République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Amar Telidji -Laghouat

Faculté des Sciences

Département de Biologie

En vue de ’obtention du diplome de Master
Filiere : Sciences Biologiques
Option : Biochimie appliquée

THEME

Extraction et Evaluation des Activités Biologiques de la Plante

Sesamum Indicum. L

Présenté Par :

Wiam BEN TIRECHE
Abir HAIMOUD

Devant le jury composé de :

Farouk BENACEUR MCA Président
Abderrezak BOUCHAREB MRB Examinateur
Abdelhak DJEMEL MRB Promoteur

Année Universitaire 2022- 2023




Remerciement

Louanges a ALLAZH, Seigneur de ['univers, pour toute la grdce et la

miséricorde qu'Il nous a accordée tout au long de nos études.

Nous tenons d exprimer notre profonde reconnaissance d notre
encadrant, Monsieur Abdelthak DJEMEL, Docteur d Unite
de recherche sur les plantes médicinales de Laghouat, pour avoir
accepté de diriger notre travail de bout en bout, pour sa disponibilité,

ses orientations et ses conseils efficaces.

Nous tenons tout particuliérement d remercier Monsieur
Farouk BENACEUR, Docteur d ["Universite de Laghouat, pour

nous avoir honoré en acceptant de présider ce jury de soutenance.

Nous tenons d adresser nos vifs remerciements d Monsieur
BOUCHAREB Abderrezak, Docteur d ["Unité de recherche sur les
plantes médicinales de Laghouat, d'avoir accepté d’étre examinateur

de notre travail.

Un grancf remerciement au Monsieur FarouR BENACEUR, Directeur
de ['unité de recherche sur les plantes médicinales de Laghouat, ce qui
nous a donné [opportunité de réaliser ce travail au sein des

laboratoires de (‘unité URPM.

Nous remercie tous nos camarades et collégues de notre promotion

pour la bonne atmosphére et la bonne entente entre nous.

Que tous ceux qui de prés ou de loin nous assisté et aide et dont les
noms n'ont pas été cités, trouvent ici l'expression de notre profonde

gratitude.
‘Wiam et Abir



Dédicace

Je remercie le bon dieu de m'avoir donné le courage pour

réaliser ce travail et la patience pour aller jusqu'au bout du

parcours de mes études.
Je dédie ce modeste travail d :
A ma mére qui n'a jamais douté de mois et qui m'a aidé et
encouragé tout au long de mes études.
A mon pére pour leur présence de tous les instants.
A mes chez sceurs Kheira, Amina, Samah.
A mes chers fréres Aissa, Yacin.
A toutes mes familles Haimoud & Bey.
A mon ami “WAFA et WIAM “que je remercie pour
tous ces efforts.
A tous mes professeurs.
A toutes mes amis en témoignage de [amitié sincére qui

nous a liées et des bons moments passés ensemble.

ABIR



Dédicace

A laide 4’ Allak tout puissant, qui ma trace le chemin de ma
Vie el m a donné la force et le courage pour realiser cet

fhumble travail que je dede:

A Ma force et mon abri sir et mon soutien mon chiere pere
Tayet qui m a soutenu tout au long des dernieres années

scolatres pour atteindre mes objectiys.

A la source de la vie et la personne qui m a donné une vie
ma heroine, mon premier projesseur ma criere mere

Datiouta que ni lieu ni temps ne peuvent repeter.
A mes cheres sceurs: Fatima et Baklita
A mes chéres freves: Ameur, motiammed et Abd F{ atimane .
A toute la famille: Ben Tirectie.

./q' loute mes amies surtout ma cherie Noura.® et mon

binome Abry que je remercie pour [ous ces efforis.

A toute la promotion de Biochimie appliguee.

WIAM



Liste des figures

Figure .1 : La plante Sesamum indicum 04
Figure 1.2 :  Structure chimique du cholestérol et des principaux phytostérols 06
Figure 1.3 :  Structure chimique de tocophérols 08
Figure 1.4 :  Structure des lignanes 08
Figure 1.5 : Lignanes des graines de Sésame 10
Figure 1.6 :  Structure des glucosides de lignane 11
Figure 11.1 : Voie métabolique de 1’0xygeéne et des espéces réactives de 1’0xygene 23
Figure 11.2 : Les conséquences du stress oxydant 23
Figure 11.3 : Transfert d’électron entre I’antioxydant et le radical libre 24
Figure 11.4 : Effet inhibiteur de I’ Acarbose sur I’enzyme alpha glucosidase 25
Figure 111.1 : Préparation des grains de Sésame (torréfaction et broyage) 29
Figure 111.2 : Huile d’hexane obtenu par extraction par maceration 30
Figure 111.3 : Huile-éthanoique obtenu par extraction assistée par ultrasons 30
Figure 111.4 : Transformation du radical DPPH" en DPPHH 33
Figure 111.5 : Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de H* 34
Figure 111.6 : Formation du complexe Fe*?-phénantroline 35
Figure 111.7 : Formation du complexe amylose-iode en absence de I'a-amylase 37
Figure 1V.1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique 40

Figure 1V.2 : Evaluation des polyphénols totaux des extraits des grains de Sésame :
I'extrait a I'éthanol-ultrasons (EtU) et extrait a I'éthanol-macération (EtM) 40
Figure 1V.3 : Valeurs ICs du test DPPH’ des extraits : a I'éthanol-ultrasons (EtU),
et a I'éthanol macération (EtM) 43
Figure 1V.4 : Valeurs ICsq du test ABTS™ des extraits : & I'éthanol-ultrasons (EtU),
et a I'éthanol-macération (EtM) 44
Figure 1V.5 : Valeurs des A s dans le test phénanthroline des extraits : a I'éthanol-ultrasons
(EtU), et a I'éthanol-macération (EtM) 46
Figure 1V.6 : Valeurs des ICs du test d’inhibition de 1’a-amylase des extraits : au mélange
méthanol/chloroforme-macération (MM), a I'éthanol-macération (EtM), au
mélange méthanol/chloroforme- ultrasons (MU), et a I'éthanol-ultrasons (EtU) 48



Liste des tableaux

Tableau I.1 : Classification systématique I'espece Sesamum indicum L 04
Tableau 1.2 : Pourcentage des desméthylstérols dans I’huile de Sésame 07
Tableau 1.3 : Teneur des lignanes (mg/100 g huile) dans les différentes graines de Sésame 09
Tableau I11.1 : Préparation de la gamme d’étalon de 1’acide gallique 31
Tableau 1V.1 : Rendement d'extraction par macération et ultrason de différents extraits 39

obtenus dans différents solvants : Hexane, chloroforme/méthanol et éthanol

Tableau IV.2 : Le contenu total en polyphénols des extraits de Sésame 39
Tableau 1V.3 : Propriétés thermodynamiques des solvants utilisés dans I'extraction 41
Tableau I1V.4 : Inhibition du radical DPPH’ par les extraits de grains de Sésame 43
Tableau 1V.5 : Inhibition du cation radical ABTS™ 44
Tableau 1V.6 : Absorbance du complexe Fe*%- phénantroline 46

Tableau 1V.7 : Inhibition de I’enzyme a-amylase 47



Liste des abréviations

ADN :  Acide Désoxyribonucléique

AGPl :  Acides graspolyinsaturés des alvéoles pulmonaires

Acontrsle - L’absorbance du contrdle négatif

Aexirait  :  L’absorbance de I'extrait/standard

ABTS : Sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique

ABTS " :  Acide 2,2-azino-bis 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique.
BHA : Hydrox-yanisole butylé

BHT : Hydroxy-toluene butylé

C-HDL : Cholestérol des lipoprotéines de haute densité

C-LDL : Cholestérol des lipoprotéines de faible densité

DPPH" : 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl

ERO :  Espéces réactives de 1’oxygene

Fe®*  :  Fer ferreux

Fe**  :  Ferferrique

FeCl; :  Chlorure ferrique

1Cso :  Concentration inhibitrice de 50 %
K;S,0g :  Persulfate de potassium

TEAC : Trolox equivalent antioxidant capacity

Trolox : Acide 6-hydroxy-2, 5,7, 8-tétraméthylchroman-2-carboxylique



Sommaire

Introduction générale

Premiére partie : Synthese bibliographique

Chapitre I. Présentation de la plante Sesamum indicum L

I.1. L’espéce Sesamum indicum

1.2. Description botanique de 1’espéce Sesamum indicum

I.3. Taxonomie de I'espéce Sesamum indicum

I.4. Composition chimique de 1’espéce Sesamum indicum

L.5. Effet de la torréfaction sur I’activité antioxydante de 1’huile
1.6. Effet de la torréfaction sur les différentes classes de lipides
1.7. Profil nutritionnel et médical du Sesamum indicum

Reéférences
Chapitre I1. Stress oxydatif et diabete

11.1. Définition

I1.2. Les radicaux libres
11.3. Les antioxydants
I1.4. Le diabéte

Références

Deuxieéme partie : Partie expérimentale

Chapitre 111 : Matériels et méthodes

[11.1. Préparation du matériel végétal
II1.2. Méthodes d’extraction
[11.2.1. Extraction par maceération
[11.2.2. Extraction assistée par ultrasons
[11.3. Détermination du contenu total en polyphénols
I11.4. Activités biologiques
[11.4.1. Préparation des dilutions des extraits

01

03
03
04
05
11
12
12
15

22
22
23
24
26

29
29
29
30
31
32
32



[11.4.2. Activités anti-oxydantes

I11. 4.2.1. Activité anti-radicalaire au DPPH’

111.4.2.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS™

111.4.2.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe**-phénontroline
111.4.3. Activités antidiabétique

11.4.3.1. Inhibition de I’enzyme alpha-amylase

Références
Chapitre IV : Résultats et discussion

IV.1. Rendements d’extraction
IV.2. Teneur totale en polyphénols
IV.3. Activités anti-oxydantes
IV.3.1. Activité anti-radicalaire au DPPH’
IV.3.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS™
IV.3.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe?*-Phénontroline
IV.4. Evaluation de I’activité antidiabétique
IV.4.1. Inhibition de I’alpha amylase

Références

Conclusions générales

32
32
34
35
36
36
38

39
39
42
42
44
45
47
47
49

51



Introduction générale



Introduction Générale

Introduction générale

Pendant des milliers d'années, la race humaine a été en conflit avec les maladies, car leur
instinct les a poussés a utiliser les plantes dans la médecine et le traitement des maladies, et cet
acte s'est développé a travers le temps ou l'efficacité de ces plantes a été découverte dans le
traitement, car il était considéeré comme réservoir de nouveaux médicaments. Elles sont
considérées comme source de matiére premiere essentielle pour la découverte de nouvelles

molécules nécessaires a la mise au point de futurs medicaments [1].

Dans ce contexte, parmi les plantes, les plus anciennes, les plus connues et les plus
utilisées par I'homme, est le Sésame. Cette derniére est l'une des plantes oléagineuses les plus
cultivées pour ses graines comestibles. La culture du Sésame a été extraite d'Asie du Sud a
I'époque harappéenne, puis s'est propagée vers l'ouest jusqu'en Irak avant 2000 avant JC, puis
s'est déplacée vers I'lnde [2]. Le Sésame appartient a la famille des Pedaliceae et joue un réle
important en médecine et en pharmacologie [3], dues a son huile végétale riche en produits
chimiques et possédant wun large éventail d'activités biologiques (antioxydant,
hypocholestérolémiants, anticancéreux et antivieillissement) [4]. Les lignanes et les glycosides de
lignanes des graines de I'huile de Sésame sont responsables des propriétés ci-dessus [5].

Notre travail vise principalement a extraire les lipides et les composés phénoliques de la
plante de Sésame et a valoriser ses huiles végétales en étudiant ses activités biologiques,

notamment son effet antioxydant et son efficacité a réduire la glycémie.

Pour ce faire, ce manuscrit est organisé en deux parties : La premiere partie est une
synthese bibliographique qui donnera un apercu sur les différentes notions abordées dans ce
travail : tel que la présentation de la plante Sésame, le stress oxydatif et le diabete. Dans la
deuxieme partie, nous détaillerons les méthodes utilisées ainsi et les stratégies relatives a 1’étude
et les procédures expérimentale suivies ; présentation des résultats obtenus, leurs discussions et
interprétations. Finalement on termine par une conclusion générale récapitule les principaux

résultats obtenus au cours de ce travail.
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I. Présentation de la plante Sesamum indicum
I.1. L’espéce Sesamum indicum

Le sesame (Sesamum indicum. L., synonyme avec Sesamum orientale L.) appartient a
la classe des dicotylédones, ordre des légumineuses, la famille des Pedaliaceae qui comprend
16 genres et environ 60 espéces [1]. Environ 36 espéces sous le genre Sesamum sont
originaires d’Afrique tropicale. Quelques-unes des especes africaines se sont propagées en Asie
et en Amérique du sud. L'Inde détient aussi certaines especes (S. capense, S. prostratum et S.
schenckii) qui laissent penser que ¢’est le lieu d’origine du Sésame [2]. Parmi le genre Sesamum
seul le Sesamum indicum est largement cultivé. La graine de sésame compte parmi les graines
oléagineuses des plus riches en huile, seulement la culture de ces graines est moins répandue
que celle des autres graines tels que le tournesol, le soja ou encore le colza en raison du codt
de production notamment la récolte qui n’est pas automatisée. Les graines de sésame peuvent
devenir une source principale d’oléagineux a condition d’aboutir a un prix inférieur en

augmentant les rendements et réduisant les codts de production [3].

I.2. Description botanique de I'espéce Sesamum indicum

Le Sesamum indicum pousse dans les régions tropicales et subtropicales. C’est une
plante annuelle, droite qui peut se développer entre 50 cm et 250 cm de hauteur, en fonction
de la variété et des conditions de croissance. La tige (figure 1.1) est quadrangulaire, sillonnée
longitudinalement, et densément poilue. L'étendue de la pilosité sur la tige peut étre classée
comme lisse légerement et tres poilue, elle est liée a la variété de Sésame. Le degré et le type

de ramification de la tige sont également des caractéres variétaux importants [4].

Les feuilles sont velues sur les deux co6tés et sont trés variables dans la forme et la taille
non seulement entre les différentes variétés, mais aussi sur la méme plante. Les feuilles
opposeées décussées sur les parties inférieures sont, ovales, parfois palmatilobées ou composées
palmées, de couleur vert terne et grossiérement dentées. Les feuilles supérieures sont alternées
ou super opposées et lancéolées. L’agencement des feuilles influe sur le nombre de fleurs nées

dans les aisselles et donc le rendement en graines par plante.

Les graines de Sésame sont de petite taille (3-4 mm de long et 1,5-2 mm de large), plates,
ovales, lisses, ou réticulées. La couleur varie du blanc, jaune, gris, rouge, marron, au noir. Il
est généralement admis que les graines de couleur claire avec des couches minces sont

meilleures quant a la qualité et la teneur en huile que les graines de couleur foncée.
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Figure 1.1. La plante Sesamum indicum

1.3. Taxonomie de I'espéce Sesamum indicum

Comme toutes plantes cultivées, il existe de trés nombreuses variétés de Sésame pouvant se
différencier par leurs dimensions, leur forme, leur type de croissance, la couleur des fleurs, la
grandeur, la couleur et la composition des graines [5]. Le tableau suivant enregistre la

systématique du Sésame :

Tableau 1.1. Classification systématique I'espece Sesamum indicum [6]

Domaine Eukaryota

Régne Plantea

Sous-Régne Vrideaplantae
Embranchement Spermatophyta
Classe Dicotylédonea
Division Magnolidae

Ordre Lamiales

Famille Pédaliaceae

Genre Sesamum L

Espéce Sesamum inducum L
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I.4. Composition chimique de I'espéce Sesamum indicum

Les graines de Sésame ont une valeur alimentaire élevée en raison de leur haute teneur en
huile et en protéines. La composition chimique des graines de Sésame varie selon la variété,
l'origine, la couleur et la taille des graines. Ils contiennent 6-7% d'humidité, 17-32% de
protéines, 28-55% d'huile, 14-16%de sucres, 6-8% de fibres et 5-7% de cendres [7, 8].

1.4.1. Teneur en Huile

Les graines de Sésame contiennent plus d’huile que les principaux oléagineux, comme
les graines de soja, colza et du tournesol. La teneur en huile varie de 28% a 59% selon la variété
de graines de Sésame [9, 10]. Les variétés spontanées contiennent moins d'huile (environ 30%)
queles espéces cultivées, car la teneur en huile est un critere important pour la sélection des

graines dans l'agriculture [11].

1.4.2. Lipides

Le lipide majeur des graines de sésame est le triacylglycérol,qui est présent a pres de
90% dans I’huile. Il a un faible pourcentage en acides gras saturés et un pourcentage plus élevée
en acides gras insaturés par rapport aux autres classes de lipides tels que : diacylglycérols,
acides gras libres, et esters de stérol.

1.4.3. Acides gras

L'huile de Sésame est caractérisée par un équilibre en acide oléique-linoléique. Elle
contient moins de 20% d’acides gras saturés, principalement 1’acide palmitique (7,9-12%) et
stéarique (4,8-6,1%), alors que les acides oléique et linoléique constituent plus de 80% de la
totalité en acides gras de cette huile. Les huiles de graines de Sésame spontanées, par
conséquent, sont plus riches en acides gras saturés comparés aux huiles des graines cultivées
[9, 12,13].

1.4.4. Les stérols

Ce sont des alcools stéroides constitués d’un assemblage tétracyclique
cyclopentaphénanthrénique (A, B, C, D) comprenant un groupement hydroxyle en position
3ducycle A et une chaine latérale (Figure.l.2). lls sont synthétisés a partir du squalene selon
la voie isoprénoide [14]. Selon la Norme Codex, I'huile de Sésame peut contenir des teneurs
supérieures a 1,9% des stérols totaux, c'est I'une des sources les plus riches en phytostérols [12].
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Le tableau 1.2 présente la composition en stérols dans I'huile de Sésame. Le B-sitostérol est le
stérol le plus abondant dans I'huile de Sésame. Il y a aussi le campestérol, stigmastérol, A5-
avenastérol, A7- avenasterol, et A7-stigmastérol qui sont présents par ordre décroissant

d'abondance. Parfois des traces de cholestérol (<0,5%) ont éte trouvées dans I'huile de Sésame.

L’huile produite a partir d’espeéces spontanées de Sésame contient des teneurs plus
élevées en stérols, particulierement A5- et A7-avenastérols. Ces deux stérols, ont montré des
effets anti-polymeérisation protégeant les huiles végétales de I’oxydation a haute température
[15, 16].

La consommation des phytostérols peut réduire le cholestérol sanguin total et le taux de
C-LDL chez les sujets hypercholestérolémies et normecholestérolémie sans affecter les teneurs
de cholestérol des lipoprotéines de haute densité (C-HDL) ou triglycérides. En outre, les stérols

végétaux ont montré des propriétés anti-inflammatoires chez ’Homme et 1’animal [17].

N
Q\\\

HO
Cholestérol
/,,
N “
HO i : HO HO
B-sitostérol Stigmastérol Campestérol

Figure. 1.2. Structure chimique du cholestérol et des principaux

phytostérols.
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Tableau 1.2. Pourcentage des desméthylstérols dans /’huile de Sésame [17, 18].2

Démethyl sterols Codex  |Sésame cultivé® | Sésame spontané®
Cholestérol 0,1-05 0,2 -0,3 0,1-0,2
Brassicastérol 0.1-0.2 - -
Campestérol 10,1-20,0 [12,5-16,9 10,3 - 20,5
Stigmastérol 3,4-12,0 6,0 - 8,7 4.4 -142
B-sitostérol 57/,7-619 H75-62,0 33,9 - 60,2
AS- avenastérol 6.2-7.8 8.1-11.5 12.4 - 235
A’-stigmastérol 05-7.6 0.4-31 0.1-3,0
A’- avenastérol 1.2-5.6 0.3-1.3 0.9-3.7
Autres 0,7-9,2 3.6- 6.1 4.6-7.3
Total des stérols 4500-19000 14335-6764 3420-10005
(mg/kg)

2exprimé en pourcentage des stérols totaux.
b Espéces de sésame cultivées au Soudan.
¢ Espéce de sésame spontanée au Soudan.

1.4.5. Tocophérols

Les tocophérols désignent un ensemble de molécules composées d’un noyau 2-méthyl-6-
chromanol et d’une chaine phytyle entiérement saturée (28 carbones). Les différentes formes de
tocophérols (o, B, y et 8) se distinguent entre eux par le nombre et la situation des groupements méthyles
fixés sur le noyau chromanol (Figure .1.3). Parmi ces composés, le plus fréquemment retrouvé dans la

nature est lI'a-tocophérol, qui présente également I'activité vitaminique la plus élevée.

L'huile de Sésame est bien connue pour sa stabilité a I’oxydation ; I'une des raisons pour
cette stabilité est attribuée a sa teneur en tocophérol qui varie de 330 mg/kg a 1010 mg/kg
selonle Codex Standard [12]. Quelle que soit I’espéce et la couleur du tégument, le y-tocophérol
est le tocophérol prédominant de I'huile de Sésame [19,20, 21], tandis le 6-tocophérol représente
moins de 5% des tocophérols totaux. L’a-tocophérol est présent dans I'huile de Sésame sous

forme de traces seulement.

Parmi les isoméres des différents tocophérols, le y-tocophérol est I’antioxydant le plus
puissant dans les huiles, mais il a une valeur vitaminique plus basse dans les systemes
biologiques que I'a-tocophérol [22]. Jiang et al [23] ont également montré que le y-tocophérol
et son principal métabolite, le 2,7,8-triméthyl-2-(b-carboxyéthyl)-6-hydroxychromane,
possédent une activité anti-inflammatoire peut étre importante dans la prévention des maladies
humaines, de maniere efficace inhibant la cyclooxygénase-2 (COX-2) l'activite dans des

cellules intactes, tandis que 1’a-tocophérol est beaucoup moins efficace.

e
7
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a-tocophérol

Me

HO

Me Me Me Me

q - -
.

Me

Me

p-tocophérol

o-tocophérol

Figure 1.3. Structure chimique de tocophérols

1.4.5. Lignanes

Les lignanes et les néolignanes constituent un vaste groupe de substances naturelles de
nature polyphénolique trés répandu chez les végétaux. Le terme lignane a été introduit pour
décrire un groupe de diméres de phénylpropanoides dans lesquels les unités phénylpropanes
sont liées par le carbone central (C8) de chaque chaine propyle (Figure 1.4). Ces molécules,
vraisemblablement impliquées dans les mécanismes de défense chez la plante, sont également

utiles pour I’homme [24].

5 6 gh «
CHs
Y g
4
TG
3 2

(1) 2)

Figure. 1.4. Structure des lignanes
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Les graines de Sésame contiennent une diversite de lignanes furofuraniques, lesquels peuvent

étre divises en deux types :

1.4.5.1. Lignanes solubles dans I’huile

Bien que I'huile de sésame contient pres de 85% d'acides gras insaturés, elle est connue
pour étre tres résistante au rancissement oxydatif et peut étre conservée pendant de longues
durées [25, 26]. Cette stabilité spécifique n'est pas seulement attribuée a la présence de
tocophérols, mais elle est aussi associée aux lignanes [27]. Dans la graine de Sésame, le
sésamine et le sésamoline sont les deux principaux lignanes. Les teneurs en lignanes dans 14
variétés de graines de sésame commercialisées et cultivées au Japon ont montré que le sésamine
était toujours plus élevé que le sésamoline [28]. D'autres types de lignanes tels que le sésamol,
sesamolinol, et sésaminol étaient présents en quantité mineure, comme indiqué dans le

tableau. 1.3 [28]. Les structures des lignanes de Sésame sont illustrées dans la figure 1.5.

Tableau 1.3. Teneur des lignanes (mg/100 g huile) dans les différentes
graines de Sésame

Couleur du tégument | Sésamine |Sésamoline |Sésamine |Sésamol| Sésamolinol |Sésaminol
Blanche 821,3 441,2 0,537 2,0 1,0 1,4
Blanche 410,6 4412 0,537 2,5 1,0 1,0
Blanche 522,7 123,5 0,236 2,5 0,9 0,3
Blanche 885,2 476,5 0,538 ND 1,0 ND
Blanche 464,0 229,4 0,494 5,0 1,1 1,0
Jaune 453,3 247,0 0,545 Trace 0,3 Trace
Violet 464,0 317,6 0,684 2,5 15 1,1
Marron 528,0 264.,6 0,501 Trace 0,7 Trace
Marron 682,7 458,8 0,672 4,0 1,2 1,0
Noire 502,5 4412 0,878 3,6 1,2 11
Noire 314,3 235,3 0,749 10,8 1,9 1,1
Noire 362,7 229,4 0,632 2,5 0,8 0,5
Noire 154,7 152,9 0,988 4,9 0,9 0,9
Noire 293,3 294,0 1,002 6,5 11 1,2

ND : non détecté
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Figure .1.5. Lignanes des graines de Sésame.

1.4.5.2. Les lignanes glucosylés

Les graines de sésame contiennent de grandes quantités de glucosides de lignanes. Ce

sont les formes glucosylées de lignanes. Bien que la plupart des lignanes se trouvent dans

I'nuile de graines de sésame, les lignanes glucosylées sont présents dans la farine de sésame et

sont hydrosolubles. Les glucosides de lignanes isolés a partir de graines de Sésame étaient

principalement des glucosides pinorésinol [29, 30], glucosides sésaminol avec des mono-, di-,

et tri-glucosides dont deux isomeres de di-glucoside [31, 32] et diglucoside sesamolinol [33]

(Figure .1.6). Le lignane glucoside le plus abondant dans les graines de Sésame est le

triglucosidesésaminol [34].
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Pinoresinol glucosides

Figure .1.6. Structure des glucosides de lignane

1.5. Effet de la torréfaction sur Pactivité antioxydante de I’huile

La stabilité oxydative de I’huile de Sésame est due a la preésence de sesamoline, sesamine,
sesamol et y-tocopherol [35]. La stabilité augmente lorsque le sésamol est produit a partir de
sésamoline lors de la torréfaction de graines de sésame [36]. L huile de Sésame torréfiée a une
meilleure stabilité antioxydante que I'huile de Sésame brute [37]. Koizumi et al [38] ont trouvé
une corrélation entre les conditions de torréfaction des graines de Sésame et le développement
de l'activité antioxydante. L'activité antioxydante de I'huile de graines de Sésame torréfiées
pendant 5 min a 200°C est supérieure a celle obtenue a 180°C pendant 30 min. Cette
observation montre que la température de torréfaction influence le développement de I'activité

antioxydante de I'huile de Sésame.

Dans une étude sur la contribution des antioxydants dans I'huile de Sésame torrefiée,
Fukuda et al. [39] rapportent que le sésamol seul ou le y-tocophérol seul, présent dans 1’huile
de Sésame torréfié montre une faible activité antioxydante. Méme la combinaison des deux
n'étaitpas suffisante pour expliquer la forte activité antioxydante de I'huile de sesame torréfiée.

Comme la torréfaction de graines de Sésame a cause d'importants brunissements, les produits
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de brunissement ont été isolés et ont montré une faible activité antioxydante [39]. Il a été
rapporté que la stabilité exceptionnelle a 'oxydation de 1’huile de Sésame est étroitement liée a
la présence de lignanes tels que le sésamoline, sésamine, sésamol, tocophérols, et les produits
de la réactionde Maillard [40,41, 42].

1.6. Effet de la torréfaction sur les différentes classes de lipides

La torréfaction n’affecte pas seulement l'activité antioxydante et les lignanes de I'huile
de Sésame mais aussi la composition lipidique. Les lipides dans les graines de Sésame
consistent en des lipides neutres, des phospholipides et glycolipides. La principale fraction
lipidique est représentée par les lipides neutres qui constituent environ 91-96% des lipides

totaux.

Les phospholipides et les glycolipides représentent environ 3% et 0,3-6% des lipides
totaux, respectivement [36, 43, 44, 45, 46]. La torréfaction a entrainé une réduction significative
de la teneur en phospholipides dans les graines de Sésame a haute température a cause de la
réaction de brunissement [44]. L’abaissement de la teneur en phospholipides est de 69-73% a
220° C pendant 25min [45, 47] et 96% a 250° C pendant 25min [48].

Yoshida rapporte que la teneur en glycolipides des graines de Sésame a augmenté avec
la température et le temps de torréfaction [44, 46]. Les lipides neutres n'ont pas subi de
dégradation apres torréfaction des graines a moins de 200° C pendant 30 min. Une diminution
significative des lipides a été observée lorsque la température de torréfaction était supérieure a
220°C et 250°C [43, 45]. Yoshida et al. [43] ont examiné I'effet de la torréfaction sur les especes
moléculaires de triacylglycerols. lls ont rapporté que la perte de poids des graines a la fin de la
torréfaction était proportionnelle au temps de torréfaction. lls ont également signalé que la
torréfaction pendant 10 minutes a 220° C entrainait une diminution significative (P<0,05) des

triacylglycerols.

D’autre part, une torréfaction des graines de Sesame a une température supérieure a
250° C peut produire des acides gras libres par hydrolyse des mono-, di-, et triglycérides dans
les graines et ces acides gras peuvent accélérer I'oxydation de I'huile [49, 50].

1.7. Profil nutritionnel et médical du Sesamum indicum

Le sésame (Sesamum indicum L.) est une plante bénéfique. C’est un aliment longtemps
utilisé pour son apport énergétique et ses bienfaits pour la santé a travers la prévention de

diverses maladies [51].
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Des études cliniques faites sur des patients souffrants d'hypertension démontrent qu'une
consommation de I’huile de sésame diminuait effectivement la tension artérielle et les lipides
sanguins [52]. L’huile de Sésame est connue pour sa stabilité. Elle fut utilisée dans la
momification dans ’ancienne Egypte, en raison de sa résistance a la dégradation oxydative.
L’huile de sésame entreposée avec plusieurs types d'huiles végétales a 60° C dans un contenant
ouvert, est restée stable apres 50 jours. Une augmentation rapide de la dégradation oxydative,
a été remarquée apres 10 jours pour les autres huiles végetales. Ce caractére antioxydant peut
étre expliqué par la présence de plusieurs molécules actives telles que le sésamol, le
y-tocophérol et le sésamine. Ce dernier constituant exerce son pouvoir antioxydant de plusieurs
facons. In vitro, il a la capacité d'éliminer les radicaux libres grace a la présence de groupements
dioxy-méthylénes [51].

Le Sésame prévient le vieillissement s'il est consommé pendant une longue période.
L'effet anti-vieillissement a été étudié in vivo sur des souris a travers une diéte contenant 20%
de Sésame. Il en ressort un ralentissement du vieillissement, une diminution de la peroxydation
lipidique et une augmentation de l'activité du superoxyde dismutase [51, 53]. Chez 1'Homme,
la consommation de Sésame, riche en lignanes, maintient le niveau de la vitamine E dans
I'organisme, permettant ainsi de profiter plus longtemps des bienfaits de cette vitamine [54].
Le sésamine, le plus abondant des lignanes de I’huile des graines de Sésame (Sesamum
indicum), exerce diverses fonctions biologiques [51, 55]. Il exerce aussi plusieurs activités
antioxydantes physiologiques. Il est reconnu que le métabolisme de la sésamine génere de
puissants antioxydants de type polyphénols, tels que I'entérolactone et I'entérodiole [51, 56].
De plus, le sésamine augmente in vivo l'expression d'une enzyme responsable de la défense
antioxydante, le superoxyde dismutase, de méme qu’il inhibe la peroxydation lipidique
[57, 58].

Le sésamine est un composé liposoluble, capable de passer la barriere hémato-
encéphalique. Son administration orale provogque une augmentation de sa concentration au
niveau du cerveau [59]. Le sésamine ingéré est absorbé par la lymphe et est transferé au foie
d'ou il est distribué aux différents tissus. 1l est métabolisé en entérodiole et en entérolactone par

la flore intestinale [60].

Plusieurs études ont démontré aussi que le sésamine diminuait les effets néfastes causés
par la consommation d'alcool. La sésamine augmente I'expression du gene de I'aldéhyde

déshydrogénase, responsable du metabolisme de I'alcool [61].
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Le sésamine a la capacité d'inhiber la croissance des cellules cancéreuses humaines,
telles que les cellules du cancer du sein. L'arrét de la croissance de ces cellules cancéreuses se
fait a la phase GI. Il est d0 a l'augmentation de la dégradation de la cycline DI au protéasome
par la sésamine. La cycline DI est un proto-oncogene qui est surexprimé dans plusieurs cellules

cancéreuses humaines [62].

Le métabolisme des acides gras est régulé par l'effet hypocholestérolémique du
sésamine [63]. En effet, le sésamine affecte le métabolisme des lipides en diminuant
I'absorption du cholestérol par le petit intestin (ce qui contribue a diminuer le cholestérol
sanguin) et diminue l'activité de deux enzymes impliquées dans la synthese du cholestérol, la
3-hydroxy-3- methylglutaryl CoA reductase et la A-°désaturase [64, 65]. Le sésamine augmente
aussi I'expression de 36 genes codants pour des protéines impliquées dans le métabolisme des
lipides [66]. Il supprime aussi I'accumulation du cholestérol dans le foie, démontré par des
essais in vivo sur des rats [67, 68]. Le sésamine diminue aussi le risque d'artériosclérose chez
I'nomme en diminuant les lipoprotéines de basse densité (LDL) qui sont responsables
du transport du cholestérol vers les cellules [69], de méme il régule aussi le ratio

oméga 6/oméga 3 pour le maintenir dans les valeurs normales [51].
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I1.1 Stress oxydatif
11.1.1. Définition

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

oxydant/antioxydant [2].

11.1.2 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomes ou molécules, possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur orbital externe [3] (Figure 11.1). La présence des
électrons confere souvent a ces molécules une grande instabilité, elles ont la possibilité de réagir
avec de nombreux composés. Elles peuvent entrainer des lésions tissulaires en captant des
électrons d’une molécule stable pour essayer d’apparier leurs propres électrons, laissant ainsi
la molécule originale dans un état instable [4]. Ces radicaux libres sont généralement produit
dans les mitochondries lors de la respiration [5][6], ou par les cellules phagocytaires
(macrophages, neutrophiles...) lors de la flambée respiratoire, 1'exposition de I'étre I'nhnumain
aux rayonnements UV, l'inhalation d’oxyde d’azote NO et le dioxyde d’azote NO2, présents
dans notre environnement (Ils sont a 1’origine d’une auto-oxydation des acides
graspolyinsaturés (AGPI) des alvéoles pulmonaires) [7], I’ingestion d’alcool ou encore aussi

certains médicaments anti-cancéreux antibiotiques. [8][9].

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN [11] les lipides
(peroxydation), les protéines etc [12]. Cette oxydation provoque des dommages sur tout
I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégenératives,

cancer, diabete) [13] et la dégradation des cellules et des tissus [14] (Figure 11.2).
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Réduction tétravalente de I’oxygéne Oxtde +4H" —— 5 2H:0

02 Anion superoxyde Otle ———> Oy

H202 peroxyde d’hydrogéne 02+ 02°(+2H") —> H20-
*OH Radical hydroxyle H,0+Fe*? ———> ‘OH +Fe™*+0OH"

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

ROz Radical peroxyle R +02 ——> RO
RO:z2H Hydroperoxyde RO + RH 5 ROH+R
RO" Radical alkoxyle RO;H + Fe*? ——_3 RO +Fe*3 + OH

Figure 11.1. Voie métabolique de I'oxygéne et des espéces réactives de [’oxygéne (ERO) [10]
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dismutase dans lo trisomie 21

protéinigue

Figure 11.2. Les conséquences du stress oxydant [14]

11.1.3. Les antioxydants

Un antioxydant est une substance présente en faible concentration par rapport a celle du
substrat oxydable qui, de maniere significative retarde ou empéche I’oxydation de ce substrat.
[15]. Il peut étre de nature endogene (superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, la
catalase, et le glutathion) [16] ou exogénes (les vitamines C et E, les oligo-éléments, les
médicaments, les caroténoides et des composes phénoliques) [17].

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygéne

singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
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radicaux ou de peroxydes, et la chélation des métaux de transition [18]. D une maniécre générale,
un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme plus
rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome d’hydrogéne
ou d’¢lectrons souvent aromatiques (cas de dérivés du phénol). En plus leurs radicaux
intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et par manque
de positions appropriées pour étre attaqué par 1’oxygene moléculaire. Les antioxydants sont en
fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les catalyseurs, en
réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou de piéger les
radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres en
interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical
d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres
antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de I’oxygene singlet pour la transformer en
chaleur [19]. L'équilibre entre les antioxydants et les oxydants est généralement appelé

« equilibre d'oxydo-réduction » [20] (Figure 11.3).

AT Antioxidante

\-

\ .

I / \
“\

\_"o .
electron \
Radical libre

Figure 11.3. Transfert d’électron entre ’antioxydant et le radical libre [20]

11.2. Le diabéte

Le diabéete est défini comme une affection métabolique, caractérisée par une
hyperglycémie (taux de sucre dans le sang trop éleveé) liée a une déficience, soit de la sécrétion,
soit de I’action de I’insuline, ou des deux. L’insuline est une hormone produite par le pancreas,
indispensable a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut, le
taux de sucre augmente dans le sang, or 1’organisme est trés sensible a ces variations.
L’hyperglycémie chronique est responsable de complications a long terme touchant de

nombreux organes notamment les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux [21]. La

e
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grande majorité des cas de diabéte se répartissent en deux catégories : le diabéte de type 1 et le
diabéte de type 2, provoquent toutes les deux une hyperglycémie. L’unique traitement du
diabéte de type 1 est I’apport d’insuline par injections qui est indispensable a la vie. Le
traitement de référence du diabéte de type 2 est I’optimisation des habitudes de vie. Une perte
de poids si nécessaire, une activité physique réguliere, et une alimentation equilibrée peuvent
étre suffisants pour contrdler la glycémie dans un premier temps. En seconde intention, des
antidiabétiques oraux et /ou injectables sont prescrits pour contréler la glycémie [22]. Parmi ces
dernier on trouve : inhibiteurs d’enzyme alpha amylase ou alpha glucosidases : ce sont des
enzymes situes dans les intestins qui hydrolyse les glucides complexes en monosaccharides

absorbables.

L’Acarbose est un médicament bien connu, utilis¢é comme inhibiteur de I’enzyme o-
amylase. (Figure 11.4). 1l retarde la digestion d'hydrate de carbone, et diminue le niveau
postprandial de glucose plasmatique. Cependant, il possede des effets indésirables tels que la
diarrhée, les hernies, I'ulcération. En effet, des inhibiteurs de 1’a-amylase d'origine naturelle tels
que les flavonoides et les composés phénoliques des plantes sont suggérés comme une approche
alternative pour la prévention et le traitement de la maladie du diabéte type 2 avec sans ou peu

de risque d'effets secondaires [23].

[ Acarbose —miglitol ]
|
[ Alpha-amylase ]
[ Hydrolyse les glucides complexes en monosaccharides absorbables ]

)

Diminution la glycémie ]

[ Diminution absorption des glucides ]

Figure 11.4. Effet inhibiteur de I’Acarbose sur [’enzyme alpha glucosidase
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I11.1. Rréparation du matériel végétal

Des graines de Sésame blanc ont été achetées d'un herboriste local de la province
Laghouat. Ces graines ont été placées en une seule couche dans un plat couvert par un papier
d'aluminium puis torréfiées a 160° C pendant 20 min dans un four électrique. Apres torréfaction,

les graines ont été laissées refroidir pendant 2 min a la température ambiante avant broyage.

Torréfiées a 160° C
>

Pendant 20 min

Broyage
-—

Figure 111.1. Préparation des grains de Sésame (torréfaction et broyage)

111.2. Méthodes d’extraction

Les composés de graines de Sésame ont été extraits par deux méthodes : I'extraction par

macération et I'extraction assistée par ultrasons.

111.2.1. Extraction par macération

20 g de graines de Sésame broyés sont placés dans un 100 ml de solvant (hexane ;
éthanol ; chloroforme/méthanol). Le systéme est mis sous agitation a tempeérature ambiante et a
I'abri de la lumiére. Aprés 24 h, les extraits ont été filtrés en utilisant un papier filtre Whatman

pour séparer les particules de grains de. Les solvants ont été complétement évaporés dans d'un

B ——————
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rotavapor a 40° C. Enfin, les trois extraits obtenus ont été conservés dans un réfrigérateur jusqu’a

’utilisation (figure 111.2).

Figure 111.2. Huile obtenue par extraction par macération dans [ ’hexane

111.2.2. Extraction assistée par ultrasons

La procédure d'extraction assistée par ultrasons a été utilisée avec les mémes solvants
(hexane ; éthanol ; chloroforme/méthanol) et au méme rapport (20 g de grains de Sésame broyeées
et 100 ml de solvant). Le mélange a été soniqué pendant 1 h dans un bain a ultrasons. La
température et la fréquence ont été contr6lées et maintenues a 30° C et 37 kHz. Les extraits ont
été filtrés et les étapes restantes étaient similaires a celles de la méthode précédente. Trois extraits

ont été obtenus et conservés dans un réfrigérateur jusqu’a I’utilisation (figure 111.3).

Figure 111.3. Huile obtenue par extraction assistée par ultrasons dans [’éthanol
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111.3. Détermination du contenu total en polyphénols
> Principe

Le contenu en polyphénols totaux est déterminé selon la méthode de dosage sur microplaque
décrite par Muller et al., [1] en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) [2], constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HzPMo012040)
de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques
par ce réactif, elle entraine la formation d’un mélange d’oxydes de tungsténe (WsO23) et
molybdéne (MogO23) de couleur bleu qui absorbe a 760 nm [3], le dosage de polyphénols est
effectué a partir d’une courbe d’étalonnage obtenu par un étalon d’acide gallique de

concentrations connues.
» Procédure

20 pl d’extrait de plante (1 mg d’extrait dissout dans 1 ml du solvant d’extraction) est ajouté a
100 pl de réactif de Folin- Ciocalteu FCR dilué (1 ml de solution FCR concentré est dilué dans 9
ml d’eau distillée). On additionne 75 pul d’une solution de Na2COz a 7.5 % (une quantité de 7.5 ¢
de Na2CO3 est dissouts dans 100 ml d’eau distillée). Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant
2 heures a température ambiante. La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en
polyphénols totaux et posséde une absorbance maximum au environ de 750-765 nm. Un blanc est
préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé (Méthanol). Une droite
d’¢étalonnage est réalis¢ avec de I’acide gallique dans les mémes conditions que les échantillons a
analyser. Une quantité de 1 mg d’acide gallique est dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir
la solution mére de concentration de 200 pg/ml, les dilutions ont été préparées comme suit
(Tableau I11.1):

Tableau 111.1. Préparation de la gamme d’étalon de [’acide gallique

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

Volume de méthanol (ul) | 175 150 125 100 75 50 25
Concentration finale | 25 50 75 100 125 150 175
(ug/ml)
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I11.4. Activités biologiques

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

111.4.1. Préparation des dilutions des extraits

Dans un eppendorf, on pese 4 mg de 1’extrait de Sésame, puis a 1’aide d’une micropipette,
on ajoute a la peseé 1 ml du solvant d’extraction, on obtient la solution meére de concentration
8000 ppm pour chaque extrait. Ensuite, On prépare six solutions filles pour chaque extrait, et
pour ce faire, six eppendorfs sont prélevés pour chaque extrait, et 500 ml du solvant d’extraction
sont placés dans chacun d'eux ; on prend 500 ml de la solution mere et la met dans le premier
eppendorf pour obtenir la premicre solution diluée, et de suit de la méme maniere jusqu’a la
sixieme solution diluée. Les concentrations finales des dilutions obtenues sont : 4000 ppm 2000
ppm, 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm et 125 ppm.

111.4.2. Activités anti-oxydantes

Les tests mesurant 1’effet antioxydant donne un indice sur la capacité des extraits naturels
a lutter contre les espéces réactives connues sous le nom de pro-oxydants, a résister aux
dommages oxydatifs et & lutter contre les maladies liées au stress oxydatif. L’étude de I’activité
antioxydante des extraits de grains de Sesamum indicum a été testée selon trois méthodes :
Piégeage du radical libore DPPH", piégeage de ’ABTS™, et réduction des ions Fe3* par la

formation du complexe Fe*?- phénantroline.

I11. 4.2.1. Activité anti-radicalaire au DPPH*
» Principe

Le dosage au 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle (DPPH") est l'un des tests les plus
couramment utilisés, car cette molécule est définie comme un radical libre stable. Ce radical
possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote [4]. Le test de DPPH" mesure
I’activité donneuse d’un atome d’hydrogéne ou d’un électron, donc il mesure la capacité d’un
antioxydant a piéger les radicaux libres, ce qui entraine une décoloration. Le DPPH" a une

couleur violette foncée et lorsqu’il est réduit en présence des piegeurs de radicaux libres, la

e
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coloration deviennent jaune, indique de la formation de la molécule 2.2 Diphenyl 1
picrylhydrazine. Cette décoloration peut étre suivie en mesurant la diminution de I'absorbance a
517 nm [5].

VIOLET JAUNE

Figure 111.4. Transformation du radical DPPH" en DPPHH
» Procédure

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

selon I’équation suivante :

[ Acontr(”)le - Aextrait]

Inhibition (% ) = X 100

A extrait

OU Acontrale €St I'absorbance du contréle négatif, et Ay raic I'absorbance de I'extrait/ DPPH"

40 p.l extrait 160 pl DPPH* — Lecture a 517 nm

Schéma 111.1. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon (inhibition de DPPH")
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11.4.2.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS™*
» Principe

Dans le test ABTS™, également connu sous le nom de test Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC), qui correspond 4 la capacité antioxydante d’une solution de Trolox® (1 mM)
(analogue hydrophile de la vitamine E), plus la valeur TEAC est élevée, plus I’antioxydant est
efficace [7]. Le chromophore radicalaire stable vert bleu, le 2,2-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonate) (ABTS™) est produit par oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le persulfate
de potassium K2S;0g. Le passage du radical ABTS™" a la forme non radicalaire en présence d’un
antioxydant s’accompagne de la disparition de cette coloration mesurée a une longueur onde de
734 nm.

C[ >_ / =< j@( moyaant C[ >_ j@/

1<2s05 New
CZHS 25

Figure I11.5. Formation et piégeage du radical ABTS"* par un antioxydant donneur de H *
» Procédure

Le radical ABTS™" est produit par réaction entre une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) et une
solution aqueuse de persulfate de potassium (K2S20s, 2,45 mM), utilise comme oxydant. Ce
mélange est agité pendant 16 h a I’obscurité puis dilué par I’eau distillé jusqu’a obtenir une
absorbance a 734 nm de 0, 700 £ 0,02. Sur une microplaque a 96 puits, une prise de 160 pl de
cette solution d’ABTS"™ est mélangée avec 40 ul d’extrait a différent concentration. Aprés 10 mn
d’incubation a température ambiante, I’absorbance du mélange est mesurée a 734 nm contre un
blanc (control négatif) et comparé a celle des antioxydants de synthése comme le : BHT, BHA et
TROLO (acid6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthyl-chroman-2- carboxylique). L'activité ABTS™* a été

exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

Acontréle - Aextrait ]

Inhibition (%) = [ X 100

A extrait

e
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OU Aconirsle €St I'absorbance du contréle négatif, et A..iraic 1'absorbance de I'extrait/standard.

40 ul extait 160 ul ABTS™ — Lecture a 734 nm

Schéma 111.2. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon (inhibition de I’ABTS™)

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

Cette technique est basée sur la formation du complexe Fe*2-phénantroline de couleur rouge-
orangé suite & une réaction d’oxydoréduction en présence d’un antioxydant. Ce complexe est

soluble a pH basique et peut étre mesuré a une absorbance de 510 nm.

1,10 o-phenanthroline

Figure 111.6. Formation du complexe Fe*2-phénantroline
» Procédure

L'activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline des extraits a été
mesurée selon la méthode décrite par Szydlowska-Czerniaka en 2008 [8]. Des extraits de
différentes concentrations, de volume de 10 pl ont été ajoutés a une solution de 50 ul de FeCls
(0.2%), 30 pl Phenanthroline (0.5%) et 110 ul de méthanol. Le mélange a été agité
vigoureusement et incubé pendant 20 min a 1’étuve a température de 30° C. L’absorbance a été
déterminée a 510 nm. Les résultats ont été calculés a titre de Aos (ug/ml) correspondant a la

concentration indiquant 0,5 d’absorbance.
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'ﬂﬂ op [ 30 pl Phenanthroline ]

Incubation

i Do | remmn | e Camueon

Schéma 111.3. Mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon (Fe*2-phenanthroline)

111.4.3. Activités antidiabétique

Les enzymes sont des protéines dont la fonction est de catalyser et d'accélérer les
réactions chimiques, et leur inhibition joue un réle dans le contréle des mécanismes biologiques.
L’activité antidiabétique des divers extraits des grains de Sésame, a été testée selon la méthode

d’inhibition de I’enzyme alpha-amylase.

111.4.3.1. Inhibition de ’enzyme alpha-amylase
» Principe

L’alpha amylase est un enzyme digestive, produite par les glandes salivaires et les glandes
pancréatiques, synthétisée également dans les fruits de plantes durant leur maturation. C’est 1’un
des endo-amylases les plus significatives qui hydrolyse les liaisons o (1-4) glycosidiques a
I’intérieur des chaines de I'amidon pour donner des molécules de maltose (disaccharides de a-
glucose). Le principe de la méthode est basé sur la formation du complexe iode-amylose [9]. En
présence d’un inhibiteur naturel, I’amidon ne sera pas dégradé par I’enzyme alpha-amylase et par
conséquent, il aura la formation de complexe iode-amylose. Ce complexe coloré peut étre

déterminé par spectroscopie a 630 nm.
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l Absence d'alpha-amylase

A
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Complexe amylose-iode

Figure 111.7. Formation du complexe amylose-iode en absence de I'a-amylase.

» Procédure

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

(Ac — Ae) — (As — Ab)
(Ac— Ae)

Inhibition (%) =1 - [

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

Ab=Absorbance [Extrait+1KI+125 pl de tampon]
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Chapitre IV Résultats et Discussions

1V.1. Rendements d’extraction

Les rendements d’extraction par macération et 1’extraction assistée par ultrason des

extraits, brut des graines de la plante Sésame, sont regroupés dans le Tableau 1V.1

Tableau 1V.1. Rendement d'extraction par macération et ultrason de différents extraits
obtenus dans différents solvants : Hexane, chloroforme/méthanol et éthanol

Extraction Hexane Méthanol/chloroforme Ethanol
Macération 16 % 20.10 % 473 %
Ultrason 16.01 % 17.77 % 2.78%

La plante étudiée a donnée des rendements d’extraction importants, quelle que soit la
méthode d'extraction utilisée pour les solvants hexane et le systéme (méthanol/chloroforme),
ce qui refléte la richesse en lipide de cette plante. Notons qu'il existe une légére différence entre
les rendements obtenus par macération et extraction assistée par ultrasons avec une préférence
pour la macération, ou l'extrait de macération du mélange solvant (méthanol/chloroforme)

a donné le meilleur rendement d'extraction.
IV.2. Teneur totale en polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de graines de Sésame a été réalisé
par la méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu (FCR). La teneur en polyphénols
totaux est exprimée en pg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait, en utilisant 1’équation
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par 1’acide gallique (Figure 1V.1).
Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénoliques totaux sont présentés dans la
(Figure 1V.2) et le (Tableau 1V.2).

Tableau 1V.2. Le contenu total en polyphénols des extraits de Sésame

Extraits HeM HeU MM MU EtM EtU

Contenu total
de polyphénoliques  0,21+3,01 0,24+2,78 0,55+2,19 0,57+1,64 62,87+2,55 83,95+1,47
(ug EAG/ mg d’extrait)
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09 - y = 0,0077x +0,0096

0,8 - R?=0,9987

Absorbance a 760nm
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Concentrations de I'acide gallique pg/ml

Figure IV.1. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure 1V.2. Evaluation des polyphénols totaux des extraits des grains de Sésame : I'extrait a
I'éthanol-ultrasons (EtU) et extrait a I'éthanol-macération (EtM)

Les résultats du dosage des polyphénols totaux ont été obtenus par extrapolation de
I’absorbance des extraits sur la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Les résultats montrent

que l'extrait a I'éthanol-ultrasons (EtU) est le plus riche en polyphénols avec une teneur de

83,95+1,47 pg EAG/mg d’extrait, suivi par l'extrait a I'éthanol-macération (EtM)

(62,87£2,55 ng EAG/mg d’extrait, cependant l'extrait a I'hexane-ultrasons (HeU), l'extrait
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a I'nexane-macération (HeM), I'extrait au méthanol/chloroforme-ultrasons (MU), et I'extrait
au méthanol/chloroforme -macération (MM) ont présenté une trés faibles teneurs en

polyphénols.

Les ultrasons peuvent avoir un effet positif sur I'éthanol, de sorte que les extraits obtenus
a partir de la méthode d'extraction assistée par ultrasons avec les solvants ci-dessus peuvent
faire une différence significative en termes de composés phénoliques avec des extraits
similaires obtenus a partir de la méthode de macération. Cela est di a I'effet des propriétés du
solvant telles que la pression de vapeur, les viscosités et la tension superficielle sur I'incidence
de la cavitation. La valeur de ces propriétés pour I'éthanol, le méthanol, hexane et le

chloroforme a été indiquée dans le Tableau IV.3.

Tableau IV.3. Propriétés thermodynamiques des solvants utilisés dans I'extraction [1, 2]

Solvant Polarité Tension Pression Viscosité
superficielle de vapeur (CP)
(mN/cm) (mmHg)
Ethanol 0,654 22,0 59 1,08
Hexane 0,009 18,4 160 0,29
Méthanol 0,762 22,1 128 0,54
Chloroforme 0,259 26,7 210 0,54

L'effet de la pression de vapeur dans les ultrasons est lié a la production de bulles de
cavitation. Cela signifie que les solvants a faible pression de vapeur produisent moins de bulles
de cavitation qui nécessitent une force plus élevée pour s'effondrer. Ainsi, lors de I'extraction,
les tissus végetaux sont perturbés avec plus d'intensité. Par contre, les solvants a haute pression
de vapeur produisent plus de bulles mais avec moins de force pour s'effondrer. Ainsi, ces types
e solvants ne sont pas tres efficaces pour I'extraction. Dans le cas de la viscosité, les liquides a
faible viscosité sont plus efficaces, car l'intensité ultrasonique appliquée pourrait plus
facilement surmonter la force moléculaire des liquides a faible viscosité. De plus, un liquide a
faible viscosité peut facilement pénétrer dans la texture végétale, en raison de sa faible densité
et de sa grande diffusivité. La tension superficielle des liquides est une autre caractéristique qui
contribue a la formation de bulles de cavitation. Dans les liquides a faible tension superficielle,
les bulles de cavitation se créent plus facilement, car l'intensité ultrasonore appliquée pourrait

plus facilement dépasser la force de tension superficielle [3].
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Comme on peut le voir dans le Tableau 1V.3, bien que la tension superficielle et
la viscosité de I'éthanol soit supérieure a celle de 1’hexane, mais en raison de sa pression de
vapeur plus faible, les bulles nécessitent une force plus élevée pour s'effondrer, de sorte que
plus d'énergie est libérée pour perturber les tissus végétaux. La faible viscosité de 1’hexane
entraine la formation de bulles de cavitation plus élevées mais, en raison de leur pression de

vapeur élevée, elles se décomposent avec moins d'intensité [4].

IV.3. Activités anti-oxydantes

De différents extraits des plantes sont des sources potentielles des composants
chimiques naturels responsables d’activités antioxydantes. En conséquence, diverses méthodes
et outils analytiques sont développés pour I'évaluation de I'activité antioxydante [5]. Dans la
présente étude, quatre méthodes ont été utilisées pour évaluer l'activité antioxydante : DPPH,
ABTS, et phénanthroline. L'activité des différents extraits a été deduite a l'aide d'un
spectrophotomeétre suite au piégeage des radicaux libres qui s'est accompagné du changement
de couleur du violet au jaune pour le DPPH" et du bleu a I'incolore pour 'ABTS™" ; soit suite a
la réduction du fer ferrique qui s'est traduite par le changement de couleur du jaune au bleu pour

la phénanthroline. Les résultats ont été comparés a ceux du standard : BHA et BHT.

1VV.3.1. Activité anti-radicalaire au DPPH*

Dans cette étude, 1’activité anti radicalaire au DPPH" des différents extraits de grains de
la plante Sesamium indicum a été évalué par spectrophotométrie a 517 nm. Les résultats sont

présentés dans 1’histogramme illustré dans le Tableau 1V.4 et la Figure 1V.3.

Le dosage des radicaux libres DPPH" dépend de la concentration d'extrait, solvant
d'extraction et méthode d'extraction. Comme on peut le voir dans le Tableau 1V.4, l'activité
antioxydante des extraits éthanoiques a augmenté avec l'augmentation de la concentration de
12,5 pg a 800 pg. Ces résultats étaient en accord avec Xiea et al, qui ont mentionné que la
concentration de l'extrait est un facteur efficace pour améliorer I'activité antioxydante [6].
L'activité antioxydante la plus élevée appartenait a I’extrait a I'éthanol-ultrasons (EtU) a la
concentration de 800 ug. Les extraits a I’hexane et au mélange méthanol/chloroforme n’ont
présenté aucune activité antioxydante, et cela était di a la trés faible quantité de composés

phénoliques dans ces extraits.
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Tableau IV.4. Inhibition du radical DPPH" par les extraits de grains de Sésame

Extracts % Inhibition in DPPH assay
12.5 pg 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 ug 800 g I1Cs0 pg/mL
HeM - - - - - - - NA
MM - - - - - - - NA

EtM  254+0,37 6,39+0,93 12,62+1,38 2225+0,21 33,93+0,93 6539+0,87 85,87+1,25 298,447+0,33
HeU - - - -

- NA
MU - - - - - - - NA

EtU 6,45+1,13 12,94+0,11 15,83+3,63 27,77+0,11 49,98+0,43 77,72+0,22 87,67+0,19 222,15+0,33

3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 Clso (ug/ml)
BHA  22,21+124 31,73t1,22 54,89+3,60 67,60+1,13 76,77+054 78,67+1,31 79,01+0,89  573+0,41

300
250
200
298,447
150
222,15
100
50
5|73
0
EtM EtU BHA

Figure 1V.3. Valeurs ICso du test DPPH® des extraits : a I'éthanol-ultrasons (EtU),
et a I'éthanol-macération (EtM)

La concentration d'extrait qui fournit 50% d'inhibition des radicaux libres sont indiqués
par ICsg. Par conséquent, les extraits avec la plus faible ICso ont le plus grand antioxydant

propriété. Comme on peut le voir sur la Figure 1V.3, I’ICs la plus faible avec 5,73 ug est lié
au BHA en tant qu'antioxydant standard.

43



Chapitre IV Résultats et Discussions

1VV.3.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS**

L’ABTS (acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) est un composé
organique stable utilisé dans 1’évaluation de l'activité antiradicalaire, avec un pic d'absorption
a 734 nm. L’antioxydant réagit avec ABTS"" bleu pour redonner ’ABTSH™" incolore. Cette
transformation a été suivie par la mesure de 1’absorbance et la détermination de la concentration
inhibitrice des différents extraits en comparaison avec le standard BHA. Les résultats sont
présentés dans la Figure 1.4 et le Tableau 1V.5 ci-dessous.

Tableau 1V.5. Inhibition du cation radical ABTS™*

Extracts % Inhibition in ABTS assay
12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 ug 400 ug 800 g 1Cs0 pg/mL
HeM - - - - - - - NA
MM - - - - - - - NA

EtM  12,95¢1,11 20,78+0,54 36,02£1,36 54,89+0,92 7548+1,70 8256+1,00 83,22+0,19  9523+1.32
HeU - - -

- - - NA
MU - - -

- - - NA
EtU  1576+050 22,98+059 38,13+0,59 57,52+0,44 77,74+2,27 83,09+140 8347107 86,111 87

12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 pg 800 ug Clso (png/ml)
BHA | 92.83%1,42 94.68+0,42 94.95+0,90 95.32+0,25 95.59+0,47 95.83+0,15 95,86+0,10  1.81+0.10
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Figure 1V.4. Valeurs I1Cso du test ABTS™ des extraits : a I'éthanol-ultrasons (EtU),
et a I'éthanol-macération (EtM)
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En comparant les resultats obtenus avec ceci du BHA, on peut déduire que les extraits
a I’hexane et au mélange methanol/chloroforme de Sésame n’avaient aucune activité
antioxydante. Aucun changement de couleur n'a été détecté sur les microplaques. Les valeurs
d'ICso étaient trés élevées > 800 pg/mL (Tableau 1V.5). L’ICso des extraits éthanoiques de
graines de Sesame se situait entre 86,11 et 95,23 pg/mL pour EtU et EtM respectivement.

Selon la littérature, les composés phénoliques naturels ont suscité un intérét croissant au
cours de la derniere décennie en raison de leur pouvoir antioxydant, entre autres composants
végétaux [7]. Afin d'expliquer I’inactivité du piégeage du cation radical ABTS™" des extraits a
I’hexane et au mélange méthanol/chloroforme de Sésame, la teneur en polyphénols totaux a été
quantifiée et les résultats ont révélé une tres faible quantité (0,21 ~ 0,57 mg d'équivalent acide
galligue/mg d'extrait). Ces résultats sont attribués a la polarité du solvant utilisé dans le
processus d'extraction. Différentes études ont mis en évidence une relation proportionnelle
entre la polarité du solvant utilisé, la teneur en polyphénols totaux et le potentiel antioxydant
[8-11]. Dans la présente étude, puisque 1’hexane et le mélange méthanol/chloroforme sont non
polaires, il avait une faible capacité a dissoudre les composés polaires tels que les polyphénols
; entrainant une faible activité antioxydante. Tandis que 1’éthanol est un solvant polaire, il avait
la capacité a dissoudre les polyphénols dont la teneur obtenu est entre 62,87 et 83,95 mg
d'équivalent acide gallique/mg d'extrait pour EtM et EtU respectivement, et par conséquent,
une inhibition du radical ABTS™ a été enregistrée.

IV.3.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe?*-Phénontroline

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

présentés dans la Figure 1V.5 et le Tableau V.6 ci-dessous:
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Tableau 1V.6. Absorbance du complexe Fe*2- phénantroline

Extracts Absorption in Phénontroline assay
3,12.5 pg 6,25 ug 1,25 ug 25 g 50 ug 100 pg 200 pg I1Cs0 pg/mL
HeM - - - - - - - NA
MM - - - - - - - NA

EtM  022:051 022+046 0,23:0,05 0,25+118 0,30:0,11 041+0,15 0,70+0,07 127,41+0,11
HeU - - - - - - - NA

MU - - - - - - - NA
EtU  024x151 025+044 026192 026+111 043+0,19 0584012 1134007  71,830,07

3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 Clso (ug/ml)
BHA  049:0,01 059+001 0,730,002 0,93+0,01 1725004 2,10:0,05 4,89+0,06  0,930,07

BHT 0,47+0,01 = 0,47+0,01 = 0,53+0,03 1,23+0,02 @ 1,84+0,01 3,48+0,03 @ 4,84+0,01 2,24+0,17
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Figure 1V.5. Valeurs des Aos dans le test phénanthroline des extraits : a I'éthanol-ultrasons
(EtV), et a I'éthanol-maceration (EtM)

Les résultats obtenus par cette activité montrent que, seuls les extraits éthanoiques sont
révélés capables de réduire le fer et de former un complexe Fe*?- phénantroline, avec
Aoso= 127,41+0,11 et 71,83+0,07 pg/ml pour EtM et EtU respectivement. Toutefois, les deux
standards le BHA et le BHT présentent les plus fortes activités réductrices avec Ao 50=0,93+0,07

et 2,24+0,17 pg/ml respectivement.
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Malgré I’existence de pouvoir réducteur et la formation de complexe mais sont tres loin
a compare avec celle de BHA et BHT. Dans cette activité, la présence des réducteurs dans les
extraits éthanoiques des grains de la plante Sésame permet de réduire le Fe™ en Fe™2. Par
conséquent, ce dernier forme un complexe stable avec la phénantroline de couleur rouge orange.
Ce complexe Fe*2- phénantroline est révélé par la méthode spectrophotométrique, ce qui permet
de doser les ions ferreux et donc de déterminer le pouvoir réducteur de I’antioxydant testé. Cette
différence du pouvoir réducteur vis-a-vis au complexe Fe*2- phénantroline est due a la capacité
réductrice des polyphénols en tant qu'antioxydants qui dépend du degré d’hydroxylation et du

degré de conjugaison des composes phénoliques.

IV.4. Evaluation de activité antidiabétique

Le diabéte sucré, une maladie chronique complexe caractérisée par un taux élevé de
glucose dans le sang attribuable a une carence en insuline. De nombreux chercheurs ont révélé
le lien entre l'inhibition de 'a-amylase et de 1'a-glucosidase et la prise en charge du diabéte [12].
L’activité antidiabétique des extraits de grains de la plantes Sésame, a été évaluée en mesurant

leurs capacités a inhiber 1’enzyme alpha-amylase.

IV.4.1. Inhibition de I’alpha amylase

Dans cette étude, 1’activité inhibitrice de ’enzyme alpha-amylase des différents extraits
a été évaluée par la détermination des concentrations inhibitrices ICso et comparée a celle de
I'acarbose. Les résultats sont illustrés dans la Figure 1V.6 et le Tableau 1V.7 ci-dessous :

Tableau IV.7. Inhibition de [’'enzyme a-amylase

Extracts % Inhibition a-amylase assay
625ug  125ug 25 g 50 ug 100 pg 200 ug 400 pg ICso pg/mL
HeM 257032 5,12£0,26 9,84+121 13,86+0,28 16,53+0,83 16,76+0,22 24,85+1,17 >400

MM 3,15+ 0.19 4,19+0,27 7,05+0.29 11,25+0,45 22,55+0,19 31,55+1,02 56,36+1,02 348,69+ 1.02
EtM 7,18+0,38 9,43+1,22 12,90+0,67 20,49+1,73 32,14+257 45,07+1,30 62,21+1,01  269,14+1.2
HeU 3,16+ 0,32 5,32+£0,15 10,13+0,56 15,02+0,35 22,24+0,99 30,27+0,24 36,97+1,68 >400

MU 455+0.78 | 7,33+0,66 8,57+0,93 15,61+0,72 24,04+0,22 36,59+0,46 58,27+3,67  324,8+1.89
EtU 7,37£0,50 9,44+0,62 14,75+0,36 23,95+0.88 34,15+1,44 52,67+1,61 76,18+1,02 185,26+ 1.47

62,5 ug 125 ug 250 ug 500 ug 1000 ug 2000 pg 4000 pg Clso (ug/ml)

Acarb
Carvos = 2 764017 8084030 9464011 10,70+0,96 31,81+2,.89
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Figure 1V.6. Valeurs des ICso du test d’inhibition de I’a-amylase des extraits : au mélange
méthanol/chloroforme-macération (MM), a I'éthanol-macération (EtM), au mélange
méthanol/chloroforme- ultrasons (MU), et a I'éthanol-ultrasons (EtU)

D'apres les résultats obtenus dans cette étude, il a été constaté que les extraits a I'éthanol
et le mélange méthanol/chloroforme présentaient une inhibition trés significative de I'enzyme
a-amylase par rapport au standard. I’acarbose (ICso = 3650,93+10.70 pg/ml), dont I’extrait a
I'éthanol-ultrasons (EtU) a donné la meilleure inhibition (ICso = 185,26+1.47 pug/ml).

Cette d’activité inhibitrice de I’alpha-amylase peut étre justifiée par la présence d'huile
de Sésame et plus spécifiquement d'acides gras insaturés. De nombreuses études ayant montré
I'efficacité des acides gras insaturés dans la prise en charge du diabéte de type 2 [13-15].
De plus, il a été rapporté aussi que les polyphénols peuvent inhiber I'a-amylase de maniere
compétitive, non compétitive ou mixte [16]. En effet, cette inhibition est associée a la capacité
des acides gras et certaines molécules polyphénoliques a se lier fortement a I'enzyme alpha
amylase par des interactions de multiples liaisons hydrogénes et d'associations hydrophobes.
A la suite de cette interaction, il se produit un blocage d site catalytique de I'enzyme et son
activiteé est donc inhibée [17].
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Conclusions générales

L'extraction assistée par ultrasons est I'une des nouvelles méthodes d'extraction simples
et peu codteuses utilisées pour extraire I’huile de sésame et comparée a la méthode de

macération.

Il a été observé que la méthode d'extraction et le type de solvant affectaient I'extraction
des composes. Depuis le phénomeéne de cavitation généré par les ondes ultrasonores, le transfert
de masse a augmenté et, par conséquent, davantage de composés phénoliques peuvent étre
extraits des tissus perturbés. Les propriétés des solvants telles que la viscosité, la tension
superficielle et la pression de vapeur influencent I'apparition de la cavitation et donc I'extraction

de composés.

Dans ce travail, trois méthodes différentes ont été utilisées pour évaluer l'activité
antioxydante des extraits. Puisque la nature de ces méthodes est différente, différentes réponses
ont été observées parmi les extraits, de sorte que dans le test DPPH®, ABTS™, et la méthode
Phenanthroline assay, l'extrait éthanol-ultrasons était le meilleur extrait, Ce qui est cohérent
avec la quantité de polyphénols présents, car les résultats ont prouvé que I'extrait a éthanol-

ultrasons contient plus grande quantité de polyphénols par rapport aux autres extraits.

En outre, l'activité antidiabétique in vitro a été realisée et comparée a celle du
médicament standard, I'acarbose. Les résultats ont révélé que I'extrait éthanol-ultrasons était le
plus efficace pour inhiber I'alpha amylase I’enzyme de contréle clés du diabéte. On peut en
déduire que cette effet antidiabétique était d a la présence des lignanes et tocophérols dans
I'nuile de sésame. Dans I'ensemble, I'huile de sésame représente un systeme prometteur pour
I'inhibition des enzymes associées au diabéte et peut étre utilisée comme alternative aux
hypoglycémiants oraux, dont la prise est souvent associee a des effets indésirables comme la

diarrhée, inconfort, nausées, crampes, flatulences et prise de poids.
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Abstract

During this work, we were interested in the exploitation of the sesame seed by using two
methods of extraction: traditional extraction (maceration) and extraction assisted by ultrasounds
(ultrasound bath), in order to be able to evaluate the activity antioxidant based assays (DPPH,
ABTS, and Phenantroline) as well as anti-diabetic activity by inhibition of alpha-amylase
enzyme, from extracts of these seeds. Based on the above objective, variable results
were recorded: in terms of antioxidant activities, we found significant values for ethanol
extracts but still not comparable to those for BHA and BHT; regarding antidiabetic activity, we
recorded promising results for both ethanol and hexane-based extracts. We have completed our
work by developing many points of view that open up other avenues for the scientific
community to seek future perspectives for future research.

Keys words: sesame plant, maceration extraction, ultrasonic extraction, antioxidant activity,
antidiabetic activity.

Résumé

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a I'exploitation de la graine de sésame en
utilisant deux méthodes d'extraction : extraction classique (macération) et extraction assistée
par ultrasons (bain a ultrasons), afin de pouvoir évaluer l'activité antioxydante basée sur des
dosages (DPPH, ABTS, et Phénantroline) ainsi que l'activité anti-diabétique par I'inhibition
de I’enzyme alpha-amylase, a partir des extraits de ces graines. Basant sur I’objectif précité,
des résultats variables ont été enregistrés : en termes d'activités antioxydantes, nous avons
trouvé des valeurs significatives pour les extraits a I'éthanol mais toujours pas comparables a
celles pour le BHA et le BHT ; en ce qui concerne l'activité antidiabétique, nous avons enregistré
des résultats prometteurs pour les deux extraits a base d'éthanol et d’hexane. Nous avons terminé
notre travail en développant de nombreux points de vue qui ouvrent d'autres voies a
la communauté scientifique pour chercher des perspectives d'avenir pour des futures
recherches.

Mots clés : plante de sésame, extraction par macération, extraction par ultrasons, activité
antioxydante, activité antidiabétique .



