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Abstract

The valorization of medicinal and aromatic plants arouses a growing interest with the aim of highlighting
their biological activities and their exploitation in the pharmaceutical field for therapeutic purposes. With
this objective, we have carried out the present study which deals with the in vitro evaluation of the
antioxidant, antidiabetic and antimicrobial activities of aqueous and organic crude extracts and their ethyl
acetate and n-butanol factions, prepared from the fruit of Ziziphus jujuba and the aerial part of Micromeria
inodora.

The level of total polyphenols and flavonoids determined in the extracts of Z. jujuba is variable between
42.84 - 94.70 pg eq GA/mg E, and 47.08 - 427.33 g eq Cat/mg E, respectively. In M. inodora extracts the
polyphenol content is high (175.50 - 332.62 ug eq GA/mg E) and flavonoids (86.30-65.38 ug eq Cat/mg
E). RP-HPLC-PDA chromatographic analysis determined the presence of gallic acid and quercetin as
common molecules present in all extracts. The ethyl acetate fraction of M.inodora also contain rutin,
vanillin and naringinin.

The results obtained regarding the antioxidant activity revealed a promising effect of all the extracts,
especially the extracts of M. inodora, notably the ethyl acetate fraction. The 1Cs, values determined for
DPPH in M. inodora extracts are variable between 1.5ug/mL and 18.9ug/mL against 12 to 503.6ug/mL for
Z. jujuba extracts. The main results concerning f-carotene oxidation showed that ethyl acetate and water-
acétone M.inodora extracts strongly inhibited B-carotene oxidation with 1Cs, values ranging from 28 to 32
ug/mL; and from 48 to 61 ug/mL for Z. jujuba extracts ethyl acetate and n-butanol. Concerning the FRAP
method, the ethyl acetate extract of M.inodora (EC50 = 7.5ug/mL) exhibited the best iron reducing
capacity, whereas the Z. jujuba extracts showed variable ICsy between 95 and 782 pg/mL. The total
antioxidant capacity of the Z. jujuba fruit extracts was variable between 19.33 and 71.98 pg eq AG/mg
extract, whereas the extracts of the aerial part of M. inodora showed higher values between 65.54 and
102.83 pg eq AG /mg extract especially in the ethyl acetate fraction.

The results obtained regarding the antidiabetic activity showed that all the extracts provided in vitro
inhibition of a-glucosidase (Z. jujuba 2.81 < ICsy < 6.48 mg/mL; M. inodora 0.46 < ICsy < 0.74 mg/mL)
and a-amylase (Z. jujuba 0.90 <I1Cso < 1.11 mg/mL; M. inodora 0.76 < ICg < 2.29mg/mL) proportional to
the concentration of each extract. Enzymatic kinetics parameters mounted non competitive inhibition of a-
glucosidase by ethyl acetate fraction of Z.jujuba and eau-acétone M.inodora extracts, and of a-amylase by
water-acetone of Z.jujuba and ethyl acetate of M.inodora extracts. The results of the antiglycating effect of
BSA in the presence of 4mg/mL glucose reveal that the extracts of Z. jujuba provided inhibition of AGE
formation (0.85 < ICsp < 5.10) mg/mL); similarly the extracts of M. inodora which showed ICg, values of
0.3 mg/mL (n-butanol) and 3.6 mg/mL (Aqueux).

The extracts of Z. jujuba and M. inodora exhibited low antibacterial activity in liquid and solid media. Only
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25933 strains appeared to be the most
sensitive (110<CMI<450 mg/mL). These extracts showed no inhibitory effect on the growth of Candida
strains.

In conclusion, M.inodora extracts exhibit remarkable antioxidant and antidiabetic activity compared to
Z.jujuba extracts.

Keywords: Ziziphus jujuba; Micromeria inodora, polyphenols, antioxidant activity, antidiabetic activity,
antimicrobial activity.



Résumé

La valorisation des plantes médicinales et aromatiques suscite un intérét croissant dans le but de mettre en
valeurs leurs activités biologiques et leur exploitation dans le domaine pharmaceutique a des fins
thérapeutiques. Dans cet objectif, nous avons réalisé la présente étude qui porte sur 1’évaluation in vitro de
I’activité antioxydante, antidiabétique et antimicrobienne des extraits bruts aqueux et organiques et leurs
factions acétate d’éthyle et n-butanol, préparés a partir du fruit de Ziziphus jujuba et la partie aérienne de
Microméria inodora.

Le taux de polyphénols et de flavonoides totaux déterminés dans les extraits de Z. jujuba est variable de
42,84 a4 94,70 ug eq AG/mg Es, et de 47,08 a 427,33 ug eq Cat/mg Es, respectivement. Les extraits de M.
inodora la teneur en polyphénols est élevée (175,50 et 332,62 ug eq AG/mg Es) et en flavonoides (86,30 et
65,38 ug eq Cat/mg Es). L’analyse chromatographique RP-HPLC-PDA a déterminé la présence de 1’acide
gallique et la quercétine comme molécules communes présentent dans tous les extraits. La fraction acétate
d’¢éthyle de M. inodora renferme en plus la rutine, la vanilline et la naringinine.

Les résultats obtenus concernant 1’activité¢ antioxydante ont révélé un effet prometteur de I’ensemble
des extraits, en particulier les extraits de M. inodora, notamment la fraction acétate d’éthyle. Les valeurs de
ICs déterminées pour le DPPH sont variables de 1,5ug/mL a 18,9ug/mL contre 12 a 503,6pug/mL pour les
extraits de Z. jujuba. Les principaux résultats concernant l'oxydation du B-carotene ont montré que les
extraits acétate d’éthyle et eau-acétone de M. inodora ont fortement inhibé 1'oxydation du B-caroténe avec
des valeurs d’ICsg variantes de 28 a 32 pg/mL ; et de 48 a 61 pg/mL pour les fractions acétate d’éthyle, n-
butanol de I’extrait aqueux et eau-acétone de Z. jujuba. Concernant la méthode du FRAP, I'extrait acétate
d’éthyle de M.inodora (ECsp = 7,50g/mL) a présenté le meilleur pouvoir réducteur du fer, tandis que les
extraits Z. jujuba ont affiché des ICs, variables de 95 & 782 ug/mL. La capacité antioxydante totale des
extraits du fruit de Z. jujuba est variable de 19,33 & 71,98 pg eq AG/mg extrait, alors que les extraits de la
partie aérienne de M. inodora montrent des valeurs plus élevés de 65,54 a 102,83 pg eq AG /mg d'extrait
notamment dans la fraction acétate d’éthyle.

Les résultats obtenus concernant ’activité antidiabétique ont montré que 1’ensemble des extraits ont
assuré in vitro une inhibition I’a-glucosidase (Z. jujuba 2,81 <ICsy< 6,48mg/mL; M. inodora 0,46 <ICsy<
0,74 mg/mL) et de I’a-amylase (Z. jujuba 0,90 <ICsp< 1,11 mg/mL; M. inodora 0,76 <I1Cs < 2,29mg/mL)
proportionnelle a la concentration de chaque extrait. Les paramétres de la cinétique enzymatique ont monté
une inhibition non compétitive de 1’a-glucosidase par la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait eau-acétone de
Z.jujuba et eau-méthanol de M.inodora, et de I’a-amylase par les extraits eau-acétone de Z.jujuba et acétate
d’éthyle de M.inodora. Les résultats de I’effet antiglycant de BSA en présence de 4mg/mL de glucose
révelent que les extraits de Z. jujuba ont assuré I’inhibition de la formation des AGE (0,85 < ICsq < 5,10
mg/mL); de méme les extraits de M. inodora qui ont présenté des valeurs de ICsyde 0,3 mg/mL (n-butanol)
et 3,6 mg/mL (aqueux).

Les extraits de Z. jujuba et M. inodora ont affiché une faible activité antibactérienne en milieu liquide et
en milieu solide. Seules les souches Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25933
semblent les plus sensibles (110<CMI<450mg/mL). Ces extraits n’ont présenté aucun effet inhibiteur de la
croissance des souches de Candida.

En conclusion, les extraits de M.inodora présentent une activité antioxydante et antidiabétique
remarquables par rapport aux extraits de Z.jujuba.

Mots clés: Ziziphus jujuba; Microméria inodora, polyphénols, activité antioxydante, activité
antidiabétique, activité antimicrobienne.
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Introduction générale

Le monde végétal grace a sa richesse en métabolites secondaires qui procurent des
propriétés curatives appréciables, constitue la source majeure de nouveaux principes actifs.
L’échec des traitements pharmaceutiques conventionnels, pour les maladies chroniques et en
particulier pour les maladies métaboliques et infectieuses, la forte incidence des effets
indésirables qui leur sont associés et I’insuffisance des infrastructures sanitaires dans les pays
en voie de développement, font qu'une large tranche de la population mondiale dépend
essentiellement de la médecine naturelle pour se soigner (Eddouks et al., 2007; Eddouks et
al., 2017; Eddouks et al., 2019).

Selon les estimations de 1’organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80 % de la
population africaine ont recours aux traitements traditionnels (OMS, 2000; OMS, 2002;
Eddouks et al., 2007; Bouzabata et al., 2019)

Le succés des plantes médicinales s’explique par la maitrise technique et scientifique
pluridisciplinaire fournis par la chimie, la pharmacologie, et 1’ethnopharmacologie qui ont
permis l'extraction de principes actifs et le développement de nouvelles formes thérapeutiques
et galéniques plus adaptées et plus efficaces (Eddouks et al., 2007; Chabrier, 2010;
Bouzabata et al., 2019). De nos jours, plus de 50% des médicaments sont d’origine végétale
(Jamshidi-Kia et al., 2018).

De ce fait, les plantes médicinales et aromatiques suscitent un intérét croissant dans la
recherche scientifique a 1’échelle mondial, et sont de plus en plus exploitées dans le domaine
pharmaceutique a des fins thérapeutiques et cosmétiques. L’Algérie, par sa biodiversité
climatique et végétale constitue un véritable réservoir des espéces spontanés et endémiques ;
dont un grand nombre de plantes sont considérées comme aromatiques et médicinales, et sont
largement utilisées en médecine traditionnelle. Certaines de ces especes constituent 1’objectif
de plusieurs études scientifiques qui s’intéressent a la mise en évidence de leurs propriétés
thérapeutiques, ainsi que I’extraction et 1’identification de leurs principes actifs (Bouzid et

al., 2017; Hamel et al., 2018).

Dans le cadre de la valorisation des propriétés thérapeutiques des plantes médicinales
locales, les travaux scientifiques dans notre laboratoire de recherche Antibiotique,
Antifongique : Physico-chimie synthese et activité biologique, s’intéressent a la recherche
d’éventuelles activités biologiques d’une variété de plantes médicinales. Dans ce contexte,

s’inscrit I’objectif de ce travail de thése consacré a I’évaluation in vitro de Dactivité



Introduction générale

antioxydante, antidiabétique, et antimicrobienne des extraits de Ziziphus jujuba Mill (famille
des Rhamnacées), communément appelé jujubier, et de Micromeria inodora (Desf.) Benth.
connue sous le nom de thym inodore (famille des Lamiacées) récoltées dans la région de
Tlemcen. Ces deux especes sont répertoriés dans les enquétes ethnobotaniques pour leurs
propriétés médicinales, essentiellement antidiabétique, anti-inflammatoire, anticancereuse et
antimicrobienne (Beniston et al., 1984; Mukhtar et al., 2004; Stojanovi et al, 2008; Goetz,
2009; San et al., 2010).

Notre approche expérimentale regroupe deux grandes parties, la premiere est consacrée a
I’étude phytochimique des deux espéces étudiées. Elle consiste a la préparation a partir du
fruit Ziziphus jujuba Mill et de la partie aérienne de Micromeria inodora (Desf.) Benth, des
extraits bruts aqueux et organiques ainsi que leurs fractions acétate d’éthyle et n-butanol. Les
différents extraits obtenus font I’objet d’un screening phytochimique, un dosage de

polyphénols et de flavonoides totaux, et une analyse chromatographique RP-HPLC-PDA.

La deuxiéme partie, est consacrée a 1’étude in vitro des activités biologiques des extraits
préparés, nous nous sommes intéressées a 1’étude de I’activité antioxydante en utilisant le test
du pouvoir antiradicalaire sur le radical DPPH ; le test de blanchiment du B-caroténe (BCB),
le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP), et le test de la capacité antioxydante totale (CAT)
en utilisant le phosphomolybdéne. L’activité antidiabétique a été réalisée par mesure de
I’activité des enzymes a-glucosidase et a-amylase en point terminal et en cinétique, et aussi
par mesure de D’effet antiglycant des extraits sur 1’albumine du sérum bovin (BSA). Nous
avons également testé I’effet antimicrobien des extraits récupérés en utilisant la méthode de

diffusion en milieu solide et la méthode de microdilution en milieu liquide.

Le présent manuscrit comporte une introduction générale qui présente 1’objectif de ce
travail de these ; en suite une synthése bibliographique sur les métabolites secondaires et leurs
effets biologiques, notamment 1’effet antioxydant, antidiabétique et antimicrobien, ainsi
qu’une présentation des plantes étudiées Z. jujuba et M. inodora. Le chapitre matériel et
méthodes regroupe les techniques et les méthodes utilisées, suivi par la présentation et
I’interprétation des résultats obtenus, et enfin une discussion générale des principaux résultats

avec présentation des perspectives.
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Les especes végétales jouent un role fondamental dans la nature; elles présentent une
composition chimique complexe formée de molécules qui ont un rdle essentiel, dont on ne
peut négliger I’importance. Cette composition confére a la plante, sa caractéristique
aromatique et ses vertus thérapeutiques responsables de son utilisation dans divers domaines,
pharmaceutique, cosmétique, alimentaire, agroalimentaire et culinaire (Verbois, 2002; Daira,
et al., 2016).

Il existe environ 50000 a 70000 especes végétales utilisées dans la phytothérapie a travers
le monde, dont plus de 35000 sont utilisées dans les industries pharmaceutiques, chimiques ou
cosmetiques (Basli et al., 2012; llbert et al., 2016).

L’ Algérie par sa géographie offre une biodiversité écologique et végétale, sur 3000 espéces
15% sont endémiques. Cependant, seulement 146 sont considérées comme médicinales mais
qui sont trés peu explorées en phytochimie ainsi qu’en pharmacologie (Daira et al., 2016;

Bouzid et al., 2017; Hamel et al., 2018).

La valorisation des plantes médicinales, employées en phytothérapie, consiste a la
recherche de molécules alternatives aux principes actifs de synthése chimique ayant dans
certains cas des risques de toxicité pour la santé humaine et pour 1’environnement (Eddouks
et al., 2007; Ghazghazi et al., 2013; Azzouzi et al., 2015).

Les constituants actifs responsables des vertus médicinales des plantes sont généralement
des métabolites secondaires, issus de différentes voies métaboliques. Ces métabolites sont des
constituants non indispensables a la survie de la plante par opposition aux métabolites
primaires (glucides, lipides et acides aminés) qui sont strictement nécessaires. Les métabolites
secondaires jouent un rble dans la maturation des fruits, 1’adaptation aux conditions
climatiques, la défense et la protection contre le stress environnemental (Boizot et al.,
2006 ;Ramakrishna et al., 2011 ; Basli et al., 2012).

Les métabolites secondaires sont classés en trois grandes familles chimiques, les
terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques. Les terpénoides représentent une
vaste catégorie de phytoconstituants lipophiles avec plus de 23000 structures, qui résultent de
la polymérisation des isoprenes (fig. n°01). lls sont présents dans de nombreuses substances
naturelles comme les hormones (gibbérellines), les pigments (caroténe, xanthophylle), les

vitamines, les stérols (cholestérol) ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles
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(limonene, géraniol). Ces composés volatiles aux propriétés odorantes, sont le moyen de
communication et de protection des plantes contre les insectes prédateurs ; Ils sont utilisés en
aromathérapie grace a leur propriété antimicrobienne, antifongique, antiseptique, antivirale,
antioxydante, antihypertensive, anti-inflammatoire, anxiolytique, antidépresseur et
bronchodilatateur (Hopkins, 2003; Jovanovic et al. 2010; Costa et al., 2012; Katerova et
al., 2012; Kabera et al., 2014 ; Han et al., 2020).

CH;

)\/\/l\/\ CH
N AN OH Hzc*/ 2

Géraniol Isoprene

CHs
@ W/\/YW\Q
O cH,

H B- caroténe

Limonéne

Figure n°01 : Structure chimique de quelques terpénoides.

Concernant les alcaloides, ils constituent un groupe de molécules azotées hétérocycliques a
caractére alcalin d’ou leur nom. Plus de 12000 composés ont été isolés. Le premier alcaloide
identifié fut la morphine (fig. n°02) qui provient du pavot (papaver somniferum) utilisée
actuellement comme analgésique en médecine (Costa et al., 2012). Les alcaloides sont
connus également pour leur effet sédatif (codéine), antidiabétique (berbérine), anticancéreux
(tomatine), stimulant (caféine), antimalarique et antipyrétique (la quinine). Ils sont également
caractérises par leur propriétés antibactériennes et anti-oxydantes (Ujvary, 1999 ; Garrido et
al., 2002; Raven et al., 2003 ; Costa et al., 2012 ; Katerova et al., 2012; Kabera et al.,
2014).

Morphine caféine

Figure n°02 : Structure chimique de quelques alcaloides.
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La famille des composés phénoliques regroupe une large gamme de molécules qui
contribuent dans la croissance, le développement, la signalisation et la défense des plantes.
Actuellement, plus de 8000 structures chimiques identifiées sont tous caractérisées par au
moins un groupement hydroxyle (-OH) attaché a un cycle aromatique. Ces composés sont
répartis en deux grands groupes: les flavonoides et les non-flavonoides (Chira et al., 2008;
Kennedy,2014; Bouterfas et al., 2016). Les non-flavonoides sont représentés essentiellement
par les acides phénoliques, les tanins, les stilbénes, les lignanes. Les acides phénoliques,
comme I’acide vanillique, I’acide gallique et 1’acide p-coumarique, sont des dérives de
I’acide benzoique et I’acide cinnamique (fig. n°03) (Chira et al., 2008; Vermerris et al.,
2008; Anku et al., 2017).

COOH COOH COOH COOH
@ -.-.--
=
0H OH H

Acide benzoique  Acide p-hydroxybenzoique Acide gallique Acide vanillique
Figure n°03 : Structure chimique de quelques acides phénoliques.

Les tanins constituent la forme majoritaire des polyphénols non-flavonoides, caractérisés
par leur pouvoir astringent et ayant une structure complexe qui leur conférent la capacité de
précipiter les protéines et de s’associer avec plusieurs molécules telle que la cellulose,
I’amidon et les minéraux. Ils sont utilisés contre les diarrhées, les tumeurs de 1’estomac et du
duodénum, ainsi comme antiseptique ou anti-inflammatoire. Ces molécules sont généralement
classées en deux groupes, les tannins hydrolysables (les gallotanins, les éllagitanins, les
tannins complexes) et les tanins condensés (fig. n°04) (Vermerris et al., 2008; Kabera et al.,
2014; Andrade et al., 2015; Isah et al., 2019).
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Figure n°04: Structure chimique des tanins condensés (A) et des tanins hydrolysables (B).

Les stilbenes sont également des composés non flavonoides caractérisés par une structure
carbonée particuliére, deux noyaux benzéniques reliés par un pont méthyléne incluant des
monomeres (comme le resvératrol) et des oligomeéres. lls sont produits par les plantes en
réponse a des attaques fongiques, bactériennes ou virales. Le resvératrol (fig. n°05) est
considéré comme un puissant antioxydant et qui a également des propriétés anti-

inflammatoires et neuroprotectrices (Chira et al., 2008; Richard et al., 2014).

resvératrol H OH
picéatannol OH

g-viniférine

Figure n°05: Structure chimique des stilbénes (Richard et al., 2014).

Quant aux flavonoides, ils sont caractérisés par une structure complexe constituée de deux
noyaux aromatiques (cycles A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C). IIs jouent un role
important dans les processus de défense contre le rayonnement UV et le stress oxydatif ainsi
que dans la résistance aux phytopathologies (Kumar et al., 2013; Carletti et al., 2014;
Kabera et al., 2014). On peut distinguer plusieurs sous-classes (fig. n°06): les flavonols
(quercétine et rutine), les flavan-3-ols (catéchine et son isomere épicatéchine), les isoflavones
(Génistéine), les flavanones (naringinine), les flavones (apigénine, lutéoline) et les
anthocyanidines (cyanidine). Les flavonoides sont dotés de plusieurs propriétés biologiques

notamment D’effet hépatoprotecteur, antibactérien, antivirale, anticancereux, anti-
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inflammatoire et antioxydant (Ghedira, 2005; Chira et al., 2008; Vermerris et al., 2008;;
Kumar et al., 2013; Mauludin et al., 2013; Kabera et al., 2014; Nde et al., 2015;
Ganeshpurkar et al., 2017).

o o ¢
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o delphinidine, Kaempférol,
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Proanthocyanidines, -3
Théaflavines...

At

LN

_Flavones Flavanones Isoflavones
Apigénine, lutéoline... Hespéridine, Génistéine,
Naringinine... Daidzéine...

Figure n°06 : Sous-classes des flavonoides (Ghedira, 2005; Kumar et al., 2013)

Les propriétés biologiques et curatives des métabolites secondaires, appelés également
produits ou substances naturelles, ont amplifié I’importance de leur utilisation et la diversité
de leurs domaines d’application, comme le domaine agroalimentaire, cosmetique et
pharmaceutique. Ce dernier domaine, a amplement captivé une grande importance a 1’égard
de nombreuses thématiques scientifiques, car les produits naturels jouent un réle important

dans I’innovation pharmaceutique (Bougandoura et al. 2013; Lehmann, 2013).

L’intégration des plantes médicinales dans les soins de santé primaires est
considérablement encouragée aussi bien dans les pays industrialisés que ceux qui sont en voie
de développement. Environ 25 % des médicaments dérivent directement ou indirectement des
plantes médicinales ; dans le cas des anticancéreux ou les anti-infectieux cette proportion
aborde 60 % ( Lehmann, 2013; Isah, 2019).
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Les médicaments a base de plantes, fabriqués a partir d’une ou plusieurs especes végétales
et par opposition aux médicaments de synthése sont des mélanges complexes regroupant de
nombreux principes actifs, dont leur effet thérapeutique est éventuellement complémentaire
ou synergique sur une cible physiologique unique ou multiple. Ce type de médicaments
trouve son utilisation pharmaceutique dans le traitement de diverses maladies, tant aigués que

chroniques, qui touchent la santé humaine (Briskin, 2000; Bieberstein, 2010).

La lutte contre les maladies qui ont d’importantes répercussions sur la santé publique est
une préoccupation mondiale, notamment les maladies infectieuses (la tuberculose, le SIDA et
le paludisme), les troubles nutritionnels et les maladies non transmissibles comme 1’accident
vasculaire cérébral (AVC), les maladies cardiovasculaires, les maladies respiratoires, le
diabeéte et le cancer (Ly, 2012; OMS, 2000).

Les maladies non transmissibles responsables de 63% de la mortalité mondiale et 80% des
déces dans les pays en développement et les pays a revenus intermédiaires, sont directement
ou en grande partie générées par le stress oxydatif, soit comme un activateur soit comme un

aggravant du probleme de santé (Ly, 2012).

Le stress oxydatif, par définition, est un déséquilibre entre la production des especes
réactives de I’oxygene (les prooxydants) et les défenses antioxydantes de I’organisme (les

antioxydants) en faveur des premieres (Haleng et al., 2007; Chung et al., 2013).

Les antioxydants sont des molécules capables de neutraliser les pro-oxydants et de lutter
contre le stress oxydatif. 1l existent sous deux formes, endogéne ou enzymatique et qui
regroupe la catalase, la superoxide dismutase, la glutathione peroxidase, la peroxidase; et
exogene ou non enzymatique représenté par la glutathion, 1’acide ascorbique, a-tocophérol, -
carotene et les polyphénols (Lamb et al., 2008; Stangeland et al., 2009; Pakkish et al.,
2016). D’autres antioxydants de synthése, représentés par 1'hydroxyanisole butylé (BHA) et
I’hydroxytoluéne butylé (BHT) connus sous le code E320 et E321, respectivement, sont
largement utilisés en cosmétique et dans 1’industrie alimentaire pour éviter le rancissement
des lipides (huiles, beurres...) (Richard et al., 2014; Bouterfas et al., 2016).

Le développement de nouveaux antioxydants naturels d’origine végétale a suscité de plus
en plus d’intérét pour substituer les antioxydants de synthese associés a des risques de toxicité

(cancérigénes). Plusieurs études scientifiques ont révélé le pouvoir antioxydant d’une gamme
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de plantes médicinales et le mécanisme d’action de certains phytoconstituants, le tableau
n°01 résume quelques molécules antioxydantes isolées a partir de quelques plantes
médicinales (Embuscado, 2015).

Tableau n°01 : Quelques molécules antioxydantes isolées a partir de quelques plantes
médicinales (Embuscado, 2015).

Plante Nom scientifique Molécules antioxydantes Mode d’action
Neutralisation des radicaux
. . . libres,
. Rosemarinus Carnosol, acide carnosique, I
Romarin S . S Inhibition de la
officinalis aciderosmarinique, rosmanol T
peroxydation lipidique,
Chélation des métaux
Sauge Salvia officinalis Carnosol, acide carnosique,
g L. acide rosmarinique, rosmanol
. Acide rosmarinique, acide
. Origanum .
Origan vulgaris caffeique, tymol,
dihydroquercetin
Thvm Thymus vulgaris Thymol, acide gallique,
y L. caffeique et rosmarinique Neutralisation des
. o radicaux libres
Gingembre Ginger Zingiber Gingerol, zingerone
g officinale gerol, zing
Curcuma Curcuma Curcumins
domestica L.
Poivre noir Piper nigrum L Kaempferol, rhamnetine,
P g ' quercetine
. Clove Eugenia Eugenol, isoeugenol, tannins,  Neutralisation des radicaux libres,
Girofle . . mgs .
caryophyllata acide gallique chélation des métaux
B-carotene, B-sitosterol, acide
Mariolaine Majorana caffeique, eugenol, Neutralisation des
] hortensis hydroquinone, acide radicaux libres
rosmarinique
. Cumin Cumimum . . Neutralisation des radicaux libres,
Cumin Cuminal, y-terpinene,

cymimum chélation des métaux

Selon leur origine, les pro-oxydants peuvent étre des espéces réactives de 1’oxygene (ERO)
ou des especes réactives de 1’azote (ERN). Ces deux formes peuvent étre des oxydants non
radicalaires (dépourvu d’¢lectrons non appariés) précurseurs des radicaux libres, comme le
peroxyde d’hydrogéne (H.0,), I’oxygéne singulet (‘O,), I’acide hypochloreux (HOCI) et le
peroxynitrite (ONOO) ; ou bien des radicaux libres porteurs d’un électron non apparié, le
radical hydroxyle (OH®), ’anion superoxyde (O"), le radical hydroperoxyle (HO,®) et le
monoxyde d’azote (NO®) (Deramaudt et al., 2013 ; Ruskovska et al., 2013).



Synthése bibliographique

En fonction de leur concentration, les radicaux libres peuvent avoir un rdle physiologique
ou un effet toxique. A faible concentration ils sont impliquées dans, I’apoptose, la régulation
de facteurs de transcription et I’expression de certains genes (telle que 1I’expression génétique
d’enzymes antioxydantes) ainsi dans certaines voies de signalisation, le cycle cellulaire, la
défense immunitaire et la phagocytose des bactéries par les cellules polymorphonucléaires
(Favier, 2003; Haleng et al., 2007 ; Puca et al., 2013). Cependant dans certaines
circonstances, I’excés de radicaux libres non maitrisé par les systémes de défense, s’avére trés
dommageable pour les macromolécules, les cellules et 1’organisme (Favier, 2003; Haleng et
al., 2007).

Les premicres cibles privilégiées de 1’oxydation sont les phospholipides membranaires et
les acides gras polyinsaturés, acide linoléique et 1’acide arachidonique (Cillard et al., 2006;
Ruskovska et al., 2013 ; Olivares et al., 2016). La peroxydation des lipides est une réaction
en chaine provoquée par les dérivés de I’oxygéne, en particulier le radical hydroxyle (OH®),
qui est capable d'arracher un atome d'hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles
liaisons pour former un radical diéne conjugué (phase d’initiation), oxydé en radical peroxyle
(phase de propagation), et qui peut altérer de nombreuses molécules lipidiques en phase de
terminaison (fig. n°07), ce qui provoque une altération de la fluidité membranaire qui conduit
inévitablement a la mort cellulaire (Favier, 2003; Cillard et al., 2006 ; Haleng et al., 2007;
Ruskovska et al., 2013 ; Olivares et al., 2016).
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Réorganisation
des doubles liaisons

+ 'OH
A /= =\ A fCOOH 00H
[ ° COOH

Acide gras polyinsaturé Radical lipidique s Sy
L ) Diéne conjugué

Il. Phase de propagation

» NV VY

VANV +0, +L Radical lpidique
H 'COOH q COOH _> +
Diéne conjugué Radical peroxy! \/yv=\/\( OO0H

(LOO) i

Hydroperoxyde lipidique
Il. Phase de terminaison

L # B —if L-L
LOO' + LOO =i LOOL + H,0
LOO + L ———- L OOL

Figure n°07: Peroxydation lipidique induite par le radical hydroxyle (OH®) (Démarchez, 2012).
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Les modifications oxydatives des protéines par les pro-oxydants peuvent étre de plusieurs
types ; soit par oxydation des chaines latérales des acides aminés, sachant que les résidus
aliphatiques (lysine, arginine), aromatique (tyrosine) et soufrés (méthionine, cystéine) sont
particuliérement sensibles a ’action des radicaux hydroxyles ; soit par formation de protéines
carbonylées, issues d’un clivage de liaisons peptidiques, de 1’oxydation de certains acides
aminés, ou de l’interaction de leur chaine latérale avec des produits de la peroxydation
lipidique (fig. n°08). Ces modifications sont irréparables et conduisent a un changement de la
structure secondaire et tertiaire, a 1’agrégation ou a la protéolyse des protéines affectant ainsi
la fonction de ces macromolécules (Therond, 2006; Dichi et al.,2014; Mputu Kanyinda et
al., 2014).

Le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques en libérant des cétoaldéhydes,
H,0; et OHe, qui entrainent la dénaturation des protéines ou leur glycation par attachement du
cétoaldéhyde, formant un dérivé AGE (Advanced Glycation End Products). Ce phénoméne de
glycoxydation est trés frequent chez les diabétiques, il contribue a la fragilité des parois
vasculaires et de la rétine. Les pro-oxydants affectent également les mucopolysaccharides

notamment les protéoglycanes du cartilage (Spiteller, 2006 ; Van De Lagemaat et al., 2019).

Oxydation Tous les acides amineés
Hydroxyls R-OH )
Carbonyls R-E -H, R.ﬁ-R i Proteine native Histidine
0o o Cystéine
Disulfide cys-S-S-cys Lysine
Methionine sulfoxide MeSO
Lysine
z Arginine Conjugaison avec des
Glycation | produits de péroxydation
Produits d’Amadori Npldique (o4 HNE, DIDA)

Figure n°08: Modifications oxydatives des protéines (Petropoulos, 2011).

L’oxydation peut endommager également I’ADN nucléaire et mitochondrial par oxydation
des bases puriques et pyrimidiques (les bases guanines sont les sites préférentiels des
réactions de transfert d’¢électron) ainsi que la rupture du squelette désoxyribose en provoquant

le clivage des brins ou encore des liaisons entre la base et le desoxyribose (fig. n°09) (Favier,

11
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2003;Valko et al., 2006). Ces modifications permanentes sont a 1’origine d’un arrét
d’induction de la transcription, a des erreurs de réplication et a une instabilit¢ génomique
impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement cellulaire (Favier, 2003;
Valko et al., 2006 ; Zhang et al., 2013).

coupure de
chaine simple \_-.

brin

Pontage
ADN-protéine

madification de la

base —
Adduit de dérivé
d’oxydation
lipidique
Sformation Flgu re n°09: Modifications
de site abasique coupure de

chaine double oxydatives de ’ADN
brin (Badouard, 2006).

L’oxydation des macromolécules est corrélée a un risque de développement de différentes
pathologies, principalement I’hypertension artérielle, I’hypercholestérolémie, 1’athérosclérose,
les maladies neurodégénératives (Alzheimer et Parkinson), les maladies cardiovasculaires, le
cancer et le diabéte (Deramaudt et al., 2013 ; Ruskovska et al., 2013 ; Liguori et al., 2018 ;
Butterfield et al., 2019; Rabiei et al., 2019).

Selon I’OMS, le diabéte sucré septieme cause de décés dans le monde, est un trouble
metabolique caractérisé par une hyperglycémie chronique résultant d’une réduction de la
sécrétion de Dl’insuline, ou de I’action de I’insuline, ou les deux associées. On distingue
généralement trois types majoritaires du diabete, le type 1 (diabéte insulino-dépendant), le
type 2 (diabete non insulino-dépendant), le diabete gestationnel lié a une intolérance au
glucose dépistée pour la premiére fois pendant la grossesse et autres types de diabete
(Eddouks et al., 2007; Punthakee et al., 2018; Ben El Mostafa et al., 2019).

12
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Le diabete de type 1, précédemment connu sous le nom de diabéte insulinodépendant ou
diabéte juvenile, représente 5 a 10% des cas et correspond a une destruction des cellules f3
pancréatiques aboutissant a une carence absolue en insuline, qui peut étre d’origine auto-
immune ou idiopathique. Il se manifeste par I’excrétion excessive d’urine (polyurie), une soif
intense (polydipsie), une perte de poids, des troubles de la vision et la fatigue. Il touche
généralement le sujet jeune (moins de 30 ans) (Drouin et al., 1999 ; Daneman, 2006).

Tandis que le diabete de type 2, anciennement appelé diabete non insulinodépendant,
résulte d’une insulinorésistance et/ou une insulinodéficience qui entrainent une
hyperglycémie. 1l représente 90 % des cas de diabéte dans le monde, ses symptomes peuvent
étre similaires a ceux du diabéte de type 1 mais sont souvent moins prononces la raison pour
laquelle son diagnostic ne s’établie qu’apres plusieurs années de son apparition quand les
complications sont déja installées (Daneman, 2006; Rigalleau et al., 2007). Il résulte de
différents facteurs déclenchant, environnementaux, comportementaux (la sédentarité et la
mauvaise hygiene de vie), le stress de la vie moderne et aussi la prédisposition génétique
(Benkhnigue et al., 2014; OMS, 2016; Chandra et al., 2020).

Quel qu’en soit le type, le diabéte sucré peut entrainer des complications qui affectent
plusieurs parties de I’organisme. Parmi les complications liées a 1’hyperglycémie chronique
figurent D’infarctus du myocarde, 1’accident vasculaire cérébral, I’insuffisance rénale,
I’amputation des jambes, la perte de vision et des lésions nerveuses (Forbes et al., 2013 ;
OMS, 2016). Pendant la grossesse, un diabéte mal maitrisé accroit le risque de mortalité
intra-utérine, des malformations congénitales, des complications obstétricales et d’autres

complications ( Schlienger, 2013; Lemozy et al., 2014 ; OMS, 2016).

En ce qui concerne les complications du diabete, la rétinopathie qui est la quatriéme cause
de perte de I’acuité visuelle chez les diabétiques, ainsi que I’cedéme maculaire et la cataracte
constituent la conséquence de I’hyperglycémie chronique. Aussi, la cardiopathie en
association avec des lésions nerveuses (neuropathie) accroissent le risque d’ulcérations et
d’infection des pieds du diabétique, nécessitant en définitive une amputation (Schlienger,
2013; Lemozy et al., 2014; OMS, 2016).

Le traitement initial du diabete repose sur les mesures hygiéno-diététiques par
I’amélioration de I’hygiéne nutritionnelle associée a un exercice physique régulier. Le

traitement médicamenteux est nécessaire devant un effet incomplet ou un échec de ces
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mesures, il est représenté essentiellement par I’insuline et les antihyperglycémiants oraux

visant a soigner et non a guérir la maladie (tableau n°02) (Coudreau, 2009 ; Wherrett et al.,

2013; Pillon et al., 2014).

Tableau n°02: Quelques exemples des antidiabétiques et leurs caractéristiques (Pillon et

al., 2014).
Classe Exem’ple de Mécanisme d’action Avantages Inconvénients
molécule

Prise de poids

_ Actlve,dlrecterr]ent Bon équilibre Hypog.ly’cejmle

Insuline le récepteur a lveémiaue Nécessité d’une

I’insuline gly g surveillance de la
glycémie
Diminution de Bonne N
e . s Diarrhées
I’insulinorésistance tolérance a long Survenu d’une acidose
Biguanides Metformine (effet terme . s Lo
s . lactique (a éviter en cas
extrapancréatique) Pas de prise de i ,
: d’insuffisance rénale)
poids
_ Stimulation de la Bonne Hypog!ycem|e .
Sulfamides GI'CIaZ'd? sécrétion d’insuline tolérance Au,gmeptg tion du Po ids
Glibenclamide . - Nécessité de surveiller
par les cellules Faible codt

la glycémie

Analogues des

Augmentation de la

Pas de prise de

Pancréatite

glucag_on—llke E_xenatl_de sécrétion d_msuhne _ p0|d_s A évité en cas
peptide-1 Liraglutide et suppression de la Faible risque $insuffisance rénale
(GLP-1) sécrétion du glucagon  d’hypoglycémie
Diminution de la
Inhibiteurs Acarbose dégradation des Pas de prise de Elatulences
des a- Miglitol carbohydrates poids Diarrhées
glucosidases absorbables a Faible colt
I’intestin

L’insulinothérapie est le traitement primordial du diabéte de typel. Dans le cas du diabete

type 2, les antidiabétiques oraux demeurent indispensables. Ce traitement médicamenteux
englobent des agents qui augmentent la sensibilité a I’insuline dits insulinosensibilisants
(biguanides), des agents qui stimulent la sécrétion de I’insuline appelés insulinosécrétagogues
(sulfamides hypoglycémiants) et des molécules limitant I’absorption intestinale des hydrates

de carbone disponibles (inhibiteurs des a-glucosidases) (Roussel et al., 2004; Scheen, 2007).

Parmi les biguanides, on cite la metformine (Glucophage®), un antidiabétique oral de la
premiére intention lors de la prise en charge thérapeutique du diabéte de type 2. Son action
insulinosensibilisante inhibe la néoglucogenése au niveau hépatique et stimule 1’utilisation
périphérique du glucose. Des données épidemiologiques récentes ont montré que cet

antidiabétique exerce également une protection cardiovasculaire et présente des propriétés
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antitumorales, indépendamment de son action sur la glycémie. Les différentes études réalisées
avec les biguanides affirment que ces molécules permettent une diminution de I'némoglobine
glyquée (HbAlc) de 1 a 2 % (Coudreau, 2009; Foretz et al., 2014 ; Pillon et al., 2014).

Les sulfamides hypoglycémiants (famille des sulfonylurées) stimulent la sécrétion de
I’insuline. Ces molécules se fixent sur leur récepteur au niveau de la membrane plasmique des
cellules B-pancréatique SUR1 (sulfonylurea receptor), ce qui inhibe I’efflux du potassium par
fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants (Kir 6.2). L’élévation de la concentration
du potassium intracellulaire qui en résulte, crée une dépolarisation cellulaire suffisante pour
déclencher I’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants. L’influx du calcium conduit
a ’exocytose des vésicules de I’insuline (fig. n°10) (Scheen, 2002; Faure, 2011; Monnier,
2014).

Récepteur aux K+ Ca*

sulfonylurées (SUR1) Kir 6.2
Y
™

Glucokinase

Glucose

Acides
aminés Métabolisme ©/e

Granules

d'insuline |
Cellule béta-pancréatique ﬁ S

o

,P Insuline®
Figure n°10 : Mécanisme d’action des sulfamides (Faure, 2011).

De nouvelles approches pour les insulinosécrétagogues se basent sur le concept des
incrétines, des hormones gastro-intestinales qui potentialisent la réponse insulinosécrétoire de
maniére glucose-dépendante. Elles regroupent le GLP-1 (les analogues du glucagon-like
peptide 1) seécrétée en réponse au repas, et il sensibilise la cellule B-pancréatique a
I’hyperglycémie pour sécréter 1’insuline; mais il est rapidement dégradé par I’enzyme

dipeptidylpeptidase (DPP-1V) (Scheen, 2007 ; Scheen, 2015; Bauduceau et al., 2019).

Les inhibiteurs des a-glucosidases agissent, comme leur nom l'indique, en inhibant de
maniére compétitive les a-glucosidases intestinales. Ils sont représentés par le miglitol et
I’acarbose. Ce dernier, est un pseudo-tétrasaccharide d’origine microbienne qui inhibe de
fagon compétitive et réversible la liaison des oligosaccharides aux a-glucosidases intestinales

(fig. n°11). L'incapacité de ces enzymes digestives a hydrolyser l'acarbose est due a la
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formation d'une interaction électrostatique avec les groupements carboxyliques des acides
aminés dans le site actif. Ces enzymes localisées au niveau de la bordure en brosse des
entérocytes sont responsables de I’hydrolyse des polysaccharides en monosaccharides
absorbables, tels le glucose et le fructose. Le ralentissement de la digestion et donc de
I’absorption des glucides par les inhibiteurs des a-glucosidases permet de réduire 1’hyper
glycémie post-prandiale (Rosak et al., 2012; Pillon et al., 2014; Faure, 2017
Habtemariam, 2019).
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HO CH
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HO OH Enterocyte

Figure n°11: Mécanisme d’action de I’acarbose (Rosak et al., 2012).

En raison de I’échec des traitements pharmaceutiques conventionnels du diabéte, la forte
incidence des effets indésirables qui leur sont associés (les troubles digestifs, hypoglycémie),
ainsi le colt élevé pour les systemes de santé dans les pays a faible revenu (17 % du budget
total dans le Moyen-Orient et I’Afrique du Nord) ; plusieurs recherches scientifiques sont
intensément orientées vers 1’exploitation des plantes médicinale comme source inépuisable de
principe actifs et le développement de nouveaux médicaments antidiabétiques d’origine

végétale (Pillon et al., 2014; Karuranga et al., 2017).

L’exemple classique est celui de la galégine, un alcaloide dérivé de la guanidine qui
posséde des propriétés antidiabétiques puissantes, isolée de Galega officinalis (plante
largement utilisée dans le traitement du diabéte sucré). La metformine, un dérivé de la
galégine, constitue 1’'unique représentante de la classe des biguanides utilisées aujourd’hui
comme antidiabétique oral de référence pour traiter le diabéte de type 2 (fig. n°12) (Foretz et
al., 2014 ; Holaly et al., 2017; Habtemariam, 2019).

16



Synthése bibliographique

H |  H
HZN\",NH2 HZN\",NW( /N\[]/N\[rNHE

NH NH NH NH

Guanidine Galégine Metformine

Figure n°12: Structure chimique de la Guanidine, Galégine et Metformine
(Habtemariam, 2019).

Les ginsenosides (Panax Ginseng Meyer), le gingerol (Zingiber officinale) et la curcumine
(Curcuma longa) constituent un autre groupe de métabolites secondaire a effet antidiabétique
notamment dans la protection contre les complications cardiovasculaire, le tableau n°03
résume le mécanisme d’action de quelques phytoconstituants antidiabétiques ( Qi et al., 2011;

Son et al., 2014; Holaly et al., 2017; Noipha et al., 2018; Tramontin et al., 2020).

Tableau n°03: Mécanisme d’action de certains phytoconstituants a effet antidiabétique
(Ahangarpour et al., 2019)

Composant

o Structure chimique Mécanisme d’action
antidiabétique

OH = Stimule I'absorption de glucose en absence
- O d'insuline en augmentant 1’expression des
~

Resvératrol O GLUTA4.
= Stimule la sécrétion de 1’insuline

* Diminue le taux de ’hémoglobine glyqué

= Stimulation directe de la sécrétion de
I’insuline par les des cellules B pancréatiques

= Inhibe la formation des AGE

» Empéche I’apparition de la cataracte

Curcumine

= Potentialise I’action de 1’insuline sur les
cellules cibles
= Diminue I'hyperglycémie postprandiale en
inhibant I’a-glucosidase
HO = Inhibe la glucose-6-phosphatase
Acide HO 0 = Diminue (voir élimine) I'absorption intestinale
chlorogénique 0 COOH  du glucose par inhibition de la Glucose-6-
HO . % phosphate translocase et la réduction du
0 s transport de glucose apical
= Stimule I'absorption du glucose dans les
myotubes et les adipocytes par activation de la
voie Kinase dépendante (AMPK)

o ot = Stimule la sécrétion de I’insuline
= Augmente la captation du glucose sanguin par
"o O O on les tissus périphériques
®* Inhibe la formation de I’hémoglobine glyquée

Acide ellagique

(0] OH
(0]
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L’hyperglycémie chronique favorise la génération des radicaux libres et expose la majorité
des protéines de 1’organisme, qu’elles soient tissulaires ou plasmatiques, extracellulaires ou
intracellulaires, de maniére cumulative et irréversible a un vieillissement moléculaire qui
contribuent progressivement a I’altération de leurs propriétés structurales et fonctionnelles

(Schlienger, 2013, Jaisson et al., 2018).

Les protéines plasmatiques, qui sont en contact directe avec le glucose sanguin sont les
plus exposées a cette réaction comme I’albumine, I’insuline, 1’hémoglobine, les
immunoglobulines, les lipoprotéines (Fournet, 2016). Majoritairement ces altérations sont
provoquées par des modifications post-traductionnelles non enzymatique, comme 1’oxydation,
la glycation, ou la carbonylation, qui correspondent le plus souvent a la fixation non
enzymatique de métabolites simples sur les groupements fonctionnels des protéines (Jaisson
et al., 2019).

La réaction de glycation non enzymatique, décrite pour la premiere fois par Maillard en
1912, consiste en la fixation non enzymatique et irréversible de sucre réducteur, hexoses
comme: glucose, fructose, galactose, mannose et pentoses comme: ribose et xylulose, sur les

fonctions amines des protéines (Mihalache, 2008; Elosta et al., 2012; Fournet, 2016).

La cible principale pour ces modifications est le groupe &-NH2 de lysines et le groupe
guanidine des arginines. Dans le cas du glucose et du fructose les produits ainsi formés sont
des glucosylamines, et des fructoselysines, respectivement (Henle et al., 2003 in Mihalache,
2008). II s’agit d’un mécanisme complexe comprenant plusieurs étapes responsables de la
formation de base de Schiff par liaison de la fonction aldéhyde ou cétone du sucre avec les
fonctions amines des protéines. Un réarrangement moléculaire dans les bases de Schiff libere
ainsi des produits plus stables appelés les produits d’Amadori (dans le cas des aldoses) ou de

Heyns (dans le cas des cétoses, cas plus rare) (Brownlee et al., 1988 in Mihalache, 2008).

Ultérieurement, ces produits subissent de nombreuses réactions oxydatives pour former des
intermédiaires réactifs, notamment des aldéhydes comme le méthylglyoxal, responsables de la
formation de composés de structure complexe, souvent fluorescents, appelés AGE «Advanced
Glycation End-products» ou PTG «Produits Terminaux de la Glycation» (fig. n°13) (Jaisson
et al., 2018). Ces produits s’accumulent notamment au niveau du collagéne et de la
membrane basale glomérulaire (Gillery, 2001; Bonnefont-Rousselot et al., 2004b; Gillery,
2006; Jaisson et al., 2018).
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Les AGE circulent dans le sang pour étre éliminés par voie rénale, ils interviennent dans le
métabolisme oxydatif par la fixation a des récepteurs membranaires spécifiques dont le plus
connu est le RAGE (récepteur des AGE), glycoprotéine de 45 kDa exprimée a la surface de
nombreuses cellules comme les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les
lymphocytes, les monocytes, les polynucléaires et les neurones. Les AGE pourraient
intervenir dans la fixation des LDL glycoxydées ce qui déclenche une signalisation qui
conduit a un stress oxydant intracellulaire et I’expression des génes impliqués dans la réponse
inflammatoire ( Schmidt et al., 2000; Bonnefont-Rousselot et al., 2004b; Gillery, 2006;
Jaisson et al., 2018).
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Figure n°13 : Etapes de la réaction de glycation non enzymatique des protéine (Jaisson et al.,
2018).

Les AGE induisent des modifications structurales et fonctionnelles au niveau de diverses
protéines (fig. n°14). Les liaisons formées par les AGE sur le collagéne entrainent une rigidité
de ce dernier. L’albumine, les immunoglobulines G ou les lipoprotéines de basse densité
(LDL) établissent également des liaisons avec ces produits et sont alors « piégés » au niveau
des membranes basales, ce qui peut expliquer la participation des AGE aux complications
diabétiques. Ces produits de glycation sont également susceptibles de s’associer avec la
laminine, protéine structurale de la matrice extra-cellulaire ( Verzijl et al., 2002; Stitt, 2003;
Bonnefont-Rousselot, 2004a; Gugliucci, 2014; Jaisson et al., 2018).
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Figure n°14 : Conséquences fonctionnelles des AGE (Bonnefont-Rousselot, 2004a).

Les approches thérapeutiques utilisées actuellement reposent non seulement sur
I’inhibition de la formation des AGE ou leur élimination, mais encore sur la limitation de la
propagation de ces réactions. Il est nécessaire de proposer une thérapie complémentaire par
des molécules anti-AGE chez les diabétiques afin d’éviter les complications de cette
pathologie, et qui sont susceptibles de protéger les groupements amine libres des protéines, ou
de neutraliser les produits de glycation avancés (AGE), c’est le cas de I’aminoguanidine
molécule pharmaceutique inhibitrice de la glycation de I’albumine ( Khalifah et al., 1999;
Wiernsperger, 2000; Bonnefont-Rousselot et al., 2004b;Vatier et al., 2010).

L’aminoguanidine un médicament pharmaceutique dérivé de la guanidine utilisée depuis
une dizaine d’années, permet de limiter la progression de la réaction de glycation par
inhibition de la production des AGE. Il se lie aux produits précoces de glycation,
méthylglyoxal, glyoxal, et 3-désoxyglucosone en formant un composé neutre (Lewis et al.,
1990; Thornalley, 2003).

Outre les antioxydants, les antidiabétiques oraux eux-mémes (metformine, troglitazone,
gliclazide) peuvent présenter une activité antioxydante indépendante de leur action sur le
contréle glycémique, ce qui leur confére un fort potentiel thérapeutique anti-AGE, tels que la
metformine, qui inhibe la formation de produits de glycation et dispose d’une autorisation de
mise sur le marché (Khalifah et al., 1999; Wiernsperger, 2000; Bonnefont-Rousselot et al.,
2004b; Vatier et al., 2010).
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Certains produits naturels qui peuvent étres des extraits bruts de plantes médicinales ou
des phytoconstituants purifiés, sont capables de présenter un effet antiglycant en inhibant les
différentes étapes de la glycation. Comme la curcumine, un polyphénol isolé de Curcuma
longa, inhibe 1’accumulation des AGE. De méme, la catéchine et I’acide gallique isolés du thé
vert sont responsables de 1’inhibition de la formation des bases de Schiff ( Elosta et al., 2012;
Chinchansure et al., 2015). La myricétine, I’apigénine et la lutéine exercent leur effet
antiglycant par inhibition de la formation des produits d’Amadori, tandis que le kaempférol,
épigallocatéchine-gallate et les anthocyanidines sont des bloqueurs de transformation de
produits d’Amadori en AGE, ou bien des bloqueurs des AGE formés (Chinchansure et al.,
2015).

En dehors du stress oxydatif et du diabéte sucré, la valorisation des effets thérapeutiques
des plantes médicinales et aromatiques et 1’exploitation de leurs principes actifs pour
I’innovation de nouvelles formules pharmaceutiques, a touché également et a grande échelle
les maladies infectieuses, qui constituent la premiére cause mondiale des déces prématurés
tuant pres de 50 000 personnes tous les jours (Ahmad, 2001; OMS, 2020).

L’utilisation massive et abusive des antibiotiques, a permis I’apparition de souches
résistantes et 1’installation de la résistance aux antibiotiques, qui est devenue un probleme de
santé publique d'amplitude croissante, particulierement suite a lI'apparition de multirésistances
(OMS, 2018; OMS, 2020). Plusieurs exemples illustrent I’ampleur de la menace de
I’antibiorésistance, Staphylococcus aureus méthicilline-résistant constitue 1’une des causes
d’infections nosocomiales les plus répandues dans le monde, ainsi que les entérocoques sont
fréquemment retrouvés chez des patients souffrant d’infections urinaires. L’émergence de la
résistance de Candida sp. aux antifongiques est a 1’origine des échecs thérapeutiques, et
constituent de graves probléemes de santé (FIP, 2008; Warnet, 2011; FAO, 2017; Dannaoui,
2013).

Face a la menace récurrente de la résistance aux antimicrobiens, de nouvelles stratégies
thérapeutiques sont indispensables pour traiter les maladies infectieuses. De ce fait, la mise en
valeur du pouvoir antimicrobien des plantes médicinales est devenu d’une extréme
importance pour la découverte et le développement de nouveaux médicaments anti-infectieux,
ou des moyens de lutte efficaces contre cette antibiorésistance (Yakhlef et al., 2011;
Aouadhi et al., 2013; Chebaibi et al., 2016; Vernhet et al., 2016).
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Plusieurs travaux scientifiques ont déterminé le mécanisme d’action antimicrobien de
phytoconstituants qui sont considérés comme antimicrobiens quand leur CMI est variable
entre 100 et 1000 ug/mL (Patra, 2012; Simdes et al., 2012). Parmi ces composes, les
terpénoides et les huiles essentielles sont les plus puissants, suivis par les composés
phénoliques, les quinones et les alcaloides (Cowan, 1999; Simdes et al., 2009; Saleem et al.,
2010; Zida et al., 2017).

Les phytoconstituants peuvent agir sur les micro-organismes selon plusieurs mécanismes
d’actions qui sont en relation avec la nature chimique de ces composés. Ils peuvent inhiber la
synthése des protéines ou de I’ADN, mais majoritairement sont des inhibiteurs de la pompe a
efflux membranaires et déstabilisateurs de la membrane cellulaire (Patra, 2012; Simdes et
al., 2012). Le tableau n°04 résume le mécanisme d’action de certains métabolites sur des

souches bactériennes et fongiques.
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Tableau n°04 : Le mécanisme d’action antimicrobien de certains composés phytochimiques
(Khameneh et al., 2019).

Composé phytochimique  Concentration

Mécanisme d'action et souches sensibles

CHO
; . N
Réserpine H H

= Inhibiteur de la pompe a efflux chez
Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp.

H,CO0C bc Micrococcus sp
8 P\ = |nhibiteur de la division cellulaire,
% Berbérine O Inhibiteur de la synthése des protéines et de
'S N I'ADN chez Escherichia coli et Candida
< O P albicans
HaCO . . .
Lo, = Inhibiteur de la pompe a efflux chez E. coli
Tomatidine = Inhibiteur de la pompe ATP synthase chez
Listeria, Bacillus et Staphylococcus spp.
HO
Ho. O ~ O 0,064 20,313
Resvératrol mg/mL
OH
. kaempférol = Inhibiteur de_z la pompe a (_efflux chez
S 3-O-rhamnoside, , Mycobacterium smegmatis,
%’ (Afzéline) Campylobacter jejuni
S S. aureus
<
o
\g OH
§ Quercétine  we ‘ O 75 ug/mL
S
o
O
Epigallocatéchine- I .
" = Inhibition de la dihydrofolate reductase
gallate 6 4 wo/ml
HE chez Stenotrophomonas maltophilia
Chez C. albiacans joue le role de :
» Inhibiteur de I’ATPase-H" au niveau de la
Thymol 49,37 ng/mL membrane cellulaire
= Déstabilisateur de la membrane cellulaire
4 = Inhibiteur de la pompe a efflux
©
S H3CO = Déstabilisateur de la membrane cellulaire
c ) 350 a 500 X .
Q Eugénol mL chez A. niger, A. fumigatus, A. flavus, A.
E HY ochraceus, Alternaria alternata.

Carvacrol OH .
7 a 8ug/mL

= Déstabilisateur de la membrane cellulaire et
Inhibiteur de la pompe a efflux chez E. coli,
E. aerogenes, S. aureus.
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A T’échelle internationale les plantes médicinales et aromatiques sont d’une importance
considérable dans la recherche scientifique, suscitant un intérét croissant des industries
pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. L’ Algérie, par sa biodiversité climatique
et végétale, constitue un véritable réservoir d’un grand nombre de plantes médicinales, dont
une minorité de ces espeéces ont fait 1’objet de nombreuses études scientifiques. Dans ce
contexte s’articule 1’objectif de la recherche scientifique du laboratoire, Antibiotique,
Antifongique : Physico-chimie synthése et activité biologique, qui s’intéresse a la recherche
d’éventuelles activités biologiques essentiellement antidiabétiques, antioxydantes ou
antimicrobiennes des plantes médicinales locales. De ce fait, dans la présente étude nous nous
sommes intéressées a deux espéces vegetales de la région de Tlemcen, Ziziphus jujuba
(famille des rhamnacées) et Micromeria inodora (famille des lamiacées). Ces deux espéces
sont répertoriés dans les enquétes ethnobotaniques pour leurs propriétés médicinales,
essentiellement antidiabétique, anti-inflammatoire, anticancéreuse et antimicrobienne
(Beniston et al., 1984; Mukhtar et al., 2004; Stojanovi et al., 2008; Goetz , 2009; San et
al., 2010).

Ziziphus jujuba Mill. (famille des Rhamnacées), communément appelé le jujube ou
« Sfisef », est un arbre épineux pouvant atteindre 12m de hauteur. Les feuilles sont pétiolées
de 1,1 4 5,8 cm de long. Le fruit a pulpe acide et sucré, est une drupe comestible (a 1’état frais
ou sec) globuleuse ou ovale d’une couleur jaune-verdatre et rouge a maturité (fig. n°15)
(Mahajan et al. 2009; Tripathi et al. 2014; Zatout et al., 2021). Le fruit du jujubier utilisé
dans plusieurs préparations alimentaires (confitures, pain, gateaux, compotes, gelée, etc.) est
caractérisé par sa teneur élevée en composés bioactifs tels que les sucres, les protéines, les
lipides (acide oléique 71,7% et acide linoléique 15%), les vitamines (A, B et C), le calcium,
les fibres alimentaires, les minéraux, et les antioxydants naturels (Tripathi et al., 2014;
Rashwan et al., 2020). En médecine traditionnelle, les fruits, les feuilles, les graines, les
racines et I'écorce sont largement utilisés pour le traitement du diabéte sucré, la fievre, les
plaies, les ulcéres, I’inflammation et 1’asthme (Mukhtar et al., 2004; Goetz, 2009; San et
al., 2010; Tripathi et al., 2014).
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Figure n°15: Les parties végétatives et florales de Ziziphus jujuba (Akhter et al., 2013).

La phytochimie de Ziziphus jujuba a révélé la présence dans les différentes parties de cette
espece des alcaloides, des flavonoides, des saponines et des tanins. La sativanine (-A, -B, -C,
...-K), la frangulanine et la ziziphine (-A, -B, -C, ...-Q) sont des alcaloides cyclopeptidiques
majoritaires du jujubier (fig. n°16), caractérisés par leurs propriétés sédatives,

antimicrobiennes et antitumorales (Mahajan et al., 2009; Tripathi et al., 2014).

Les feuilles et le fruit du jujubier sont riches en composés phénoliques et en flavonoides,
en particulier la rutine et apigénine-7-glucoside au niveau des feuilles ; la catéchine, la rutine,
le kaempférol, la quercétine 3-O-robinobioside, la quercétine 3-O-rutinoside, 1’épicatéchine et
I’acide caféique au niveau des fruits, qui sont riches en a-tocophérol et [-caroténe
(Pawlowska et al., 2009; Damiano et al., 2017; Xie et al., 2017). Le jujubier renferme
également d’autres flavonoides, acides phénoliques et terpénoides comme 1’acide bétulinique,
acide oléanolique et acide ursolique, I’acide gallique, 1’acide protocatéchique, 1’acide
chlorogénique, I’acide syringique, acide p-coumarique, ’acide férulique, la procyanidine, la
magnoflorine, la spinosine, 1’isospinosine, la jujuboside A et B (fig. n°17) (Guo et al., 2010;
Zhang et al., 2010; Liao et al., 2012; Wang et al., 2014; Shi et al., 2018).
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Figure n°16: Structure chimique de certains alcaloides cyclopepetidiques identifiés
dans Z. jujuba (Mahajan et al., 2009)
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Figure n°17: Structure chimique de certains terpénoides et flavonoides identifiés dans
Z. jujuba (Mahajan et al., 2009).

26



Synthése bibliographique

Selon la littérature, plusieurs travaux scientifiqgues ont démontré certaines propriétés
pharmacologiques des extraits de Z. jujuba. Les extraits de feuilles qui présentent un effet
anti-inflammatoire aux doses 200, 400 et 600 mg/kg, assurent chez les rats diabétiques un
effet hypoglycémiant et hypolipidémiant. Les extraits du fruit, notamment les terpenoides
acides présentent in vitro une cytotoxicité élevée sur des lignées cellulaires tumorales, ainsi
une activité antioxydante et antimicrobienne remarquable. De méme, I'extrait des feuilles joue
un role immunostimulant en augmentant le chimiotactisme et la phagocytose des neutrophiles,
il posséde également une activité antiulcéreuse dose-dépendante attribuée probablement a son
action cytoprotectrice et anti-sécrétoire (Shirdel et al., 2009; Xue et al., 2009; Goyal et al.,
2011; Niamat et al., 2012; Tripathi et al., 2014).

Les feuilles présentent également une activité cardiovasculaire, anti-diarrhéique et anti-
obésité. L’extrait de graines est responsable d’un effet hypnotique-sédatif et anxiolytique, il
réduit lI'anxiété et induit le sommeil sans étre un anticonvulsivant ou un relaxant musculaire ;
tandis que, I'extrait méthanolique des écorces (5% et 10% w/w) révéle une activité cicatrisante
des plaies chez les rats albinos (Shirdel et al., 2009; Xue et al., 2009; Goyal et al., 2011;
Niamat et al., 2012; Tripathi et al., 2014).

En ce qui concerne la deuxiéme plante étudiée dans ce travail de these, Micromeria
inodora, est une plante de la famille des Lamiacées. Cette derniere regroupe les plantes a
fleurs environ 220 genres et 4000 espéces dans le monde, qui sont caractérisés par leurs vertus
thérapeutiques (Naghibi et al., 2005). Les différentes especes de cette famille (Mentha,
Thymus, Salvia, Origanum, Coleus et Ocimum) riches en flavonoides, terpenoides (Carvacrol,
thymol) et acides phénoliques sont largement utilisées en médecine traditionnelle comme
antibactérienne, antivirale, antifongique, antioxydante, antidiabétique et anti-inflammatoire
(Naghibi et al. 2005; Ni et al., 2015). Les especes de Micromeria sont généralement
consommeées sous forme de tisane contre les rhumes, elles sont également utilisées contre les
troubles cardiaques, les maux de téte, les plaies et les infections cutanées (Valverde, 1991;
Ali-shtayeh et al., 1998; Telci et al., 2007; Stojanovi et al., 2008). Ces espéces contiennent
un large éventail de phytoconstituants tels que les terpénoides, les phénols et les flavonoides
comme l'acide rosmarinique, I'acide chlorogénique, I'apigénine et la thymonine (Samec et al.,
2015; Azab, 2016; Kordkolaei et al., 2019). Leurs huiles essentielles sont caractérisées par
leurs activités antimicrobienne, antispasmodique et antioxydante (Abdelwahab et al., 2015;
Azab, 2016; Brahmi et al., 2017).
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En Algérie huit espéces de Micromeria ont été identifié dont M. inodora (Desf.) Benth.,
elle est connue sous plusieurs synonymes : Satureja fontanesii Brig., Micromeria barceloi
Willk., Satureja Barceloi (Willk. Pau), et en particulier Thymus inodorus Desf., ce dernier est

communément appelé « Thym inodore ».

M. inodora est un sous-arbrisseau caractérisé par des tiges dressées et trés ramifiées de 10
a 50 cm de long, de petites feuilles (2-3mm) sessiles, et de petites fleurs axillaires (fig. n°18).
Cette plante inodore s'étend sur les roches et le calcaire dans la région ouest-méditerranéenne
et surtout au niveau du littoral de I'ouest Algérien, ou le nom vernaculaire de cette plante est
"Tazir ahmeur"” (Quezel, 1963; Beniston et al., 1984 ; Valverde , 1991; Stojanovi et al.,
2008).

Figure n°18: Les parties végétatives et florales de Micromeria inodora (Desf.) Benth.
(lvorraetal., 2017; Bouriah et al., 2021).

En Algérie, trés peu de travaux scientifiques sont consacrés a 1’étude phytochimique et
I’évaluation des propriétés biologiques de M. inodora, dont I’évaluation des activités
antioxydantes et antimicrobiennes des huiles essentielles ont fait 1’objet de ces travaux. Les
travaux de Benomari et al., (2016), ont révélé une forte inhibition de certaines souches
Gram-positives impliquees dans les infections nosocomiales (S. aureus, B. cereus, B. subtilis
et E. faecalis) par les huiles essentielles de la partie aérienne de M. inodora récoltée dans 24

stations sur I’Ouest d’Algérie.

Les principaux composés déterminés dans les huiles essentielles sont (fig. n°19) trans-
sesquisabinéne hydrate (1 ; 20,9 %), a-acétate terpinyle (2 ; 19,8 %), le globulol (3 ; 4,9 %),
I’oxyde de caryophylléne (4 ; 4,3 %), le B-bisabolol (5 ; 2,9 %) et trans-7-épi-sesquisabinéne
hydraté (6 ; 2,6 %) (Benomari et al., 2016).
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OH

Figure n°19 : Structure chimique de certains composés identifiés dans les huiles essentielles

de la partie aérienne de M. inodora (Benomari et al., 2016).

Dans les extraits de la partie aérienne de M. inodora récoltée dans la région montagneuse a
Oran, I’analyse chimique réalisée par Bouriah et al., (2021) a deéterminé la présence de
flavonoides aglycones et glycosylés, des dérivés de phénylpropanoides et des acides
triterpéniques, principalement dans les extraits du méthanol, dichlorométhane et de 1’hexane
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Figure n°20: Structure chimique de certains composés identifiés dans les extraits de la

partie aérienne de M. inodora (Bouriah et al., 2021).
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La partie expérimentale de ce présent travail, a été réalisée au sein de laboratoire de
recherche Antibiotique, Antifongique : Physico-chimie synthése et activité biologique

(LAPSAB), université de Tlemcen. Le protocole expérimental regroupe deux grandes parties ;

1) La premiére partie est consacrée a 1’étude phytochimique des extraits de Z. jujuba et M.
inodora. Elle consiste a la préparation des extraits aqueux et organiques par des méthodes
d'extraction chimiques. Un screening phytochimique, une identification et une
détermination du taux de polyphénols et flavonoides.

2) La deuxiéme partie concerne 1’évaluation in vitro de certaines activités biologiques des
extraits préparés. L’activité antioxydante réalisée par 1’utilisation de tests: DPPH, FRAP,
B-caroténe et CAT. L’activité antidiabétique a été évaluée par deux tests ; 1’effet des
extraits sur 1’activité des enzymes intestinales, a-amylase et a-glucosidase en point
terminale et en cinétique, I’effet antiglycan de I’albumine du sérum bovin (BSA); et enfin
I’évaluation de I’activité antimicrobienne, testée par les méthodes de diffusion sur disque

et de microdilution.
1. Etude phytochimique
1.1 Le matériel vegétal

La pulpe du fruit de Ziziphus jujuba Mill. et la partie aérienne de Micromeria inodora
(Desf.) Benth. constituent le matériel végétal utilisé dans cette étude (fig. n°21, n°22).
L’identification botanique des échantillons a été effectuée au laboratoire d’écologie et gestion

des écosystemes naturels, département de biologie, université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen.

Le fruit du jujubier a été récolté a maturité au cours du mois de septembre dans la région
de Beni Snous, Wilaya de Tlemcen, Ouest Algérien. La partie aérienne de M. inodora a été
récoltée durant sa période de floraison, au mois d’octobre, dans la région de Souahlia, Wilaya
de Tlemcen-Algérie. Au laboratoire, le matériel végétal collecté a été séché a I'ombre et a
température ambiante, puis la pulpe du fruit Z. jujuba et la partie aérienne de M. inodora sont
récupéres et conservés soigneusement jusqu’a leur utilisation ultérieure pour la préparation

des extraits.
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Figure n°22: Partie aérienne de la plante M. inodora.
1.2 Préparation des extraits

La pulpe du fruit de Z. jujuba et la partie aérienne de M. inodora ont fait 1’objet de

différentes extractions chimiques pour la préparation des extraits aqueux et organiques.

10 g de la pulpe du fruit sec de Z. jujuba ont été macéré dans 300 mL du solvant qui peut
étre, 1’eau distillée pour préparer I’extrait aqueux(AQqy;); le mélange eau-acétone et eau-
méthanol (30/70 v/v) pour préparer les extraits eau-acétone (EA;) et eau-methanol (EMy;),
respectivement. Les extraits préparés ont été concentrés au rotavapeur puis évaporés a sec
dans I’étuve a 37°C pendant 24h. Les extraits aqueux et eau-acétone ont subi un
fractionnement liquide-liquide en utilisant le solvant acétate d’éthyle et le n-butanol. Les
fractions récupérées a partir de ’extrait aqueux sont: Acety;; et n-buty,;, tandis que les
fractions acétate d’éthyle (Acety,;) et n-butanol (n-buty;;) ont été récupéré a partir de 1’extrait

eau-acétone (fig. n°23).

En ce qui concerne la plante M. inodora; 40 g de la partie aérienne séche a été mise en
extraction par macération dans 600 mL d’eau distillée pour préparer I’extrait aqueux (Aqmu),
dans le mélange eau-acétone et eau-méthanol (30/70 v/v) pour préparer les extraits eau-
acétone (EAw) et eau-méthanol (EMyy), respectivement. Les extraits préparés ont été
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concentrés au rotavapeur puis évaporés a sec dans I’étuve a 37°C pendant 24h. Les extra

its

acétate d’éthyle (Acety) et n-butanol (n-butyy) ont été récupérés apres fractionnement de

Matériel végétal : la pulpe du fruit Z, jujuba

Extraction par macération Extraction par macération Extraction par macération
dans eau-méthanol dans 1’eau distillée dans eau-acétone (30/70)
(30/70) pendant 72h pendant 72h pendant 72h
lq— Filtration 14_ Filtration l‘._ Filtration
Extrait eau-méthanol Extrait aqueux Extrait eau-acétone
Evaporation Extraction Evaporation Extraction Evaporation
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([l—blltlz-j)

I’extrait aqueux (fig. n°24).

Figure n°23: Schéma récapitulatif de la préparation des extraits a partir de la pulpe du
fruit de Z. jujuba.
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Matériel végétal : la partie aérienne de M, inodora
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Figure n°24: Schéma récapitulatif de la préparation des extraits a partir de la partie

aérienne de M. inodora.

1.3 Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction défini comme étant le rapport entre la masse du produit sec
récupéré apres extraction et la masse de la matiere végétale seche initiale ayant servi pour

I’extraction ; est exprime en pourcentage selon la formule suivante :

Rendement (%) = (M0/M1) x 100

MO : Masse en gramme du résidu sec obtenu apres évaporation du solvant d’extraction.
M1 : Masse en gramme de la matiére végétale séche initiale.
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1.4 Screening phytochimique des extraits preparés

Les extraits récupérés a partir des deux plantes étudiées, ont été soumis a un criblage
phytochimique selon le protocole de Trease et al., (1989); Harbone, (1998) et
Andrianarison et al., (2015), afin de révéler la présence ou 1’absence de certains métabolites

secondaires;

= Tanins

0,5 mL de chlorure ferrique FeCls (1%) est ajouté a 2 mL de I’extrait, aprés incubation
pendant 15 min a température ambiante le développement d’une coloration verte caractérise
les tanins catéchiques, tandis que la couleur bleu-noiratre indique la présence des tanins

galliques.
= Flavonoides

ImL de I’extrait est mélangé avec 1mL d’acide chlorhydrique (37%) et quelques copeaux
de tournures de Magnésium. L’apparition d’une coloration rouge, orange ou rose indique la

présence de flavonoides.

= Quinones libres

Une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet apres 1’addition de 0,5 mL d’hydroxyde de

sodium NaOH (1%) a 5 mL de I’extrait révéle la présence des quinones libres.
= Coumarines

20 mg de DI’extrait est solubilisée dans 2 mL de 1’eau chaude. La solution obtenue est
divisée en deux volumes égaux, dont la premiére représente une solution témoin, la deuxiéme
est traitée avec 0,5 mL de I'ammoniaque (NH4OH) a 10%. Aprés I’exposition des deux
solutions a la lumiere ultraviolette a 366 nm, une fluorescence intense révele la présence de

coumarines.
= Anthraquinones
5 mL de NH4OH (10%) ont été mélangé avec 5 mL de I’extrait, aprés agitation la présence

des anthraquinones est indiquée par I’apparition d’une coloration violette.
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= Alcaloides

La présence des alcaloides dans les extraits est révélée par deux réactifs, le réactif de
Mayer et le réactif de Wagner. 0,5 mL de chaque extrait est mélangé avec 5 mL de 1’acide
chlorhydrique (1%) ; la solution obtenue est divisé en deux volumes égaux dont le premier est
traité par 0,5 mL du réactif de Mayer et le second par 0,5 mL du réactif de Wagner. La

formation d’un précipité blanc ou brun respectivement révele la présence des alcaloides.
= Terpénoides

Deux tests ont été utilisés pour détecter la présence des terpénoides ;

Test de Libermann-Burchard: a 5 mL de I’extrait, 0,5mL d’anhydre acétique et 0,5mL de
I’acide sulfurique concentré sont ajoutés. Apres incubation de 15min a température ambiante,
I’apparition d’une couleur mauve ou verte indique la présence de terpénes stéroidiennes ou

triterpénoiques, respectivement.

Test de chloroforme: 5 mL d’extrait est mélangé avec 2 mL de Chloroforme et 3 mL d’acide
sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase

indique la présence de terpénoides.
= Saponoside

Test de mousse : dans un tube a essai, 10 mL de I’extrait est agité pendant 15 secondes. Aprés

15 min, une mousse persistante supérieur a 1cm indigue la présence de saponosides.
1.5 Analyse chromatographique des composés phénoliques et des flavonoides

Certains extraits de Z. jujuba et M. inodora ont subi une analyse par chromatographie liquide
a haute performance en phase inverse (RP-HPLC-PDA) au niveau de labratoire de recherche
Produits Naturels (LAPRONA), Université de Tlemcen. Il s’agit des extraits EA;j, Acety;,
Acety,j, AQmi , Acety et n-but.

L'analyse RP-HPLC-PDA des composés phénoliques a été effectuée par un systeme Perkin
Elmer Flexar, détecteur UV, équipé d'un systeme de distribution de pompe binaire et d'une
colonne Eclipse ODS Hypersil C18 (150 mm x 4,6 um). La phase mobile consistait en solvant

A- acide acétique (2%) et B- acétonitrile. Le systéeme d'élution en gradient était: 5 min avec
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10% de B; 25 min avec 90% de B et 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de B.
L'identification des composés, détectés a 280 nm, était basée sur le temps de rétention de
chaque pic obtenu avec ceux des standards provenaient de Sigma-Aldrich Chimie

(Allemagne).
1.6 Dosage de polyphénols totaux
» Principe :

Le dosage des polyphénols a été réalise selon la méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PM012,040). L 0oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange
d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne en présence de carbonate de sodium (Na,COs)
(fig. n°25). La coloration produite qui absorbe entre 725 et 750 nm est proportionnelle au taux

de composés phénoliques oxydés (Boizot et al., 2006; Manarim et al., 2016).

COOH aee)

Na,CO;
e
HC OH HO OH
OH OH
COO COO
+ 2Mo® ———» + 2Mo®t +2H'
.
HO OH e} OH
OH O

Figure n°25 : Réaction de I’acide gallique et les composés de molybdéne dans le réactif de

Folin-Ciocalteau (Martono et al., 2019).
» Préparation des échantillons

Les différents extraits obtenu des deux plantes : aqueux, eau-acétone, eau-méthanol,
acétate d’éthyle/aqueux, n-butanol/aqueux, acétate d’éthyle/eau-acétone et n-butanol/eau-
acétone; sont solubilisés dans 1’eau distillée ou dans le méthanol a une concentration de

Img/mL.
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» Mode opératoire

Selon le protocole décrit par Vermerris et al., (2006); un aliquot de 100 pL de chaque
extrait ou fraction est mélangé avec 2 mL d’une solution de carbonate de sodium (Na,CO3) a
2% fraichement préparée. Aprés 5 min, 100 pL du réactif du Folin-Ciocalteu (0,2 N) est
ajouté au mélange. Ce dernier, apres agitation, est incubé pendant 30 minutes a I'obscurité et a
température ambiante. La densité optique est mesurée contre le tube blanc (méthanol) au
spectrophotomeétre (JENWAY) a une longueur d’onde (1) de 725 nm.

Une courbe étalon a été réalisée, en parallele, dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I'acide gallique comme étalon dissout dans le méthanol a différentes concentrations
finales de 2,27 a 45,45 pg/mL.

La concentration des polyphénols totaux présents dans les échantillons, exprimée en
microgramme équivalent acide gallique par milligramme d'extrait sec (ug eq AG/mg Es) est
calculée selon la formule suivante ;

ax f
c

[Polyphénols] =

a . concentration des polyphénols (ug / mL) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.
C : concentration initiale de I’extrait (Img/mL).

1.7 Dosage de flavonoides totaux
» Principe

Le taux de flavonoides dans les extraits préparés a été déterminé par la méthode
colorimétrique au trichlorure daluminium (AICI3) et la soude (NaOH). Dans le milieu
réactionnel, la soude ionise tous les hydroxyles phénoliques du squelette flavonique. La
présence du chlorure d’aluminium dans la solution meéne a la formation d’un complexe entre
les ortho-hydroxyles du flavonoide et les fonctions carbonyles des noyaux aromatiques (fig.
n°26). le complexe formé de couleur jaune-orange absorbe dans le visible a 510 nm (Chang et
al., 2002; Mekkiou, 2005; Manarim et al., 2016).
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0
At (510 nm)

Figure n°26 : Formation du complexe flavonoides et trichlorure d'aluminium (AICl53)
(Martono et al., 2019).

» Préparation des échantillons

Chaque extrait récupéré a partir des deux plantes étudiées : aqueux, eau-acétone, eau-
méthanol, acétate d’éthyle/aqueux, n-butanol/aqueux, acétate d’éthyle/eau-acétone et n-
butanol/eau-acétone sont solubilisés dans I’eau distillée ou le méthanol selon leurs solubilités

a une concentration de 1Img/mL.
» Mode opératoire

La teneur en flavonoides totaux dans chaque extrait a été déterminée selon le protocole
décrit par Zhishen et al., (1999). Un volume de 0,5 mL de chaque échantillon, est mélangé
avec 2 mL d'eau distillée et 0,15 mL d'une solution de nitrite de sodium (NaNO,) & 15%.
Apres 6 minutes a température ambiante, 0,15 mL d’une solution de trichlorure d’aluminium
(AICl3) a 10% et 2 mL de la solution d’hydroxyde de sodium (NaOH a 4%) sont ajoutés; le
volume total est ajusté a 5 mL avec I'eau distillée. Apres agitation au vortex, le mélange est

incubé pendant 15 minutes a température ambiante.

L'absorbance est mesurée contre le tube blanc (méthanol) au spectrophotomeétre a une

longueur d’onde (A) de 510 nm.

Une gamme étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine a différentes concentrations (5 a 100 pg/mL) permettra la détermination du taux des

flavonoides totaux.
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Le taux de flavonoides présents dans les échantillons, exprimée en microgramme
équivalent catéchine par milligramme d'extrait (g eq Cat/mg E) est calculée selon la formule

suivante ;
ax f

C

[Flavonoides]| =

a : concentration des flavonoides (ug / mL) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.
C . concentration initial de [’extrait (Img/mlL).

2. Evaluation in vitro de quelques activités biologiques des extraits de Z. jujuba et M.
inodora

2.1 Evaluation de I’activité antioxydante

Les différentes méthodes développées pour évaluer I’activité antioxydante sont caractérisé
par leur mécanisme réactionnel impliqué, car les antioxydants peuvent agir soit par transfert

d’atome d’hydrogéne, soit par transfert d’électron (Prior et al., 2005).

Dans le présent travail nous avons choisi quatre méthodes différentes afin d’évaluer la
capacité antioxydante des extraits de Z. jujuba et M. inodora en utilisant la méthode du
piégeage du radical DPPH, le test de blanchiment du [-caroténe, la méthode du pouvoir
réducteur du fer et la capacité antioxydante totale.

2.1.1 Evaluation du pouvoir antiradicalaire sur le radical libre DPPH
» Principe

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical azoté stable de couleur violette. Il
possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote, soluble dans le méthanol et
caractérisé par son pic d’absorbance a 515 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le
radical DPPH par transfert d’un hydrogene, passe a la forme réduite en formant le 2,2-
diphényl-1-hydrazine (DPPHH) de couleur jaune (fig. n°27). La décoloration violette est
proportionnelle au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon (Kouame, 2009; Locatelli et al.,
2009; Popovici et al., 2009).
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NO, NO,
' H
O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET 515nm JAUNE

Figure n°27 : Mécanisme réactionnel du test DPPH.

» Mode opératoire

L’effet antiradicalaire de chaque extrait sur le DPPH a été évalué selon le protocole de
Kumar et al., (2008). Apres la préparation des extraits dans du méthanol a différentes
concentrations (0,5-1000 pg/mL), 50 uL de chaque solution d’extraits a été ajouté a 1950 pL
d’une solution méthanolique du DPPH (25 pg/mL). Aprés agitation, les tubes sont incubés a
I'obscurité pendant 30 minutes. L'absorbance a été mesurée a 515 nm contre un tube blanc
pour chaque concentration, et qui contient 50 puL de 1’échantillon testé et 1950 pL du
méthanol. Le tube contrdle contient 50 pL. du méthanol et 1950 pL de la solution du DPPH,

son tube blanc contient 2 mL du méthanol.

Dans les mémes conditions opératoires, différentes molécules antioxydantes de références ont
été testés a différentes concentrations (1-4 pg/mL). 1l s’agit de ’acide ascorbique, 1’acide
gallique, la catéchine, I’acide tannique ainsi que le BHT (Butylated hydroxytoluene) et le

BHA (Butylated hydroxyanisole).

Les résultats du piégeage du radical DPPH sont exprimés en pourcentage selon la formule

suivante: (Do contr) — (Do échan)

DPPH (%) = Do contr) X 100

DPPH (%): Pourcentage de réduction du DPPH.
Do contr: Densité optique du tube contrdle.
Do échan : Densité optique de I'échantillon

L’activité anti-radicalaire est aussi exprimée en valeur de ICso qui représente la

concentration du substrat responsable de la réduction de 50% de la forme radicalaire du
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DPPH. Cette valeur est déterminée graphiquement (%DPPH=f [extrait pg/mL] ) en utilisant
le logiciel statistique Origine 50 version 5.0, 1997.

2.1.2 Evaluation de Deffet inhibiteur de la peroxydation lipidique: test de
blanchiment de pB-caroténe (BCB)

» Principe

Cette technique spectrophotométrique est basée sur la mesure de la décoloration
(blanchiment) du B-carotene suite a son oxydation par des hydroperoxydes conjugués diene
résultant de I’oxydation de 1’acide linoléique en présence de 1’0, et a haute température (50°)
pour former un radical stable de B-carotene (fig. n°28). L’oxydation du B-caroténe par ces
radicaux libres provoque son blanchiment et la disparition de sa couleur rouge, qui absorbe a
470 nm. La présence des antioxydants peuvent prévenir le blanchiment du B-caroténe en
neutralisant les radicaux libres issues de linoléate ( Laguerre et al., 2007; Foti et al., 2009;
Kadri et al., 2011;Ghedadba et al., 2015).

p-caroténe—H (orange) + ROO* — f- caroténes (décolorée) + ROOH
pB- caroténe—H (orange) + ROO* + AH — f- carotene—H (orange) + ROOH + A+
(A=470 nm)
Figure n°28: Réaction du B-carotene avec le radical peroxyle (Martins et al., 2015).

» Mode opératoire

Le test de blanchiment de B-caroténe utilisé pour évaluer l'activité antioxydante des
différents extraits a été réalisé selon le protocole de Koleva et al., (2002) et Ghalem et al.,
(2014). 2 mg du B-carotene est solubilisée dans 20 mL du chloroforme. 4mL de cette solution
est déposee dans une fiole contenant préalablement 400 mg du Tween 40 et 40 mg d’acide
linoléique. Cette solution est évaporée au rotavapor jusqu’a ¢limination du chloroforme. Puis,
un volume de 100 mL de I’eau saturée en oxygeéne est ajouté dans la fiole, le mélange
résultant est agité vigoureusement. En suite, des aliquots de 3mL de cette émulsion (B-
carotene/acide linoléique) sont additionnées a 200 uL de chaque extrait testé a différentes
concentrations (31,2-625 pg/mL). Des molécules antioxydantes de référence sont également
testés comme contréles positifs aux concentrations 0,5 jusqu’a 1000ug/mL : acide ascorbique,

acide gallique, catéchine, acide tannique ainsi que les antioxydants de synthése BHT et BHA.
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Apres agitation, I’absorbance du tube contrdle dont I’extrait est substitué par le méthanol
est mesurée immédiatement (t=Omin) a 470nm contre le tube blanc. Les tubes
hermétiquement fermés sont incubés a 50°C pendant 120 min, ensuite 1’absorbance de chaque
extrait est mesurée a 470 nm. L'activité antioxydante des extraits est exprimée en pourcentage

d’inhibition du blanchiment de B-carotene selon la formule suivante :

(At — Cb)

Inhibition (%) = m X

100

At: Absorbance en présence de l’extrait (antioxydants) a 120 min ;

CO, Ct: Absorbance du contréle dont ’extrait est substitué par le méthanol a 0 min et a 120 min respectivement.
Les résultats du blanchiment du B-caroténe sont également exprimés en valeur de 1Csg, qui

est la concentration de 1’échantillon nécessaire pour prévenir 50% de la décoloration du -

caroténe. Elle est déterminée graphiquement (% Inhibition =f [extrait pg/mL]) en utilisant

le logiciel statistique Origine 50 version 5.0, 1997.
2.1.3 Evaluation du pouvoir réducteur du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power)
» Principe

Cette technique colorimétrique est basée sur la mesure de la capacité des extraits testés a
transférer des électrons par des réactions d’oxydo-réduction, et de réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le ferricyanure de potassium [KsFe(CN)g] en ions ferreux (Fe?). Cette
réaction est révélée par I"utilisation du FeCls qui forme avec le fer ferreux (Fe?*) un complexe
de couleur bleu-vert appelé le bleu de Prusse (Prussian blue) caractérisé par un maximum
d’absorbance a 700 nm (fig. n°29). Une augmentation de I'absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Chung et al., 2002; Amarowicz et al.,
2004; Bougandoura et al., 2013; Kumar et al., 2019).

K:Fe(CN)s + ROH » Fe(CN)¢ 4+ RO + K"
Ferricyanure de Antioxydant Ferr ocyanure de
potassium potassium
Fe(CN)s~* + FeCls » Fes[Fe(CN)gls
Ferrocya.t.mre Complexe bleu de
de potassium Prussian (700 nm)

Figure n°29: Mécanisme réactionnel du pouvoir réducteur du fer (FRAP) en utilisant le

ferricyanure de potassium (Apak et al., 2016; Sadeer et al., 2020).
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» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits est évalué selon le protocole de Ferreira et al., (2007),
Karagozler et al. (2008) et Bougandoura et al., (2013). 1 mL de chaque extrait a différentes
concentrations finales (5 -1000 pg/mL) est mélangé avec 2,5 mL de la solution du tampon
phosphate (0,2 M; pH = 6,6) et 2,5 mL d'une solution du ferricyanure de potassium KsFe(CN)g
a 1%, puis les tubes sont incubés a 50°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement des tubes
a température ambiante, 2,5 mL d'acide trichloracétique (TCA) a 10% est ajoutée pour arréter
la réaction dans tous les tubes qui sont centrifugés a 1000 tours/min pendant 10 minutes. Puis
2,5 mL du surnageant est mélangé avec 2,5 mL d’cau distillée et 0,5mL de la solution du

FeCl3 (0,1 %). L’absorbance de chaque tube a été mesurée & 700 nm contre le tube blanc.

L'acide ascorbique, ’acide gallique, la catéchine, 1’acide tannique ainsi que les antioxydants
de synthese BHT et BHA sont utilisés comme molécules antioxydantes de références a
différentes concentrations (5-160pg/mL). Les résultats du pouvoir réducteur du fer sont
exprimés en valeur de ECs, la concentration de I'extrait fournissant 0,5 d'absorbance
déterminée a partir du graphique d'absorbance a 700 nm par rapport a la concentration de
I'extrait par le logiciel statistique Origine 50 version 5.0, 1997.

2.1.4 Evaluation de la capacité antioxydante totale (CAT)
» Principe

Cette technique est basée sur la capacité d’un antioxydant a réduire le molybdene Mo (V1)
présent sous la forme d’ions molybdate, en molybdéne Mo(V) pour former un complexe vert
de phosphomolybdate ( [HsPMos"'Mo4"0u0]*) (fig. n°30) & pH acide qui absorbe & 695nm
(Prieto et al., 1999; Phatak et al., 2014; Sadeer et al., 2020).

ArOH [ArOH]

1“10 POy [H,PMog" Mo, YO, I*

7\

O @) Bleu-vert (695nm)

— - 12

Figure n°30: Mécanisme réactionnel de la capacité antioxydante totale (CAT) en utilisant le

phosphomolybdéne (Sadeer et al., 2020)
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» Mode opératoire

La capacité antioxydante totale des extraits a été realisée selon le protocole de Prieto et
al., (1999) et Phatak et al., (2014). Un volume de 0,1 mL de chaque extrait (1 mg/mL) est
mélangé avec 1mL du réactif de phosphomolybdéne (acide sulfurique (0,6 M), phosphate de
sodium (28 mM) et molybdate d’ammonium (4 mM)). Les tubes sont incubés & 95°C pendant
90 min. Apres refroidissement a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 695 nm
contre le tube blanc. La capacité antioxydante totale, déterminée a partir de la gamme étalon
de I’acide gallique (0,9-90,9 pg/mL), est exprimée en microgramme équivalents d’acide

gallique par milligramme d’extrait (Ug eq AG/mg extrait).

2.2 Evaluation in vitro de Pactivité antidiabétique des extraits de Z. jujuba et M.
inodora

Pour I’évaluation de I’activité antidiabétique des extraits aqueux et organiques des especes
étudiées nous avons utilisé des tests in vitro afin de rechercher leur effet inhibiteur de ;
e L’activité des enzymes intestinales a-glucosidase et a-amylase en point terminal et en
cinétique.

e Laglycation de I’albumine du sérum bovin (BSA).

2.2.1 Evaluation de I’activité de I’a glucosidase: méthode en point terminal
» Principe

La mesure de l'activité de 1’a-glucosidase est une méthode colorimétrique basée sur
I’utilisation du para-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (pNPG). Ce dernier, un glycoside
incolore, constitue le substrat de syntheése des a-glucosidases. Son hydrolyse par [I’a-
glucosidase libere du glucose et du para-nitrophénol (pNP) (fig. n°31), un produit qui, en
présence du carbonate de sodium, développe une coloration jaune ayant une absorbance a
400 nm (Dejob et al., 2013; Assefa et al., 2020). La mesure de la quantité du para-
nitrophénol libérée en présence d'un inhibiteur (extrait vegétal) est utilisée pour déterminer

son effet sur I’activité d’a-glucosidase (Assefa et al., 2020).
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OH

HO

0 CH,OH OH
@ a-glucosidase o
HO OONOZ + HO0 — oH +

OH OH ON

OH

PNPG

(Incolore) o-D-glucopyranose p-Nitrophenol

(Jaune 400 nm)
Figure n°31: Réaction d’hydrolyse du pNPG par a-glucosidase (Ashiq et al., 2017).

» Préparation de la solution enzymatique

L’extrait brut de I’a-glucosidase a été récuperé a partir de la muqueuse intestinale des rats
selon le protocole de Dahlqvist (1964); Bergmeyer et al., (1974), réalisé par Mme BECHIRI
A. dans le cadre de la préparation de sa thése de doctorat. Aprés la récupération de 1’extrait
brut des enzymes de la muqueuse intestinales des rats, ce dernier a été dosé pour son activité

spécifique qui est définie comme suit ;

Une unité d’activité enzymatique (U) = quantité d’enzyme qui libére 1pmol de a-D-

glucose par min (a pH 6,8 et a 37°C).

En respectant les conditions opératoires initiales de la saturation de I’enzyme, a partir
d’extrait enzymatique brut ayant une activité spécifique moyenne de 0,94 Ul/mg protéine, des
dilutions dans le tampon phosphate (67mM; pH6,8) ont été préparé afin d’atteindre une
activité de 0,2 Ul/mL.

» Préparation de la solution du substrat

Le substrat utilisé est le p-nitrophenyl a-D-glucopyranoside (pNPG), (Sigma. Aldrich),
préparé dans le tampon phosphate (67 mM; pH6,8) a une concentration de 3 mg/mL (10 mM).

> Préraration de la solution de ’acarbose

L’acarbose (Bayer) inhibiteur spécifique de 1’a-glucosidase, a été testé a différentes

concentrations (0,011-0,117 mg/mL), préparées dans le tampon phosphate (67 mM; pH 6,8).

» Préparation de la solution des extraits

Les extraits préparés a partir des deux plantes étudiées, ont été testés a différentes
concentrations 0,12 a 7,06 mg/mL, solubilisées dans la solution du tampon phosphate (67
mM; pH 6,8).
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» Mode opératoire

Selon le protocole de Bergmeyer et al., (1974) et Kim et al., (2000), le milieu réactionnel
est composé de 200 pL de la solution de I’extrait ou d’acarbose plus 200 pL de la solution de
I’enzyme (0,2 UI/mL) et 300 puL de la solution de substrat (bNPG 3mg/mL). A la fin 1000
pL de la solution du tampon phosphate (67mM, pH6,8) est ajouté dans chaque tube. Apres
incubation pendant 40 min a 37°C, la réaction est arrétée par 1’addition de 3 mL du carbonate
de sodium (100mM). L’absorbance du para-nitrophénol libéré est mesuré au
spectrophotometre a 400 nm contre le tube blanc (milieu réactionnel sans substrat). Les essais
ont été répétés trois fois.

» Expression des résultats

Les résultats de 1’effet des extraits testés sur I’activité d’a-glucosidase sont exprimés en

pourcentage d’inhibition calculé selon la formule suivante :

ey eh s ] (Acontrodle — Aéchantillon)
% d'inhibition d’'a — glucosidase = Acontrole x 100

Acontrole - Absorbance de l’activité enzymatique sans inhibiteur
Acchantillon-Absorbance de [’activité enzymatique en présence de |’extrait ou d’acarbose
Les résultats sont exprimés également en valeur de ICsp: concentration de 1’échantillon
inhibant 50% de I’activité enzymatique, et qui est déterminée graphiquement & partir des
courbes des pourcentage d’inhibition=f(concentration de [’échantillon) en utilisant le

logiciel statistique Origine 50 version 5.0, 1997.
2.2.2 Evaluation de ’activité de I’a-amylase: méthode en point terminal
» Principe

L’incubation de la solution d’enzyme a-amylase avec la solution de I’amidon permet
I’hydrolyse du substrat et la libération des sucres réducteurs, qui sont détermines par la
méthode de Bernfeld, (1955). Cette methode colorimétrique est basée sur le caractere
réducteur des groupements aldéhydes et cétones libres des sucres. En milieu alcalin et a
chaud, I’oxydation de ces fonctions provoque simultanément la réduction de 1’acide 3,5-
dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino5 nitrosalicylique de
couleur rouge orange, ce chromogene absorbe a 540 nm (fig. n°32). L’intensité de la
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coloration est proportionnelle a la quantité de sucres réducteurs presents dans le milieu
réactionnel.
amidon

: TS —e O dextrine

glucose . branchée

COOH ‘ COOH
OH Surs Milieu alcalin OH + Sure + H,0
+  Réducteur 3 ahidiid NH Dyde
NO, NO; NO, 2
Acide 3,5-dinitrosalicylique Acide 3-amino-5-nitrosalicylique
(Jaune) (Rouge-orange, 540 nm)

Figure n°32: Réduction du DNSA par les sucres réducteurs.
» Préparation de la solution enzymatique

Pour cette activité, nous avons utilisé I’a-amylase pancréatique d’origine porcine (Sigma-
Aldrich ; E.C.3.2.1.1) pour I’évaluation de I’effet des extraits des plantes étudiées. Cette
enzyme a une structure et une cinétique proche de 1’a-amylase humaine responsable de
I’hydrolyse des liaisons o(1—4) glycosidiques, dont les produits libérés sont: des

oligosaccharides, dextrines, maltose et glucose.

Au laboratoire, I’enzyme est conservée a 4°C sous forme lyophilisé, ayant un poids
moléculaire de 13000 Da et une activité spécifique de 13Ul/mg. L’activité est optimale a pH
6,9 eta 37°C.

En respectant les conditions opératoires initiales de la saturation de 1’enzyme, la solution
d’enzyme utilisée dans cette technique a été préparée a 3,9 Ul/mL (qui correspond & 1,3
Ul/mL dans le milieu réactionnel) par dissolution de 3 mg d’enzyme lyophilisée dans 10mL
du tampon phosphate (0,02 M; 6,7 mM NaCl; pH 6,9). Le NaCl joue le r6le d’activateur de

I’enzyme.
» Préparation de la solution du substrat

Le substrat utilisé est ’amidon soluble de pomme de terre (Merck) a 1% préparé a chaud et
sous agitation (50-70°C) dans le tampon phosphate (0,02 M ; 6,7 mM NacCl; pH 6,9).
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» Preparation de la solution des extraits et de I’acarbose

Les extraits de chacune des plantes étudiées sont dissout dans la solution tampon phosphate
a différentes croissantes (0,3-3,33 mg/mL). L’acarbose utilisé dans cette étude comme
inhibiteur de I’a-amylase a été solubilisé dans le tampon phosphate (0,02 M ; 6,7 mM NaCl;
pH 6,9) a différentes concentrations (2 a 667 pg/mL).

» Preéparation de la solution du DNSA

Pour la préparation du réactif chromogene 3,5-dinitrosalicylique (DNSA), 30g du tartrate
double de sodium et de potassium est solubilisé dans 20mL de la solution NaOH (2N)
préalablement chauffée & 60°C sous agitation. 1g du DNSA a ¢été dissoute dans 40mL d’eau
distillée préchauffée (40-45°C). Les deux solutions obtenues sont mélangées sous agitation
pour obtenir un réactif limpide de couleur jaune-orange. Le volume final est ajusté a 100 mL

avec de I’eau distillée. Le réactif obtenu est conservé a 1’abri de la lumiére et a 4°C.
» Mode opératoire

Selon le protocole Thalapaneni et al., (2008), le milieu réactionnel est constitué de 200uL
de la solution d’extrait ou d’acarbose plus 200 pL de la solution d’enzyme. Apres incubation
pendant 10 min a 37°C, 200 uL du substrat (amidon) est additionné au milieu réactionnel.
Une deuxiéme incubation des tubes est effectuée pendant 15 min a 37°C. Ensuite, 600 pL du
DNSA est jouté dans chaque tube pour inhiber I’enzyme et réveéler les sucres reducteurs. Les
tubes sont placés dans un bain-marie bouillant pendant 8 min, afin que le DNSA et les sucres
réducteurs issus de I’hydrolyse de I’amidon puissent réagir. Cette réaction est arrétée par un
choc thermique, en placant les tubes directement dans un bain d’eau glacée. Enfin, ImL d’eau
distillée est ajouté avant la lecture de la densité optique a 540 nm contre le tube blanc (milieu

réactionnel sans enzyme). Les essais on été réalisés en triplicata.

» Expression des résultats
Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition de I’activité de 1’a-amylase
selon la formule suivante :
(Acontroéle — Aéchantillon)

% d'inhibition d’'a — amylase = Acontrole X1

Acontrsle - Absorbance de [’activité enzymatique sans inhibiteur.
Aschantillon: Absorbance de [’activité enzymatique en présence d’extrait ou d’acarbose.

48



Matériel et méthodes

Les résultats sont également exprimés en valeur de 1Csp; concentration de 1’échantillon
inhibant 50% de Dactivit¢ enzymatique. Elle est déterminée graphiquement a partir des
courbes du pourcentage d’inhibition=f(concentration de 1’échantillon) en utilisant le

logiciel statistique Origine 50 version 5.0, 1997.
2.2.3 Evaluation de P’activité de I’a-glucosidase: méthode en cinétique enzymatique
> Principe

L’¢étude de la cinétique d’une réaction enzymatique permet de déterminer le mécanisme
catalytique de I’enzyme et ces paramétres caractéristiques, comme la vitesse de la réaction
qui permet de définir 1’affinité de I’enzyme a son substrat (Km), ainsi la vitesse catalytique

maximale (Vmax) de cet enzyme selon 1’équation de Michaelis-Menten:

Vin : la vitesse initiale

[S] : La concentration du substrat
Vmax : La vitesse maximale

Km : La constante de Michaelis

Ces parameétres peuvent étre déterminer graphiquement par la représentation de
Lineweaver-Burk (double inverse) (1/Vin=f(1/[S]), sachant que la vitesse initiale d’une
réaction est la quantité du substrat disparue ou la quantité du produit apparue par unité du
temps qui peut étre calculer a partir de la pente de la tangente de la courbe [P]=f(tmin) (Voet et
al., 2016).

Dans cette étude, la cinétique enzymatique a été testé pour les extraits ayant présenté une
inhibition enzymatique importante en point terminal. Il s’agit de ’extrait Acety,; préparé aux
concentrations finales de 2,4 et 7,1 mg/mL, et I’extrait EMy, a 0,24 et 0,71 mg/mL.
L’acarbose (inhibiteur) a été testé aux concentrations 0,06 et 0,12 mg/mL. Différentes
concentrations du substrat pNPG ont été préparées (0,13; 0,26 et 0,53 mg/mL) en respectant
les conditions opératoires initiales de la saturation de I’enzyme. La solution d’a-glucosidase a
été utilisée a 0,2 Ul/mL.

» Mode opératoire

Le milieu réactionnel renferme 200 pL de la solution de 1’extrait ou d’acarbose plus 200

pL de la solution enzymatique et 300 pL du solution du substrat, ensuite 1000 puL. d’une
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solution du tampon phosphate (67mM, pH6,8) est ajouté dans chaque tube. 50 pL de chaque
milieu réactionnel, a différentes concentrations du substrat, et d’inhibiteur, a été prélevé a
différents intervalles du temps (0, 5, 10, 15 et 20 min) et mélangé avec 150 pL du carbonate
de sodium (100 mM). L’absorbance est mesurée contre le blanc au lecteur de microplaques a
400 nm.

La vitesse initiale de la réaction enzymatique est déterminée a partir de la pente de la
courbe [P]=f(tmin) aprés hydrolyse enzymatique du substrat selon la formule suivante:

d[P]

Vin = —
dt

Vin: Vitesse initiale.
d[P] :Différence entre deux concentrations du produit formé.
dt: Différence entre deux temps de la réaction.

2.2.4 Evaluation de P’activité de I’a-amylase: méthode en cinétique enzymatique

Pour I’étude de la cinétique de I’a- amylase (concentration finale 1,3 Ul/mL), nous avons
varié les concentrations du substrat, des extraits et de I’acarbose. L’extrait EA,;j a €té testé aux
concentrations 2,5; 5; 10 mg/mL, et ’extrait Acety; a 0,31; 0,63 et 1,25 mg/mL. 1,25 ; 2,5 et
5 mg/mL sont les concentrations du substrat (amidon). De méme I’inhibiteur, 1’acarbose, a
été testé a trois concentrations 1,25; 2,5 et 5 mg/mL. La solution enzymatique a été préparée a
la concentration finale 1,3 UI/mL, en respectant les conditions opératoires initiales de la
saturation de I’enzyme. Une gamme étalon du maltose a été préparée a différentes

concentrations, pour mesurer le produit de 1’hydrolyse de 1'amidon par I’a-amylase.
» Mode opératoire

Chaque 2 min et pendant 8 min, 600 UL a été prélevé de chaque milieu réactionnel (contenant
I’enzyme, ’extrait ou I’acarbose, I’amidon) puis ajouté dans une gamme de tubes contenant
600 pL du DNSA. Aprés agitation, les tubes sont placés dans un bain mari a 100°C pendant
10 min ; ensuite les tubes sont immédiatement refroidis dans un bain de glace pour arréter la
réaction entre le maltose et le DNSA. Un millilitre d'eau distillée est ajouté dans chaque tube
pour mesurer la densité optique au spectrophotométre a 540 nm de chaque essai (réalisé en

triplicata).

La vitesse initiale de la réaction enzymatique est mesurée a partir de la pente de la courbe

[P]=f(tmin) apres hydrolyse enzymatique du substrat.
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2.2.5 Evaluation in vitro de D’effet antiglycant des extraits de Z. jujuba et M.
inodora sur la BSA (Bovine Serum Albumin)

L’hyperglycémie chronique expose les protéines circulantes, principalement 1’albumine, a
une réaction de glycation non enzymatique, qui correspond a une fixation non enzymatique et
irréversible de sucre réducteur (comme le glucose) sur les fonctions amines des protéines (le
groupe e-NH; de lysine et le groupe guanidine de I’arginines). C’est un mécanisme complexe
comprenant plusieurs étapes responsables de la formation de composés de structure complexe,
souvent fluorescents, c’est les produits de glycation avancés ou AGE (Advanced Glycation
End-products) (Yang et al., 2003; Grzegorczyk-Karolak et al., 2016; Yeh et al., 2017).

Dans cette étude, la BSA a été choisie comme protéine modéle pour la formation de la
glycation protéique.

» Principe

L’incubation in vitro de I’albumine avec de fortes concentrations de glucose conduit a une
glycosylation non enzymatique caractérisée par la production des AGE (fig. n°33). Etant
donné que la plupart des AGE ont une fluorescence intrinseque, 1’effet antiglycant est
déterminé par la mesure de la fluorescence caractéristique des AGE totaux (ExX/Em 335/440
nm) produits dans le milieu d’incubation (Day et al., 1979; Degenhardt et al., 1998; Niwa,
1999; Sharma et al., 2002; Yang et al., 2003; Grzegorczyk-Karolak et al., 2016; Yeh et al.,
2017).

Heures Jours Semaines
> g >
S - ;U — R —
N ' '
i g  Protéine 1"" tlm
N —R— (IZH CH:
Réarrangements
Lo | CHOH dAmador ¢-o
Honk NHz | | 02
——— = 5 wHm  ——p AGE
bion — <> &Ho &HoH _ -
< (Carboxymethyl-lysine, la pentosidine, la
&HOH éHOH J:HQH N-Carboxyethyl-lysine, la crossline, la
| H:0 | pyralline, ...)
CHz0H CH20H CH,0H
. Fructosamine Fluorescence
D-glucose Base de Schiff (Ex/Em 335/440 nm)

Figure n°33 : Réactions de formation de produits finaux de glycation avancée AGE
(Wautier et al., 2014).
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» Mode opératoire

La glycation de la BSA a été effectuée selon les protocoles de Bourdon et al., (1999) ;
Meeprom et al., (2013); Hussain et al., (2015); Grzegorczyk-Karolak et al., (2016). Dans
des conditions stériles, les solutions utilisés sont préparées dans un tampon phosphate (pH
7,4 ; 0,1M) et le milieu réactionnel a été préparé dans des tubes eppendorf, dont 400uL du
BSA (10 mg/mL) a été ajouté a 400 pL de glucose (2 et 4 mg/mL) et 400 pL de I’extrait
(0,03; 0,3 et 3 mg/mL) ou des molécules de références (A. gallique, A. tannique, A.
ascorbique et quercétine aux concentrations 0,015 ;0,15 et 1,5 mg/mL). 100uL de 1’azide de
sodium NaNj3 (0,02%), utilisé comme agent antimicrobien a a été ajouté dans tous les tubes
qui sont incubés a 37°c pendant 3 semaines. Les essais ont été répétés trois fois.

La formation des AGE totaux a été déterminée en utilisant le fluorimétre a une longueur

d’onde d’excitation 335 nm et d’émission 440 nm.
» Expression des résultats

L’effet antiglycation des extraits testés est exprimé en pourcentage d’inhibition de la
formation des AGE selon la formule suivante (Chompoo et al., 2011):
(1—-Fi)

% d'inhibition AGE = ~Fo x 100

Fi: fluorescence de la solution avec inhibiteur.

Fo: fluorescence de la solution sans inhibiteur.
Les résultats sont exprimées également en concentration de 1I’échantillon inhibant 50% de la
formation des AGE (ICsp), qui est déterminée graphiquement a partir des courbes des
pourcentage d’inhibition=f(concentration échantillon) en utilisant le logiciel statistique
Origine 50 version 5.0, 1997.

2.3 Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits préparés

Les différents extraits de Z. jujuba et M. inodora ont €té testé pour leur activité
antimicrobienne sur des bactéries (Gram positif et Gram négatif), et des levures. Les
références des souches sont indiquées dans le tableau n°05. Elles sont fournies par les
laboratoires de recherche : Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité
biologique (LapSab), et laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agroalimentaire, au
Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE), Université de Tlemcen.
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Pour I’évaluation de cette activité, nous avons appliqué la méthode de diffusion sur gélose
(ou méthode des disques) en mesurant les zones d’inhibition. Les extraits ayant présentés une
activité remarquable par la méthode des disques ont été testés par la méthode de microdilution

afin de déterminer les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI).

Tableau n°® 05: Les souches des bactéries et des levures utilisées pour I’évaluation de

[’activité antimicrobienne.

Souches

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Bactéries a Gram Positif
Bacillus cereus ATCC 11778

Bacillus subtilis ATCC 6633

Escherichia coli ATCC 25933

Bactéries a Gram Négatif
Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Candida albicans ATCC 10231

Levures Candida albicans ATCC 26790

Candida albicans IP 444

2.3.1 Evaluation de activité antibactérienne
A. Méthode de diffusion sur gélose

» Principe

Le test de sensibilité des souches bactériennes aux extraits des plantes étudiées, adapté
selon CLSI, 2015, a éte effectue par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé de
Mueller Hinton préparé a pH 7,2+0,2. Cette méthode, est basée sur la capacité de diffusion
des extraits testés dans le milieu en inhibant la croissance des bactéries par formation des

zones d’inhibition de diameétres variables autour du dépot de I’extrait.

Selon Lee et al., (2007) une échelle de diamétres des zones d’inhibition, exprimées en mm,

permettent de distinguer 1’effet antibactérien :
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Diametre < 6,4 mm — pas d’activité antibactérienne ;
Diamétre entre 6,5 et 6,9 mm— activité antibactérienne faible ;
Diamétre entre 7 et 7,9 mm— activité antibactérienne moyenne ;

Diameétre > 8 mm— activité antibactérienne importante.
» Préparation de I’inoculum

L’inoculum a été préparé a partir d’une culture jeune de 18 heures sur milieu gélosé non
sélectif. Quelques colonies de la culture sont suspendues dans de I’cau physiologique a
0,85%. L’absorbance de la suspension est ensuite ajustée au standard 0,5 McFarland au
spectrophotomeétre a 625 nm. Dans cette étude les extraits sont préparés a une concentration
de 1000 mg/mL dans I’eau distillée. La gentamicine (10 pg/disque) utilisee comme
antibiotique de référence (contréle positif). L’cau distillée est utilisé comme témoin négatif.

L’ensemencement de 1’inoculum se fait par écouvillonnage sur la gélose. Des disques en
papier filtre Wattman N°4 de 6 mm de diamétre stérilisés, sont imprégnés de 20 pL de la
solution des extraits. Les disques du témoin négatif, contréle positif et extraits, sont placés
aseptiqguement sur la gélose préalablement inoculée. Apres 15 minutes a température
ambiante, afin de favoriser la diffusion des extraits, les boites sont incubées a 37°C pendant
18 a 24 heures. La lecture des résultats se fait par la mesure des diametres des zones

d’inhibition autour des disques (mm).
B. Méthode de microdilution

La détermination de la CMI des extraits a été faite par la méthode de microdilution en
milieu liquide selon les recommandations de (CLSI, 2015). Le milieu de culture recommandé

pour cette technique est le bouillon Mueller Hinton a un pH de 7,2 +0,2.

La premiére étape de cette manipulation est I’ajustement de la concentration de la
suspension bactérienne a 0,5 McFarland. Nous avons utilisé dans ce test des microplaques
stériles a 96 puits. Les extraits sont préparés dans le bouillon Mueller Hinton pour obtenir une

gamme de concentrations décroissantes allant de 450 a 110 mg/mL.

180 uL de chaque extrait a différentes concentrations sont déposés dans chaque puits, puis

20 pL de I’inoculum sont ajoutés pour avoir une concentration finale de 5.10* cellules/mL.
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Apres 24 heures d’incubation a 37°C, la lecture est effectuée a 1’ceil nu. La CMI est la plus

faible concentration de 1’extrait testée pour laquelle aucun trouble visuel n’est observé.
2.2.3 Evaluation de I’activité antifongique vis-a-vis des levures
A. Méthode de diffusion sur gelose :

La méthode de diffusion sur un milieu solide est une technique standardisée par le
NCCLS (2004). Le milieu de culture utilise est le Mueller Hinton Agar supplémenté de 2%
de glucose et 0,5 pg/mL de bleu de méthyléne a un pH de 7,2 +£0,2. L’inoculum équivalent a
0,5 McFarland a été réalisé dans les mémes conditions précédant sachant que 1’absorbance est
mesurée a 530 nm. L’ensemencement est effectué par écouvillonnage. Les disques immergés
par les extraits a 1000 mg/mL sont déposés dans les boites préalablement ensemencées. Apres
un temps de diffusion de 15 minutes a température ambiante, les boites sont incubées a 35°C
pendant 24 heures. L’effet antifongique est déterminé par mesure des diameétres des zones
d’inhibition.

3. Analyse statistique

Des études statistiques ont été réalisées afin de pouvoir comparer les différents résultats

qui sont exprimés sous forme de moyennes £ ’erreur standard & la moyenne (X*ES).

1.1 .
La moyenne (x) X = —ZFnl al
La variance (Vy) Vx = % Yi(xi —x)?
L’écart type (0X) ox =VVx
L’erreur standard de la moyenne (ES) ES = %
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1. Etude phytochimique
1.1 Caractéristiques des extraits de plantes Z. jujuba et M. inodora

Apres évaporation a sec des solvants d’extraction, les différents extraits ont été récupérés
sous forme solide, une poudre ou une péate hygroscopique. Les tableaux n°06 et n°07

résument quelques caractéristiques de ces extraits.

Les résultats résumés dans le tableau n°06 montrent que ’ensemble des extraits et des
fractions préparés a partir du fruit de Ziziphus jujuba sont récupérés sous forme de pate de
couleur marron. Le rendement d’extraction varie selon le solvant d’extraction utilisé. L’extrait
aqueux présente le rendement le plus élevé (46,03%) suivi par 1’extrait eau-acétone (36,08%),
I’extrait eau-méthanol (35,36%), et les fractions n-butanol n-buty; (8,17%) et n-buty;
(5,87%). Tandis que les deux fractions acétate d’éthyle Acety,j et Acety,;; montrent le plus

faible rendement 1,52% et 2,19%, respectivement.

Tableau n°06 : Caractéristiques des extraits du fruit de Z. jujuba.

Extraits Aspect physique Couleur Rendement %
AQ 4 Solide Marron 46,03+0,48
EA, Solide Marron 36,08+1,93
EM, Solide Marron 35,3620,15

Acety,, Solide Marron 1,52+0,36

n-buty,; Solide Marron 8,17+0,79

Acet,,; Solide Marron 2,1940,9

n-but;; Solide Marron 5,87+0,39

Aq ;4 . Extraitaqueux de Z. jujuba

EM;; : Extrait eau-méthanol de Z. jujuba

EA;; : Extrait eau -acétone de Z. jujuba

Acety,;: Fraction Acétate d’éthyle de I'extrait aqueux de Z. jujuba
n-buty,; : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba

Acety,; - Fraction Acétate d’éthyle de [’extrait eau-acétone de Z. jujuba
n-buty,; :Fraction n-butanol de I’extrait eau-acétone de Z. jujuba

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)

Le tableau n°07 montre que 1’ensemble des extraits et des fractions préparés a partir de la
partie aérienne de Micromeria inodora ont été récupérés sous forme de poudre de couleur
marron, avec un faible rendement d’extraction qui varie entre les extraits. L’extrait eau-

méthanol révele le rendement le plus élevé (3,84%) suivi par ’extrait aqueux (3,64%),
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I’extrait eau-acétone (2,16%) et la fraction n-butanol (1,91%). La fraction acétate d’éthyle
montre le plus faible rendement (0,87%) par rapport aux autres extraits.

Tableau n°07: Caractéristiques des extraits de la partie aérienne de M. inodora

Extraits Aspect physique Couleur Rendement %
Ad wmi Poudre Marron 3,64+1,09
EAw Poudre Marron-vert 2,16+0,4
EMwu Poudre Marron 3,84+0,52

Acety Poudre Marron 0,87+0,2

n-buty, Poudre Marron 1,91+0,3

Aq v . Extrait aqueux de M.inodora

EMy, : Extrait eau-méthanol de M.inodora

EAy, : Extrait eau-acétone de M.inodora

Acety - Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de M.inodora
n-buty,, : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de M.inodora

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)

1.2 Screening phytochimique des extraits préparés

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les différents extraits et fractions des
deux espéces étudiées sont indiqués dans les tableaux n°08 et n°09. L’apparition d’une
coloration ou d’une précipitation par I’intermédiaire de certains réactifs spécifiques témoigne
la présence de certaines familles de composés chimiques dans les extraits et les fractions

testés.

Le screening phytochimique réalisé sur les differents extraits du fruit de Z. jujuba (Ady;,
EM;j, EA;j, Acety;j, n-buty,j, Acetyj, n-buty,;) indiquent la présence des flavonoides, des
tanins et des quinones. Tandis que les alcaloides, terpenoides, coumarines et anthraquinones

présentent des réactions négatives.
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Tableau n°08 : Screening phytochimique des extraits des fruits de Z. jujuba

quj EMZj EAZJ' Acetlzj n-butlzj ACGtsz n-bUtZZj

Flavonoides + + + + + + +
Tanins + + + + + + +
Alcaloides - - - - - - -

Terpenoides - - - - - - -

Saponosides - - - - + - +
Coumarines - - - - - - -
Quinones + + + + + + +

Anthraquinones - - - - - - -

Aq 4 . Extraitaqueux de Z. jujuba

EM,; : Extrait eau-méthanol de Z. jujuba

EA;; : Extrait eau -acétone de Z. jujuba

Acety,;: Fraction Acétate d’éthyle de I'extrait aqueux de Z. jujuba
n-buty,; : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba

Acety,; - Fraction Acétate d’éthyle de [’extrait eau-acétone de Z. jujuba
n-buty,; :Fraction n-butanol de I’extrait eau-acétone de Z. jujuba

(+) : Test positif.  (-): Test négatif.

Dans le tableau n°09 nous constatons que les résultats du screening phytochimique
effectué sur les extraits de Micromeria inodora ont révélé la présence des flavonoides, tanins,
alcaloides, saponosides et quinones. Nous avons noté également I’absence des terpenoides, les

coumarines et des anthraquinones.

Tableau n°09: Screening phytochimique des extraits de la partie aérienne de M. inodora.

AQgm EMw EAw Acety, n-buty,
Flavonoids + + + + +
Tanins + + + + +
Alcaloides + + + + +
Terpenoides - - - - -
Saponosides + + + - -
coumarines - - - - -
Quinones + + + - +

Anthraquinones - - - - -

Aq w - Extrait aqueux de M.inodora
EM\, : Extrait eau-méthanol de M.inodora
EAw, : Extrait eau-acétone de M.inodora
Acetyy :Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de M.inodora
n-buty, : Fraction n-butanol de [’extrait aqueux de M.inodora
(+) : Test positif.  (-): Test négatif.
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1.3 Analyse chromatographique des composés phénoliques et des flavonoides

L’analyse chromatographique par RP-HPLC-PDA a était appliquée pour les extraits des
deux especes Z. jujuba et M. inodora ayant présenté des resultats importants concernant les

activités biologiques testés. Il s’agit des extraits EA;j, Acety;, Acetiz; Aqwmi, Acety et N-butw,

Les spectres chromatographiques des extraits du fruit de Z. jujuba représentés dans la fig.
n°34 ont montré la présence de ’acide gallique et de la quercétine dans trois extraits, eau-
acétone (EA;j), acétate d’éthyle récupéré a partir de 1’extrait eau-acétone (Acety;;) et acétate
d’éthyle récupéré a partir de 1’extrait aqueux (Acety;;); tandis que la rutine a été déterminée

uniquement dans I’extrait Acety;;.
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Figure n°34 : Spectres chromatographiques des extraits du fruit de Z. jujuba (280nm)
I’extrait EA;j (A), Acety;j (B) et Acety;; (C).

59



Résultats et interprétations

En ce qui concerne I’analyse chromatographique des extraits de la partie aérienne de la
plante M. inodora, les spectres obtenus (fig. n°35), révélent un pic important correspond a la
quercétine dans les trois extraits analysés Aqmi, Acety et n-buty,. D’autres pics d’une
allure moins importante qui correspond a quatre composés : ’acide gallique ; la vanilline ; la
rutine et la naringénine ont été également observé dans le spectre chromatographique de
I’extrait Acety; a différents temps de rétention (1,6 ; 6,9 ; 12,8 et 18,37 min, respectivement).
Le spectre chromatographique de 1’extrait n-buty,, montre la présence de la rutine en plus de
la quercétine. L’extrait brut aqueux semble contenir le compose A. gallique.
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1.4 Teneur en polyphénols et en flavonoides totaux

La teneur en polyphénols et en flavonoides totaux dans les extraits et les fractions préparés
a partir des fruits de Ziziphus jujuba et la partie aérienne de Micromeria inodora a été
quantifiée par un dosage colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le réactif
de chlorure d’aluminium, respectivement. Les résultats obtenus sont exprimés en
microgrammes équivalent d’acide gallique par milligrammes d’extrait sec (Ug eq AG/mg Es)
et en microgrammes équivalent de catéchine par milligrammes d’extrait sec (Ug eq Cat /mg
Es) (fig. n° 36 A et B).
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Figure n°36: Courbes étalon d’acide gallique pour le dosage de polyphénols totaux (A) et de

catéchine pour le dosage de flavonoides totaux (B).

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les extraits de Ziziphus jujuba et
Micromeria inodora sont regroupés dans le tableau n°10. Les résultats obtenus montrent des
teneurs variables dans les différents extraits. La fraction Acet;,; de Z. jujuba renferme le taux
le plus élevé en polyphénols 94,70 ug eq AG/mg Es et en flavonoides 427,33 g eq Cat /mg
Es. Concernant les extraits bruts aqueux, eau-méthanol et eau-acétone des teneurs de 48,59 ;
49,10 ; 50,96 ug eq AG/mg Es et 47,08 ; 62,08 ; 75,73 ug eq Cat/mg Es ont été notées.

61



Résultats et interprétations

Tableau n°10: Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les extraits du fruit Z. jujuba

Extraits Polyphénols (ugeq AG/mg Es)  Flavonoides (ug eq Cat/mg ES)
Ad 5 48,59 + 0,01 47,08+ 0,01
EA; 50,96 + 0,02 75,73+ 0,01
EM;; 49,10 £ 0,01 62,08 £ 0,03

Acetyy 94,70 + 0,02 427,33 £ 0,07

n-buty 58,3 0,01 84,66 + 0,01

Acety; 48,74 + 0,03 378,66 £ 0,13

n-but,;; 42,84 £ 0,01 248,25+ 0,03

Aq 5 . extrait aqueux de Z. jujuba

EM;; : Extrait eau-méthanol de Z. jujuba

EA; : Extrait eau -acétone de Z. jujuba

Acety,;: Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de Z. jujuba
n-buty,; : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba

Acety,; : Fraction Acétate d’éthyle de [’extrait eau-acétone de Z. jujuba
n-buty; : Fraction n-butanol de [’extrait eau-acétone de Z. jujuba

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)

Le tableau n°11 rapporte le taux de polyphénols et de flavonoides totaux dans les extraits
de M. inodora. Nous remarquons dans ces extraits une teneur en polyphénols qui varie de
175,50 a 332,62 pug eq AG/mg Es dont I’extrait EAp comporte le taux le plus élevé. Les
extraits bruts aqueux, eau-méthanol et eau-acétone renferment 86,30 ; 79,90 et 70,22 ug eq
Cat/mg Es respectivement. Tandis que les taux les plus faibles sont enregistrés dans les
fractions acétate d’éthyle et n-butanol (67,26 ; 65,38 pg eq Cat/mg Es).

Tableau n°11:Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits de la
partie aérienne de M. inodora.

Extraits Polyphénols (ug eq AG/mg Es)  Flavonoides (ug eq Cat/mg Es)
Aq m 296,79+ 18,91 86,30+ 8,96
EAMI 332,62 +£ 9,95 70,22+ 3,57
EMw 288,67+ 2,57 79,90+ 7,34

Acety, 216,95+ 10,40 67,26+ 2,41

n-buty, 175,50+ 7,05 65,38+ 2,04

Aqw - Extrait aqueux de M. inodora

EMy, : Extrait eau -méthanol de M. inodora

EAw, : Extrait eau -acétone de M. inodora

Acety, - Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de M. inodora
n-buty, : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de M. inodora

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)
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2. Evaluation in vitro des activités biologiques des extraits de Z. jujuba et M. inodora

L’objectif de la présente étude est basé sur 1’évaluation de quelques activités biologiques
des différents extraits isolés des plantes étudiées, de ce fait nous nous sommes principalement

intéressés a la recherche de I’activité antioxydante, antidiabétique et antimicrobienne.
2.1 Activite antioxydante des extraits de Z. jujuba et M. inodora

Plusieurs tests in vitro sont utilisés pour déterminer 1’efficacité antioxydante des
molécules. Ces tests différent par leur mécanisme d’action et les especes cibles. Dans le
présent travail, nous avons choisi quatre tests complémentaires afin de rechercher un effet

antioxydant des plantes étudiées.

Concernant les tests réalisés sur les extraits préparés, nous avons testé ’effet piégeur des
radicaux libres en utilisant le DPPH, le pouvoir réducteur du fer au ferricyanure de potassium,
I’effet anti-peroxydation lipidique en utilisant la méthode de blanchiment de -caroténe, et la
capacité a réduire le molybdéne Mo (VI).

2.1.1 Pouvoir antiradicalaire sur le radical DPPH

Les résultats de I’activité antiradicalaire des extraits ainsi que de certaines molécules
antioxydantes de références exprimées en pourcentage de réduction et en I1Cso (la quantité
d’antioxydant nécéssaire pour réduire 50% du DPPH®), sont regroupés dans les tableaux n°
12,13 et 14.

Dans le tableau n°12, nous avons remarqué une forte activité antiradicalaire de I’A.
gallique sur le DPPH avec une valeur de 1Cso de 1,28ug/mL suivi par I’A. ascorbique (1,7
pug/mL), la catéchine (2,85 pg/mL), le BHA (2,69 pg/mL)et I’A. tannique (2,59
pg/mL) tandis que le BHT semble avoir une activité antiradicalaire moyennement faible avec

une ICso de 4,7ug/mL.
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Tableau n°12: Effet antiradicalaire des molécules antioxydantes de références sur la
réduction du DPPH.

Concentration pg/mL 1Cx

1 15 2 25 3 35 4 Ho/mL

27,69 4466 5517 71,35 87,37 93,72 94,24 1,77
+001 +£001 +£001 +£001 £003 0,01 =£001 =*0,03

10,73 25,74 346 4265 5296 59,00 69,7 2,85

A. ascorbique

Catéchine 701 +001 +00L +00L +00l 4002 4002 0,05

BHA 848 2273 3431 4659 5516 56,09 6316 2,69
+001 +001 +001 +001 +001 +002 +001 0,09

BHT 563 1224 286 31,35 30,66 3727 4734 47
+0,01 +003 +002 +002 +001 +001L +002 0,05

A allioue 3645 6048 7976 9244 9647 9410 9148 128
-Qalliqué 1901 +001 +001 +001 +001 +001 +001 0,01

. 13,16 29,96 42,91 4580 6483 7454 92,70 259

A. tannique

+001 +001 =+001 +002 +0,02 =+002 =+001 =011
(£) : Erreur standard (ES) (n=3)

Le tableau n°13 montre que les différents extraits de Z. jujuba présentent un effet
antiradicalaire croissant et proportionnel a la concentration de chaque extrait. Les extraits
bruts Aq;j; EMj et EA; a faible concentration 75 pg/mL, révelent une inhibition de la
réduction du DPPH de 3% a 13% ; tandis que les fractions acétate d’éthyle: Acety,j, Acety,; et
la fraction n-buty,; a cette méme concentration arrivent a 86%, 95% et 62%, respectivement.
La comparaison des valeurs d’ICsp nous a permis de distinguer 1’effet antiradicalaire de ces
extraits notamment les fractions acétate d’éthyle (Acet,j, Acety,;) et n-butanol (n-buty,;) qui
ont montré de faibles valeurs (34,4 ; 12 et 60 pg/mL, respectivement) par rapport aux autres
extraits qui présentent des concentrations supérieures a 240 pg/mL. Ces valeurs restent
superieures a celle des molécules antioxydantes (tableau n°12).
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Tableau n°13: Effet antiradicalaire des extrais du fruit de Z. jujuba sur la réduction du

DPPH.
Concentration pg/mL ICso
75 250 425 625 750 875 925 1000  Hg/mL

Ad. 13,01 45,73 67,81 91,58 92,64 9392 9447 91,18 294,80
9 +0,02 +002 +002 +003 +001 +0,01 0,02 0,01 +2,67

3,05 27,65 45,37 57,60 6064 73,11 7555 9589 503,60

EAi 41001 +002 =+001 £002 002 +001 002 +001 +173
oy, 681 3578 6063 7521 8377 9L17 9126 9000 36240
i $003 +003 +003 +002 +002 001 001 4001  +569
ncet. 8656 7862 8812 9467 9131 9189 9409 9710 34,40
W 4003 +004 £002 001 002 00l 2002 00l  +289
but. 451 5135 7690 9259 8971 9196 8770 8893 24690
W +001 +00L +001 001 4002 001 00l 2001 033
ncet,, 9583 9809 9519 8349 8575 9647 9296 8198 12,00
2 4001 +001 +001 +000 +001 001 001 4002  +1.00
6281 7712 8934 9299 9287 9201 97.74 60,00

Nn-buty; ND

+0,02 +£005 0,02 +0,01 0,01 0,01 0,01 +3,46
Aqy . Extrait aqueux de Z. jujuba

EM; : Extrait eau -méthanol de Z. jujuba

EA; : Extrait eau-acétone de Z. jujuba

Acety,; :Fraction Acétate d’éthyle de I'extrait aqueux de Z. jujuba

n-buty,; : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba

Acety,; . Fraction Acétate d’éthyle de ’extrait eau-acétone de Z. jujuba

n-buty; : Fraction n-butanol de [’extrait eau-acétone de Z. jujuba

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)

Les résultats illustrés dans le tableau n°14 révelent que les différents extraits de M.
Inodora présentent un effet antiradicalaire intéressant a faible concentration. A 25 pug/mL la
majorité des extraits testés arrivent a un pourcentage de réduction du DPPH de plus de 85%.
En termes de valeur de 1Csq les extraits Acety, n-buty, et Aqwm présentent les valeurs les plus
faibles 1,5 pg/mL, 4,1 pg/mL et 7,4 pg/mL, respectivement. La fraction acétate d’éthyle
présente une tres forte activité antiradicalaire parfois supérieure a celles des molécules
antioxydantes de référence : A. ascorbique (1,77 pg/mL), A. tannique (2,59 pg/mL), BHA
(2,69ug/mL), catéchine (2,85ug/mL) et BHT (4,7ug/mL).
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Tableau n°14: Effet antiradicalaire des extraits de M. inodora sur la réduction du DPPH.

Concentration pg/mL ICss
0,5 6,25 12,5 25 75 250 Hg/mL

A ND 40,87 81,32 90,13 91,28 82,55 7.4
Owmi +0,006 +0,03 +0,006 +0,003 +0,001 0,001

EA ND 15,56 33,60 66,44 82,71 89,21 18,9
M +0,01 +0,02 +0,01 +0,004 +0,009  +0,001

EM ND 37,23 57,25 89,72 89,84 90,99 9,9
MI +0,006 +0,009 +0,01 +0,007 +0,003 0,001

Acet 47,25 65,02 92,59 94,32 96,87 ND 15
M 40,003 +0,008 +0,003 +0,004 +0,004 +0,001

n- 31,25 61,46 82,55 91,10 97,12 ND 41
buty,  +0,01 +0,004 +0,008 +0,000 +0,002 +0,002

Agw : Extrait aqueux de M. inodora

EMy, : Extrait eau -méthanol de M. inodora

EA : Extrait eau -acétone de M. inodora

Acety, : Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de M. inodora
n-buty, : Fraction n-butanol de [’extrait aqueux de M. inodora

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)

ND : Non déterrminée.

Selon I’analyse des résultats, nous avons constaté que les extraits de deux espéces étudiées
présentent un effet antioxydant par piégeage des radicaux libres, dont les extraits de M.

inodora présentent un effet prometteur par rapport aux extraits de Z. jujuba.

2.1.2 Effet inhibiteur de la peroxydation lipidique: test de blanchiment de p-carotene
(BCB)

Les résultats obtenus concernant I’effet des extraits testés et les molécules antioxydantes de
référence sur la peroxydation lipidique en utilisant le test de blanchiment du B-caroteéne

(BCB) sont représentés dans les tableaux n°15, 16 et 17.

En ce qui concerne les molécules antioxydantes de références testées pour leur effet
inhibiteur de la peroxydation lipidique (tableau n°15) le BHA et le BHT présentent un effet
intéressant avec des valeurs de ICso remarquable (0,6 et 2 pg/mL), suivis par I’acide tannique
(3,6 pg/mL) et la catéchine (7 pg/mL). L’acide ascorbique semble le moins actif dans cet

essai, il présente une valeur d’1Csq relativement élevée 461 pug/mL.
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Tableau n°15: Effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des molécules antioxydantes de
références (test de p-caroténe).

Concentration pg/mL

IC /mL
100 250 500 1000 o HO
A.ascorbique  14,67+0,02 41,48+0,01 51,72+0,03 68,77+0,01 461+0,03
Concentration pg/mL
1Csq pg/mL
5 10 25 50
Catéchine 45,47+0,01 56,66+0,02 75,28+0,01 76,40+0,01 07,00+0,002
A.gallique 15,46+0,01 28,18+0,02 42,01+0,03 50,61+0,03 48,00+0,01
A.tannique 63,33+0,01 63,61+0,01 65,28+0,01 ND 03,60+0,000
Concentration pg/mL
1Cso pg/mL
0,5 1 2,5 5
BHA 47,22 + 0,04 56,39 + 0.05 74,5+ 0,01 76,81+ 0,01 0,60+0,000
BHT 24,44 + 0,02 46,67 + 0.04 51,74 + 0,06 72,64 + 0,03 02,00+0,001

(%) : Erreur standard (ES) (n=3) ND : Non déterrminé.

Dans le tableau n°16 nous remarquons un effet inhibiteur de 1’oxydation du B-caroténe
proportionnelle & la concentration des extraits de Z. jujuba. Les fractions acétate d’éthyle
(Acety,j et Acety,;) assurent une forte inhibition qui arrive a 82 et 83%, avec des valeurs de
ICs0de 60 et 61 pg/mL, respectivement. L’extrait n-buty;; révele une activiteé intéressante avec

une ICsp de 48 pg/mL.

Tableau n°16: Effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des extraits de Z. jujuba (test de B-
caroténe).

Concentration pg/mL

Extraits 100 250 500 'Co (H/mL)
Aq 4 39,86+0,01 51,530,01 60,97+0,01 231,00+7,5
EA, 38,750,01 60,000,01 71,94+0,01 180,00+5,5
EM, 61,24:0,01 63,19+0,01 67,100,01 78,00+4,93

Acety; 59,28+0,01 60,91+0,01 82,08+0,01 60,0045,23
n-buty; 25,08+0,01 43,65+0,01 51,14+0,01 462,00+13,65
Acety, 62,21+0,01 78,83+0,01 83,71+0,01 61,0043,23
n-buty; 64,82+0,01 71,34+0,01 85,02+0,01 48,00+5,04

Aq ;4 . Extrait agueux de Z. jujuba

EM; : Extrait eau -méthanol de Z. jujuba
EA; : Extrait eau-acétone de Z. jujuba
Acety,j :Fraction Acétate d’éthyle de I'extrait aqueux de Z. jujuba
n-buty,; : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba

Acety,; - Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait eau-acetone de Z. jujuba
n-buty; : Fraction n-butanol de I’extrait eau-acétone de Z. jujuba

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)
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Les résultats de D’effet des extraits de M. inodora sur le blanchiment du B-carotene
illustrés dans le tableau n°17 montrent un effet intéressant avec de faibles valeurs de ICsg.
Les valeurs les plus faibles sont notés principalement dans la fraction acétate d’éthyle (28
pg/mL) et P’extrait eau-acétone (32 pug/mL). En revanche la fraction n-butanol assure une
protection du pB-carotene (ICso = 128 pug/mL) supérieur a celle des extraits bruts aqueux (260

pg/mL) et eau-méthanol (356 pg/mL).

Tableau n°17: Effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des extraits de M. inodora (test de

B-caroténe).

Concentration pg/mL

31,2 62,5 187,5 625 'Coo (hg/mt)
AQ wmi 3,77+0,01  17,84+0,003 47,12+0,01 95,72+0,007 260+0,08
EAM 48,19+0,01  78,45+0,01 ND ND 32+0,006
EMwm 1,30+0,01 ND 42,01+0,02 63,73+0,002 356+0,03
Acety, 52,42+0,02 62,96+0,01 77,08+0,01  78,09+0,01 28,1+0,006
n-buty, 14,62+0,01 32,08+0,007 65,96+0,005 99,52+0,01 128,3+0,01

Aqw . Extrait aqueux de M. inodora

EMy, : Extrait eau -méthanol de M. inodora

EAy, : Extrait eau -acétone de M. inodora

Acety - Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de M. inodora
n-buty, : Fraction n-butanol de [’extrait aqueux de M. inodora

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)

ND: Non déterminé

A la lumiere des résultats obtenus nous avons constaté que la majorité des extraits des deux
espéces végétales étudiées dans ce travail présentent un effet inhibiteur de la peroxydation des
lipides (révelé par le blanchiment du B-caroténe), en précisant I’effet éminent des extraits de
M. inodora par rapport aux extraits de Z. jujuba, mais qui reste inférieur a I’effet des

molécules antioxydantes de références.
2.1.3 Pouvoir réducteur du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le pouvoir reducteur du fer est exprimé en valeur de ECsy la concentration efficace, de
I’extrait ou des molécules antioxydantes de référence correspondante a une absorbance de
0,5 a 700 nm. Les résultats obtenus concernant cette activité sont exposés dans le tableau
n°18.
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Selon les résultats obtenus nous avons remarqué que 1’acide gallique présente un effet
réducteur du fer remarquable (ECso=4,81pg/mL) par rapport aux autres molécules
antioxydantes de référence, suivi par 1’acide tannique (6,96 pg/mL), le BHT (7,53 pg/mL) et
le BHA (7,61 pg/mL)

Dans le cas des extraits, nous avons observé que les extraits de M. inodora sont plus
efficaces par rapport aux extraits de Z. jujuba, car I’ensemble des valeurs de ECsy déterminées
pour ces extraits varient de 7,5 a 23,3 png/mL, notamment pour ’extrait Acety; qui présente
une valeur comparable a celles des molécules antioxydantes de références. Tandis que les
valeurs déterminées pour les différents extraits de Z. jujuba sont significativement élevées et
évoluent de 95,80 a 782,10 pg/mL.

Tableau n°18: Pouvoir réducteur du fer des extraits de Z. jujuba, M. inodora et des molécules
antioxydantes de références.

. ECso . ECs Molécules ECs
Extraits (Mg/mL) Extraits (Mg/mL) antioxydantes (Mg/mL)
Aq;; 554,50+21,01 Aq wi 110,001 A. ascorbique 14,45+0,12
EA; 645,70+24,18 EAwW 23,310,001 Catéchine 12,71+0,38
EM; 607,10+23,58 EMu 11+0,001 A. gallique 4,81+0,00
Acetyy 95,80+3,00 Acety, 7,540,001 A. tannique 6,96+0,06
n-buty, 782,10+29,00 n-buty, 13,6+0,001 BHA 7,61+0,17
Acety; 109,70+3,28 BHT 7,530,07
n-but,;  190,20+5,93
Aq ;. Extrait aqueux de Z. jujuba
EM, : Extrait eau -méthanol de Z. jujuba Aqwy : Extrait aqueux de M. inodora
EA; : Extrait eau-acétone de Z. jujuba EMy, : Extrait eau -méthanol de M. inodora
Acety,; Fraction Acétate d’éthyle de I'extrait aqueux de Z. jujuba EAy : Extrait eau -acétone de M. inodora
n-buty,; : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba Acety . Fraction Acétate d’éthyle de [’extrait
Acety,; ‘Fraction Acétate d’éthyle de ['extrait eau-acétone de Z.jujuba  agueux de M. inodora
n-buty,; : Fraction n-butanol de ['extrait eau-acétone de Z. jujuba n-buty, : Fraction n-butanol de l’extrait
(%) : Erreur standard (ES) (n=3) aqueux de M. inodora
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2.1.4La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits de M. inodora et Z. jujuba :
test de phosphomolybdene

Les résultats obtenus concernant la capacité antioxydante totale des extraits du fruit de Z.
jujuba et de M. inodora exprimés en pg acide gallique équivalent par mg d’extrait (g eq
AG/mg extrait) déduits a partir de la courbe d’étalonnage (fig. n°37) sont regroupés dans le

tableau n°19.
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Figure n°37: Courbe étalon d’acide gallique.

Selon les résultats obtenus nous avons remarqué que les différents extraits de M. inodora
présentent un effet relativement intéressant par rapport a ’effet des extraits de Z. jujuba. La
plus forte capacité antioxydante a été enregistrée principalement dans la fraction Acety,
(102,83 pg eq AG/mg extrait), la fraction n-buty; (78,76 ng eq AG/mg extrait) et 1’extrait
Agm (76,90 ug eq AG/mg extrait). Les extraits bruts EMyy, (72,61 pug eq AG/mg extrait) et
EAw (65,54 pg eq AG/mg extrait) présentent les plus faibles valeurs de la capacité

antioxydante totale.

En revanche, les fractions Aceti;; (71,98 pg eq AG/mg extrait), Acety,; (64,62 Hg eq
AG/mg extrait) et ’extrait AQzj (63,04 pug eq AG/mg extrait) de Z. jujuba ont présenté des
valeurs intéressantes mais qui restent inférieur a celle des extraits de la deuxieme plante.
L’extrait EA;; donne la plus faible valeur de la capacité antioxydante (19,33 pg eq AG/mg

extrait).
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Tableau n°19: La capacité antioxydante totale des extraits de Z. jujuba et de M. inodora

Extraits CAT (ug eq AG/mg Extraits M. CAT (ug eqg AG/mg
Z. jujuba extrait) inodora extrait)
AQy; 63,04+0,43 Admi 76,9+0,02
EA; 19,33+0,15 EAM 65,54+0,01
EM;; 41,06+0,30 EMwy, 72,610,001
Acety;; 71,98+0,49 Acety 102,83+0,02
n-butyy 30,18+0,21 n-buty, 78,76+0,03
Acety; 64,62+0,38
n-buty, 31,04+0,21
Aq 5 ; Extrait aqueux de Z. jujuba Ay - Extrait aqueux de M. inodora
EM,; : Extrait eau -méthanol de Z. jujuba EMy, : Extrait eau -méthanol de M. inodora
EA; : Extrait eau-acétone de Z. jujuba EA, : Extrait eau -acétone de M. inodora
Acety,; Fraction Acétate d’éthyle de I'extrait aqueux de Z. jujuba Acety, : Fraction Acétate d’éthyle de ['extrait
n-buty,; : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba aqueux de M. inodora
Acety;j - Fraction Acétate d’éthyle de I'extrait eau-acétone de Z.jujuba n-buty,, : Fraction n-butanol de I’extrait agueux
n-buty; : Fraction n-butanol de [’extrait eau-acétone de Z. jujuba de M. inodora

(%) : Erreur standard (ES) (n=3)

2.2 Effet antibactérien et antifongique des extraits de Z. jujuba et M. inodora

L’effet antibactérien et antifongique des différents extraits des plantes étudiées a été testé
sur cing souches bactériennes de référence : trois souches Gram positif (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633), deux
Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25933, Acinetobacter baumanii ATCC 19606) et trois
souches de référence de Candida albicans (ATCC10231, IP 444 et ATCC 26790). Les
extraits ayant présentés un effet inhibiteur de la croissance bactérienne ont fait 1’objet de la

technique de microdilution.
2.3.1 Méthode de diffusion sur milieu solide

Les résultats de I’effet antibactérien et antifongique des extraits du fruit de Z. jujuba testés
a forte concentration (1000mg/mL) par la méthode de diffusion sur milieu solide, et exprimés
en diamétres des zones d’inhibition sont regroupés dans le tableau n°39. Dans ce dernier
nous avons remarqué que 1’ensemble des extraits testés présentent une faible activité
antibactérienne avec des zones d’inhibition nettement inférieures a celle de I’antibiotique. Un

diamétre de 6,5 mm a été¢ globalement mentionné pour tous les extraits a I’exception des
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fractions n-butanol (n-buty;, n-butyz) qui ont marqué un diamétre de 9mm chez
Staphylococcus aureus ATCC 25923. La sensibilité des souches bactérienne a I’antibiotique
de référence la gentamicine a ¢été traduite par des diamétres d’inhibitions comprises entre 17

et 22 mm.

Concernant ’effet antifongique, les extraits du fruit de la plante Z. jujuba a la concentration
1000mg/mL sont inactifs vis-a-vis les souches testées de Candida par rapport a

I’amphotéricine B (30-32 mm), qui est un antifongique de référence.

Tableau n°39: Effet antibactérien et antifongique des extraits de Z. jujuba exprimé en

diametres des zones d’inhibition (en mm).

Extraits (1000mg/mL)
Gent AmB
quj EMZj EAZj Acetlzj nbutlzj AcetZZj n-butzzj (10ug/dls) (10Hg/dls)
S. aureus
¥ ATCC 6,5+0,1 6,5+0,2 8+0,8 6,5+0,6 9+1,0 740,33 9+2,5 22 ND
IS
8 25923
) B. cereus
e ATCC 6,5+0,1 - - - - - 6,5%0,0 18 ND
":’ 11778
2 B. subtilis
g ATCC 6633 6,5+2,5 - - - - 6,5+0,19 6,5+0,6 17 ND
E. coli
© ATCC 6,5+0,1 6,5#0,2 6,5+0,0 6,5+0,0 6,5+0,2 - 6,5+0,1 18 ND
Qg 25933
3 -
,:‘_j < A.baumanii
89  AaTtcc 6,5+0,2 - - - 6,5:0,0 - - 17 ND
19606
C. albicans
ATCC10231 i ) ) ) i ) i ND 32
§ C. albicans
s IP 444 ) i i i ) i ) ND 30
- C.albicans
ATCC - - - - - - - ND 30
26790

Aqgzj: Extrait aqueux de Z. jujuba *EMzj: Extrait eau-méthanol de Z. jujuba *EAzj: Extrait eau-acétone de Z. jujuba
*Acetzj: Fraction acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de Z. jujuba *n-butlzj: fraction n-butanol de l’extrait aqueux de Z.
jujuba *Acet2zj: Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait eau-acétone de Z. jujuba *n-but2zj: Fraction n-butanol de [’extrait
eau-acétone de Z. jujuba. Gent: Gentamicine. AmB: Amphotéricine B. — : Aucune activité. ND: Non déterminé.

(%) :Erreur standard (ES) (n=3)

Les résultats de I’effet antibactérien et antifongique des extraits de la partie aérienne de M.
inodora (tableau n°40) ont révélé que la majorité des extraits testés a 1000 mg/mL présentent
une trés faible activité antibactérienne avec des zones d’inhibition (6,5 mm) inférieur a celle
de I’antibiotique (17 et 22 mm). Les extraits aqueux, eau-acétone et acétate d’éthyle ne

montrent aucune zone d’inhibition.
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Pour I’activité antifongique, ces extraits (1000mg/mL) n’ont révélé aucune inhibition de la

croissance des souches de Candida en comparaison avec I’amphotéricine B (30-32mm).

L’eau distillée, le solvant utilisé pour solubiliser les extraits de Z. jujuba et M. inodora, n’a

révélé aucun effet vis-a-vis les souches bactériennes et fongiques testées.

Tableau n°40: Effet antibactérien et antifongique des extraits de M. inodora exprimé en

diametres des zones d’inhibition (en mm).

Extraits (1000mg/mL)

Gent AmB

Adwi EMwi EAw  Acetw nbuty, (10pg/disque)  (10pg/disque)

S. aureus

_ ATCC 25093 - 6,5+0,19 - - 6,5+0,17 22 ND
g E B. cereus ) ) ) ) ) 18 ND
® 8 ATCC 11778
8O
23] B. subtilis
ATCC6633 - - - - 17 ND
«© E. coli
g é ATCC 25033 - 6,5+0,25 - - 6,5+0,25 18 ND
‘O © ..
5 S A. baumanii
8§© ATCC19606 - - - - 17 ND
C. albicans
ATCC10231 i i ) i i ND 32
(7]
L C. albicans
= IP 444 i i i i i ND 30
- C. albicans
ATCC 26790 - - - - ND 30

* AQw : Extrait aqueux de M.inodora * EMy, : Extrait eau-méthanol de M.inodora *EAy, : Extrait eau-acétone de
M.inodora *Acety,: Fraction Acétate d’éthyle récupéré a partir de [’extrait aqueux de M.inodora * n-buty,, : Fraction n-
butanol récupéré a partir de l’extrait aqueux de M.inodora *Gent: Gentamicine * — :Aucune activité. ND : Non
déterminé. (+) : Erreur standard (ES) (n=3)

2.3.2 Méthode de microdilution

En se basant sur les résultats obtenus par la technique sur milieu solide, nous avons déterminé
les CMI des extraits ayant révélé un effet antibactérien (tableau n° 41 et 42). Les souches de
levures qui ont montré une résistance totale aux extraits, n’ont pas fait 1’objet d’évaluation par

la méthode de microdilution.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau n°41 nous avons remarqué une faible activité
antibactérienne de certains extraits de Z. jujuba, dont les valeurs de CMI varient de 110 a 450

mg/mL; voire absente pour d’autres extraits. L’extrait aqueux (AQj) a présente une CMI de
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450 mg/mL vis-a-vis la souche Staphylococcus aureus et Escherichia coli ATCC 25933
tandis que ’extrait n-butanol (n-buty;) a présenté une CMI de 110 mg/mL vis-a-vis ces

souches. Ces mémes extraits ont montré une CMI de 230 mg/mL pour les souches Bacillus.

Tableau n°41: Effet antibactérien des extraits de Z. jujuba exprimé en concentrations
Minimales Inhibitrices (CMI).

Extraits et CMI (mg/mL)

Gent
Aq 7 Esz EAzj Acetlzj n-butlzj AcetZZj n'butzzj (pg/mL)

S. aureus 450 110 110 230 110 230 110 0.19
ATCC 25923 +0,00 0,00 0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 '
B. cereus 230 L L . . . 230 0.19
ATCC 11778  £0,00 +0,00 !
B. subtilis 230 L L L . 110 230 520
ATCC 6633 +0,00 +0,00 +0,00 !
E. coli 450 110 110 110 110 . 110 032
ATCC 25933 +0,00 0,00 0,00 +0,00 +0,00 +0,00 '
A. baumanii 230 . . . 110 . . 0.65
ATCC 19606  £0,00 +0,00 '

Aqgzj: extrait aqueux de Z. jujuba *EMzj: Eau-méthanol de Z. jujuba *EAzj: Eau-acétone de Z. jujuba *Acetzj:
fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de Z. jujuba *n-butlzj: fraction n-butanol de I’extrait aqueux de Z. jujuba
*Acet2zj: fraction Acétate d’éthyle de ’extrait eau-acétone de Z. jujuba *n-but2zj: fraction n-butanol de I’extrait eau-
acétone de Z. jujuba. Gent: Gentamicine. — : aucune activité. () : Erreur standard (ES) (n=3).

D’aprés les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits de M. inodora résumés dans le
tableau n°42, nous avons constaté que les extraits aqueux, eau-acétone et acétate d’éthyle
n’ont présenté aucune activité antibactérienne ; tandis que les extraits eau-méthanol et n-
butanol ont présenté des CMI de 110, 230 et 450 mg/mL sur les souches Staphylococcus

aureus et Escherichia coli, respectivement.
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Tableau n°42: Effet antibactérien des extraits de M. inodora exprimé en Concentrations
Minimales Inhibitrices (CMI).

Extraits et CMI (mg/mL)

Gent
Aq Mi EMm EAMI Acety, n-butM, (Hg/mL)

S. aureus . 110 . . 230 019
ATCC 25923 +0,00 +0,00 '
B. cereus
ATCC 11778 o o o o o 0,19
B. subtilis
ATCC 6633 o o o o o 5,20
E. coli . 110 . . 450 0.32
ATCC 25933 +0,00 +0,00 '
A. baumanii
ATCC 19606 o o o o o 0,65

* AgMI : Extrait aqueux de M.inodora * EMMI : Extrait eau-méthanol de M.inodora *EAMI : Extrait eau-acétone de
M.inodora *AcetMI: Fraction Acétate d’éthyle de I’extrait aqueux de M.inodora * n-butMI : Fraction n-butanol de /’extrait
aqueux de M.inodora *Gent: Gentamicine * — :Aucune activité. (+) : Erreur standard (ES) (n=3).
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Discussion

La valorisation des plantes médicinales et aromatiques suscite un intérét croissant dans la
recherche scientifique a 1’échelle international, et sont de plus en plus exploitées dans le
domaine pharmaceutique a des fin thérapeutiques et cosmétiques. L’Algérie, par sa
biodiversité climatique et végétale, constitue un veritable réservoir des especes vegétales,
dont un grand nombre de plantes sont considérées comme aromatiques et médicinales. La
majorité de ces espéces reste méconnue jusqu’a nos jours, car seulement 146 plantes sont

dénombrées comme meédicinales (Hamel et al., 2018).

L’objectif de la présente étude porte sur 1’évaluation in vitro de 1’activité antioxydante,
antidiabétique et antimicrobienne des extraits aqueux et organiques du fruit de Z. jujuba
(famille des Rhamnacées), et la partie aérienne de M. inodora (famille des lamiacees).
L’approche expérimentale de cette étude regroupe deux grandes parties ; la premiére partie
consiste a I’étude phytochimique des extraits préparés en déterminant le taux de polyphénols
et de flavonoides dans chaque extrait, ainsi que 1’analyse RP-HPLC-PDA des fractions
acétate d’éthyle et n-butanol de certains extraits. La deuxiéme partie consiste a I’évaluation in
vitro de certaines activités biologiques des plantes étudiées : antioxydante, antidiabétique et

antimicrobienne.

Dans la partie phytochimique nous avons procédé a la préparation par macération pendant
72h des extraits bruts a partir des deux plantes étudiées extrait aqueux, eau-acétone et eau-
méthanol. L’extrait aqueux et eau-acétone de Z. jujuba ont subi un fractionnement par
extraction liquid-liquid en utilisant 1’acétate d’éthyle et le n-butanol, dans le cas de M.
inodora seul I’extrait aqueux a subi le fractionnement par ces solvants. L’ensemble des
extraits et les fractions préparés sont récupérés sous forme solide de couleur marron, dont leur
rendement d’extraction varie en fonction du solvant d’extraction utilisé¢, sachant que les

extraits bruts révelent le meilleur rendement par rapport aux fractions.

En phytochimie différentes procédures d’extraction sont appliquées, macération, infusion,
décoction ou hydrodistillation en utilisant des solvants a différentes polarités afin de préparer
différentes formes d’extraits, aqueux, organiques ou hydro-organiques. Les parametres de
base influencant la qualité d'un extrait sont principalement le stade de maturation de la plante
étudiée (fraiche, séche, en floraison, en fructification...), la partie utilisée de la plante (fleurs,
feuilles, tiges, racines, ...), le solvant (polarité et miscibilité¢), la méthode et le temps
d’extraction utilisés (Ahmad et al., 2013). Les solvants polaires, tels que 1’eau-distillée, le

méthanol, 1’éthanol et I’acétone assurent un rendement d'extraction total plus élevé et sont les
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plus utilisés pour I’extraction des molécules bioactives polaires ( Wang et al., 2011;
Altemimi et al., 2017).

Nos résultats du criblage phytochimique des extraits des fruits de Z. jujuba ont révélé la
présence de flavonoides, tanins et quinones dans tous les extraits. Cependant, les alcaloides,
les terpénoides, les coumarines et les anthraquinones étaient totalement absents. Les
saponosides ont été revelés uniquement dans la fraction n-buti;et n-buty;. Selon la
bibliographie, les principaux composants biologiquement actifs caractéristiques de Z. jujuba
sont principalement la vitamine C, les composés phénoliques, les flavonoides, les acides
triterpéniques et les polysaccharides (Tripathi et al., 2014). En ce qui concerne les extraits de
M. inodora le screening phytochimique a montré la présence de flavonoides, tanins et
alcaloides dans tous les extraits ; tandis que, les terpenoides, les coumarines et les
anthraquinones étaient totalement absents. Les saponosides ont été observées seulement dans
les extraits bruts Aq mi, EMm et EAwm.

Au cours de notre étude phytochimique nous avons déterminé la teneur en polyphénols et
en flavonoides dans les différents extraits récupérés a partir des deux plantes étudiées. Pour
Z. jujuba un taux en polyphénols qui varie de 42,84 & 94,70 pg Eq AG/mg d'extrait sec a été
obtenu dans les extraits. Les flavonoides affichent des taux éleveés variables de 47,08 a 427,33
Hg Eq Cat/mg d'extrait sec, dont les extraits Acety,;, Acety;; et n-buty,; présentent les valeurs
les plus élevées. Concernant les résultats du taux de polyphénols et de flavonoides dans les
extraits de M. inodora, il a été démontré que les extraits de cette plante renferment des teneurs
élevées en polyphénols totaux variables de 175,50 a 332,62 ug Eq AG/mg d'extrait sec.
Tandis que, les résultats du taux de flavonoides ont affiché des valeurs variables de 65,38 a

86,30 ug Eq Cat/mg d'extrait sec.

Selon la bibliographie, plusieurs études ont révélé la richesse des extraits du fruit du
jujubier en polyphénols, dont le taux varie de 275,6 a 541,8 mg Eq AG / 100 g (Gao et al.,
2013) et 42,6-55,4 mg Eq AG /g de matiére seche (Xue et al., 2009). Trifonova et al., (2021)
ont révélé dans l'extrait hydro-ethanolique du fruit (extraction liquide sous pression) un faible
taux de polyphénols de 21 mg Eq AG/g d’extrait, et de flavonoides 2,48 mg Eq Cat/g
d'extrait. Cette différence de résultats est principalement liée a la méthode d’extraction
utilisée pour la préparation des extraits. De méme, et selon Gao et al., (2013) le contenu en
composés phénoliques de ce fruit est influencé par les conditions environnementales comme,

la diversité génétique, l'altitude, les précipitations annuelles et le stade de maturation du fruit.
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En ce qui concerne M. inodora, les teneurs en polyphénols et en flavonoides sont en accord
avec les travaux de Brahmi et al., (2017) qui ont révélé que la macération de I’extrait
éthanolique de la partie aérienne de Micromeria graeca récoltée en Algérie renferme une
teneur en polyphénols et en flavonoides totaux de 430 mg Eq AG /100 g de poids sec et 190
mg Eq Quercétine/100 g de poids sec, respectivement. Tandis que, ces valeurs sont nettement
supérieurs a celles déterminés par Vladimir-KneZevic et al., (2011) sur trois espéces de la
Croatie (Micromeria croatica, Micromeria juliana et Micromeria thymifolia, qui ont montré
la richesse de ces plantes en polyphénols (9,7% a 13,1%), en flavonoides (0,01 a 0,09%) ; en
acides phénoliques (5,3 a 6,8%) et en tanins (3,1 a 6,1%).

Les teneurs en composés phénoliques sont liées au solvant d'extraction utilisé qui influence
la quantité et la qualité des substances phytochimiques a extraire. Selon la littérature, les
solvants polaires comme, l'eau, le méthanol et I'acétone sont fréeqguemment utilisés pour
I'extraction des polyphénols (Sultana et al., 2009; Tiwari et al., 2011). Certains solvants
organiques peuvent assurer l’extraction sélective des flavonoides comme isoflavones,
flavanones et flavonols qui sont récupérés généralement dans le chloroforme,
dichlorométhane et I’acétate d’éthyle, alors que les alcools ou les mélanges eau-alcools
(méthanol, éthanol) assurent I’extraction des flavonoides plus polaires et des flavonoides
glycosides ; Les flavan-3-ols (catéchines, proanthocyanidines et tanins condensés) sont

souvent extraites directement dans I'eau distillée (Marston et al., 2006; Tiwari et al., 2011).

Parallelement a la détermination du taux de polyphénols et de flavonoides dans 1’ensemble
des extraits récupérés a partir des deux plantes étudiées, nous avons procédé a la
caractérisation des composes phénoliques par la technique RP-HPLC-PDA de certains extraits
ayant présenté un taux élevé en composés phénoliques et une activité antioxydante
intéressante. Les profils chromatographiques des extraits du fruit Z. jujuba ont montré la
présence de I’acide gallique et de la quercétine dans les trois extraits EA;j, Acety;j et Acetyy;
ou la quercétine présente le pic le plus important par rapport a celui de I’acide gallique. La
rutine a été également détectée (un pic infime) dans 1’extrait EA;. En ce qui concerne les
extraits de M. inodora, notre identification préliminaire de I'extrait Aqm et ses fractions
Acety et n-butyy a montré la présence de plusieurs composés phénoliques dont la quercétine,
I’acide gallique, la rutine, la vanilline et la naringinine. Notre analyse des composés

phénoliques a révélé la présence de ’acide gallique et la quercétine comme molécules
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communes présentent dans les extraits des deux plantes, dont la quercétine est le composé

majoritaire.

Nos résultats sont en accord avec celle de San et al., (2010) et Shi et al.,(2018) qui ont
révélé la présence de la catéchine, 1’épicatéchine, I’acide caféique, la rutine, 1’apigenin-7-
glucoside, I’acide chlorogénique, I’acide syringique, acide p-coumarique, I’acide férulique, la
procyanidine et la quercétine dans les feuilles et les fruits du jujubier. Les travaux de
Pawlowska et al., (2009), San et al., (2010), Damiano et al., (2017) et Xie et al., (2017) ont
également montré que les fruits et les feuilles du jujubier sont riches en composés phénoliques
et en flavonoides, en particulier la rutine et apigénine-7-glucoside au niveau des feuilles ; la
catéchine, la rutine, le kaempférol, la quercétine 3-O-robinobioside et la quercétine 3-O-
rutinoside au niveau des fruits, qui sont également riches en a-tocophérol et B-carotene.
D’autres analyses ont mis en évidence autres flavonoides, acides phénoliques et terpénoides
comme I’acide bétulinique, 1’acide oléanolique, 1’acide ursolique, 1’acide gallique, 1’acide
protocatéchique, la magnoflorine, la spinosine, 1’isospinosine, la jujuboside A et B (Guo et

al., 2010; Zhang et al., 2010; Liao et al., 2012; Wang et al., 2014).

Selon les résultats de Brahmi et al., (2017), I’analyse de 1'extrait éthanolique brut de la
partie aérienne de Micromeria graeca par chromatographie sur couche mince a indiqué la
présence des acides phénoliques représentés par leurs bandes fluorescentes bleues intenses
sous la lumiére UV a 365 nm; et des flavonoides sous forme de taches jaune-orange. Ces
composés ont été identifiés par HPLC comme acide rosmarinique, acide caféique, acide
chlorogénique, et acide gallique, ainsi que 1’apigénine et la diosmine. D’autres especes de
Micromeria sont riches en acides vanilique, hydroxy benzoique, sinapique, férulique, p-

coumarique, cinnamique et ellagique (Brahmi et al., 2017).

La deuxieme partie de notre étude, complémentaire a 1’analyse phytochimique des extraits
préparés, consiste a la recherche et 1’évaluation in vitro de certaines activités biologiques des
extraits prépares, notamment 1’activité antioxydante qui a été réalisée par 1’utilisation des tests
du DPPH, FRAP, B-caroténe et CAT; ’activité antidiabétique évaluée par le test des extraits
sur I’activité des enzymes intestinales a-amylase et a-glucosidase en point terminale et en
cinétique, ainsi que 1’évaluation de I’effet antiglycant de 1’albumine (BSA) et enfin I’activité

antimicrobienne testée par la méthode de diffusion et de microdilution.
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Différentes méthodes ont été développées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’effet d’un
antioxydant. Il n’existe pas une méthode simple et universelle par laquelle D’activité
antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagcon bien précise, le plus souvent il
faut combiner les réponses de différents tests complémentaires pour avoir une indication sur

la capacité antioxydante de 1’échantillon testé (Popovici et al., 2009).

De ce fait au cours de notre étude nous avons combiné quatre méthodes afin d’évaluer la
capacité antioxydante des extraits des deux plantes étudiées Z. jujuba et M. inodora. Le
potentiel antiradicalaire a été évalué par la méthode de piégeage du radical DPPHe qui est
recommandé pour des composés contenant les groupements SH, NH et OH ; suivi par
I’évaluation du pouvoir réducteur du fer par la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power). L’activité inhibitrice de la peroxydation lipidique a été évaluée par le test de

blanchiment du B-carotene, et en fin la capacité antioxydante totale (CAT).

Selon nos résultats concernant le pouvoir antiradicalaire nous avons constaté que
I’ensemble des extraits de fruits de Z. jujuba et la partie aérienne de M. inodora ont montré un
pourcentage d’inhibition du DPPH proportionnel a la concentration de chaque extrait, dont les
fractions acétate d’éthyle et n-butanol ont assuré une forte inhibition. La comparaison des
valeurs de ICsp a réevélé un effet piégeur du DPPH intéressant au niveau des extraits de M.
inodora par rapport aux extraits de Z. jujuba, qui a enregistrée des valeurs de 4,1 pg/mL et 1,5
ug/mL contre 12; 34,4 et 60 pg/mL. Les valeurs de M. inodora sont comparables a celles de
certaines témoins antioxydants, acide gallique (1,28 pg/mL), acide ascorbique (1,77 pg/mL),
acide tannique (2,59 pg/mL), BHA (2,69 pg/mL), catéchine (2,85 pg/mL) et BHT (4,70
pg/mL).

Nos résultats sont en accord avec la bibliographie qui a affiché un effet antiradicalaire
important de 1’extrait acétone de 1’épicarpe du fruit de Z. jujuba par rapport aux extraits de la
pulpe (Lupea et al., 2008; Xue et al., 2009). L’effet de 1'extrait méthanolique de la pulpe est
plus intéressant (ICso = 53,97 pg/ml) que celui de I'extrait des graines (ICso = 88,68 ug/ml)
(Rajaei et al., 2021). Plus le fruit est mature de couleur rouge sombre plus il est riche en
phytoconstituants bioactives et son activité antiradicalaire sur le DPPH est importante ( Xie et
al., 2017; Shi et al., 2018; Reche et al., 2021).
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Micromeria inodora est une espéce endémique en Algérie, aucune étude n’a été réalisée
jusqu’a présent sur les propriétés biologiques de cette plante ; seule 1’étude de Benomari et
al., (2016) a été réalisée sur les propriétés antibactérienne et la composition chimique de
I’huile essentielle de M. inodora récoltée sur 24 stations du littorale de Tlemcen. De ce fait,
notre comparaison avec la bibliographie porte essentiellement sur d’autres espéces du genre
Microméria. Nos résultats sont en accords avec les résultats publiés par Vladimir-KneZevic
et al., (2011) qui ont mis en valeur un effet antiradicalaire des extraits éthanoliques de trois
especes ayant présenté de tres faibles valeurs de 1Csg, M. croatica (4,67 pg/mL), M. juliana
(7,95 pg/mL) et M. thymifolia (8,33 pg/mL). Brahmi et al., (2017) ont noté une 1Cs, de 65,8
ug/mL pour I’extrait éthanolique de la partie aérienne de M. graeca (récoltée en Algérie).
L'extrait acétonique de M. nervosa (récoltée en Egypte) a montré un effet réducteur du DPPH’
avec une ICsy de 73 pg/mL (Abdelwahab et al., 2015).

Selon la littérature, parmi les valeurs de ICsy citées pour les différentes especes de
Microméria (Gulllce et al., 2004; Abdelwahab et al., 2015; Vladimir-KneZevic et al.,
2011; Brahmi et al., 2017), M. inodora a revéle les valeurs les plus faibles ce qui confirme

I’effet antiradicalaire prometteur de cette plante.

D’autre part, dans la présente étude nous avons évalué la capacité d’inhibition de la
peroxydation lipidique de nos extraits en utilisant le test de blanchiment du p-caroténe (BCB).
Les principaux résultats ont montré que les extraits de Z. jujuba Acets,, Acety;j et n-buty,; ont
fortement inhibé 'oxydation du B-carotene (85%) avec des valeurs de ICsq variables de 48 a
60 ug/mL. En ce qui concerne M. inodora, I’ensemble des extraits ont montré une inhibition
de la peroxydation lipidique dose-dépendante. Les extraits Acety et EAwm ont fortement
inhibé l'oxydation du B-caroténe (81-78%) avec des valeurs d’ICso de 28 et 32 pg/mL,
respectivement. Les molécules antioxydantes de références BHA et BHT ont présenté les plus
faibles valeurs de ICsq 0,6 et 2 pg/mL par rapport a l'acide tannique (3,6 pg/mL) et a la
catéchine (7 pg/mL).

Suivant la bibliographie, les travaux de Gao et al., (2011) ont montré que I’extrait
méthanolique de Z. jujuba a assuré une inhibition significative du blanchiment du B-caroténe.
Les extraits de racines de Ziziphus lotus (1 mg/mL) ont révélé des valeurs de ICs, variables de
0,123 a 0,850 mg/mL contre 0,433 mg/mL obtenu par 1’acide gallique. (Ghalem et al., 2014).

De méme, d’autre études ont confirmé 1’efficacité de différentes espéces de Micromeria dans
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I’inhibition de la peroxydation lipidique (Oztiirk et al., 2011; Abdelwahab et al., 2015;
Brahmi et al., 2017).

Le pouvoir réducteur du fer est I’un des mécanismes d’action des antioxydants. Dans la
méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant power), le ferricyanure de potassium KsFe(CN)g
fournit les ions ferrique (Fe**) qui seront réduits en forme ferreux (Fe?*) en acceptant un
¢lectron cédé par les antioxydants. Le complexe bleu de Prusse formé apres 1’ajout du FeCls
absorbe a 700 nm, dont une absorbance élevée indique un pouvoir réducteur du fer
(Karagozler et al., 2008; Li et al., 2008; Bursal et al., 2011).

Les extraits du fruits de Z. jujuba testés par la méthode du FRAP ont montré que les
fractions acétate d'ethyle (Acet;,j et Acety;) ainsi que la fraction (n-buty,;) ont présenté une
puissance de réduction du fer plus élevée que les extraits bruts (Agz;, EM et EA;). En
termes de valeurs d’ECsg, I'extrait Acety;j a révélé la valeur la plus faible (95,8 pg/mL) suivi
par l'extrait Acety; (109,7ug/mL). Concernant les extraits de M. inodora, [I'extrait
Acety (ECs0=7,5 pg/mL) a présenté le meilleur pouvoir réducteur du fer, suivi par les extraits
bruts Agwmi et EMw; (11 pg/mL). Les molécules antioxydantes de référence ont présenté des
valeurs trés faibles, dont 1'acide gallique (4,81 pg/mL) parait le plus puissant. Aucun travail
scientifique n’a été publié concernant le pouvoir réducteur du fer de M. inodora, tandis que
les travaux de Xue et al., (2009) ; Gao et al., (2011) et Shi et al., (2018) ont également révélé
une capacité réductrice du fer des extraits du fruit Z. jujuba. De méme, Chang et al., (2010)
ont révélé un pouvoir chélateur des ions de fer par la fraction de polysaccharides acides des

fruits du jujubier.

La capacité antioxydante totale (CAT) a été également évaluée au cours de notre étude par
la méthode au phosphomolybdéne. L’ensemble des extraits du fruit de Z. jujuba ont réveélé
une capacité antioxydante totale variable de 19,33 a 71,98 pg eq AG/mg extrait, tandis que les
extraits de la partie aérienne de M. inodora montrent des valeurs plus élevés de 65,54 a

102,83 ng eq AG /mg d'extrait notamment dans la fraction acétate d’éthyle.

En résumé, les résultats obtenus au cours de notre étude concernant la mise en valeur du
pouvoir antioxydants des extraits aqueux et organiques des deux plantes Z. jujuba et M.
inodora en utilisant quatre tests complémentaires, ont révélé un effet positif de I’ensemble des
extraits dont les extraits de M. inodora ont présenté un effet remarquable dans la majorité des

tests par rapports aux extraits de Z. jujuba, notamment la fraction acétate d’éthyle. Ces
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fractions sont riches en composés phénoliques et ils renferment la quercétine, 1’acide gallique,
la rutine, la naringinine et la vanilline. La présence de ces composés et d’autres composés

phénoliques sont principalement responsables du pouvoir antioxydant de nos extraits.

Suivant leurs mécanismes d’action les antioxydants peuvent agir de deux maniéres
différentes, soit ils inactivent les radicaux libres et permettent directement 1’interruption de la
propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogénes aux radicaux libres, c’est
le cas de la réaction du DPPH ; soit ils préviennent ou empéchent la formation des radicaux
libres, et ils forment des complexes avec les métaux pro-oxydants comme le fer et le cuivre

par transfert d’électrons (Rolland, 2004; Laguerre et al., 2007).

Les composés phénoliques sont parmi les antioxydants les plus puissants, ceci grace a leur
capacité importante de piéger les radicaux libres et les espéces oxygénés réactives et
également de réduire et de chélater les ions de transition. Le potentiel antioxydant des
flavonoides réside dans leur capacité a céder un atome dhydrogene a partir de leur
groupement hydroxyle et piéger les radicaux libres en formant une molécule stable (RH) et un
radical flavoxyle (FLO") moins réactifs et qui va subir un changement de structure par
résonance, redistribution des électrons impaires sur le noyau aromatique pour donner des
molécules de faible réactivité par rapport aux radicaux libres (R"); en outre les radicaux
flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés non réactifs (FLO-R). Les
flavonoides peuvent facilement chélater les ions métalliques qui sont a I'origine d'une
peroxydation lipidique comme le Cu®* qui est un stimulateur de la peroxydation des LDL en
créant des composées complexes inactifs (Chira et al., 2008; Kumar et al., 2013; Kabera et
al., 2014; Nde et al., 2015; Vermerris et al., 2008; Ganeshpurkar et al., 2017; Mauludin
et al, 2013).

Cependant la forme glycosylé des flavonoides peut influencer cette activité, un potentiel
d'oxydation accru et une activité antioxydante réduite a été révélé pour la quercétine
lorsqu'elle est glycosylée en position 3-OH, la rutine est presque dix fois moins active que la
quercétine (La Casa et al., 2000; Aaby et al., 2004; Bouzid et al., 2017). De plus, la
présence d'un groupe hydroxyle en position 5° a un effet inhibiteur de 1'activité antioxydante,
tandis que sa présence en position 3 et 3’ améliore cette activité (Lupea et al., 2008; Schaich
et al., 2015).
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Burda et al., (2001) ont rapporté que les flavonoles avec un groupe hydroxyle en position
C-3 du squelette de base présentent une forte inhibition de l'oxydation du B-carotene par les
produits d’oxydation de I’acide linoléique ; tandis que la réduction du nombre de substitution

des groupes OH et 3-OH par un groupe méthyle ou glycosyle diminue cette activite.

Parallélement a 1’évaluation de ’activité antioxydante, les extraits aqueux et organiques
des deux plantes Z. jujuba et M. inodora ont été évalués in vitro pour leur activité
antidiabétique, en mesurant leur effet sur I’activité de 1'a-glucosidase et 1’a-amylase en point

terminal et en cinétique.

La digestion des glucides alimentaires fait appel aux glucosidases de la lumiére
intestinale ; les a-amylases pancréatiques et les a-glucosidases de la bordure en brosse. Les a-
amylases hydrolysent les liaisons a(1—4) de I'amidon, a I'exception des liaisons a (1—6),
pour former du maltose, du maltotriose et a-dextrines limites comportant cing a huit unités de
glucose autour d'une liaison a(l—6) (Blicklé et al., 1999; Sun et al., 2019).
Les a-glucosidases assurent I'nydrolyse des disaccharides alimentaires, elles regroupent la
maltase qui hydrolyse les liaisons a(1—4) y compris les liaisons terminales conduisant a la
formation du glucose, et 1'a-dextrinase (isomaltase) qui hydrolyse les liaisons o(1—6) des
dextrines limites (Blicklé et al., 1999; Chaudet et al., 2019). Les sucres simples issus de
I’hydrolyse de I’amidon diffusent a travers la membrane luminale des entérocytes par des
transporteurs membranaires sodium dépendant SGLT1 (sodium glucose co-transporter) et
sodium indépendant GLUT?2 (Karp, 2010; Lieberman et al., 2009)

Les inhibiteurs de ces enzymes est une approche thérapeutique qui consiste a réduire
I'nyperglycémie post-prandiale chez les diabétiques de type Il. Certains medicaments
pharmaceutiques comme l'acarbose, le miglitol et le voglibose sont utilisés comme inhibiteurs
de l'a-glucosidase et de I'a-amylase. Le principal inconvénient de ces médicaments est leurs
effets secondaires tels que le ballonnement, le météorisme, les flatulences et éventuellement
les diarrhées (Nair et al., 2013; Salehi et al., 2013; Watcharachaisoponsiri et al., 2016).

De nombreux travaux scientifiques, dans le but du développement de nouveaux
antidiabétiques alternatifs, ont mis en valeur un effet prometteur de certains phytoconstituants
sur le retardement ou 1’inhibition de la glycémie post-prandiale via I’inhibition de ’activité de

I’a-glucosidase et I’a-amylase (Benalla et al., 2010; Thilagam et al., 2013).
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Dans notre étude, les résultats obtenus ont montré que 1’ensemble des extraits ont présenté
in vitro une activité inhibitrice de ces enzymes proportionnelle a la concentration de chaque
extrait. L’effet inhibiteur sur 1’activité de I’a-glucosidase était tres significatif pour les extraits
M. inodora par rapport aux extraits de Z. jujuba (2,81 mg/mL <ICsy> 6,48 mg/mL), dont les
valeurs de 1Csq varient de 0,46 a 0,74mg/mL. Les extraits de Z. jujuba ont présenté sur I’a-
amylase un effet 1égérement supérieur a celui des extraits de M. inodora (0,76 mg/mL <ICsy>
2,29 mg/mL), dont leurs valeurs d’ICsy déterminées varient de 0,90 a 1,11 mg/mL. Ces
valeurs determinées pour les deux enzymes restent faiblement supérieures a celles de
I’acarbose (inhibiteur de référence), 0,006 mg/mL pour I’a-amylase et 0,074 mg/mL pour I’a-
glucosidase. Les parameétres de la cinétique enzymatique ont permis la détermination d’une
inhibition non compétitive de 1’a-glucosidase par la fraction acétate d’éthyle récupérée a
partir de ’extrait eau-acétone de Z. jujuba (Acet,z;) et I’extrait eau-méthanol de M. inodora
(EMwm)). Dans le cas de I’a-amylase, 1’extrait eau-acétone de Z. jujuba (EAz;) et la fraction
acétate d’éthyle récupérée a partir de I’extrait aqueux de M. inodora (Acety,) ont présenté une
inhibition non compétitive de cette enzyme. L’acarbose a présenté une inhibition compétitive

de ’a-amylase et de I’a-glucosidase.

Nos résultats sont confirmés par plusieurs travaux qui ont mis en valeur I’effet inhibiteur
du jujubier (Meng et al., 2016; Holaly et al., 2017; Marmouzi et al., 2019; Rocchetti et al.,
2019). Jo et al., (2017) ont révélé une inhibition non compétitive mixte de I’a-glucosidase par
I’extrait de feuilles avec une ICsg de 0,37 mg/mL. L’extrait hydro-éthanolique (30/70) du fruit
(extraction liquide sous pression) a assuré une inhibition non compétitive-incompétitive mixte
de I’a-amylase (70,94%) et de I’a-glucosidase (56,08%) (Trifonova et al., 2021). De méme,
les extraits éthanolique et méthanolique du fruit ont présenté une inhibition de 1’a-glucosidase
(ICs0= 815ug/mL) et de I’a-amylase avec une ICsy de 867 pg/mL (Afrisham et al., 2015;
Sadegh-nejadi et al., 2016).

En ce qui concerne 1’effet inhibiteur des enzymes digestives par les extraits de M. inodora,
le travail de thése de doctorat de Bechiri-abbes Asma (2016) a révélé un effet inhibiteur in

vitro de I’a-glucosidase (ICsp non déterminée) et de I’a-amylase (ICso= 666 pg/mL).

Certains produits naturels ont montré un effet inhibiteur de I’a-amylase et de
I’a-glucosidase comme les terpenoides, les alcaloides, les polysaccharides, les composés
phénoliques et les flavonoides (Mentreddy, 2007; Tundis et al., 2010; de Sales et al., 2012).

Sachant que les composés phénoliqgues notamment les flavonoides sont les meilleurs
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inhibiteurs (Xiao et al., 2013; Sun et al., 2019). La myricétine , la lutéoline, la naringinine, et
I’épigallocatéchine-gallate sont des inhibiteurs non compétitifs de l'a-glucosidase de levures
(Indrianingsih et al., 2015; Tadera et al., 2006; Watcharachaisoponsiri et al., 2016),
tandis que D’acide caf€ique, 1’épicatéchine, 1’acide férulique, 1’acide rosmarinique, la
quercétine et le resveratrol sont des inhibiteurs compétitifs (de Sales et al., 2012; Rasouli et
al., 2017). De méme, d’autres études ont déterminé les valeurs de ICsq de 1’activité inhibitrice
de l'a-glucosidase par, la vasicine (125uM), la quercétine (7uM), la cyanidine (4uM),
I’épicatéchine (0,31uM), et I’acide férulique (4,9mM) (Assefa et al., 2020). La myricétine
(151,12 pg/mL), la quercétine (120,93pug/mL), la lutéoline (103,05ug/mL), 1’acide
bétulinique et la cyanidine-3-rutinoside inhibent compétitivement l'a-amylase pancréatique
porcine (Tadera et al., 2006; Ratna Wulan et al., 2015; Sui et al., 2016;

Watcharachaisoponsiri et al., 2016).

La structure chimique des flavonoides, le nombre de cycles, et la position de leurs groupes
hydroxyles dans la molécule influencent I'inhibition de ces enzymes. De nombreuses études
ont révélé que I'hydroxylation des flavonoides notamment du cycle B améliore I'effet
inhibiteur sur l'a-amylase ; tandis que la présence d'une liaison 2,3 insaturée en conjugaison
avec un groupe 4-carbonyle est associée a une inhibition plus forte. La glycosylation des
flavonoides ainsi que la méthylation et la méthoxylation diminuent l'effet inhibiteur sur l'a-
amylase (Kim et al., 2000; Tadera et al., 2006; Williamson, 2013 ; Xiao et al., 2013). Les
groupes hydroxyle (-OH) des flavonoides sont essentiels pour 1’inhibition de I'a-amylase, en
formant des liaisons hydrogéne entre les groupes -OH et les chaines latérales des acides
aminés du site actif de I’enzyme tels que Asp'®’ et GIu?* ( Xiao et al., 2013; Ng et al., 2015;
Nyambe-Silavwe et al., 2015). La prédiction des types d’interactions conformationnelles en
utilisant le docking moléculaire a révélé que la majorité des composés phénoliques établissent
des liaisons -H avec les sites actifs des enzymes digestives ( Rasouli et al., 2017; Abdelli et
al., 2020). Le résidu Glu** de l'a-glucosidase accepte des liaisons hydrogénes du substituant
7-OH des flavonoides, les résidus Asp™*, Glu?® et Arg**® s'engagent dans des liaisons -H
avec les groupes hydroxyle du cycle B (Sohretoglu et al., 2020). De fortes interactions
s’établissent entre 1'acide tannique et les résidus Asp197et Glu®? du site actif de I’a-amylase,
ainsi que les résidus Asp?™® et GIn*" de I’a-glucosidase. L’acide gallique forme des liaisons
donneur -H avec les résidus Asp*®’, Arg*® et ioniques avec His**de I’a-amylase, il forme

également des liaisons donneur -H avec Asp®® *2 de I’a-glucosidase. De méme, la quercétine
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forme ces liaisons avec le résidu Glu®* de 1’a-amylase, et avec les résidus Asp?> ®° de I’a-

glucosidase et des liaisons accepteurs -H avec His**! (Abdelli et al., 2020).

Selon la bibliographie certains auteurs ont rapporté que les polyphénols modulent la
digestibilité de I'amidon via soit une inhibition directe des enzymes digestives (1'a-glucosidase
et 'a-amylase) et/ou la formation de complexes d'inclusion et de non-inclusion avec I'amidon.
Concernant ce dernier processus, des recherches scientifiques récentes ont déterminé des
liaisons non covalentes hydrogénes et hydrophobes entre les polymeres glucidiques et
différents polyphénols principalement les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins
(Zhu, 2015; Takahama et al., 2018; Giuberti et al., 2020). Ces interactions des polyphénols
qui exercent une inhibition concomitante sur l'a-glucosidase et l'a-amylase pourraient
représenter une nouvelle stratégie dans le traitement du diabéte de type II ou de 1’obésité

(Rasouli et al., 2017; Giuberti et al., 2020)

Le traitement antidiabétique est nécessaire a la correction et la prévention des
complications du diabeéte sucré. L’hyperglycémie chronique favorise la génération des
radicaux libres et expose les protéines plasmatiques de maniére cumulative et irréversible a un
vieillissement moléculaire, qui contribuent progressivement a I’altération de leurs propriétés
structurales et fonctionnelles (Jaisson et al., 2018). Majoritairement ces altérations sont
causées par des modifications post-traductionnelles non enzymatique, comme 1’oxydation, la
glycation, ou la carbonylation, qui correspondent le plus souvent a la fixation non
enzymatique de métabolites simples sur les groupements fonctionnels des protéines (Jaisson
et al., 2019). La réaction de glycation non enzymatique des protéines correspond a la fixation
d’oses, et en particulier de glucose, sur les groupements aminés libres des protéines, en
formant de nombreux produits de glycation, ce processus est directement dépendant de la
glycémie (Jaisson et al., 2019). 1l s’agit d’'un mécanisme complexe comprenant plusieurs
étapes, dont les phases tardives génerent un groupe hétérogéne de composés appelés AGE
«Advanced Glycation End-products» ou Produits Terminaux de la Glycation (PTG) (Jaisson
et al., 2018).

De nombreuses études ont porté sur le développement de stratégies thérapeutiques visant a
limiter la formation et I’accumulation des produits terminaux de la glycation. Récemment, un
nombre considérable de travaux scientifiques ont révélé que certains phytoconstituants sont
de puissants inhibiteurs de la glycation ( Schlienger, 2013; Jaisson et al., 2018; Safari et al.,
2018; Dariya et al., 2020).
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Dans cette approche, nous avons évalué in vitro I’effet antiglycant des extraits de Z. jujuba
et M. inodora sur la glycation de I’albumine. Les résultats du pourcentage d’inhibition des
AGE en présence de différentes concentrations des extraits et du glucose ont montré une
augmentation dose-dépendante. En termes de valeurs de ICso et en présence de 4mg/mL de
glucose, les résultats révélent que les extraits de Z. jujuba ont assuré I’inhibition de la
formation des AGE (0,85 < ICsp < 5,10) mg/mL). De méme, les extraits de M. inodora ont

présenté des valeurs de 1Csy de 0,3 mg/mL (n-buty) et 3,6 mg/mL (Agm).

Selon la bibliographie, les extraits du jujubier ont montré un effet inhibiteur de la
formation des AGE. L’étude de Siriamornpun et al., (2015) a révélé que I’extrait aqueux de
la pulpe assure un pourcentage d’inhibition qui varie de 51% a 62%. De méme, I’extrait
hydro-alcoolique du fruit présente une inhibition de la glycation ainsi que de I’aldose
réductase, enzyme impliquée dans ce processus, avec des valeurs de 1Cso de 31,72 et 42,66
pug/mL, respectivement (Gaviraj et al., 2019). D’autres espéces de Ziziphus ont montré un
effet antiglycant, comme 1’extrait acétate d’éthyle de Z. oxyphylla qui a assuré une ICs
variable de 530 & 818 puM contre 510 uM pour 1’aminoguianidine, molécule pharmaceutique
inhibitrice de la glycation des protéines sériques (Ahmad et al., 2016; Ahmad et al., 2017).

Les revues bibliographiques ont affiché que certaines molécules bioactives sont de
puissants inhibiteurs de la glycation des protéines, caractérisées par leurs valeurs intéressantes
de ICsp, comme 1’acide ascorbique (16,3 uM), la carnosine (13,3 uM), I'aminoguanidine (63
HUM), la niacinamide (17,8 uM), la quercétine (65 pM), la catéchine (112 pM) et la rutine
(98,01 uM) (Choudhary et al., 2011; Abbas et al., 2016; Grzegorczyk-Karolak et al.,
2016; Win et al., 2019). Parmi ces molécules, les composés phénoliques en particulier les
flavonoides et les acides phénoliques présentent une forte affinité d’association avec
I’albumine, et qui sont capables d’agir par inhibition & différents niveaux du processus de la
formation des AGE (Elosta et al., 2012; Yeh et al.,, 2017; Tang et al., 2020). L’acide
oléanolique et la rutine sont des inhibiteurs de I’interaction du glucose avec les protéines,
alors que la quercétine, la catéchine et I’acide gallique sont des inhibiteurs de la formation de
la base de Schiff. La myricétine, la lutéine, et 1’apigénine sont des inhibiteurs de la formation
des produits d’Amadori ; tandis que le kaempférol et 1I’épigallocatéchine gallate sont des
inhibiteurs des RAGE, récepteurs des AGE au niveau tissulaire (Elosta et al., 2012;
Chinchansure et al., 2015; Yeh et al., 2017).
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La structure moléculaire des polyphénols influence leur pouvoir inhibiteur de la formation
des AGE de différentes manieres. L'hydroxylation des cycles A et B améliore l'activité
inhibitrice des AGE, tandis que I'hydroxylation sur le cycle C diminue cette activité. La
méthylation et la glycosylation des groupes hydroxyles des flavonoides diminuent leur effet
antiglycant. De méme; I'nydrogénation de la double liaison C2=C3 des flavones légerement
affaibli leur activité, alors que les acides phénoliques avec plusieurs hydroxyles, les acides
ellagiques, et les ellagitanins ont montré une forte inhibition (Xie et al., 2017; Dariya et al.,
2020).

La derniére activité biologique mise en évidence dans la présente étude concerne
I’évaluation du pouvoir antibactérien et antifongique des différents extraits de Z. jujuba et M.
inodora en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide et la méthode de microdilution

en milieu liquide.

Les résultats obtenus ont affiché une faible activité antibactérienne en milieu liquide et en
milieu solide des extraits de Z. jujuba et M. inodora. Seules les souches Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25933 semblent les plus sensibles aux extraits
de Z. jujuba (CMI variable de 110 a 450 mg/mL). Ces extraits n’ont présenté aucun effet

inhibiteur de la croissance des souches de Candida.

Suivant la bibliographie; 1’extrait méthanolique de graines et de la pulpe du fruit de Z.
jujuba présente un effet antibactérien sur Escherichia coli et Staphylococcus aureus avec une
CMI de 20 mg/mL (Rajaei et al., 2021). De méme, I’extrait éthanolique du fruit a montré une
large activité antibactérienne contre Escherichia coli (CMI=0,65 mg/mL), et antifongique sur
Candida albicans (CMI=2,35 mg/mL) et Aspergillus fumigatus (CMI=2,86 mg/mL), tandis
que Staphylococcus aureus était une souche résistante a cet extrait (CMI=2,26 mg/mL)
(Daneshmand et al., 2013). L'extrait aqueux des feuilles de Z. jujuba présente un effet
antibiofilm sur la souche Streptococcus mutans responsable de la carie dentaire humaine
(Damiano et al., 2017). Liu et al., (2021) ont montré que l'extrait éthanolique des racines du
jujubier (1 et 2 mg/mL) assure un effet antifongique sur C. tropicalis, C. albicans, Aspergillus

niger et A. flavus.

En ce qui concerne M. inodora, les résultats publiés a propos de son pouvoir antimicrobien
ne concerne que les huiles essentielles, qui ont révélé un effet prometteur et qui confirme leur

responsabilité de I’effet antimicrobien et antioxydant de cette plante par rapport aux autres
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métabolites (Benomari et al., 2016; Bouriah et al., 2021). L’¢étude de Benomari et al.,
(2016) a démontré un effet antibactérien important des huiles essentielles de la partie aérienne
de M. inodora sur les souches S. aureus ATCC 29213 (22mm, CMI=60 pg/mL), B. cereus
ATCC 11778 (19 mm, CMI=500 pg/mL), et un effet antifongique modéré sur C. albicans IP
444 (13mm, CMI=1000pg/mL). D’autres études portées sur les huiles essentielles des espéces
de Micrmeria ont montré un pouvoir antibactérien et antifongique intéressant sur les souches
Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis), Gram positif (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus), et sur des levures (Candida albicans) (Stojanovi et al., 2008; Azab, 2016; Brahmi
etal., 2017).

Plusieurs travaux scientifiques ont déterminé le mécanisme d’action antimicrobien des
phytoconstituants dans le but de mettre en valeur de nouveaux médicaments anti-infectieux,
sachant que ces métabolites sont considérés comme antimicrobiens quand leur CMI est
variable entre 100 et 1000 pg/mL (Patra, 2012; Simdes et al., 2012). Le screening
microbiologique effectué sur les produits naturels a démasqué leur pouvoir antibactérien,
antifongique et antiviral, en précisant que ces métabolites peuvent agir sur plusieurs cibles
dans la cellule procaryote, et que les composés terpéniques sont les plus puissants, suivis par
les composes phénoliques, les quinones et les alcaloides (Cowan, 1999; Simdes et al., 2009;
Saleem et al., 2010; Zida et al., 2017). Pour ces derniers, la berbérine et la pipérine sont de
puissants inhibiteurs de la division cellulaire, de la pompe a efflux, de la synthése des
protéines et de I’ADN chez E. coli, S. aureus et C. albicans (Simdes et al., 2012; Cushnie et
al., 2014; Khameneh et al., 2019).

Certains composes terpéniques sont caractérisés par leur pouvoir antibactérien et
antifongique marqué par la déstabilisation des protéines membranaires ce qui augmente la
fluidité et la perméabilité de la membrane microbienne, 1’inhibition de la chaine respiratoire,
et I’altération du transport membranaire chez les bactéries Gram positif et négatif (Cowan,
1999; Saleem et al., 2010; Simdes et al., 2012). C’est le cas du thymol (49,37 pg/mL) qui
inhibe la pompe ATPase H* chez C. albicans, et le carvacrole (50-200 pg/mL) qui inhibe la
pompe a efflux et perturbe la membrane cellulaire de P. aeruginosa, E. coli, E. aerogenes, S.
aureus, A. niger et Fusarium oxysporum (Simdes et al., 2012). De méme, 1’eugénole (300-
700 pg/mL) augmente la perméabilité membranaire chez Aspergillus niger et Penicillium
italicum (Cushnie et al., 2014; Khameneh et al., 2019; Prakash et al., 2020).
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Les composés phénoliques de faible poids moléculaire comme les acides phénoliques et les
flavonoides sont plus actifs par rapport aux tanins. Leur mécanisme d’action contre
différentes souches microbiennes s’exerce de différentes maniéres; allant d’une déstabilisation
de la perméabilité membranaire via une inhibition des pompes a efflux, une inhibition de la
biosynthése de la paroi cellulaire, une perturbation directe du métabolisme microbien, jusqu’a
I’inhibition de certaines enzymes critiques comme 1’alcool déshydrogénase, la thiorédoxine
réductase, 1’uréase, la dihydrofolate réductase, et ARN polymérase (Simdes et al., 2009;
Daglia, 2012; Simdes et al., 2012; Khameneh et al., 2019 ). De plus, les groupements OH
du cycle B des flavonoides peuvent établir des liaisons hydrogénes avec les bases des acides
nucléiques, ce qui explique leur action inhibitrice sur I'ADN et sur la synthése de ’ARN
(Simdes et al., 2012; Cushnie et al., 2014; Khameneh et al., 2019; Prakash et al., 2020).
La quercétine (75 pg/mL), la myricétine (32 pg/mL) et le kaempférol (125 pug/mL) sont des
flavonoles responsables de I’inhibition de la pompe a efflux chez S. aureus et C. albicans
(Khameneh et al., 2019). L’acide gallique, acide férulique, et acide chlorogénique
augmentent la perméabilité de la membrane externe chez S. aureus, Listeria monocytogenes,
E. coli, et P. aeruginosa (Daglia, 2012; Patra, 2012). Tandis que, les tanins hydrolysables et
condensés sont des inhibiteurs de S. aureus, E. coli, S. mutans, Bacillus, Staphylococcus,
Helicobacter et Candida parapsilosis (Daglia, 2012).

L’effet synergique des composés phytochimiques et des antibiotiques a suscité 1’intérét de
nombreux travaux scientifiques qui ont démontré un effet potentialisateur intéressant contre
plusieurs pathogenes a Gram négatif et positif résistantes en augmentant leurs sensibilité aux
antibiotiques, c’est le cas de la berbérine qui en association avec I’ampicilline ou I’oxacilline
améliore potentiellement la sensibilité des S. aureus a ces antibiotiques (Saleem et al., 2010;
Patra, 2012; Simdes et al., 2012; Ayaz et al., 2019; Prakash et al., 2020).
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Conclusion générale et perspectives

La présente étude est une contribution a 1I’étude phytochimique et a I’évaluation in vitro de
I’activit¢ antioxydante, antidiabétique et antimicrobienne des extraits bruts aqueux et
organiques ainsi que leurs fractions acétate d’éthyle et n-butanol, du fruit de Ziziphus jujuba
(famille des Rhamnacées) et la partie aérienne de Microméria inodora (famille des

lamiacées), récoltées dans la région de Tlemcen.

Au cours de notre étude phytochimique, les teneurs en polyphénols et en flavonoides
totaux déterminées dans les différents extraits ont révélé que M. inodora renferme un taux
élevé en polyphénols par rapport aux extraits de Z. jujuba ; tandis que, le taux de flavonoides
est nettement inférieur a celui de Z. jujuba, notamment dans les fractions acétate d’éthyle et n-
butanol. L’analyse chromatographique RP-HPLC-PDA a déterminé la présence de 1’acide
gallique et la quercétine comme molécules communes présentent dans les extraits des deux
plantes, dont la quercétine est le composé majoritaire. L’extrait Acety; de M. inodora

renferme en plus, la rutine, la vanilline et la naringinine.

La présence de ces composés, et ¢éventuellement d’autres phytoconstituants sont
responsables de certaines propriétés biologiques des extraits des plantes étudiées. Les résultats
obtenus concernant I’activité antioxydante ont révélé un effet positif de 1’ensemble des
extraits, dont les extraits de M. inodora ont présenté un effet remarquable pour la majorité des
tests (DPPH, FRAP et B-caroténe) par rapports aux extraits de Z. jujuba, en particulier les

fractions acétate d’éthyle et n-butanol.

Ces extraits ont présenté également in vitro une inhibition non compétitive de 1’a-

glucosidase et de I’a-amylase, ainsi que I’inhibition de la glycation de la BSA.

Les résultats de 1’activité antibactérienne en milieu liquide et en milieu solide ont montré
une sensibilité de Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25933 aux
extraits de Z. jujuba. Les extraits testés n’ont présenté aucun effet inhibiteur de la croissance

de certaines souches de Candida.

A la lumiére des résultats obtenus, il serait intéressant de mener d’autres études afin de

compléter et d’approfondir ce présent travail, et qui peuvent s’intéresser a ;

Fractionnement et analyse structurale des différents extraits, notamment |’extrait acétate
d’éthyle de M. inodora, qui a assuré une activité antioxydante et antidiabétique importante,

afin de caractériser et identifier ses composants phytochimiques responsables de ces activités,
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et la détermination de son mécanisme d’action a travers la détermination de la relation

structure chimique-activité biologique.

Evaluation de D’activité antioxydante en utilisant d’autres tests in vitro : ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter), ABTSe
(sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) et in vivo en

mesurant 1’activité des enzymes antioxydantes (Catalase, Superoxyde dismutase).

Evaluation de ’activité antidiabétique de ces extraits, in vivo chez les rats diabétiques en
mesurant les parametres liés au diabéte sucré, biochimiques (glycémie, insulinémie,
lipidémie), enzymatiques (glucose 6-phosphatase, glycogéne synthase) et cytotoxiques (LDH,
transaminases) ; et in vitro en mesurant 1’effet de ces plantes sur la stimulation de la sécrétion
de Iinsuline (effet insulinotrope) dans les cellules B-pancréatiques isolées, et sur la
stimulation de la captation et le stockage du glucose par les cellules cibles de I’insuline,

cellules musculaires, adipeuses et hépatiques (effet extra-pancréatique).

La recherche d’autres activités biologiques, comme [’activité antiinflammatoire, et

anticancéreuse.
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