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RESUME

Ce travail avait pour objectif d’étudier la cinétique d’inhibition de I’activité catécholase
de la tyrosinase de truffe (Terfezia leonis Tul) par les extraits méthanolique d’Artemisia herba
alba, et d’Artemisia compestris.

L’activité catécholase est mesurée par spectrophotométrie graphique a 410 nm, a pH 7.0
et a 30°C, en présence de catéchol comme substrat. L’augmentation de la concentration
des extraits méthanoliques des deux plantes provoque une diminution de I’activité catécholase
et une diminution de I’affinité de I’enzyme vis-a-vis de son substrat.

L’étude cinétique montre que les extraits méthanoliques d'Artemisia herba alba
et d’Artemisia campestris agissent entant qu’inhibiteurs compétitifs sur I’activité catécholase
de la tyrosinase de truffe, et leurs constantes cinétiques d’inhibtion (K;) sont respectivement :
0,74 mg/mL et 530 mg/mL. L’extrait méthanolique d’Artemisia campestris
(ICsp = 1.18 mg/mL) a pouvoir inhibiteur le plus élevé sur I’activité catécholase par rapport
a celui de I’extrait d’Artemisia herba halba (ICsy = 3.13 mg/mL).

Les plantes du genre Artemisia représentent donc une source considérable d’inhibiteurs
naturels de la tyrosinase qui peuvent étre utilisés pour le contréle du brunissement
enzymatique de la truffe (Terfezia leonis Tul).

Mots-clés : Tyrosinase, Extrait méthanolique, Cinétique, Inhibition.



ABSTRACT

This work aimed to study the kinetic inhibition of the catecholase activity of tyrosinase
truffle (Terfezia leonis Tul) by methanol extracts of Artemisia herba alba and Artemisia

compestris.

The catecholase activity is measured by spectrophotometry at 410 nm graph, at pH 7.0
and at 30°C in the presence of catechol substrate. Increasing the concentration of the
methanol extracts of both plants causes a decrease in the catecholase activity and a reduction

in the affinity of the enzyme overlooked its substrate.

The kinetic study shows that methanol extracts of Artemisia herba alba and Artemisia
campestris act entant competitive inhibitors on the activity of tyrosinase catecholase truffle,
and their rate constants inhibtion (K,) are respectively: 0.74 and 5.30 mg/mL. The methanol
extract of Artemisia campestris (ICsp = 1.18 mg/mL) has the highest inhibiting power on the
activity catecholase compared to that of the extract of Artemisia herba halba

(ICs0 = 3.13 mg / mL).

Plants of Artemisia genus therefore represent a significant source of natural tyrosinase
inhibitors that can be used for the control of enzymatic browning of truffles

(Terfezia leonis Tul).

Keywords: tyrosinase, methanol extract, Kinetics, Inhibition.
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Introduction

Les truffes du désert, appelés localement ‘‘Eterfés ou Al-Kamaa’’ constituent une partie
majeure des champignons consommeés par les habitant du sud Algérien. Ces champignons
sont une source alimentaire tres appréciée vue leur propriétés médicinales et organoleptiques
ainsi que pour leur valeur nutritive élevée due a leur richesse en protéines (20-27%), en fibres
(7-13%), en lipides (3-7.5%), en acide ascorbique (2-5%), en sels minéraux et en polyphénols
(Gouzi et al., 2013). Par rapport a la plus part des fruits et Iégumes, les truffe ont une durée
de conservation trés courte. Par conséquent, ils perdent leurs valeurs commerciale
et nutritionnelle en quelques jours en raison de la sénescence, la perte d’eau, 1’attaque
microbienne et le brunissement (Whitaker et Lee, 1995).

Le brunissement est le plus souvent une réaction indésirable, responsable du changement
de la couleur, d'odeur et du go(t désagréables des champignons (Martinez et Whitaker, 1995).

Le brunissement résulte de 1’oxydation des phénols -tyrosine, dopamine, y-glutaminyl-4-
hydroxybenzéne et vy-glutaminyl-3,4-dihydroxybenzene- catalysée principalement par
la tyrosinase appelée également la polyphénol oxydase (PPO) (monophénol, o-diphénol:
Oxygéne oxydoréductase; EC 1. 14. 18. 1) (Gouzi et al., 2013).

La tyrosinase est une meétalloenzyme a cuivre largement distribuée dans la nature
et détectée dans la plupart des fruits et Ilegumes (Martinez et Whitaker, 1995 ; Mayer et Harel,
1979 ; Vamos-Vigyazo, 1981). En présence de I’oxygéne moléculaire, cette enzyme possede
deux activités différentes. Elle est Capable d’hydroxylée les monophénols en o-diphénols,
connue sous le nom d’activité crésolasique ou monophénolasique. Les o-diphénols, sont a leur
tour oxydés I’enzyme pour donner des o-quinones, connue sous 1’appellation d’activité
catécholasique ou o-diphénoloxydasique. Les o-quinones se polymérisent pour former
des pigments brun, rouge ou noir appelé mélanine (Varoquaux, 1978).

La prévention de cette réaction est 1’un des principaux défis pour les scientifiques traitant
de la conservation des produits alimentaires. Plusieurs composés chimiques de synthese sont
utilisés comme inhibiteurs de la tyrosinase pour retarder ou empécher totalement les effets
indésirable de I’hyperpigmentation de la peau humaine et du brunissement des fruits
et des légumes. Leur toxicité limite donc leurs utilisations, ce qui nécessite I’emploie d’autres
méthodes alternatives. Au cours de ces dernieres décennies, la découverte de nouvelles
substances d’origine naturelle ayant un pouvoir inhibiteur puissant sur la tyrosinase
et ne présentant aucun effet de toxicité, a attiré 1’attention de plusieurs chercheurs (Kima

et Uyamab, 2005 ; de Rigal, 2001).



Introduction

Le régne végétal représente une source importante d’une immense variété de molécules
bioactives. Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts
multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces
composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,
les terpenes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

D’aprés nos connaissances, 1’effet de 1’extrait méthanolique d’Artemisia sur la tyrosinase
de la truffe Terfezia leonis a été étudié seulement vis-a-vis de son activité crésolase, tandis
que son activité catécholase n’est pas encore éte étudiée. Pour cela, le but principal de cette
¢tude c’est d’évaluer I’effet inhibiteur de 1’extrait méthanolique de deux plantes aromatique,
Artemisia herba alba et Artemisia campestris de la région de Laghouat, sur I’activité
catécholase de la tyrosinase de truffe Terfezia leonis et de déterminer leur mécanisme
cinétique d’inhibition.

La présentation de ce mémoire a été organisée en différents chapitres décrivant les étapes
successives de cette étude. Le premier et le deuxiéme chapitre concerne un rappel
bibliographique aussi précis que possible sur la tyrosinase et sur les plantes investiguées
(Artemisia herba alba et Artemisia campestris). Dans le troisieme chapitre, nous mettrons
en évidences les procédures expérimentales. Le quatriéme chapitre est dédié a la présentation
des résultats expérimentaux et de I’effet de 1’extrait méthanolique des deux plantes sur
I’activité catécholase de la tyrosinase de truffe et leur discussion. Une récapitulation succincte
des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des études ultérieures, sont

regroupeées dans le dernier chapitre.
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La tyrosinase



Chapitre 1. La tyrosinase

1. LA TYROSINASE
1.1 Historique et perspectives sur la tyrosinase

La tyrosinase a été découverte pour la premiere fois en 1856 par Schoenbein dans
le champignon Boletus luciferus (Whitaker, 1995 ; Vamos-Vigyazo, 1981). La tyrosinase est
la premiére enzyme connue pour son aptitude a catalyser I’incorporation de l'oxygene
moléculaire sur un composé phénolique, et caracterisée par le phénoméne d’ inactivation
suicide par le substrat (Zawistowski et al., 1991).

Depuis sa découverte, la tyrosinase a fait 1’objet de recherches intensives. Ces recherches
ont portés, d’une part sur la nature physique et chimique de l'enzyme elle-méme et d’autre
part sur le r6le de I'enzyme dans la respiration des végétaux inférieurs et supérieures (Bonner,
1956).

Bien que la tyrosinase ait été découverte et purifiée il y’a bien longtemps (Keilin et Mann,
1938 ; Schoenbein, 1856), c’est tout récemment qu'une image claire de cette enzyme
commencé a émerger (Jolivet et al., 1998).

1.2 Définition, classification et nomenclature de la tyrosinase
1.2.1 Définition
La tyrosinase est une métalloprotéine contenant deux atomes de cuivre. En présence
de ’oxygéne moléculaire, elle catalyse 1’oxydation des composés phénoliques en quinones,
qui se polymérisent pour former la mélanine, source de la pigmentation de la peau
et le brunissement des fruits et Iégumes (ZAWISTOWSKI et al., 1991 ; WHITAKER, 1995).
La structure du site actif de la tyrosinase, dans le quel le cuivre est lié par six ou sept
résidus histidine et un seul résidu cystéine est hautement conservée a travers les especes
(MAYER, 2006).
1.2.2 Nomenclature

Plusieurs noms ont été associés a la tyrosinase, dont la polyphénol oxydase, la crésolase,
la catécholase, la diphénolase, la phénolase, la phénol oxydase, 1’0-diphénol oxydase
et I’acide chlorogénique oxydase. De ces derniers, c'est la tyrosinase qui refléte généralement
la capacité de cette enzyme a utilisé différents composés phénoliques comme substrats.
(Zawistowski et al., 1991 ; Burton, 1994).

1.2.3 Classification

L’enzyme tyrosinase est une oxygénase  oxydoréductase (Papa et al., 1994).

La classification et la spécificité de cette enzyme demeure confuse et sont quelque peu

ambigués (Burton, 1994 ; Eicken et al., 1999). La commission sur les enzymes de I'Union
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Chapitre 1. La tyrosinase

Internationale de la Biochimie (IUB), a mis a jour la nomenclature et a placé la tyrosinase
dans deux catégories principales comme EC 1.14.18.1-monophénol monooxygenase,
également connue sous le nom de tyrosinase. Cette catégorie était précédemment réservée
a EC 1.10.3.1 o-diphénol oxydase et EC 1.10.3.2 p-diphénol oxydase ou laccase, et aussi
EC 1.10.3.2 o-diphénol : O, oxydoréductase. Cette classification différencie seulement
les deux activités crésolase et catécholase, de la méme enzyme (Mayer, 1987 ; Zawistowski
etal., 1991).

De nos jours, on accepte genéralement que la tyrosinase (monophénol, dihydroxy-L-
phénylalanine: oxygene oxydoréductase ; (EC 1.14.18.1) est lI'enzyme qui catalyse deux
réactions différentes en présence d'oxygene moléculaire : I'nydroxylation des monophénols en
o-diphénols (activitt monophénolase, crésolase ou hydroxylase) et I'oxydation des
o-diphénols aux o-quinones (activité diphénolase, catécholase ou oxydase) (Cho et Ahn,
1999a).

1.3 Caractéristiques réactionnelles et structurales des polyphénols oxydases
1.3.1 Caractéristiques réactionnelles

Le groupe des polyphénol oxydases comprend essentiellement deux types d’enzymes :
I’0-diphénol oxydase (catéchol oxydase, tyrosinase, phénolase, polyphénol oxydase)
et la p-diphénoloxydase ou laccase. Les deux types d’enzymes sont phénol-OXxygéne
oxydoréductases (Mayer et Harel, 1991).
1.3.1.1 Les tyrosinases
1.3.1.1.1 Activité monophénoloxydase (EC 1.14.18.1)

Les monophénoloxydases crésolase ou monoxygénases, catalysent 1’hydroxylation
des monophénols en o-diphénols. Cette enzyme est appelée tyrosinase car, la L-tyrosine est
le substrat monophénolique majeur dans le régne animal. L’activité monophénoloxydase est
généralement peu étudiée dans les plantes car la réaction d’hydroxylation est beaucoup plus
lente que la réaction d’oxydation formant les quinones et initiant les réactions
de brunissement (Varoquaux, 1978).
1.3.1.1.2 Activité o-diphénoloxydase (EC 1.10.3.1)

L’oxydation des substrats o-diphénoliques en o-quinones en présence d’oxygene, est
catalysée par [D’activité o-diphénoloxydase également appelée, catécholase ou
catécholoxydase. Les o0-quinones peuvent, soit subir spontanément en solution aqueuse
des polymeérisations et cyclisations non enzymatiques donnant naissance a un pigment

hétérogéne, noir, brun ou rouge ; généralement appelé mélanine, soit réagir avec des acides
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aminés et des protéines pour produire des composés colorés (Dicko et al., 2002 ; Burton,
1994).
1.3.1.2 La laccase (E.C. 1.10.3.2)

La laccase se caractérise par son activité p-diphénoloxydase qui s’ajoute a I’activité
o-diphénoloxydase. L’oxydation des substrats phénoliques par la laccase, genére la formation
d’une radicale semi-quinone et s’accompagne par la réduction de I’oxygéne en eau par
un mécanisme dit ping-pong (Reinhammar et Malmstrom, 1981). Les laccases sont présentes
dans de nombreux champignons phyto-pathogenes et dans certaines plantes (Harel et al.,
1970 ; Dijkstra et Walker, 1991).

Un résumé de ces différentes activités tyrosinase est présenté dans la Figure 1.

H,O

ou laccase

Iaccase *ﬁ;j

Figure 1 : Schéma des différentes réactions catalysées par les

OH
1/2 0, 1/ 0,
R — = R —_—
crésolase catécholase

polyphénols oxydases.

1.3.2 Caractéristiques structurales de la tyrosinase
1.3.2.1 Architecture moléculaire globale

La structure cristallographique de la tyrosinase n’est pas encore ¢lucidée. Cependant, on
peut supposer que la tyrosinase, I’hémocyanine d’arthropode ou de mollusque et la catéchol
oxydase de patate douce, possédent des sites actifs de structures comparables (Claus
et Decker, 2006 ; Siegbahn, 2003).

Garcia-Borron et Solano (2002) décrivent le site actif de la tyrosinase, comme une sphere
hydrophile, délimitée par 4 hélices a et contenant 6 résidus imidazole. Cette sphere

hydrophile, est située dans une poche hydrophobe, formée par des résidus aromatiques.
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La configuration du site actif des tyrosinases, est maintenue par des forces électrostatiques
ou, par des interactions ioniques. Une autre caractéristique du site actif des tyrosinases, est
la liaison covalente thio-éther entre une cysteine et un des résidus histidyl lié au cuivre du site
actif (Lerch, 1982). Seule la structure cristalline de la tyrosinase de patate douce (Ipomoea
batatas) sous sa forme active, a était résolue (Klabunde et al., 1998).

La tyrosinase native du champignon de couche Agaricus bisporus, est une enzyme
oligomérique de 569 acides aminés, de forme globulaire, dont la structure quaternaire est
composée de deux sous-unités non identiques, de deux chaines lourdes H, avec une masse
moléculaire d’environ 43-48 kDa qui contiennent les sites catalytiques et deux chaines
polypeptidiques lIégeéres L de 13.4-14 kDa. lls différent par leur composition en acides aminés,
formant une structure tétramérique de la forme H,L, ayant un poids moléculaire apparent
de 128-133 kDa et possédant 4 atomes de Cu groupés par paires (Robb, 1984 ; Zawistowski
et al., 1991; Whitaker, 1995 ; Van Gelder et al., 1997; Jolivet et al., 1998).

Dans le cas de la tyrosinase d’A. bisporus, la sous-unité H qui est responsable des activités
catalytiques, peut étre comparée a la sous-unité unique d'autres tyrosinases (Robb,
1984 ; Jolivet et al., 1998).
1.3.2.2 Le site actif

Il a été montré, que la tyrosinase peut avoir un site actif semblable a celui
de I'oxyhémocyanine (Rodakiewicz-Nowak et Ito, 2003, Baldwin et al., 1992).

La tyrosinase est une métalloenzyme vraie contenant une paire de cuivre, qui est le site
d’interaction avec l'oxygene et le substrat phénolique. Ce type de site actif a cuivre, est
désigné sous le nom de «cuivre type 3 » et on le trouve également chez 1’hémocyanine,
la laccase, I’ascorbate oxydase et la céruloplasmine (Mayer et Harel, 1991 ; Turner, 1974).

La structure secondaire de la tyrosinase est principalement a- hélicoidale et le cceur
de I’enzyme est constitué de quatre hélices a (02, a3, a6 et a7), (Jolivet et al., 1998 ; Ros
et al., 1994 ; Decker et Terwilliger, 2000 ; Eicken et al., 1999 ; Haghbeen et al., 2004 ;
Claus et Decker, 2006). Le paquet hélicoidal est adapté au centre catalytique binucleaire
du cuivre. Il est entouré par les hélices, al et o4, et de plusieurs coudes . Deux ponts
disulfures (Cys 11-Cys 28 et Cys 27—Cys 89) aident a ancrer la région N-terminale riche en
boucle (résidus 1-50), a I’hélice o2 (Figure 2). La paire de cuivre (CuA et CuB) du site actif,
est coordonnée par trois résidus histidine fournis par les quatre hélices o (Figure 3). Le CuA
est coordonné par I’His 88, His 109, et 1’His 118. L His 88 est situés au milieu de 1’hélice a2,
tandis que I’His 109 et His 118, sont au début et au milieu de 1’hélice a3. Le second cuivre,

CuB, est coordonné par I’His 240, His 244 et I’His 274. Ces résidus d’histidines, sont
6
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localisés au milieu d’hélices a6 et a7 (Klabunde et al., 1998). La paire de cuivre (CuA
et CuB), est le site de I'interaction de la tyrosinase avec I'oxygéne moléculaire et ses substrats

phénoliques (Figure 4) (Van Gelder et al., 1997).

Figure 2: Vue de face de la catéchol oxydase de 39 Kda (les atomes sont colorés
par le type d'atome : carbone : gris, I'azote : bleu, soufre : jaune, oxygene : rouge,
cuivre : cyan (Eicken et al., 1999).

Figure 3: L’état Oxy du site actif d’hémocyanine de Figure4: Vue a Vlintérieure du site actif
Limulus polyphemus. Les trois résidus histidines liés au d’hémocyanine de Limulus polyphemus. Les atomes
CUA son colorés en rouge, ceux liés au CuB sont colorés de cuivre (marron clair), oxygéne (rouge), histidines
en vert. Les deux atomes de cuivre sont colorés en bleu et liées a ’atome CuA (bleu clair), histidines liées a

I’oxygene en rouge (Decker, 2005). I’atome CuB (bleu foncé) (Decker et Jaenicke, 2004).
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1.4 Source, localisation et role des tyrosinases
1.4.1 Source et localisation

Les tyrosinases ont été découvertes initialement dans les champignons et sont largement
distribuées dans la nature. Elles ont été trouvées dans une grande variété d’organismes vivants
y compris, les procaryotes, les végétaux supérieurs, les arthropodes, les insectes,
les amphibiens, les mammiféres et peut aussi étre trouvée dans les mycetes (Burton, 1994 ;
Whitaker, 1995 ; Chen et Flurkey, 2002 ; Claus et Decker, 2006). La localisation subcellulaire
de la tyrosinase n'est pas clairement comprise. On pense généralement qu’il s’agit d’une
enzyme soluble. Elle peut étre localisée dans les chloroplastes, les mitochondries,
les microsomes, les peroxysomes, ou dans le plasma cellulaire (Zawistowski et al., 1991 ;
Mayer et Harel, 1979).

Le niveau de I’activité de la tyrosinase dans les plantes dépend de 1'espéce, de la maturité,
de I'age et du stockage. Dans certains cas, cette activité peut chuter jusqu'a des niveaux
négligeables. Cette activité est tres basse dans les jeunes plantes, souvent indétectable
(Mayer et Harel, 1991).

1.4.2 Role

Plusieurs hypothéses sont proposé au sujet du réle biologique de la tyrosinase (Steffens
et al., 1998). Selon Walker et Ferrar (1995), la localisation spécifique de ses formes actives,
laisse supposer qu’elle intervient directement dans la photosynthése, et/ou dans la régulation
de la concentration en oxygene actif dans les chloroplastes (Kuwabara et Katoh, 1999). En
support a cette hypothése, Lax et Vaughn (1991), ont montré que la tyrosinase était
structuralement associée au photosysteme Il dans la féeve Vicia faba. Dans les plantes,
les tyrosinases jouent un réle de résistance contre les infections microbiennes, virales et aussi,
contre les mauvaises conditions climatiques (Martinez et Whitaker, 1995).

La tyrosinase est impliquée dans divers processus tels que, la pigmentation des vertébrés
et mammiferes, ainsi que le brunissement des fruits et des légumes (Whitaker, 1995 ; Fenoll
etal., 2004).

Chez les insectes, la tyrosinase est impliquée dans la sclérotisation de I'exosquelette
et aussi, dans la protection contre d'autres organismes par leur encapsulation dans la mélanine.
Les produits d’oxydation des composés phénoliques par la tyrosinase peuvent induire,
des modifications anti-nutritive des protéines vegétales pour en faire des antinutritionnels,
décourageant les herbivores ou les microbes pathogenes (Steffens et al., 1998). Par son
activité hydroxylase, cette enzyme participe également dans la biosynthése des composés

phénoliques (Vamos-Vigyazo, 1981; Vaughn et Duke, 1984 ; Zawistowski et al., 1991).
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L’activité tyrosinase joue aussi un réle important dans la qualité des produits alimentaires
(Mayer et Harel, 1991). Elle est essentielle pour la coloration bénéfique de nos nourritures,
telles que les prunes, les raisins noires et le thé (Whitaker et Lee, 1995).

1.5 Extraction et purification de la tyrosinase
1.5.1 Extraction

Trois problémes doivent étre considérés avant d’extraire la tyrosinase a partir du matériel
végetal : (1) latence, (2) la solubilisation de I'activité liée a la cellule et (3) la prévention
de l'oxydation enzymatique des phénols endogénes et par conséquent la précipitation
de la protéine enzymatique par les polymeéres (Vamos-Vigyazo, 1981). La latence est
un probléeme mineur avec la tyrosinase végétale, comme dans la plupart des espéces I'enzyme
est présente sous la forme active.

Les tyrosinases liées peuvent étre solubilisées dans un milieu hypotonique, par 1’utilisation
d’agents chimiques tel que les détergents (Tween-80®, Triton X-100®, SDS: Sodium
Dodecyl Sulfate), ou au moyen d’agents physiques comme les ultrasons (Vamos-Vigyazo,
1981 ; Robb, 1984). L'extraction détersive des tissus, augmente substantiellement le niveau
de l'activité tyrosinase (Whitaker, 1995).

La solubilisation, est habituellement réalisée apres préparation de poudre d'acétone ou
extraction avec des détergents et autres agents. Il en résulte incontestablement une
modification de la structure de I’enzyme et de ses propriétés (Mayer et Harel, 1979 ; Vamos-
Vigyazo, 1981).

Le découpage et I'nomogénéisation sont souvent faits dans 1’azote liquide ou, dans I’azote
exempte d’oxygeéne, pour réduire le plus possible les interactions protéine- phénol. Dans
certains cas, la congélation rapide et la lyophilisation du matériel, sont recommandées comme
premicres étapes de l'extraction de I’enzyme. La précipitation par l'acétone suivie
de I’extraction par un tampon, est I'une des méthodes le plus souvent utilisé.

L'acide ascorbique, la cystéine, le métabisulfite de sodium, le DIECA, ou le saccharose,
et parfois des mélanges de certains de ces composes, ont été employés (Vamos-Vigyazo,
1981).

1.5.2 Purification

La purification d’une enzyme est indispensable pour connaitre ses propriétés fonctionnelles
et structurales (Pathak et Ghole, 1994). Cette tache s’avere difficile a cause de la formation
des o-benzoquinones qui se produisent  pendant le broyage des tissus, qui réagissent
rapidement en formant la mélanine, provoquant ainsi des modifications des protéines, dont

la tyrosinase (Whitaker et Lee, 1995). De plus, un autre inconvénient pour I'étude
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de la tyrosinase, c’est ses proportions relativement tres faibles. Ce qui complique d’avantage
sa purification (Kertesz et Zito, 1962 ; Robb, 1984).

Plusieurs méthodes de purification de la tyrosinase ont été développées (Shi et al., 2001 ;
Burton, 1994). Elles différent selon la source de I'enzyme et selon le degre de pureté atteint.
Cependant, seuls quelques tyrosinases ont été purifiées jusqu’a un degré d’homogénéité
suffisant pour étre étudié convenablement (Zawistowski et al., 1991).

Apres D’extraction avec un tampon approprié, I’étape de purification de la tyrosinase,
se fait par précipitation par le sulfate d’ammonium ou par Solvants organiques comme
I’acétone ou I’éthanol. Le plus souvent, la précipitation par le sulfate d'ammonium a différents
degrés de saturation, est suivie soit d’une chromatographie sur gel de Sephadex G-100 ou
G-200, soit d’une chromatographie d’échange ionique sur des échangeurs d’anions (DEAE-
cellulose ou le DEAE-Sephadex).

Lerman en 1953, pour la premiere fois a purifié la tyrosinase a 1’aide d’une colonne
de chromatographie d'affinité, a base de cellulose sur laquelle des inhibiteurs phénoliques
étaient greffés (acide benzoique). Powell et al. (2007) ont purifié la tyrosinase de champignon
a I’aide d’une colonne de chromatographie d’affinité sur laquelle des ions de Cu2+, de Ni2+,
de Co* ou de Zn** ont été fixés.

1.6 Mécanismes réactionnels de la tyrosinase

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique, sont principalement décrits pour
les tyrosinases d’origines fongiques. D’aprés Sanchez-Ferrer et al. (1995), le site actif
des tyrosinases peut exister sous trois formes, selon la valence du cuivre et la liaison avec
I’oxygéne moléculaire : deoxy (Cul-Cul), oxy (Cull-O,-Cull) et met (Cull-Cull). La forme
met, est convertie en forme deoxy par double réduction électronique, et la forme deoxy
résultante est capable de fixer réversiblement 1’oxygéne moléculaire pour donner la forme oxy
(Figure 5).

In vivo, la forme majoritaire de I’enzyme est la forme, incapable de fixer 1’oxygéne
moléculaire (Lerch, 1981). Cette forme prédominante n’agit pas sur les monophénols bien
qu’elle ait une forte affinité pour les fixer. Il en résulte une phase de latence décrite par
Cabanes et al. (2002).

Bien que le mécanisme exact des réactions catalysées par les tyrosinases soit partiellement
incertain, il est généralement admis que I’oxydation des o-diphénols, catalysee par
les tyrosinases, suit une cinétique de Michaelis-Menten, tandis que 1’hydroxylation

des monophénols est caractérisée par une phase de latence (Sanchez-Ferrer et al., 1995). Cette
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phase de latence peut étre supprimée par un faible ajout d’o-diphénols (Espin et Wichers,
1999).

Le modéele des mécanismes réactionnels des tyrosinases incluant 1’activité catécholase
(Figure 5, cycle A) et crésolase (Figure 5, cycle B) est basé sur des informations liés
a la structure électronique et géométrique du complexe de cuivre bi-nucléaire, ainsi que, sur
I’étude des modifications du site actif par différents anions et ligands (Siegbahn, 2003; Lerch,
1995). La forme oxy peut réagir avec les mono- et les diphénols tandis que la forme met ne
peut réagir qu’avec les diphénols (Claus et Decker, 2006). Les deux cycles (crésolase
et catécholase) produisent des o-quinones qui se réarrangent spontanément en pigments
polymériques (Rodriguez-Lopez et al., 1992).

L'activité catécholase, implique I'oxydation de deux o-diphénols en deux quinones, avec
la réduction concomitante de 4e” de I'oxygene moléculaire, qui produisent deux molécules
d'eau. Cette activité est initiée par la fixation d'un o-diphénol, de la forme met de I'enzyme,
suivie de la réduction du faisceau bicuivrique, menant a la formation du deoxytyrosinase et au
dégagement d’o-quinone. Avec la fixation postérieure de [’oxygeéne moléculaire,
I’oxytyrosinase est formée et une deuxieme o-diphénol est liée, réduisant ainsi le peroxyde
avec production d’eau et formation d’une autre o-quinone.

Dans l'activité crésolase, 1’0, est lié dabord aux deux groupes du Cu(l)
du deoxytyrosinase pour donner 1’0xytyrosinase dans laquelle 1’0, a les caractéristiques d'un
peroxyde. Ensuite un monophénol est coordonné en position axiale a 1’'un des cuivres
de l'oxytyrosinase, suivie d’un réarrangement complexe menant a la production d’une
molécule d’eau et I’intermédiaire conduisant a la formation de 1’0O-quinone (Solomon et al.,
1996 ; Solomon et al., 2001 ; Fenoll et al., 2004 ; Whitaker, 1995; Mayer et Harel, 1991 ;
Jolivet et al., 1998).

Les étapes limitantes dans I'nydroxylation des monophénols pourraient étre :

1) L’attaque nucléophile du groupement OH en C-4 sur I’ion cuivre du site actif
de la tyrosinase,

2) L’attaque électrophile du peroxyde du site actif de 1’oxytyrosinase sur le C-3 du substrat
monophénolique,

3) L’oxydation du o-diphénol formé a partir du monophénol (Fenoll et al., 2000).

Chez les végetaux superieurs, un mécanisme réactionnel similaire est proposé. Cependant,
la forme oxy semble beaucoup plus instable que dans le cas des tyrosinases, ce qui réduit

fortement I'affinité des tyrosinases pour les mono-phénols (Eicken et al., 1999). L’oxygéne se
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fixe sur I’enzyme avant le substrat phénolique selon un mécanisme séquentiel ordonné

(Janovitz-Klapp et al., 1989).
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Figure 5: Schéma mécanistique de I’activité catécholase (cycle A) et crésolase (cycle B)
de la tyrosinase (Lerch, 1995 ; Mayer et Harel, 1991).
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1.7 Méthodes de détermination de I’activité tyrosinase

L'activité de la tyrosinase peut étre déterminée en mesurant la vitesse de disparition
du substrat, ou la vitesse de formation du produit. Il est nécessaire, de limiter la mesure
a la phase initiale de la réaction afin d’éviter I’inactivation de 1’enzyme par le produit
de la réaction (o-quinone), la diminution de la concentration du substrat, et la polymérisation
du produits (Vamos-Vigyazo, 1981).

La vitesse de disparition du substrat peut étre mesurer, par l'absorption de 1’oxygéne
dissout par la technique de Warburg ou, par polarographie a I’aide d’une électrode a oxygéne
(Vamos-Vigyazo, 1981 ; Mayer et Harel, 1991). La vitesse de formation du produit peut étre
déterminée, par méthode spectrophotométrique, en mesurant la densité optique des composés
colorés (o-quinones) formés a partir des substrats. Cette méthode est la plus utilisee pour
mesurer l'activité diphénolase de la tyrosinase (Vamos-Vigyazo, 1981 ; Zawistowski et al.,
1991 ; Espin et al., 1995). Une grande variété de substrats de synthése peut étre utilisée dans
ce cas, par exemple: le catéchol, le 4-méthylcatéchol, le pyrogallol, ou des substrats naturels
tels que I'acide chlorogénique (Vamos-Vigyazo, 1981).

1.8 Les substrats de la tyrosinase

Les deux activités de la tyrosinase, monophénol oxydase (crésolase) et diphénol oxydase
(catécholase), peuvent catalysées une grande variété des substrats (Whitaker, 1995).
La tyrosinase présente différentes affinités vis-a-vis du méme substrat selon la source de son
obtention tel que, I’espece, le genre, le cultivar, ou également le tissus (Zawistowski et al.,
1991).

La catéchine (3-hydroxy flavane), la 3,4-dihydroxy phénylalanine (DOPA), la tyrosine,
et les esters d’acide cinnamique sont les substrats naturels de la tyrosinase trouvés dans
les fruits et légumes (Zawistowski et al., 1991, Vamos-Vigyazo, 1981 ; Trebst et Depka,
1995).

1.9 Effet du pH sur I'activité tyrosinase

Le pH optimal de I’activité enzymatique de la tyrosinase, varie avec la source de I’enzyme
et aussi en grande partie avec le substrat. Pour la plupart des tyrosinases étudiées il est
compris entre pH 4 et 8 (Mayer et Harel, 1979). Plusieurs parametres affectent cette valeur.
Nous pouvons citer le type de tampon, la pureté de la préparation enzymatique et le stade
de maturité du fruit ou du végétal. L’étude du pH peut nous fournir des informations sur
I’identification des activateurs ou sur les résidus du substrat susceptibles d’étre ionisés,

nécessaires pour sa fixation et sa transformation (Kuby, 1991).
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1.10 Effet de la température sur ’activité tyrosinase

L'effet de la température sur lactivité des tyrosinases n'a pas été trés étudié,
comparativement parlant a 1’effet du pH (Joslyn et Ponting, 1951; Vamos-Vigyazo, 1981).
Amiot et al. (1997) ont montré que la tyrosinase n’est pas une enzyme thermostable. En effet,
des traitements thermiques de courtes durées en solution ou dans des produits d'origine
végetale a des températures comprises entre 70 et 90°C, suffisent dans la plupart des cas
a la destruction irréversible, partielle ou totale, de sa fonction catalytique (Vamos-Vigyazo,
1981; Zawistowski et al., 1991; Yemenicioglu et Cemeroglu, 2003).

1.11 Les applications de la tyrosinase

La tyrosinase est I’'une des enzymes ayant de multiples applications. Elle est utilisée dans
la production des o-diphenols comme la L-dopamine et le catéchol (Min et al., 2010 ;
Seetharam et Saville, 2002 ; Marin-Zamora et al., 2009 ; Tuncagil et al., 2009).

Seule ou parfois associées a d’autres enzymes tel que la laccase (Montereali et al., 2010 ;
Kochana et al., 2008) , elle est a 1’origine de nombreux biocapteurs utilisés principalement
pour le dosage des composés phénoliques tels que la dopamine (Min et Yoo, 2009 ; Njagi
et al., 2010), le catéchol (Ameer et Adeloju, 2009 ; Tan et al., 2010), le phénol et ses dérivés
(Adamski et al., 2010).

Dans le domaines agroalimentaire et environnemental, les biocapteurs a tyrosinase peuvent
étre utilisé également pour le dosage de certains polluants chimiques (Duran et Esposito,
2000), comme le cyanure (Shan et al., 2004), I’acide benzoique (Li et al., 2010), I’acide
de sodium (Cui et al., 2006), et le fluorure de sodium (Asav et al., 2009).

En technologie environnementale, la tyrosinase est utilisée pour la détoxication des eaux
résiduaires et sols contaminés par des polluants environnementaux fortement toxiques
représentés par une grande classe des composes phénoliques et polyphénoliques (Sun et al. ,
1992 ; Wada et al. 1993; Jolivet et al. 1998 ; Duran et Esposito. 2000 ;  Burton, 2001 ;
Yagar et Sagiroglu, 2002; Shipovskov et Levashov, 2003).

L’industrie pharmaceutiques elle est utilisée pour la production de la L-dopamine a partir
de la L-tyrosine, produit largement utilisé pour le traitement de la maladie de Parkinson
(Carvalho et ai, 2000; Chu et al., 1992; Munjal et Sawhney, 2002).

Ainsi que pour la détermination de la L-cystéine dans les produits pharmaceutiques,
et l'acide ascorbique dans les produits alimentaires et l'acide benzoique, grace a leur effet
inhibiteur sur l'activité de la polyphénol oxydase (EI-Bayoumi et Frieden, 1957; Ros et al.,
1993; Vieira et al., 1999; Sezgintirk et al .,2005).
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2. LES INHIBITEURS DE LA TYROSINASE
2.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont parmi les polyphénols les plus nombreux et les mieux étudies. Ce
sont composés des noyaux pyréne et benzo-y-pyrone largement distribués dans les feuilles,
I'écorce, et les feuilles des plantes. Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés jusqu'a présent.
Ces composés protégent les plantes contre le rayonnement UV, les agents pathogeénes,
et les herbivores (Harborne et al., 1992). Ce sont également responsables des couleurs rouge
et bleu caractéristiques des baies, des vins, et de certains Iégumes. Les flavonoides peuvent
subdivisés en sept principaux groupes, comprenant les flavones, les flavonols, les flavanones,
les flavanols, les isoflavonoids, les chalcones, et les catéchines.

Différentes classe de flavonoides sont distinguées par les noyaux d'oxygene
hétérocyclique, les différentes positions du noyau B, et par les groupements hydroxyle,
méthyle, isoprenoides, et méthoxy distribués dans les différents motifs du noyau.

La structure des flavonoides est egalement en principe compatible avec les roles
du substrat et des inhibiteurs de la tyrosinase. Des études détaillées ont montré que quelques
flavonoides sont ont en faite des inhibiteurs plus efficaces. En plus des flavonoides, d'autres
polyphénols, qui ont été également identifiés comme des inhibiteurs de la tyrosinase,
contiennent des stilbénes et des dérivés de coumarine.

Les flavonols : Plusieurs flavonols ont été isolés a partir des plantes, et certains ont été
identifiés comme des inhibiteurs de la tyrosinase. Le mode d'inhibition des inhibiteurs
de flavonol est habituellement une inhibition compétitive pour I'oxydation de la L-dopamine
par la tyrosinase et la partie 3-hydroxy-4-keto de la structure du flavonol a un role clé dans
la chélation du cuivre (Kubo et Kinst-Hori, 1999; Kubo et al., 2000).

En terme de pouvoir inhibiteur, les inhibiteurs flavonol decouverts sont classés comme
suit: la quercétine (5, 7,3°,4’-tétrahydroxyflavonol) > myricétine (5, 7,3°,4’,5’-pentahydroxy-
flavonol) > kaempferol (5, 7,4 -trihydroxyflavonol) > galangine (5,7-dihydroxyflavonol) >>
morine, buddlenoide A, buddlenoide B (Xie et al., 2003; Matsuda et al., 1995).

Des tous les inhibiteurs de flavonol cités ci-dessus sont des inhibiteurs trés faibles;
le flavonol le plus actif est la quercétine (Figure 6), a montré seulement 20% du pouvoir
inhibiteur de l'acide kojique vis-a-vis de Il'activité diphénolase de la tyrosinase

de champignon. Par conséquent, il est évident que ces inhibiteurs de flavonol aient un faible
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potentiel dans les applications du blanchiment de la peau ou contre le brunissement
des aliments.

Les flavones, flavanones, et les flavanols : Les épluchures de citron comme sous-produit
contiennent une large quantité de flavonoides. Certains des flavonoides ont été identifiés
comme des inhibiteurs de la tyrosinase, comprenant la nobilétine (5,6,7,8,3",4-
héxaméthoxyflavone), la naringine (5,7,4'-trihydroxyflavanone), et la neohesperidine (5,7,3'-
trihydroxy-4'-methoxyflavone). Cependant, le pouvoir inhibiteur de ces trois inhibiteurs c'est
avére moins actif vers la tyrosinase de champignon par rapport a I'acide kojique (Zhang et al.,
2007; Itoh et al., 2009).

Bien qu'aucun inhibiteur puissant de la tyrosinase a été isolé a partir des agrumes jusqu'a
présent, l'extrait éthanolique du citron possede un effet inhibiteur sur la mélanogénése dans
les mélanocytes.

L'activité inhibitrice sur la mélanogénése de I'extrait brut du citron a été trouvee pour étre
principalement due & I'activité antioxydante de la neohesperidin du citron.

En plus des extraits de citron, les extraits de I'espéce de Morus, qui a été bien connue
comme une plante riche en polyphénol et utilisée comme un agent thérapeutique naturel non-
toxique, et posséde aussi un large potentiel d'application comme agent de blanchiment
de la peau due aux nombreux inhibiteurs puissants de la tyrosinase isolés a partir
des différents parties de la plante.

Mulberroside F (moracine M-6,3'-di-O-p-glucopyranoside) purifié a partir des feuilles
de la plante a montré une activité anti-diphénolase de la tyrosinase de champignon pour étre
4.5-fois plus élevée que l'acide kojique et exerce un effet inhibiteur sur la formation
de la mélanine dans les mélanocytes (Lee et al., 2002).

Norartocarpetine (5,7, 2’,4’-tetrahydroxyflavone, (Figure 6), isolé & partir des écorces
de tige des plantes, est 10.4-fois plus actif que I'acide kojique contre I'activité monophénolase
de la tyrosinase de champignon avec un type d'inhibition compétitif (K, = 1.35 uM) (Ryu
et al., 2008).

Le flavone a été également démontré pour étre un inhibiteur a fixation lente juste comme
la tropolone et l'acide kojique. En plus des feuilles et des tiges de la plante, les racines
de I'espéce Morus se sont également avérées pour contenir beaucoup d'inhibiteurs trés
puissants de la tyrosinase, tel que I'oxyrésveratrol (Shin et al., 1998), la norartocarpetine,
et streppogénine (5, 7,2°,4’-tétrahydroxy-flavavone, (Figure 6) (Jeong et al., 2009).
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Un autre flavanol, le taxifoline (5, 7,3’,4’-tétrahydroxyflavanol, (Figure 6) du germe
de Polygonum hydropiper a une activité inhibitrice équivalente de I'acide kojique vis-a-vis
de l'activité monophénolase de la tyrosinase de champignon (Miyazawa et Tamura, 2007).

En plus des flavonoides monomériques, un dimere flavone-flavanone a été isolé a partir
des plantes de littorale, Garcinia subelliptica, et a été révélé d'étre 3.6-fois plus actif que
I'acide kojique contre l'activité monophénolase de la tyrosinase de champignon (Masuda
et al., 2005).

Les isoflavonoides : Les extraits des racines et des graines des espéces de Glycyrrhiza
(Leguminoseae) ont été longtemps considérés comme une source des agents de blanchiment
de la peau dans les pays de l'est asiatique. L'activité inhibitrice de la mélanogénése par
les extraits provienne principalement des isoflavonoides des plantes. Deux isoflavanes ont été
purifiés a partir des racines de plante et ont été identifiée en tant qu'inhibiteurs puissant
de la tyrosinase. La glabridine (Figure 6) a été initialement identifié comme un inhibiteur
d'une activité 15-fois supérieure que l'activité de l'acide kojique et posséde une activité
de dépigmentation élevée que I'arbutine (Yokota et al., 1998).

2.2 Les chalcones

Les chalcones se composent de deux noyaux aromatiques de configuration trans, separées
par trois atomes de carbone, parmi lesquels deux sont reliées par une double liaison
et le troisieme est un groupement carbonyle. Certaines chalcones prénylées naturelles ont
montrées une activité inhibitrice puissante de la tyrosinase.

Le licuraside, l'isoliquiritine, et le licochalcone A sont trois dérivés des chalcones
(Figure6). Ces derniers ont été isolés a partir des racines de l'espéce de Glycyrrhiza,
présentent une inhibition compétitive de  l'activitt monophénolase de la tyrosinase
de champignon. Les chalcones naturelles citées ci-dessus, il semble que la partie 4-résorcinol
(groupement 2,4-dihydroxyle du noyau aromatique) dans la structure de chalcone est
le substituant clé responsable de I'effet inhibiteur puissant (Chang, 2009).

2.3 Les stilbénes

Le stilbéne est constitué d'une double liaison éthéne substituée par un noyau benzyle sur
les deux atomes de carbone de la double liaison. L'oxyrésveratrol (2, 4,3”,5’-tétrahydroxy-
trans-stilbéne, (Figure 6), qui a été initialement isolé a partir de  Morus alba, a une activité
inhibitrice puissante 32-fois supérieure que l'acide kojique (Shin et al., 1998). Il agit comme
un inhibiteur noncompetitf sur l'activité monophénolase et diphénolase de la tyrosinase

de champignon. L'oxyrésveratrol réduit également la pigmentation des mélanocytes.
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En plus d’oxyrésveratrol, trois hydroxystilbénes; la chloroporine, le gnétol,
et le piceatannol, ont été également purifiés et identifiés comme des inhibiteurs efficaces
de la tyrosinase (Figure 6).

Récemment, le piceatannol des raisins et du vin rouge, a montré une activité anti-
monophénolase 32.7-fois supérieure que l'acide kojique (Yokozawa et Kim, 2007).

2.4 Les coumarines

Les coumarines sont des lactones d'acide du phénylpropanoide avec un noyau
H-bénzopyranone. L'aloesine est le chef de fil de coumarines inhibitrices de la tyrosinase
(Figure6). C'est un glucoside naturel d’hydroxycoumarine isolé a partir d'Aloe vera. L'aloesine
a été récemment employé en cosmétique pour le traitement de la peau (Jones et al., 2002 ;
Choi et al., 2002).

2.5 Les dérives d'aldéhyde benzoique et de benzoate

Un grand nombre de dérivés d'aldéhyde benzoique et de benzoate ont été isolés a partir
des plantes et identifiés comme des inhibiteurs de la tyrosinase, comprenant I'acide benzoique,
I'aldéhyde benzoique, l'acide anisique, I'anisaldéhyde, I'acide cinnamique, et I'acide
méthoxycinnamique a partir des racines Pulsatilla cernua (Lee, 2002), les benzaldéhydes
4-substitués a partir du cumin (Jiménez et al., 2001), le 2-hydroxy-4-méthoxybenzaldéhyde
des racines de Mondia whitei (Kubo et Kinst-Hori, 1999), I'acide p-coumarique des feuilles
de Panax ginseng (Lim et al., 1999), les dérivés d'hydroxycinnamoyl des grains du café vert
(Iwai et al., 2004), et I'acide vanillique et ses dérivés a partir du son de riz noir (Miyazawa
et al., 2003). Le groupement aldéhyde est connu pour réagir avec les groupements
nucléophiles biologiquement importants tels que les groupements sulfhydryle, amine,

et hydroxyle.
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Glabridine Licochalcone

Clu
HO (0]
LT
O

R1 = R3=0H, R2= R4=H : Oxyrésveratrol Aloesine
R1 = R4=0H, R2= R3=H : Gnétol
R1 = R4=H, R2= R3=0H : Piceatannol

Figure 6: Les structures chimiques de quelques inhibiteurs naturels de la tyrosinase
(Chang, 2009).
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Chapitre 2. Généralités sur les plantes investiguées

1. Geénéralité

La famille des Astéracées représente I’une des taxons les plus importants du régne végétale.
Elles sont des plantes angiospermes dicotylédones appartenant aux sous classes
des gamopétales ou astérides (Asteridae) et a I'ordre des Astérales. Elle est présente dans toutes
les régions du monde principalement dans les régions tempérées et a I'exception des pdles.
Les astéracées peuvent étre annuelles, bisannuelles ou vivaces (Barkely et al., 2006).

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est I’'un des genres le plus
répandu et le plus étudié de cette famille; il contient un nombre variable d’espéces allant
jusqu’a 400 espeéces (Mucciarelli et Maffei.,, 2002). Le nom " Artemisia " est dérivé
de la déesse Artémis qui avait découvert les effets de la plante, alors que le mot "absinthe"
signifie imbuvable a cause du goQt trés amer de la centrale (Yildiz et al., 2011).

Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que
les flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols
et les acétylénes (Kundan et Anupam, 2010). Les especes qui appartiennent au genre Artemisia
possédent des propriétés thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans la médicine
traditionnelle, mais aussi dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al ., 2007 ;
Jorge et al., 2011).

2. La plante Artemisia campestris
2.1 Description botanique

Artemisia campestris (connue sous le nom de Dgouft) est un arbuste aromatique a tiges
robustes, d’une hauteur de 30 a 80 cm. cette plante posseéde des capitules trés petits, étroits
(1 &4 1,5 mm) ovoides ou coniques, & involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur
jaunatre bordées de rouge, et a pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles
d’Artemisia campestris sont glabres de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées,
les supérieures pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses
a la base striée (David, Hervé 1994. Ozenda 1983. Quezel et Santa 1962).

2.2 Origine et distribution

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphére nord de la terre, surtout
dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a I’Himalaya (Vernin
et al ., 1995), dans I’hémisphere sud elles sont trouvées en Afrique du sud, 1’Australie

et ’Amérique du sud, d’apres Kyeong (2007), Artemisia campestris est originaire de 1’ Asie.
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2.3 Composition chimique

L’utilisation des solvants a polarité différente, suivie par des étapes de fractionnements
et I’emploi de différentes techniques de chromatographie permettent d’extraire, séparer
et identifier les différents composeés présents dans les extraits de plantes.
De nombreuses études chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia campestris
est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins,
les huiles essentielles (Joao et al., 1998 ; Juteau et al., 2002).
Plusieurs études (Akrout et al ., 2001 ; Juteau et al ., 2002) ont rapporté la composition
des huiles essentielles d’Artemisia campestris, 1’huile essentielle est analysée par
la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS), (Juteau
et al 2002) ont identifié dans une espece de Camargue (Marseille, France) 51 composés
et caractérisés, les plus abondants sont : y-terpinene, capillene, 1-phenyl-2,4-pentadiyne,
spathulenol, methyleugenol, p-cymeéne et B-pinéne.
Le contenu phénolique total, les flavonoides, les dérivés hydroxycinnamiques, les dérivés
hydrox benzoiques de 1’extrait éthanolique (80%) de la partie aérienne d’ Artemesia
campestris ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques.
Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris sont: flavone (apéginie), flavonol
(kaempferol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-méthyle)
(Valant et al., 2003).
Les feuilles d’Artemisia campestris contiennent aussi des alcaloides, des saponines. (Naili
etal ., 2010).
2.4 L’utilisation traditionnelle d’Artemisa campestris

Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies: En usage local Artemisia campestris est utilisée
pour traiter les troubles digestives, les ulcéres et les douleurs menstruelles (Dob et al., 2005).
Elle est également utilisée dans le traitement de diabéte (Sefi et al., 2010).
La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brQlures, de la diarrhée, les morsures
de serpents, les piqlres de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie,
le rhumatisme, elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fievre
et la toux (Ben Sassi et al., 2007).
Selon Saoudi et al (2010) la consommation journaliére d'une décoction préparée a partir

des Tiges et feuilles d'A. campestris permet de réduire les symptdmes digestifs.
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2.5 Les Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris possede de nombreuses
propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :
2.5.1 Activité antioxydante

La partie aérienne d’Artemisia campestris possede des activités antioxydantes
significatives. En effet cette plante est riche en composés doués d’activité antioxydante tels
que: les flavonoides, les polyphénols et les tanins, ces différents constituants exercent ses
actions antioxydantes en inhibant la production de I’anion superoxyde, I’hydroxyle, comme
ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).
2.5.2activité antibactérienne

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisée dans le traitement de nombreuses
infections telles que les infections urinaire. (Naili et al; 2010) ont testé I’activité
antibactérienne de I’extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia campestris, ils ont trouvé
que lactivit¢ de cet extrait a ¢été plus efficace contre les bactéries gram positif
(Staphylococcus aureus) que les bactéries gram négatif (Escherichia coli).
En outre Artemisia campestris posséde des propriétés antifongiques (Kyeong, 2007).
Les plantes du genre Artemisia contiennent un sesquiterpene lactone appelé: Artemisinine, ce
composant constitue le métabolite secondaire le plus important chez toutes les espéces
Artemisia, il est considéré comme une drogue antimalariale tres efficace contre le parasite qui
cause la malaria: le Plasmodium falciparum (Donrop et Day., 2007). L artemesinine posséde
également plusieurs activités, il est efficace contre les maladies infectieuses telle que
I’hépatite B (Romero et al ., 2005).
2.5.3 Effets insecticide

Une étude récente a été réalisée par Pavela (2009), ou I’extrait méthanolique de la partie
aérienne d’Artemisia campestris a été testé pour son activité répulsive contre les femelles
adultes d’une espéce de moustique Culex quinquefasciatus ; cet extrait a montré un degré
de répulsion tres intéressant contre ces parasites vecteurs de plusieurs maladies comme
la malaria.
2.5.4 Activité antidiabétique

Sefi et al (2010) ont trouvé que I’extrait aqueux des feuilles d’Artemisia campestris,
diminue le taux de glucose dans le plasma des rats chez lesquels le diabete est induit par
I’alloxane monohydrate, ils ont trouvé également que la diminution de la concentration

de glucose s’accompagne d’une part d’une diminution des taux de triglycérides
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et des lipoprotéines de faibles densité (LDL), et d’autre part d’'une augmentation du niveau
de I’insuline, ce qui peut prévenir les complications du diabete.
2.5.5 Effets antipoison

Les extraits d’acétate d’éthyle, éthanol, méthanol et de diclorométhane, des feuilles
d’Artemisia campestris ont été testés pour ses capacités de neutralisation de venin de scorpion
et de vipére, les résultats obtenus ont montré que I’extrait éthanolique, inhibe I’activité
de dégradation des globules rouges contre le venin du scorpion Androctonus australis
garzonii , des résultats similaire ont été obtenus pour 1’extrait de dichlorométhane pour
la neutralisation de venin de la vipere Macrovipera lebetina (Memmi et al., 2007).

2.5.6 Propriétés allélopathiques

Les plantes du genre Artemisia possédent des propriétés allélopathiques par inhibition
de la croissance et la germination de certaines plantes de I’entourage, Ces propriétés sont dues
probablement a la présence d’acide phénolique, et d’autres composants polaires (Kyeong
et al., 2007).

3. La plante Artemisia herba alba Asso
3.1. Présentation de la plante

En commun avec plusieurs d'autres espéces de ce genre, I’Artemisia herba alba Asso,
plante caractéristique du moyenne-orient et d’Afrique du Nord, est utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies. Artemisia herba-alba Asso, connu aussi comme
I’absinthe du désert (connu en arabe comme shih, Armoise blanche (Fr)) a été utilisé dans
la médecine traditionnelle par de nombreuses cultures depuis les temps anciens (Seggal et al.,
1987).

3.1. 1. Description botanique de la plante

L’armoise blanche est une plante des climats arides et semi-arides qui pousse dans
les hautes plaines steppiques, les déserts du Moyen-Orient et de 1’Afrique du Nord. C’est
une plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées et tomenteuses de 30 a 50 cm de long.

Les feuilles sont courtes, sessiles, pubescentes et argentées. Les capitules sont groupés en
pannicules de petite taille de 1,5 a 3 mm allongés et étroits contenant de 3 a 6 des fleurs
jaunatres. Les bractées externes de l’involucre sont orbiculaires et pubescentes (Nawwar
etal., 1989) .

3.1. 2. Systématique de la plante
L’Armoise blanche est classée dans le Royaume: Plantae, Sous-régne: Tracheobionta,

Superdivision:  Spermatophyta, Division: Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida,
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Sous-classe: Asteridae, Ordre: Asterales, Famille: Asteraceae, Sous-famille: Asteroideae,
la tribu: Anthemideae, Sous-tribu: Artemisiinae, Genre: Artemisia.
3. 1.3. Caractéristiques morphologiques de la plante

L'Artemisia herba-alba est une plante ligneuse basse et toujours verte. Ses caractéristiques
morphologiques et physiologiques font d’elle une espeéce bien adaptée aux conditions
climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui permet de réduire
la surface transpirante et d’éviter ainsi les pertes d’eau. Grace a son systéme racinaire trés
dense a la surface, I’Artemisia herba-alba est capable de valoriser toute humidité superficielle
occasionnée par des petites pluies. Cette espéce est également capable d’exploiter I’humidité
du sol jusqu’a 50 cm de profondeur et peut profiter des fractures de la crotite, pour atteindre
les poches d’humidité, notamment dans les sols a encrolitement calcaire, la tige principale se
divise en « branches » physiologiquement indépendantes les unes des autres et susceptibles
de mourir sans entrainer la mort de la plante entiére. La floraison de cette espéce débute
le plus souvent en juin mais les fleurs se développent essentiellement a la fin de I'été. Lors
des années pluvieuses et dans les sols qui lui conviennent, I'Artemisia herba-alba présente
une forte production de graines et un pouvoir de régénération élevé (Matteucci, 2008).
3. 1.4. Distribution géographique

Le genre A. herba-alba est un arbuste nain médicinal et aromatique sauvage qui pousse
dans les zones arides du Bassin méditerranéen, il s’étend dans I'Himalaya nord-ouest. Cette
plante est abondante dans la péninsule ibérique et atteint une plus grande population dans
le Centre de 1'Espagne qui s’étend sur 1'est, le sud et le sud de I’Espagne. Ce taxon pousse
de maniére sauvage sur des substrats nitrofiles (Salido et al., 2004 ; Dunn et al., 1996).
3.1.5. Composition chimique

Au Maghreb, I'Artemisia herba-alba constitue un fourrage particuliérement intéressant. En
effet, la plante présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé malgré que son aspect
extérieur indique I’inverse (17 a 33%). La matiere seche (MS) apporte entre 6 et 11%
de matiére protéique brute dont 72% est constituée d'acides aminés. Le taux de B-caroténe
varie entre 1,3 et 7 mg/kg selon les saisons. La valeur énergétique de I’armoise herbe blanche,
trés faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg MS), augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg
MS) pour diminuer de nouveau en éte (0,6 UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre
provoquent une nouvelle période de croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau
(0,8 UF/kg MS). Les plantes de la famille des Astéracées, auquel appartient I'Artemisia herba-

alba, ont fait l'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour
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leurs huiles essentielles. Les molécules identifiées sont les sesquiterpénes lactones,
les coumarines et les hydrocarbures acétyléniques.
3.1.5.1. Les Sesquiterpene lactones

Plusieurs types de sesquiterpenes lactones ont été trouvés dans les parties aeriennes
de I’Artemisia herba alba Asso. Les Eudesmanolides suivie par germacranolides semblent
les types les plus abondants dans cette espéce. Peu de travaux ont étudié le produit chimique
constitutif des espéces marocaines et algériennes d’A. herba-alba, ces travaux ont prouvé que
ce genre est riche en sesquiterpenes. Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés
de I’Artemisia herba alba, peut-étre les plus importants sont les sesquiterpénes lactones. En
plus des sesquiterpénes lactones et des flavonoides 1’analyse phytochimiques a porté sur
la composition des huiles essentielles de 1’Artemisia herba alba Asso (Marco et al., 1994 ;
Boriky et al., 1996).
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Figure 7 : Les Sesquiterpéne lactones d’Artemisia herba alba (Mohamed et al., 2010).
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3.1.5.2. Les flavonoides

D'autres études ont été portées sur les flavonoides et 1’huile essentielle, parmi
les composants les plus importants des huiles essentielle de I’Artemisia herba alba Asso on
trouve les monoterpenes tels que le 1,8-cineole et le terpene 4 ol, des santonines,
des coumarines, des triterpénes pentacycliques et les tanins (Gharabi et al., 2008).

Les flavonoides détectés dans A. herba-alba montrent une grande variation structurelle,
allant de la plus commune des glycosides de flavones et de flavonols aux plus insolites
flavonoides hautement méthylés. Dans les études sur la vapeur les feuilles d’A. herba-alba
recueillies du Sinai, un total de huit flavonoides O- et C-glycosides ont été isoléset identifié
(Saleh et al., 1985, 1987).

L'examen des parties aériennes d’ A. herba-alba recueillies aupres des magasins de fines
herbes du Liban, ont conduit a l'isolement des deux flavonoides; hispiduline et cirsilineol
(Mohamed et al., 2010) (Figure 3). Une nouvelle flavone, 5,4'- dihydroxy-6,7,3 '
6,7,3'trimethoxyflavone, a été isolé a partir de I'extrait non glycosidique des parties aériennes
de A.. herba —alba (Mohamed et al., 2010).
3.1.5.3. Les composes phénoliques et les cires

L'acide chlorogénique a été observée chez A.herba-alba, quand une enquéte chimique
de 49 especes de plantes médicinale a été effectuée par spectroscopie. Lors d’une étude
des principes antiulcérogenes d’A.herba-alba, huit composées polyphénoliques
et les constituants composants connexes ont été isolés. Ces acides chlorogéniques inclus, 4,5-
O-acide dicaféoylquinique,isofraxidin7-O-D-glucopyranoside,le4-O-D-glucopyranosylcaffeic
acide, rutine, schaftoside, isoschaftoside , et vicenin-2. Dans une étude sur les composantes
de A. herba-alba cire, obtenu avec un rendement de 0,23 % par extraction de la plante seche
avec de I’éther, 32,1 % contenue saturés en C16- 32 acides (35,2% C28 et C30 26,5%), 23,2%
de graisses saturées. C21- 31 hydrocarbures (67,7% C29 et C31 24,2%), 27,1% esters
(principalement d'hydrocarbures saturés C18, C19, C20 et des acides et alcools saturés C22
et C24), et 16,96% des alcools saturés en C16- 26. Les flavonoides détectés dans 1’Artemisia
herba alba montrent aussi une diversité structurale allant des flavonoides communs (flavones
glycosides et favonols) jusqu’a les flavonoides méthylés qui sont trés rares. Les flavonoides
glycosides comprennent des O-glycosides tels que quercitrine-3-glucoside, mais aussi des

flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia.
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Figure 8 : Les flavonoides de 1’Artemisia herba alba (Mohamed et al., 2010).
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3.1.5.4. Les huiles essentielles

Au cours des dernicres décennies, l'huile de I’Armoise blanche; appelé huile scheih
(Lawrence, 1994), a été soigneusement étudiée et la diversité dans la composition de I'huile
a partir de plantes cultivees dans les différents pays et méme ceux de différentes localités dans
le méme pays ont conduit & de nombreux chémotypes dépendant du pétrole affectés
a la plantes (Lawrence, 1989). Généralement, I'huile a été largement rapporté a contenir
des composés de monoterpénoides, principalement oxygéne, telle que le 1,8-cinéole,
chrysanthenone, chrysanthenol (et son acétate), af3 -thujones, et le camphre comme
principales composantes (Lawrence, 1981 ; Lemberg, 982). En outre, I'armoise cétone a été
signalée comme le principe d'une composante Chemotype égyptienne (El-sayed et Seida,
1990), tandis qu'un type francais a été trouvé a prédominer dans 1,8-cinéole, le camphre
et chrysanthenone (Hurabielle et al., 1981).

Dans [I’huile algérienne, le camphre, a-f -thujones, le 1,8-cinéole et les dérivés
de chrysanthenyl étaient les principaux composants (Vernin et Parkanyi, 2001 ; Vernin et al.,
1994 ; Vernin et Merad, 1995)). Dans une autre étude, le camphene (3%), le bornéol (3,6%),
I'éther davana (8,8%), davanone (36,1%) étaient les principaux composants (Dahmani
et Baaliouaer, 2005) ; (Salidou et al., 2001).

De plus, L'huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes de A. herba alba a I'état
sauvage dans la région de M'sila-Algérie, est principalement composée par le camphre
(19,4%),le trans-pinocarveol (16,9%), le chrysanthenone (15,8%).

3.1.6. Utilisation thérapeutique de la plante

L’Artemisia herba alba Asso est trés utilisé au Moyenne-Orient et en 1’ Afrique du nord
contre plusieurs maladies y compris l'entérite et les troubles intestinales (Yashphe et al.,
1987). Dans une étude visant a révéler les raisons de l'utilisation de cette plantes, 1’extrait
de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso a été testé contre différentes bactéries qui
causeraient des troubles intestinaux, ainsi que sur des lapins afin de déterminer l'activité
antispasmodique de cet extrait. L’huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso a montré
une activité antibactérienne contre plusieurs bactéries telle que I'Escherichia coli, Shigella
sonnei et la Salmonelle typhose. Cette activité a été assimilée a linalool, pinocarveneol
et surtout terpene 4-ol. L’effet antispasmodique de 1'huiles essentielle d’Artemisia herba alba
Asso a été expérimentalement 100 - 1000 fois plus élevé que I'effet antibactérien observé
(Yashphe et al., 1987).
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3.1.6.1. Effet hypoglycémiant

De loin le plus fréquemment cité est l'utilisation de 1’Artemisia herba alba Asso dans
le traitement du diabéte sucré (Twaij et Al-Badr, 1988 ; Al-Shamaony et al., 1994, Marrif
et al., 1995). Plusieurs auteurs ont rapportés sur I'effet hypoglycémiant de I'extrait aqueux
d’Artemisia herba alba Asso (0.39 g/kg de poids corporel) sur des lapins, des rats et des souris
rendus diabétiques par 1’alloxan monohydrate. Les composés responsables de cet effet
hypoglycémiant restent cependant a élucider.

En plus du diabéte, I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso est utilisé
traditionnellement en Jordanie comme un antidote contre les venins de plusieurs types
de serpents et de scorpions (Twaij et Al-Badr, 1988), et en Afrique du nord pour soigner
la bronchite, ’abcgs, les diarrhées, et comme vermifuge.
3.1.6.2. Capacité antioxydante

Beaucoup de plantes médicinales contiennent de grandes quantités de composes
antioxydants qui pourrait étre isolé et utilisé comme anti-oxydants pour la prévention
et le traitement des troubles liés aux radicaux libres. Dans une étude réalisée par Djeridane
(Djeridane et al. 2006), l'objectif était I'évaluation par un procédé chimique de la capacité
antioxydante des composés phénoliques dans certaines plantes médicinales algériens,
y compris A. herba-alba. Ces plantes médicinales ont montré une forte activité antioxydante
et une teneur en composés phénoliques plus importante que les plantes alimentaires courantes.
Il a été également noté dans cette étude que ces plantes algériens sont de forts piégeurs
de radicaux et peuvent étre considérés comme une bonne source d'antioxydants naturels
a des fins médicinales et commerciale (Djeridane et al. 2006).

De plus, les résultats des travaux de Abid et al. (2007) ont montré qu’Artemisia, ainsi que
des décoctions de thé vert, ont augmenté le statut antioxydant total du sang total, l'activité
de la glutathion peroxydase et les statuts du zinc et du cuivre, et prévenaient les gains de poids
et augmentaient le glucose plasmatique, les lipides et le statut de fer. Les effets antioxydants
bénéfiques étaient en ordre décroissant : la décoction d’Artemisia > la décoction du thé vert >
la décoction du thé noir. Donc, Artemisia pourrait constituer un bon adjuvant pour combattre
I'obésité, I'hyperglycémie, hypertriglycéridémie, hypercholestérolémie et en particulier

le stress oxydatif.
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3.1.6.3. Effet antivenimeux

Des extraits aqueux de 12 plantes médicinales traditionnellement utilisées en Jordanie pour
I'inhibition de venins de serpent et de scorpion chez I'homme ont été évalués pour leur
éventuelle activité anti-venin. Parmi les plantes testées, I'extrait de plante le plus actif était
celui de I’ Armoise blanche, qui a donné 100% d'inhibition (Sallal et Alkofahi, 1996)
3.1.6.4. Activité antifongique

L'activité antifongique de 1’Armoise blanche a été trouvé a étre associée a deux grands
composés volatiles isolés a partir des feuilles fraiches de la plante, le carvone et le pipéritone,
ces composés ont été isolés et identifies par GC / MS, GC / IR et spectroscopie RMN.
L'activité antifongique a été mesurée contre Penicillium citrinum (ATCC 10499) et rouxii
Mucora (ATCC 24905). L'activité antifongique (ICso) des composes purifiés du carvone
et du pipéritone a été estimée a 5 ug / ml et 2 ug / ml contre Penicillium citrinum, et 7 ug / ml
et 1,5 ug / ml contre Mucora rouxii, respectivement (Saleh et al., 2006).

Dans une autre étude, l'activité antifongique de I’huile essentielle de 25 plantes
médicinales marocaines, y compris A. herba-alba, contre Penicillium digitatum,
Phytophthora citrophthora, Geotrichum citri-aurantii et Potrytis cinerea, a été évaluée.

En outre, I'huile essentielle d’A. herba-alba a démontré une action synergique sur
I'inhibition de la croissance du mycélium dans les isolats ,Zygorrhynchus sp. et Aspergillus
Niger, lorsqu'il est associé avec du chlorure de sodium ou d'acide gras (Tantaoui et Errifi,
1993). De plus, les effets inhibiteurs de tétes de fleurs d’Artemisia herba-alba, sur
la croissance et la production de I'aflatoxine d'une souche toxigene d’Aspergillus flavus a été
testé en utilisant différentes concentrations. La plante inhibe la formation des aflatoxines par
85 a 90% comparé a celle du témoin a une concentration de 10% (EI-Shayeb et Mabrouk,
1984). En outre, l'activité antifongique de d'huile essentielle d’A. herba-alba in vitro a été
évaluée sur différents micro-organismes. L'huile a montré une action trés forte contre
Candida et Microsporum (Al Banna et al., 2003).
3.1.6.5. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de 1’Armoise blanche recueillie prés de Sde Boker-(désert
du Néguev), a été étudiée. Seul I'huile essentielle est révélée étre active contre certaines
bactéries Gram-positives (Hemolyticus Streptococcus et Staphylococcus aureus)
et les bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, Shigella sonnei et Salmonella typhosa,).
L'huile essentielle a été fractionnée par Chromatographie sur colonne, et ces fractions ont été
testées pour leur activité antibactérienne. Le composant principal de la fraction la plus active

a été I’alcool santoline (Mohamed et al., 2010).
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3.1.6.6. L'activité anthelminthique

L'activité anthelminthique d’Artemisia herba alba a été rapportée par de nombreux
auteurs, en effet, des pousses de poudre d’Armoise blanche a ¢ét¢ étudi¢ pour leur effet
anthelminthique chez dans six chévres nubiennes ayant été infectés par des doses uniques
de 800 & 1000 de larves Haemonchus. Cette thérapie était réussie, soutenu e par I'absence
d'oeufs dans les selles ou les vers adultes dans la caillette a l'autopsie et des lésions
significatives dans les tissus des chevres et le retour a la normale des concentrations
d'ammoniac, de sodium, potassium, des protéines totales et de la creatinine dans le sérum
et de l'activité de I'aspartate aminotransférase (GOT) (lIdris et al., 1982 ; Sherif et al., 1987).

En outre, Al-Waili asuggéré que l'extrait aqueux d’4. herba-alba peut avoir une valeur
thérapeutique possible dans les infections intestinales avec Enterobius vermicularis (Al-
Waili, 1986).
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Chapitre 3. Matériels et Méthodes

1 Matériels

1.1 Matériel biologique

1.1.1 Source de la tyrosinase

La truffe (Terfezia leonis Tul) est utilisée comme source de la tyrosinase (Figure 9).
Les truffes ont été récoltées durant la période Mars-Avril da la commune de Ain Deheb

de la Wilaya de Tiaret.

Figure 9: Terfezia leonis Tul d’Algérie (Wilaya de Tiaret).
1.1.2 Matériel végétal

Les plantes, Arthemisia herba alba et Artemisia campestris, ont été achetées a 1’état sec
du marché local de la wilaya de Laghouat. Les plantes sont broyées a 1’aide d’un mixeur en
poudre fine et sont stockées dans des flacons en verre a température ambiante et a 1’abri

de la lumiére.

Figure 10: la plante Artemisia herba-alba. Figure 11: la plante Artemisia campestris.
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1.2 Les Produits chimiques :
Le catéchol, le sodium dodécyl sulfate (SDS), le méthanol (99.6%), et le diméthyl sulfoxyde
(DMSO) sont fournis par Fluka. Tous les autres produits chimiques et réactifs utilisés dans
cette étude, sont d’un grade analytique.
2. Méthodes
2.1 Préparation des extraits méthanoliques des plantes étudiées

20 g de poudre fine d’Artemisia herba alba et Artemisia campestris sont placées dans
un flacon en verre de 250 ml contenant 100 ml de méthanol (99.6%). Les flacons sont fermés
puis incubés sous agitation a 250 rpm pendant une nuit a température ambiante et a I’abri
de la lumicre. La solution de macération est filtrée a 1’aide de trois couche de papier filtre.
Le filtrat obtenu est mis dans un ballon rodé puis évaporé a sec sous vide a I’aide d’un
Rotavapeur laborota 4010 (Heidolph digital) réglé a 45°C. Le résidu sec est récupéré dans
le DMSO (99%) dont la concentration finale de ’extrait est de 200 mg/mL. Les extraits
obtenus sont ensuite conservé a 4°C pour étre utilisés ultérieurement.
2.2 Préparation de ’extrait brut de la tyrosinase

Les truffes sont lavees avec de I'eau distillée pour éliminer le sol résiduel et sont séchée
a Dlaire libre. 75 g d’écorce de truffe préalablement refroidies a 4°C afin d’éviter leur
brunissement enzymatique sont broyées dans 100 ml de tampon phosphate de sodium (0.05
M-pH 7.0) pendant 2.5 minutes a 1’aide d’un mixeur (Warning Commercial Blender 800 EG,
Model BB 90E). Le broyat est filtré a travers quatre couches de la gaze et le filtrat obtenu est
centrifugé a 4000 trs/min pendant 10 minutes a I’aide d’une centrifugeuse (Fisher Bioblock
Scientific). Le surnageant récupéreé d'un volume total de 78 ml, représente I'extrait brut
de la tyrosinase est stocké dans des tubes coniques (15 ml) & -10°C.
2.3 Mesure de I’activité tyrosinase

L’activité catécholase de I’extrait brut de la tyrosinase de truffe (Terfezia leonis Tul) est
mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre (Thermo Scientific HeAlOSy Spectrophotometer,
England), réglé a 410 nm en présence de catéchol comme substrat diphénolique. L’oxydation
du catéchol s’accompagne d’une augmentation de 1’absorbance du milieu réactionnel due
a la production de I’0-benzoquinone de couleur jaune (¢ = 1630 M™.Cm™).
L’activité catécholase est mesurée a 30°C dans un milieu contenant 0.2 mL de pyrocatechol
a 0.1 M préparé dans 1’acide ortho-phosphorique a 0.5 mM, sodium dodecyl sulfate a 5 Mm
et 0.790 mL de tampon phosphate de sodium (pH 7.0) a 0.05 M. La variation de 1’absorbance

est enregistrée toutes les 10 secondes pendant deux minutes apres l’ajout de I’extrait
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enzymatique (10 ul). 1l a été confirmé que I’auto-oxydation du pyrocatechol n’interfére pas
avec la mesure d’activité.

La vitesse initiale (Vo) représente la pente de la partie linéaire de la courbe de 1’absorbance
en fonction du temps Figure (12) (Unal, 2007). La cuve de référence pour les mesures
UV-visible contient tous les constituants sauf le substrat. Les solutions de substrat
et d’enzyme sont melangées apres incubation de 5 min a 30°C. Comme c’est indiqué
précédemment, 1’extrait enzymatique est le constituant a ajouter en dernier lieu dans le milieu
réactionnel. Toutes les analyses des activités dans ce travail ont été effectuées deux fois

et leurs valeurs moyennes sont représentées. La barre d’erreur représente 1’erreur standard.
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Figure 12: Exemple de détermination de la vitesse initiale d’oxydation du pyrocatéchol par
la PPO (Pyrocatéchol & 10 mM, volume de 1”’extrait enzymatique 20 ul (extrait brut), tampon
phosphate de sodium 0.05 M-pH 7.0, SDS a 5 mM, température 30°C, volume du milieu
réactionnel 1 mL).

2.4 Détermination des valeurs d’ICsg

Pour déterminer la concentration d’inhibiteur qui provoque une diminution de I’activité
enzymatique par 50 % (ICsp), I’activité de la tyrosinase a été mesurée a 30°C et pH 7.0
(tampon phosphate de sodium 0.05 M), en absence et présence de différentes concentrations
des deux extraits méthanoliques d’Artemisia herba alba et Artemisia campestris pour une

concentration constante de catéchol. Les valeurs d’ICs; ont été déterminées a partir
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de la représentation de 1’activité enzymatique résiduelle en fonction de la concentration
de I’extrait méthanolique de la plante (Chen et al, 1998).

2.5 Détermination P’inhibition de la tyrosinase par ’extrait méthanolique des plantes
étudiées

Pour déterminer I’inhibition de la tyrosinase de truffe par les extraits méthanoliques
Arthemisia herba alba, et Artemisia campestris, I’activité catécholas de 1’enzyme a été
mesurée dans le milieu réactionnel standard en absence et en présence de deux concentrations
constantes de chaque extrait (0.8-1.6 g/l)et a différentes concentrations de catéchol comprises
entre 0.5-15 mM.

Les types d’inhibition ont été déterminés a partir de la représentation en double inverse
de Lineweaver-Burk de la vitesse initiale en fonction de la concentration du substrat pour
chaque inhibiteur (Arslan et Dogan, 2005).

Les constantes d’inhibition (K| et Ks) ont été calculées a partir des graphes secondaires
des paramétres cinétiques en fonction de la concentration d’inhibiteur, comme c’est décrit
précédemment (Chen et al, 1998). K, et K;s représentent les constantes de dissociation du
complexe Enzyme-Inhibiteur (EI) et du complexe Enzyme-Substrat-Inhibiteur (ESI),
respectivement.

La constante d’inhibition K; est une mesure quantitative du pouvoir inhibiteur
des inhibiteurs réversibles. Par conséquent, dans notre étude, 1’efficacité¢ d’un inhibiteur est
exprimée par le K,, qui est I’inverse de I’affinité de I’enzyme vis-a-vis de I’inhibiteur.

2.6 Analyse des résultats expérimentaux

L’analyse des données cinétiques observées a ¢€té effectué¢ par ajustement a 1’aide
de régression linéaire, et de régression non linéaire par 1’utilisation des programmes suivants :
Table Curve 2D™ (Jandel Scientific Windows v2.03 Copyright© 1989-1994), Excel®
(Microsoft Excel 97-2003), SigmaPlot 2011 (Copyright© 2011 Systat Software Inc.,
Windows Version 12.0).
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Chapitre 4. Résultats et discussion

1. Effets des extraits méthanoliques d’Artemisia herba alba, et Artemisia compestris.

L’effet de différentes concentrations des extraits méthanoliques d’Artemisia herba alba,
et Artemisia compestris sur 1’oxydation de la catéchol par la tyrosinase de truffe (Terfezia
leonis Tul.) est étudiée.

La Figure (13) représente le pourcentage d’inhibition de la tyrosinase par 1’extrait
méthanolique d’Artemisia herba alba, et d’Artemisia compestris, utilisant la catéchol comme
substrat. Chacun de ces extraits montre un effet inhibiteur concentration dépendant sur
I’activité catécholase de la tyrosinase.

L’activité catécholase diminue significativement avec 1’augmentation de la concentration
des extraits méthanoliques des deux plantes.

Afin de comparer le pouvoir inhibiteur des deux plantes étudiées, leurs valeurs d’ICsp,
définie comme étant la concentration de I’extrait méthanolique qui provoque une diminution

de I’activité enzymatique initiale a 50%, ont été déterminées dans les mémes conditions.
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Figure 13: Effet de la concentration de I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba(A)
et d’Artemisia compestris(B) sur la ’oxydation de la catéchol par la tyrosinase de Terfezia
leonis Tul. Les conditions d’essai : 30°C, 1.0 ml de milieu réactionnel contient 0.05 M
de tampon acétate de sodium (pH 7.0), 1 mM de catéchol, 10 mM SDS et 30 ul de I’extrait

brut de truffe. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais £ES.
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Sur les deux extraits méthanolique des plantes testées, 1’extrait méthanolique d’Artemisia
compestris est le plus puissant avec une ICsp de 1.18 mg/mL. Le second est I’extrait
méthanolique d’Artemisia herba alba avec une ICsy de 3.13 mg/mL,

2. Inhibition compétitive de I’activité catécholase de la tyrosinase de Terfezia leonis par
les extraits méthanoliques d’Artemisia herba alba et Artemisia compestris

Dans les conditions expérimentales utilisées, 1’oxydation de la catéchol par la tyrosinase
de truffe (Terfezia leonisTul.), suit une cinétique de Michaelis-Menten. Les cinétiques
d’inhibitions de I’activité catécholase de la tyrosinase de truffe par les extraits méthanoliques
d’Atemisia herba alba et Artemisia compestris ont été déterminées par 1’analyse

des représentations graphiques en double inverse de Lineweaver-Burk.
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Figure 14 : Les graphiques de Lineweaver-Burk de I’inhibition de ’activité catécholase
de la tyrosinase de truffe (Terfezia leonis Tul.) sur la catéchol par I’extrait méthanolique de
I’armoise commune (Artemisia herba alba). Concentrations de 1’extrait méthanolique sont : 0

(),0.8 (0), et 1.6 (¥) mg/mL. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais £ES.
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Figure 15: Les graphiques de Lineweaver-Burk de I’inhibition de I’activité catécholase
de la tyrosinase de truffe (Terfezia leonis Tul.) sur la catéchol par I’extrait méthanolique
de I’armoise champétre (Artemisia compestris). Concentrations de 1’extrait méthanolique
sont: 0 (e), 0.8 (o), et 1.6 (¥) mg/mL. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais
+ES.
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D’aprés les Figures (14) et (15), la représentation graphique de 1/Vo en fonction de 1/[S]
est un ensemble de courbes droites, de pentes différentes, qui se croisent I’une sur I’autre sur
I’axe des ordonnées.

Les valeurs du coefficient de régression linéaire (R?) sont comprises entre 0.973-1.000
(Tableau 1). Par consequent, nos données experimentales, ce sont parfaitement ajustées par
I’équation d’inhibition choisie.

La valeur de Vmax demeure constante tandis que, la valeur de K, augmente avec
I’augmentation de la concentration de I’extrait méthanolique. Ceci indique que, les extraits
méthanoliques d’Artemesia herba alba et Artemisia compestris sont considérés comme

des inhibiteurs compétitifs de 1’activité catécholase de la tyrosinase de truffe.

L’¢équation de Lineweaver-Burk pour I’inhibition compétitive s’écrit comme suit:

K, : constante de dissociation du complexe EI (mM) ; [I] : concentration d’inhibiteur (mM).
Les extraits méthanoliques de ces deux plantes sont riches en composés chimiques qui se
fixent uniqguement sur I'enzyme libre et non pas sur le complexe enzyme-substrat et
empéchent par conséquent la fixation de la catéchol ou 1’oxygene moléculaire sur le site actif
e ’enzyme.
La constante d’équilibre de fixation de I’inhibiteur sur I’enzyme libre, K, est obtenue
a partir de la représentation graphique de la constante de Michaelis-Menten apparente (Kn) en
fonction de la concentration de 1’extrait méthanolique. Comme c¢’est indiqué dans
le Tableau(1), les constantes d’inhibition (K;) pour Artemisia herba alba et Artemisia
compestris, utilisant la catéchol comme substrat sont respectivement, 0,74 mg/mL et 5,30
mg/mL. Ceci indique que I’affinité de la tyrosinase de truffe vis-a-vis de I’extrait

méthanolique d’Artemisia compestris est elevée par rapport a celle d’Artemisia herba alba.
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Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par d’autres chercheurs portant sur
I’inhibition de I’activité catécholase de la tryrosinase. (Wang et al. 2014) ont trouvé que
I’extrait méthanolique des racines de Flemingia philippinensis est un inhibiteur competitif
de la tyrosinase commerciale obtenu a partir du champignon comestible Agaricus bisporus

lorsque la catéchol est utilisée comme substrat.
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Tableau 1: Les valeurs des paramétres cinétiques, Type d’inhibition et d’ICsy de I’inhibition de la tyrosinase de Terfezia leonis par les extraits

méthanoliques d’ Artemisia herba halba et Artemisia campestris.

[Extrait
méthan- Vmax Km Kl IC50 e 4 en el
PLEE olique]  (umol/l/min)  (mM) (mg/ml) (mg/ml) Wyl R2
(mg/ml)
Artemisia herba 0 1’4010’21 0.973
o 0.8 370,07+1157  4.25+0.02  0,74+0,12 3.13+0.07 Compétitive 0.998
16 7.18+0.48 1.000
0 1.40+0,21 0,941
Artemisia 0.8 4,44+0,01 o 0,994
compestris 16 361,3440.74  17,01+1,06 >°0*067 1.18£0.05 Competitive 0.992
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Conclusion

La tyrosinase est parmi les facteurs responsables du brunissement de la truffe (Terfezia
leonis Tul.). Cette enzyme possede deux activités enzymatiques : activité crésolase et activité
catécholase. Le travail que nous avons entrepris dans le cadre de ce mémoire s’est focalisé en
particulier sur I’inhibition de ’activité catécholase de truffe par les extraits de deux plantes
locales du genre Artemisia.

L’extrait méthanolique d’Artemisia campestris inhibe fortement I’activité catécholase
de la tyrosinase de truffe par rapport a I’extrait d’Artemisia herba alba. L’¢tude cinétique
montre que les deux extraits se comportent comme des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis
de I’activité catécholase.

Il s’agit certainement des inhibiteurs de grande taille moléculaires comme les polyphénols
qui sont incapables de se fixer sur le site de fixation du substrat mais capables de se fixer sur
d’autres sites sur la molécule protéique de I’enzyme.

Les plantes étudiées contiennent des inhibiteurs naturels de la tyrosinase qui peuvent étre
utilisés d’une part dans le contr6le du brunissement enzymatique de la truffe et d’autre part en
cosmeétique contre I’hyperpigmentation de la peau.

Comme perspectives, il est envisageable de purifier et d’identifier le composé chimique

responsable de I’inhibition de la tyrosinase de truffe.
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