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ETUDE DE L’EFFET INHIBITEUR DES EXTRAITS DES
DIFFERENTES PARTIES DE LA PLANTE CLEOME ARABICA L SUR
L’a — AMYLASE D’ASPERGILLUS ORYZAE

Résumeé

Le but de cette étude, est d'évaluer I’effet inhibiteur sur 1’a-amylase et I'activité
antioxydante par le test de DPPH des extraits phénoliques obtenus des organes de Cléome

arabica.

Les composés phénoliques ont été extraits par maceration (méthanol/eau et acétone/eau)
suivi d’extraction liquide - liquide ou nous avons obtenu trois extraits issus de solvants a
polarité croissante hexane, chloroforme et acétate d’éthyle. L'analyse de la teneur en phénols
totaux de nos extraits par le réactif Folin Ciocalteu a montré des valeurs allons de 1,87 + 0,80
a 107,21 £ 0,83 mg équivalent d’acide gallique /100g de matiere seche. En revanche, Les
teneurs en flavonoides obtenues par complexation au trichlorure d’aluminium varient de 0,12

+ 0,07 et 88,5+ 1,21 mg équivalent de quercétine /100g de matiére séche.

L'évaluation de l'activité antioxydante en utilisant le test DPPHe a montré que 1’extrait
chloroformique de la racine obtenu avec le systeme de solvant (méthanol /eau 8/2) a montré
I'effet scavenger du DPPH le plus élevé (ECso =0,0029 mg / ml + 0,00).

Les reésultats de 1'étude de 1’effet inhibiteur ont montré que la majorité des organes ont
une activité inhibitrice vis-a-vis de I’a-amylase, dont la meilleurs inhibittion est enregistré

pour I’extrait chloroformique des gousses (Acetone/Eau 7/3) avec un 1C5=0,15+ 0,017 g/ .

Mots clés: Cleome arabica L, extrait phenolique, activité antioxydante, DPPH, effet

inhibiteur, a-amylase.
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STUDY OF THE INHIBITOR EFFECT OF EXTRACTS FROM
DIFFERENT PARTS OF THE CLEOLE ARABICA L PLANT ON a-
AMYLASE FROM ASPERGILLUS ORYZAE

Abstract

The aim of this study is to evaluate the a-amylase inhibitory effect and the antioxidant

activity with DPPH assay of the polyphenolic extract from Cleome Arabica organ.

The phenolic compounds were extracted by maceration where we obtained
by maceration (methanol / water and acetone / water) followed by liquid-liquid extraction
where we got three extracts from solvents with increasing polarity hexane, chloroform and
ethyl acetate. Analysis of the total phenol content of our extracts by the Folin Ciocalteu
reagent showed values ranging from 1.87 £+ 0.80 to 107.21 + 0.83 mg gallic acid equivalent /
100 g dry matter. On the other hand, the flavonoid contents obtained by complexing with
aluminum trichloride vary from 0.12 + 0.07 and 88.5 £ 1.21 mg equivalent of quercetin / 100

g of dry matter.

The evaluation of antioxidant activity using DPPHe test, showed that the chloroformic
extract of the root (methanol / water 8/2) showed the highest DPPH-scavenging effect (ECso =
0.0029 mg / ml £ 0.00).

The results of the study of the inhibitory effect showed that the majority of the organs
have an inhibitory activity against the a-amylase, whose the best inhibition was recorded for
the chloroformic extract (Acetone / Water 7/3) of the pods with an IC50 =0.15+0.017 g/ I.

Key words: Cleome Arabica L , phenolic extract, antioxidant activity, DPPH, inhibition

effect, a-amylase
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Introduction générale

Depuis la nuit des temps, les plantes médicinales étaient 1’une des sources de guérisons.
Nos ancétres, les ont utilisées pour soulager leurs souffrances causees par les maladies. De
nos jour ces plantes restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments, elles sont
considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Abdul Motaleb, 2011;
Prabhakar et Doble, 2011).

Cette matiere végétale produit une vaste gamme de métabolites secondaires qui ont des
intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie
comme ils se sont surtout illustrés en thérapeutique. Parmi ces composés on retrouve : les
alcaloides et leurs dérivés, les terpénes, les coumarines, les stéroides et les composés

phénoliques (flavonoides, acides phénoliques, tannins) (Jaganath et Crozier, 2010).

L’intérét de ces plantes, est 1ié¢ aux différents principes actifs qu’elles renferment. On
distingue parmi eux, les composés phénoliques et notamment les flavonoides qui ont prouvé
leurs effets bénéfiques auprés de nombreuses affections, ainsi ils sont considérés en
thérapeutique comme des agents préventifs de plusieurs maladies parmi lesquels celles
associés au stress oxydant (Ma et al., 2009 ; Médart, J., 2009 ; Sulaiman et al., 2014).

Aussi s’ajoutent a leurs propriétés biologiques leurs capacités d’inhiber ’activité d’un
bon nombre d’enzymes digestive tel que I’a-amylase notamment par les flavonoides et leurs
dérivés sucrés ce qui représente une nouvelle alternative pour le traitement du diabéte, qui est
une pathologie qui touche actuellement plus de trente millions d’individus dans le monde et
est devenue aujourd’hui un enjeu majeur en termes de santé publique. (Andrade-Cetto et al,
2007 ; Apostolidis et al., 2007 ; Chethan et al., 2008; Khacheba et al., 2014%).

En Algérie, les plantes entrant précisément dans ce cadre sont nombreuses, et un nombre
important d’especes végétales est utilisé comme remede & plusieurs maladies. La flore
algérienne avec plus de 3000 espéces dont une grande partie médicinales, est a ce jour peu
explorée et la majorité n’est pas évaluée scientifiquement (Medjdoub, 2013). Parmi ces
plantes médicinales riche en molécules prometteuses de grade therapeutique, on trouve

Cleome arabica, une plante saharienne commune dans quelques régions du Sahara algérien, et
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Introduction générale

tres utilisée en médecine traditionnelles par les populations locales et les nomades surtout
pour ses effets antirhumatismaux (Tigrine, 2014).

La présente étude, est consacrée a la valorisation phytochimique d’une plante
spontanée locale Cleome arabica, qui consiste a étudier ces extraits phénoliques en évaluant
leur activités antioxydante et inhibitrice de I’a - amylase . Le choix de cette plante est basé sur
le fait que cette derniére n’est pas connue chez les herboristes dans le traitement du diabete,
malgré son utilisation a une échelle trés réduite et qu’aucune étude n’a été entreprise pour la

valorisation de cette plante dans I’inhibition enzymatique.

Ce travail rentre dans les activités de 1’équipe de chimie organique appliquée du
laboratoire des sciences fondamentales de 1’université Amar Telidji de Laghouat, est une
continuité d’une étude d’activité antioxydante déja réaliseé par Djeridane et al en 2010 sur la

méme plante.

Ce mémoire est structuré en trois chapitres. Le premier est consacré & un apergu
bibliographique sur les composés phénoliques et leurs activités, la description de la plante

Cleome arabica et la relation stress oxydant — diabete.

Le deuxieme est réservé a la description du protocole expérimental dans lequel sont
exposés les méthodes de préparation des extraits phénoliques, avec le dosage des phénols
totaux et des flavonoides, puis 1’évaluation de 1’activité antioxydante de ces composés en
adoptant un test chimique mesurant le pouvoir des extraits phénoliques de balayer le radical
stable DPPH:- et pour finir 1’é¢tude de I’effet inhibiteur de nos extraits phénoliques sur
I’activité enzymatique de I’ o - amylase responsable en partie a ’augmentation de la glycémie

et I’apparition du diabete sucreé.

L’interprétation et la discussion des résultats obtenus seront présentée dans le dernier

chapitre.
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Chapitre 1. Apercu bibliographique

l. Introduction

L’utilisation des plantes aux propriétés thérapeutiques est une pratique aussi ancienne que la
civilisation humaine (Rates, 2001). Les premiers peuples ont probablement découvert ces
propriétés de facon empirique au cours des siécles et a chaque génération, ils ont ainsi
accumulé des connaissances sur les plantes médicinales (Rogers et Hosien, 2005).

Etant donné I’intérét fulgurant que suscite actuellement I’emploi des plantes médicinales pour
combattre les maladies ou préserver la santé, la connaissance de celles-ci et des molécules
actives dont elles présentent est aujourd’hui essentielle, et revét méme une importance
capitale pour les producteurs agricoles, les économistes, les enseignants, les professionnels de

la santé et les responsables de 1’industrie pharmaceutique (Ramawat et Mérillon, 2008).
I1. Les substances actives des plantes

Les plantes sont capables de produire de nombreuses molécules naturelles appartenant a
différentes familles chimiques (Small et Catling, 2000). En effet, a c6té des métabolites
primaires (glucides, protéines, lipides, acides nucléiques...), ils accumulent fréquemment des
métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais
qui représentent une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des

domaines aussi différents que la pharmacologie (Macheix et al, 2005).

Les métabolites secondaires des plantes font 1’objet de nombreuses recherches basées
sur les cultures de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux
qui sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antiradicaires, en particulier les

flavonoides et les proanthocyanidines (Bahorun, 1997).
11.1. La Biosynthese des polyphenols

Les grandes lignes des voies de biosynthése des principaux composés phénoliques sont
maintenant bien connues. Les deux acides aminés aromatiques, phénylalanine et tyrosine, sont
a ’origine de la formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux.ils sont

eux méme formés a partir de sucres simples issus du métabolisme primaire, par la voie
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Chapitre 1. Apercu bibliographique

connue de I’acide shikimique. Bien que la formation de composés particuliers (alcaloides
phénoliques, certaines coumarines complexes...) puisse passer par des voies différentes
(Macheix et al, 2005) une autre voie peut aussi participer a la biosynthése des polyphénols
c’est la voie de I’acétate, qui génére par réaction de cyclisation des composes souvent

polycycliques (Bruneton, 1999).

Les polyphénols végétaux ont d’abord été étudiés pour leurs effets protecteurs contre les

pathogénes ou le rayonnement UV.

11.2. Classification des composés phénoliques

Le grand nombre de structures chimiques des composés phénoliques peut étre regroupé en
nombreuses classes qui se différencient par la complexité du squelette de base, le degré
de modifications de ce squelette (degré d'oxydation, d'hydroxylation, de méthylation...) et

par les liaisons possibles avec d'autres molécules (Tableau 1.1) (Machiex et al, 2005).
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Chapitre 1. Apercu bibliographique

Tableau I.1. Principales classes des composeés phénoliques (Macheix et al, 2005 ; Wilfred et

Ralph, 2006).
Squelette carboné Classe Exemple
Ce Phénols simples Catéchol
Cs-Cy Acide hydroxybenzoiques P-hydroxybenzoiques
Cs-Cs Acide hydroxycinnamiques Acide caféique, férulique
Coumarines Scopolétine, esculétine
Cs-C4 Naphtoquinones Juglone
Ce-Co- Cs Stilbénes Resvératrol
Cs-C3- Cq Flavonoides
e Flavonols Kaempférol, quercétine
e Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine
e Flavanols Catéchine, épicatchine
e Flavanones Naringénine
Isoflavonoides Diadzéine
(Ce-Ca):2 Lignanes Pinorésinol
(Ce-Ca)n Lignines
(Cis)n Tannins

11.3. Activités biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols sont probablement les composes naturels les plus répandus dans la nature
(Bahorun, 1997). Les propriétes des composées phénoliques notamment, des flavonoides sont
largement étudiées dans le domaine médical ou on leur reconnait des activités
antivirales, antiinflammatoires, antiallergiques et anti-cancéreuses (Tableau 1.2). De plus ce
sont de puissants antioxydants qui comptent plus de 8 000 composés regroupés en plusieurs
familles (Pandey et Rizvi, 2009), parmi lesquelles figurent les flavonoides qui totalisent
environ 4 000 substances (Bennick, 2002 ; Scalbert, 2003).
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Tableau 1.2. Activités biologiques des composés phénoliques (Macheix et al, 2006).

Polyphénols Activités

] ) _ _ Antibactériennes
Acides Phénols (cinnamiques et ) )
) Antifongiques
benzoiques) )
Antioxydantes

) Protectrices vasculaires et
Coumarines o
antioedémateuses

Antitumorales
Anticarcinogénes
) Anti-inflammatoires
Flavonoides
Hypotenseurs et
diurétiques

Antioxydantes

Protectrices capillaro-
Anthocyanes .
veineux

Effets stabilisants sur le
collagene
o Antioxydantes
Proanthocyanidines )
Antitumorales
Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques Antioxydantes

I11. La plante investiguée : Cléome arabica L

Le nom Cléome vient du grec 'kleio' qui signifie entourer. Le genre Cléome contient 250

especes dont 7 seulement sont utilisées en médecine traditionnelle (Tigrine, 2014).

C’est une espéce septentrionale poussant au Maghreb et dans les régions sahariennes,

commune dans la Hodna (M'sila) et dans quelques région du Sahara algérien: Cléome arabica
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ozenda (Ozenda, 1991). Elle est déenommée localement « Netten » et « Netteina » (Baba
Aissa, 2000).

I11.1. Classification botanique

La systématique de 1’espéce Cleome arabica L a été établie selon (Ozenda., 1958). La

classification botanique de la plante est présentée dans le tableau 1.3.

Tableau 1.3. Classification botanique de Cleome arabica L (Guy, 1979 in Tigrine, 2014).

Régne Plantes

Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Pariétales

Famille Capparidacées
Genre Cléome

Espece Cléome arabica

111.2. Description botanique

Cléome arabica est une plante herbacée ou buissons bas, annuelle, glanduleuse, visqueuse,
fétide, d'aspect général vert grisatre. a feuilles composées de 3 folioles parfois 5 a 9
lancéolées ou ovales, non linéaires et alternes portant a leur aisselle des fleurs jaunes bordées
de brin pourpré. Ces feuilles sont a 3 Ces périanthes possédent quatre pétales, quatre sépales
verts et six étamines. Elle posséde aussi des fruits en forme de capsules oblongues, de 1 a 2
cm de long environ, dont la particularité est d'apparaitre avant que les pétales ne flétrissent et
qui ressemble a des haricots et ils portent des graines a poils tres courts Les pétales sont
pourpre- foncé. La plante a une odeur fétide (Baba Aissa, 2000 ; Quezel et Santa, 1963 in
Tigrine, 2014).
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La cléome appartient a la famille des capparidacées, une famille trés importante qui comprend
environ quarante-cing genres et plus de milles especes. Elle est peu représentée dans le nord

et le centre du Sahara (quatre genres et quatre especes seulement) (Ozenda ,1958).

Cette espece est utilisée dans la médecine populaire comme diurétique, analgésique

des douleurs névralgiques et antirhumatismales.

Figure 1.1.. Photos de la plante Cleome arabica L (Djeridane, 2008) ainsi que ses
différents organes.

111.3. Composition chimique

La famille des capparidacées est riche en flavonoides. Ces derniers sont présents dans
plusieurs plantes du genre Cléome: Cleome chrysantha, Cléome spinosa, Cléome
amphicarpa, Cléome brachycarpa, Cléome chrysantha et Cléome droserifolia y compris
Cléome arabica (Touil et al., 1998 in Tigrine, 2014; Bouriche et al., 2003 ; Wollenweber &
Dorr, 1992 in in Tigrine, 2014). Selon Ismail et ses collaborateurs (2005), I’extrait des feuilles
et des tiges de Cléome arabica est trés riche en flavonoides glucosylés et rhamnosylés
(Tableau 1.4).
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Tableau 1.4. Constituants des feuilles et des tiges de Cléome arabica (Ismail et al., 2005).

R Ra Ry

1 OH Glucosyl Rhamnosyl
2 H Glucosyl Rhamno syl
3 OCH5 Glucosyl Rhamnosyl
4 OH Rhamnosyl Rhamnosyl
5 H Rhamnosyl Rhamnosyl
] OCH4 Rhamnosyl Rhamnosyl
7 OH Glucosyl H

B H Glucosyl H

9 OCH3 Glucosyl H

NH
10
XS
0O
Cléomine

1-3: 3-0-glveosyl-T-0- fhamnopranosidss de quarcetine
4-6: 3,70-dithamnopyranosid s de laempfaro]
T-8: 3-D-glycopyranoside de worhamnstine

En plus, les recherches faites par Djeridane et al (2010), sur plusieurs espéces spontanées
locales parmi lesquelles figuré Cleome arabica L, ont abouti a la caractérisation d’un nouveau
dérivé stéroidien a partir de cette derniere (17-(4- hydroxy-1,5-dimethylhexyl)-2,3,7-
(acetyloxy)-1,3,5(10)-trien-15-ol) (Figure 12) doté d’activité antioxydante trés remarquable .

Mémoire de magister 9
Ecole Normale Supérieur de Laghouat
Etudede de I'effet inhibiteur des extraits naturels des différentes partie de la plante Cleome arabica sur I' o - amylase d'Aspergillus oryzae



Chapitre 1. Apercu bibliographique
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Figure 1.2. Un nouveau stéroide isolé a partir des parties aériennes de la plante Cléome
arabica Djeridane et al (2010).

I11.4. Utilisation de Cléome arabica en médecine traditionnelle

Cléome arabica est utilisée en médecine traditionnelle par les populations locales et les
nomades du Sahara comme analgésique des douleurs névralgiques et rhumatismales et
comme diurétique (Sharaf et al., 1992 in Tigrine, 2014). Dans le Hoggar les feuilles séchées
de Cléome arabica ou leur poudre sont ajoutés a I'alimentation comme un diurétique, pour le
traitement des rhumatismes, ou pour provoquer la transpiration (Burkill, 1985 in Tigrine,
2014 ). Les habitants de la région de Boussaada, utilisent les feuilles de Cléome arabica dans
des cataplasmes a application externe, sur la peau, pour traiter certaines formes

rhumatismales. (Djeridane et al., 2010). 1l s'agit de:

e Faire chauffer les feuilles hachées de la plante au bain-marie puis les presser pour
éliminer I'excés du liquide.
e Recouvrir la partie douloureuse, préalablement lubrifiee par I'huile d'olive, avec la
plante encore chaude.
e Laisser agir pendant 2 a 3 heures, le cataplasme est renouvelé plusieurs fois.
En Mauritanie, les femmes ajoutent la poudre de la plante entiére au lait et aux boissons, pour

obtenir un aliment d'engraissement. De méme, elles mélangent les feuilles grillées avec la
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nourriture pour traiter les affections rénales et dorsales et pour donner la virilité aux hommes
(Burkill, 1985 in Tigrine, 2014).

I11.5. Activités biologiques

Les activités biologiques de Cléome arabica sont peu étudiées. Selon Bouriche et
ses collaborateurs (2003 et 2005), un précipité jaune obtenu a partir des feuilles de
cette plante, en utilisant le systtme d’extraction méthanol/eau suivie d’acétate
d’éthyle, a exercé un effet anti-inflammatoire remarquable in vivo, en réduisant
I’cedéme des pattes des rats, et in vitro en modulant ’activité de la lipo-oxygénase.

Djeridane et ses collaborateurs, ont indiqué que [D’extrait hydromethanolique de
Cléome arabica est doté d’activité antioxydante remarquable, un stéroide isolé a
partir des parties aériennes de cette plante semble en étre le responsable (Djeridane,
2008 ; Djeridane et al, 2010).

IV. Définition du diabete

Le diabete sucré est une maladie (trouble) métabolique endocrinienne importante causée par
I’alternation du métabolisme des glucides, qui se caractérise par des niveaux anormalement
¢levés de glucose plasmatique causant I’élévation de la glycémie ce qui est qualifié
d’hyperglycémie. Cette maladie est la conséquence d’une interaction de variables facteurs
héréditaires (acquis) et environnementaux (Deutschinder et al., 2009 ; Rajalakshmi et
al.,2009 ; Shobana et al., 2009).

IV.1. Approches thérapeutiques

Diverses approches pharmacologiques sont utilisées pour améliorer le traitement du diabéte
par différents modes d’action telles que la stimulation de la sécrétion d’insuline,
I’augmentation du nombre de transporteurs de glucose, I’inhibition de la néoglucogenese et la
réduction de D’absorption du glucose a partir de Dintestin. La meilleure approche
thérapeutique pour le traitement du diabéte et de diminuer I’hyperglycémie surtout aprés un
repas est de retarder et réduire la digestion des glucides ingérés par I’intermédiaire de
I’inhibition des principales enzymes hydrolysant les glucides alimentaires 1’a-amylase et I’a-
glucosidase dans les organes digestifs par des agents hypoglycémiant de synthése (Nickavar

et Nasibeh., 2009 ; Heo et al., 2009), qui prolonge le temps global de la digestion des
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glucides, ce qui méne a une réduction du taux d’absorption du glucose par I’intestin gréle et
par conséquent la diminution du niveau de glucose plasmatique dans le sang (Adediwura et
al., 2009).

Toutefois, 1’utilisation continue de ces agents de synthése devraient étre réduite car ces
inhibiteurs sont connus pour provoquer de nombreux effets secondaires, tels que les
symptdmes gastro-intestinaux indésirables (flatulences, ballonnement, crampes abdominales,
vomissements, distension abdominale et diarrhée). En outre, certains d’entre eux peuvent
augmenter ’incidence des tumeurs du rein, des troubles du foie (I’atteinte hépatique et
d’hépatite aiglie) (Heo et al., 2009). Ces effets secondaires ont pu étre causés par 1’inhibition
excessive de a-amylase pancréatique, conduisant a une fermentation bactérienne des glucides
non digérés dans le cdlon (Adediwura et al., 2009).

Par conséquent, de nombreux efforts ont été faits pour identifier de nouvelles sources
antidiabétiques provenant de différentes plantes médicinales traditionnelles pour un traitement

du diabéte efficace et sans danger (Nickavar et Mosazadeh, 2009).

IV.2. Stress oxydant et diabéte

Une abondante littérature existante sur les corrélations entre stress oxydant et diabéte de type
Il (Médart, 2009). Le stress oxydatif a un effet important dans 1’étiologie du diabéte ainsi que
les complications liées a ce dérnier (Changer et Kuttan, 2004 ; Changer et Kuttan, 2009). 1l a
été suggéré que 1’augmentation des niveaux de radicaux libres est un important déclencheur

de résistance a I’insuline (Ranga et al., 2009).

Des expériences conduites in - vitro et in - vivo ont établi que I’hyperglycémie induit, de
maniére générale, un dysfonctionnement endothélial. Ce dysfonctionnement endothélial peut
étre prévenu parl’administration d’antioxydants, ce qui suggere un role essentiel des agents
redox du stress oxydatif dans la réduction du niveau de glucose sanguin (Changer et Kuttan,
2009 ; Changer et Kuttan, 2004). Montonen et al (2004) ont démontré dans une étude
épidémiologique que la supplémentation en vitamine E (particulierement sous les formes
alpha, gamma, delta — tocophérol et béta — tocotriénol) et en caroténoides (sous la forme de
béta — cryptoxanthine) est associée a une réduction du risque de diabéte (Montonen et al.,
2004). Limiter la production des radicaux libres représente donc un objectif thérapeutique de

premier ordre pour I’équilibre glycémique (Pournaras, C., 2008).
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I. Matériel végétal
La plante étudiée a été récoltée a proximité de la station de panneaux solaires, de la Wilaya de
Laghouat a environ 70 km au Nord du chef lieu; durant le mois de Décembre 2016, dans un

endroit propre, loin de tout impact de pollution.

1. Prétraitement des échantillons
Apres la récolte, la planté a été séchée a 1I’obscurité et loin de ’humidité. Aprés séchage, les
différents organes de la plantes ont été séparé a savoir : les feuilles, les gousses, la tige, les

graines et les racines et réduit en poudre.

I11. Tests phytochimique
Chaque organes choisis pour I’extraction, a subi des tests phytochimiques afin d’avoir une

idée sur 1’existence ou non de certains métabolites secondaires.

1. Les tannins
Une masse de 0,5 g de la poudre végétale a été macérée dans 1’éthanol pendant 24H, aprés
filtration 200 pl du FeCls ont été ajouté a 2 ml du filtrat. L apparition d’une couleur verte

foncé indique la présence des tannins (Surmaghi et al., 1992 in Khacheba, 2014).

2. Les flavonoides
Une masse de 0,5 g de la poudre végétale a été macérée dans le méthanol pendant 24H, apres
filtration 2ml de AICI; ont été ajouté a 1ml du filtrat. L’apparition d’une couleur jaune foncé

indique la présence des flavonoides (Quettier, 2000 in Khacheba, 2014).

3. Les saponines

Une masse de 1g de la poudre végétale a été chauffée dans de 100 ml d’eau distillée jusqu’a
1’ébullition, apres refroidissement la solution a été filtrée et agitée, I’apparition d’une mousse
stables supérieure a 1cm aprés 15 min indique la présence des saponines (Mojab et al., 2003
in Khacheba, 2014).
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4. Les alcaloides

Une masse de 1 g de chaque poudre végétale a été macéré dans 20 ml d’éthanol absolu
pendant une nuit. Apres filtartion, le mélange a été évaporé a sec a 1’aide d’un rotavapeur, le
résidu est solubilisé¢ dans 5 ml d’acide chlorohydrique 2 N, puis il est chauffé dans un bein
Marie a 100 °C pendent 5 min. Apreés refroidissement et filtartion, quelques gouttes du réactif
de Mayer on été ajouté. L’apparition d’une turbidité ou d’un précipité blanc indique la

présence des alcaloides (Chhetri et al., 2008 in Khacheba, 2014).

IV. Préparation des extraits
Plusieurs méthodes on été utilisée pour extraire les principes actif a partir des tissus végétaux,
nous citons par exemple : la macération, I’infusion, la décoction, 1’extraction en continue a
chaud (Soxhlet), I’extraction assistée par micro-ondes, 1’extraction par ultrasons (sonication),
et ’extraction avec les fluides supercritiques (Tiwari et al., 2011).
L’extraction solide-liquide est la méthode utilisée pour extraire les composées phénoliques du
matériel végétal. Cette méthode est I’opération fondamentale qui a pour but d’extraire ou de
séparer par dissolution dans un liquide un ou plusieurs composants de polarité similaire
(Velickovic et al., 2006).
La solubilité des composés phénoliques est régie par leur degré de polymérisation, ainsi que
par leur interaction avec d’autres constituants. Par conséquent, il n’y a pas de procédure
uniforme ou complétement satisfaisante et adaptée pour I’extraction de tous les composés
phénoliques ou une classe spécifique des substances phénoliques dans les substances
végeétales. Le Méthanol, 1’éthanol, 1’acétone, 1’eau, 1’acétate d’éthyle et, dans une moindre
mesure, le propanol, le diméthylformamide, et leurs combinaisons sont fréequemment utilisés
pour I’extraction des composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2004).
Dans la présente étude, I’extraction a ¢été réalisée selon deux étapes : maceration et
purification en démarrant par deux systétme de solvant : hydro- méthanolique et hydro —
acetonique.
IV. 1. Macération

a. Hydro- méthanolique
Une quantité de 5 g de la poudre de chaque organe précédemment obtenue est macérée dans

100 ml d’un mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau) (80/20 : V/V) pendant 24 heures a
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température ambiante et a 1’obscurité. Apres filtration nous avons obtenu 1’extrait hydro-
méthanolique brut.

b. Hydro- acétonique
Une quantité de 5 g de la poudre de chaque organe précédemment obtenue est macérée dans
100 ml d’un mélange hydro-acétonique (acétone/eau) (70/30 : V/V) pendant 24 heures a
température ambiante et a 1’obscurité. Apres filtration nous avons obtenu 1’extrait hydro-

acétonique brut.

IV.2. Fractionement

Les phases organiques des extraits brut on été évaporé sous pression réduite a 42°C, puis les
phases aqueuse restantes on été lavée jusqu’a épuisement, avec de I’héxane, du chloroforme
et de I’acétate d’éthyle successivement. Ce qui nous a permis d’avoir trois fractions
différentes pour chaque systéme de solvants. A priori, elles contiennent des composés
apolaires et peu polaires.

Les extraits organiques ainsi obtenus sont séchés avec du sodium anhydre puis évaporés a sec
a pression réduite a 42°C. Les résidus secs sont repris dans 10 ml de méthanol pur donnant les

fractions correctement purifiées et conservées au réfrigérateur jusqu’ a leur analyse.

V. Quantification des composés phénolique

V.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée selon Singleton et Ross
(1965) avec le réactif de Folin - Ciocalteu commercial (Giner-Chavez., 1996 in Khacheba,
2014).

En milieu basique, Le réactif de Folin qui est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungestique (H3sPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040), est réduit
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgOy3) et de
molybdéne (MogO,3) (Boizot et Charpentier, 2006). La coloration bleue produite, dont
I’absorption maximale est a 760 nm est proportionnelle a la quantité de polyphenols présente
dans les extraits végétaux.

Pour quantifier les phénols totaux dans nos extraits, 100 ul de chaque extrait dilué on été mis

dans un tube auquel on été ajouté 500 ul du réactif de folin-Ciocalteu (10 fois diluée). Apres 2
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min d’incubation, 2 ml de carbonate de sodium (Na,CO3) a 5 % on été ajouté. Les tubes on
été ensuite agités et placés a I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.

La lecture de I’absorbance de chaque solution préparée a été mesurée a 1’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible de type Shimadzu 1601, a une longueur d’onde de 760 nm
contre un blanc. Les teneurs en phénols totaux on été exprimés en équivalent d’acide gallique

/ 100 g de matiére séche.

V.2. Dosage des flavonoides

Les teneurs des flavonoides ont été mesurées par une méthode adaptée de Lamaison et Carnat
(1991) (Bahorun., 1997 in Khacheba, 2014), en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICI3)
comme réactif. Le AICI; a la capacité de se compléxer avec les oxygenes des groupements
hydroxyles des flavonoides, produisant ainsi un complexe de couleur jaune, dont 1’absorbance
maximale est enregistrée a 409 nm.

Afin de quantifier les teneurs en flavonoides dans nos extraits, 1 ml de chaque extrait dilué a
été placé dans un tube a essai suivi par I’addition d’ 1 ml du trichlorure d’aluminium a 2 %.
Les tubes on été agités 1égerement et incubés a 1’obscurité pendant 20 minutes a température
ambiante. La lecture de 1’absorbance de chaque solution préparée a été mesurée dans le méme
spectrophotometre a une longueur d’onde de 430 nm contre un blanc. Les teneurs en

flavonoides on été exprimés en équivalent quercétine /100 g de matiére séche.

VI. Evaluation de P’activité antioxydante

Cette méthode est basée sur le balayage du radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH") par
des antioxydants, (Figure I1.1) (Molyneux, P., 2004)) qui produit une diminution de
I’absorbance a 517 nm.

Quand une solution de DPPH" est mélangée avec une substance qui peut donner un atome
d’hydrogéne, la forme réduite du radical est générée et accompagnée d’une perte de couleur.
(Raquibul et al., 2009 ; Shahin, 2008).

Le radical DPPH est représenté par Z' et la molécule donateur par AH, la réaction primaire est

la suivante : (Shahin, 2008) Z'+AH — ZH+A"
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Figure. 11.1. Réduction du radical libre DPPH’

La réduction du radical libre DPPH" par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UVvisible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm
provoquée par la présence des extraits phénoliques.

Pour réaliser le test DPPH' dans un tube a essai 500 pl de chaque fraction d’extrait
phénolique dilué dans du méthanol de concentration croissante a été additionné a 500 ul d’une
solution de DPPH" (100 uM) préparé dans le méthanol. Le mélange réactionnel a été secoué
immediatement, puis maintenu a 1’obscurit¢é pendant une durée de 30 minutes a une
température ambiante pour que la réaction s’accomplisse.

L’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 517 nm contre un blanc avec le méme
spectrophotomeétre utilisé pour les procédures expérimentales des deux chapitres précédents.
Nous avons également, mesuré le pouvoir antiradicalaire par la méme procédure pour la
vitamine C pris comme antioxydant de référence a fin de référer I’activité de nos extraits.
L’efficacité antioxydante des extraits est déterminée ensuite par le calcul du parametre ECsg
«efficient concentration» qui représente la concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire

pour diminuer 50% du taux des radicaux libres.

VII. Etude de I’effet inhibiteur sur I’a — amylase

Les o - amylases ont la capacité d’hydrolyser les liaisons de types a - (1,4) a ’intérieur des
chaines d’amidon. Ce sont donc des endo - enzymes (Lévéque et al., 2000). Les a - amylases
existent dans le régne animal, vegeétal et microbien (Baron et al., 1985). Elles apparaissent au
cours de la germination des céréales. Elles sont aussi présentes dans la salive et dans le suc
pancréatique (Weil., 2001).
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L’analyse de I’effet inhibiteur de nos extraits sur 1’a. - amylase, est effectuée par un dosage
spectrophotométrique du produit libéré dans le milieu réactionnel par unité de temps, lors de
I’hydrolyse du substrat par une o - amylase fongique d’Aspergillus oryzae, dans des
conditions opératoires bien définies Figure I1.2. L'activité enzymatique de l'enzyme est
exprimée par 1’augmentation des unités de maltose libérées par unité de temps lors de
I’hydrolyse du substrat (amidon), dans des conditions de températures et de pH favorables.
L’activité enzymatique de I’a - amylase est dosée sur son substrat I’amidon (mélange de 2
homopolyméres, ’amylose et I’amylopectine composés d’unités de molécules de D-Glucose).
Elle catalyse 1’hydrolyse de ce substrat qui libére le maltose et d’autres produits (Figure 11.2).
Le maltose libéré est dosé spectrophotomeétriquement.

La méthode suivie est celle de Bernfeld (1955), elle est basée sur le dinitrosalicylique DNS
qui stoppe la réaction enzymatique par un changement de pH et forme un complexe avec le
produit.

Cette méthode teste la présence d'un groupe carbonyle libre (C = O) des sucres dits
réducteurs. Ceci implique I'oxydation du groupe fonctionnel présent dans le glucose,
Simultanément, l'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) est réduit a I'acide 5-nitrosalicylique 3-

amino dans des conditions alcalines.

Chaque molécule de glucose (une liaison hydrolysée) libérée dans le milieu réactionnel, réagit
avec le DNS en exces de couleur orange entrainant une réduction de ce dernier, induisant en
paralléle un changement de couleur en rouge brique dont I’intensité est mesurée apres dilution

a530 nm.
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Figure 11.2. Produit de dégradation de I’amidon par I’a - amylase.

L’activité anti — amylasique, est déterminé pour chaque extrait dans les mémes conditions

réactionnelles et est exprimé par le parametre 1Cso qui représente la concentration d’inhibiteur

nécessaire pour diminuer la vitesse réactionnelle jusqu’a 50% de sa valeur maximale non —

inhibée.

Pour cela, nous avons varié la concentration en inhibiteurs en utilisant trois concentrations

différentes d’extraits.
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L’activité enzymatique de 1I’a - amylase fongique d’Aspergillus oryzae en présence des
différents extrais est dosée de la sorte (Bhandari et al, 2008):

Dans des tubes a essai les milieux réactionnels contenaient 200 pl d’un tampon phosphate
salé (pH 6,9), 100 ul d’extrait et 100 pl d’amidon de concentration 10g/l, le tout est incubés
pendant 5 min a 37 C°, ensuite 100 ul d’enzyme a 13 U/ml ont été ajoutés.

Le mélange est placé dans un bain marie a 37 °C pendant 2 min, puis la réaction enzymatique
est stoppée par I'ajout d'L ml de DNS, les tubes sont agités et placés immédiatement dans un
bain marie porté a ebullition. Apres 5 minutes de chauffage, les tubes sont sortis du bain

marie et refroidis a I’eau de robinet puis dilué avec de I'eau distillée.

Les mesures de la densité optique de chaque solution préparée ont été effectuées a 530 nm

contre un blanc dans le méme spectrophotometre utilisé précédemment

Le pourcentage d’inhibition de chaque extrait est calculée selon la formule suivante :
A - 1.4

Controle Echantillon du resrx 100

Inhibition (%) =

A Controle

Oou:

A Densité optique du controle ou témoin.
Controle

A ¢ hantillon du test - DENSItE optique de I’échantillon avec inhibiteur.
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I. Préparations et analyses des extraits

I.1. Tests phytochimique

Avant d’entreprendre toute tentative d’extraction et d’étude, nous avons établis des tests
phytochimiques sur 1’échantillon de la plante Cleome arabica L récolté de la région de

Laghouat pour confirmer I’existence ou non de certains métabolites secondaires.

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
existantes dans la plante comme des flavonoides d'alcaloides, tannins, Saponines Les tests
phytochimiques sont basees de coloration par des réactifs spécifiques. Les résultats sont
reportés dans le Tableau

Tableau I11.1. Résultats des tests phytochimiques.

Feuilles Gousses Racines Tiges Graines
Tannins +++ +++ + +++ ++
Flavonoides +++ +++ + ++ +++
Saponines ++ ++ + + +
Alcaloides ++ + - + -

Sachant que : Le symbole « + » est fonction de I’intensité de la coloration et/ou des mousses
stables.

+ Présence de métabolite.

++  Présence importante de métabolite.

+++ Présence trés importante de métabolites

Les résultats des quatre tests phytochimiques réalisés sur la poudre de chaque organe de la
plante étudiée, ont montré qu’elle contient des flavonoides, des tanins, des saponines et des

alcaloides ; donc elle peut étre considérée comme source de métabolites secondaires.

En vue des résultats des tests phytochimique, nous remarquons qu’il ya pratiquement la méme

présence en flavonoides et en tanins pour tout les organes, par contre une trés grande
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différence est remarquée pour le contenu en saponines et en alcaloides pour le quel il y a une

forte présence pour les feuilles et les gousses.

Cette différence de répartition peut étre da et/ou influencé par la répartition des métabolites
secondaire phénoliques dans les plantes étudiées. Les composés phénoliques ne sont pas
répartis uniformément dans les plantes (aux niveaux tissulaires, niveaux cellulaires et
subcellulaires). Les phénols insolubles sont les composants des parois cellulaires, tandis que
les composés phénoliques solubles sont cloisonnés dans les vacuoles des cellules végétales.
Au niveau tissulaire et les couches externes les plantes contiennent plus de composés

phénoliques que celles situées dans leurs parties intérieures (Naczk et Shahidi, 2004).

Si on compare entre ’intensité de la coloration indiquant la présence de flavonoides et de
tanins, par rapport aux autres métabolites, on remarque qu’il y a plus de synthéses de
flavonoides que de tannins. Les tanins sont un groupe de métabolites secondaires qui sont
synthétisés dans de nombreuses especes de plantes supérieures, et qui semblent étre fortement
influencés par les facteurs environnementaux sous I'angle de ces deux facteurs quantitatifs et
qualitatifs tels que la saisonnalité, les attaques d'insectes, la pollution de lair, et la
disponibilité de I'eau et des nutriments (macro et micronutriments). Ceux-ci semblent influer
directement sur la composition chimique et plus précisément la teneur en tanin présent dans
les plantes, ce qui peut s'expliquer par le fait que la production de ces composes est liée a un

type de réponse chimique de la plante a I'environnement (Sampaio et al., 2011).

Les flavonoides sont un autre groupe de composes phénoliques dont les niveaux dans les
tissus végétaux sont influencés par des facteurs environnementaux. Ils sont principalement
accumulés dans les tissus superficiels (par exemple I'épiderme, la couche sous-épidermique et
le matériel épicuticulaire) et utilisés par la plante en tant que filtres UV, qui absorbent les UV-
B, sans changer la radiation photo synthétiquement (Sampaio et al., 2011).

Les tests phytochimiques ont montré que les différentes parties de la plante sont riches en

divers composés: flavonoides, alcaloides, saponines et tannins. Ces résultats sont confirmés
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En comparant nos résultats a d’autres tests phytochimiques réalisés sur d’autre espeéces du
genre Cleome, Cleome chrysantha, Cléome spinosa, Cléome amphicarpa, Cléome
brachycarpa, Cléome chrysantha et Cléome droserifolia y compris Cléome arabica nous
avons remarque I’existence de similitude de point de vue richesse en flavonoides (Touil et al.,
1998 in Tigrine, 2014; Bouriche et al., 2003 ; Wollenweber & Dorr, 1992 in in Tigrine,
2014 ; Madi et al., 2017 ). Selon Ismail et ses collaborateurs (2005), 1’extrait des feuilles et

des tiges de Cléome arabica est trés riche en flavonoides glucosylés et rhamnosylés.

Aussi d’autres études réalisees sur la méme espéce Cleome arabica on montée presque les
mémes résultats par rapport a la présence en flavonoides et en tanins, et une différence pour la
présence en alcaloides qui est plus importante que celle de notre échantillon (Ismail et al,
2005, Takhi et al , 2011, Tigrine, 2014).

1.2. Teneurs d’extraction

Chaque organe choisi pour I’extraction de la plante étudiée, a subi rigoureusement le méme
traitement de séchage et d’extraction par macération. Les extraits obtenus présentent
différents aspects (visqueux et plus au moins poudreux) et couleurs (jaune, vert et marron) .

Les teneurs des extraits sont consignés dans le (Tableau 111.2).

Tableau 111.2. Rendement massique des extraits des différents organes de la plante étudiée

(Cleome arabica L).

Teneurs en %
Systéme
de Méthanol / Eau Acétone / Eau
solvants
Extrait Acétat Acétat
Hexane | Chloroforme ,(fe ate Hexane | Chloroforme ,(Ee ale
d’éthyle d’éthyle
Organes
Feuilles 0,38 1,68 2,91 422 1,30 2,62
Gousses 2,54 0,39 1,73 0,73 0,56 0,04
Graines 1,95 0,54 0,49 0,17 0,74 0,20
Racines 0,64 0,65 0,45 0,21 0,74 0,63
Tige 1,72 0,52 1,02 0,20 0,25 1,42
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Selon les résultats obtenus, les teneurs des extraits varient globalement de 0,04 a 4 ,22 %.
Allant de 0,2 a 2,91 pour le systeme solvant Méthanol/Eau et de 0,04 a 4,22 % pour le
systéme solvant Acétone /Eau. La meilleure teneur est observée chez I’extrait Héxanique du
systéme Acétone /Eau (4,22 %; m/m), et la plus faible par I’extrait acétate d’éthyle de systéme
Acétone /Eau (0,04 %, m/m). Les plus faibles teneurs ont été obtenues pour la majorité des
autres extraits ne dépassant pas 1 %. La majorité de nos plantes n’ont pas atteint plus de 5 %
d’extraits. Tous les extraits montrent des couleurs et des aspects différents.

La nature chimique des composés phénoliques végétaux varie du simple aux substances trés
polymérisés qui incluent des proportions variables de composés phénoliques : acides,
phénylpropanoides, anthocyanes et tannins, entre autres. lls peuvent également exister sous
forme de complexes avec des glucides, des protéines et d’autres composants, certains de haut
poids moléculaire de ce fait les composés phénoliques peuvent étre tout a fait insolubles. Par
consequent, les extraits phénoliques de matieres végétales sont toujours un mélange de
différentes classes de composés phénoliques dont certaines sont solubles dans le systeme de
solvant utilisé (Naczk et Shahidi, 2004)

Pour des raisons de comparaison, nous représentons alors, dans 1’histogramme qui suit les

différentes valeurs des teneurs d’extractions.

BFeuilles M Gousses MRacines MTiges M Graines
422%

251%

2.54% 262%

172% 168% 3%

142%
130%

73% 0.52%

- 0.65% 0.74%
4% 0.54% 56% 0.63%

0.38% 43% B 0.49%
| 21%0.20% ¢ 179 0.25% 20%

MeOH/H20 Acetone/H20 MeQH/H20 Acetone/H20 MeOH/H20 Acetone/H20

I'extrait hexanique I'extrait chloreformigque | 'extrait & l'acétate d'éthyle

Figure 111.1. Comparaison des teneurs d’extraction des différents extraits de Cleome
arabica.
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On remarque que les teneurs varient d’un systéme de solvant a un autre. Cette différence est
aussi distinguée dans un méme systeme d’un extrait (organe) a un autre. Cela veux dire qu’il
y a une différence de diffusion du solvant dans la poudre des organes dans 1’étape de
maceration et probablement a la nature des solvants utilisés pour I’extraction.

Les résultats montrent que les teneurs des extraits obtenus du systéme solvant méthanol / eau
sont légerement meilleures que celles obtenus du systéme acétone / eau, ce ci est peut étre due
a la différence de polarité entre les solvants, ce qui conduit a I’extrcation de molécule de poids
moléculaire différentes (Jin Dai et al, 2010 ; Shwu Fun Kua, 2015; Bourgou, 2016).

De plus la nature chimique des composés phénolique et la présence d’un ou plusieurs cycles
benzéniques hydroxylés chez tous les composés phénoliques sont responsables de certaines
propriétés communes utilisées pour les extraire a partir du matériel végétal, les caractériser
chimiguement et les doser. Cependant, il faut noter que ces propriétés peuvent s’exprimer
difféeremment selon la complexité de la molécule concernée et le nombre de groupements
hydroxyles portés par chacun des cycles benzeniques.

Ainsi, bien que la méthode d’extraction a partir du matériel végétal que nous avons choisi
dans notre étude est citée comme solvant et méthode de choix pour extraire des composés
phénoliques ayant des activités importantes, elle devra quelquefois étre modifiée pour étre
mieux adaptée a leur nature chimique, leur solubilité et leur degré de liaison avec d’autre
constituants végétaux (Djeridane et al., 2008).

1.3. Quantification des phénols totaux et des flavonoides

Il n’existe aucune méthode permettant de doser de maniére satisfaisante et Simultanée
I’ensemble des composés phénoliques présents dans un extrait végétal non purifié (Macheix et
al., 2005). Un certain nombre de méthodes spectrophotomeétriques, pour la quantification des
composés phénoliques dans les substances végétales ont été développé. Ces tests sont basés
sur des principes différents et sont utilisés pour déterminer les différents groupes structurels
présents chez les composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2004).

Néanmoins, une estimation rapide et globale de la teneur en phénol totaux peut étre obtenue
par différentes méthodes, en particulier par 1’utilisation d’'un mélange de phosphomolybdate
et phosphotungstate commercialisé sous la dénomination du réactif Folin — Ciocalteu, que

nous avons choisi afin de déterminer la teneur en phénols totaux de nos extraits

Mémoire de magister 25
Ecole Normale Supérieur de Laghouat
Etudede de I'effet inhibiteur des extraits naturels des différentes partie de la plante Cleome arabica sur I' o - amylase d'Aspergillus oryzae



Chapitre 111. Résultats et discussion

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de plante a été calculée a partir de la

courbe d’étalonnage de I’acide gallique précédemment réalisée et exprimée en milligrammes

équivalents en acide gallique par cent gramme de la matiére seche. Les résultats obtenus sont

résumeés dans le tableau 111.3, tandis que, la quantification des flavonoides dans nos extraits a

été déterminée par complexation au trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus exprimés

en milligrammes équivalents de la quercétine

regroupés aussi dans le méme tableau.

par cent gramme de la matiére séche sont

Tableau I11.3. Teneur en phénols totaux et en flavonoides des différents organes de la plante

étudiée (Cleome arabica).

Systéme
de Méthanol / Eau Acétone / Eau
solvants
ExXtrait Hexane Chloroforme (’:;Zfltgtli Hexane Chloroforme (’f}gi‘;ﬁi
Organes
Teneur en Phénols Totaux (mg/100 g) équivalent en acide gallique
Feuilles 448+0,2 | 56,32+4,62 | 73,67+0,83| 11,21+5,10 | 67,25+2,38 | 107,21 +£0,83
Gousses | 20,90+2,15 | 18,87 +1,25 | 86,50+2,92 | 1534+4,07 | 2566+1,72 | 79,59 + 1,71
Graines |18,73+192 | 8,76 +0,19 |11,62+0,51 | 6,49+ 0,86 279+1,48 |95,00+16,13
Racines 2,87+0,23 | 12,78v 0,37 |21,00+051 | 11,86+1,21 | 456+0,43 | 19,04+0,84
Tige 6,00£1,13 | 13,95+0,14 | 8,66+ 0,08 1,87+0,8 12,78+ 2,35 | 49,32 £ 3,60
Teneur en Flavonoides (mg/100 g) équivalent en quercétine
Feuilles 0,72+0,02 | 26,31 +3,04 |26,04+232| 486+171 | 38,92+3,04 | 88,50+0,12
Gousses 353+040 | 853+131 |7534+200| 13,25+3,29 | 13,61+3,36 | 74,48+297
Graines 0,86+0,15 | 1,03+0,07 | 7,46+052 | 343+0,64 | 1484+0,88 | 58,71 +5,29
Racines 0,12+0,07 | 093+0,15 | 2,87+£0,32 | 1,02+0,42 3,00+0,21 4,07+1,43
Tige 0,27+0,08 | 2,38+0,18 | 2,71£0,90 | 1,75+0,46 761+187 | 28,05+1.23

D’aprés la synthése de I’ensemble des résultats obtenus lors de la quantification des phénols

totaux, on peut constater que les teneurs de ces composés de maniere globale varient entre

1,87 et 107,21 mg équivalent d’acide gallique /100g de matiére seche.
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Les taux des composés phénoliques les plus éleves ont été détectés chez les extraits acétate
d’éthyle qui vont de 95,00 mg EAG/100 g pour les graines et 107,21 mg EAG/100 g pour les
feuilles pour le systeme solvant (Acétone / Eau), tandis que, les plus basses teneurs sont
remarquées chez les extraits héxanique qui vont de 2,87 mg EAG/100 g pour les racines et
4,48 mg EAG/100 g pour les feuilles pour le systéme solvant (Méthanol / Eau).

On remarque que les feuilles et les gousses ont consigné les valeurs les plus élevées en
phénols totaux dans la majorité des solvants et ceci pour les deux systémes d’extraction. Les
teneurs en métabolites secondaires et notamment celle des composés phénoliques, peuvent
étre fortement influencé par beaucoup de facteurs intrinseques et externes. Les facteurs
intrinseques reflétent I'état physiologique de la plante, qui dépend principalement de stade de
croissance et de développement. Les facteurs externes comprennent les effets de
I'environnement, a la fois abiotiques et biotiques (la température, la fertilité des sols, la
disponibilité de I'eau et de la lumiére). Ceci dépend éventuellement de ’espéce étudice, de la
nature des composés et de leur localisation dans la plante (Tiwari et al, 2011).

De plus les partie aériennes des plantes sont confrontées aux conséquences des insectes
phytophages ou d'autres animaux herbivores, a la concurrence avec les plantes voisines, et les
interactions avec des agents pathogénes et parasites (bactéries, champignons, virus et
nématodes) (Szakiel et al., 2011); ce qui aurait un impact significatif sur le contenu en
phénols totaux des feuilles et des gousses vu qu’il représente la majorité de la partie aérienne
de la plante confronté aux conditions climatiques et atmosphérigues.

Nous avons constaté également que les extrait acétate d’éthyle on enregistré les valeurs
les plus élevé en phénols totaux comparativement aux extraits héxanique et chloroformique.
Les composés phenoliques sont extraits genéralement par un solvant de polarité intermédiaire,
I’acétate d’éthyle seul. Ainsi la plupart des phénols se retrouvent dans ce solvant, qui sont
ensuite aises d’¢éliminer sous vide (Macheix et al., 2005 ; Ghedadba et al., 2014 ; Benslama,
2012), mais dans notre étude 1’extraction liquide — liquide qu’on a entrepris consiste en un
premier lavage par un solvant peu polaire qui est le chloroforme ensuite un second lavage
dans un solvant plus polaire qui est I’acétate d’éthyle. De ce fait on a voulu en quelque sorte
séparer les phénols peu polaires de ceux polaires et comme la majorité des phénols sont

caractérises par leurs polarités on a pas eu de grands rendements en un solvant peu polaire par
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contre et malgré le lavage préalable au chloroforme le rendement été nettement plus élevé
dans I’acétate d’éthyle ce qui peut expliquer les faibles taux enregistrés dans les fractions
chloroforme (Naczk et Shahidi, 2006).
On note également que les extrais obtenus de la macération Acétone /Eau contiennent plus de
composes phénoliques par rapport aux extrais obtenus de la macération méthanol /Eau. Ce
qui est en accord avec les études de Robey et Liu qui suggere que le mélange Acétone/ Eau
est un bon solvant pour I'extraction des composeés phénoliques. Ce qui a été rapporté par
certaines études (Robey, 2012 ; Liu et al., 2009).
Des ¢études réalisées au laboratoire des sciences fondamentales sur d’autres espéces végétales
de la région de Laghouat ayant utiliser la méme procédure d’extraction réalisée dans notre
étude excepté I’extraction liquide - liquide ou il ont utilisé que 1’acétate d’éthyle ont montré
des teneurs en phenols largement plus importantes que celles observées chez nos plantes
(Djeridane et al., 2008 ; Djeridane et al., 2010 ; Boussoussa et al., 2016 ; Khacheba et al.,
2017). Ces faibles valeurs chez nos plantes peuvent étre liées a une pauvreté de notre plante
en polyphénols, car pendant le processus normal de croissance et de développement, les
plantes sont soumises a différents types de stress comme la sécheresse, la chaleur, les rayons
ultraviolet, la pollution de I’air et les attaques des agents pathogeénes. La plupart des plantes
souffrent a la fois de dommages physiologiques et biochimiques par I’exposition a des
temperatures supérieures ou inférieures au niveau optimal pour la croissance. Le résultat de
ces blessures, qui se refletent dans la plupart des processus métaboliques, peut étre une
reduction de la capacité de croissance (Cannac et al., 2007 ; Rivero et al., 2001). Il a été
démontré que ces contraintes et ces stress abiotiques induisent la production de composés
phénoliques, tels que les flavonoides et les phénylpropanoides (Kog et al., 2010) ainsi ils sont
impliqués dans leur synthése, on peut avancer que notre plante c’est développée dans des
conditions biotiques favorables, ne stimulant pas la biosynthése de ces molécules. On ne peut
négliger aussi, leur distribution et leur composition qui peut étre affectées par le stade de
développement et de maturation, par le génotype, et par 1’état de conservation.

Des teneurs en composés phénoliques de différent échantillon de 1’espéce Cleome arabica
récoltés a différents saisons et régions on été rapporté. Les résultats de la quantité en phénols

a été estimée pour I'échantillon végétal prélevé a Boussadda en Mars 2007. A 322,1 + 3,44
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mg GAE / g) (Tigrine et al., 2014), 78,56 + 0,01 mg GAE/g pour I'échantillon de Biskra en
avril 2011 ( Madi et al ,.2017) et Sidi Makhlouf a Laghouat en septembre 2005 (2.17 mg
GAE/qg) (Djeridane et al., 2010).

Cette différence dans le contenue en phénols est probablement due a I’impact de 1'habitat
ou du site de culture; des études ont montré que des plantes appartenant a la méme espece
mais qui poussent dans différentes zones géographiques peuvent différer sensiblement en
particulier en leur teneur en métabolites secondaires, tant qualitativement que
guantitativement. ce phénomeéne est observé dans de nombreuses plantes contenant des
phénols (Szakiel et al, 2011 ; Makris et al., 2006; Derradji, 2015). Aussi les échantillons
choisies pour I’étude sont développées dans des sites géographiques différents avec des
conditions de croissance completement distinctes; Le climat local, les variations saisonniéres,
les conditions extérieures telles que la lumiere, la température, I'humidité affectent la
composition des métabolites secondaires (Ramakrishna et Ravishankar, 2011; Boukri, 2014).
C'est pourquoi, dans le cadre de cette étude nous avons été confrontés a des résultats plus au
moins différents.

Comme ’extraction des composés phénoliques dans les substances végétales est influencée
par leur nature chimique, la méthode d’extraction employée, la taille des particules de
I’échantillon, le temps de stockage, ainsi que la présence de substances interférentes (Naczk et
Shahidi, 2004). On ne passer a coté du mode d’extraction suivi, du type de solvants utilisé, de
la durée d’extraction et du type du contact matiére-solvant lors de notre traitement des
échantillons.

Il faut noter que les teneurs d’extraits bruts et les teneurs en phénols totaux ne varient pas
dans le méme sens, car on remarque que pour des teneurs élevés en extraits on enregistre des
guantités faibles en phénols totaux. Cette constatation est valable pratiquement pour tout les
organes et notamment dans les feuilles qui ont enregistré la valeur la plus élevée en extrait
4,22 %; m/m alors que ce n’est pas le cas pour les teneurs en phénols totaux ou la quantité est
de 11,21 mg EAG/100 g seulement.

Le test de Folin-Ciocalteu est le procédé le plus utilisé pour la quantification de composés
phénoliques totaux dans les matiéres végétales (Naczk et Shahidi, 2004). Cette méthode est

trés sensible mais malheureusement peu spécifique car beaucoup d’autre composes réducteurs

Mémoire de magister 29
Ecole Normale Supérieur de Laghouat
Etudede de I'effet inhibiteur des extraits naturels des différentes partie de la plante Cleome arabica sur I' o - amylase d'Aspergillus oryzae



Chapitre 111. Résultats et discussion

peuvent interférer, avec d’autre composeés que les polyphénols (Macheix et al., 2005) telles
que les sucres, les protéines et les pigments qu’on estime ont pu passer dans le mélange
polaire utilisé pour 1’extraction.

Les valeurs obtenues n’on pas été pour autant trés satisfaisantes car elles restent trés globales
et ne donnent aucune indication sur les différents composes présents dans nos échantillons.
D’autres techniques pour la quantification de ces composés tels que chromatographie en
phase gazeuse (GC) et la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) peuvent étre
utilisées. Ces analyses permettront la séparation et la quantification de composés phénoliques
ainsi que la connaissance des principales classes de composés phénoliques présentes dans
chaque extrait ainsi que leurs quantités relatives.

La quantification des flavonoides dans nos extraits a été déterminée en suivant le méme
protocole décrit lors de la préparation de la courbe d’étalonnage de la quercétine. Les
résultats obtenus exprimes en milligrammes équivalent quercétine par cent gramme de la
matiere séche sont regroupés dans le tableau 111.3. D’apres les résultats obtenus, en remarque
que globalement les valeurs varient de 0,12 mg équivalent de quercétine /100g de matiére
séche pour I’extrait héxanique des racines et 88,5 mg eéquivalent de quercétine /100g de
matiere seche pour I’extrait acétate d’éthyle des feuilles.

Il est clair que les taux en flavonoides sont inférieurs mais trés proches de ceux des phénols ce
qui indique que presque tous les phénols extraits sont des flavonoides. Le reste pourrait étre
d’autres composés phénoliques possédant d’autres structures chimiques que celles des
flavonoides (Acide phénoliques, tanins, stilbénnes. . . ) présentes en quantités minimes.

A travers les résultats cités dans le tableau 111.3, et comparativement aux teneurs en phénols,
on constate que presque toutes les plantes étudiées sont en possession d’un matériel riche en
flavonoides. Ainsi, on peut déduire que I’analyse des polyphénols par les méthodes
spectroscopiques nous offre une bonne idée sur I’identification quantitative et qualitative de
Ces CoOmMposes.

I.4. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits phénoliques de Cléome par le test
DPPH

A T'heure actuelle, la capacité antioxydante des produits naturels contenant des polyphénols

constitue un sujet de recherche tres étudié. L'intérét pour les antioxydants naturels a
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commencé depuis les années 1990 ou on a largement identifié l'influence de plusieurs
produits alimentaires et boissons comprenant des fruits, des Iégumes, du thé, du café et du
cacao sur la santé humaine qui s'avere étre étroitement associée a la capacité antioxydante de

polyphénols contenus (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Les antioxydants présents dans les plantes médicinales et plus spécifiquement les composés
phénoliques, sont bénéfiques a la santé humaine en neutralisant les dommages cellulaires
causés par les radicaux libres et les molécules de dioxygéne ou de peroxyde (Rolland., 2004 ;
Louis Léger., 2006 ; Sanchez-Moreno et al., 1998).

L’activité antioxydante des polyphénols est due au caractere acide de la fonction phénol
(donneur d’hydrogéne) et a sa possibilité d’établir des liaisons hydrogenes. Cela lui confére la
capacité de complexer les métaux, de se combiner a des molécules nucléophiles et de faire les
réactions d’oxydoréduction. Leur propriété de piéger les radicaux libres est due a leur

fonction hydrogene (Rice-Evans., 1995).

Parmi les critéres prépondérants de sélection des extraits dans notre plante étant bien sdr leurs
pouvoirs antioxydant. Le choix particulier de tester I’activité antioxydante par le test au
DPPH a résidé dans la simplicit¢ de mise en ceuvre de la méthode et a sa bonne

reproductibilité.

L'efficacité antioxydante de nos extraits a été déterminée en calculant le parameétre 1Cso qui
représente la concentration en inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour obtenir une réduction

de 50% des radicaux libres. Les résultats obtenus sont résumés dans (Tableau 4).

Les valeurs des 1Csq ont été déterminées pour tous les extraits et a 30 min a partir des figures
représentant les variations du pouvoir antioxydant (% d’inhibition) en fonction de la
concentration de chaque extrait (voir Annexe). L’ICsp de la vitamine C choisie comme

standard a été ainsi déterminée.
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Tableau I11.4. Valeurs d’ECsg en (ug de risidu sec /mL) des différents extraits d’acétate

d’éthyle et chloroformique issus de I’extraction (acétone/eau) et (méthanol/eau).

ECso (ng/ml)
Systeme de Méthanol / Eau Acétone / Eau
solvants
xtrait Acétat
Chloroforme ,‘Ee ate Chloroforme Acétate d’éthyle
d’éthyle
Organes
Feuilles 950 + 0,02 696 + 0,17 800 +0,03 158 +0,04
Gousses 320+ 0,03 386 + 0,01 145 + 0,02 9+0,00
Racines 3+0,00 282 + 0,00 4 +0,03 221 + 0,00
Tige 440 + 0,01 1934 + 0,13 161 + 0,00 48 +0,00
Graines 490 + 0,09 560 + 0,02 1210 + 0,07 87 + 0,00
Standard
Vitamine C 46 +0,00

D’apreés les résultats du tableau ci-dessus, nous remarquons que les valeurs 1Cso des extraits
phénoliques des différents organes de notre plante varient généralement de 3 a 1210 pg/ml.
La valeur la plus élevée a été enregistrée pour I'extrait chloroformique des graines, Tandis que

la plus faible valeur a été enregistrée pour I'extrait chloroformique des racines 3 pmg/ml.

Tous les extraits phénoliques de Cleome arabica ont montré une efficacité antioxydante vis-a-
vis du radical libre DPPH plus importante par rapport a celle de I’antioxydant standard (la
vitamine C : 1C5p=4,6 ug/ml). L’extrait chloroformique des racines est considéré comme le
plus puissant parmi tous nos extraits (ICs0=3 ug/ml), alors que I'extrait chloroformique des

graines a le plus faible pouvoir antioxydant.

L'effet antioxydant de la partie aérienne des extraits phénoliques de Cleome arabica a été
prouve dans plusieurs travaux (Djeridane et al 2010 et Tigrin et al 2014) avec I’utilisation de
différents tests antioxydants dans leurs études (DPPH, ABTS, test d’hémolyse, FRAP). Ces

résultats, confirment le pouvoir antioxydant des composés phénoliques de Cleome arabica.
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En comparant nos résultats avec ceux de Madi et al (2017), il est clair que nos extraits sont
plus efficaces vis-a-vis du radical DPPH. Ceci, pourrait &tre expliqué par la différence de la
structure chimique des composés phénoliques contenus dans chaque extrait et qui eux méme,
dépendent de la nature du solvant d’extraction, ainsi que de 1’organe choisi. L'efficacité de ces
composés phénoliques en tant qu'antioxydants dépend du nombre de groupes hydroxyles
associés a lI'anneau aromatique (Debouba et al, 2012).

L’activité antioxydante et la quantité de polyphénols d’un extrait sont deux parameétres qui
dépendent fortement des conditions opératoires de I’extraction, de la nature et la polarité du
solvant et en particulier de la matiére végetale. En effet, contrairement aux metabolites dits
primaires, les métabolites secondaires changent considérablement leur distribution parmi les
especes. En plus, la synthese et I'accumulation de différents composés des métabolites
secondaires au sein de la méme plante refletent différentes étapes de maturation et/ou de
floraison (Laitinen, 2000).

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus
comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les espéces
radicalaires et les formes réactives de l‘oxygene a trés faible dose, 1°effet scavenger des
flavonoides (FLOH) est attribué & leur faible potentiel redox qui les rend
thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libres (R") par un transfert d‘atome
d‘hydrogéne a partir des groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical
aroxyle (FLO") et la molécule radicalaire est rendu stable (RH), le FLO" subira par la suite un
réarrangement structurale permettant la redistribution de 1‘¢électron célibataire sur le cycle

aromatique et la stabilisation de radicaux aroxyles (Javanovic et al, 1994).

D’apres les résultats du dosage des phénols totaux et des flavonoides obtenus, nous avons pu
constater que nos extraits sont riches en flavonoides. Pour cette raison, nous avons voulu
étudier I’existence d’une corrélation entre les valeurs d’ICs et les teneurs en phénols totaux et
celles des flavonoides. Les valeurs des coefficients de corrélation obtenues sont présentées

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau I11.5. Coefficients de corrélation obtenus entre les teneurs en phénols totaux/

flavonoides et les valeurs d’ECsqg des différents extraits.

DPPH DPPH
Macération acétone/Eau Macération méthanol /Eau
I'extrait I'extrait I'extrait )
] _ ) I'extrait
I'acétate chloroformiq I'acetate )
) ) chloroformique
d'éthyle ue d'éthyle
Phénols totaux -0,33 -0,18 -0,42 0,86
Flavonoide -0,38 -0,20 -0,37 0,81

Dans cette étude, cing parties de I’espece Cleome arabica ont €té étudiées, ainsi nous avons
évalué leurs activités antioxydantes par la méthode de DPPH, les résultats montrent une forte

activité antioxydante.

Les extraits chloroformiques issus de la macération (méthanol /eau) montrent une bonne
corrélation entre la capacité antioxydante des extraits et leur teneur en composés phénoliques
(r = 0,86) et aussi en flavonoides (r = 0,81) (tableau 111.5). Cela signifie que le piégeage du
radical libre DPPH pourrait étre attribué a la capacité des extraits a fournir de I'nydrogene a ce
radical afin de le stabiliser (Kasangana et al, 2015). Cette stabilisation est visualisée par le
changement de couleur de la solution de DPPH du violet au jaune, le degré de changement de
couleur est proportionnelle a la concentration et a la puissance des antioxydants (Naima et al,
2012).

Une bonne corrélation significative a été trouvée entre le test de réduction de DPPH et le
contenu du total composé phénolique des extraits chloroformiques avec r = - 0,86, et r = -
0,81 avec les teneurs en flavonoides. De ces résultats, nous pouvons deduire que les composés
phénoliques sont plus efficaces que les flavonoides. Nos résultats sont en accord avec de
nombreuses autres études qui confirment cette corrélation entre les polyphénols, la teneur en

flavonoides et activités antioxydantes (Kasangana et al, 2015 ; Madi et al, 2017).

Nous notons ainsi, que les autres extraits (acétate d’éthyle et chloroformique issus de la

maceration acétone/eau) n'ont aucune corrélation entre la quantité en composés phénoliques
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et/ou de flavonoides et la capacité antioxydante malgré leur efficacité élevée de piégeage du
radical libre DPPH. Les explications possibles du fort pouvoir antioxydant en I'absence de
relation avec la quantité en composés phénoliques est que les polyphénols de ces extraits ne
sont pas les seuls responsables de I'inhibition du radical DPPH. (khacheba et al, 2014) ou de

I’existence de certaines molécules individuelles responsables de cette activité antioxydante.

I.5. Etude de ’effet inhibiteur sur I’a. — amylase
Les représentations graphiques de la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations en extraits ( voir annexe), nous ont permis de déterminer les valeurs d’ICs

pour chaque extrait que nous avons regroupés dans le tableau si dessous.

Tableau I11.6. Valeurs des ICso des extraits des différents organes de la plante étudiee

(Cleome arabica) vis - a vis de I’a. — amylase.

I1C5o (Mmg/ml)
Systeme
de Méthanol / Eau Acétone / Eau

solvants
Extrait Acétate Acétate

Hexane Chloroforme d*éthyle Hexane Chloroforme d’éthyle
Organes
Feuilles 1,31 +0,12 | 830 £1,95 18,45+06 | 1482 +1,24 | 7,95 +1,6 12,85 +2,93
Gousses 7,09 £1,19 2,76 +0,46 516 = 0,12 19 +£0,11 3,93 +1,08 0,15 +0,017
Graines 8,71 +1,01 2,59 +0,15 1,77 +1,77 1,08 +0,06 2,35 +0,17 1,03 £0,078
Racines 1,67 £0,19 | 3,73 +0,66 | 2,16 + 0,16 1,31 +0,1 3,14 +0,353 2,85 +0,40
Tige 8,01 +1,31 1,64 +0,07 476 +0,19 0,6 0,09 0,79 +0,10 5,35 +0,16

Apreés analyses des résultats obtenus, nous avons constaté que tous les extraits phénoliques
prépares des différents organes de la plante Cleome arabica présentent un potentiel
d’inhibition vis-a-vis des deux enzymes 1’o— amylase.

Au regard du tableau précédent, nous avons noté que les valeurs d’ICsp dans la macération

Meéthanol / Eau varient globalement entre 1,31 mg/ml pour I’extrait héxanique des feuilles
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18,45 mg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle des feuilles, et pour la macération Acétone / Eau
entre 0,15 mg/ml pour acétate d’éthyle des gousses et 14,82 mg/ml pour I’extrait héxanique
des feuilles.

Nous avons remarqueé, que les résultats obtenus pour deux systéme de solvant et ceci pour la
majorité des organes ne sont pas espacés ils varient presque entre 1 et 8 mg/ml ne dépassant
pas les 10 mg/ml excepté les extrait acétate d’éthyle (Méthanol / eau) et hexane et acétate
déthyl (acétone / eau) qui a enregistré les plus forte valeurs 18,45, 14,82 et 12,85 mg/ ml
respectivement. On peut dire alors que ces les fractions la plus faible du point de vu inhibition
vue qu’elles nécessitent une quantité d’extraits plus importante que les autres fractions pour
obtenir 50 % d’inhibition. D’un autre c6té la fraction acétate d’éthyle des gousses a enregistré
la plus faible valeur 0,15 mg/ml faisant de celle ci la meilleure fraction inhibitrice.

Ce rapprochement de valeurs dans les deux types d’extraction, est du peut étre a 1’existence
de molécules actives de structure plus au moins rapproché ou ayant le méme mécanisme
d’action inhibitrice (Maghazi, 2016).

En comparant entre les valeurs obtenues pour chagque organes, nous avons constaté que
celles des feuilles sont meilleures que celles des autres exceptées quelques cas, la encore nous
percevront I’effet des conditions climatiques sur ’activité biologique.

Nous avons remarqué, que les résultats obtenus pour les extraits acétate d’éthyle sont meilleur
que ceux du chlorophorme et 1’hexane. Ceci a également été confirmer par 1’étude de
Khacheba et al., 2014° in - vitro de I’effet inhibiteur d’extraits hexaniques et dichloromethane
sur cing plantes spontanées Agatophora alopecuroide, Genista corsica, Hammada elegans,
Helianthemum kahiricum et Salsola baryosma.

Les fractions acétate d’éthyle ont montré des taux d’inhibition important vis-a-vis des deux
enzymes par rapport aux fractions. Les deux solvants sont difféerents du point de vue polarité
et comme nos deux enzymes sont des hydrolases spécifiques aux liaisons osidiques on peut
expliquer I’importance des taux chez les fractions acétate d’éthyle par le fait que ce solvant de
polarité supérieure aux autres a permis 1’extraction d’un nombre plus important de COMposés
phénoliques de type glycosilé (flavonoides particulierement les glycosilés) ou une autre
explication est envisagée, est que les principes actifs responsables a 1’inhibition de nos

enzymes ne sont pas extractibles par ’hexane et le chloroforme (Djeridane, 2013).
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Une autre étude de Khacheba et ces collaborateurs en 2017 sur des extraits aqueux et
organiques de trois plantes médicinales hypoglycémiante : Cistus SP, Salvia officinalis et
Zygophyllum album a montré des valeurs meilleurs que celles de notre étude (0,38, 0,45 et
0,78 mg/ml respectivement).

Salehi et ces collaborateurs en 2013, ont étudié in - vitro D’effet inhibiteur d’extraits
hexaniques et dichloromethanes sur les deux enzymes a-glucosidase and a-amylase avec des
valeurs d’ICsg allant de 0,3 a 1,1 et de 36,2 to 41,9 ug/ml respectivement. En les comparant
aux notres ces valeurs sont plus intéressantes et sont 10 a 100 fois meilleures; ceci est due a
I’espéce végétale étudiée, le mois de récolte, le mode de traitement et d’extraction de
I’échantillon et du protocole de dosage utilisé pour la détermination des ICsq (Salehi et al,

2013).

le phénoméne d’inhibition est le résultat d’une synergie entre plusieurs molécules on peut
expliquer ces taux par la séparation de certaines molécules dans deux solvants d’extraction
qui auraient pu donné des taux plus importants si ils été présent ensemble dans le méme
milieu réactionnel (Ranga et al., 2009).

Ce qui est intéressant dans ces résultat, c’est 1’existence d’effet inhibiteur pour les fractions
apolaires et moyennement polaires, a savoir hexane et chloroforme ce qui rend ces deux

fractions tres intéressantes pour d’éventuels isolements de molécules a structures nouvelles.
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Conclusion

Au cours de cette étude, ayant pour but de mieux connaitre I’espéce Cleome arabica au
travers de 1’étude de I’effet inhibiteur d’enzyme et antioxydant de I’un de ces métabolites
secondaires (les composés phénoliques), 30 extraits bruts provenant de 5 g de la plante ont été
évalués a 1’aide de méthodes de criblage chimique (extraction, dosage des phénols totaux et
des flavonoides ainsi que 1’évaluation des activités antioxydante et inhibitrice sur o —
amylase). La premiére découverte intéressante, déroulant du criblage chimique préliminaire, a
¢été I’existence d’effet inhibiteur par les extraits apolaire (hexane) et peu polaire (chloroforme)
vis-a-vis de I’enzyme choisie pour I’é¢tude 1’a. — amylase.

Nous avons étudié la composition chimique de la plante récoltée par des tests
phytochimiques, qui ont montré la présence dans la majorité des organes des tanins, des
flavonoides, des saponines et des alcaloides et nous avons déterminé les quantités des
phénols totaux et des flavonoides dans les extraits de cette plante; les teneurs varient
respectivement entre 1,87 et 107,21 mg équivalent d’acide gallique /100g de matiére séche et
entre 0,12 et 88,5 mg équivalent de quercétine /100g de matiere seche.

L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits phénoliques et d’un antioxydant
commercial pris comme références (la vitamine C) par le test chimique DPPH in vitro a
décelé des activités antioxydantes tres intéressantes chez la plante en question avec des valeur
d’ECso comprise entre 0,08 et 1,93 mg/ml.

A la recherche d’activité inhibitrice des différents organes de Cleome arabica nous avons
testé I’effet inhibiteur des extraits : héxaniques, chlorofromiques et acétate d’éthyle sur I’a -
amylase. Nous avons pu prouver in vitro a travers cette étude la capacité inhibitrice des
nouveaux extraits de la plante investiguée sur I’enzyme. L’¢tude cinétique de 1’inhibition a
montré des inhibitions vis-a-vis de 1’activité catalytique de I’enzyme, avec des valeurs d’ICsg

de I’ordre du g/l variant entre 0,15 et 18,45 mg/ml.

Cette étude a donc permis, de confirmer la propriété inhibitrice des nouveaux extraits de
Cleome arabica. Elle devrait inciter a une meilleure revalorisation de cette plante qui peut
servir comme un véritable rempart contre 1’une des plus graves maladies de I’heure : le

diabéte.
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Conclusion

L’ensemble de ce travail a permis donc de mieux appréhender I’intérét de 1’étude des
plantes locales de la région de Laghouat et de prouver in — vitro I’importance des

caractéristiques chimiques de certaines de leurs substances d’intérét bioactif.

Les résultats obtenus peuvent étre d'une grande importance cependant, ne constitue qu’une
premiere étape dans la recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives.
Des études complémentaires, précises et approfondies restent nécessaires pour pouvoir

confirmer les résultats mis en évidence.

En perspective a cette étude plusieurs travaux peuvent étre envisagés dans ce domaine de
recherche en élargissant [I'étude de I'effet des extraits in vivo pour confirmer les résultats

précédents.

A fin de pouvoir trouver de potentiel inhibiteurs spécifiques et efficaces pour 1’o —
amylase, il sera intéressant d’essayer d’isoler et de caractériser ces inhibiteurs par la
combinaison des techniques chromatographiques et spectroscopiques les principes actifs
responsables a I’activité inhibitrice de 1’enzymes qui nous permettra de préciser les fonctions

métaboliques et de faire une bonne étude structure-fonction de I’enzyme.

Il faut signaler qu’il reste encore beaucoup de plantes locales utiles qui n’ont pas été

étudiées et qui mériteraient d’étre investiguées dans les domaines étudiés.

Il est également envisageable d’élargir le panel des tests ainsi que 1’évaluation d’autres

activités biologiques tel que I’activité antimicrobienne et ’activité anti-inflammatoire.

Ce travail a fourni de nouvelles connaissances ethnopharmacologiques et phytochimiques
au sujet des plantes locales de la région de Laghouat et a permis de mettre en eévidence le role
des polyphénols naturels dans la régulation du stress oxydatif et la normalisation des troubles

glycémiques.
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Annexe 11 Variation de pourcentage d’inhibition du test DPPH

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en
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Variation de pourcentage d’inhibition du test DPPH

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillon des Feuilles.
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Variation de pourcentage d’inhibition du test DPPH

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Gousses .
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Graines .
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Variation de pourcentage d’inhibition du test DPPH

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Tiges .
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Variation de pourcentage d’inhibition du test DPPH

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Racines .
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillon des Feuilles.
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Graines .
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Tiges .

30 -
I %
25 Rz =0.9905
20 -
15 -

10 -

0 0,5 1 1,5

Concentration g/l

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

chloroformiques de I’échantillondes Racines .

| % 35 -
0 . R2=0.9824

25 A
20 A
15 -
10 -

0 0,2 04 0,6

Concentration g/l

Mémoire de magister 60
Ecole Normale Supérieur de Laghouat
Etudede de I'effet inhibiteur des extraits naturels des différentes partie de la plante Cleome arabica sur ' o - amylase d'Aspergillus oryzae



Annexe 11 Variation de pourcentage d’inhibition du test DPPH

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits
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Annexe 111 Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillon des Feuilles.

35 -
1 %
30 - 4
R?=0.9621
25
2 |
15 -
10 -
5 4
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentration g/l

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Graines .

70
1 %
R?=0.9343

60 -

50

40 -

30 4

20 -

10 -

0 0.5 1 1.5 2 25 3

Concentration g/l

Mémoire de magister
Ecole Normale Supérieur de Laghouat
Etudede de I'effet inhibiteur des extraits naturels des différentes partie de la plante Cleome arabica sur ' o - amylase d'Aspergillus oryzae

62



Annexe 111 Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Gousses .
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

chloroformiques de I’échantillondes Gousses .
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

chloroformiques de I’échantillon des Racines .
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

hexanique de I’échantillondes Graines .
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en acétate
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

acétate d’éthyle de I’échantillondes Tiges .
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

chloroformiques de I’échantillondes Graines .
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Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

hexanique de I’échantillon des Gousses .
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Variation du pourcentage d’inhibition de [’o. - amylase

Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extraits

hexanique de I’échantillondes Racines .
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