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De nos jours, des milliers de maladies de différentes catégories viennent a s’installer dans la
communauté en engendrant des impacts socioéconomiques lourds. Le cancer, le diabéte, les
maladies cardiovasculaires et neurologiques occupent [’attention primordiale de la
communauté scientifique et orientent les regards vers les modalités de traitements disponibles

dans les pratiques médicales actuelles.

L’analyse profonde des étiologies de différentes maladies nous a permis de concentrer la
lumiere sur une notion fondamentale, le stress oxydatif. Il représente un modele d’agression
des biomolécules et d’organites cellulaires aboutissant a divers troubles fonctionnels
aux niveaux moléculaire, cellulaire et organique. Actuellement, Il est bien admis que méme si
le stress oxydatif n’est pas une maladie en soi, il est potentiellement impliqué dans de
nombreuses maladies, comme facteur déclenchant ou associé, a des complications parfois
lourdes plus particuliérement le diabéte et 1’ Alzheimer. Le diabéte est un probléme majeur de
santé publique au cours de ces derniéres décennies. On estime actuellement qu’il touche
371 millions de personnes dans le monde, 34 millions de personnes en Afrique du nord et
moyen orient et 15 millions en Afrique selon la féderation internationale du diabete
(IDF). Cette maladie métabolique chronique recouvre différents types, mais celui de
type 2 le plus fréquent et représente environ 90% des cas de diabéte [1, 2]. En plus, La
maladie d'Alzheimer représente 60 a 70% des cas de déficience cognitive progressive chez les
patients ages. La prévalence de la MA double tous les 5 ans aprés I'age de 60 ans. Elle

nécessite des stratégies thérapeutiques particulieres qui sont parfois insupportables [3].

A travers le monde, la médecine traditionnelle constitue soit le mode principal de prestation
de soins de santé, soit un complément a ce dernier, elle fournit des alternatives médicales
ayant des propriétés pharmacologiques indiscutables. En effet, en 2002, 'OMS estime
qu’environ 80% de la population africaine dépendent encore des médecines traditionnelles
pour répondre a certains de leurs besoins au niveau des soins de santé primaire. Or, dans les
pays industrialisés, c’est sous forme de thérapies complémentaires que les plantes sont
aujourd’hui surtout utilisées. En Europe et en Amérique du Nord, plus de 50% de la
population a eu recours au moins une fois a des compléments alimentaires a base de plantes.

C’est encore beaucoup plus au Canada (70 %) et en Allemagne (90%).




Introduction générale

Une des singularités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a c6te des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides et acides nucléiques), ils synthétisent également une foule
importante d’autres métabolites indirectement essentiels a la vie des plantes, dits

« métabolites secondaires».

L'Algérie, grace a sa situation géographique particuliere, sa superficie étendue et son relief,
bénéficie d’une gamme tres variée de climats et de sols, favorisant le développement d’une
flore riche et diversifiee. En effet, le territoire Algérien couvre d’importantes ressources

veégétales. Cette richesse et cette originalité font que 1’étude présente un intérét scientifique.

Notre travail s’est consacré a 1’étude phytochimique et 1’évaluation des activités biologiques
de I’extrait hydro-méthanoique et aqueux de deux plantes medicinales tres peu étudiées de la
région de Ghardaia. la premiére plante est Androcymbium gramineum, appartient a la famille
Colchicéaceae et la deuxieme plante Cynodon dactylon (L.), appartient a la famille Poaceae.

Ce manuscrit est structuré comme suit :

e Le premier chapitre est consacré a des généralités bibliographiques sur les familles des
Colchicaceae et des Poaceae. ainsi que sur des généralités sur les polyphénols, le
stress oxydatif, la maladie de diabéte et la maladie d’ Alzheimer.

e Le deuxieme chapitre concerne la partie expérimentale comportant la description du
matériel biologique, les méthodes d’extraction, et les méthodes d’évaluation in vitro
des activités antioxydante, anticholinestérase et antidiabétique.

e Le troisieme chapitre comprend les résultats et discussions de la composition chimique
de I’extrait hydromethanolique et aqueux de la plante Androcymbium gramineum et la
plante Cynodon dactylon (L.) de la région de Gardaia, ainsi que les résultats des
activités antioxydante, anticholinestérase, antidiabétique in vitro des extraits de la

plante.
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I.1. Présentation de la plante médicinale Cynodon dactylon (L)
I.1.1. La famille Poaceae, ou graminées

Les Poaceées, appelé Poaceae (anciennement connues sous le nom de graminées), sont une
famille de plantes monocotylédones de ’ordre des Poales, qui comprend environ 12 000
especes groupées en 780 genres, a répartition cosmopolite [1]. C'est, par le nombre d'especes,
la cinquieme famille de plantes a fleurs, aprés les Asteraceae, Orchidaceae, Fabaceae et
Rubiaceae. On y trouve la plupart des espéces appelées communément herbes et les céréales
[1]. Ce sont généralement des plantes herbacées, plus rarement ligneuses (bambous), qui
partagent des caractéristiques morphologiques qui les distinguent nettement des autres familles
végetales : tiges (chaumes) cylindriques aux entrenceuds creux, feuilles alternes a disposition
distique, au limbe linéaire a nervation parallele, et dont la gaine enveloppe la tige, inflorescence
élementaire en épillets, fleurs réduites aux organes sexuels (étamines et ovaire), fruits dont le
péricarpe est soudé a la graine (caryopses) [2]. C'est une famille cosmopolite qui présente un
intérét économique majeur, assurant une grande partie de l'alimentation de I’ humanité. [3]. En
Algérie, les Poaceae representent l'une des especes les plus communes familles importantes de

plantes algériennes 286 espéces [4] et 29 genre [5].

1.1.2. Le genre Cynodon

Cynodon est un genre de plantes monocotylédones de la famille Poaceae (graminées), sous-
famille des Chloridoideae, originaire des régions tropicales et subtropicales, qui comprennent
une dizaine d'espéces. Ce sont des plantes herbacées vivaces, rhizomateuses ou stoloniféres aux
tiges pouvant atteindre de 60 a 100 cm de long, et au aux inflorescences digitées ou subdigitées
composees de racemes spiciformes. Plusieurs especes sont des mauvaises herbes des cultures.

Certaines espéces sont utilisees comme plantes fourragéres ou pour constituer des pelouses [6].

I.1.3. L’espéce Cynodon dactylon (L)

C'est une herbe a croissance rapide qui se propage par graines et stolons, colonisant rapidement
de nouvelles zones et se développant en nattes denses (Figure 1.1). Comme beaucoup d'autres
herbes africaines, Cynodon dactylon est tolérant a la sécheresse grace a la survie des racines a
la sécheresse induite par la dormance sur des périodes allant jusqu'a 7 mois. Aprées la dormance,

il a la capacité de re-germer facilement a partir des racines et des coureurs de racines. Les
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plantes récupérent également rapidement apres un incendie et peuvent supporter au moins
plusieurs semaines d'inondations profondes [7].

Figure.l.1. La plante Cynodon dactylon (L)

1.1.5. Systématique de I'espece Cynodon dactylon (L)

La plante Cynodon dactylon (L) appartient a la systématique suivante [8] :

Tableau 1.1. Position systématique de Cynodon dactylon(L)

Domaine Eucaryote
Régne Planta
Sous régne Viridaeplantae

Embranchement | Spermatophyta

Division magnoliophyta
Classe Monocotyledonae
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Genre Cynodon
Especes Cynodon dactylon
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1.1.4. Aspect botanique de I'espéce Cynodon dactylon (L)

C’est une plante graminée vivace, trés variable, a long stolons rampants a croissance rapide,
enracinant aux nceuds, formant une touffe dense a la surface du sol, des coureurs parfois de 20
m de long; feuilles de 2,5-20 cm de long, 2-6 mm large, plat ou parfois plié ou convoluté.
L’inflorescence sur les chaumes est de 15 cm a 1 m de hauteur composée de 2 a 12 épis disposés
en étoile au sommet de la tige. Les épis sont de 2,5-10 cm de long avec de nombreux épillets,
disposés en deux rangées sur une coté de la pointe. Les épillets plats sont entre 2-2,5 mm de
long, sans aréte, a une fleur ; glumes inégales, la partie supérieure plus longue de un tiers a trois

quarts de longueur du fleuron [9].

1.1.6. Réparation géographique de I'espece Cynodon dactylon (L)

Cynodon dactylon est originaire d'Afrique. Mais il est maintenant distribué dans le monde entier
dans les régions tropicales et subtropicales, notamment I'Asie, I'Amérique du Nord, I'Amérique
centrale et méridionale, les Caraibes et les Tles du Pacifique (Figure 1.2). Elle est également
répandue dans les régions tempérées d'Europe et d'’Amérique du nord [10]. En Algérie, la
distribution de Cynodon dactylon (L) est dans les endroits humides du désert Champs, bords de
routes, monuments, lieux sablonneux dans les plaines et les basses montagnes, lieux humides
et salés [11] (Figure 1.3).

Figure 1.2. La carte géographique mondiale du Cynodon dactylon(L)
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Figure 1.3. Répartition géographique de la plante Cynodon dactylon(L) en Algérie

1.1.7. Usage traditionnelle de I'espéce Cynodon dactylon (L)

Traditionnellement, cette plante est utilisée partout dans le monde. Le jus de plante frais était
utilisé comme adoucissant, astringent et dans le traitement de hydropisie, anasarque, ophtalmie
catarrhale, syphilis secondaire, diarrhée chronique et dysenterie. Le jus frais exprimé de herbe
a ¢té utilis€é dans hématuries, les vomissements et comme application dans I’ophtalmie
catarrhale, et peut également étre appliqué sur les coupures et blessures, et dans la diarrhée
chronique et la dysenterie. Les décoctions de racine ont été utilisées dans le calcul vésical et
secondaire syphilis, arrét des saignements dus a des tas et irritation des organes urinaires [9 -
12].

1.2. Présentation de la plante médicinale Androcymbium gramineum
1.2.1. La famille Colchicaceae

Famille de 15 genres et 170 especes originaires principalement d’ Australie, d’Afrique du sud,
d’Europe et Asie mineure, elle est issue de lys. Ce sont généralement des plantes vivaces
tubéreuses ou bulbeuses. Les especes de cette famille sont caractérisées par des fleurs
hermaphrodites, triangulaires et pentagonales [13]. Colchicaceae, c’est une famille cosmopolite
qui présente un intérét pharmaceutique comme le colchique (Colchicum automnale), qui est un
poison mortel dont le principe actif est la Colchicine, c’est un antimitotique puissant [13]. La

Colchicine (C22H2sNQOg) est un médicament antimitotique, qui arréte ou inhibe la division
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cellulaire, en métaphase ou en anaphase. Elle a été utilisée traditionnellement pour le traitement
de la goutte pour son action anti-inflammatoire. Elle est actuellement utilisée comme immun
modulateur et antifibrotique dans les maladies auto-immunes telles que la sclérodermie, la
cirrhose biliaire primitive, etc. et d'autres maladies telles que l'amylose, la dermatite

herpétiforme, la péricardite ou le pseudo goutte.

1.2.2. Le genre Androcymbium

Androcymbium est un genre de la famille des Colchicacées que I'on trouve en Afrique et en
Méditerranée [14]. Il existe environ 40 especes et 13 d'entre elles se trouvent dans la province
du Cap Floral. Les espéces de ce genre ont peu de fleurs dressées sur de courts pédicelles et ont

généralement une téte surmontée de bractées vertes ou pétaloides.

1.2.3. L’espéce Androcymbium gramineum

Cette plante appartient a la famille des Colchicaceae (ou, selon d'autres auteurs, les Liliacées
au sens large). L ’étude phytochimique faite par Ellington et al, a montré qu’ Androcymbium
gramineum contient 10 meétabolites secondaires parmi lesquels révele la présence de deux
principaux alcaloides, la colchicine et la démécolcine alors que les graines contiennent de la
colchicine et de la colchicoside , flavonoides, tanins, saponosides, hétérosides, stérols,

triterpénes, mucilages, oses et holosides. [15].

Figure 1.4. La plante d’Androcymbium gramineum
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1.2.4. Aspect botanique de I'espece Androcymbium gramineum

Herbe glabre pouvant atteindre environ 30 centimétres, qui forme un simple bulbe de 1 ou 2
cm, parfois 2 ou 3, coriace, de couleur brune. Tige souterraine courte, protégée par une
membrane qui les entoure tous. Feuilles étroites, vertes et lustrées, linéaires ou lancéolées,
jusqu'a 15 centimetres de long, trainant au sol, striées, plates ou légérement incurvées,
présentant des nervures paralleles. Il crée des inflorescences ombelliformes, avec 1 a 4 fleurs
naissant du centre de la rosette foliaire, actinomorphes, hermaphrodites, de couleur blanche a
rosatre, avec des veines roses plus intenses. Il posséde 6 étamines qui naissent de la base des
tépales, avec un filet pouvant atteindre 1 cm et des anthéres d'un peu plus de 1 mm. L'ovaire
possede 3 carpelles et 3 loges. Le fruit est une capsule, d'environ 6 a 8 mm, qui, fragmentée a

la base, libére 8 a 18 graines qui sont dispersees par le vent (Figure 1.4) [16].

1.2.5. Systématique de I'espece Androcymbium gramineum

D’apres Patrick Le Ménahéze, la systématique de la plante Androcymbium gramineum est la

suivante [17] :

Tableau 1.2. Position systématique d’Androcymbium gramineum

Domain Eukarya
Régne Plantae
Sous-régne tracheobionta
Division Magnoliophyta
Embranchement | Tracheophyta
Classe Liliopsida
Ordre Liliales
Familia Colchicaceae
Genre Androcymbium
Espéce A. gramineum
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1.2.6. Réparation géographique de I'espéce Androcymbium gramineum

Androcymbium gramineum se trouve dans la province d'Almeria, en Espagne et au Maroc
(dans le désert du Sahara des deux cotés de et le long la chaine de I'Atlas), avec des groupes
trouvés dans tout I'Atlantique intérieur et cotier du Maroc et en Tunisie, en Algérie et en
Mauritanie [18] (Figure 1.5). En Algérie, cette espéce se localise beaucoup plus dans le désert

entre Ghardaia et Jouleh, mais aussi a bécher, nadma et Tamanrasset [19] (Figure 1.6).

Figure L.5. La carte géographique mondiale de [’espéce Androcymbium gramineum

Mauritanie

Figure 1.6. Répartition géographique de la plante d’Androcymbium gramineum en Algérie

10
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1.2.7. Usage traditionnelle de I'espéce Androcymbium gramineum

Les feuilles et fleurs de cette plante contiennent de la Colchicine, sont utilisées pour le
traitement de la goutte [20]. Les bulbes de cette plante sont aussi utilisés pour des applications
thérapeutiques et traditionnelles locales, I’infusion du bulbe est utilisée pour régler la glycémie
chez les personnes diabétiques, mais la toxicité de la plante n’y est pas ignorée, elle peut

produire une hématurie, une congestion de la rate et des troubles pulmonaires. [21]

1.3. Les polyphénols
1.3.1. Définition

Les polyphénols, dénommés aussi composés phénoliques, constituent un groupe important
de substances naturelles de métabolites secondaires largement répandues dans le régne
vegétal [22, 23]. L’accumulation des polyphénols dans les plantes, varie quantitativement et
qualitativement non seulement dans les différentes parties de la plante, mais aussi d’une
espece végétale a I’autre. Ils sont synthétisés par ’ensemble des végétaux et ils participent
aux réactions de défense face a différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures,
symbiose) ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV, faible température, carences). Les
polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux

(couleur, astringence, ardme, amertume) [24].

1.3.2. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. Les polyphénols sont
caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique, et un ou plusieurs groupes
hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside, en plus
d’autres constituants [25]. Plus de 8000 structures ont éte identifiées [26], allant de simples
molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées comme
les tanins. lls sont communément subdivisés en acides phénoliques, coumarines, stilbénes,
flavonoides, lignanes, lignines et tanins. Le tableau 1.3 regroupe les principales classes de

polyphénols selon Macheix et al. [27]

11
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Tableau 1.3. Principales classes de composés phénoliques
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1.3.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénols, ou acides phénoliques, sont caractérisés par une fonction acide et
plusieurs fonctions phénols. Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature. Ils se divisent en
deux catégories : ceux dérivés de I’acide benzoique, et ceux dérivés de I’acide cinnamique

(Figure 1.7) [28].

» Acide hydroxy-benzoique

Ils sont dérivés de 1’acide benzoique, ils ont une formule de base de type Ce-Ci. lls existent
fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides et peuvent étre également intégrés dans des
structures complexes comme certains tanins, leurs principaux représentants sont I’acide

salicylique et I’acide gallique [25].

» Acide hydroxy-cinamiques

Ils représentent une classe trés importante dont la structure de base est Ce-Cs dérivée de celle
de I’acide cinnamique [25]. Ils sont représentés principalement par: 1’acide p-coumarique,
I’acide caféique, I’acide férulique et 1’acide sinapique. Ces acides sont rarement présents
sous forme libres, ils sont en général combinés a d’autre molécule organique, contrairement

aux acides hydroxybenzoique qui se représente majoritairement sous forme libre [29].

8 i Iy}
HO HyCO
OH
OH H OH
HO ™
OH HO”
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique
O o 0
HCC
’ HO
OH OH
OH
-~ —
HO HO P
HO
] _ _ Acide ferulique
Acide cnmanugque Acide caféique

Figure 1.7. Exemple de quelques acides phénoliques
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1.3.2.2. Flavonoides

Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols [30]. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des
végetaux, responsables de la pigmentation des plantes (fleurs, des fruits et parfois des feuilles)
[24]. lls interviennent dans les processus de défenses contre les rayonnements UV, les
herbivores et les défenses microbiennes [31]. Tous les flavonoides possedent le méme élément
structural de base (Cs-C3-Cs) : le noyau flavane, qui constitué de deux noyaux aromatiques A

et B reliés entre eux par un hétérocycle oxygéné central C (Figure 1.8).

Figure 1.8. Squelette de base des flavonoides

Selon le degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle, les flavonoides
se répartissent en plusieurs classes de molécules [32]. Les principales classes des flavonoides
sont : les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavan-3-ols, les isoflavones et les

anthocyanes [33] (Figure 1.9).

14
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Figure 1.9. Différents types de flavonoides a partir du squelette flavane

1.3.2.3. Tanins

Les tanins sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles de structure variées,
de masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 [34], ayant en commun la propriété de tanner
la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de
précipiter la gélatine et d'autres protéines en solution et de se colorer par les sels ferriques [35].
Sont trés répondu dans le régne végétal ils peuvent existes dans divers organes, mais on note
une accumulation plus particulierement dans les tissus plus &gé ou d’origine pathologique. Ils
sont localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. Sur le
plan structural, les tannins sont divisés en deux groupes : hydrolysables et condensées (Figure

1.10).

» Tanins hydrolysables

Ce sont des hétéropolymeéres possédant un noyau central constitué d’un polyol. Il s’agit souvent
d’un D-glucose sur lequel les groupements hydroxyles sont, en partie ou en totalité, estérifies

avec I’acide gallique ou un de ses derivés (acide ellagique, chébulique ou valonique).

e
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Comme leur nom I’indique, ces substances s’hydrolysent facilement en milieux acides et
alcalins ou sous I’action d’enzymes (telle que la tannase), pour donner des glucides et des

acides phénolique. [36].

» Tanins condensés

Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols, qui se différent
fondamentalement des tanins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur molécule
et leur structure est voisine de celle des flavonoides. 11 s’agit des polymeres flaviniques
constitués d’unité de flavan-3-ols lies entre eux par des liaisons carbone-carbone [24]. s sont
résistants a I’hydrolyse enzymatique, seules les attaques chimiques fortes sont capables de les
dégrader [37].

Figure 1.10. Structure chimiques de : a) Tanins hydrolysable b) Tanins condensée

1.3.3. Propriétés biologiques et applications industrielles des polyphénols

Les polyphénols en générale et les flavonoides en particulier attirent de plus en plus l'attention
des chercheurs en raison de leurs nombreuses propriétés et effets bénéfiques sur la santé
humaine. Des études épidémiologiques suggerent que la consommation a long terme d’aliments
riches en polyphénols, réduisent I’incidence et offrirait une protection pour limiter le
développement de cancers, maladies cardiovasculaires, du diabéte, des inflammations et
d’autres pathologies [38] (Figure 1.11). Ils agiraient en tant qu’antioxydants, qui est due & leurs
propriétés redox en jouant un réle important dans la protection des cellules contre les dommages
oxydatifs, qui contribuent aux lésions des tissus dans le corps. Leurs mécanismes d’actions:
soit par la neutralisation des radicaux libres (hydroxyles, uperoxydes, alkoxyles), piégeage de

I’oxygene, ou décomposition des peroxydes; soit par chélation des métaux (le fer et le

e
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cuivre), qui sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires; soit
I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres. Ces molécules sont
décrives dans la littérature scientifigue comme étant des antioxydants, anti-inflammatoires,

des antimicrobiens, des allergenes, des neuroprotécteurs, antiviral [38].

¢ Activité 7
Bienfaits antioxydante Action
cardiovasculaires antiulcéreuse
Activité Activité
it i - m - . g
Action Propriétés
anti-inflammatoire Activité enzymatique antitumorales
et hormonale

Figure 1.11. Activités biologiques des polyphénols

De telles propriétés ont donc été exploitées, et trouvent desapplications dans de nombreux
domaines industriels : en agroalimentaire, en cosmétique et dans I’industrie pharmaceutique.
Grace aux propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols,
les flavanols et les tanins, il est désormais possible de développer des conservateurs
alimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en
considérant la résistance microbienne face a certains traitements antibiotiques [39]. La
capacité antioxydant de composeés comme les polyphénols est utilisée dans 1’alimentation
pour lutter contre la peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure stabilisation
des denrées alimentaires. lls sont également préconises pour améliorer la stabilité de pigments
de jus colorés (comme le jus de betterave), d’arOmes alimentaires, et rentrent dans la
composition de produits pharmaceutiques pour des utilisations par voie orale et des
cosmétiques pour des applications locales [40]. Enfin, I’effet de certains flavonoides en
médecine humain est de plus en plus étudié dans le traitement de certaines maladies, et

particulierement pour le contréle du virus de I’'immunodéficience, principal responsable du

SIDA [41].

17
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I.4. Stress oxydatif

Les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO), sont des molécules prooxydantes qui se produites
quotidiennement dans ’organisme. Certains radicaux libres sont utilisés par 1’organisme
comme médiateurs régulant les fonctions cellulaires comme la prolifération et la mort cellulaire
programmée (apoptose), impliquant des modifications des voies designalisation intracellulaires
associées a une modulation de I’expression génique [42]. Ces dernieres sont cependant
contrblées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres. Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou
une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance

oxydant/antioxydant [43].

1.4.1 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomes ou molécules, possédant un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur orbital externe [44] (Figure 1.12). La présence des électrons
confere souvent a ces molécules une grande instabilité, elles ont la possibilité de réagir avec de
nombreux composes. Elles peuvent entrainer des Iésions tissulaires en captant des électrons
d’une molécule stable pour essayer d’apparier leurs propres ¢lectrons, laissant ainsi la molécule
originale dans un état instable [45]. Ces radicaux libres sont généralement produit dans les
mitochondries lors de la respiration [46][47], ou par les cellules phagocytaires (macrophages,
neutrophiles...) lors de la flambée respiratoire, I'exposition de I'étre I'hnumain aux rayonnements
UV, l'inhalation d’oxyde d’azote NO et le dioxyde d’azote NO2, présents dans notre
environnement (Ils sont a I’origine d’une auto-oxydation des acides graspolyinsaturés (AGPI)
des alvéoles pulmonaires) [48], I’ingestion d’alcool ou encore aussi certains médicaments anti-

cancéreux antibiotiques. [49][50].
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Réduction tétravalente de I’oxygéne Oxtde+4H — 5 2H0

(OF Anion superoxyde O+l —0 — > O

H.0, peroxyde d’hydrogéne 027+ 027(+2H") —> H20:
‘OH Radical hydroxyle H,0.+Fe? ——> OH +Fe™+0OH"

H202+H02 ——> 2 H20+02
H20,+2GSH —> 2H,0 +GSSG

ROz Radical peroxyle R +02 ——>s RO
RO:H Hydroperoxyde RO + RH 5 ROH+R
RO’ Radical alkoxyle RO.H + Fe”? ——_ 3RO +Fe*® + OH

Figure 1.12. Voie métabolique de ['oxygéne et des espéces réactives de ['oxygéne (ERO) [9]

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer lorsqu’ils
réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que ’ADN [51] les lipides
(peroxydation), les protéines etc [52]. Cette oxydation provoque des dommages sur tout
I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives,

cancer, diabete) [53] et la dégradation des cellules et des tissus [54] (Figure 1.13).
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Figure 1.13. Les conséquences du stress oxydant

1.4.2. Les antioxydants

Un antioxydant est une substance présente en faible concentration par rapport a celle du substrat

oxydable qui, de maniére significative retarde ou empéche 1’oxydation de ce substrat. [55]. Il

B —————————————
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peut étre de nature endogéne (superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, la catalase, et le
glutathion) [56] ou exogénes (les vitamines C et E, les oligo-éléments, les médicaments, les

caroténoides et des composés phénoliques) [57].

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, et la chélation des métaux de transition [58]. D’une maniére générale,
un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme plus
rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome d’hydrogéne
ou d’¢lectrons souvent aromatiques (cas de dérivés du phénol). En plus leurs radicaux
intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et par manque
de positions appropriées pour étre attaqué par ’oxygene moléculaire. Les antioxydants sont en
fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les catalyseurs, en
réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou de piéger les
radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres en
interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical
d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres
antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygeéne singlet pour la transformer en
chaleur [59]. L'équilibre entre les antioxydants et les oxydants est généralement appelé «

équilibre d'oxydo-reduction » [60] (Figure 1.14).

A o 3 Antioxidante
\ .
] / \
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\__/'- "
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Radical libre

Figure 1.14. Transfert d’électron entre I’antioxydant et le radical libre
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1.5. L’ Alzheimer

La maladie d’ Alzheimer est une pathologie neurodégénérative qui conduit a la mort progressive
des neurones responsable d’une altération des fonctions cognitives, et plus particuliérement de
la mémoire. L’acétylcholinestérase est I’enzyme qui dégrade le neurotransmetteur
acétylcholine. Or, ce neurotransmetteur est trés important pour le bon fonctionnement des
neurones. En effet, la maladie d’Alzheimer engendre une perte continue d’acétylcholine. Les
inhibiteurs de P’acétylcholinestérase, empéchent la dégradation du neurotransmetteur. Ils
permettent d’augmenter sa quantité au niveau du point de jonction entre deux neurones (la

synapse) [61] (Figure 1.15). Parmi les inhibiteurs du cholinestérase on trouve : Rivastigmine,

Galantamine, Donepezil, Donépézil (Aricept) et la Rivastigmine (Exelon) [62].

D’autre part, plusieurs molécules naturelles ont montrés leurs capacités a inhiber
I’acétylcholinestérase. Bien que la plupart des inhibiteurs connus de I’enzyme AChE soient des
alcaloides, récemment, plusieurs études ont eté faites pour identifier d’autres molécules
naturelles pouvant avoir une activité anti-AChE importante. [63] des composeés, autres que les
alcaloides, présentent une grande capacité d’inhiber ’enzyme AChE tels que les terpenoides,

les composés phénoliques, les flavonoides et les iso-coumarines.

nicotinique

Sl synapuque /\ \v\ acety1cholme &
Neurone > ’ R
ProBRiRI @ o AChE post-synaptique
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choline recepteur
muscarinique
-—__ mﬁocnOmﬂe ) ’ AChE! k

/

AChE = acétylcholinestérase
AChEI =inhibiteur

\w ‘7‘{&@ AChE inhibée

Figure 1.15. Schéma d’une synapse et mécanismes de neurotransmission cholinergique

1.6. Le diabéte

Le diabéte est defini comme une affection métabolique, caractérisée par une hyperglycémie
(taux de sucre dans le sang trop élevé) liée a une déficience, soit de la sécrétion, soit de ’action
de I’insuline, ou des deux. L’insuline est une hormone produite par le pancréas, indispensable

a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut, le taux de sucre

e
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augmente dans le sang, or I'organisme est trés sensible & ces variations. L’hyperglycémie
chronique est responsable de complications a long terme touchant de nombreux organes
notamment les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux [64]. La grande majorité des
cas de diabéte se répartissent en deux catégories : le diabéte de type 1 et le diabéte de type 2,
provoquent toutes les deux une hyperglycémie. L’unique traitement du diabéte de type 1 est
I’apport d’insuline par injections qui est indispensable a la vie. Le traitement de référence du
diabéte de type 2 est ’optimisation des habitudes de vie. Une perte de poids si nécessaire, une
activité physique réguliere, et une alimentation équilibrée peuvent étre suffisants pour contrdler
la glycémie dans un premier temps. En seconde intention, des antidiabétiques oraux et /ou
injectables sont prescrits pour contrdler la glycémie [65]. Parmi ces dernier on trouve :
inhibiteurs d’enzyme alpha amylase ou alpha glucosidases : ce sont des enzymes situes dans les

intestins qui hydrolyse les glucides complexes en monosaccharides absorbables.

L’ Acarbose est un médicament bien connu, utilisé comme inhibiteur de ’enzyme a-amylase.
(Figure 1.16). Il retarde la digestion d'hydrate de carbone, et diminue le niveau postprandial de
glucose plasmatique. Cependant, il possede des effets indésirables tels que la diarrhée, les
hernies, l'ulcération. En effet, des inhibiteurs de I’a-amylase d'origine naturelle tels que les
flavonoides et les composés phénoliques des plantes sont suggerés comme une approche
alternative pour la prévention et le traitement de la maladie du diabéte type 2 avec sans ou peu

de risque d'effets secondaires [66].

[ Acarbose —miglitol ]

\
[ Alpha-glucosidases ]

!

complexes en monosaccharides absorbables ]

[ Hydrolyse les glucides

A4

[ Diminution absorption des glucides ]

[ Diminution la glycémie ]

Figure 1.16. Effet inhibiteur de I’Acarbose sur [’enzyme alpha glucosidase
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Chapitre 11 Materiels et méthodes

11.1. Matériel végétal

La récolte de matériel végeétal représenté par la partie aériennes de deux plantes médicinales
d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon (L) a été effectuée de la région Elchebka
dans la Wilaya de Ghardaia au sud de 1’Algérie, au mois d’Avril 2021. Le séchage de ces
plantes a été effectué dans un endroit sec, air¢ et a 1’abri des rayons solaires pendant quelques
jours. Le broyage de deux plantes a été réalisé a 1’aide d’un broyeur électrique (Figure 11.17).

La poudre des deux plantes a été conservée a température ambiante jusqu’a leur utilisation.

Figure 11.17. Broyage des plantes a I’aide d’un broyeur électrique.

11.2. Méthodes d’extraction

Dans notre étude et afin d’évaluer les activités biologiques d’Androcymbium gramineum et
Cynodon dactylon (L), pour chaque de ces deux plantes, nous avons préparés deux types

d’extrait, un extrait hydro-méthanoique et un extrait aqueux.

11.2.1. Préparation des extraits hydrométhanoiques

La matiere végétale est mise a macération (Figure 11.18). Cette étape consiste a émerger une
quantité de matériel végétal de 100 g dans un systeme hydro-méthanoique (MeOH/H,0 80:20
V:V) pendant 24 h du contact. L opération est répétée trois fois avec renouvellement du
solvant. Aprés chaque répétition, le mélange est filtré avec un papier filtre et concentrer au
rotavap de marque BUCHI (Figure 11.19) a 40°C. A la fin de cette étape, une fraction hydro-

méthanoique a été obtenue. Le protocole d’extraction est résumé dans la figure 11.20.

B ———————————————
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Figure 11.18. Extraction par Figure 11.19. Evaporateur rotatif du

macération

solvant d’extraction

Matériel végétal m= 100 g dans un mélange

80:20 en volume

de Méthanol/eau

Macération a froid pendant 24 heures et a température

Evaporation

Extrait méthanolique brut

ambiante (répétée trois fois)
Filtration

Androcymbium
gramineum

Cynodon dactylon

Figure 11.20. Protocole de préparation des extraits hydro-méthanoique
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11.2.2. Préparation des extraits aqueux

La matiére végétale est mise a la décoction. L opération consiste a plonger le matériel végétal
(100 mg) dans I’cau froide (1L) et on porte le mélange hétérogeéne a 1’ébullition pendant 180
minutes dans une température de 80 °C. Les espéces chimiques contenues solubles dans 1’eau
chaude sont alors extraites. Apres refroidissement du mélange a la température ambiante, une
étape de filtration est nécessaire. L’opération est répétée trois fois avec renouvellement du
solvant. Apres chaque répétition, le filtrat est mis sous évaporation en utilisant un rotavap de
marque BUCHI a pression trés faible. A la fin de cette étape, une fraction hydro-méthanoique
a été obtenue. La figure 11.21 ci-dessous présente un organigramme d’extraction utilisée dans

notre travail.

Le matériel végétal 100 mg +1L de I’eau

L’ébullition pendant 180 minutes a température de 80 °C

Extraction les especes chimique par 1’eau

Refroidissement des mélanges a température ambiantes

| Filtration 3 fois avec renouvellement du

Rotavap a pression tres faible

Fraction aqueux

Cynodon dactylon

Androcymbium gramineum

Figure 11.21. Protocole de préparation des extraits aqueux
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11.3. Analyse phytochimique quantitative

Les mesures des absorbances ont été faites a 1’aide d’un lecteur de microplaques a 96 puits de marque
PerkinElmer (USA) avec son logiciel EnSpire au niveau du laboratoire de Biochimie au CRBt de
Constantine.

11.3.1. Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides

11.3.1.1. Estimation du contenu total en polyphénols (TPC)
» Principe

Le contenu en polyphénols totaux est déterminé selon la méthode de dosage sur microplaque
décrite par Muller et al., [1] en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) [2], constitué par
un melange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PM012040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des
composes phénoliques par ce réactif, elle entraine la formation d’un mélange d’oxydes de
tungsténe (WsO23) et molybdene (MogO23) de couleur bleu qui absorbe a 760 nm [3], le
dosage de polyphénols est effectué a partir d’une courbe d’étalonnage obtenu par un étalon

d’acide gallique de concentrations connues.
> Procédure

20 pl d’extrait de plante (1 mg d’extrait dissout dans 1 ml de méthanol) est ajouté a 100 ul de
réactif de Folin- Ciocalteu FCR dilué (1 ml de solution FCR concentré est dilué dans 9 mi
d’eau distillée). On additionne 75 pl d’une solution de Na2COs & 7.5 % (une quantité de 7.5 g
de Na2COs est dissouts dans 100 ml d’eau distillée). Le mélange est laissé a 1’obscurité
pendant 2 heures a température ambiante. La coloration bleue produite est proportionnelle a la
teneur en polyphénols totaux et posséde une absorbance maximum au environ de 750-765 nm.
Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant ’extrait par le solvant utilisé
(Méthanol). Une droite d’étalonnage est réalis¢ avec de ’acide gallique dans les mémes
conditions que les échantillons a analyser. Une quantité de 1 mg d’acide gallique est dissoute
dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution mére de concentration de 200 pg/ml, les

dilutions ont été préeparées comme suit (Tableau 4) :
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Tableau 11.4. Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique

Volume de solution mére | 25 50 75 100 125 150 175
de 'acide gallique (ul)

Volume de méthanol (ul) | 175 150 125 100 75 50 25
Concentration finale | 25 50 75 100 125 150 175
(ug/ml)

11.3.1.2. Estimation du contenu total en flavonoides (TFC)
» Principe

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre les
ions Al *3 et les flavonoides. La coloration jaunatre produite est proportionnelle a la teneur en
flavonoides totaux et posséde une absorption maximum aux 415 nm [1]. La méthode décrite

par Topcu et al. [4] est utilisée et adaptée avec quelques modifications pour une détermination sur

microplaque a 96 puits.
> Protocole

Dans une microplaque a 96 puits, 50 pl d’extrait (Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute
dans un volume de 1 ml de méthanol) sont ajoutés a un mélange de 130 pl méthanol, 10 ul de
la solution 1 (9.8 g de potassium acétate CH3COOK sont dissouts dans 100 ml I’eau distillée)
et 10 pl de solution 2 (10 g de nitrate d’aluminium Al(NOz3)3 sont dissous dans 100 ml d’eau
distillée). Le tout a été incubé durant 40 min. 1’absorbance a ét¢ mesurée a 415 nm. Pour la
gamme d’étalon, la Quercétine est utilisé pour établir la courbe d’étalonnage (une quantité de
1 mg de la Quercétine est dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution mere de

concentration de 200 ug/ml). Les dilutions ont été préparées comme suit (Tableau 11.5) :
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Tableau 11.5. Préparation de la gamme d’étalon de la Quercétine

Volume de solution mére | 25 50 75 100 125 150 175
de 'acide gallique (ul)

Volume de méthanol (ul) | 175 150 125 100 75 50 25
Concentration finale | 25 50 75 100 125 150 175
(ug/ml)

11.4. Activités biologiques

Les mesures des absorbances des activités biologiques ont été faites a 1’aide d’un lecteur de
microplaques a 96 puits de marque PerkinElmer (USA) avec son logiciel EnSpire au niveau du
laboratoire de Biochimie au CRBt de Constantine.

11.4.1. Préparation des dilutions des extraits

Dans un eppendorf, on peése 4 mg de I’extrait de plante, puis a I’aide d’une micropipette, on
ajoute a la pesé 1 ml (de méthanol aux extraits hydro-méthanoiques) et (de 1’eau aux extraits
aqueux), on obtient la solution mere de concentration 4000 ppm pour chaque extrait
(figure 11.22). Ensuite, On prépare six solutions filles pour chaque extrait, et pour ce faire, six
eppendorfs sont prélevés pour chaque extrait, et 500 ml de méthanol sont placés dans chacun
d'eux ; on prend 500 ml de la solution meére et la met dans le premier eppendorf pour obtenir
la premicre solution diluée, et de suit de la méme maniere jusqu’a la sixieéme solution diluée.
Les concentrations finales des dilutions obtenues sont : 2000 ppm, 1000 ppm, 500 ppm, 250
ppm, 125 ppm, 62,5 ppm.
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Type . .
Extrait hydro-méthanoique Extrait aqueux
d’extrait
Androcymbium Cynodon Androcymbium Cynodon
Les plantes | Gramineum dactylon Gramineum dactylon
Protocole 4mg de la plantes +1ml méthanol 4mg de la plante + 1ml d’cau distillée
Solution g
mere

Figure 11.22. Préparation de la solution mére des extraits de plantes Androcymbium

Gramineum et Cynodon dactylon (L)

11.4.2. Activités anti-oxydantes

Les tests mesurant I’effet antioxydant donne un indice sur la capacité de des extraits naturels a
lutter contre les espéces réactives connues sous le nom de pro-oxydants, a résister aux
dommages oxydatifs et a lutter contre les maladies liées au stress oxydatif. L’étude de
’activité antioxydante des deux plantes Androcymbium Gramineum et Cynodon dactylon (L)
a été testée selon quatre méthodes : Piégeage du radical libre DPPH", piégeage de ’ABTS™,
réduction du complexe cuivre-néocuproine, réduction par la formation du complexe Fe*?-

phénantroline.

11.4.2.1. Activité anti-radicalaire au DPPH
» Principe

Le dosage au 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle (DPPH®) est l'un des tests les plus
couramment utilisés. Ce radical possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote

[5]. L'analyse est basée sur la mesure de la capacité d’un antioxydant a réduire le radical
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DPPH-" initialement de couleur violette en 2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazine de couleur jaune

[6], en mesurant la diminution de I'absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants [7].

O,N NO,

NO, NO,
DPPH" stable violet DPPHH réduit jaune

Figure 11.23. Transformation du radical DPPH * en DPPHH.

> Procédure

Cette méthode a été développée par Blois en 1958 [8]. Aprés la préparation dela solution de
DPPH® (6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, dont I’absorbance est 0.5 nm
a 517 nm. La solution de DPPH" est gardée a 4°C a I’abri de la lumiére.), on prend notre
microplaque a 96 puits et on ajoute 160 ul du DPPH" mélangé avec 40 pl de chaque extrait
(préparée dans le méthanol) a différentes concentrations. Aprés 30 minutes d’incubation a
’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est lue a 517 nm contre un control négatif
(sans extrait). Le BHA est utilis¢é comme standard. Le pourcentage d’inhibition a été calculé

selon 1’équation suivante :

X100

Acontrole — Aextrai
Inhibition (%) — [ controle extralt]

Aextrait

OU Acontrale €St I'absorbance du contrble négatif, et Acxirair 1'absorbance de I'extrait/standard.
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11.4.2.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS™*
» Principe

Le radical ABTS'" préformé est généré par I’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le
persulfate de potassium [9]. Cette oxydation se traduit par 1’apparition d’une coloration vert
bleu intense. En présence d’un donneur d’hydrogéne (agent antioxydant), le passage du
radical ABTS™ a la forme non radicalaire s’accompagne de la disparition de cette coloration
mesurée a une longueur onde de 734 nm. L’activité des composés est alors exprimée par la
Capacité Antioxydante Equivalente Trolox (TEAC) qui correspond a la capacité antioxydante
d’une solution de Trolox® (1 mM) (analogue hydrophile de la vitamine E). Ainsi, plus la

valeur TEAC est élevée, plus I’antioxydant est efficace [10].

=TT
\ /

CoHs CoHs
ABTS
K2S,0g
+
-0aS s s SO
>—N_N —<
N /N
CoHs CoHs
ABTS™

CHg

CHg
(ou antioxydant a tester donneur de H")

CHg

‘O3S s s SOy -0
S>=n—n=—=X + COOH
H g
N N 0y,
\ / HsC o CHs
CzHs C2Hs

CHg
ABTSH™

Figure 11.24. Formation et piégeage du radical ABTS™" par un antioxydant donneur de H .
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» Procédure

Le radical ABTS™" est produit par réaction entre une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) et une
solution aqueuse de persulfate de potassium (K2S20sg, 2,45 mM), utilise comme oxydant. Ce
mélange est agité pendant 16h a I’obscurité puis dilué par le méthanol jusqu’a obtenir une
absorbance a 734 nm de 0, 700 + 0,02. Sur une microplaque a 96 puits, une prise de 160 ul de
cette solution d’ABTS™ est mélangée avec 40 ul d’extrait a différent concentration. Aprés 10
mn d’incubation a température ambiante, 1’absorbance du mélange est mesurée a 734 nm
contre un blanc (control négatif) et comparé a celle des antioxydants de synthese comme le :
BHT, BHA et TROLO (acid6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthyl-chroman-2- carboxylique).
L'activité ABTS+ a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

[ Acontréle - Aextrait]

Inhibition (%) = X 100

Aextrait

OU Acontrale €St I'absorbance du contrble négatif, et A.irair I'absorbance de I'extrait/standard.

11.4.2.3. Activité de réduction du complexe cuivre-néocuprine (CUPRAC)
» Principe

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur la mesure
I’absorbance du complexe cuivre- néocuproine [Cu?*-Ncz] formé en raison de la réaction
redox entre un antioxydant et le complexe cuivre-néocuproine. En effet, en présence d'un
agent antioxydant, le complexe cuivre-néocuproine est réduit en produisant ainsi un complexe
chromogéne deCu*-Nc (Figure 11.25), cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement

a une longueur d’onde de 450 nm [11].

2+

O O Produit
AOX
O e B OO
/ CH3 \_/ N
Cu CHy | H:C '\ /

HC '\/Cu\\I
O~O

H3C

HsC ’\/
e

CH3 +H+
CHs

Réactif CUPRAC
couleur Bleu Produit jaune-orangé

Figure 11.25. Réduction du complexe chromogéne de Cu*2-Nc;

e
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» Procédure

La capacité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC) a été déterminée selon
la méthode d’Apak et al., [11]. Sur une microplaque a 96 puits, un mélange réactionnel
contenant 40 ul d’extrait de différentes concentration, 60 pl d’acétate d’ammonium (1,927 g
d’acétate d’ammonium ACNH4 est dissout dans 25 ml H20), 50 ul de chlorure de cuivre
(0,043 g de CuClz, 2H20 dissous dans 25 ml H2O) et 50 ul de néocuproine (0,039 g de
Neocupronin dissout dans 25 ml de méthanol) ), pour arriver a un volume total de 200 pl.
Apres une heure d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a 450 nm Le BHA et le BHT sont
utilisés comme standards. Les résultats ont été calculés a titre de Aos (ug/ml) correspondant a

la concentration indiquant 0,5 d’absorbance.

11.4.2.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?- phénontroline
» Principe

En présence d’un antioxydant, le fer ferrique (Fe3+) peut se réduit en fer férreux (Fe?*) suite a
une réaction d’oxydoréduction (Figure 26). Ce dernier forme un complexe rouge-orangé
stable et soluble avec la 1,10-phénanthroline en solution basique, qui peut étre mesuré par

spectrophotométrie a 510 nm (Adhikamsetty et al., 2008).

1,10 o-phenanthroline

Figure 11.26. Formation du complexe Fe*2-phénantroline (Apak et al., 2007)

» Procédure

L'activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-phenanthroline des extraits a été
mesurée selon la methode décrite par Szydlowska-Czerniaka en 2008 [12]. Des extraits de

différentes concentrations, de volume de 10 pl ont été ajoutés a une solution de 50 ul de FeCls

39



Chapitre 11 Matériels et méthodes

(0.2%), 30 pl Phenanthroline (0.5%) et 110 pl de méthanol. Le mélange a été agité
vigoureusement et incubé pendant 20 min a I’étuve a température de 30°C. L’absorbance a été
déterminée a 510 nm. Les résultats ont été calculés a titre de Aos (ug/ml) correspondant a la

concentration indiquant 0,5 d’absorbance.

11.4.3. Activités anti-enzymatiques

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un réle important dans les réactions
biochimiques nécessaires pour la croissance, la maturation et la reproduction des étres
vivants. Leur quantification par mesure de ’activité catalytique dans les échantillons

biologiques est importante dans divers domaines [13].

11.4.3.1. Evaluation de ’activité antidiabétique
» Principe

L’activité antidiabétique des divers extraits des plantes d’Androcymbium gramineum et
Cynodon dactylon (L), a été testée selon la méthode d’inhibition de I’enzyme alpha-amylase.
Ce dernier est une enzyme digestive, produite par les glandes salivaires et les glandes
pancréatiques, synthétisée également dans les fruits de plantes durant leur maturation. C’est
I’un des endo-amylases les plus significatives qui hydrolyse les liaisons a(1-4) glycosidiques
a 'intérieur des chaines de I'amidon pour donner des molécules de maltose (disaccharides de
a-glucose). Le principe de la méthode est basé sur la formation du complexe iode-maltose
[14], ce qui indique la dégradation de I’amidon par 1’enzyme a-amylase. Ce complexe coloré
peut étre déterminé par spectroscopie a 630 nm. En présence d’un inhibiteur naturel, I’amidon

ne sera pas dégradé et par conséquent, il n’y aura pas la formation de complexe iode-maltose.

Complexe amylose-iode

Figure 11.27. Formation du complexe amylose-iode en absence de /'a-amylase.

e
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» Procédure

L'activité inhibitrice de I'alpha -amylase a été determinée par la méthode de Zengin et al., [15]
avec quelques modifications. Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 25 pl d’extrait a
différentes concentrations est mélangé avec 50 pl d’une solution d’a-amylase (1U), puis
incubé pendant 10 min a 37°C. Ensuite, 50 pl d’amidon (0,1%) sont additionnés. Le mélange
est incubé une autre fois pendant 10 minutes a 37°C. Apres incubation, 25 pl d’acide
hypochlorique (1M) et 100 ul d’iodure de potassium iode sont ajoutés. La lecture de
I’absorbance est réalisée a 630 nm. L’acarbose est utilisée comme standard. Le pourcentage
d’inhibition de 1 a-amylase a été calculé par la formule suivante :

(Ac—Ae)—(As—Ab)
(Ac—Ae)

Inhibition (%) = 1 - |

Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ac=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+ Amidon+IKI+HCI]

Ap=Absorbance [Extrait+1KI+125 pl de tampon]

11.4.3.2. Evaluation de Pactivité anti-Alzheimer
» Principe

L’activité anti-Alzheimer des divers extraits des plantes d’Androcymbium gramineum et
Cynodon dactylon (L), a été testée selon la méthode d’inhibition de 1’enzyme
acetylcholinestérase (AChE). Ce dernier hydrolyse I'acétylcholine dans la région post-
synaptique, ce qui diminue le taux de neurotransmetteur acétylcholine [16]. L’inhibition de
cette enzyme va engendrer une augmentation de la concentration de 1’acétylcholine, ce qui est
considéré comme un traitement symptomatique de la maladie d’Alzheimer [17]. Le principe
de la méthode est basé sur la réaction colorimétrique ente le thiocholine issu de ’hydrolyse de
l'acétylcholine par I’enzyme acétylcholinestérase et I’acide 5,5 -dithio-bis (2-nitrobenzoique

(DTNB) pour donner I’acide —5-thio 2-nitrobenzoique (TNB) de couleur jaune (Figure 11.28)
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o) o)
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HsC s >—N‘—cH —_— NN +
3 - 3
I | J/ \ HsC OH
CH, HC  er,
. . : : Acide
Acetylthiocholine(ATCI) Thiocholine acétique
HOOC LCOOH
OZN—‘\ /,—S— S—‘\ /,—N02
DTNB
HoOC_ CHs ,COOH
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Figure 11.28. Mécanisme chimique de la méthode anti-acétylcholinestérase.

» Procédure

L'activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE) de divers extraits de la plante
Lavandula multifida a été mesurée par la méthode spectrophotométrique développée par
Ellman et al., [18]. Un volume de 150 pL de tampon phosphate de sodium a (pH = 8) sont
ajoutés a 10 pL d’extrait (solution dissous dans le méthanol a différentes concentrations).
Ensuite, on additionne 20 pL de la solution d’enzyme AChE (5.32 _ 10-3 U). L’ensemble est
incubé a 25 °C pendant 15 mn, puis on ajoute 10 uL de DTNB (0.5 mM) et 10 uL de
I’acétylthiocholine iodide (0.71 mM). La lecture de I’absorbance se fait a 412 nm. Le
Galanthamine est utilisé comme référence. Le pourcentage d'inhibition de AChE a été

déterminé en utilisant la formule suivante :

Inhibition de AChE(%) = E x 100

Ou ‘E’ est 'activité de I'enzyme sans extrait, et ’S’’, est l'activité de I'enzyme avec 1’ extrait.
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111.1. Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides

L’estimation du contenu phénolique et la teneur en flavonoides de deux plantes
Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon qui récoltée de la région Ghardaia a été
réalise selon les deux méthodes de méthode de Folin-Ciocalteu méthode de nitrate
d’aluminium AI(NOs3). respectivement. Les résultats de ces deux méthodes sont regroupés
dans le Tableau 111.06 :

Tableau. 111.06. Le contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides des extraits de
Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon

Contenu total
Teneur des flavonoides

Extraits de polyphénoliques
(Mg EQ/ mg d’extrait)
(ng EAG/ mg d’extrait)
EHMAG 342,23+ 11,74 125,90+ 0,16
EAQAG 271,94+ 11,22 81,17+ 4,97
EHMCD 168,21+47,45 33,06+3,83
EAQCD 60,66+26,05 28,21+5,74
400 300 271.94
350 342.23
250
300
200
250
200 8.21 150
150 100
100 66
50 50
0 0
Meoh aquese
HEHMAG MEHMCD M ® & LI M EAQAG MEAQCD M H M M
(@ (b)

Figure.111.29. dosage des polyphénols d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon.(a)
Iextraits hydro-méthanoique, (b)! extraits aqueux.
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Figure.111.30. dosage des polyphénols d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon.(a)
Eextraits hydro-methanoique,(b)Eextraits aqueux.

Le taux des polyphénols totaux calculé a révéle que I’Androcymbium gramineum présente une
teneur importante en composés phénoliques pour I’extrait aqueux et Dextrait hydro-
méthanoique avec un taux trés riche pour Iextrait aqueux (342,23+11,74 mg EAG/g
d’extrait), alors que 1’extrait aqueux présente une teneur éléves en composés phénoliques avec
un taux de (271.94+11.22 mg EAG/g d’extraits). Tandis que 1’extrait aqueux de Cynodon
dactylon présente une teneur faible en composes phénoliques avec un taux de (60.66%26,05
mg EAG/g d’extrait), compares avec ’extraits hydro-méthanoique présente une teneur en

composes phénoliques avec un taux de (168.21+47.45 mg EAG/g d’extrait).

Pour les flavonoides, le taux calculé a montré que I’extrait hydro-méthanoique de la plante
Androcymbium gramineum a la plus grande valeur (125,90+ 0,16 mg EQ/g d’extrait) suivi par
I’extrait aqueux (81,17+ 4,97mg EQ/g d’extrait) .par contre la plante Cynodon dactylon pour

les deux extraits pauvres des polyphénols.

Ces résultats ont permis de classer les extraits selon leur richesse en composés phénoliques

comme suit : Extrait hydro-méthanoique > Extrait aqueux.
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I11.2. Activités biologiques

L’activité biologique d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon récoltée de la région
Ghardaia a été réalisé par 1’évaluation in vitro des activités antioxydantes, antidiabétique et

anticholinestérase.

111.2.1. Activités antioxydants

L’évaluation de [D’activité antioxydant des extraits: hydrométhanoligue (EHMAG et
EHMCD), aqueux (EAQAG et EAQCD) a été réalisée par I’utilisation de quatre méthodes.

111.2.1.1.Activité anti-radicalaire au DPPH"*

Dans cette étude, I’activité anti radicalaire des différents extraits de Cynodon dactylon et
Androcymbium gramineum a été évalué par la mesure des concentrations inhibitrices a 50 %
(Clso) en utilisant une spectrophotométrie & 517 nm, en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Dans ce test les
résultats ont été comparés aux étalons de référence (BHA). Les résultats sont présentés au-

dessous :

Figure 111 .31. Plague de dosage de [’activité anti radicalaire (DPPH®) des extraits
d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon.

Les résultats du test DPPH" sont exprimés en ICso. Cette derniére est déefinie comme étant la
concentration du substrat nécessaire a diminuer 50 % de ’absorbance de la solution initiale du
DPPH". Les ICso sont inversement proportionnelles a 1’effet scavenger dont les valeurs faibles

reflétent un effet anti-radicalaire important [1].

B ———————————————
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Tableau 111.07. Inhibition du radical DPPH" par les extraits 4 ’Androcymbium gramineum et

Concentration
Extrait

(ug/ml)
et standards

EAQAG

EHMCD

EAQCD

EHMAG

BHA

Cynodon dactylon.

% d’inhibition

12,5 25 50 100 200 400
7,88+3,31 8,99+2,20  11,23+0,63 = 24,13+0,10 = 41,56+1,37 = 72,29+0,35
1,23+0,86 6,10+0,18  17,31#0,50  21,32+0,29 = 33,35+2,01  52,85+1,19
NA 2,26+0,46 521+0,37  8,28+0,48  14,91+0,19 = 23,74+2,91
3,125 6,25 12,5 25 50 100
3,04+ 5,98+ 11,13+ 19,05+ 36,31+ 60,45+
22,21+1,24 31,73+1,22  54,89+3,60  67,60+1,13  76,77#0,54  78,67+1,31
300
258,48
250
200
150
100
50
0 573
0 =
aquese Standare
MEAQAG MEAQCD & HMBHA* W
Figure 111.32. Valeurs 1Cso du test DPPH" des extraits aqueux
400 369.5
350
300
250
200
150
100
41.2
50 5.73
O re—
Meoh Standare

HEHMAG MEHMCD ¥ HBHA* M ™

800

76,09+2,44
72,46%1,14
46,07+0,12

200
82,79+

79,01+0,89

Figure 111.33. Valeurs 1Cso du test DPPH" des extraits hydro-méthanoiques
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Les extrais hydro-méthanoique et aqueux de la plante Androcymbium gramineum sont plus

actifs par rapport aux extraits de la plante Cynodon dactylon.

Notamment pour le cas de la plante Androcymbium gramineum qui présente un (ICso =
258.48+0.6pg/ml)  cette activité est quarante-cing fois que celle du BHA
(1C50=5,73+0,41fug/ml), concernant les extraits hydrométhanolique qui présente grande
activités anti- radicalaire avec un (ICso =41,24+ug/ml) cette activité est sept fois plus faible
que celle du BHA (ICso =5,73+0,41fug /ml). Par contre la deuxiéme plante Cynodon dactylon
qui présente un (ICso = >800ug/ml), cette activité est cent trente-neuf fois que celle du BHA
(ICso = 5,73+0,41fug/ml) alors que I’extraits hydro-méthanoique de la plante Cynodon
dactylon qui présente un (ICso =369,50+1,44 pg/ml), cette activité est soixante-quatre fois
(1Cs0 = 5,73+0,41fug/ml). Malgré sa pauvreté en polyphénols [2]. Par le fait que I’activité
inhibitrice du radical DPPH" n’est pas dépendante du contenu total en polyphénols mais aux
polyphénols qui ont des structures chimiques spécifiques. Autrement dit, par la haute
sélectivite du DPPH" car il ne réagit qu’avec les flavonoides contenants des groupes
hydroxyles dans le cycle B [3], ainsi que les acides aromatiques comportant plus d’un groupe

hydroxyle [4].

111.2.1.2.Activité du piégeage du cation radical ABTS™

L’ABTS (acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) est un composé
organique stable utilisé dans I’évaluation de 1'activité antiradicalaire, avec un pic d'absorption
a 734 nm. L’antioxydant réagit avec ABTS™" de couleur bleu/vert par transfert d’électrons
pour redonner ’ABTSH™ incolore. Cette transformation a été suivie par la mesure de
I’absorbance et la détermination de la concentration inhibitrice des différents extraits en
comparaison avec les standards BHA. Les résultats sont présentés dans la Figure 34 et le

tableau 08 ci-dessous.
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Tableau 111.08. Inhibition du cation radical ABTS

Concentration

Extraits (ug/ml)
et standards 12,5 25 50
EAQAG 8,45+0,48 16,29+0,49 33,13+0,22
EHMCD 11,00£1,74 21,07+0,75 42,43+1,19
EAQCD 5,61+0,67 10,11+0,19 24,97£0,75
3,125 6,25 12,5
EHMAG 3,91+2,01 8,06+0,10 16,68+1,30

BHA 22,21+1,24 31,73%+1,2 54,8943,

% d’inhibition

100

67,90+3,87

60,84+0,36
31,77+0,75

25
29,14+0,20

67,60+1,

200

88,26+1,41

70,58+0,51
41,02+0,03
50
36,98+2,42
76,770,

400

90,98+1,46

90,82+0,60
79,36+0,33
100
64,85+2,54
78,67+1,

800

90,93+0,19

91,71#0,19
90,54:0,92
200
90,21+1,51
79,010,

Clso (ug/ml)

70,00+1,88

75,20+0,53
228,92+0,65
CI50 (pg/ml)

71,35%0,80
5,73+0,41

Figure 111.34. La plaque de dosage de [’activité du pié¢geage du cation radical ABTS'+ des
extraits d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon.

Dans ce test, on remarque que la capacité de piégeage des radicaux libres de la plante

Androcymbium gramineum présentée les extraits aqueux et hydro-méthanolique est plus forte

qui présente un (Clso= 70.00+1.88 pg/ml), (Cl50=71.35+0,80 pg/ml) est douze fois plus forte

que le standards BHA (Cls0=5,73+0,41f pg/ml). Par contre que la capacité de piégeage des

radicaux libre de la plante Cynodon dactylon présentée les extraits hydro-méthanoigque est

plus forte que celle des extraits aqueux par (Clso= 75,20+0,53 pg/ml) est treize fois plus forte

que le standards BHA (Cls0=5,73+0,41f pg/ml), alors que I’extraits aqueux qui présente un

(Cl50=228,924£0.65 pg/ml) est trente-neuf fois plus forte que les standards BHA

(Cls0=5,7340,41f ug/ml).
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Figure 111 .35. Valeurs Clso du test ABTS des extraits hydro-méthanoiques.

250 228,92
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Figure 111.36. Valeurs Clso du test ABTSdes extraits aqueux.

On conclure que les extrais hydro-méthanoique et aqueux de la plante Androcymbium
gramineum sont plus actifs par rapport a les extaits de la plante Cynodon dactylon. Dans cette
activité, les extraits ont manifesté un pouvoir de piégeage des radicaux libres mieux que dans
’activité antiradicalaire au DPPH" ceci peut étre justifié par la capacité du radical cation
ABTS™ d’étre plus polyvalent que le DPPH" parce qu’il est soluble dans I’eau et les solvants
organiques, ce qui permet une évaluation d’activité antiradicalaire pour les composés

hydrophiles et lipophiles. [5]
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111.2.1.3. Activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC)

L’activité antioxydante par la méthode (CUPRAC) est basée sur la mesure de 1’absorbance a

450 nm de la réduction en présence d’un antioxydant du complexe stable Neocuproine-cuivre

(1) de couleur bleu en complexe stable Neocuproine-cuivre (1) de couleur orange. le dosage

de cette réaction est mesuré a titre de valeurs Aoso des extraits de Cynodon dactylon |,

Androcymbium gramineum et des standards BHA et BHT mentionnées ci-dessous:

Figure 111.37. La plaque de dosage de I’activité de réduction du complexe cuivre-
néocuproine des extraits d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon.

Tableau I11. 09. Réduction du complexe néocoproine par la méthode CUPRAC.

oncentration Absorbance
Extraits._(pg/ml) Ao so
et standar 12,5 25 50 100 200 400 800 (ng/ml)
EHMAG 0,08+0,01 | 0,11+0,04 | 0,13+0,05 | 0,19+0,01 | 0,29+0,03 | 0,50+0,01 | 0,76+0,03 400+0,01
EAQAG 0,10+0,01 | 0,17+0,02 | 0,26+0,03 | 0,51+0,10 | 0,72+0,05 | 1,12+0,08 | 1,45+0,02 | 94,15+0,01
EHMCD 0,10+0,01 | 0,13+#0,02 | 0,20+0,03 | 0,33x0,01 | 0,55+0,04 | 1,00+0,06 | 1,80+0,16 | 179,64+0,03
EAQCD 0,08+0,00 | 0,10+0,01 | 0,14+0,01 | 0,18+0,01 | 0,28+0,01 | 0,51+0,05 | 0,68+0,02 393+0,03
1,5625 3,125 6,25 12,5 25 50 100 Aos (Hg/ml)
BHT 0,11+0,04 | 0,19+0,01 | 0,33+0,04 | 0,66+0,07 | 1,03+0,07 | 1,48+0,09 | 2,04+0,14 9,62+0,87
BHA 0,23+0,07 | 0,46+0,00 | 0,78+0,01 | 1,34+0,08 | 2,36+0,17 | 3,45+0,02 | 3,76+0,03 3,64+0,19
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Figure 111.38. Valeurs des Agso du test CUPRAC pour [’extraits hydro-méthanoique
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Figure 111.39. Valeurs des Aoso du test CUPRAC pour [’extraits aqueux.

La comparaison de I’extraits de la plante Androcymbium gramineum permet de constaté que
I’extraits aqueux sont plus actifs que les extraits hydro-méthanoique, par contre ’extraits de la
plante Cynodon dactylon ermet de constaté que 1’extraits hydro-meéthanoique sont plus actif

que les extraits aqueux.

Notament, la présente étude a montré que 'EAQAG (Aoso= 94,15+0,01 pg/ml) possede une
activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine par rapport au standard BHA
(Aos50=3,64+0,19 pg/ml). Cet extrait est vingt-cing fois plus actif que celui de D’extrait
EAQCD qui présente un (Aoso= 393+0,03 pg/ml) est cent sept fois plus forte que les

e
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standards BHA (a050=3,64+0,19 pg/ml).par contre Par contre, les extraits EHMAG et
EHMCD ont manifesté une faible activité de réduction (Aos0=400+0,01 pg/ml), (Aos0=
179,64+0,03ug/ml) par rapport aux standards BHA et BHT.

Cette différence d’activité vis-a-vis au complexe cuivre-néocuproine est due a plusieurs
critéres que possede les polyphénols tels que le nombre et la position (positions 3°, 4’ et 5°)
de groupes d'hydroxyle aussi bien que le degré de conjugaison de la molécule entiere (double
liaison C2-C3), le groupe carbonyle en position 4 (oxo) et la structure ortho-dihydroxy sur le
cycle B (groupement catéchol) qui sont importants pour le transfert facile [6]

111.1.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe2+-Phénontroline

Suite a une réaction d’oxydoréduction, un complexe Fe+2- phénantroline de couleur rouge-
orangé est formé. Cette réduction est déterminée par la mesure de valeurs de Agso des extraits
de la plante et celles des standards BHA et BHT ce qui a permis d’obtenir les résultats

suivants :

(@) (b)

Figure 111. 40. La plaque de dosage de [’activité de réduction par la formation du complexe
Fe+2- phénantroline par les extraits (a) aqueux, (b) hydro-méthanoique d’Androcymbium
gramineum , Cynodon dactylon .
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Tableau 111 .10. Absorbance du complexe Fe*2- phénantroline des extraits d’Androcymbium
gramineum , Cynodon dactylon .

Concentration Absorbance Ao
5

Extraits-(ug/ml) |

12,5 25 50 100 200 400 800 (ug/ml)
et standards
EAQAG 0,31+0,02 | 0,33+0,01 | 0,39+0,02 | 0,54+0,02 | 0,67+0,13 | 0,93+0,07 | 1,28+0,15 | 86,25+0,02
EAQCD 0,33+0,01 | 0,36+0,02 | 0,43+0,03 | 0,72+0,21 | 0,80+0,04 | 1,24+0,06 | 2,03+0,16 | 58,54+0,25
EHMAG 0,27+0,01 | 0,28+0,02 | 0,32+0,00 | 0,43+0,07 | 0,50+0,12 | 0,75%+0,29 | 0,83+0,04 200+0,1
EHMCD 0,27+0,01 | 0,28+0,02 | 0,29+0,01 | 0,31+0,02 | 0,35+0,01 | 0,44+0,02 | 0,50+0,06 800+0,06

0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 Aos (ug/ml)
BHA 0,49+0,01 | 0,59+0,01 | 0,73+0,02 | 0,93+0,01 | 1,25+0,04 | 2,10+0,05 | 4,89+0,06 | 0,93+0,07f
BHT 0,47+0,01 0,47+0,01 0,53+0,03 | 1,23+0,02 | 1,84+0,01 | 3,48%0,03 4,84+0,01 2,24+0,17¢

900 800

800

700

600

500

400

300 200

200

100 0.932.24

0

Meoh Standare
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Figure 111.41. Valeurs des A0.5 dans le test phénanthroline pour [’extrait hydro-

méthanoique.
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Figure W11 .42. Valeurs des A0.5 dans le test phénanthroline pour [’extrait aqueux.
Les résultats obtenus par cette activité montrent que tous les extraits sont révélés capables de
réduire le fer et de former un complexe Fe*?- phénantroline. A partir du Tableau 10 et la
Figure 40, on peut déduire que I’extrait aqueux d’Cynodon dactylon (L) montre le pouvoir
réducteur le plus important (Aoso= 58,54+0,25 ug/ml) par rapport aux autres extraits. Ce
dernier est vingt-six plus supérieur a celui d’extrait aqueux d’Androcymbium gramineum
(Aoso= 86,25+0,02 ug/ml). Toutefois, les deux standards le BHA et le BHT présentent les

plus fortes activités réductrices (Ao50=0,93+0,07 et 2,24+0,17 ug/ml respectivement).

Les résultats obtenus par notre extrait malgré I’existence de pouvoir réducteur et la formation
de complexe mais sont trés loin a comparé avec celle de BHA et BHT. Dans cette activité, la
présence des réducteurs dans les extraits de la plante permet de réduire le Fe*® en Fe*2. Par
conséquent, ce dernier forme un complexe stable avec la phénantroline de couleur rouge
orangé. Ce complexe Fe*?- phénantroline est révélé par la méthode spectrophotométrique, ce
qui permet de doser les ions ferreux et donc de déterminer le pouvoir réducteur de
’antioxydant testé. Cette différence du pouvoir réducteur vis-a-vis au complexe Fe*?-
phénantroline est due a la capacité réductrice des polyphénols en tant qu'antioxydants qui
dépend du degré d'hydroxylation et du degré de conjugaison des composés phénoliques.
Spécifiquement pour les flavonoides, il a été suggeré que la capacité d'élimination des
radicaux libres augmente lorsque les conditions suivantes sont présentes : la présence d'une
structure 3',4'-dihydroxy dans le cycle B, la présence d'une double liaison (C2-C3) en
conjonction avec le groupe 4-oxo dans I'hétérocycle et la présence de groupes 3- et 5-

hydroxyle dans le cycle A avec une fonction 4-oxo dans les cycles A et C. [7]

111.2.2. Activité enzymatique

L’¢évaluation de [D’activité enzymatique des extraits : hydr-méthanoique (EHMAG et
EHMCD), aqueux (EAQAG et EAQCD) a été realisée par I’inhibition de deux enzymes.

111.2.2.1. Evaluation de I’activité antidiabétique

L’activité antidiabétique des extraits mére des deux plantes Androcymbium gramineum,
Cynodon dactylon a été évaluée en mesurant leurs capacités a inhiber ’enzyme alpha-

amylase.
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v' Inhibition de I’alpha amylase

Dans cette étude, I’activité inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase des différents extraits de a
été évaluée d’Androcymbium gramineum, Cynodon dactylon. Par la détermination des
concentrations inhibitrices CI50 par rapport au standard 1’acarbose en se basant sur la capacité

d’une substance a inhiber cette enzyme. Les résultats sont présentés au-dessous :

Figure.43. Plaques de dosage de [’activité inhibitrice d’alpha-amylase des extraits
d’Androcymbium gramineum.

Figure.44. Plaques de dosage de [’activité inhibitrice d’alpha-amylase des extraits de
Cynodon dactylon.
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Tableau 111 .11. Inhibition de [’a-amylase par les extraits d 'Androcymbium gramineum, Cynodon

Concentration

dactylon.

% d’inhibition
12,5 25 50 100 200 400
2,75+0,46 = 3,84+1,04 6,19+161 8,75+2,17 9,15+191  9,94+227
1,91+1,60 2,28+0,07 2,30+0,18 2,42+0,15 2,67+0,22 2,96+0,33
11,1440,21 14,06+0,85 19,10+1,07 21,45+0,43 24,02+0,22 31,14+0,63
2,88+0,39  6,05+0,58 6,36+2,16  7,06+0,34 8,15+0,88  8,88+1,24

125 250 500 1000 2000 4000
8,08+0,30 @ 9,46+0,11 10,70+0,96 31,81+2,89 37,21+3,54 53,05+1,59

Extraits (ug/ml)
et standard 6,25
EHMAG 2,36+0,57
EAQAG 1,88+0,5
EHMCD 9,1840,79
EAQCD 2,4140,32
62,5
Acarbose 7,76x0,17
4000
3500
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2500
2000
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1000
500
0

3650.93

400400
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Figure 111.45. Valeurs des Clso du test d’inhibition de ’a-amylase pour [’extrait hydro-méthanoique.
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Figure 111.46. Valeurs des Clso du test d’inhibition de [’a-amylase pour [’extrait aqueux.
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Selon les résultats obtenus dans cette étude (Tableau 11, Figure 44), on constate que tous les
extraits d’Androcymbium gramineum, Cynodon dactylon ont manifesté 1’inhibition de
I’enzyme trés faible (Clso >400 pg/ml) comparé a celui du standard 1’acarbose (Clso =
3650,93+10.70 pg/ml).

Cette différence d’activité inhibitrice de I’alpha-amylase peut étre justifiée par la présence
dans EHMCD d’une classe autre que les flavonoides car ces derniers ne représentent que
31,14% du contenu total en polyphénols. Cette classe est probablement les tanins, une des
principales classes de composés phénoliques caractérisée par la présence des molécules
inhibitrices non spécifiques de diverses enzymes hydrolytiques telles que les a-amylases, les
a-glucosidases et les lipases. Cette inhibition est peut-étre associée a leur capacité a se lier
fortement aux protéines et aux glucides dont I'interaction entre les tanins et les protéines est le
résultat de multiples liaisons hydrogénes et d'associations hydrophobes. A la suite de cette
interaction, il se produit un blocage des sites catalytiques des enzymes et leur activité est donc
inhibée. [8]

111.2.2.2. Evaluation de Iactivité anti-Alzheimer

L’activité anti-Alzheimer des extraits mere des deux plantes Androcymbium gramineum,
Cynodon dactylon a été évaluée en mesurant leurs capacités a inhiber 1’enzyme alpha-

amylase.
v’ Inhibition de I’acétylcholinestérase

Le test d’Ellman est basé sur le clivage de I’acétylcholine par I’acétylcholinestérase pour
produire de la thiocholine. Cette derniére va réagir avec le 5,5'-dithiobisnitrobenzoate

(DTNB) pour former un anion de couleur jaune. [9]
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Figure I11. 47. La plaque de dosage de [’activité inhibitrice de [’ acéthylcholinestérase par
les extraits d’Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon.

L’inhibition des cholinestérases est une stratégie largement pratiquée dans le traitement
symptomatique d’Alzheimer. Plusieurs produits naturels, notamment des polyphénols, ont
montré une activité inhibitrice de ces enzymes et par conséquent représentent une source des
nouveaux traitements de cette maladie neurodégénérative. Nos résultats, exprimés en 1C50
des différents extraits en comparaison avec le standard la galantamine. Les résultats obtenus

sont représentés ci-dessous, (Tableau 12)

Tableau 111.12. Inhibition d’acétylcholinestérase par les extraits Androcymbium gramineum et
Cynodon dactylon.

Concentration 9% d’inhibition

Extraits Clso
(Hg/ml)
et standards 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 (Hg/ml)

EHMAG 21,761, 30,7816 = 33,22+1,0 3535+4,8 59,8625 60,46+2,54 @ 74,08+2,29 44+2 .51
EAQAG 24,571, 26,05+1,9 28,52+1,2 41,29+1,8 46,57+2,3 63,29+2,32 70,52+4,11  57,05+2,35
EHMCD 9,46+ 18,80+ 20,12+ 23,08+ 24,27+ 30,38+ 32,57+ >200
EAQCD NA NA NA NA NA NA NA NA
Galantamine = 3,26+0,6 = 6,93%0,62 24,03+ 45,13+ 63,87+ 73,57+ 0,77 78,95%0,58  34,75+1,99°
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Figure 111 .48. Valeurs des Clso du test d’inhibition de I’o-amylase pour I’extrait hydro-
methanoique.
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Figure 11.49 .Valeurs des Clso du test d’inhibition de I’a-amylase pour [’extrait aqueux.

A partir du Tableau 12 qui présente le pourcentage d’inhibition de I’acétylcholinestérase par
les extraits de AG et CD, on remarque que I’extrait EHMAG a montré une activité modérée
contre la AChE (C150=44+2.51ug/ml), qui est une fois que celle du standard la galantamine
(C150=34,75£1,99 ug/ml). Par contre I’extrait EAQAG (CI50=57,05+£2.35ug/ml) a
faiblement inhibé I’activité de la AChE. Alors que I’extraits EHMCD ont manifesté une faible
activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase (Cls0>200 pg/ml) et ils sont loin d’étre comparés

a la galantamine. Cependant, ’EAQCD était inactif pour les différentes concentrations.
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D’apres ces résultats, on peut dire qu’AG a présenté une activité modérée de 1’inhibition de
I’acétylcholinestérase par rapport a Cynodon dactylon. L’activit¢é inhibitrice de
I’acétylcholinestérase par la plante AG peut étre due a la présence des polyphénols. Elle est
également due aux alcaloides, terpenes, et coumarines, qui sont des composés possédants des
propriétés anticholinestérasiques [10].
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Conclusion générale

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis des milliers d’années a des fins thérapeutiques
pour traiter naturellement toute une variété de maladies. Cette propriété a été confirmée par
des recherches scientifiques modernes qui ont assuré¢ 1’efficacité de ces plantes grace a leur
richesse en polyphénols qui leur conférent des propriétés biologiques diverses. Dans ce
contexte nous nous sommes intéressés a effectuer des travaux d’étude phytochimique de deux
plantes médicinales algérienne Androcymbium gramineum appartient a la famille
Colchicaceae et Cynodon dactylon appartient a la famille Poaceae ainsi une évaluation in-
vitro des extraits hydro-méthanoique et ’aqueux pour les activités biologiques antioxydantes,
anticholinestérases et antidiabétique de 1’espéce Androcymbium gramineum et Cynodon

dactylon.

Nos résultats ont révélé des taux tres importants en polyphénols totaux et flavonoides, surtout
la plante Androcumbium gramineum de nos extraits aqueux, ce méme extrait hydro-
méthanoique de 1’espéces Androcymbium gramineum  a exercé la plus forte activité
antioxydante dans le test DPPH par contre les autre activités (ABTS, CUPRAC,

phénoltroline) exerce une faible activite.

Les effets anti-enzymatiques des extraits ont été évalués contre deux enzymes,
I’acétylcholinestérase et alpha-amylase. La premiére est responsable de la maladie
d’Alzheimer, et a été inhibé par nos extraits. Ces résultats sont prometteurs pour 1’utilisation
de I’espéce Androcymbium gramineum dans 1’aqueux pour les traitements symptomatiques de
la maladie d’Alzheimer. Alors que I’activité antidiabétique remarquable, une faible activité

Ces activités biologique est probablement liée a la richesse en polyphénols
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Annexe 01 : lecteur des microplaques a 96 puits
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Annexe 02 : organisation de la microplaque
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Annexe 03 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexe 04 : courbe d’étalonnage de Quercétine
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Résumé

La région de Ghardaia possedes une variété florale intéressante dans ce contexte notre travail
repose sur le choix des deux especes Androcymbium gramineum et Cynodon dactylon qui
appartiennent a la famille Colchicaceae et Poaceae respectivement. Ces deux plantes
aromatiques ont des propriétés médicinales assez importante due a son richesse en produit
polyphénolique, de ce fait notre étude s’intéresse a une évaluation biologique en terme

d’effets antioxydants et anti-enzymatiques de ses extraits hydro-méthanoique et aqueux.

Dans la présente étude, nous avons quantifié les polyphénols et les flavonoides totaux pour les
deux extraits de plantes précitées par les méthodes de folin-ciocaltaeu et AICI3
respectivement ; lactivité antioxydante des extraits a été estimée par I’utilisation des

méthodes de DPPH, ABTS, CUPRAC et phénontroline.

Les résultats obtenus ont montré une tres importante inhibition des radicaux libres avec des
valeurs significatives proches a celles des standards. En ce qui concerne l’activité anti-
enzymatique nous avons effectu¢é des études des deux enzymes (a-amylase,
I’acétylcholinestérase) pour faire étudié¢ ’activité antidiabétique et I’activité anti Alzheimer.

Concernant P’activité antidiabétique on a été constaté que I’extrait hydro-méthanoique de
Cynodon dactylon exerce une activité antidiabétique importante qui correspond a une
inhibition maximale de 31,14%. Ce résultat confirme encore le réle des composés poly
phénolique tel que les flavonoides et les tanins dans ’activité antidiabétique. Par contre
I’activité anti Alzheimer exerce une activité anti- AChE tres importante avec une ICso de
(57,0542,35 pg/ml) presque équivalente a celle du standard Galantamine (34,75 £1.99ug/ml)
a I’aide de I’extrait aqueux d’Androcymbium gramineum ; ces résultats confirment encore le
réle des polyphénols, bien que la qualité des produits existe dans I’extrait aqueux qui exerce

un effet positif pour I’activité anticholinestérase.

Nos résultats justifient 1’'usage traditionnel de la plante étudiée en Algérie, et valorise 1’effet
biologique et pharmacologique des extraits. Ils ouvrent également dans une future proche des
perspectives multiples qui nous permettra sans doute d’enrichir le poids scientifique de ce

travail.

Mots clé :
Androcymbium gramineum (Colchicaceae), Cynodon dactylon (Poaceae). Polyphénols.

Stress oxydatif, anti-oxydante, activité enzymatique.



Abstract

The Ghardaia region has an interesting floral variety in this context our work is based on the
choice of the two species Androcymbium gramineum and Cynodon dactylon which belong to
the family Colchicaceae and Poaceae respectively. These two aromatic plants have quite
important medicinal properties due to its richness in polyphenolic product, therefore our study
is interested in a biological evaluation in terms of antioxidant and anti-enzymatic effects of its
hydro-methanoic and aqueous extracts.

The results obtained showed a very significant inhibition of free radicals with significant
values close to those standards. Regarding the anti-enzymatic activity, we carried out our
work with two enzymes (o-amylase, acetylcholinesterase) to study the anti-diabetic and the
anti-Alzheimer activities. Regarding the anti-diabetic activity, it was found that the hydro-
methanoic extract of Cynodon dactylon exerts a significant anti-diabetic activity which
corresponds to a maximum inhibition of 31.14%. This result further confirms the role of
polyphenolic compounds such as flavonoids and tannins in anti-diabetic activity. On the other
hand, the anti-Alzheimer's activity exerts a very important activity with an IC50 of (57.05 *
2.35 pg / ml) almost equivalent to that of the Galantamine standard (34.75 + 1.99 pg / ml) for
the aqueous extract of Androcymbium gramineum; these results further confirm the role of
polyphenols, although the quality of the products exists in the aqueous extract which exerts a
positive effect for anticholinesterase activity.

Our results justify the traditional use of the plant studied in Algeria, and enhance the
biological and pharmacological effect of the extracts. They also open up multiple perspectives
in the near future that will undoubtedly allow us to enrich the scientific weight of this work.

Key words:

Androcymbium gramineum (Colchicaceae), Cynodon dactylon (Poaceae). Polyphenols.
Oxidative stress, antioxydant, enzymatic activity.
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