsp= 0,011 £ 0,001mg/ml.

L'inhibition de radical anion superoxyde est réalisee par deux méthodes: la méthode
chimique qui donne un pourcentage d'inhibition 71,47 + 0,45 a la fraction d'acétate d'éthyle
chez les fruits, et la méthode éectrochimique par |a voltamétrie cyclique avec Clso= 0,136.

Une bonne corrélation existe entre le contenu phénolique, flavonoidique et des tanins et
les trois tests d'antioxydant ont une bonne corrélation entre eux.

Le test biologique effectué dans ce travail a montré un effet antidiabétique remarquable
des différents extraits obtenus a partir des parties aériennes de la plante étudiée, la plus élevée
inhibition dans les feuilles a été enregistrée a la fraction de tanins d'acétate d'éhyle avec
35,43% a0,616 mg/ml.
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Nos travaux d’extraction des parties aériennes de I’espece éudiée, suivis de séparations
chromatographiques successives (CC, CCM), nous ont permis d’isoler et identifier, grace aux
techniques d’analyses spectroscopiques (RMN), deux flavonoides :

- (+) catéchine
- Apigenin-7-O-B-D-glycoside

En fin, nous espérons que ce travail constitue une modeste contribution dans la mise en
valeur de la flore a gérienne méconnue jusqu’a ce jour.

Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées : Concernant I’identification
et la purification d’autres composés chez Cupressus sempervirens L. qui n’ont pas été ciblés
dans le présent travail a ce jour et a notre connaissance, n’ont jamais été caractérises quant a
leurs activités biologiques.

v Identification des molécules responsables de |'activité biologique.

4 Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d'autres
tests biologiques: antiurolithiasique et anti-inflammatoire.

v L'investigation phytochimique, pharmaceutique et ethnobotanique des autres plantes
médicinales du Sahara algérien.
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