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Activités biologique de deux plantes médicinales : Anagallis aventis et Hibiscus sabdariffa

Résumé

Cette étude vise à évaluer l’activité anti-oxydante et anti-cholinestérase des extraits de deux
plantes médicinales cultivées, il s’agit de Hibiscus sabdariffa et Anagallis arvensis. L’activité
anti-acétylcholinéstérase a été évalué dans le but de testé le potentiel des extraits des deux
plantes à ralentir la dégradation de l'acétylcholine, ce qui permet de maintenir des niveaux
plus élevés de ce neurotransmetteur dans le cerveau, cela peut aider à atténuer les symptômes
de la maladie d'Alzheimer. L’extraction des molécules bioactifs est effectuée par macération à
froid en utilisant deux solvants l’eau et l’éthanol. Le criblage phytochimique est réalisé afin
de mettre en évidence la présence de quelques métabolites dans les extraits obtenus. La
quantification de quelques classes des composés phénoliques et des saponines est faite selon
des méthodes colorimétriques. Deux tests sont utilisés pour évaluer l’acticité anti-oxydante
(DPPH et ABTS). Les résultats obtenus ont montré que les rendements d’extraction les plus
élevés sont enregistrés pour les extraits aqueux qui sont de l’ordre de (39.17±0,70%) et
(21.53± 6.56%) pour Hibiscus sabdariffa et Anagalis arvensis respectivement. Le criblage
phytochimique révèle la richesse des extraits des deux plantes en différents métabolites
secondaires (tanins, flavonoïdes, alcaloïdes, coumarines, quinones libres…etc.). En ce qui
concerne le dosage des composées phénoliques, les teneurs en polyphénols totaux les plus
importantes sont enregistrées pour les extraits hydro-éthanolique des deux plantes avec des
taux de (34.53±2.10 mg EAG/g PSMV) pour H. Sabdariffa et (32.54±3.10 mg EAG/g PSMV)
pour A. arvensis, cette dernier a enregistré des concentrations élevées en flavonoïdes et en
acides phénols (9.79±0.1 mg ER/g PSMV et 1.00±0.02 mg EAC/g PSMV respectivement),
alors que la meilleure teneur en tanins condensés est obtenu avec l’extrait hydroéthanolique
d’H. sabdariffa qui est de l’ordre de (4.5±0.21 mg EC/g PSMV). L’extrait aqueux d’A.
arvensis est le plus riche en saponines (0.69±0.00 mg EA/g PSMV) en comparaison avec
celui de H. sabdariffa. Les extraits hydroéthanoliques d’A. arvensis (IC50=29.28±1.60 μg/ml)
et H. sabdariffa (IC50=35.39±1.97) ont les pouvoirs antiradicalaires les plus puissants en
comparaison avec l’acide gallique (IC50 = 46.65±1.35μg/ml). A l’opposé, l’extrait
hydroéthanolique de H. sabdariffa présente excellente capacité inhibitrice de radical cation
ABTS·+ (IC50=1.40±0.26 μg/ml) en comparaison avec celle de l’extrait hydroéthanolique d’A.
arvensis (IC50=4.24±0.059 μg/ml) et l’acide gallique (IC50=42.15±3.99 μg/ml). Les extraits
hydroéthnoliques des deux espèces étudiées ont une activité inhibitrice d’AchE très
remarquables et comparables à celle de galentamine qui présente la valeur la plus importante
(IC50= 18.12 ± 1.73 μg/ml) suivit par A.arvensis (IC50= 32.65 ± 0.68 μg/ml) et finalement
H.sabdariffa (IC50=48.29 ± 2.9 μg/ml). Cette étude suggère que les extraits des calices de
l'H.sabdariffa et les parties aériennes de l'A.arvensis pourraient être prometteurs dans la
recherche future sur les antioxydants et les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase pour la gestion
des troubles neurodégénératifs de la maladie d'Alzheimer.

Mots clé : Hibiscus sabdariffa, Anagallis arvensis, extrait, métabolites secondaire, composés
phénoliques, activité anti-oxydante, activité inhibitrice d’AchE.



Biological activities of two medicinal plants: Anagallis arvensis and Hibiscus sabdariffa.

Abstract

This study aims to evaluate the antioxidant and acetylcholinesterase inhibitory activities of
extracts from two cultivated medicinal plants, namely Hibiscus sabdariffa and Anagallis
arvensis. The anti-acetylcholinesterase activity was assessed to test the potential of the
extracts from both plants to slow down the degradation of acetylcholine, which can help
maintain higher levels of this neurotransmitter in the brain and alleviate the symptoms of
Alzheimer's disease. The bioactive molecules were extracted through cold maceration using
water and ethanol as solvents. Phytochemical screening was conducted to identify the
presence of various secondary metabolites in the obtained extracts. Quantification of specific
classes of phenolic compounds and saponins was carried out using colorimetric methods. Two
tests, DPPH and ABTS, were employed to evaluate antioxidant activity. The results showed
that the highest extraction yields were obtained with the aqueous extracts, with values of
approximately 39.17±0.70% for Hibiscus sabdariffa and 21.53±6.56% for Anagallis arvensis.
Phytochemical screening revealed the abundance of secondary metabolites such as tannins,
flavonoids, alkaloids, coumarins, and free quinones in both plant extracts. The hydroethanolic
extracts of both plants exhibited significant levels of total phenolic compounds, with values of
34.53±2.10 mg GAE/g DW for H. sabdariffa and 32.54±3.10 mg GAE/g DW for A. arvensis.
A. arvensis exhibited high concentrations of flavonoids and phenolic acids (9.79±0.1 mg RE/g
DW and 1.00±0.02 mg EAC/g DW, respectively), while the hydroethanolic extract of H.
sabdariffa showed the highest content of condensed tannins, approximately 4.5±0.21 mg
EC/g DW. The aqueous extract of A. arvensis exhibited the highest richness in saponins
(0.69±0.00 mg EA/g DW) compared to H. sabdariffa. The hydroethanolic extracts of A.
arvensis (IC50=29.28±1.60 μg/ml) and H. sabdariffa (IC50=35.39±1.97 μg/ml) demonstrated
potent antiradical activities compared to gallic acid (IC50=46.65±1.35 μg/ml). On the other
hand, the hydroethanolic extract of H. sabdariffa exhibited excellent inhibitory capacity
against the ABTS·+ cation radical (IC50=1.40±0.26 μg/ml) compared to the hydroethanolic
extract of A. arvensis (IC50=4.24±0.059 μg/ml) and gallic acid (IC50=42.15±3.99 μg/ml).
Both hydroethanolic extracts of the studied species showed remarkable acetylcholinesterase
inhibitory activity, comparable to that of galantamine, with the highest value observed for A.
arvensis (IC50=32.65±0.68 μg/ml), followed by H. sabdariffa (IC50=48.29±2.9 μg/ml). This
study suggests that extracts from the calyxes of H. sabdariffa and the aerial parts of A.
arvensis could be promising in future research on antioxidants and acetylcholinesterase
inhibitors for the management of neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease.

Key words: Hibiscus sabdariffa, Anagallis arvensis, extract, secondary metabolites, phenolic
compounds, antioxidant activity,acetylcholinesterase inhibitory activity.



)Hibiscus sabdariffa ( الكركدية و )Anagallis arvensis( ا)الور :)لن طنييا: لنناتيا النيولوجية النشطة

ملخص

طبيين نباتين لمستخلصات كولينستريز األسيتيل ألكسدة لمضادأت ألمثبطة ألنشطة تقييم إلى ألدرأسة هذه تهدف
مضادأت نشاط تقييم Anagallis)تم arvensis) ألمراج لبين Hibiscus)ا sabdarif)fa ألكركدية اهما مزراعتين،
يساعد أن يمكن األذي كولين، ألسيتيل تحلل لبطاء ألنباتين كل من ألمستخلصات إمكانات لختبار كولينستريز ألسيتيل
أستخلص تم ألزهايمر. مرض أعرأض اتخفيف ألدماغ في ألعصبي ألناقل هذأ من أعلى مستويات على ألحفاظ في
اجود لتحديد نباتي كيميائي فحص إجرأء تم كمذيبات. األيثانول ألماء باستخدأم ألنقع خلل من بيولوجييا ألنشطة ألجزيئات
ألمركبات من معينة لفئات ألكمي ألقياس إجرأء تم عليها. ألحصول تم ألتي ألمستخلصات في مختلفة ثانوية مستقلبات
مضادأت نشاط لتقييم ،ABTSا DPPH أختبارين، أستخدأم تم أللوني. ألقياس طرق باستخدأم األصابونين ألفينولية
± 39.17 حوألي قيمها بلغت حيث ألمائية، ألمستخلصات من إنتاجية أعلى على ألحصول تم أنه ألنتائج أظهرت ألكسدة.
ألكيميائي ألفحص .A)كشف arvensis). ألمراج لبين في ٪6.56 ± ا21.53 H). (sabdariffa للكركديه ٪0.70
ألمستخلصات كل في ألحر األكينون األكومارين األقلويدأت األفلفونويد ألتانين مثل ألثانوية ألمستقلبات افرة عن ألنباتي
± 34.53 بقيم ألكلية، ألفينولية ألمركبات من كبيرة مستويات ألنباتين لكل أليثانولية ألمائية ألمستخلصات أظهرت ألنباتية.
ألمراج لبين لـ GAE / g DW مجم 3.10 ± ا32.54 ألكركدية (H. sabdariff)aلـ DW جم GAE / مجم 2.10
0.1 ± 9.79 ) ألفينولية األحماض ألفلفونويد من عالية تركيزأت (A. arvensis) ألمراج لبين .A)أظهر arvensis).
من ألهيدرايثانول مستخلص أظهر بينما ، ألتوألي على ، ( DWجم EAC / مجم 0.02 ± 1.00) ا (DW ج RE / مجم
أظهر ( EC / g DW.مجم 0.21 ± 4.5) تقريبيا ، ألمكثف ألعفص من محتوى أعلى H. sabdariff ألكركدية
مقارنة ( EA / g DWمجم 0.00 ± 0.69) ألصابونين في ثرأء .A)أعلى arvensis) ألمراج لبين لـ ألمائي ألمستخلص
مل) / ميكراغرأم (IC50 = 29.28 ± 1.60 لـ أليثانولية ألمائية ألمستخلصات .H)أظهرت sabdariffa.) ألكركدية مع
قوييا نشاطيا ( IC50 = 35.39 ± مل1.97 / (H.Sabdariffa)ميكراغرأم ألكركدية ) ا A. arvensis ألمراج لبين
أظهر ، أخرى ناحية من .( IC50 = 46.65 ± م1.35 / (ميكراغرأم ألغاليك بحمض مقارنة للشيخوخة مضاديأ
IC50 ) ألكاتيون جذار + + ABTS ضد ممتازة مثبطة قدرة ألكركدية (H. sabdariffa) لـ أليثاني ألمائي ألمستخلص
IC50 = 4.24 ) ألمراج لبين (A. arvensis) لـ أليثاني ألمائي بالمستخلص مقارنة مل) / ميكراغرأم = 1.40 ± 0.26
ألمستخلصين كل أظهر مل). / ميكراغرأم IC50 = 42.15 ± 3.99) ألغال احمض مل) / ميكراغرأم ± 0.059
مع ، ألجالنتامين بمستخلص مقارنةي ، ملحوظيا كولينسترأز لسيتيل مثبطيا نشاطيا ألمدراسين ألنوعين من ألمائيثانوليين
(H. يليه( ، مل) / ميكراغرأم IC50 = 32.65 ± 0.68) A. arvensis ألمراج لبين لـ لوحظت قيمة أعلى
(H. كؤاس( من ألمقتطفات أن ألدرأسة هذه تقترح مل). / ميكراغرأم .IC50 = 48.29 ± 2.9) ألكركدية sabdariffa
ألمستقبلية ألبحاث في اأعدة تكون أن يمكن A). (arvensis ألمراج لبين من ألهوأئية األجزأء ألكركدية sabdariffa

ألزهايمر. مرض مثل ألعصبية ألتنكسية ألضطرأبات لدأرة كولينسترأز أستيل امثبطات ألكسدة مضادأت حول

مستخلص ،(Anagallis arvensis) ألمراج لبين ، ( Hibiscus sabdariffa) ألكركدية الوفتاحية: الكلوات
كولينسترأز. لسيتيل مثبط نشاط ، للكسدة مضاد نشاط ، فينولية مركبات ، ثانوية ،مستقلبات
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Introduction

Le vieillissement est défini par l’Organisation Mondiale de la Santé comme « un

processus graduel et irréversible de modifications des structures et des fonctions de

l’organisme résultant du passage du temps (WHO, 1994(, et de l’influence des facteurs

génétiques, sociaux et environnementaux auxquels est soumis l’organisme tout au long de sa

vie (Sablonnière, 2022(. Durant le vieillissement normal de nombreuses capacités cognitives

se détériorent légèrement. Il s'agit, par exemple, de la mémoire à court et à long terme, des

capacités de résolution des problèmes, de la capacité à planifier et à exécuter logiquement des

tâches, ainsi que de la vitesse et de la flexibilité de la pensée, du raisonnement et du traitement

de l'information (Rosenberg, 2020(.

Parallèlement à cette perte de fonction, il se produit une augmentation de susceptibilité

de développer diverses maladies reliées au vieillissement. Cela est dû aux changements

physiologiques qui provoquent l’accumulation des dommages cellulaires et tissulaires, qui

entraînent le déclin de certaines fonctions de l’organisme et y compris les fonctions cognitives.

Il est donc essentiel de distinguer le processus de vieillissement et les diverses pathologies

pouvant y être associées (Bellavance, 2018 ; Rosenberg, 2020(.

Au cours de la sénescence cellulaire, il y a une accumulation de composants

cellulaires endommagés (acides nucléiques, lipides, protéines) dont l’élimination et/ou la

réparation semble ne plus être aussi efficace que celle assurée par la cellule jeune, (Friguet,

2003( ce sont ces dommages qui vont augmenter le risque de développer des comorbidités

associées au vieillissement (Bellavance, 2018(.

On parle de vieillissement pathologique lorsque les changements sont plus prononcés et

plus rapides que ce que l'on peut attendre d’un vieillissement normal. Parmi les comorbidités

associées au vieillissement les plus fréquentes est la démence (Rosenberg, 2020(.

La démence est un terme utilisé pour décrire différents troubles cérébraux qui ont en

commun la perte des fonctions cérébrales (Cayton, 2008(. elle peut être définie comme une

perte progressive des fonctions cognitives et autres fonctions intellectuelles "supérieures"

résultant d'une maladie organique du cerveau (Terry et Davies, 1980(. Plus de 57 millions de

personnes dans le monde vivaient avec une démence en 2019, et le nombre de patients est

estimé à augmenter à 152,8 millions en 2050. (Nichols et al., 2022(
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Les personnes atteintes de démence ont des problèmes particuliers avec leur mémoire

à court terme. Elles oublient constamment les choses qu’elles viennent de dire ou de faire,

alors qu'elles peuvent souvent se souvenir clairement des événements qui se sont produits il y

a plusieurs années. Leur sens du temps et de lieu est généralement perdu. Ces personnes

peuvent développer des problèmes pour trouver les mots et il devient de plus en plus difficile

pour eux d'apprendre de nouvelles informations. Avec le temps, les personnes atteintes de

démence ont besoin d'aide pour effectuer les tâches les plus élémentaires de la vie quotidienne,

comme se laver, s'habiller manger, etc. (Cayton, 2008(

Classiquement, il est possible de distinguer les démences dégénératives, conséquence

d’une dégénérescence des cellules nerveuses, des démences non dégénératives, dues à des

pathologies d’ordre vasculaire, infectieux, traumatique, toxique ou tumorale (Annexe 01)

(Lapre, 2010(.

La maladie d’Alzheimer (MA) est la forme de démence la plus répandue, qui constitue

de 60 à 80 % des cas chez les personnes âgées. (Gibbs, 2022(. C’est une affection

neurodégénérative progressive du cerveau qui associe des troubles prédominants de la

mémoire, des troubles cognitifs et/ou du comportement ayant un retentissement sur la vie

quotidienne des patients. L’étiologie de la maladie non encore élucidée, semblant dépendre à

la fois de facteurs génétiques et environnementaux. (El Kadmiri et al., 2013(.

Il en existe deux formes de la MA en fonction de l’origine génétique, la première

forme dite « familiale » héréditaire a transmission autosomique dominante, beaucoup plus

rare constituant moins de 5% des cas. Cette forme de MA a une origine génétique déterminée,

elle affecte généralement des personnes plus jeunes entre 30 et 50 ans. La seconde forme de la

MA la plus fréquente et aussi la plus connue est la forme sporadique non familiale qui

constitue la majorité des cas 90 % à 95% Celle-ci survient de façon spontanée, sans cause

connue, et généralement après l’âge de 65 ans, à partir duquel le risque d’occurrence

augmente d’années en années. (Folliot, 2021 ; El Kadmiri et al., 2013 ; Tanzi et Bertram,

2005(

Cette maladie est caractérisée par une longue phase asymptomatique qui commence au

moins 10 à 20 ans avant les premiers signes de la maladie et une phase clinique qui peut
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varier d'une personne à l'autre, mais en général, elle dure en moyenne de 8 à 10 ans (Dhenain,

2021(.

La maladie a été décrite pour la première fois par le psychiatre et anatomopathologiste

allemand, Aloïs Alzheimer en 1906, à travers le cas de l’un de ses patients nommé Auguste

Deter âgée de 51 ans. (Lapre, 2010(. Alois Alzheimer l’examina alors qu’elle présentait une

incroyable quantité de symptômes allant d'une compréhension et d'une mémoire réduites,

jusqu'à l'aphasie, la perte du sens de l'orientation, des comportements imprévisibles, de la

paranoïa, des hallucinations auditives et un délabrement psychosocial avancé. Elle présenta

ainsi une dégradation des facultés cognitives et une inaptitude psychosociale. (Maurer et al.,

1997(.

Auguste Deter rend l’âme en 1906 et, ayant appris sa mort, Alzheimer effectua une

demande spéciale auprès de l’hôpital de Francfort pour réaliser une autopsie afin d’examiner

son cerveau. Il constata, dans un premier temps, une grande atrophie cérébrale,

particulièrement du cortex impliqué dans la mémoire, le langage, le jugement et la pensée en

général. De plus, recourant à la technique d’imprégnation argentique pour colorer les coupes

de tissu cérébral qu’il a faites, il découvre les deux anomalies caractéristiques : une

dégénérescence des neurones (la dégénérescence neurofibrillaire) et un dépôt anormal d’une

protéine à l’extérieur des neurones (les plaques séniles) (Annexe 02) (Folliot, 2021(. Cette

description est confirmée lors de l’essor de la neuroscience au 20ème siècle (Delacourte, 1997(.

Les neurosciences regroupent un ensemble des disciplines qui étudient le

fonctionnement de cerveau et de system nerveux (SN) (Keller, 2018(. Le cerveau est

composé d’un ensemble de structures anatomiques qui comporte au moins 100 milliards de

cellules spécialisés, les neurones. (Orsini et Pellet ,2005(.

Les cellules de SN peuvent être divisées en deux grandes catégories les cellules

nerveuses (neurones) et les cellules de soutien appelées cellules gliales (névroglie). Les

neurones se distingue nettement des autres cellules par leurs spécialisation dans la

transmission des signaux électriques à long distance et la communication intercellulaire, par

contre les cellules gliale sont incapable d’emmètre des signaux électrique. (Augustine et al.,

2015(.
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La plupart des neurones comprenne trois parties : le corps cellulaire ou soma qui

représente le centre des fonctions vitales du neurone (expression génétique, production de

protéines, production d’énergie) ; les dendrites qui forment un arbre plus ou moins complexe

dont le rôle est de capter les signaux provenant d’autres neurones via les synapses et l’axone

et l’arborisation terminale qui conduisent les potentiels d’action vers les autres neurones ou

des cellules musculaire dans le cas des neuro-moteurs. (Cappy, 2020(.

Dans le cerveau, le nombre des cellules gliales dépasse celui des neurones. En dépit

de leur supériorité numérique, elles ne participent pas directement aux interactions

synaptiques ni à la production de signaux électriques, bien que leurs fonctions de soutien

contribuent à délimiter les contacts synaptiques et à maintenir les neurones en état d’émettre

des signaux. Il a été prouvé que ces cellules jouent des rôles dans la préservation de

l’environnement ionique des neurones, la modulation de la fréquence de propagation des

signaux, la modulation de l’action synaptique par contrôle de l’absorption des

neurotransmetteurs au niveau ou à proximité de la fente synaptique, etc. (Augustine et al.,

2015(.

Il y a trois types de cellules gliales dans le système nerveux central adulte : les

astrocytes, les oligodendrocytes et les microglies. Les astrocytes localisée dans le SNC la

fonction essentielle de ces cellules est de maintenir par divers moyen un environnement

chimique adéquat pour la production des signaux nerveux (Augustine et al., 2015(.

Les oligodendrocytes qui ne se retrouvent eux aussi que dans le système nerveux

central (SNC), déposent autour de certains axones mais pas de toute une enveloppe feuilletée

riche en lipide la myéline .qui a des effets importants sur la vitesse de conduction de

potentielle d’action. Dans le système nerveux périphérique (SNP) les cellules qui élabore la

myéline sont les cellules de Schwann (Augustine et al., 2015(.

Les cellules de la microglie dérivent de cellule précurseur hématopoïétique certaines

pouvant toutefois dériver directement de cellule précurseur neuronale. Elles ont beaucoup de

propriétés en commun avec les macrophages localisés dans d’autres tissus. Ce sont

essentiellement des éboueurs qui enlèvent les résidus de cellules lors d’une lésion cellulaire

ou de remplacement cellulaire normal. La microglie comme les macrophages sécrètent des

molécules de signaux notamment une grand variété de cytokines, agissent sur les

inflammations locales et influencent la survie ou la mort cellulaire. Lors d’atteintes cérébrales,
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le nombre des cellules de la microglie augmente considérablement à l’endroit de la lésion.

(Augustine et al., 2015(.

Les neurones se groupent pour la plupart dans le SNC ou névraxe composé de

l’encéphale et la moelle épinière. Tous les organes est viscères de notre corps sont reliés au

SNC grâce à un vaste réseau de nerfs ou SNP. (Orsini, et Pellet, 2005(. (Annexe 03).

Le SNC est constitué de l’encéphale contenue à l’intérieure de la boite crânienne et de

la moelle épinière contenue dans le canal vertébral. Il est en effet parcouru par une cavité

appelée canal central, tapissée par une membrane unicellulaire la membrane épendymaire. Au

niveau de l’encéphale ce canal en se délattant donne naissance aux quatre ventricules

cérébraux. L’encéphale et subdivisé en cinq parties le télencéphale, diencéphale,

mésencéphale, métencéphale, myélencéphale. (Maillot, 2002(

Le télencéphale ((cerveau)) est constitué de deux hémisphères cérébraux (gauche et

droit) relié entre eux au niveau de corps calleux. La couche la plus externe de la partie la plus

dominante du cerveau est appelé cortex cérébral (substance grise) et la couche inférieure

constitué de substance blanche. Des renflements et des sillons subdivisent le cortex cérébral

en quatre lobes externes : frontale, pariétale temporale et occipitale et deux lobes internes :

limbique et l’insula. L’hippocampe appartient aux structures internes du lobe temporal il joue

un rôle déterminant dans le mémoire. (Annexe 04) (Kabeya, 2014(.

Le system nerveux assure la perception de notre environnement et élabore des

réponses adaptées permettant le bon fonctionnement de l’organisme, comme la coordination

des mouvements musculaire, ou le contrôle de l’activité cardiorespiratoire, mais aussi des

activités cognitives (langage, mémoire, attention, perception prise de décision résolution de

problème …) et les fonctions exécutives (inhibition, flexibilité mental …). La liaison entre les

neurones constitue les synapses à travers lequel le message nerveux est conduit. (Bogliotti,

2017(.

Ces neurones communiquent entre eux par des messagers chimiques appelés

neurotransmetteurs. Toute altération de l’activité de ces derniers à des répercussions

profondes et souvent spécifiques sur notre comportement (Balthazart, 2010(. De nombreuses

anomalies cérébrales en neurotransmetteurs ont été démontrés dans la MA, le déficit en

acétylcholine (Ach) est le plus constant et le plus net. (Hauw, 1999(.
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L’atrophie cérébrale qui se produisant lors de la MA induit une dilatation du système

ventriculaire, pertes neuronale et synaptique, un agrandissement des espaces péri vasculaires

et un élargissement des sillons corticaux. Des lésions microscopiques sont présentes en grande

quantité dans le cortex cérébral et l’hippocampe (Dhenain, et al., 2002(. Par conséquent, le

poids du cerveau diminue au cours de la MA (200 à 300 g, soit 15 à 25 % selon la plupart des

auteurs) (Annex 05) (Dhenain, et al., 2002(

Des études montre que le taux annuels d’atrophie cérébrale globale dans le cas de la

MA sont d’environ 2% à 3% contre 0.2% à 0.5% chez les témoins sains (vieillissement

normale). (Fox et Schott, 2004(. (Annex06)

Dans toute cause de troubles neurocognitifs dégénératifs, il y a un dysfonctionnement

synaptique et un mécanisme d’accumulation et d’agrégation de protéines mal conformées

dans le tissu cérébral. (Quadrio, 2021(.

Ces protéines impliquées sont physiologiquement présentes chez les personnes saines

sous forme de monomères solubles. Elles vont subir dans certaines circonstances

pathologiques un changement conformationnel (oligomères) entraînant leur agrégation en

polymères insolubles. Ce changement conformationnel concerne la structure secondaire,

tertiaire et quaternaire des protéines et définit ce que l’on appelle une « protéinopathie » c’est

le cas de la MA (Quadrio, 2021(.

Sur le plan physiopathologique, la MA est caractérisée par la présence d’une double

protéinopathie, causant deux types de lésions cérébrale observés en histologie : les plaques

bêta-amyloïdes (ou plaques séniles) constituées de dépôts inter-neuronaux de protéines beta

amyloïde (Aβ) mal conformées, et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) constituées

d’inclusions intra-neuronales de protéines tau hyperphosphorylées et agrégées. L’association

de ces deux lésions va être responsable d’un dysfonctionnement et d’une mort neuronale, qui

semble plus étroitement liée aux lésions de dégénérescence neuro-fibrillaire, du fait qu'elles

sont les principales lésions microscopiques (Annexe 07) (Leroy et al., 2015 ; Pasquesoone

et al., 2022(.

Plusieurs hypothèses physiopathologiques ont été proposées, qui font intervenir les

radicaux libres ou certains composés réactifs de l’oxygène qui peuvent jouer un rôle dans la
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neurotoxicité de la protéine amyloïde, la formation des enchevêtrements neurofibrillaires et la

mort cellulaire (Desport et al., 2002(.

Trois gènes majeurs ont été identifiés comme impliqués dans les formes familiales

précoces de MA, ils sont liés au métabolisme du peptide Aβ : le gène de la Préséniline 1

PSEN 1 situé sur le chromosome 14 ; le gène de l’Amyloïd Protein Precursor APP situé sur

le chromosome 21 ; le gène de la Préséniline 2 PSEN 2 chromosome 1. (Quadrio, 2021(.

Pour la forme sporadique, un certain nombre de facteurs de risque de développement

de la maladie ont été identifiées. L’âge est le facteur qui intervient en premier lieux, après

l’âge le facteur le mieux documenté pour le développement de la MA est associés à

l’apolipoprotéine E (Apo E), qui aide normalement à transporter les cholestérols dans le sang,

y compris la protéine amyloïde. (Tison, 2022 ; Barlow et al., 2016(. Le gène d’Apo E existe

dans le chromosome 19 (Quadrio, 2021(, sous trois allèles APOɛ2, APOɛ3, et APOɛ4.

L’expression de cet dernier augmente considérablement le risque de développer une forme

sporadique de la MA. Ainsi, les individus possédant deux copies APOɛ4 (homozygote) ont en

moyenne un risque 15 fois plus élevé de développer une forme sporadique de la MA que ceux

qui ne portent pas ces allèles. Le risque pour les individus portant un seul allèle APOɛ4

(hétérozygote) diminue d’environ 3 fois. (Tison, 2022(. L’APOɛ4 interfère avec la clairance

des peptides amyloïdes (Aβ) et provoque une désinhibition du mécanisme de signalling de la

cyclophiline A. (Quadrio, 2021(.

L’axone du neurone est composé de microtubules (Hayez et al., 2019( qui sont des

protéines qui s’assemblent pour former des fibres jouant un rôle essentiel dans la physiologie

et la morphologie du neurone notamment dans le transport des protéines et des organelles

intracellulaire, la division cellulaire , et le transport axonaux rapides antérograde et rétrograde

(Tison, 2022(. Certaines protéines peuvent stabiliser les microtubules entre elles contre leur

désassemblage, de manière à former l’exosquelette de l’axone .Ces protéines appelées MAPs

(Microtubules Associated Proteins) sont liées le long des microtubules. (Hayez et al., 2019(.

La protéine tau (tubulin associated unit), fait partie de la famille de protéines associées

aux microtubules (Hayez et al., 2019(. Principalement exprimée dans les neurones et plus

spécifiquement dans le compartiment axonal du neurone. Elle a été également décrite dans le

compartiment somato-dendritique, dans les astrocytes et dans une moindre mesure dans les

oligodendrocytes. La forme humaine de la protéine tau est codé par le gène MAPT
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(Microtubule associated proteinTau) contient 16 exon et localisé sur le chromosome 17,

(Tison, 2022 ; Dujardin et al., 2008(.

Les microtubules sont composés de sous unités α -tubuline et β-tubuline la protéine tau

se fixe à l’interface de ses deux sous-unités, permettant la stabilisation du microtubule. (Tison,

2022(. Elle joue donc un rôle directe dans la modulation de la stabilité des microtubules des

axones et également leur flexibilité et permet la croissance de l’axone et des dendrites en

permettent la survie des extrémités cellulaires. (Annexe 09) (Hayez, et al., 2019(.

La protéine tau subit de nombreuses modifications post traductionnelle parmi elles

l’état de phosphorylation qui a été particulièrement étudiée (Tison, 2022(. Car l’affinité de

tau pour les structures microtubulaire est finement régulée par le degré de phosphorylation de

la protéine. (Afect, 2011(.

Dans le cas normale, dix site de phosphorylation ont été mis en évidence sur la

protéine tau soluble dans les extraits de cerveau de patients sains, alors qu’environ 45 sites

phosphorylés qui ont été identifiés dans la MA (Tison, 2022(. Cette hyperphosphorylation

pathologique empêche la protéine tau d’exercer son rôle de polymérisation et de stabilisation

des microtubules du cytosquelette neuronal (Dhenain, 2021(. Ce déséquilibres de processus

de phosphorylation de la protéine tau seraient dû à un déséquilibre de l’activité kinase et

phosphatase dans le neurone. (Tison, 2022(.

Il a notamment été démontré que l’augmentation d’activité des protéines kinase telle

que Fyn de la famille des tyrosines kinases Src, la protéine kinase II dépendante de la

Ca2+ /calmoduline (Ca MKII), la CDK5, la GSK-3, ou plus récemment la caséine kinase 2

pourraient jouer un rôle essentiel dans l’hyperphosphorylation tau qui peut être également due

à la diminution de l’activité des phosphatases. Parmi toutes les phosphatases, la protéine

phosphatase 2A (PP2A) est la principale phosphatase cérébrale et représente 70% de l’activité

phosphatase de tau dans le cerveau humain. Dans le cas de la MA, l’activité de la PP2A est

réduite de 20 % à 40%. Cette réduction peut être due à une diminution de l’expression de la

protéine PP2A ou l’augmentation d’inhibiteurs endogènes de la PP2A. (Tison,2022(.

Les DNF présentent une structure en feuillets β. Morphologiquement les DNF sont

décrits comme de nombreuses paires de filaments hélicoïdaux (deux filaments axialement

opposés d’un diamètre de 10 nm). Grâce au différentes technique biochimique

immunohistochimie et le séquençage protéique, des études ont démontrés la présence dans les
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DNF de différentes composés : éléments du cytosquelette incluant la protéine tau des

neurofilaments , des protéines associées aux microtubules (MAP2) les protéines vimentine et

tropomyosine et des éléments du protéasome , des molécules inflammatoires et des molécules

issue de stress oxydatif,. etc. Il est largement accepté que la protéine tau est l’élément

protéique majeur des DNF. (Tison,2022(.

Les plaques séniles, aussi appelées «plaques amyloïdes», sont des dépôts

extracellulaires de substance amyloïde de forme sphérique. Cette substance amyloïde est

constituée d’amas de filaments de protéine Aβ, de microglies activées, d’astrocytes réactifs et

de radicaux libres…etc. (Govaerts et al., 2007(.

Le peptide (Aβ), qui est l’origine des plaques amyloïdes, provient d’un clivage d’une

glycoprotéine membranaire appelée «Amyloïd Precursor Protein» (ou APP). (Annexe 10)

L’APP est une protéine transmembranaire très répandue dans l’organisme, jouant plusieurs

rôles dans différents types de cellules et dans le SNC, en particulier. C’est une molécule

d’interaction cellule-cellule, un récepteur de surface et un facteur de croissance (formation du

cytosquelette, régulation du calcium intracellulaire, formation des synapses, modulation des

cholinestérases, etc.) (Govaerts et al., 2007(.

A partir de la séquence en acide aminés du peptide β-amyloïde le gène de la protéine

précurseur de l’amyloïde (APP) a été cloné et localisé sur le chromosome 21. (Tison, 2022(.

La région Aβ se situe au niveau de la partie membranaire de la protéine APP. Elle est

composée des 28 acides aminés jouxtant le domaine trans-membranaire et des 12 à 14 résidus

voisins faisant partie du domaine extra-membranaire. (Govaerts, et al., 2007( ( Annexe 07 )

Dans la cellule, l'APP peut être clivée pour produire différents fragments solubles

sécrétés, transmembranaires et cytosoliques. Le double clivage de l'APP s'effectue de façon

séquentielle par la combinaison de deux des trois principales enzymes responsables du clivage

de l'APP en position α ou β dans sa portion extracellulaire, puis en position ɤ, à l'intérieur du
domaine transmembranaire de l'APP. Ainsi, la protéine APP peut subir deux types de clivage

endoprotéolytique bien distincts, soient : le clivage non amyloïdogénique ne menant pas à la

production de peptide Aβ ou le clivage amyloïdogénique produisant le peptide Aβ et étant

problématique dans la MA. (Brodeur, 2013(. (Figure 07 Annexe 01)
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Dans la voie non amyloïdogénique, aussi appelé clivage ɑ, la portion extracellulaire de

l'APP est clivée en premier lieu par l'α-sécrétase membranaire, une métalloprotéinase au zinc

transmembranaire de type I de la famille ADAM. Ce premier clivage s'effectue à l'intérieur de

la séquence du peptide Aβ que contient l'APP et entraîne la production d’un fragment

aminoterminal soluble l'APPɑ (APPas), libéré dans le milieu extracellulaire (Brodeur,

2013(. Ce dernier est considéré comme une protéine neuroprotectrice qui peut être impliquée

dans la formation des synapses et dans la survie neuronale (Tison, 2022(. Ainsi que celle du

fragment transmembranaire C-terminal, CTFα (C-terminal fragment a) ou C83. ( Annexe 07)

Le fragment CTFα subit ensuite un second clivage par l’ ɤ-sécrétase membranaire, à

l'intérieur de son domaine transmembranaire, soit juste à l'extrémité C-terminale de la

séquence de l'Aß. De cette manière, un peptide Aß tronqué n'ayant aucune propriété

neurotoxique. (Brodeur, 2013(. Un fragment aminoterminal soluble (P3) et un fragment C-

terminale liée à la membrane appelé domaine AICD (APP intracellular cytosolic domain)

(CD59 /57) sont produits. Les ɤ-sécritases sont des complexes multienzymatiques dans

lesquels la présiniline 1 ou 2 joue le rôle de sous unité catalytique. (Tison, 2022(. ( Annexe 07)

Pour le clivage amyloïdogénique aussi appelé clivage B implique la β-sécrétase

membranaire BACE1 (B-site APP cleaving-enzyme 1) une aspartyl-protéase

transmembranaire de type I. Cette dernière effectue le clivage de l'APP dans sa région

extracellulaire, soit à l'extrémité N-terminale de la séquence du peptide AB. Ce clivage

produit le fragment aminoterminal APPβ soluble (APPBs), qui est libéré dans le milieu

extracellulaire et le fragment transmembranaire C terminal B, (CTFB) (C-terminal fragment B)

ou C99. Ce dernier est ensuite clivé à l'intérieur de son domaine transmembranaire par la ɤ -

sécrétase, pour permettre la libération de l'extrémité C-terminale du peptide B-amyloide

soluble ainsi que celle du fragment cytosolique AICD. Cette voie de clivage B, menant à la

production de l'AB (Brodeur, 2013(. (Annexe 07)

Après sa production et sa libération dans l’espace extracellulaire les peptides Aβ sont

éliminés par plusieurs mécanismes potentiels. La principale voie d’élimination dans le

cerveau est la trancytose à travers la barrière hémato-encéphalique vers la lumière vasculaire.

Une deuxième voie d’élimination de peptide Aβ et la dégradation protéolytique impliquant

des enzymes. La troisième voie impliquerait les cellules immunitaires du SNC, la microglie

qui pourrait phagocyter via un récepteur TREM2 les peptides B-amyloïdes, pour être ensuite
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dégradé. Ce processus est facilité par la liaison des peptides AB avec des apolipoprotéine

incluant Apo E. Des variants des principaux gènes impliqués dans cette cascade (TREM2,

ApoE.) ont egalement été associés à l’apparition de formes sporodiques de la MA. (Tison,

2022(.

Les mécanismes qui mènent à l’agrégation des peptides AB sont encore mal connus,

mais l’augmentation locale de la concentration de peptide AB non soluble y joue un rôle

déterminant. Aβ est un petit peptide qui se décline sous deux formes principales : Aβ40 et

Aβ42. La forme Aβ42 de l’amyloïde bêta a une tendance nettement plus forte à s’auto-agréger

et favorise donc l’apparition de plaques amyloïdes. (Govaerts et al., 2007). ( Annexs 09)

Le peptide béta amyloide présente une structure amphiphile constitué d’un domaine

hydrophile en amino-terminal et d’un domaine hydrophobe en carboxy-teminal.

Les filaments du peptide β-amyloide sont une forme ultra-structurée insoluble et stable,

constitués de longues fibres non ramifier caractérisé par une structure quaternaire à feuillets β

croisés. Ces fibres vont s’accumuler pour former des plaques séniles. (Tison, 2022). (Annexe

09)

Le diagnostic des troubles neurologique cognitives dégénératifs tel que la MA est

complexe et repose sur un faisceau d’arguments cliniques, radiologiques,

neuropsychologiques et biologiques. (Quadrio.2021(.

Le diagnostic clinique de MA n’est porté le plus souvent qu’au stade de démence,

c’est-à-dire lorsque les déficits cognitifs sont déjà installés et marqués. Mais les lésions

neuropathologiques typiques de la MA sont exprimées dans le cerveau à des stades précoces,

bien avant le stade clinique de démence. (Semah, et al., 2016(.

Déférentes technique de diagnostique para-clinique sont mises en pratique, ces

techniques permettent d'identifier des biomarqueurs d'affections neurodégénératives

lentement progressives dont le diagnostic était basé antérieurement sur des arguments

essentiellement cliniques et neuropsychologiques (Démonet, 2013(.

Un biomarqueur peut être considéré comme une caractéristique qui peut être mesurée

et évaluée indépendamment comme un indicateur des processus biologiques normaux, des
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processus pathogènes ou de la réponse pharmacologique à une thérapeutique. (Amdouni,

2017( Le liquide céphalorachidien, (LCS) et le liquide dans lequel baigne notre cerveau, il est

en contact indirect avec le liquide interstitiel du parenchyme cérébral. Toutes les

modifications biochimiques de ce dernier y sont donc potentiellement reflétées. (Leroy et al.,

2021(.

Relativement facile d'accès par la ponction lombaire de la moelle épinière, le LCS a

très tôt été identifié comme une source potentielle de biomarqueurs de maladies

neurodégénératives. (Leroy et al., 2021(. Ces biomarqueurs sont divisés en deux catégories :

biomarqueurs de pathologie amyloïde et biomarqueur de taupathie.

La première catégorie des biomarqueurs est la détection des dépôts Aβ dans (LCS),

une diminution de concentration du peptide Aβ42 et plus particulièrement le ratio entre le

peptide Aβ42/ Aβ40 est un signe de progression de la maladie. (Leroy et al., 2021 ; Guyon,

2021(

La diminution d'Aβ-42 serait liée à son caractère très hydrophobe, prompt à s'agréger

en feuillets bêta. Cette caractéristique physicochimique entraînerait sa captation rapide par les

dépôts amyloïdes dès lors qu'ils se forment, et une diminution de sa libération dans le liquide

interstitiel et le LCS. (Leroy et al., 2021(.

L’hypothèse derrière cette diminution serait que le peptide Aβ42 commencerait à être

séquestré dans le cerveau et ce peptide serait plus difficilement détectable dû à son agrégation.

On peut également réaliser une tomographie par émission de positrons contre l’amyloïde («

positron emission tomography » ou PET), utilisant le composant B de Pittsburg (« Pittsburg

Coumpound B » ou PiB). Ce composant est injecté par voie sanguine et va pouvoir traverser

la barrière hématoencéphalique pour se fixer aux fibrilles Aβ, et les rendre visualisables par

imagerie. (Leroy et al., 2021(.

La deuxième catégorie de marqueurs vise à déterminer si le cerveau du patient

commence à dégénérer. Pour cela, on peut quantifier la protéine Tau dans le (LCS) de la

même manière que pour Aβ (Guyon, 2021(. Une concentration de Tau qui augmente est un

indice de dégénérescence. (Leroy et al., 2021(.
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On peut également utiliser une version du PET, le PET fluodeoxyglucose 18F ou

FDG-PET, qui va quantifier la consommation du glucose cérébral, donnant un bon indice des

régions qui pourraient ou qui ont commencé à s’atrophier en cas de diminution d’absorption.

On dispose aussi de l’imagerie à résonnance magnétique (IRM) pour observer le volume du

cerveau et là aussi pour détecter une atrophie. (Guyon, 2021(.

Aujourd’hui aucun traitement n’est disponible sur le marché pour traiter la maladie

d’Alzheimer de façon curative. Ceci est dû au fait que la physiopathologie n’est pas encore

complètement déterminée, mais également que la maladie est diagnostiquée de façon trop

tardive à un stade où les lésions irréversibles sont déjà présentes. (Marfai, 2013(.

Les stratégies actuelles de traitement sont principalement symptomatiques

n’empêchent pas la progression de la maladie et leur but est d’améliorer temporairement les

symptômes de la MA. (Mouffouk, 2019(.

Parmi les angles d’approche de développement d’un traitement pour Alzheimer, on

peut citer le premier « vaccin » historique contre l’Aβ en 1996. L’idée était de présenter le

peptide Aβ comme un antigène, poussant le système immunitaire à attaquer les dépôts dans le

cerveau. Cette approche avait fonctionné in vivo sur des modèles de souris, mais avait

également mis en lumière l’importance de traiter précocement, le traitement ne réagissant pas

sur les plaques séniles. (Guyon, 2021(.

L’étude clinique du vaccin débutée en Décembre 1999 a rapidement été interrompue

en 2002 car 6% des patients développaient des méningo-encéphalites dues à la réaction

immunitaire violente contre l’Aβ cérébral. Les compagnies pharmaceutiques ont longtemps

voulu inhiber la coupure d’APP par la protéine BACE1 en développant des inhibiteurs mais

aucun des essais cliniques n’a été concluant, car inhiber BACE1 déclenche des effets adverses,

étant donné son implication dans plusieurs voies métaboliques. (Guyon, 2021(.

Actuellement, il y a 132 études cliniques en cours qui testent pour la majorité des

petites molécules ou des anticorps monoclonaux sur des voies métaboliques impliquées dans

la MA.

Le souci majeur que l’on peut observer à travers toutes ces études, ce n’est

qu’aucune propose réellement de guérir la maladie mais uniquement d’inhiber certains

symptômes. Détruire de la plaque amyloïde ne l’empêchera pas de s’accumuler à nouveau. De
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plus, le développement de petites molécules ou de l’immunothérapie implique une prise

régulière du traitement et est donc synonyme d’inconfort et de dépense. (Guyon, 2021(.

Les lésions de la MA touchent principalement les voies cholinergiques mais d’autres

systèmes sont également atteints. Il en résulte une diminution parfois massive des taux de

neurotransmetteurs circulant dans le cerveau. Le déficit cholinergique peut atteindre jusqu’à

90 % dans les stades sévères de la maladie et concerne le néocortex, l’hippocampe, le noyau

basal de Meynert, le striatum et le thalamus. (Barré et al., 2007(.

Un des très grands critères de la maladie est le manque d’acétylcholine présent chez

les patients, C’est pourquoi sur quatre médicaments disponibles sur le marché, trois sont des

inhibiteurs de l’acétylcholinestérase (« Acetylcholinesterase inhibitor » ou AChEI). (Guyon,

2021(. La stratégie de ces traitements est de bloquer l’action de cette enzyme afin de limiter la

diminution de la concentration d’acétylcholine au niveau cérébral et donc d’améliorer les

fonctions cérébrales chez les patients. (Marfai, 2013(.

L'acétylcholinestérase est une enzyme clé pour la neurotransmission qui permet aux

neurones cholinergiques de retrouver leur état de repos en hydrolysant l'acétylcholine (Ach).

L’Ach est libéré par le neurone présynaptique sous l’effet d’un potentiel d’action et

diffuse dans la synapse pour se fixer à un récepteur cholinergique. Le potentiel d’action est

ainsi transmis au neurone postsynaptique. A ce moment, l’AchE hydrolyse rapidement l’Ach,

interrompant la transmission de l’influx nerveux. (Kwasnieski, 2010(.

Toute une série de molécules visant à inhiber cette enzyme ont été développés afin de

réduire cette dégradation physiologique et renforcer ainsi la transmission synaptique

cholinergique chez les patients atteints d’Alzheimer.

Plusieurs inhibiteurs synthétiques sont utilisés cliniquement mais ils présentent une

efficacité limitée, des problèmes de biodisponibilité et certains effets secondaires (troubles

gastro-intestinaux, nausées, vomissements et diarrhées) (Colovic et al., 2013( . La tacrine est

le premier médicament utilise´ pour le traitement de la maladie. Elle a été retirée du marché´

pour sa toxicité hépatique. Le donépézil (Aricept1), la galantamine (Réminyl1) et la

rivastigmine (Exelon1) sont actuellement sur le marché´ pour le traitement de la

maladie.(. (Barré et al., 2007(
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Pour toutes ces raisons, la recherche de nouveaux inhibiteurs de l'AchE à partir de

sources naturelles représente un domaine d'investigation prometteur. (Mukherjee et al., 2007 ;

Murataet al., 2015 ; Braidy et al., 2017(.

Actuellement, les scientifiques favorisent le développement d’une nouvelle

génération de molécules à activité anti-acétylcholinestérase d’origine végétale pour remplacer

celles de synthèse qui présente des effets secondaires indésirables.

A cet effet, des études scientifiques s’intéressent à la phyto-chimie et aux activités

biologiques des extraits des plantes, dans le but d’élargir les perspectives de valorisation des

produits naturels.

Dans ce cadre, l’objectif de notre travail vise à étudier les activités biologiques, anti

acétylcholinestérase et antioxydant de l’extrait de deux plantes médicinales cultivées Hibiscus

sabdariffa et Anagallis sventis. Dans le but de trouver des molécules d’intérêt qui présentent

un potentiel inhibiteur d’acétylcholinestérase et qui peut atténuer les symptômes de la maladie

d’Alzheimer.

La première partie de ce document est consacrée à une synthèse bibliographique sous

forme d’une introduction générale, qui comporte une vue globale sur la maladie

d’Alzheimer.

La seconde partie (la partie expérimentale) comportant la description du matériel

biologique, les méthodes d’extraction, et les méthodes d’évaluation in vitro des

activités antioxydante, anticholinestérase, ainsi que les résultats obtenus et leurs

discussions.

En dernier lieu, une conclusion sera donnée pour restituer les principaux résultats

obtenus et les perspectives voulues pour pouvoir compléter et améliorer cette étude.



Partie expérimentale
Chapitre I



I.1. Monographie des plantes
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I.1. Monographie des plantes

I.1.1. Hibiscus sabdariffa L.

I.1.1.1. Noms vernaculaires

Arabe : ألكركدية (Karkadé)
Anglais : Red sorell , Rozelle
Français : Oseille de Guinée,
Thé rose d'Abyssinie, Roselle

I.1.1.2. Systématique

Règne : Plantae
Embranchement : Tracheophyta
Sous Embranchement : Angiospermophyta
Classe :Magnoliopsida
Ordre :Malvales
Famille :Malvaceae
Sous famille :Malvoideae
Genre : Hibiscus
Espèce : Hibiscus sabdariffa L. (https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3LK87)

I.1.1.3. Description botanique de la plante

Plus des 500 espèces d’Hibiscus sont connus dans le monde. La majorité des

variétés sont utilisées comme plantes ornementales à l’exception du type sabdariffa dont deux

variétés ont été identifiées. Il s’agit d’Hibiscus sabdariffa variété altissima et d’Hibiscus

sabdariffa variété sabdariffa L. (Cisse, 2009(

Hibiscus Sabdariffa var. sabdariffa fait partie de la famille des Malvaceae, c’est une

grande plante annuelle herbacée qui peut atteindre 1.5 m de hauteur. La tige robuste porte des

feuilles ovales, longuement pétiolées, palmatilobé en 3, 5 ou 7. (Figure : 01(

A l’aisselle des feuilles naissent des fleurs jaunes pales (figure : 02( portée par un

pédicelle d'environ 2 cm de long, tachetées sur fond brun qui sont constituées par un calice à 5

sépales étroits, linéaires qui, à maturité, sont charnus est plus ou moins colorés en rouge

brunâtre, elle est hermaphrodite. Ces sépales entourent l’ovaire et persistent tandis que les

Figure 1 : Hibiscus sabdariffa (photo
original)

https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/3LK87
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pétales minces disparaissent. Le fruit est une capsule à 5 loges entourée du calice entier.

(Pousset, 2004(.

I.1.1.4. Origine et répartition géographique

Hibiscus sabdariffa était cultivé à l'origine en Afrique, puis elle a été introduite dans

de nombreux pays (Inde, Sri Lanka, Thaïlande, Malaisie et Java, etc.). De nos jours, la

Roselle est présente dans toutes les régions tropicales et subtropicales, surtout en Afrique.

(Spichiger., et a 2002(.

I.1.1.5. Ecologie

Hibiscus se développe bien dans la plupart des sols. Elle aime les climats tropicaux

humides. Les graines ont besoin d'une température minimale de 10°C pour germer mais la

température optimale pour le développement de la plante se situe entre 20 et 35°C, avec des

précipitations mensuelles de 130 à 260 mm pendant les 3 à 4 premiers mois de croissance. Le

pH optimum du sol, pour un bon développement, est de 5-6, et les meilleurs sols sont

sablonneux ou de type terreux. En général, la meilleure période pour planter l'Hibiscus

sabdariffa est au printemps. (Endrias, 2006(.

A B

Figure 2 : A : calices B : fleur d’Hibiscus Sabdariffa (photos originaux)
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I.1.1.6. Usage et propriétés thérapeutiques

Les différentes parties d’Hibiscus sabdariffa (feuilles, calices, graines,) sont utilisées

dans l’alimentation humaine, en pharmacopée, et l’industrie agro-alimentaire. Les calices

constituent la partie la plus importante de la plante du point de vue économique. Ils

contiennent des protéines, des vitamines, des polyphénols, des pectines, du carotène, des

fibres, des minéraux. La présence de tous ces éléments explique l'utilisation de l'hibiscus

dans divers domaines (Ndiaye et al., 2015 ; Endrias., 2006(.

I.1.1.6.1. Usage traditionnel et courant

a. Calices

Les calices interviennent dans la production de boissons. Ces boissons sont toutes

élaborées à partir d’un extrait aqueux obtenu après trempage des calices dans de l’eau

chaude ou à température ambiante. Cette boisson largement répandue en Afrique et en

Asie est connue sous plusieurs appellations.

La production de confiture, gelée et dessert à partir des calices est aussi largement

répandue. Les confitures d’H. sabdariffa sont appréciées aux États-Unis, en Australie,

au Sénégal, dans les Caraïbes et en Asie.

Les extraits de calices sous forme de concentré ou de poudre séchée sont utilisés

comme colorant naturel dans les industries alimentaires (pâtisserie, jus de fruits,

boissons, etc.) et pharmaceutiques (Cisse, 2009(.

En Egypte, les préparatifs des calices ont été utilisés pour traiter les maladies

cardiaques et nerveuses. En Afrique du Nord, les préparations de calices sont utilisées

pour traiter les maux de gorge et la toux, ainsi que des problèmes génitaux, etc. (Da-

Costa-Rocha et al., 2014(.

b. Graines

Les graines de H. sadariffa permettent la fabrication d’huile qui est

traditionnellement utilisée en cuisine. Elle peut entrer également dans la fabrication de savon

et de produits cosmétiques (Cisse, 2009(.

c. Feuille :

Grâce à leurs qualités et à leur valeur nutritive, en Afrique occidentale, les feuilles

d'Hibiscus sont consommées comme des légumes en soupe ou en salade, mélangées avec

d'autres légumes (Endrias, 2006( .
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Les feuilles sont utilisées pour le traitement des plaies externes et des abcès. Dans la

médecine traditionnelle chinoise, il est utilisé pour traiter les troubles du foie et d'hypertension

artérielle (Da-Costa-Rocha et al., 2014(.

I.1.1.6.2. Propriétés thérapeutique :

L’espèce H. sabdariffa aurait de nombreuses propriétés thérapeutiques : laxatif

diurétique, anti-hypertensif et effet cardio-protecteur, anti-bactérien et anti-fongique, pouvoir

fortifiant et purificateur du sang. Les préparations à base de feuilles soignent les plaies et les

ulcères, ayant une action anti-inflammatoire, adoucissante, antiasthénique et antispasmodique

(Cisse 2009(.

Elle est utilisée dans la médecine traditionnelle par différentes populations dans le

monde. Néanmoins, seul un nombre limité de ces propriétés médicinales a fait l’objet

d’études cliniques menées pour la majeure partie sur les animaux. Deux études cliniques,

l’une en Iran et l’autre au Mexique, réalisées respectivement sur 54 et 75 patients, ont mis en

évidence que la consommation journalière d’extrait d’H. Sabdariffa diminuerait de manière

significative la tension artérielle chez les sujets hypertendus (Cisse, 2009(.

I.1.1.7. Toxicité et précautions d’emploi

Malgré sa popularité et l’utilisation fréquente de cette plante dans le domaine de la

pharmacologie, on dispose à nos jours de peu d’informations toxicologiques sur la Roselle.

Mais la plupart des études antérieures portant sur le sujet s’accordent sur le fait que sa

consommation, même quotidienne, à des doses raisonnables demeure sans danger pour la

santé humaine (Guindo, 2019(.
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I.1.2. Anagallis arvensis L.

I.1.2.1 Noms vernaculaires

Arabe : ألعلق عشبة ، ألمراج لبين
Anglais : scarlet pimpernel, Sheperd's weather-glass
Français : mouron rouge, Mouron des champs

I.1.2.2 Systématique

Règne : Plantae.
Embranchement : Tracheophyta
Sous Embranchement : Angiospermae
Classe :Magnoliopsida
Ordre : Ericales
Famille : Primulaceae
Sous famille :Myrsinoideae
Genre : Anagallis
Espèce : Anagallis arvensis L. (https://portal.wiktrop.org/fr/species/show/25)

I.1.2.3 Description botanique de la plante

Anagallis arvensis est une petite plante (Couplan, 1994( herbacée annuelle de 10 à

30 cm de hauteur. Elle a des tiges glabres souples et très rameuses. Les feuilles simples

opposées, ovales ou pointues, sont ponctuées de noir en dessous. Les fleurs solitaires de

couleur rouge brique, portés par des pédoncules, ont des corolles à tubes presque nul et des

pétales rouges vermillon avec le centre pourpre dont les bords sont poilus et finement crénelés.

Les fruits sont des capsules contenant de nombreuses graines qui s’ouvrent en boite à savon

(Ducerf, 2010(. (Figure : 03(

I.1.2.4 Origine et répartition géographique

Anagallis arvensis est originaire des régions Méditerranéo-Irano-Touranien-Euro-

Sibériennes. Elles se trouvent généralement dans les régions tempérées de l’hémisphère nord,

moins fréquemment dans les montagnes tropicales (Spichiger et al., 2002 ; Saleem et al.,

2022(.

Figure 3 : Anagallis arvensis (photo
originale)

https://portal.wiktrop.org/fr/species/show/25
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I.1.2.5 Ecologie

Anagallis arvensis a la capacité de s'adapter en fonction du climat (Yasmeen et al,.

2020(. Elle pousse bien dans les habitats humides, les sols alluviaux lourds, les rives des

canaux et aussi comme mauvaise herbe commune en culture (Kawashty et al., 1998( .

I.1.2.6 Usages et propriétés thérapeutique

I.1.2.6.1 Usage traditionnel et courant

A. arvensis est utilisée traditionnellement pour traiter l’arthrite, l'œdème, les douleurs,

les infections des voies urinaires, la dépression, la tuberculose, la diphtérie, l'épilepsie, la

goutte et la rage (Saqib et al., 2021(. Elle a des propriétés diurétiques, nerveuses, l’épilepsie

et stimulantes. Dans les utilisations vétérinaires, A. arvensis est utilisé pour guérir la mammite

en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et émollientes. Chez les humains ainsi que

chez les animaux, la plante est utilisée pour des applications de guérison des plaies. A.

arvensis est largement utilisé pour les maladies de la peau (Akerreta et al., 2007(, et pour

traiter les infections fongiques en Argentine (Saleem et al., 2022(

Les démangeaisons cutanées et les verrues peuvent être traitées par une formulation

homéopathique à base d'A. arvensis. (Saleem, et al 2022(. Dans la médecine indienne, cette

plante est utilisée pour les troubles menstruels. De même, dans le système de médecine

homéopathique, elle est utilisée dans le traitement des éruptions cutanées, des verrues et des

infections des voies urinaires (Gruenwald, 2000(.

I.1.2.6.2 Propriétés thérapeutiques

Les recherches scientifiques sur la plante ont démontré son efficacité dans la

cicatrisation des plaies (Akerreta et al., 2007(, en tant qu'anti-inflammatoire (inhibition de

COX-1 et COX-II), antioxydant (capture des superoxydes) (Lopez et al. 2011(. De plus, il a

montré un potentiel pour traiter la constipation, les infestations de ténia et d'autres helminthes,

les infections topiques et systémiques causées par des bactéries (la diphtérie) ainsi que des

champignons (Gruenwald et al., 2000 ; Masood et al., 2010(. Cette espèce a aussi une

activité antivirale contre (l'herpès, la polio et d'autres virus) (Amoros et al., 1987(.



Partie expérimentale I .Monographies des plantes

22

De plus une étude menée par Saqib., et al. (2021(, a prouvé que l'extrait éthanolique brut

d'Anagallis arvensis possède également des activités bronchodilatatrices, vasodilatatrices et

hypotensives.

I.1.2.7.Toxicité et précautions d’emploi

Selon Couplan (1994(, le mouron rouge n’est guère dangereux pour l’homme, mais

il passe pour être toxique auprès de divers animaux, poissons et oiseaux surtout. La racine

était parfois utilisée en inde pour empoisonner les poissons et les pécher facilement. Quel que

gramme de mouron rouge peut tuer un lapin (Ducerf, 2010(.

En médecine traditionnelle, le mouron rouge n’est utilisé qu’en homéopathie.

(Schauenberg et al., 2005(, méthode thérapeutique qui consiste à traiter les maladies par des

doses infinitésimales ( Demougin et al., 1996(.
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La partie expérimentale a été réalisée au niveau des laboratoires pédagogiques de la

faculté des sciences de la nature et de la vie et au niveau de centre de Recherche Scientifique

et Technique en Analyses Physico- Chimiques (CRAPC) Ouargla.

I.2 Matériel et méthodes

I.2.1 Matériel biologique (Matériel végétal(

I.2.1.1 Choix des espèces

Le matériel végétal utilisé est constitué de la partie aérienne de la plante d’Anagallis

arvensis et des calices des fleurs de l’Hibiscus sabdariffa.

Le choix des deux espèces a été justifié par leur utilisation répandue dans la médecine

traditionnelle pour traiter diverses affections, telles que celles mentionnées dans la partie

monographie des plantes, selon la médecine traditionnelle les deux plantes ont des effets sur

le système nerveux. Anagallis arvensis est utilisé pour traiter l’épilepsie (Saqib et al., 2021(

et Hibiscus sabdarifa est utilisé pour traiter les maladie nerveuses (Da-Costa-Rocha et al.,

2014(. Ces deux plantes médicinales présentent un intérêt particulier en raison de leurs

propriétés supposées bénéfiques pour la santé.

Malgré le manque d'intérêt économique, des études plus approfondies sur Anagallis

arvensis pourraient révéler des propriétés intéressantes ou des utilisations potentielles.

Encourager la recherche scientifique sur cette plante afin d'explorer ses caractéristiques

chimiques, sa pharmacologie, ses propriétés médicinales éventuelles ou d'autres aspects qui

pourraient susciter un intérêt. En revanche la plante Hibiscus sabdariffa présente un intérêt

économique bien établi et nous avons mentionné certains d'entre eux dans partie

monographie des plantes.

En sélectionnant ces deux plantes médicinales, notre objectif est d'explorer leur

potentiel en termes d'activités anti-oxydantes et inhibitrice de l'acétylcholinestérase dans le

contexte de prévenir ou et atténuer les symptômes de la MA, en utilisant des sources

naturelles.
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I.2.1.2 Récolte et Identification

Les deux plantes, Anagallis Arvensis et Hibiscus Sabdariffa, ont été récoltées dans la

région de Bouamer, située dans la wilaya d’ Ouargla. La récolte a été effectuée au mois de

Mars 2023 pour Anagallis Arvensis et au mois d'Octobre 2022 pour Hibiscus Sabdariffa. La

récolte des deux plantes à des moments spécifiques peut permettre d'obtenir des niveaux

optimaux de composés actifs dans les parties utilisées, ce qui est essentiel pour évaluer leurs

activités biologique. (Figure 04(.

L'identification botanique des deux espèces, a été réalisée à l'aide de différents guides

botaniques, notamment les guides d'Ozenda (2004) et de Quezel et Santa (1962). Et avec

l’aide de plusieurs botaniste et spécialiste des plantes et agriculteurs.

Figure 4 : Carte géographique de la région de Bouamer wilaya d’Ouargla (Google maps)

I.2.1.3 Séchage

Après la récolte, la partie aérienne d'Anagallis arvensis (feuilles, tige) et les calices

d’Hibiscus Sabdariffa sont soigneusement rincés avec de l'eau du robinet pour éliminer toute

impureté. Ensuite séchés en utilisant des papiers absorbants pour enlever l'excès d'humidité et

placées dans un endroit bien aéré, à l'abri de la lumière, et soumises à un séchage naturel à

température ambiante pendant une période de 2 à 3 semaines (Figure 05(.
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Figure 05 :Matière végétale sèche. A : partie aérienne d’A. Arvensis ; B : calices d’H.
Sabdariffa (photos originales)

I.2.1.4 Broyage

Une fois la partie aérienne d’Anagallis Arvensis et les calices d’Hibiscus Sabdariffa

sont complétement séchés le matériel végétal est ensuite réduit en poudre fine à l’aide d’un

broyeur électrique. (Figure 06(

A B

Figure 06 :matière végétale broyer (photos originaux) A : poudre d’A.arvensis B : poudre
d’H.Sabdariffa

I.2.1.5 Conservation

Après avoir réduit le matériel végétal en poudre fine, celle-ci est conservée dans des

flacons en verre fermés hermétiquement à labri de l'humidité et de la lumière et de toute

contamination extérieure jusqu'à son utilisation ultérieure.

A
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I.2.2 Méthodes

I.2.2.1 Extraction liquide-solide (macération(

L’extraction des principes actifs d’Hibiscus Sabdariffa et d’Anagallis Arvensis est

effectuée par macération à température ambiante en utilisant deux solvants : l’eau ou l’éthanol.

Un poids de 50 g de chaque poudre végétale des deux plantes est mélangé avec 500 ml de

l’eau distillée et laisser macérer pendant 24 heures à température ambiante. Le mélange est

filtré à l’aide d’un papier filtre Wattman N°1. L’extraction est refaite trois fois avec

renouvellement du solvant afin d’épuiser le matériel végétal.

Pour l’extrait hydro-éthanolique, 50 g de la poudre de matériel végétal de chaque

plante est mélangée avec 500 ml de solvant éthanol/eau (80 :20 v/v), est laissé macérer à

température ambiante. Après 24 heures, le mélange est filtré en utilisant un papier filtre

Wattman N°1. L’extraction est refaite trois fois avec renouvellement du solvant afin d’épuiser

le matériel végétal. (Figure : 07(

Figure 07 : extraction par macération et filtration

I.2.2.2 Concentration et lyophilisation des extraits obtenus

Les volumes totaux obtenus des extraits hydro-ethanolique et des extraits aqueux des

deux plantes sont ensuite concentrés par le rotavapor à 35°C pour les extraits

hydroéthanolique à 47°C pour les extraits aqueux.

Les extraits hydro-éthanolique concentrés sont conservés dans des flacons sombres et

bien fermés à +4 °C. Alors que les extraits aqueux des deux plantes subissent un processus
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supplémentaire avant d'être conservés. Ils sont d'abord congelés, puis soumis à la

lyophilisation en utilisant lyophilisateur Les poudres obtenues sont conservé dans des flacons

sombres et hermétiquement fermé à +4°C. 5 (Figure : 08(

A B

Figure 08 : Photos de matérieks utilisés. A : lyophilisateur B évaporateur rotatif

I.2.2.3 Détermination de rendement d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage de la matière dissoute dans un

solvant organique et/ou aqueux utilisé pour l’extraction. Le poids de l’extrait sec est

déterminé par la différence entre le poids du verre de montre plein (après évaporation) et le

poids du verre de montre vide (avant évaporation) (Mohammedi, 2006(. Cette méthode est

appliquée pour l’extrait aqueux et l’extrait hydroéthanolique.

Le rendement d’extraction est calculé par la formule de Folo Lisele (2014( :

� % = [((�� −��))/�] × ���
R : rendement d’extraction en %;

M 1 : est la masse de l’extrait après évaporation du solvant en g

M 2 : est la masse de verre de montre vide en g.

E : pois de la poudre utilisée pour l’extraction.

I.2.2.4 Criblage phyto-chimique

La première étape d’une étude phyto-chimique est de mettre en évidence la présence des

grandes classes de composés chimiques dans les extraits des plantes étudiées. En effet, le

criblage phyto-chimique consiste à réaliser une analyse chimique qualitative basée sur des
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réactions de coloration et/ou précipitation ou floculation plus ou moins spécifiques à chaque

classe de principes actifs (Kanfon, et al., 2018(.

Le criblage phyto-chimique des extraits aqueux et éthanolique des deux plantes a été

réalisée en utilisant les techniques analytiques de référence décrites dans les travaux de

Godin, (1954), Ladiguina et al. (1983), Georgievskii (1990), Dawson et al. (1991), Wagner et

Bladt (1996), Dekker (2002), Chaaib (2004), Lagnika (2005), Békro et al. (2007) et

Mamyrbékova-Békro et al. (2008), afin de mettre en évidence la présence ou l’absence des

différents métabolites primaires et secondaires dans les quatre extraits obtenus à savoir :

Tanins (catéchiques et galliques), flavonoïdes, coumarines, quinones libres, alcaloïdes,

terpènoïdes, stéroïdes, saponines, composées réducteur, etc.

I.2.2.4.1 Tanins

La mise en évidence de la présence des tanins a été effectuée par le test de Trease et

Evans (1987(. Un volume de 2 ml de chaque extrait des deux plantes est mélangé avec

quelques gouttes d’une solution de FeCl3 (1%). Le mélange est incubé dans un bain marie

pendant 15 min à 50°C. La présence des tanins est indiquée par une coloration verdâtre ou

bleu-noire.

La différenciation des tanins cathéchiques des tanins galliques est obtenue grâce au

réactif de Stiasny. Sur 30 ml d’extrait aqueux on ajoute 15 ml de réactif de Stiasny, ensuite la

solution est chauffée à reflux au bain marie pendant 15 à 30 minutes. L’apparition d’un

précipité de couleur rose claire montre la présence des tanins catéchiques (Mibindzou et

Mouellet, 2004(.

I.2.2.4.2 Flavonoïdes

Les flavonoïdes ont été recherchés par la réaction à la cyanidine. À 5ml de différents

extraits, on ajoute 5 ml d’éthanol chlorhydrique ensuite quelques copeaux de magnésium sont

ajoutés ainsi qu’un ml d’alcool isoamylique. L’apparition d’une coloration sur la couche

surnageant d’alcool isoamylique indique la présence des flavonoïdes libres (génine) :

- Une coloration rose-orangée indique la présence des flavones.

- Une coloration rose-violacée indique la présence des flavanones.

- Une coloration rouge indique la présence des flavonols et des flavanonols. (Mibindzou et

Mouellet, 2004(.
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I.2.2.4.3 Anthocyanes

A 2 ml de chaque extrait des deux plantes on ajoute 2 ml d’HCl (2N) puis 2 ml

d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH). Une coloration bleue violacée en milieu basique

témoigne de la présence d’anthocyanes (Ribereau-Gayon, 1968(.

I.2.2.4.4 Coumarines

La révélation de la présence des coumarines est effectuée en ajoutant 3 ml de NaOH

(10%) à 2 ml de chaque extrait des deux plantes. Après agitation de la solution, l’apparition

d'une couleur jaune indique la présence de coumarines (Diallo, 2000(.

I.2.2.4.5 Quinones libres

Les quinones ont été recherchées à partir de 5 ml d’extrait plus quelques gouttes de

NaOH (1%), le développent d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet, révèle la

présence des quinones libres (Dohou, 2004(.

I.2.2.4.6 Alcaloïdes

Les alcaloïdes ont été caractérisés par l’utilisation des deux réactifs Mayer et de

Wagner. Un volume de 5 ml d’acide chlorhydrique à 1% sont ajouté à 1 ml de chaque extrait,

le mélange est chauffé au bain marie puis on divise chaque extrait en deux volumes égaux. Un

volume est traité par 5 gouttes de réactif de Mayer l’autre par 5 gouttes de réactif de Wagner.

La formation d’un précipité blanc ou brun révèle la présence des alcaloïdes (Benzahi, 2001(.

I.2.2.4.7 Saponosides ( test de mousse(

Dans un tube à essai, on introduit 10 ml de l’extrait aqueux, après agitation

vigoureuse pendant 15 secondes, on laisse déposer le tube pendant 15 minutes. Une hauteur

de mousse persistante supérieur à 1 cm indique la présence de saponosides.

(Farnsworth, 1966 ; Bidie et al., 2011 ; Yadav et Agardala, 2011(.
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I.2.2.4.8 Stéroïdes

La recherche des stéroïdes a été réalisée par le test de Harborne (1998(. Un volume

de 5 ml d’anhydride acétique est ajouté à 5 ml des extraits aqueux et hydro-éthanolique, qui

sont reprit dans des tubes à essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H2SO4 concentré.

L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction

positive (Tiwari et al 2011(.

I.2.2.4.9 Sucres réducteurs

Le test de détection des composées réducteurs consiste à traiter 1 ml des différents

extraits avec 2 ml d’eau distillée et 2 ml de la liqueur de Fehling puis les tubes sont chauffés

au bain marie à 40°C. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge-brique.

(Yadav et Agarwala, 2011(.

I.2.2.5 Quantification de quelques métabolites secondaires

I.2.2.5.1 Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en composés phénoliques totaux a été réalisée par la

méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, décrite par Singleton et Rossi (1999) avec

quelques modifications. Chaque extrait (0.2 ml) ou l’acide gallique (0-800 µg/ml) est mélangé

avec 1,3 ml de réactif Folin-Ciocalteau (dilué 10 fois avec de l’eau distillée). Après un repos

de 5 min, 1ml de la solution de Na2CO3 (7,5 %) est ajouté au mélange. Après une

homogénéisation vigoureuse puis un repos de 60 min à l’obscurité, à température ambiante,

l’absorbance est mesuré à 765 nm par un spectrophotomètre UV-Visible. Les résultats sont

exprimés en mg équivalent d’acide gallique EAG/g (PSMV) de poids sec de matériel végétal

(Shui et Leong, 2006(.

I.2.2.5.2 Dosage des flavonoïdes

La méthode utilisée pour l’estimation des taux de flavonoïdes dans les quatre extraits

est celle décrite par Kim et al. (2003(. Un volume de 1 ml de l’extrait est dilué avec 4 ml de

l’eau distillée. Ensuite, 0,3 ml de solution de nitrite de sodium NaNO2 (5%) est ajouté. Après

5 min, 0,3 ml de solution de chlorure d’aluminium AlCl3 (10%) est ajouté. Le mélange est
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laissé au repos pendant 5 min, puis 2 ml de solution d’hydroxyde de sodium NaOH (1 M) sont

additionnés. Le volume de ce mélange est complété à 10 ml avec de l’eau distillée. Après

agitation, l’absorbance est mesurée immédiatement à 510 nm un spectrophotomètre UV-

Visible. La gamme étalon est préparée avec la rutine (0 – 500 µg/ml) et les résultats sont

exprimés en mg équivalent de rutine ER/g de poids sec de matériel végétal.

I.2.2.5.3 Dosage des acides-phénols

La détermination de la teneur en acides-phénols est effectuée selon la méthode

d’Arnov (Szaufer-Hadjrych, 2004(. Un volume de 1 ml d’échantillon est mélangé à 5 ml de

l’eau distillée, puis 1 ml d’HCl (0,5 M), 1 ml de réactif d’Arnov (solution aqueuse de

molybdate de sodium 10 (p/v) et nitrite de sodium 10% (p/v)) et 1 ml d’hydroxyde de sodium

(1 M) ont été additionnés. Le volume du mélange réactionnel est complété à 10 ml avec de

l’eau distillée. La lecture de l’absorbance est faite à 490 nm par un spectrophotomètre UV-

Visible. L’acide caféique a été utilisé comme référence pour la préparation de la courbe

d’étalonnage avec des concentrations allant de 0 à 500 µg/ml. Les résultats sont exprimés en

mg équivalent d’acide caféique EAC/g de poids sec de matériel végétal.

I.2.2.5.4 Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de la vanilline-HCl

décrite par Sun et al. (1998(. Le dosage est effectué pour les extraits aqueux des calices et la

partie aérienne d’A.arvensis, à 0,2 ml de l’extrait, 1 ml de la solution fraichement préparée de

vanilline 1% (p/v) en acide acétique glacial et HCl (98:2, v/v) est ajouté. Après incubation à

30 °C pendant 20 min, l’absorbance est mesurée à 510 nm par un spectrophotomètre UV-

Visible. L’étalonnage est réalisé avec de la catéchine (de 0 à 800 µg/ml) et le taux des tanins

condensés est calculé en mg en équivalent de catéchine EC/g de poids sec de matériel végétal.

I.2.2.5.5 Dosage des saponines

La détermination de la teneur totale en saponines a été réalisée selon la méthode de

dosage vanilline/acide sulfurique, décrite par Hiai et al. (1976( et modifiée par Le et al.

(2018). Dans cette méthode modifiée, 25 µL d'extrait de la plante ou de blanc réactif ont été

incubés avec 0,5 mL de vanilline à 4 % (p/v) dans de l'éthanol et 2,5 mL d'acide sulfurique à
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72 % (v/v) pendant 15 minutes à 60 °C dans un bain-marie. Après refroidissement à

température ambiante pendant 5 minutes, l'absorbance a été mesurée à 560 nm à l'aide d'un

spectrophotomètre UV-Vis.la courbe d’étalonnage a été réalisé avec de l’aescine (0-500

µg/ml) La teneur en saponines a été calculé et exprimée en mg équivalent d'aescine par

gramme de poids sec du matériel végétal. Mg EA/g PSMV.

I.2.2.6. Evaluation des activités Biologiques

I.2.2.6.1.Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été mesuré par les méthodes

spectrophotométrie en utilisant deux tests à savoir le piégeage du redical DPPH· et

l’inhibition du radical cation ABTS·+ .

I.2.2.6.1.1 Méthode à l’ABTS

Cette méthode introduite par (Re et al., 1999( est basée sur la capacité des

antioxydants à neutraliser le radical cation ABTS•+ (sel d'ammonium de l'acide 2,2'- azinobis-

(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Figure 09 (.

Figure 09 : structure de l’ABTS et son radical cation ABTS*+

(Moore et Yu, 2008(
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La solution du radical cation ABTS•+ est obtenue en mélangeant l’ABTS (7 mM) avec

un oxydant le persulfate de potassium (2,45 mM) qui donne une solution d'une couleur bleue

intense. L’activité anti-oxydante est déterminée par la mesure de la capacité des composés

testés à diminuer l'intensité de la coloration obtenue à partir de l'ABTS•+ en la comparant

avec un antioxydant de référence.

Le mélange est incubé à 23 °C pendant 12 à 16 heures, à l’obscurité. La solution

d’ABTS•+ est diluée avec l’éthanol (80%) jusqu’à l’obtention d’une absorbance égale à

0,700±0,020 à 734 nm (Cai et al., 2004(. Un volume de 3,9 ml de cette solution est mélangé

avec 0,1 ml de l’échantillon testé, préparé à différentes concentrations (10-150 µg/ml). Le

mélange est agité vigoureusement. Après un repos de 6 min à 23 °C, l’absorbance est mesurée

à 734 nm.la courbe d’étalonnage est établie avec de l’acide gallique a différente concentration

(0 – 100 µg/ml).

I.2.2.6.1.2 Piégeage de radical DPPH•

Le test DPPH• est une méthode largement utilisée dans l’analyse de l’activité anti-

radicalaire. Cette méthode est basée sur le principe que le DPPH• accepte un atome

d’hydrogène (H) à partir d’une molécule par exemple un antioxydant, résultant une réduction

du DPPH• en DPPH-H, (Figure 10( et un changement de la couleur violette en jaune, avec

une diminution de l’absorbance à 517 nm. Le degré de changement de la couleur est

proportionnel à la concentration et à la puissance des antioxydants (Pereira Nunes, 2012(.

Figure 10 : Structure du radical DPPH˙ et DPPH réduit

(Alam et al., 2013(.

L’activité anti-oxydante des échantillons est mesurée par la détermination de la

capacité des différents extraits à piéger le radical de DPPH˙ comme décrit par Brand-

Williams et al., (1995( avec quelques modifications. Un volume de 0,1 ml des différents
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extraits à différentes concentrations (10-150 µg/ml) et un volume de 0.1 ml de différente

concentration en acide gallique (0- 100 µg/ml) est mélangé avec 3,9 ml d’une solution

éthanolique de DPPH˙ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) à 63,4 µM. l’absorbance est mesurée a

(517 nm).

Expression des résultats

- Calcul des pourcentages d’inhibition :

Le pourcentage de réduction des radicals libres DPPH• et ABTS•+ sont exprimé par la

formule suivante :

%�'���������� = [(��� � − ��� � )/(��� �)] × ���

Absc: Absorbance du contrôle,

Abs t : Absorbance de l’échantillon testé (Boubekeur, 2019(.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures. La capacité de piégeage

des extraits a été exprimée en IC50 obtenue par régression linéaire (Boubekeur, 2019(.

I.2.2.6.2.Activité anti-cholinestérase

L'activité inhibitrice de l'acétylcholinestérase (AChE) a été mesurée par méthode

spectrophotométrique décrite par De Torre et al. (2022( avec quelques modifications. Les

extraits ont été dilués dans l’eau pour donner un stock solution de 200 µg/mL et 7 solutions en

série ont été préparées (10-120 µg/mL). Un volume de 500 µL de chaque solution ont été

ajoutés à 250 µL d' l'iodure d'acétylthiocholine (ATCI) 15 mM, 500 µL dacide 5,5-dithiobis-

2-nitrobenzoique (DTNB) 3 mM, 250 µL de l’acétylcholinestérase et 350 µL de tampon

phosphate de sodium 0,1 mM (pH 8,0) dans des tubes à essais et incubés 15 min à 37 ◦C.

L'hydrolyse de l'iodure d'acétylthiocholine a été contrôlée par la formation de l'anion jaune 5-

thio-2-nitrobenzoate à la suite de la réaction du DTNB avec la thiocholine, catalysée par

l’enzyme. L'absorbance a été lue à une longueur d'onde de 405 nm. Le galantamine dissout

dans le méthanol a été utilisé comme contrôle positif. Le pourcentage (%) d’inhibition de

l’AChE est calculé en utilisant la formule suivante : (De Torre et al., 2022(
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% = [ (Amax - Aext / Amax ) ]×100 Où :

Amax: absorbance mesurée de l’activité enzymatique sans extrait

Aext: absorbance mesurée de l’activité enzymatique avec l’extrait

(Torre et al., 2022(

I.2.3. Analyse statistique

Les expériences ont été répétées trois fois et les résultats sont exprimés en (moyen ±

écart type). L’analyse de variance a été réalisée afin de montré la significativité des

différences enregistrées pour les paramètres étudiés des différents extraits testés. La

régression linéaire a été utilisée comme model afin de déterminer IC50. La corrélation entre les

concentrations en composés phénoliques et les activités biologiques est effectuée par la

mesure de coefficient de corrélation de Pearson. Toutes ces analyses ont été réalisées en

utilisant XLSTAT 2022 version d’évaluation XLSTAT 2022.5.1 (1393).
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II. Résultats et discussion

II.1. Rendement d’extraction

La détermination de rendement d'extraction est effectuée afin de quantifier la quantité

de composés bioactifs extraits des plantes. Ce processus permet d'évaluer l'efficacité de

l'extraction et d'obtenir une estimation de la concentration des substances d'intérêt dans les

extraits.

Les résultats de rendement d’extraction des différents extraits aqueux et hydro-

éthanolique des deux plantes ont été calculés et représentés dans la (Figure : 11(.

Figure 11 : Rendement d’extraction des quatre extraits des deux plantes Anagallis arvensis
et Hibiscus sabdariffa

D'après les résultats de la (figure 11(, il apparait que les rendements les plus élevés

sont enregistrés pour les extraits aqueux et hydroéthanolique d’Hibiscus sabdariffa qui sont

de l’ordre de 39,16±0,70% et 27.22±6.56% respectivement, alors que les extraits Anagallis

arvensis présentent des rendements faibles en comparaison avec ceux des extraits d’Hibiscus
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sabdariffa en particulier l’extrait hydroéthanolique qui un taux égal à 18.52±0.88% (Figure :

11(. Cela suggère que l'utilisation de l'eau comme solvant d'extraction est plus efficace pour

ces deux plantes, en termes de rendement d'extraction.

Nous pouvons également souligner que l’Hibiscus Sabdariffa a montré des rendements

d’extraction les plus élevés par rapport à Anagallis Arvensis, que ce soit avec l'extraction

aqueuse ou l'extraction hydro-éthanolique. Cela indiquant une plus grande solubilité de ses

composés dans ces conditions d'extraction. (Pant et al ., 2017 ; Sindi et al .,2014(.

Plusieurs conditions peuvent influencer le rendement d’extraction. D’après Bachiri et

al. (2016(, le rendement d’extraction varie en fonction de l’espèce végétale et de son contenu

en métabolites, la période de récolte de la partie de végétale ou l’organe utilisé dans

l’extraction, et des conditions de séchage. De plus, les espèces végétales n’ont pas toutes le

même potentiel ; certaines familles botaniques offrant des rendements plus élevés que

d’autres (Smallfield, 2001(

Le rendement d’une extraction dépend de nombreuses paramètres tel que : le solvant

utilisé pour l’extraction, la température, le temps d’extraction, ainsi que le pH et de la

composition de l'échantillon. (Quy Diem Do et al., 2014(, Dans notre cas, les deux

paramètres : temps d'extraction et température sont identiques, le solvant et la composition de

l'échantillon sont considérés comme des paramètres les plus importants et qui ont un effet

remarquable sur le rendement des deux plantes.

La différence de rendement entre les deux extraits peut aussi être justifiée par la

différence de polarités des deux solvants utilisés. L’éthanol a une polarité de l’ordre de 5.2

tandis que celle de l’eau est égale 9.0. L’eau présente une polarité élevée lui permet d’extraire

un nombre élevé des composées (Bourgou, 2016(.

En effet, selon l'étude de Quy Diem Do et a,l. 2014, l'utilisation combinée d'eau et

d'un solvant organique (éthanol dans notre étude) peut faciliter l'extraction des substances

chimiques qui sont solubles dans l'eau et/ou dans le solvant organique.

La macération à température ambiante, permet d’extraire le maximum des

composants en prévenant leurs dénaturations ou modification probable. La température élevée

provoque l’inactivation des composés phénoliques, la diminution de leur extractibilité dans le

solvant, et affecte aussi leur quantification (Hagermann et al., 2000(
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L’analyse statistique effectuée en utilisant logiciel Xlstat montre qu’il n’y a aucune

différence significatif entre les quatre extrait des deux plantes (P ≥ 0,05 ; α<0.05(. (Annexe

11(

II.2.Criblage phyto-chimique

Le screening phyto-chimique a été effectué et les résultats sont illustrés dans le

tableau (Annexes 10(.

Les études menées sur la partie aérienne d'Anagallis arvensis et les calices d'Hibiscus

sabdariffa ont révélé une diversité moléculaire en ce qui concerne les métabolites secondaires

(flavonoïdes, tanins, terpenoides, saponosides, composées réducteurs …..ect.) (Tableau I(.

Les flavonoïdes, de structure générale C15 (C6-C3-C6), constituent un groupe de plus

de 8 000 composés, largement distribués dans le règne végétal et sont couramment

consommés quotidiennement sous forme de fruits, légumes... . Ils constituent des pigments

responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. (Ghedira,

2005 ; Macheix et al., 2005(.

Les anthocyanes constituent une sous-famille de flavonoïdes importante car ce sont,

avec les chlorophylles et les caroténoïdes, les principaux pigments végétaux. Les colorants

rouges, bleus, violets des fleurs et des fruits sont très souvent des anthocyanes. Ce sont elles

qui sont responsables des couleurs éclatantes de certains fruits (raisins rouges, framboises,

cerises). (Dangles et al., 1994(. Les résultats de criblage montre la richesse des extraits

aqueux et hydro-éthanolique d’Hibiscus Sabdariffa en anthocyne leurs mise en évidence a été

justifier par le changement de la coloration en bleu violacée par contre on remarque leurs

absences dans les extraits d’Anagallis arvensis.

La mise en évidence des flavonoïdes libre a été faite par la réaction à la cyanidine (test

de Shinoda). Cette réaction est basée sur la réduction de noyau flavonoidique par les métaux

(Mg) en milieu acide (HCl) (Aiyegoro et Okoh., 2010 ; Sheikh et al, 2013(.

La réaction à la cynidine indique la présence des flavonoides libre dans les différentes

extraits où il a été remarqué l’apparition d’une coloration rose orangée dans l’extrait aqueux

d’Anagallis Arvensis indique la présence des flavones, alors que l’extrait hydrohythanolique a

révélé la présence des flavanonols cela est mis en évidence par l’apparition d’une coloration

violet sur la couche surnagent d’alcool iso-amylique.
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Tableau I : Résultats de test de criblage phyto-chimique des extraits aqueux et hydro-
éthanolique des deux plantes Hibiscus Sabdariffa et Anagallis Arvensis. + : présence /-

absence

Résultats
Hibiscus Sabdariffa Anagallis Arvensis

Ext OH Ext ED Ext OH Ext ED

Anthocyanes + + - -

R.cyanidines
F.libre

+ + + +

R.cyanidines
Leucoenthcynes

+ + - -

R.cyanidines
catéchols

- - - -

Tanins

FeCl3 + + + +
R.Stiasny

Tanins gallique

Tanins catéchique

Différentiation des Tanins
+ + + +
+ - + -

Térpénoides

Test de
Libermann + - + -
Chloroforme - + - +

Alcaloïdes

Réactif de Mayer
- - + -

Réactif de
Wagner

- - + -

Coumarines NaOH (10%) + + - +
Quinines
libres NaOH (1%) + + + -

Saponosides -----
-

+
-

+++++

Stéroïdes H2SO4/C4H6O3 - - + -

Sucres
réducteurs

Liqueur de
Fehling

+ + + +

Pour les deux extraits d’Hibiscus Sabdariffa on remarque l’apparition d’une coloration

rouge sur la couche surnagent révèle la présence des flavonols et des flavanonols. La reaction

à la cyanidine sans ajouter de magnésium a permis de confirmé la présence des

leucoanthocyne dans les deux extrait de Roselle (Mibindzou, 2004(

Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles. On distingue habituellement

deux groupes de tanins : tanins hydrolysables et tanins condensés. Les tanins hydrolysables

Flavonoïdes
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qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre, très généralement le glucose et d’un nombre

variable de molécules d’acide phénol : tanins gallique (polymère d’acide gallique) ou tanins

éllagique (polymère d’acide éllagique) Les tanins condensés sont des polymères flavaniques

(Jean, 2009(. La présence des tanins dans les quatre extraits des deux plantes a été confirmée

par le test de chlorure de fer. La présence des tanins est indiquée dans les extraits aqueux et

hydrohythanolique d’Anagallis arvensis par l’apparition d’une coloration verdâtres. Alors

qu’une coloration bleu noir est apparue au niveau des deux extraits d’Hibiscus Sabdariffa.

(Trease et Evans, 1987(

La différenciation des tanins gallique et catéchiques est effectué par le réactif de

Stiasny, là où nous avons constaté l’absence de précipité rose cela indique l’absence des

tanins catéchique dans les extraits aqueux mais leur présence dans les extraits éthanoliques

des deux espèces étudiées (Mibindzou, 2004(.

Les térpénoides, également désignés sous la nomination d’isoprènoïdes, constituent

une vaste famille de substances naturelles. Le squelette carboné de ces composés est

formellement constitué d’un élément de base commun à squelette ramifié, à cinq atomes de

carbone et dérivé de l’isoprène (hémiterpène) : le 2-méthylbuta-1, 3-diène (Connolly et Hill,

1991(.

Les résultats de test de Libermann-Burchad révèle un test positive pour les terpenoides

dans les extraits hydroéthanolique des deux plantes leurs présences sont confirmés par

l’apparition d’une couleur mauve violette. Par contre le test de chloroforme a prouvés que les

extraits aqueux contiennent des terpenoides et cela a été confirmé par l’apparition d’une

couleur marron à l’interphase.

Les alcaloïdes sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement

des plantes à caractère alcalin et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur

structure chimique. Les alcaloïdes peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais

selon l'espèce de la plante, ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines,

dans les feuilles (Maur.2006(. Selon les résultats de (tableau I(, nous constatons que la

présence des alaloïdes dans l’extrait hydroethanolique d’A.arvensis est révélée seulement par

le test de Wagner.

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espèces végétales

et possèdent des propriétés très diverses. Le terme coumarine désigne la classe des composés

phénoliques dérivés de la molécule, la 2H-1-benzopyran-2-ones (a-benzopyrone) (Tahouo,
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2016(. Un test positif est observé pour tous les extraits à l’exception de l’extrait

hydroethanolique d’A.arvensis, cela est confirmé par l’apparition de la couleur jaune (Diallo,

2000(.

Les quinones sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou

orange et possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végétaux, les

champignons, les bactéries. Ce sont des composés oxygénés qui correspondent à l'oxydation

de dérivés aromatiques (Tahouo, 2016(. D’après les résultats obtenus, la présence des

quinones libre est mise en évidence pour les extraits aqueux et hydro-éthanolique

d’H .Sabdariffa et l’extrait aqueux d’A.arvensis. Cela est confirmé par l’apparition des

couleur violet et jaune respectivement dans les trois extraits ( Dahou, 2004(

Sucres réducteurs, tels que le glucose et le fructose, ainsi que dans une moindre

mesure le lactose et le galactose, sont des types de sucres simples qui agissent comme

donneurs d'électrons dans une réaction d'oxydo-réduction (Bruneton, 1999(. Selon les

résultats de test de liqueur de Fehling les quatre extrait des deux plantes contient des sucre

réducteur, un précipité rouge brique est apparue au fond des tubes, cela nous a permis de

qualifier le test comme positif (Trease et Evans, 1987(

Saponosides ou les saponines sont des substances abondamment répandues dans le

régné végétal et qui doivent leur nom au fait que leur solution aqueuse mousse abondamment.

Au point de vue chimique, ce sont des hétérosides dont les aglycones (saponines) sont soit de

structure stéroïdien, soit de structures tri terpénique (Folo, 2014(. Le test de mousse a été

effectué sur les extraits aqueux des deux plantes et nous avons remarqués une hauteur de

mousse persistante de 10 cm pour l’extrait d’A.arvensis et d’environ 1.5 cm pour l’extrait

d’H.Sabdariffa cela indique un test positif pour les deux plantes mais aussi la richesse de

l’extrait A.arvensis par les saponoside (Dahou et al., 2003(

Les stéroïdes peuvent être considérer comme des triterpènoides ayant perdus au

maximum 3 méthyles. Ce composés sont rencontrés fréquemment dans les plantes et les

animaux et comptent parmi les plus importants produits naturels (Folo, 2014(. Un test positif

est remarqué seulement pour l’extrait hydrohythanolique d’A. arvensis une coloration bleu

vert est apparue (Harbone, 1998(.

II.3.Quantification des composées phénoliques et des saponines
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Les composés phénoliques constituent l’une des grandes familles de molécules

largement répandues dans le règne végétal. Ils regroupent un vaste ensemble de substances

chimiques comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupements

hydroxyles. (Kabran, 2014(. Les composés phénoliques sont en principe solubles dans les

solvants organiques polaires. Les formes hétérosidiques de ces composés sont,

classiquement, solubles dans l'eau (Bruneton, 1993(.

Sur l’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que les plantes étudiées sont

plus ou moins riches en métabolites secondaires. Les tests phytochimiques réalisés nous ont

permis d’avoir une idée générale sur la composition chimique des plantes étudiées.

II.3.1.Teneurs en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts aqueux et hydro-éthanolique de la

partie aérienne d’A.arvensis et des calices d’H.Sabdariffa, ont été calculés à partir d’une

gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0-500 μg/ml) et sont exprimées en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matière sèche.

La quantification de la teneur en plolyphenols dans les extrait aqueux lyophilisée

sont reconstitués (10 mg/10 ml de l’eau distillée) les extraits hydro-éthanolique ont été dilué

10 fois.

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, ont été déterminées à partir de

l’équation de la régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage tracée en utilisant une

solution mère de l’acide gallique (10mg/10ml) comme standard qui a donné l’équation

suivante : y=0.0046x (Figure : 12( avec un coefficient de détermination égal à R2= 0.9819.

Les valeurs obtenues sont exprimées en mg EAG/g du poids sec de matériel végétal.



Résultats et discussion

44

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique

Les résultats de dosage des polyphénols totaux des différents extraits sont représentés

dans la (Figure : 13(.

Figure 13 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits aqueux et hydroéthanolique de Hib et
Ang.

Les résultats révèlent la richesse des deux extraits hydro-éthanolique des deux

plantes en polyphénols totaux. L’extrait hydroéthanolique d’Hib a la teneur la plus élevé en

polyphénols totaux (34.53±2.1 mg EAG/g PSMV), suivie par celle de l’extrait

hydroéthanolique d’Ang (32.54±1.31 mg EAG/g). Cependant, les extraits aqueux des deux

espèces étudiées ont les teneurs les plus faibles en PPT, notamment celui d’Ang (0.57±0.01

mg/EAG/g PSMV).

L’analyse statistique des résultats de dosage des polyphénols totaux dans les quatre extraits

des deux plantes effectuée montre qu’il y a une différence très hautement significatif entre les

quatre extrait des deux plantes (P≤0.0001 ; α<0.001(. (Annexe 11(

Les polyphénols sont des composés dont les teneurs et la solubilité dépendent de

plusieurs facteurs. Le nombre de groupements hydroxyles, le poids moléculaire, la longueur

de la chaîne carbonique du squelette de base et le degré de polymérisation sont des



Résultats et discussion

45

caractéristiques importantes. De plus, les différences de polarité des solvants utilisés pour

l'extraction jouent également un rôle majeur. (Falleh et al, 2008 ;Mohammedi et Atik, 2008(

L’extraction à l'éthanol permet d'obtenir les meilleurs rendements en polyphénols. En

effet, ces composés, qui sont plutôt hydrosolubles, sont principalement extraits par des

solvants de polarité moyenne ou forte. Cela explique donc la forte teneur en polyphénols dans

l'extrait éthanolique. (Falleh et al, 2008(

Cependant, il convient de noter que la quantification précise des polyphénols n'est

pas toujours facile en raison de la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu, qui est

extrêmement sensible à la réduction de tous les groupes d'hydroxyles, ce qui inclut non

seulement les composés phénoliques, mais aussi certains sucres et protéines. De plus, nos

travaux sont réalisés sur l'extrait brut, ce qui signifie que le solvant d'extraction peut

également extraire des substances non phénoliques, telles que des sucres, des acides aminés et

des colorants, qui peuvent interférer lors de l'évaluation des polyphénols. (Tawaha et al.,

2007 ; Djeridane et al., 2007 ; Gomez-Caravaca et al., 2006 ; Vuorela, 2005(.
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II.3.2.Teneurs en flavonoïdes

Les taux de flavonoïdes dans les quatre extraits des deux plantes sont exprimés en se

référant à une courbe d’étalonnage établie avec différentes concentrations de la rutine.

La quantification des flavonoïdes, a été déterminée à partir de l’équation de la

régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la rutine (Figure : 14( (y = 0.0024 x ;

R2=0.9954). Les valeurs obtenues sont exprimées en mg ER/ g PSMV.

Figure 14 : courbe d’étalonnage de la rutine

La (Figure : 15( illustre les concentrations des flavonoïdes des différents extraits des

plantes étudiées.

Figure 15 : Teneurs en flavonoides des extraits aqueux et hydroéthanolique de Hib et Ang.
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Les teneurs les plus élevées en flavonoïdes sont remarquée dans les deux extraits

hydro-éthanolique des deux plantes choisies avec des concentrations de 9.79±0.15 mg

ER/gPSMV (Ang) et 3.12±0.07 mg ER/g PSMV (hib), tandis que les extraits aqueux de ces

espèces sont pauvres en flavonoïdes avec des taux allant de 0.43±0.00 mg ER/g PSMV pour

Ang à 0.5±0.02 mg ER/g PSMV pour Hib.

Le principe utilisé pour l'extraction des flavonoïdes est basé sur le degré de solubilité

des flavonoïdes dans d'extraction utilisé, c'est pourquoi, Bruneton (2009( et Stanković (2011(

ont signalé que les hétérosides de flavonoïdes sont solubles dans les solvants polaires comme

l'eau et éthanol, alors que pour les génines (partie aglycone des flavonoïdes) sont solubles

dans les solvants apolaires. Dans ce dosage, on a utilisée des solvants polaire cela révèlent

que les flavonoïdes dosées sont des des flavonoïdes glycosylés avec des concentrations

élevées surtout dans l'extrait hydro-éthanolique.

L’analyse de variance des résultats de dosage des flavonoides des quatre extraits des

deux plantes étudiées montre qu’il y a une différence très hautement significatif entre les

quatre extrait des deux plantes (P≤0.0001 ; α<0.001(. (Annexe 11(

II.3.3.Teneurs en acides phénols

La quantification des acides phénols dans les extraits bruts des deux plantes a été

faite en fonction d’une courbe d’étalonnage en utilisant l’acide caféique à différentes

concentration. Les résultats sont exprimés en µg d’équivalent de l’acide caféique par gramme

de matière sèche.

La quantification des acides phénols, ont été déterminées à partir de l’équation de la

régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de l’acide caféique (y = 0.0022x ; R2=

0.9861) (Figure 16(.
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Figure 16 : courbe d’étalonnage de l’acide caféique

Les résultats de dosage des acides phénols dans les extraits sont représentés dans la

(Figure : 17( :

Les résultats révèlent la richesse des deux extraits hydro-éthanolique des deux plantes

en acide phenols la teneur la plus élevés est remarqué dans l’extrait d’Anagallis avec une

valeur égale à 1,00±0.02 mg EAC/g PSMV suivie par l’extrait d’Hibiscus 0.67±0.01 mg

EAC/g PSMV.

Pour les extraits aqueux la teneur la plus élevés est remarquée également pour l’extrait

d’Hibiscus 0.60±0.01 mg EAC/g PSMV suivie par Anagallis 0.34 ±0.00 mg/EAC/g PSMV.

Statistiquement, les différences enregistrées dans les teneurs en acides phébnols des

différents extraits deux plantes étudiées sont très hautement significatif (P≤0.0001 α<0.001(.

(Annexe 11(
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Figure 17 : Teneurs en acides phenols dans les extraits aqueux et hydroéthanolique de Hib et
Ang

La concentration des acides-phénols dans les extraits des plantes, dépend de la

polarité des solvants utilisés dans la préparation des extraits. Ainsi que le nombre de

groupements hydroxyles. Cela est en accord avec nos résultats nous avons obtenu des

concentrations considérables en acides phénols dans les quatre extraits en utilisant les deux

solvants polaires eau et mélange eau éthanol. (Fertout-mouri, 2016(.

II.3.4.Teneurs en tanins condensés

Les teneurs en tanins condensés ont été déterminées à partir de l’équation de la

régression linéaire (y =0.0006x, R2= 0.8611) déduite de la courbe d’étalonnage (Figure : 18(

Les concentrations obtenues des tanins condensés sont exprimées en mg EC/ g PSMV.
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Figure 18: courbe d’étalonnage de la catéchine

Les résultats de dosage des tanins condensés des extraits des deux espèces étudiées

sont représentés dans la (figure : 19(.

Les teneurs les plus élevés en tanins condensées sont remarquée dans les deux

extraits hydro-éthanolique des deux plantes.Hibiscus représente les concentrations les plus

élevées 4.50±0.21 mg EC/g PSMV suivie par l’extrait d’Anagallis 2.32±0.33 mg EC/g PSMV.

Pour les extraits aqueux la concentration la plus élevés est remarquée pour l’extrait

d’Hibiscus 4.16±0.19 mg EC/g PSMV suivie par Anagallis 076±0.0.04 mg/EC/g PSMV.

Figure 19 : Teneurs en Tanins condensés dans les extraits aqueux et hydroéthanolique de
Hib et Ang
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L’analyse de variance des résultats de dosage des tanins condensés montre qu’il ya une

différence très hautement significatif entre les quatre extrait des deux plantes (P≤0.0001

α<0.001(. (Annexe 11(

L’extraction des tanins condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé

et des conditions opératoires (Mahmoudi, 2013(. Les tanins condensés ou les pro-

anthocyanidines sont faiblement solubles dans l'éthanol contrairement à l’eau qui possède la

capacité de les solubiliser (Rosales, 1999(. Mais dans notre cas les résultats montrent une

teneur plus élevés en ces composées dans les extraits des solvants hydro-éthanolique laissant

suggérer des tanins libres. (Kouamé, .2021(.

II.3.5.Teneurs en saponosides

Les teneurs en saponines ont été déterminées à partir de l’équation de la régression

linéaire (y =0.0012x ; R2= 0.9894) déduite de la courbe d’étalonnage d’asceine (Figure : 20(.

Les valeurs obtenues sont exprimées en mg EA/ g PSMV.

Figure 20 : courbe d’étalonnage d’asceine

Les résultats de dosage des saponines dans les extraits aqueux des espèces choisies sont

représentés dans la (Figure : 21(.

La teneur la plus élevée en saponines est obtenue avec l’extrait aqueux d’Anagalis

arvensis qui est de l’ordre de 0.69±0.04 mg EA/g PSMV en comparaison avec celle de

l’extrait aqueux d’Hibiscus Sabdariffa (0.39 ±0.004 mg EC/gPSMV) (Figure : 21(.
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Figure 21 : Teneurs en en saponines dans les extraits aqueux de Hib et Ang

L’analyse de variance des résultats de dosage des saponines montre qu’il y a une différence

très hautement significatif entre les deux extrait aqueux des deux plantes étuidées (P≤0.000 ;

α<0.001(.( Annex 11(

Les saponosides (ou saponines) sont des hétérosides à génine stéroïdique ou

triterpénique, caractérisés principalement par leurs propriétés tensioactives. Ces propriétés se

traduisent notamment par la formation de mousse par agitation dans l'eau (pouvoir aphrogène).

Les saponosides sont des composés, pour la plupart, très polaires. Les hétérosides sont

solubles dans l'eau et dans l'alcool dilué et insolubles dans les solvants organiques apolaires.

Les sapogénines sont, en général, insolubles dans l'eau et solubles dans les solvants

organiques apolaires (Paris et al., 1981(.

Les métabolites secondaires sont très inégalement répartir chez les végétaux,

quelquefois entre des espèces très voisines ou même entre différentes sous espèces ou variétés

à l’intérieure d’une même espèce (Macheix, 2005(. Selon Fadlia et al (2017(, les facteurs

environnementaux tels que : la température, la géographie, la durée du jour et les éléments

nutritifs, influencent fortement sur la biosynthèse et l’accumulation des métabolites

secondaires de la plante.

Le rôle des composées phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspes de la

vie de la plante est dans l’utilisation que fait l’homme des végétaux. Ils peuvent en effet

intervenir : dans certains aspects de la physiologie de la plante, dans la protection de l’homme
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vis-à-vis de certains maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses

enzymes et de leurs propriétés anti-oxydante…ect. (Macheix,, 2005(.

II.4.Activités biologiques

II.4.1.Activité anti-oxydante

II.4.1.1.Piégeage du radical DPPH

L’évaluation du potentiel anti-radicalaire des extraits est effectué par le calcul de

L’IC50 (Concentration inhibitrice 50%), qui est la concentration de l’échantillon testé

nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH•.

Le piégeage de DPPH par différentes concentrations d’acide gallique a été effectué et

les résultats sont présentés dans la (Figure : 22(.

Figure 22:% d’inhibition du DPPH en fonction de concentrations de l’acide gallique.

Il est à noter que le pourcentage (%) de piégeage du DPPH par l’acide gallique est

dose dépendante, c’est-à-dire plus la concentration est élevée plus l’inhibition est importante.

En ce qui concerne les extraits hydroéthanoliques des deux espèces étudiées dans ce
travail, les IC50 de piégeage du DPPH ont été calculées et les résultats sont résumés dans le
(tableau II.)
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Tableau II : IC50 de piégeage du DPPH par les extraits hydroéthnoliques d’Ang et d’Hib.

Extrait / standard
IC50 (µg/ ml(

Ext OH Ang
Ext OH Hib
Acide gallique

29.28 ± 1.6 µg /ml
35.39 ±1.97 µg /ml
46.65 ± 1.35 µg /ml

Selon les résultats de tableau II les extraits hydro-éthanolique des deux plantes

Anagallis arvensis et Hibiscus Sabdariffa ont une capacité antioxydante très puissante dans le

piégeage de radical DPPH où les valeurs d’IC50 sont de de l’ordre de 29.28 et 35.39 µg/ml

respectivement et qui sont relativement inférieures à celle de standard utilisé (acide gallique ;

IC50=46.65 µg/ml)

En effet, l’analyse de la variance (ANOVA) a montré que les différences sont très hautement

significative (P <0.0001;α<0.001). (Annexe 11(

Le test de corrélation a été effectué pour mettre en évidence la participation des

différents métabolites recherchés et dosés dans le piégeage de radical DPPH. Les résultats

obtenus ont montré qu’il y a une corrélation positive entre l'activité anti-radicalaire par le test

de DPPH et les teneurs en métabolites secondaire (saponines, flavonoides ,acide phenols …).

l’extrait d’H .sabdariffa a révélé une corrélation positive pour ce test avec tous les

métabolites secondaire (0.226<R<0.990 ;P > 0.05) à l’exception des flavonoïdes (R = -

0.901 ;P<0.05) ce qui suggère que les molécules quantifiées dans cette étude pour l’extrait

hydroethanolique d’H.Sabdariffa ont une influence sur l’inhibition de radical DPPH. Par

contre les résultats de corrélation pour l’extrait hydroéthanolique d’A.arvensis a révélé une

corrélation négative pour tous les métabolites quantifié (R< -1 ;P <0.05) à l’exception des

flavonoïdes qui présente une corrélation positive (R= 0.990 ; P > 0.05) on peut conclure que

les flavonoïdes sont responsable de l’inhibition de DPPH pour cet extrait. (Annexe 11(

II.4.1.2. Inhibition de radical cation ABTS. +

La deuxième méthode choisis pour l’évaluation de l'activité anti radicalaire de nos

extraits hydro-éthanolique est la méthode l’ABTS. +.
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L’évaluation du potentiel anti-radicalaire des extraits est effectué par le calcul de

L’IC50 (Concentration inhibitrice 50%), qui est la concentration de l’échantillon testé

nécessaire pour réduire 50% des radicaux ABTS•.

Le piégeage de radical ABTS+ par différentes concentrations d’acide gallique a été

effectué et les résultats sont présentés dans la (Figure : 23(.

Figure 23:% d’inhibition du l’ABTS en fonction de concentrations de l’acide gallique.

Le pourcentage (%) de piégeage du radical ABTS+ par l’acide gallique est également

dose dépendante, c’est-à-dire plus la concentration est élevée plus l’inhibition est importante.

En ce qui concerne les extraits hydroéthanoliques des deux espèces étudiées dans ce

travail, les IC50 de piégeage d’ABTS ont été calculées et les résultats sont résumés dans le

(tableau III.(

Tableau III : IC50 de piégeage de l’ABTS+ par les extraits hydroéthnoliques d’Ang et d’Hib.

Extrait / standard
IC50 (µg/ ml(

Ext OH Ang
Ext OH Hib
Acide gallique

4.24 ± 0.059 µg /ml
1.44 ± 0.26 µg /ml
42.15 ± 3.99 µg /ml
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Les résultats obtenus révèlent que les extraits hydro-éthanolique des deux plantes

Anagallis arvensis et Hibiscus Sabdariffa sont dotés d’un pouvoir antioxydant très important,

leurs IC50 est de 4.24 ± 0.059 ug/ml et de 1.44 ± 0.26 ug/ml et nettement inférieure à celle

de standard utilisé l’acide gallique dont la valeur est de l’ordre de 42.15 ± 3.99 µg/ml.

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré que les différences sont très hautement

significative (P <0.0001;α<0.001). (Annexe 11(

Le test de corrélation a été effectué pour mettre en évidence la participation des

différents métabolites recherchés et dosés (saponines, flavonoïdes, acide phénols …). dans le

piégeage de radicalABTS.

l’extrait hydroéthanolique d’A.arvensis a révélé une corrélation négative pour ce test

avec tous les métabolites secondaire doser (-0.995<R<-0.044;P<0.05) à l’exception des

tanins qui présente une corrélation très faible (R = 0.035 ; P <0.05) ce qui prouve que les

molécules quantifiées dans cette étude n’ont pas une influence sur l’inhibition d’ABTS.+.

Par contre les résultats de corrélation pour l’extrait hydroéthanolique d’H.Sabdariffa a

révélé une corrélation positive pour tous les métabolites quantifié (0.5 <r<0.788 ; P > 0.05) à

l’exception des acides phénols qui présente une corrélation négative (r= -0.990 ; P > 0.05)

on peut conclure que les tanins, les polyphénols totaux, et les flavonoïdes ont une influence

dans l’inhibition de radical cation ABTS.+ pour l’extrait hydroéthanolique d’Hibiscus

Sabdariffa. (Annexe 11(

L'activité antioxydante des métabolites secondaires des plantes, en particulier des

composés phénoliques, est basée sur leur capacité à donner un atome d'hydrogène ou des

électrons, chélater des ions métalliques ou piéger les radicaux libres (Rakić et al. 2014( Dans

les systèmes biologiques, les espèces d'oxygène réactives (ERO) peuvent oxyder des acides

nucléiques, des protéines, ou lipides et s'ensuivre dans l'amorce de nombre de maladies

dégénératives (Hussain et al., 2018(.

Dans notre travail l’activité antioxydante de nos extraits est évaluée en utilisant les

tests anti radicalaire. L’activité antiradicalaire des deux extraits hydroéthanolique des deux

plantes Hibiscus Sabdariffa et anagallis arvensis pourrait être attribuée à la présence de

composés polyphénoliques ( flavonoides, acide phenols ..) et saponines. Il a déjà été exposé

que les composés polyphénoliques sont responsables de l’activité antiradicalaire, dû à la

facilité de leur donation de l’atome de l’hydrogène à un radical libre actif. Des études
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concernant les tests ABTS et DPPH montrent que les extraits contiennent des molécules

antioxydantes qui ont la capacité de céder l’hydrogène et par conséquent réduisant et

décolorant les deux radicalux (Bougandora et al 2013 ; Sonboli et al., 2010(.

II.4.2.Activité anti-cholinestérase

Les extraits hydroéthanolique bruts des deux plantes H.sabdariffa et A.arvensis ont

été testé pour évaluer leurs activités inhibitrices de cholinestérase in vitro. Selon la méthode

spectrophotométrique décrite par De Torre et al., (2022(

Selon Vinutha et ses collaborateurs (2007(, les extraits sont classés comme

inhibiteurs puissants de l'AChE s'ils ont la capacité d'inhiber plus de 50 % de l'enzyme,

l'activité inhibitrice de l'AChE est modérée si l'extrait provoque l'inhibition de 30 à 50 % et

faible si l'extrait inhibe moins de 30 %.

Il ressort de la (figure : 24( que les extraits hydro-ethanolique des deux plantes ont

une capacité inhibitrice qui dépasse 50 % donc on peut les qualifier comme des inhibiteurs

puissants.

Figure 24 : Evolution de pourcentage de l’inhibition d’AchE en fonction de concentration
d’Ang, Hib et de standard la Galentamine

Les concentrations inhibitrices de 50% d’AchE ont été déterminées et les résultats sont

illustrés dans le (tableau IV) :
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Tableau IV : IC50 d’inhibition d’AchE par les extraits hydroéthnoliques d’Ang et d’Hib et de
standard (Galentamine).

Extrait / standard
IC50 (µg/ ml(

Ext OH Ang
Ext OH Hib
Galenthamine

32.65 ± 0.68 µg /ml
48.29 ± 2.9 µg /ml

18.12 ± 1.73 µg /ml

Au vu des résultats de tableau IV, il apparait que les deux extraits hydroéthanoliques

d’H.Sabdariffa et d’A.arvensis ont des IC50 égales à IC50 = 48.29 ± 2.9 µg /ml et IC50 =

32.65 ± 0.68 µg /ml respectivement qui sont supérieures à celle de standard utilisé dans cette

étude la galantamine qui a une IC50 = 18.12 ± 1.73 µg /ml. Les résultats de concentration

inhibitrice 50 révèlent que le standard galanthamine présent le pouvoir inhibitrice le plus

élevé avec une IC50 la plus faible de 18.12 ± 1.73 µg/ml. Suivis par A.arvensis avec une IC50

de 32.65 ± 0.68 µg/ml et finalement Hibiscus sabdariffa qui présente la capacité inhibitrice la

plus faible 48.29 ± 2.9 µg/ml.

l’analyse de la variance (ANOVA) a montré que les différences enregistrées sont très

hautement significativement (P <0.0001 α<0.001 ) (Annexe 11(

La corrélation entre l'activité anticholinestérase et les teneurs en métabolites

secondaire (saponines, flavonoïdes, acide phenols …) est effectué pour les deux extraits

hydroéthanolique d’Hibiscus sabdariffa et Anagalis arvensis.

Les résultats de test de corrélation pour l’extraits d’A’arvensisa révéle une corrélation

positive pour tous les métabolites secondaire doser (0.457<R<1 ; P>0.05) à l’exception des

tanins et acide phénols (R = -0.458 ; R = -0.387 ; P <0.05) respectivement qui présente une

corrélation négative.

Cela suggère que les métabolites secondaires polyphénols totaux flavonoïdes

contenant dans l’extrait hydroéthanolique d’A.arvensis sont responsables de l’inhibition de cet

enzyme.

Par contre les résultats de corrélation pour l’extrait hydroéthanolique d’H.Sabdariffa

a révélé une corrélation négative pour tous les métabolites quantifié (-0.971<R<0.-0.2 ;
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P<0.05) à l’exception des flavonoïdes qui présente une corrélation positive (R= 0.942 ; P >

0.05)

On peut conclure que les flavonoïdes de l’extrait hydroéthanolique d’Hibiscus

Sabdariffa ont une influence dans l’inhibition de l’enzyme AchE. (Annexe 11(
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III .Conclusion et perspective

Dans le présent travail, on s’est intéressé aux propriétés biologiques (antioxydante et

anticholinestérase) de la partie aérienne de la plante Anagallis arvensis et des calices des

fleurs d’Hibiscus Sabdariffa.

L’activité anti-acétylcholinestérase est évaluée dans le but de tester le potentiel des

extraits des deux plantes à ralentir la dégradation de l'acétylcholine, ce qui permet de

maintenir des niveaux plus élevés de ce neurotransmetteur dans le cerveau. Cela peut aider à

atténuer les symptômes de la maladie d'Alzheimer, L'activité antioxydante peut aider à

neutraliser les radicaux libres et réduire le stress oxydatif, protégeant ainsi les cellules

cérébrales contre les dommages et les dégénérescences.

L’extraction des principes actifs par macération a permis d’obtenir les rendements les

plus élevés dans les extrais aqueux des deux plantes, qui sont de l’ordre de 39.17% et 21.53%

pour Hibiscus sabdariffa et Anagallis arvensis respectivement. Les extraits hydro-éthanolique

présente également des rendements non négligeables.

Le criblage phytochimique effectué a permis de montrer la richesse des différents

extraits en diverses classes des métabolites secondaires (flavonoïde, coumarine

saponines, …..etc.).

Le dosage des quelques classes des composés phénoliques et des saponines ont

montré que les teneurs les plus élevés en flavonoïdes, acide phénols, et saponines, sont

remarqué pour l’extrait d’Anagallis arvensis 9.79±0.1 ER mg/g PMVS, 1.00±0.02 EACmg/g

PMVS, 0.69 ± 0.004 EAmg/g PMVS respectivement .Alors que les teneurs les plus élevés en

tanins et polyphénols totaux sont remarqué dans les extraits d’Hibiscus sabdariffa 4.5±0.21

ECmg/g PMVS pour les tanins et 34.53±2.1 EAG mg/g PMVS pour les polyphénols totaux.

Le potentiel anti-radicalaire a été testé in vitro en utilisant les deux tests d’inhibition

de radical libre DPPH+ et ABTS+. Les résultats obtenus ont prouvé que les extraits

hydroéthanoliques des deux espèces choisies sont très puissants dans l’inhibition des deux

radicaux utilisés dans cette étude avec des valeurs d’IC50 inférieures à celle de l’acide gallique.

Il apparait que le total des métabolites trouvés dans ces extraits participe dans ce pouvoir

antioxydant remarquable.
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Concernant l’inhibition de l’AchE, il est trouvé que les extraits hydroéthanoliques de

d’Hibiscus Sabdariffa (IC50=48.29 ± 2.9 µg g/ml) et Anagallis arvensis (IC50=32.65 ± 0.68 µg

/ml) ont des capacités inhibitrices de l’AchE très remarquable et comparable à celle de la

galantamine (IC50=18.12 ± 1.73 µg/ml). En se basant ces résultats, ces deux espèces peuvent

être considérées alternative prometteuse dans le traitement de la MA.

Aussi, ces résultats obtenus in vitro peuvent être considérés comme très prometteurs

et justifient la poursuite des recherches afin d’évaluer le potentiel antioxydant on utilisant

d’autre tests pour avoir une indication plus affinée sur la capacité antioxydant des échantillons

testés d’Hibiscus Sabdariffa et Anagallis arvensis. Aussi évaluer d’autres activités

biologiques et atteindre la structure exacte des molécules responsable des activités

biologiques en utilisant des techniques instrumentales les plus sophistiqués.
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V. Annexes :
Tableau I : démences dégénératives et non dégénératives (Kolbb,et al, 2019(

Maladie d’Alzheimer

Syndromes extrapyramidaux (ex. paralysie supranucléaire

progressive)

Maladie de Wilson

Maladie (ou chorée) de Huntington

Maladie de Parkinson

Dégenerescence de lobe frontotemporal

Dégenerescence corticobasal

Démence liées a une infection par un prion (ex de maladie de

Kreutzfeld – jacob)

Leucodystrophies (ex adénoleucodystrophie)

Demence vasculaire (ex AVC)

Démence infectieuse (ex maladies liées au VIH)

Neurosyphilis

Démence liées à une lésion cérébrale traumatique

Figure 01 :Marqueurs histopathologie aux sels d’argents d’Alois Alzheimer sur le cortex
cérébral de l’une de ses patients. (Valverde, A. 2020(.

Démences
Dégénérative

Démences non

dégénératives
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Figure 02 : système nerveux central et system nerveux (http://www.ifsidijon.info/v2/wp-
content/uploads/2017/09/NeuronesSN-MZ-IFSI-Dijon-sept-2016-n108.pdf )

Figure 03 : structure et différentes partie et lobes du cerveau (Marcel Tappaz., 2016(

http://www.ifsidijon.info/v2/wp-content/uploads/2017/09/NeuronesSN-MZ-IFSI-Dijon-sept-2016-n108.pdf
http://www.ifsidijon.info/v2/wp-content/uploads/2017/09/NeuronesSN-MZ-IFSI-Dijon-sept-2016-n108.pdf
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Figure 04 : Vues supérieures de cerveaux provenant d’un témoin et d’un patient atteint de
MA chez lequel l’atrophie des circonvolutions cérébrales conduit à l’élargissement des sillons

corticaux. (Hubbard et al., 1981(.

Figure 05 : la différence entre cerveau sain et cerveau atteint d’Alzheimer (Marcel Tappaz.,
2016(.
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Figure 06 : (a) les plaques séniles (b) les dégénérescences neurofibrillaire (J.M.
Dorey, 2022(

Figure 07 :Métabolisme protéolytique de la protéine APP et production de peptide AB
(Guyon et al , 2020(

Dégénérescences neurofibrillaires

(A(

Plaques séniles (B)

https://www.researchgate.net/profile/Jm-Dorey
https://www.researchgate.net/profile/Jm-Dorey
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https://www.neuromedia.ca/degenerescences-neurofibrillaires/

Valverde, A. (2020). Influences biochimiques, anatomiques et cognitives de la
troncation exopeptidasique N-terminale du peptide Aβ (Doctoral dissertation, Université Côte
d'Azur).

Figure 08 : association microtubule protéine tau (Hayez, ., et al,2019(.

Figure 09 : Agrégations du peptide béta (Guyon et al, 2020(
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Annexe 10

Résultats de criblage phytochimique

1-Flavonoides

1-1- Anthocyanes

1-2- Réaction a la cyanidine

1-3- Leucoenthocyanes- catéchols
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2- Tanins :
2-1- Test de chlorure de fer :

2-2- Différenciation des tanins :

3- Terpenoides
3-1- Test de Libermann
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3-2- Test de chloroforme

4- Alcaloïdes :
4-1- Réactif de Mayer :

4-2- Réactif de Wagner :
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5- Les coumarines :

6- Quinones libres :

7- Saponosides :
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8- Stéroïdes :

9- Sucres réducteurs :

1- Dosage des composées phénolique :
1-1- Dosage des saponosides dans les extrais aqueux :

Ext ED Ang



Annexes

1-2- Dosage des acides phénols dans les quatre extraits :

1-3- Dosage des polyphénols totaux
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1-4- Dosage des flavonoïdes :

1- Activités antioxydant : Test de DPPH
1-1- Mélange solution, acide gallique DPPH :

1-2- Mélange solution DPPH extrait hydroethanolique d’Hibiscus sabdariffa
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1-3- Mélange Solution DPPH extrait hydroethanolique d’Anagallis arvensis

2- Activité anti-oxydante (Test de l’ABTS(
2-1- Mélange ABTS acide gallique

2-2- Mélange solution ABTS extrait hydro-éthanolique d’Hibiscus sabdariffa
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2-3- Mélange solution ABTS extrait hydro-éthanolique d’Anagallis Arvensis

Annexes 11 :

Résultas des tests Anova

Analyse de la variance (Y( :

Rendement d’extraction

Acides phenols
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Tanins condensés

Polyphenols totaux

Les flavonoides

Les saponines
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Test ANOVA DPPH

Test ANOVA ABTS

Test ANOVA activité ant-acétylcholinéstérase
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