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Résumé

La recherche des principes actifs a partir des différentes sources font I'objet de plusieurs des
recherches scientifiques et médicales. A partir de cette perspective, nous avons testé 1’inhibition
de la lipase par plusieurs extraits naturel des plantes medicinales: Globularia alypum,
Teucrium polium, Ajuga iva, Juniperus oxycedrus, Juniperus phoenicea, des molécules
provenant d'une source synthétique : l'acide folique, febuxostat, I'acide ascorbique, l'acide
benzoique, I'acide citrique, lI'acide gallique, I'acide oxalique et les huiles essentielles : I'huile de
la menthe, I'huile de la Cannelle, I'huile de giroflier. Dans la premiere partie, nous avons estimé
la quantité des composes phénoliques et flavonoides dans ces extraits des plantes. Les résultats
ont montré que ces plantes contiennent une quantité considérée des composes phénoliques dont
les teneurs dans les extraits d’acétate d'éthyle varient entre 0,52 £ 0,04 mg/g et 1,87 + 0,07 mg/g
équivalent de l'acide gallique, pour les flavonoides, les teneurs dans les extraits d’acétate
d'éthyle varient entre 0,26 + 0,02 mg/g et 1,40 + 0,01 mg/g équivalent de la quercétine. Dans la
deuxiéme partie, nous avons étudié leurs effets inhibiteurs de l'activité de la lipase de Candida
rugosa, les résultats ont confirmé la capacité de ces plantes a inhiber I'enzyme avec des valeurs
varient de 1Cso de 1,33 £ 0,10 mg/ml a 2,50 £ 0,01 mg/ml, a I'exception de la plante Ajuga iva
qui ne posséde aucune activité inhibitrice. Les médicaments dérivés des composés naturels
avaient la meilleure activité inhibitrice, suivis par les huiles essentielles avec des valeurs de
ICso de 0,64 mg/ml & 1,78 mg/ml. Les acides organiques possédent une activité inhibitrice plus
faible que les autres molécules. Nous avons confirmé ces résultats avec les expériences in silico.
Le docking moléculaire a donné les mémes résultats que les études in vitro. Toutes les
molécules étudiées possedent la capacité d'inhiber les deux enzymes, sauf que la colchicine ne
présente aucune activité d'inhibition sur la lipase pancréatique humaine. Dans la derniére partie,
nous avons pu isolé une molécule a partir de J. phoenicea, et nous avons confirmé qu'elle a un

bon pouvoir d’inhiber la lipase de Candida rugosa avec une valeur de IC50=0,71 + 0,07 mg/ml.

Les mots clés : Juniperus phoenicea ; les huiles essentielles ; les composés phénoliques ;

inhibition ; lipase de Candida rugosa ; lipase pancreatique humaine; in vitro ; in silico.
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Abstract

The search for active components from different sources is the subject of many scientific and
medical researches. from this perspective, we proposed several molecules from a natural source:
the folic acid, febuxostat, ascorbic acid, benzoic acid, citric acid, gallic acid, oxalic acid, and
essential oils: mint oil, cinnamon oil, clove oil, and medicinal plants: Globularia alypum,
Teucrium polium, Ajuga iva, Juniperus oxycedrus, Juniperus phoenicea, in the first part we
estimated the amount of phenolic compounds and flavonoids in these plants. The results showed
that these plants contain a considered amount of phenolic compounds whose contents in ethyl
acetate extracts vary between 0,52 £ 0,04 mg / g and 1,87 = 0,07 mg / g equivalent of gallic
acid, in the case of flavonoids, the levels in the extracts of ethyl acetate extracts vary between
0,26 + 0,02 mg/gand 1,40 = 0,01 mg / g equivalent of quercetin. In the second part, we studied
its inhibitory effect on the activity of bacterial lipase, the results confirmed the capacity of these
plants to inhibit the enzyme with a value of 1Cs 1,33 £ 0,10 mg / ml and 2,50 + 0,01 mg / ml,
with the exception of Ajuga iva which has no inhibitory activity. We investigated the inhibitory
effect of other molecules on Candida rugosa lipase. Drugs derived from natural compounds
had the best inhibitory activity, followed by essential oils with an 1Cso value of 0,64 mg / ml to
1,78 mg / ml. Organic acids have lower inhibitory activity than other molecules. We confirmed
these results with in silico experiments. molecular docking gave the same results as in vitro
studies. All the molecules studied have the ability to inhibit both enzymes, except that the
colchicine has no inhibitory activity on human pancreatic lipase, in the end we have isolated a
molecule from J. phoenicea, and we have confirmed that it has a good ability to inhibit Candida

rugosa lipase with a value of 0,71 + 0,07 mg / ml.

Keywords: Juniperus phoenicea; essential oils ; phenolic compounds; Inhibitory activity;

lipase of Candida rugosa; human pancreatic lipase; in vitro; in silico.
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| Introduction générale

De nombreux composés naturels dérivés des plantes ont montré leur activité biologique
(Neffati, et al. 2009). Les chercheurs essaient a trouver et a développer un traitement pour
prévenir l'obésité et a la traiter sans effets secondaires et sans danger pour une utilisation
prolongée, car les travaux se concentrent recemment sur la recherche dans les extraits végétaux

de produits chimiques naturels pour lutter contre les maladies (Jung, et al. 2012).

Les médicaments contre I'obésité utilisés actuellement réagissent de trois manieres
différentes, peuvent stimuler le métabolisme des lipides, réduisent la consommation d'aliments
par la manipulation (réduction) de l'appétit de I'individu envers ces aliments, ou limiter
I'absorption des lipides au niveau des intestins (Hasani-Ranjbar et al. 2009). Les inhibiteurs de
la lipase sont utilisés comme des medicaments pour traiter I'obésité et les probléemes d'acné
(Leticia, et al. 2012).

Les lipases sont des enzymes (EC 3.1.1.3) qui stimulent la dégradation des triglycérides
en acides gras et en glyceérol. Ils sont largement répandus dans les plantes, les animaux et les

microorganismes (Cygler et D. Schrag, 1997).

En biologie moléculaire, il existe un probléme vieux de plus d’un siécle qui n’a toujours
pas trouvé de solution optimale. Ce probleme, la modélisation par 1’amarrage ou docking
moléculaire, consiste & comprendre comment des molécules peuvent s’assembler spécialement
dans un complexe enzyme-inhibiteur. Les biologistes ont associé I’intelligence de I’humain a
la puissance de traitement des algorithmes au sein du processus de recherche. C’est avec la
réalité virtuelle que les biologistes acceédent a la manipulation des molécules avec ’aide de
logiciels de visualisation, de moteurs de simulations ou encore de périphériques d’interaction.
Puis, la complexité du docking moléculaire ameéne les biologistes a proposer des solutions

collaboratives (Simard, 2012 : in Benarous 2014).

Dans ce travail, nous essayerons d’apporter une contribution a la valorisation des
ressources végétales locales par une meilleure connaissance des données phytochimiques
relatives a ce patrimoine et par la mise en évidence des principes actifs issus du métabolisme
secondaire de ces plantes et I’évaluation de leurs pouvoirs inhibiteurs de 1’activité de la lipase
microbienne étudiée (de Candida rugosa). Ainsi I’application des médicaments connus pour

traiter certaines maladies a I’inhibition de la lipase avec quelques molécules synthétiques.

A travers cette étude, nous allons mettre en place une stratégie de recherche, en
commencant par le premier chapitre qui s’intéresse a 1’étude phytochimique de cinq plantes

locales appartenant a différentes familles botaniques a savoir: Globularia alypum, Teucrium
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polium, Ajuga iva, Juniperus oxycedrus, Juniperus phoenicea;et par la suite a I’extraction et le
dosage des différents métabolites extraits (composes phénoliques et flavonoides). Dans le
deuxiéme chapitre, nous étudions 1’effet inhibiteur de chaque extrait obtenu, ainsi des huiles
essentielles: huile de menthe, huile de la Cannelle, huile du giroflier, et des autres molécules
synthétiques : Acide folique, febuxostat, colchicine, acide ascorbique, acide benzoique, acide
citrique, acide gallique et acide oxalique sur la lipase microbienne de Candida rugosa. Dans le
troisieme chapitre, nous isolons et caractérisons par la combinaison des techniques
chromatographiques et spectroscopiques les molécules responsables de 1’effet inhibiteur de la
lipase de Candida rugosa. A I’aide de logiciels de traitement des structures, nous réalisons dans
le dernier chapitre le docking moléculaire des molécules inhibitrices dans les sites actifs des

deux lipases : celle de Candida rugosa et la lipase pancréatique humaine.

Nous rappelons que cette étude est une continuité des travaux précédents sur I’inhibition
de la lipase de Candida rugosa afin de traiter I’obésité, la candidose, 1’acné et 1’ulcére par des
extraits naturels et des molécules bioactives isolées, dans le laboratoire des sciences
fondamentales depuis 10 ans (Benarous 2006, Benarous 2010, Benarous et al. 2013,
Benguechoua et al. 2014, Nia et al. 2014, Benarous et al. 2015). Aucune étude n’a été réalisée
sur les effets des extraits des espéces : Globularia alypum, Teucrium polium, Ajuga iva,
Juniperus oxycedrus, Juniperus phoenicea sur I’activité enzymatique de la lipase microbienne
de Candida rugosa. Nous ajoutons que I'étude in silico sur les deux lipases avec ces ligands est

effectuée pour la premiere fois.
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| Chapitre Analyse phytochimique des Plantes étudiées

Rappels Bibliographiques
1. Plantes médicinales étudiees

1.1. Globularia alypum L
Nom commune local:

AR : «Tasselgha», «Aselgha», «Zerga»,«zeriga», «Chebra», «Ein larneb»; EN :Crown
friar - Shrubby Globularia ; FR : Globulaire buissonnante —Turbith - sene arabe, turbith, sene
de Provence (Quezel P., Santa S. 1963); (IUCN 2005); (Khlifi, et al. 2011); (Amessis-
Ouchemoukh, et al. 2014)(Bellakhdar, et al. 1991)

Synonyme :
o Alypum salicifolium « Globularia alypum subsp. murbeckii
o Alypum solandri  Globularia turbith
« Globularia alypum var. murbeckii « Globularia virgata
« Alypum monspeliensium « Globularia alypum subsp. alypum L.

( (Chappuis 2014); (A.Tela Botanica 2014) ; (MNHN 2017) ; (Roskov et al. 2017) ;
Hassler M. (2017).

Taxonomie:

Toutes classifications botaniques des plantes étudiées ont été obtenue a partir de
(MNHN 2017 : https://inpn.mnhn.fr).

Tableau 1. Classification botanique de Globularia alypum

CLASSIFICATION REPARTITION SYSTEMATIQUE
DOMAINE | Biota
REGNE | Plantae
SOUS-REGNE | Viridaeplantae
DIVISION | Magnoliophyta
CLASSE | Equisetopsida
SOUS-CLASSE | Magnoliidae
SUPER-ORDRE | Asteranae
ORDRE | Lamiales
FAMILLE | Plantaginaceae
GENRE | Globularia
ESPECE | Globularia alypum L.
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https://inpn.mnhn.fr/

| Chapitre Analyse phytochimique des Plantes étudiées

Description botanique

Figure 1. Les parties aériennes de la plante Globularia alypum. (Jean 2002)

Son nom Globularia fait référence a la forme globuleuse de I’inflorescence et le terme
alypum vient du grec alypon qui signifie calmer la douleur (Boutiti, et al. 2008). Les plantes
du genre Globularia sont vivaces arbustes rameux de 30 a 60 cm de hauteur, (Boussoualim
2014) (Boutiti, et al. 2008) (IUCN 2005) a tiges érigées (Quezel P., Santa S. 1963) a feuilles

alternes, dont les fleurs groupées en capitules plus ou moins globuleux entourés de bractées.

Les feuilles toutes éparses sur les rameaux, simples, sans Stipules (Quezel P. , Santa S.
1963) (IUCN 2005) coriaces, persistantes, glauques, de forme ovale ou oblongue, atténuées
en court pétiole et disposées le long et au sommet des tiges tres rameuses en buisson et
ordinairement dressées (Boussoualim 2014), entieres ou bi-tridentées, mucronées,

uninervées (A.Tela Botanica 2014) se terminant en une petite pointe (Boutiti, et al. 2008).

Les fleurs réunies en capitules denses a bractées ciliées (Boutiti, et al. 2008) atteignant prés
de 15 mm, disposées au sommet des tiges. Calice velu a 5 dents aigues. Elles ont une -
corolle & deux lévres (bilabiée), la supérieure bilobée souvent atrophiée, 1’inferieure
trilobée. Elles sont en général bleues, a quatre étamines a anthéres d’un bleu violacé
(Boutiti, et al. 2008) (Boussoualim 2014). Ovaire uniloculaire uniovulé. Rocailles,
garrigues. Ecailles du réceptacle et calices faiblement velus.

Fruits akéniens (Boutiti, et al. 2008)

La période de la floraison se situe en hiver au début du printemps (janvier a mars/avril).
(Boutiti, et al. 2008).
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Répartition géographique
Cette plante originaire de sud de I’Europe sur le pourtour méditerranéen (Albanie,
Baléares, Corse, France, Espagne, Italie, ex-Yougoslavie, Portugal, Sardaigne, Sicile) jusqu’en
Grece, Turquie (W-Anatolie), Crete, Turquie européenne), le nord d’Afrique: Libye, Tunisie,
Algérie, Tassili n'Ajjer, Tefedest, Maroc jusqu’au Sahara, Chad (Tibesti)) et I’Asie mineure
(Egypte, Arabie Saoudite) en forets, dans les terrains rocailleux (Boutiti, et al. 2008) (Roskov

etal. 2017) ; (Hassler M. 2017)

Toutes les figures de répartition des plantes étudiées ont été obtenue a partir de
(http://www.discoverlife.org/mp)

Figure 2. Répartition géographique de Globularia alypum
La composition chimique et Activités biologiques

La littérature mentionne 1’isolement et la caractérisation de plusieurs composés de genre
Globularia. Ce sont essentiellement des flavonoides (Apigénine, Luteolin), des polyphénols,
des tannins, des anthocyanines, lignan diglucoside, syringin, quatre phenylethanoids, p- acide
coumarique, et I’acide cinnamique (ES-SAFI, et al. 2006) (Boutiti, et al. 2008) (Zennaki, et al.
2009) (Khlifi, et al. 2011).

Utilisations traditionnelles et médicales

G. alypum s'utilise comme laxatif, agent hypoglycémiant, agent diurétique, cholagogue,
purgatif, sudorifique, antiseptique, antiacide. Elle utilise dans le traitement des furoncles, les
rhumatismes, l'arthrite, ulcéres, coliques, maux de téte, les hémorroides, la goutte, le diabéte,
la fievre typhoide, la fiévre intermittente, les maladies renales les maladies Cardiaques et
Vasculaires. G. alypum diminue des Lipides plasmatiques (Caldes et al. 1975, Bellakhdaret et
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al. 1991, Fehri et al. 1996, Elbetieha et al. 2000, bello et al. 2002, I'UICN 2005, Es-Safi et al.
2006, Boutiti et al. 2008, Zennaki et al. 2009, Khlifi et al. 2011, Amessis-Ouchemoukh et al.
2014). anti-inflammatoire (Djeridane et al. 2006), anti-microbienne (Elbetieha et al. 2000), anti-
tuberculose (Khlifi et al. 2011), antipaludiques (Fehri et al. 1996, Es-Safi et al., 2006), anti-
tumerous (Oran et al. 1999, Elbetieha et al. 2000), anti-leucémique, anti-cancérigene (bello et
al. 2002,2014), inhiber la formation d'embryons (Khlifi et al. 2011, Elbetieha et al., 2000). Et

ne rien aucun effet toxique des extraits de cette plante (Es-Safi et al., 2006).
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1.2. Teucrium polium L
Nom commun local :

Ar : Djaida, Dja’da ; Fr : Germandrée tomenteuse, Germandrée polium, Herbe de Marie ;
Eng : Ezovion, Felty Germander ; Spa : Poleo montano, Tomillo terrero. (Jean 2002),
(Quezel P., Santa S. 1963);

Synonyme
« Chamaedrys polium (L.) « Teucrium teuthrion Schreb.,
« Monochilon tomentosus Dulac « Teucrium tomentosum Lam.
« Teucrium commune Rouy « Teucrium virescens Pomel
« Teucrium polium var. gnaphalodes (A.Tela Botanica 2014)
Taxonomie

Tableau 2. Classification botanique de Teucrium polium

CLASSIFICATION REPARTITION SYSTEMATIQUE
DOMAINE | Biota
REGNE | Plantae
SOUS-REGNE | Viridaeplantae
DIVISION | Magnoliophyta
CLASSE | Equisetopsida
SOUS-CLASSE | Magnoliidae
SUPER-ORDRE | Asteranae
ORDRE | Lamiales
FAMILLE | Lamiaceae
GENRE | Teucrium
ESPECE | Teucrium polium L.

Description botanique

C'est une espece trés variable, possédant de nombreuses sous especes. C'est une plante
herbacée vivace a odeur poivrée par frottement. Les tiges sont de 10 a 30 cm de hauteur,
blanches tomenteuses portant des feuilles opposées sessiles, linéaires, lancéolées ou oblongues,
en coin et entieres a la base et a dents arrondies en haut. Ces feuilles, blanches-tomenteuses sur
les deux faces ont les bords enroulés. Les fleurs forment des inflorescences compactes
globuleuses ou ovoides serrées. Le calice brievement tomenteux, a des dents courtes, la
supérieure obtuse. Corolle a levre supeérieure tronquée et a lobes supeérieurs pubescents.
(Belmekki 2009 ; Rached 2009 ; Kerbouche 2010 ; Krache 2010 ; Djabou 2012 ; Bencheikh
2015 ; Bendif 2017)
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Figure 3. Les parties aériennes : les feuilles et les fleurs de la plante Teucrium polium (Jean 2002)
Répartition géographique

ou pouliot de montagne, est originaire du sud-ouest d'Asie, d'Europe et d'Afrique du nord,
Elle pousse dans les pelouses arides, les rocailles de basse altitude, collines et les déserts arides
(Abdollahi et al., 2003 : in Krache 2010).

Figure 4. Répartition géographique de Teucrium polium

Utilisations traditionnelles et médicales:

Les especes de Teucrium polium ont été employées en tants qu'herbes médicinales
pendant plus de 2000 ans comme diurétique, inotropique et chronotropique, tonique,
antipyrétique, cholagogue et anorexiques. Le feuillage de T. polium Iégerement poivré, était
couramment utilisé pour relever les salades ou parfumer les fromages de chevres. Une infusion

des feuilles et des fleurs était ainsi consommée comme boisson régénératrice.
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En médecine traditionnelle, cette espéce est employée comme analgésique,
antispasmodique et hypolipidémique. Cette plante peut avoir quelques intéréts d'ordre
cliniques: cas de désordres stomacaux (Dehghani et al., 2005; Kaileh et al., 2007 : in Krache
2010) et gastro-intestinaux tels que la colite. Ces résultats le soutiennent également pour

son emploi folklorique pour soulager ces douleurs (Abdollahi et al., 2003 : in Krache 2010).

L’utilisation de I’extrait éthanolique de T. polium sur des milieux de culture de
Saccharomyces, in vitro,a mené a diminuer le taux des acides gras et bloguent
la peroxydation au niveau des érythrocytes, ainsi il a montré des effets antibactériens
et antifongiques. Cette plante est largement distribuée comme agent hypoglycémiant. Sa
décoction dispose un effet hypoglycémiant chez les rats normoglycémiques par rapport
aux modeles hyperglycémiques induits par le streptozotocine (Gharaibehet al., 1988 :in:
Bendif 2017) ( Shahraki et al., 2006 : in Krache 2010). Cependant, des épreuves de slreté sont
exigées pour confirmer son action hypoglycémiante.

Données pharmacologiques

Plusieurs recherches ont démontré certains effets pharmacologiques attachés a
I’utilisation de Germandrée tomenteuse, parmi lesquelles on invoque 1’action antibactérienne,
anti-inflammatoire, anti-ulcerogene, anti-nociceptive, antispasmodique, antidiabétique,
diurétique, hypolipidémique, antifongique, antagoniste du calcium et cytotoxique (Autore et
al., 1984; Suleiman et al., 1988; Abdollahi et al., 2003;Esmaeili et Yazdanparast, 2004 : in
Krache 2010).

Récemment, quelques rapports dans la littérature dévoilent des effets antioxydants des
extraits bruts de T.polium (Ljubuncicet al., 2006 in : Bendif 2017). Par conséquent, d'autres
investigations sont nécessaires maintenant pour élucider le mécanisme de l'action
pharmacologique et identifier les composants bioactifs responsables de telles actions afin
d'expliquer leur efficacité thérapeutique.

Mémoire de Magister 12



| Chapitre Analyse phytochimique des Plantes étudiées

1.3. Ajuga iva

Nom commune local

Ar : Chendgoura, Shandgoura, Touf et-toulba; Fr : Ivette musquee, Bugle ivette; Eng : Bugle
iva, Herb ivy, Musky bugle . (Quezel P., Santa S. 1963); (Jean 2002) ; (IUCN 2005).

Synonyme

« Abiga cistifolia St.-Lag « Moscharia asperifolia Forssk

« Ajuga moschata Schreb. « Moscharia forsskalii J.F.Gmel

« Bugula moschata Bubani o Teucriumiva L

« Bulgaiva (L.) Kuntze « Teucrium moschatum Lam.

« Moscharia arabica Vitman o Teucrium moschatum Mill

(A.Tela Botanica 2014)

Taxonomie

Tableau 3. Classification botanique de Ajuga iva

CLASSIFICATION

REPARTITION SYSTEMATIQUE

DOMAINE
REGNE
SOUS-REGNE

DIVISION
CLASSE
SOUS-CLASSE
SUPER-ORDRE
ORDRE
FAMILLE
GENRE
ESPECE

Description botanique

Biota

Plantae
Viridaeplantae
Magnoliophyta
Equisetopsida
Magnoliidae
Asteranae
Lamiales
Lamiaceae
Ajuga
AjugaivalL.

Figure 5. Les parties aériennes : les feuilles et les fleurs de la plante Ajuga iva (Jean 2002)
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L’ivette est une petite plante vivace aromatique, de golt amer, et a odeur de musc, de 5
a20 cm de long, a tiges vertes rampantes et velues, a feuilles vertes de 14 a 25 mm de longueur,
linéaires, denses et couvertes de duvets. Les fleurs sont violettes, roses, ou jaunes, de 20 mm
de longueur ; la levre supérieure de la corolle est réduite ou absente et la lévre inférieure est
divisée en trois lobes velus. Les lobes latéraux sont petits, alors que le lobe central est
relativement plus large décoré dans sa base par un axe central jaunatre. (Rached 2009 ;
Boudjelal 2013 ; Bechiri-abbes 2016 ;Bendif 2017)

Répartition géographique

L’ivette se développe dans le sol profond des terres friches, dans la période étendue du
printemps jusqu'a la fin de I’été. Cette plante est largement distribuée dans les régions arides
d’Europe, d’Asie, d’Australie et d’ Afrique (Elle est trés répandue dans les pelouses et les foréts

du tell algeérien).

Figure 6. Répartition géographique de la plante Ajuga iva

La composition chimique et Activités biologiques

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins. Elle contient aussi des anthocyanes et d’autres substances en particulier
I’ajugarine. Les études phytochimiques ont montré que I’ivette contient aussi des ecdystéroides,

des diterpénoides, des iridoides et des saponosides (Boudjelal 2013 ; Bendif 2017).
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Utilisation traditionnelle et propriétés pharmaceutiques

Des études pharmacologiques ont montré que cette plante a des propriétés antiulcéreuse,
hypoglycémiante, anti-inflammatoire, antihelminthique, antibactérienne, antispasmodique,
diurétique, antimalarique. Elle est indiquée également pour les troubles intestinaux, contre le
froid, les maux de téte et les maux de dents et comme cicatrisant (Boudjelal 2013 ;Bendif
2017).
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1.4. Juniperus oxycedrus

Nom commun local

Ar : Taga, taka, tiqqi; Fr : Oxycedre, Cade, genevrier oxycedre, cadier; Eng : prickly cedar,

medlar tree, juniper bush, juniper bark, juniper berry, sharp cedar (Quezel P., Santa S. 1963);

(Jean 2002) ; (IUCN 2005).

Synonymie

« Juniperus glauca Salisb

Taxonomie

(A.Tela Botanica 2014)

Tableau 4. Classification botanique de Juniperus oxycedrus

CLASSIFICATION

REPARTITION SYSTEMATIQUE

DOMAINE
REGNE
SOUS-REGNE
DIVISION
CLASSE
SOUS-CLASSE
ORDRE
FAMILLE
GENRE
ESPECE

Description botanique

Biota

Plantae

Viridaeplantae
Magnoliophyta
Equisetopsida

Pinidae

Cupressales
Cupressaceae
Juniperus

Juniperus oxycedrus L.

Figure 7. Les parties aériennes de la plante Juniperus oxycedrus (Jean 2002)
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Juniperus oxycedrus est un petit arbre ou arbuste de 10 a 15m d'hauteur, a bourgeons
écailleux, a ramules obtusément triangulaires; feuilles tres étalées, verticillées par 3 et disposées
sur 6 rang, toutes linéaires en aléne a pointe fine et piquante, articulées, non décurrentes,
marquées de deux sillons blanchéatres séparées par la nervure médiane en dessous, a carene
obtuse et non sillonnées en dessous; fleurs dioiques; fruits rouges et luisants a la maturité,
subglobuleux, assez gros (8-10 mm), dépassés ou égalés par les feuilles. (Mohammed 2010 ;
Siboukeur 2013 ; Abbassen 2015 ;Bouyahyaoui 2017)

Répartition géographique

Juniperus oxycedrus est thermophile qui vit a I'état natif dans la région méditerranéenne,
autour de la mer noire et le moyen-orient. Il pousse dans les régions secs des cotes et les terrains
bas sous les conditions du climat de la méditerranée. Mais il est également trouvé dans les
élévations supérieures dans les foréts humides avec un environnement plus continental. Il est
convenable comme un arbuste ornemental; des huiles essentielles peuvent étre extraites et
utilisées pour des fins thérapeutiques. Le "juniper"” est abondant et ses populations sont stables.
(Mohammed 2010 ; Siboukeur 2013 ; Abbassen 2015 ;Bouyahyaoui 2017).

Figure 8. Répartition de Juniperus oxycedrus

Juniper est natif dans la région méditarniéne, qui se distribue du Maroc et le Portugal a
Liban, Syrie et I'lrag. 1l existe 4 sous-especes acceptées : Juniperus oxycedrus subsp. oxycedrus
est la plus répandu dans les terrains intérieurs et également au cotes. Juniperus oxycedrus subsp.
macrocarpa généralement aux cotes de la méditerranée et la mer noire. Juniperus oxycedrus
subsp. badia au nord de I'Algérie et la péninsule ibérique. Juniperus oxycedrus subsp.

transtagana dans les terrains bas et les cotes du -Portugal central et le sud-ouest de I'Espagne.
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La composition chimique et Activités biologiques

La plante est constitué des flavonoides, flavones, terpenoides, monoterpenoides,
sesquiterpenoides, huile volatile, resine, tannine et extractive (Acide acétique, acide
pyroligneous, acetone, methanol, etc.). Les feuilles contiennent des terpenoides,
monoterpenoides et un acide gras: sabinique. Les huiles de la feuille étaient généralement
composées de l'a-pinene (40-57%) et I'oxyde manoyl (5-10%). L'infructescence et fruits

contiennent : des terpenoides, sesquiterpenoides, monoterpenoides and diterpenoides.

L'huile de Cade contient des phénols 17 a 26% (généralement guaiacol presque 12%),
cadinene (sesquiter-penoide), carburs et un alcool (cardinol). Le composant principal du
Juniperus Oxycedrus Tar est la cadinene, un sesquiterpene, mais on trouve également la crésol
et guaiacol. Les huiles de baies immatures sont dominées par I' a-pinéne (65%) avec des taux
moderés de myrcene, limonene, germacrene D ou gamma-murolene. Elles peuvent ainsi
contenir de canfene, junene, terpinole et cadinene. (Mohammed 2010 ; Siboukeur 2013 ;
Abbassen 2015 ;Bouyahyaoui 2017)

Importance et usage:

Les huiles essentielles sont extraites des branches et des feuilles par la distillation
destructive, en particulier en France et en Turquie. Cette huile de cade est utilisée pour des fins
médicales, pour la préparation de I'huile empyreumatique comme exemple. Elle possede de
propriétés antiseptiques et antiparasitaires. L'huile essentielle rectifiée est ainsi utilisée comme
parfum dans les savons, détergents, crémes, lotions. (Mohammed 2010 ; Siboukeur 2013 ;
Abbassen 2015 ;Bouyahyaoui 2017)

Mémoire de Magister 18



| Chapitre Analyse phytochimique des Plantes étudiées

1.5. Juniperus phoenicea
Nom commun local

Ar : Araar; Fr : Genévrier de Phénicie; Eng : Phoenician juniper. (Quezel P., Santa S. 1963);
(Jean 2002) ; (IUCN 2005).

Synonyme
Aucune synonymie (A.Tela Botanica 2014)

Taxonomie

Tableau 5. Classification botanique de Juniperus phoenicea

CLASSIFICATION REPARTITION SYSTEMATIQUE
DOMAINE | Biota
REGNE | Plantae
SOUS-REGNE | Viridaeplantae
DIVISION | Magnoliophyta
CLASSE | Equisetopsida
SOUS-CLASSE | Pinidae
ORDRE | Cupressales
FAMILLE | Cupressaceae
GENRE | Juniperus
ESPECE | Juniperus poenicea L.

Description botanique

i .1;:4‘&{‘ NG 5
o

Figure 9. Les parties aériennes de la plante Juniperus phoenicea (Jean 2002)
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C’est un arbuste a feuilles persistantes de 4 a 8§ métres d'hauteur, il posséde des rameaux
épais, gris brun, couverts de feuilles en aiguilles bleutées avec des raies blanches,
squamiformes, fortement appliquées sur les rameaux, généralement en 4 rangs, longues et
larges de Imm environ. Les feuilles ont une extrémité obtuse et une glande dorsale, il n’y a pas
de bourgeons apparents. Le tronc est droit, 1’écorce gris rose, se détache en laniéres. Le systéme
racinaire est profond. Les fleurs males, petites, sont situées a I’extrémité des rameaux. Les fleurs
femelles, également petites, sont globuleuses avec des écailles opposées, soudées a la base.
Juniperus phoenicea caractérisés par des petits fruits rouges a marrons qui est formé d'écailles
soudées, opposées en croix, de 8 & 15mm. Les écailles sont charnues. La pulpe est jaune,
fibreuse et résineuse. Le fruit contient de quatre a neuf graines, ovales aux extrémités aigues
avec une enveloppe dure qui retarde la germination. (Rached 2009 ;Kerbouche 2010 ;
Mohammed 2010; Bouyahyaoui 2017)

Répartition géographique

Se trouve dans des populations isolées autour de la méditerranée du Portugal aux cétes
de I'Atlantique, sur les falaises et les dunes cotieres, et méme sur les montagnes de moins de
2400m d'hauteur. Il peut pousser dans les terrains de sable ou de roches. En Afrique du Nord,
I'espéce couvrait 450 000 ha, dont 290 000 ha en Algérie, 1 52 000 ha au Maroc et 8 000 ha en
Tunisie. 1l se développe également en Cyrénaique. Mondial: on la trouve des Tles de Madére a
I'Arabie ; (IUCN 2005);

Figure 10. Répartition géographique de Juniperus phoenicea

Utilisations traditionnelles :

Cette espéce est trés utilisée en médecine traditionnelle. Les feuilles sont utilisées sous
forme de décoction comme hypoglycémiantes, anti-diarrhéiques, antirhumatismales et
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antiseptiques et pour traiter les maladies broncho-pulmonaires, urinaires et gastriques. Les fruits
peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abcés (Rached 2009) La baie de genévrier est
traditionnellement utilisée pour favoriser la digestion grace a ses propriétés tonique et apéritive.
(Kerbouche 2010)
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2. Métabolites secondaires :

Les métabolites sont des composants organiques d’origine naturelle, produits par les
plantes. Ils sont devisés en deux classes, les métabolites inclus dans les réactions métaboliques
primaires et qui sont issue des acides carboxyliques simples, acides aminés, glucides, protéines
et des acides nucléaires. Ces composants sont considérés comme les curseurs des molécules qui
sont entierement la deuxieme classe des métabolites secondaires)Abed 2007( , La figure montre

la relation entre le métabolisme primaire et secondaire (figure 10).

E

Erythrose-4-
phosohate

h

v

shikimate |

Phospho-énol
pyruvate

Flavonoides

Tanins...

SHIKIMATES

L

Cinnamates
Lignanes
Coumarines
Quinones

Protéines

Anthocyanosides

e

Photosynthése MD"[_:_' olig:,
| polysides
Glucose | 4
I L J
Hétérosides

Phénols, quinones,

polynies, lipides,

acides gras

—-| Polyacétates

Alcaloides  +

Terpénes et
stéroides

| Saponosides
: Cardénclides
| Caroténes

Huiles essentielles
Sesqui-, diterpénes

Figure 11. La relation entre métabolisme primaire et métabolisme secondaire (Abed 2007)
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2.1.Composants phénoliques :

Molécules naturelles issues du métabolisme secondaire. Les phénols sont connus comme
les molécules qui possédent un groupement hydroxyle liées directement a un cycle aromatique
de type benzene, le phénol (figure 12) constitue la structure fondamentale de tous les
composants phénoliques (Vermerris et Nicholson 2006), ces derniers regroupent un grand
groupe de molécules dérivees de la phénylalanine et la tyrosine (figure 12) (Naczk et Shahidi
2004), qui possédes des fonctions diverses et qui interviennent dans les différents fonctions des
plantes comme la croissance, développement, et la défense. Les composants phénoliques
regroupent ainsi les molécules que la plante produit destinées a la défense contre les insectes,
champignons, bactéries, et virus, les molécules de signal, pigments, et arbmes qui peuvent

attirer ou repousser les autres organismes vivants. (Vermerris et Nicholson 2006)

OH

Figure 12. Structure chimique du phénol

Les composants phénoliques sont produits dans les plantes pendant leur développement
(Naczk et Shahidi 2004), comme réponse au stress environnemental et fonctionnel comme
I’exposition aux facteurs pathogénes, attaque des insectes, les rayonnements UV et les
blessures, (Naczk et Shahidi 2004) (Khoddami, Wilkes et Roberts 2013) (Benarous 2014), par
exemple : la production de I’isoflavone et d’autres flavonoides, sous 1’effet de I’infection ou
des blessures, ou sous I’effet du stress de la diminution de la température ou les nutriments.

(Sajewicz, et al. 2012)

Mémoire de Magister 23



| Chapitre Analyse phytochimique des Plantes étudiées

Phenylalanine
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Figure 13. Production des phenylpropanoids a partir de la phénylalanine (Naczk et Shahidi 2004)

Ces composants se trouvent fréquemment sous forme d’ester ou glucosides et moins libre.

(Vermerris et Nicholson 2006)
On peut les deviser en plusieurs classes (figure 13) en se basant sur des criteres comme :

- La complexité de la structure de base

- Le degré de la modification sur la structure de base
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- Les liaisons possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules. (Benarous

2010)

— Tanins hydrolysables

m Tanins —

— Tanins condensés

Stilbénes

— Dérivés benzéniques

Phénols simples Dérivés hydroxybenzoiques

Coumarins Dérivés de I'acide hydroxycinnamiques

— Flavone

— Flavanonol

Composés phénoliques
|

- Flavonols

— Flavanones

Flavonoides [+

— Isoflavones

- Chalcones

— Aurones

— Anthocyanes

Figure 14. Classification générale des composés phénoliques (Naczk et Shahidi 2004) (Vermerris
et Nicholson 2006)(Benarous2010) (Khoddami, Wilkes et Roberts 2013)

2.2.Les flavonoides :

Les flavonoides constituent la plus grande classe des composés phénoliques de la régne végétale
(Khoddami, Wilkes et Roberts 2013)(El-taouil 2009), car elle représente deux tiers de ces
composants (Robbins 2003), on a identifié prés de 9000 structures (Williams et Grayer 2004),
leur structure chimique est dérivé d’un noyau Flavan (Benguerba 2008)(El-taouil 2009) (figure
14) qui se construit de deux cycles benzene A et B liés par un cycle hétérogene C, dans laquelle
il existe 3 atomes de carbone (Vermerris et Nicholson 2006) (Marin, et al. 2015))Benmerache
2011(
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Figure 15. Structure générale des flavonoides
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Matériel et Méthodes

1. Matériel végétal

Le matériel végétal a été récolté dans différentes régions de la wilaya de Djelfa en Mars-
Mai 2016, la figure 15 montre les regions et le tableau 7 donne leurs informations
géographiques. Les plantes ont été identifiées par notre part, la partie utilisée de la plante a été
séchée a une température ambiante, puis broyée pour obtenir une poudre fine, qui a été

conservée jusqu’au jour de I'utilisation.

Tableau 6. Les parties utilisées des plantes et leur informations géographique, lieu de récolte.

Plante Partie utilisée Lieu de récolte  Latitude Longitude Altitude
Globularia alypum Feuilles Haouas 34.697 3.152 1186 m
Teucrium polium Parties aériennes Djelfa 34.695 3.243 1152 m
Ajuga iva Parties aériennes Ain Fekka 35.417 3.640 835 m
Juniperus oxycedrus  Feuilles epineuses Dar Chiokh 34.940 3.443 1232 m
Juniperus phoenicea Feuilles Chikh bakhti 35.346 3.482 991 m

Source des données géographiques :http://www.coordonnees-gps.fr

Figure 16. Les régions de la récolte
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2. Extraction des composés du composées phénoliques :
L’extraction a été réalisée en deux étapes :
2.1. La délipidation et la dépigmentation :

Les graisses et pigments ont été extraits par 1’hexane, pour se débarrasser. On a utilisé
25¢ de la poudre fine du matériel végétal qui a été macérée dans 100ml de 1’hexane pendant

24h et filtrée, et I’hexane a été évapore, et le rendement de 1’échantillon sec a été calculé.
2.2. Extraction des composées phénoliques :

La poudre restante apres la filtration, a été macérée dans 100ml de I’acétate d’éthyle,
laissée pendant 24h et filtrée et séchée en utilisant le rota vapeur et le rendement en matiére

seche a été calculée.

3. Dosage et quantification des métabolites secondaire :

3.1. Dosage des phénols totaux :

Ce dosage est basé sur une technique dont la quelle on utilise le réactif de Folin-Ciocalteu
proposé en 1965 par Singleton et Rossi. Qui est devenu largement utilisé pour doser les phénols
dans les extraits végétaux. L’évaluation quantitative des phénols est réalisée par un

spectrophotometre I’UV-visible (Benarous 2014).

Principe : le principe de cette technique proposée par Singleton et Rossi en 1965 par le réactif
coloré Folin-Ciocalteu, se base sur la coloration en bleue issue de sa réduction par les phénols
existants dans ’extrait, deux couleurs sont issues : Blue de tungsténe (WgO23), et le bleu de
Molybdéne (Mo0gO23), I’absorption est mesurée a 760nm. L’indicateur est composé par un
mélange de 1’acide phosphotungestique (H3PW12040), et 1’acide phosphomolybdique
(H3sPMo012040). On a utilisé 1’acide gallique comme phénol standard pour réaliser la courbe

d’étalonnage (Benarous 2014).

Protocole : Pour réaliser la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, une série de solution de
concentration croissante de I’acide gallique est préparée. 250l de réactif Folin-Ciocalteu 10%,
ajoutée a 50ul de chaque solution diluée de I’acide gallique ou I’extrait végétal dilué de
concentration pondéral 2 mg/ml. aprés 2 minutes, 1 ml de bicarbonate de sodium (Na2Casz) 4%
est ajoutée. Le mélange est conservé a I’obscurité et a température ambiante pour une durée de
30 minutes. L’absorbance est donc mesurée pour chaque échantillon & 760nm par un

spectrophotomeétre UV-visible de type Shimadzu 1800.
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3.2. Dosage des flavones et flavonols :

Principe : Ce dosage est basé sur la technique modifiée par Lamaison et Carnat (1991), qui
utilise le trichlorure d’aluminium comme réactif (Quettier-Deleu, 2000 : in Banarous 2014). Le
trichlorure d’aluminium forme un complexe stable avec un groupement carbonyle C4 Et les
groupements hydroxyles C3 et C5 des flavones et flavonols, et composants non stables avec
des groupement dihydroxyles ortho du cycle A ou B des flavonoides (Mabry et al., 1970) : in
Benarous 2014). La couleur de ce complexe est jaune, la meilleure absorbance est a 430nm. La

quercétine est utilisé comme étalon pour réaliser la courbe d’étalonnage (Benarous 2014).

Protocole : On a ajouté 500ul de chaque échantillon diluée de la solution étalon, ou I’extrait
vegetal dilué (0,2mg/ml) a 500pl de trichlorure d’aluminium 2% AICI3 puis, les échantillons
sont conserves a I’obscurité a température ambiante a 25°C. Aprés 15 minutes, 1’absorbance de
chaque échantillon est lue en utilisant le spectrophotometre UV-visible de type Shimadzu 1800

a une longueur d’onde de 430nm.
4. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les analyses sur couche mince sont réalisées sur des plaques d’aluminium Silica gel 60
F254 . Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’éluant.
la phase mobile est constituée d’un mélange tertiaire de solvants AcOEt/MeOH/H20
(10:1.35:1). L’observation des CCM s’effectue en lumiére visible et sous UV (254 et 366 nm),

avant et apres révélation par le réactif AICIs. (Lhuillier 2007)

Distance entre 1'origine et la tache du produit

~ Distance entre I'origine et le front du solvant
5. Etude statistique :

Tous les essais ont eté répétes trois fois. Les résultats ont été exprimes par une moyenne

avec un écart-type p=3 pour chaque cas et calculés par le logiciel Microsoft Office Excel 2016.
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Résultats et discussion
1. Extraction des métabolites secondaires

Les résultats de I'extraction sont montrés dans le tableau 8

Tableau 7. la masse et la teneur de chaque extrait végétal

Plante Extrait masse (g) Teneur (%)
G. Alypum e 0343 L
T. Polium Ac't'g)fEt 8:?2; §j8%§
A iva N 0472 e
J. oxycedrus AC"_'g)fEt 8:2%; 1:;;';'
J. phoenicea o 8:;?2 5:2(1)3

Le tableau 7 montre que le rendement est compris entre 1,2% et 3,07% dans les différents
extraits des plantes. Bien que le rendement des extraits soit faible dans les 10 extraits, mais
celles d’hexane sont élevés pour chacune des plantes : Globularia alypum, Teucrium polium par
rapport aux extraits d'acétate d'éthyle (Et-O-AC) pour la méme plante. Alors, I'hexane fait
extraire des composés non-polaires, comme les lipides, les pigments végétaux, les terpenes et
certains métabolites secondaires non polaires et a faible polarité, pour sa nature non polaire
(Benarous 2014). Nous notons également que le rendement le plus élevé dans les extraits
d'acétate d'éthyle est celui de la plante Teucrium polium avec un pourcentage de 3,07% ; En ce
qui concerne I'extrait d'hexane, le rendement des feuilles de la plante Juniperus oxycedrus est
le plus élevé parmi les extraits d'hexane d'un pourcentage de 1,2%. En comparant les résultats
de I'étude avec les résultats des chercheurs de différentes régions, il y a une différence dans la
rentabilité des extraits pour la méme plante. L'extrait d'acétate d'éthyle pour la plante étudiée
Ajuga iva est de 1,88% plus élevé que l'extrait d'acétate d'éthyle du méme type étudié par
(Baghiani, et al. 2011) qui a été estimé a 0,89% et inférieur aux extraits d'éthanol de (Bouyahya,
et al. 2016) estimés a 14,62%. Ces différences de rentabilité du metabolites s'expliquent par la
méthode d'extraction et le type de solution utilisée, ainsi que la date et la région de récolte des
plantes. Dont les facteurs externes affectent le type, la qualité et la quantité des métabolites de

la plante.
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2. Dosage et quantification des composés phénoliques et des flavonoides

Le dosage des composes phénoliques et des flavonoides pour chaque extrait végetal était
basé sur les courbes d’étalonnage réalisées par les deux standards : I'acide gallique et la
quercétine, qui sont présentées dans la figure 16. Les résultats sont exprimés en nombre de
milligrammes d'acide gallique par gramme de poids de plante séche pour les phénols. Et en mg
de quercétine par gramme de poids de plante séche pour les flavonoides. Chaque point de la

courbe représente la moyenne arithmétique de 3 mesures técart-type (M + SD).

PR Acide gallique . 2 04 Quercétine
< R%=0,9937 < 0357 p2_pggas
1,5 03 -
0,25
1 . 0,2
0,15
05 o 0,1 - -
0,05 b
0 0 ; ; ; )
0 02 0.4 0.6 02 ] 0,002 0,004 0,006 0,008
C (mg/ml) C (mgfml)

Figure 17. Les courbes d’étalonnage réalisé avec : la quercétine (a droite), acide gallique (a gauche)
Le tableau 8 montre les résultats de la quantification des phénols totaux et des flavonoides

présents dans les extraits d’acétate d’éthyle de chaque plante.

Tableau 8. Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides des extraits

Plante Phe tot (mg/g GAE) Fv tot (mg/g QE)
G. Alypum 1,26 £ 0,06 0,57 +£0,02
T. Polium 1,87 £0,07 0,40 + 0,06
A.iva 0,52 +0,04 0,26 + 0,02
J. oxycedrus 1,42 +0,13 1,40 £ 0,01
J. phoenicea 1,61 +0,03 0,47 £ 0,08

La plus grande quantité des phénols a été trouvée dans les extraits d'acétate d'éthyle de
Teucrium polium avec 1,87 mg / g EAG, puis I'extrait de Juniperus phoenicea avec 1,61 mg /
0.EAG et la plus faible quantité est pour I'Ajuga iva qui est estimé a 0,52 mg / g.EAG. Pour les

Mémoire de Magister 31



| Chapitre Analyse phytochimique des Plantes étudiées

flavonoides la quantité la plus élevés est dans les extraits de Juniperus oxycedrus avec 98,59%
des phénols totaux dans la méme plante, tandis que Globularia alypum, Teucrium polium,
Juniperus phoenicea contient des quantités proches de flavonoides allant de 0,4 a 0,57 mg / g.

Et la plus faible quantité a été enregistrée dans les extraits d'Ajuga iva avec une quantité de 0,26
mg/g QE.

Ces résultats different des résultats obtenus dans les références indiquées dans le tableau
9, qui sont différents également entre eux. Avec la valeur la plus élevée de phénols dans les
extraits de l'acétate d'éthyle des plantes Teucrium polium avec une valeur de 268,2 mg/ g (selon
les expériences de (Ardestani et Yazdanparast 2007) ce qui est différent des résultats de
(Djeridane, et al. 2006) Estimé a 4,92 mg / g, et qui est proche de celles de (Esmaeili, Zohari et
Sadeghi 2009), estimés a 257,23 mg / g. Alors que les résultats de cette étude étaient inférieurs
aux trois cas avec 1,87 mg / g.EAG. La méme observation est enregistrée pour les flavonoides,
dont les résultats de (Ardestani et Yazdanparast 2007) et (Esmaeili, Zohari et Sadeghi 2009) ont
été les plus élevés avec 197,4 et 189,74 mg / gEQ, respectivement, et les résultats de (Djeridane,

et al. 2006) sont estimés a 4,69 mg / gEQ, plus que les résultats de cette étude estimés a 0,4 mg
I9EQ.

En ce qui concerne la plante Ajuga iva, les concentrations les plus élevées d'extrait
d'acétate d’éthyle dans le méme échantillon étaient de 49,75 mg / g.EAG, selon (Bouyahya, et
al. 2016), et 42 mg / g.EAG, selon (Baghiani, et al. 2011). Chez (Djeridane, et al. 2006), il a été
estimé a 4,39 mg /g.EAG est faible par rapport aux résultats ci-dessus, mais supérieurs aux
résultats obtenus dans cette étude et qui est estimé a 0,52 mg / g.EAG. La méme observation a

été enregistrée pour les flavonoides par les mémes chercheurs dans la méme étude.

Les résultats de cette étude montrent que la quantité des phénols est également faible dans
I’extraits d'acétate d’éthyle de la plante Globularia alypum par rapport au travail de (Djeridane,
et al. 2006) (21,54 mg / g EAG) et le travail de (Chogran, et al. 2012) (22,3 mg/ g EAG) ; les
résultats des deux études sont proches mais ils sont differents de ceux obtenus dans ce travail.
Nous notons que le contenu des fleurs GA est tres faible par rapport aux contenus des feuilles

en flavonoides et qui est estimé a 1,55 mg / g EAG selon le travail de (Chogran, et al. 2012).

La quantité de phénols et de flavonoides est faible dans I'extrait de Juniperus oxycedrus
obtenu dans cette étude et elle estimée a 1,42 mg / g.EAG et a 1,40 mg/ g. EQ, respectivement.
Et ces valeurs sont moins que les résultats obtenus par (Djeridane, et al. 2006) qui était estimés

a 12,6 mg/g. EAG et 3,4 mg/g. EQ, respectivement. Alors que dans le Juniperus phoenicea,
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(Keskes, et al. 2014) ont trouvé des quantités élevées des phénols dans les extraits d'hexane,
d'acétate d'éthyle et de méthanol, estimés a 162,3, 180,8 et 265 mg / g.EAG, respectivement,
ainsi que des quantites élevées de flavonoides dans les mémes extraits, estimés a 96, 104 et 176
mg/ g. EQ, respectivement. Ces résultats sont plus élevés par rapport aux résultats obtenus dans
cette étude, qui sont estimés a 1,61 mg / g.EAG pour les phénols et 0,47 mg / g.EQ pour les

flavonoides.

Lors de la comparaison de la quantité des phénols dans les plantes étudiées : Juniperus
phoenicea et Juniperus oxycedrus, avec des plantes appartenant a la méme famille étudiées par
des recherches antérieures, nous avons constaté que la quantité des flavonoides obtenue est
élevée, estimée a 1,4 et 0,47 mg/ g.EQ chez la plante Juniperus oxycedrus et la plante Juniperus
phoenicea, respectivement. Par rapport a celles trouvées pour ces plantes : Cupressocyparis x
leylandii et Juniperus drufacea Labill, 0,24 et 0,007 mg /g.EQ, (Miceli, et al. 2011) (Pustahija,
Subasi¢ et Basi¢ 2014).

Cette différence est due aux conditions environnementales de chaque plante, ce qui ressort
de I'étude réalisée par (Innocenti, et al. 2007) sur Juniperus communus, récoltée de trois régions
différentes d'ltalie, ou ils ont constaté que le contenu du méme type de flavonoides végétaux
varie selon la localisation géographique. Juniperus communus de La verrna contient plus du

double des flavonoides trouvés a Monte Benichi.

Ces résultats et leur comparaison avec celles de différentes sources montrent que le
contenu végétal des métabolites secondaires varie d'une plante a l'autre selon la méthode
d'extraction utilisée dans I'étude et la solution utilisée dans le processus d'extraction et
conformément au biotope dans lequel se trouve la plante. Le type et la concentration des
composés métaboliques sont le résultat de I'interaction des plantes avec leur environnement et
ses étres vivants (biocénose) dans leur environnement. Une plante ne peut pas étre étudiee

séparément de son écosysteme.
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Tableau 9. Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides des extraits de la littérature

Famille Fv tot
de la Plante - - . Phe tot Référence
Region Partie Extrait mg/ R* C**
plante g (mg/g GAE) (mg/g QE)
Globularia alypum Nord de pa}rtles Ethanol 21,54 +£0,81 04,54 + 0,09 (Djeridane, et al. 2006)
Laghouat aeriennes
Korbous Jebel
o Mountain (Cap
D Globularia alypum Bon feuilles Meéthanol 22,30+ 1,20 04,72 + 0,32* (Chogran, et al. 2012)
(&}
g Region -
i Tunisie
>
o)
o Korbous Jebel
O Mountain (Cap
Globularia alypum Bon fleurs Méthanol 01,55+ 1,22 03,63 + 0,25* (Chogran, et al. 2012)
Région -
Tunisie
. . Nord de parties i .
Teucrium polium Laghouat abriennes Ethanol 04,92 + 0,21 04,69 + 0,10 (Djeridane, et al. 2006)
Teucrium polium 3 .
P iran parties Ethanol ~ 180,20+7,50 135,20+ 4,90%* (Ardestani et
@ aériennes Ac-O-Et 268,20 +8,80 197,40 + 10,4**  Yazdanparast 2007)
D
(&)
.g Teucrium polium parties (Esmaeili, Zohari et
A ** -
3 Iran abriennes Méthanol 257,23 +£5,10 189,74 + 7,43 Sadeghi 2009)
Teucrium polium Le sud-est de parties ; _ B +  (Stankovic, et al. 2012)
la Serbie aériennes Méthanol 14,57-157 6,48 — 139,87
Ajuga iva Nord de parties - (Djeridane, et al. 2006)
Laghouat a6riennes Ethanol 04,39 + 0,00 01,00 + 0,00
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(Bouyahya, et al.

Ajuga iva - Ethanol 49,75 + 2,08 11,97 + 0,42 2016)
Ajugaiva .
Biskra, Chloroforme 30,46 + 3,72 18,42 + 1,93 (Baghiani, et al. 2011)
Algérie Ac-O-Et 42,00 + 1,67 12,38 + 0,87
Aluga iva Chlorof 02,52 £ 0,80 ND
- . . oroforme 02%0, (Makni, et al. 2013)
Sidi Bouzid feuilles Meth 25,69 + 2,60 03,00 + 0,30
Mentha spicata feuilles Méthanol 012,00 % 0,30 0245+0,02 (Brahmi, etal. 2015)
Mentha pulegium Bejaia, feuilles Méthanol 06,10 + 0,50 085001  (Brahmi etal. 2015)
PIE Algérie
Mentha rotundifolia L .
huds feuilles Méthanol 04,60 + 0,10 03,30+ 0,10 (Brahmi, et al. 2015)
(Bouyahya, et al.
Lavandula stoechas _ 34,64 + 1,16 09,28 + 1’37 2016)
Juniperus oxycedrus Nord de pa_lrtles Ethanol 12,60+ 0,41 03,50+ 0,50 (Djeridane, et al. 2006)
Laghouat aeriennes
Ain Hexane 162,3 £ 3,2 96,00 £ 0,48
(3]
g Juniperus pheonicea Silisla El feuilles Ac-O-Et 180,8 + 3,6 104,00 + 0,80 (Keskes, et al. 2014)
(-U . .
2 Oyoun Tunisie Méthanol 265+58 176,00 + 0,52
S . :
S .. . . - . (Pustahija, Subasic et
O Cryptomeria japonica Sarajevo Aiguilles Méthanol 14,93 0,47 Bagic 2014)
Cupressocyparis x Sarajevo Aiguilles Méthanol 08,47+ 0,00 0,24+ 0,00 (Pustahija, SubaSic et

leylandii

Basi¢ 2014)
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Sequoiadendron

. Sarajevo Aiguilles Méthanol
giganteum
Juniperus drupacea Labill Turquie Baies Méthanol
Juniperus communus var Turquie Baies Méthanol
communus
Juniperus communus var Turquie Baies Méthanol
saxalilis
Italie
(Reggello) - EtOH/H0
Bucine,
Juniperus communus
Arezzo - EtOH/H,0
de [’ltalie (Monte
Benichi)
Arezzo (La - EtOH/H;0
verrna)

08,18+ 0,00
48,00 £+ 0,99

59,17 + 1,65

17,64 £ 0,09

ND

ND

ND

0,55+ 0,00
0,007 + 0,00*

25,94 + 0,00*

05,38 + 0,00*

03,17 = 0,00*

01,46 = 0,00*

03,79 + 0,00*

(Pustahija, Subasi¢ et
Basi¢ 2014)

(Miceli, et al. 2011)

(Miceli, et al. 2011)

(Miceli, et al. 2011)

(Innocenti, et al. 2007)

(Innocenti, et al. 2007)

(Innocenti, et al. 2007)

Q R* C** E : Quercétine, Rutine*, Catéchine** équivalent ; ND : non déterminé
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3. Screening chimique général par CCM

Pour chacune des plantes investiguees de cette étude : Globolaria alypum, Teucrium
polium, Ajuga iva, Juniperus oxycedrus et Juniperus phoenicea, nous avons calculé les valeurs
de Rf pour chaque spot apparu dans les plaques CCM, apres la migration des extraits d’acétate
d’éthyle, ensuite nous avons observé les couleurs de ces spots avant et apres 1’ajout le réactif
chimique le trichlorure d’aluminium. Les informations recueillies ont ensuite été confrontées
aux donneées bibliographiques collectées (des couleurs et Rf). La fluorescence du produit
soumis & la lumiere UV (264 et 366nm) joue un r6le important pour 1’identification structurale,
c’est I’étape primaire de I’analyse. Tous les flavonoides apparaissent noirs dans la lumiére UV
264nm, cependant sous UV 366nm, chaque classe de flavonoides est caractérisée par une ou
deux couleurs qui donnent une idée sur la structure (Rahmouni 2013) (Waksmundzka-Hajnos,
Sherma et Kowalska 2008). Le tableau 10 résume les structures possibles de chaque spot a
partir de la fluorescence et la valeur de Rf.

Tableau 10. Les classes et types des flavonoides en se basant sur la couleur et les valeurs de Rf des spots
obtenus a partir de la chromatographie des extraits

Spot Rf GA TP Al JO JP Type du Phénol/ Flavonoide possible
1 093 v Vv v v v Anthraquinones (c-glycosides)
2 0877 VvV v ¥" Flavonol 3-0-monoglycoside or 3-0-diglycoside.
3 0877 v Isoflavone 7-0 diglyc_oside or 7-0

monoglycoside

4 07%4 v Vv v Vv Y Anthocyanidine-3-glycosides
5 0677 V v Phénol avec groupement hydroxyle libre
6 0,651 v Phénol avec groupement hydroxyle libre
7 0,651 4 flavonols, flavones, isoflavones, flavonone
8 0554 V ND
9 0,529 v ND
10 0458 V ND
11 0,531 v v ND
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3.1. Interprétation des CCM de Globularia alypum

Apres observation des plaques CCM dans la chambre CAMAG sous UV (A=254 et 366nm) et avec le

réactif chimique (AICIs), les résultats sont présentés dans la figure 18.

Sans réactif Avec AICl3

v ¥
~ :

lumiere UV 254 UV 366 lumiere UV 254 UV 366
visible visible

Figure 18. CCM préliminaires de I’extrait de Globularia alypum (GA) développement AcOEt / MeOH
[ H20 (10 : 1.35 : 1) en lumiére visible et sous UV (254 et 356 nm) avant et apreés [’ajout le réactif.

En s'appuyant sur les données de la bibliographie quant a la séparation des composés
phénoliques par CCM et leur observation sous 1’UV, on peut éventuellement prédire les
composés ou les familles de composés les plus probables qui peuvent entrer dans la composition
de l'extrait d’acétate d’éthyle de Globularia alypum, I'ensemble des observations et des résultats

sont regroupés dans le tableau 11.
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Tableau 11. Les Couleurs caractéristiques et Rf des spots et les Composés phénoliques probables dans
I'extrait d’acétate d’éthyle de Globularia alypum identifiés par CCM

Les . AlCls AICl3
spots Rf Visible UV 254 UV 366 UV 254 UV 366 Nom/ classe
SG1 0,935 Jaune Noir Rouge Noir Rouge Anthraqmr_lones (¢
glycosides)
Flavonol 3-0-
SG2 0,877 - Noir - Noir Vert monoglycoside or 3-0-
diglycoside.
SG3 0,754 Vert Noir Rouge - Rouge Anthocyanidine-3-
glycosides
SG4 0,677 Vert - Rouge - Rouge Phénol avec grogpement
hydroxyle libre
SG5 0,554 - - Cyan - - ND
SG6 0,458 - Noir - Noir Blue + ND

D'apres les résultats de ce tableau, le systeme a séparé l'extrait d’acétate d’éthyle de
Globularia alypum en 06 taches de couleurs différentes :

¢SG1 : le spot a Rf= 0,935, est en couleur jaune, apparait comme une tache noire
sous I’'UV 254nm, et rouge sous I’UV 366 nm, elle ne change pas aprés ’ajout du réactif
AICl3 soit sous I’'UV a 254 ou 366 nm. Nous pouvons indiquer la présence des
Anthraquinones (c-glycosides), ces composés ont une valeur Rf=0,937, 0,962, 0,975 par le
méme systéme de solvant AcCOEt-MeOH-Eau (100 :13,5 :10) et ont une couleur rouge sous
1’UV 366 nm (El Yahyaoui, et al. 2017).

¢ SG2 : le spot a Rf=0,877, ne possede aucune couleur dans la lumiére visible et sous
I’UV 366 nm, cependant il a une couleur noire sous UV a 254 nm. Aprés I’ajout de I’ AICl3,
le spot reste noir sous UV a 254nm, et la couleur vire au vert sous I’UV 366nm. Selon
(Jacqueline 1984) le composé qui est invisible sous 1’UV366nm est coloré en vert avec AICI3
est un flavonol probable le Flavonol 3-0-monoglycoside or 3-0-diglycoside.

¢SG3: le spot a Rf=0,754, a une couleur verte en lumiere visible et noire sous
1’UV254 et rouge sous I’'UV 366 nm avant et aprés I’ajout de I’ AICIs. Selon (Mamyrbékova-
Békro, et al. 2008), le composé ayant ces caractéristiques est un flavonoide de type
anthocyanidine-3-glycosides.

¢ SG4 : le spot & Rf=0,677, a une couleur verte en lumiére visible sous I’UV 254nm
et rouge sous I’UV 366 nm avant et apres 1’ajout de I’AlCIz. Cette molécule n’est pas un
flavonoide car tous les flavonoides apparaissent comme tache noire sous I’UV 254nm. C’est
un composé phénolique a un groupement hydroxyle libre a cause de la couleur rouge sous
I’UV 366nm (Waksmundzka-Hajnos, Sherma et Kowalska 2008).
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¢ SG5 et SG6 : On n’a pas trouvé d’information concernant ces deux composés, il

nécessite ’utilisation d’autres réactifs pour visualiser et confirmer les résultats.

Globularia alypum L. est chimiquement riche en composés phénoliques: acide
cinnamique ; acide pyrocatechuique ; globularine ; catalpol ; rutine ; luteoline 7-glucoside ;
acide chlorogenique ; acide caffeique ; acide ferulique ; acide p-coumarique ; globularimine ;
globularinine ; globularidine liriodendrine ; globularicisine ; syringine ; 4'7-
dihydroxyflavone ; apigenine-7-glucoside ; quercetol ; luteoline-7-glucoside ; 8-C-glucosyl-
4' 7-dihydroxyflavone ; rutoside ; cyanidine ; peonidine ; acide vanillique ; acide syringique ;
acide caffeique ; acide sinapique ; acide p-coumarique ; acide ferulique ; acide b-resorcylique ;
Globularicisin ; Globularioside ; Apigenin ; Luteolin ; acide coumarique ; 6-hydroxyluteolin 7-
O-laminaribioside ; eriodictyol 7-O-sophoroside ; 6’-O-coumaroyl-1'-O-[2-(3,4-
dihydroxyphenyl) ethyl]-B-Dglucopyranoside ; acteoside ; isoacteoside ; forsythiaside ; 6-
hydroxyluteolin 7-O-B-D-glucopyranoside ; luteolin 7-O-sophoroside (Rahmouni 2013).
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3.2. Interprétation des CCM de Teucrium polium
Les plaques sont observées dans la chambre CAMAG sous UV (A=254 et 366nm) et avec le
réactif chimique (AICIs), les résultats sont présentés dans la figure 19.

Sans réactif Avec AICl3

lumiere UV 254 UV 366  lumiére UVv 254 UV 366
visible visible

Figure 19 CCM préliminaires de [’extrait de Teucrium polium (TP) développement AcOEt / MeOH /
H2O (10 : 1.35 : 1) en lumiére visible et sous UV (254 et 356 nm) avant et apres [’ajout le reactif.

En se basant sur les donnees de la bibliographie quant a la séparation des composés
phénoliques par CCM et leur observation sous UV, on peut éventuellement prédire les
composés ou les familles de composés les plus probables qui peuvent entrer dans la composition
de l'extrait d’acétate d’éthyle de Teucrium polium, I'ensemble des observations et des résultats

sont regroupés dans le tableau 12.

Tableau 12. Les Couleurs et caractéristique et Rf des Spot et les Composés phénoliques probables
dans lU'extrait d’acétate d’éthyle de Teucrium polium (TP) identifiés par CCM.

AICl3 AICl3
Uv 254 UV 366

SP1 0,935 Jaune Noir Rouge Noire Rouge

Spots Rf Visible UV 254 UV 366 Nom/ classe

Anthraguinones (c-
glycosides)
Isoflavone 7-0
SP2 0,877 - Noir Bleu - Bleu+ diglycoside ou 7-0
monoglycoside
SP3 0754 Vet  Noir  Rouge - Rouge ~ Anthocyanidine-3-

glycosides

SP4 0,531 - - / / / -
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D'aprés les résultats de ce tableau, I’éluent a permis l'extrait d’acétate d’éthyle de Teucrium
polium de séparer en 4 taches de couleurs différentes :

e SP1: Ce spot posséde les mémes caracteristiques du spot SG1 a Rf= 0,935, est en
couleur jaune, apparait comme une tache noire sous I’'UV 254nm, et rouge sous I’UV 366 nm,
elle ne change pas apres 1’ajout du réactif AICIs soit sous ’'UV 254 ou UV 366 nm. Nous
pouvons indiquer la présence des Anthraquinones (c-glycosides), ces composés ont une valeur
Rf=0,937, 0,962, 0,975 par le méme systéme de solvant AcOEt-MeOH-Eau (100 :13.5 :10) et
ont une couleur rouge sous I’'UV 366 nm (EIl Yahyaoui, et al. 2017).

eSP2: le spot a Rf=0,877, n’a pas de couleur sous lumiére visible, mais noir sous
I’UV 254nm, bleu sous I’'UV 366 nm. Aprés visualisation par 1’ AICl3, le spot disparait sous
1’UV254nm, et la couleur devient plus bleuétre sous I’UV366nm. Selon (Jacqueline 1984) le
composé qui est invisible sous 1’'UV366nm et coloré en Blue avec I’AICIs est un Isoflavone
probable de type Isoflavone 7-0 diglycoside or 7-0 monoglycoside.

¢ SP3: Ce spot posséde les mémes caractéristiques du spot SG3 a Rf=0,754, a une
couleur verte en lumiere visible et noire sous I’'UV 254 et rouge sous I’UV 366 nm avant et
apres 1’ajout de 1’AlCIz. Selon (Mamyrbékova-Békro, et al. 2008), le composé ayant ces
caractéristiques est un flavonoide de type anthocyanidine-3-glycosides.

e SP4: le spot a Rf=0,531, invisible sous lumiére visible et sous I’'UV254. Mais avec
I’ AICI3 apparait blanc brillant (blanc contre fond vert). Il n’y a pas des informations trouvées,

il faut utiliser autres réactifs pour visualiser et confirmer les résultats.

Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de T. polium et ils ont indiqué
la présence de plusieurs composés incluant principalement les flavonoides, polyphénols,
iridoides, tannins, cardénolides, anthraquinones libres, stéroides et dérives de stéroides, huiles
essentielles et alcaloides, les molécules trouvées dans cette plante sont : luteoline ; apigenine ;
diosmetine ; cirsimaritine ; cirsilole ; cirsilineol,5-hydroxy-6,7,3,4’- tétramethoxy flavone ;
salvigenine ; apigenine5-galloylglucoside ; apigenine-7-glucoside ; vicenine ; luteoline-7-
glucoside (Krache 2009) (Bendif 2017).
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3.3. Interprétation des CCM d’A4juga iva
La figure ci-dessous présente les résultats de 1’observation des plaqgues CCM dans une
chambre Camag avec les mémes réactifs chimiques.

Sans réactif Avec AICl3

A w
I I e I I

lumiere UV 254 UV 366 Ilumiere UV 254 UV 366
visible visible

Figure 20. CCM préliminaires de l’extrait d’Ajuga iva (Al) développement AcOEt / MeOH / H,O (10
: 1.35 : 1) en lumiere visible et sous UV (254 et 366 nm) avant et apres [’ajout le réactif.

On peut éventuellement prédire les composés ou les familles de composés les plus
probables qui peuvent entrer dans la composition de 1'extrait d’acétate d’éthyle d’Ajuga iva,

I'ensemble des observations et les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 13.

Tableau 13. les Couleurs et caractéristique et Rf des spots et les composés phénoliques probables dans
l'extrait d’acétate d’éthyle de Ajuga iva (Al) identifiés par CCM.

AICIz AIClz
Spots Rf Visible UV 254 UV 366 Nom/ classe
UV 254 UV 366
SA1 0,935 Jaune Noire Rouge Noire Rouge Anthraquinones (c-glycosides)
SA2 0,754 Vert Noire Rouge - Rouge Anthocyanidine-3-glycosides
SA3 0,651 i i Rouge i ) flavonols, flavones, isoflavones,

flavonone

D'apres les résultats de ce tableau, I’éluent a permis 1'extrait d’acétate d’éthyle d’Ajuga
iva se séparer en 4 taches de couleurs :
e SA1 : Ce spot posséde les mémes caractéristiques du spot SG1 a Rf= 0,935, est en

couleur jaune, apparait comme une tache noire sous I’'UV 254nm, et rouge sous I’UV 366 nm,
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elle ne change pas apres 1’ajout du réactif AlCl3 soit sous ’'UV 254 ou UV 366 nm. Nous
pouvons indiquer la présence des Anthraquinones (c-glycosides), ces composés ont une valeur
Rf=0,937, 0,962, 0,975 par le méme systéeme de solvant AcCOEt-MeOH-Eau (100 :13.5 :10) et
ont une couleur rouge sous I’'UV 366 nm (EIl Yahyaoui, et al. 2017).

eSA2: Ce spot possede les mémes caractéristiques du spot SG3 a Rf=0,754, a une
couleur verte en lumiére visible et noire sous ’'UV254 et rouge sous I’'UV 366 nm avant et
apres 1’ajout de 1’AlICIz. Selon (Mamyrbékova-Békro, et al. 2008), le composé ayant ces
caractéristiques est un flavonoide de type anthocyanidine-3-glycosides.

¢ SA3 : le spot a Rf=0,651, est invisible sous lumiére visible et UV254nm, et posséde une
couleur rouge sous I’UV 366 nm. Cette couleur disparait apres 1’ajout de 1’AlCl3, il n’existe
pas d’information disponible pour ce résultat mais selon (Mamyrbékova-Békro, et al. 2008),

nous croyons que ce composé appartient aux flavonols, flavones, isoflavones ou flavonone.

Dans les littérature, (Bendif 2017) a rapporté la présence des polyphénols, tanins,
flavonoides, stérols, stéroides, les huiles volatiles et les saponosides, les anthocyanes, les acides
phénoliques, 1’ajugarine. (Boudjelal 2013) a trouvé que I'extrait méthanolique d’Ajuga iva est
composé de: apigénine hexoside-pentoside ; apigénine hexoside-pentoside (isomere) ;
apigénine di-hexoside ; methyl-apigéninedi-hexoside ; naringénine rutinoside ; apigénine

rutinoside ; cinnamoyl-gluco iridoides (commeharpagide et harpagoside) (Boudjelal 2013).
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3.4. Interprétation des CCM de Juniperus oxycedrus
Les plaques sont visualisées dans une chambre CAMAG et observées sous UV avec les
mémes réactifs, la figure 21 représente les résultats de I’observation de ces plaques.

Sans réactif Avec AICl3

¥ R

lumiere UV 254 UV 366 lumiere Uv 254 UV 366
visible visible

Figure 21. CCM préliminaires de l’extrait de Juniperus oxycedrus (JO) développement AcOEt /
MeOH / H,O (10 : 1.35: 1) en lumiére visible et sous UV (254 et 356 nm) avant et apres [ 'ajout le
réactif.

On peut éventuellement prédire les composés ou les familles de composés les plus
probables qui peuvent entrer dans la composition de 1'extrait d’acétate d’éthyle de Juniperus

oxycedrus, I'ensemble des observations et des résultats sont regroupés dans le tableau 14.

Tableau 14. Les couleurs, caractéristiques et Rf des spots et les composés phénoliques probables dans
l'extrait d’acétate d’éthyle de Juniperus oxycedrus (JO) identifiés par CCM.

. AICls AICls

Spots Rf Visible Uv 254 UV 366 UV 254 UV 366 Nom/ classe

SO1 0,935 Jaune Noire Rouge Noire Rouge Anthraquinones (c-glycosides)

S02 0,877 - Noire  Invisible Noire Vert Flavonol 3-0-_m0nog_lyc05|de or
3-0-diglycoside.

SO3 0,754 Vert Noire Rouge - Rouge Anthocyanidine-3-glycosides

Phénol

S04 0,677 Vert - Rouge - Rouge enot avec grogpement
hydroxyle libre

SO5 0,529 - - - - Cyan ND
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D'apres les résultats de ce tableau, I’¢luent a permis l'extrait d’acétate d’éthyle de
Juniperus oxycedrus se sépare en 5 taches des couleurs :

¢SOL1 : Ce spot posséde les mémes caractéristiques du spot SG1 a Rf= 0,935, est en
couleur jaune, apparait comme une tache noire sous I’'UV 254nm, et rouge sous I’UV 366 nm,
elle ne change pas apres 1’ajout du réactif AICl3, soit sous I’'UV 254 ou UV 366 nm. Nous
pouvons indiquer la présence des Anthraquinones (c-glycosides), ces composés ont une valeur
Rf=0,937, 0,962, 0,975 par le méme systéme de solvant AcOEt-MeOH-Eau (100 :13.5 :10) et
ont une couleur rouge sous I’'UV 366 nm (EIl Yahyaoui, et al. 2017).

¢ SO2 : Ce spot posséde les mémes caractéristiques du SG2 spot a Rf=0,877, ne posséde
aucune couleur sous la lumiére visible et ’'UV 366 nm, cependant il a une couleur noire sous
UV 254nm. Aprés sa visualisation par 1’ AlCls, le spot reste noir sous UV 254nm, et la couleur
vire au vert sous I’'UV 366nm. Selon (Jacqueline 1984), le composé qui est invisible sous
I’UV366nm est coloré en vert avec AIClz est un flavonol probable le flavonol 3-0-
monoglycoside or 3-0-diglycoside.

¢ SO3 : Ce spot possede les mémes caractéristiques du SG3 a Rf=0,754, a une couleur
verte en lumicre visible et noire sous 1’'UV254 et rouge sous I’'UV 366 nm avant et apres
I’ajout de I’AICIz. Selon (Mamyrbékova-Békro, et al. 2008), le composé ayant ces
caractéristiques est un flavonoide de type anthocyanidine-3-glycosides.

¢S04 : le spot a Rf=0,677, a une couleur verte en lumiére visible sous ’'UV 254nm et
rouge sous I’UV 366 nm avant et aprés 1’ajout de 1’AlCls. Cette molécule n’est pas un
flavonoide car tous les flavonoides apparaissent comme tache noire sous I’'UV 254nm. C’est
un composé phénolique a un groupement hydroxyle libre a cause de la couleur rouge sous
I’UV 366nm (Waksmundzka-Hajnos, Sherma et Kowalska 2008).

¢SO5 : nous n’avons pas trouvé d’information concernant ce composé, il nécessite

I’utilisation d’autres réactifs pour visualiser et confirmer les résultats.
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3.5. Interprétation des CCM de Juniperus phoenicea
Aprés observation des plaques dans une chambre noire CAMAG, les résultats sont
présentés par la figure 22.

Sans réactif Avec AICl3

Lumiere UV 254 UV 366 Lumiere UV 254 UV 366
visible visible

Figure 22. CCM préliminaires de I’extrait de Juniperus phoenicea (JP) développement AcOEt /
MeOH / H,0 (10 : 1.35: 1) en lumiére visible et sous UV (254 et 366 nm) avant et apres [ 'ajout le
réactif.

En utilisant les données de la bibliographie quant a la séparation des composés
phénoliques par CCM et leur observation sous UV, on peut éventuellement prédire les
composés ou les familles de composés les plus probables qui peuvent entrer dans la composition
de l'extrait d’acétate d’éthyle de Juniperus phoenicea, I'ensemble des observations et des
résultats sont regroupés dans le tableau 15.
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Tableau 15. les couleurs, caractéristiques et Rf des spots et les composés phénoliques probables dans ['extrait d’acétate
d’éthyle de Juniperus phoenicea (JP) identifiés par CCM.

AICls3 AICls3

Spots Rf Visible UV 254 UV 366 UV 254 UV 366 Nom/ classe
SJ1 0,935 Jeun Noire Rouge Noire Rouge Anthraquinones (c-glycosides)
Flavonol 3-0-monoglycoside or
SJ2 0,877 - Noire - Noire Vert 3-0-diglycoside.

Class: Flavonol
Anthocyanidine-3-glycosides

SJ3 0,754 Vert Noire Rouge - Rouge (ejsr_24

SJ4 0,651 Vert - Rouge - Rouge Phenol avec grogpement
hydroxyle libre

SJ5 0,531 - - ND ND ND ND

D'apres les résultats de ce tableau, I’éluent a permis I'extrait d’acétate d’éthyle d’ Juniperus
phoenicea se sépare en 5 taches :

¢SJ1: Ce spot posséde les mémes caractéristiques du spot SG1 a Rf= 0,935, est en
couleur jaune, apparait comme une tache noire sous I’'UV 254nm, et rouge sous I’UV 366 nm,
elle ne change pas apres 1’ajout du réactif AlCls soit sous I’'UV 254 ou UV 366 nm. Nous
pouvons indiquer la présence des Anthraquinones (c-glycosides), ces composés ont une valeur
Rf=0,937, 0,962, 0,975 par le méme systéeme de solvant AcCOEt-MeOH-Eau (100 :13.5 :10) et
ont une couleur rouge sous I’'UV 366 nm (El Yahyaouli, et al. 2017).

¢ SJ2 : Ce spot posséde les mémes caractéristiques du spot SG2 a Rf=0,877, ne possede
aucune couleur sous la lumiére visible et ’'UV 366 nm, cependant il a une couleur noire sous
UV 254nm. Aprés sa visualisation par 1’ AlCls, le spot reste noir sous UV 254nm, et la couleur
vire au vert sous I’'UV 366nm. Selon (Jacqueline 1984), le composé qui est invisible sous
I’UV366nm est coloré en vert avec AICIs est un Flavonol probable le Flavonol 3-0-
monoglycoside or 3-0-diglycoside.

¢ SJ3 : Ce spot possede les mémes caractéristiques du spot SG3 a Rf=0,754, a une couleur
verte en lumiére visible et noire sous 1’UV254 et rouge sous I’UV 366 nm avant et apres
I’ajout de I’AIClzs. Selon (Mamyrbékova-Békro, et al. 2008), le composé ayant ces
caractéristiques est un flavonoide de type anthocyanidine-3-glycosides.

¢SJ4 : le spot a Rf=0,651, a une couleur verte sous lumiére visible et est invisible sous
I’UV254. Et il a une couleur rouge sous I’'UV 366 nm avant et aprés 1’ajout de 1’AlCl3. Cette
molécule n’est pas un flavonoide car tous les flavonoides apparaissent comme tache noire
sous I’UV 254nm. C’est un composé phénolique a un groupement hydroxyle libre a cause de
la couleur rouge sous I’ UV 366nm (Waksmundzka-Hajnos, Sherma et Kowalska 2008).
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e SJ5: Ce spot posséde les mémes caractéristiques du spot SP4 a Rf=0,531, invisible
sous lumiere visible et sous ’'UV254. Mais avec 1’ AlCl3z apparait blanc brillant (blanc contre
fond vert). Il n’y a pas des informations trouvées, il faut utiliser autres réactifs pour visualiser

et confirmer les résultats.

En Conclusion, la majorité des composés ont une fluorescence sous 1’'UV366nm, tous les
alcaloides ont une couleur bleue, verte ou violette. Les coumarines ont une couleur bleue, verte,
jaune ou marron. Les flavonoides ont une couleur Bleue, verte, rouge ou jaune. Le cardia
glycoside a une couleur noire sous I’'UV 254nm mais aucune couleur sous 1’UV366nm. Les
huiles essentielles possédent une couleur trés claire sous UV254nm et invisible sous UV366nm.
Les saponines n’ont pas de couleur sous UV 254nm et UV366nm. (El Yahyaoui, et al. 2017)
(Waksmundzka-Hajnos, Sherma et Kowalska 2008) (Mamyrbékova-Beékro, et al. 2008). Mais
on ne peut pas confirmer la présence de tous ces composes par un seul réactif. Pour les détecter,

il faut utiliser d'autres réactifs.
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Lumiére visible UV 254 nm UV 366 nm
[ M |
v ™
-
w
QD
2 |
@
8
| 'i
’ |
>
<
3 |
>
o

Figure 23. CCM préliminaires des extraits de GA, TP, JO, JP et Al développement en AcOEt / MeOH /
H>O (10 : 1.35 : 1) en lumiere visible et sous UV (254 et 366 nm) avant et aprés I'ajout de AlCl;
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Tableau 16. Les varleus de Rf des quelque molécules, selon la littérature la phase mobile (Ac-O-
Et/MeOH/Eau 10:1,35:1)

Rf Les composées référence
0,93 Anthraquinones (c-glycosides) (El Yahyaouli, et al. 2017)
0,96 Anthraquinones (c-glycosides) (El Yahyaouli, et al. 2017)
0,97 Anthraquinones (c-glycosides) (El Yahyaouli, et al. 2017)
0,85 Acide ferulique (Tibor 2006)
0,83 Acide férulique (Males et al. 2001)
0,80 Epigallocatechin gallate (Yoko, et al. 2012)
0,80 Acide Caféique (Tibor 2006)
0,81 Acide Caféique (Males et al. 2001)
0,71 Acide phénolique (Tibor 2006)
0,71 Flavonoide (dérivé de la kaempferol) (Males et al. 2001)
0,62 Tiliroside (Males, et al. 1998)
0,58 Isoquercitrin (Tibor 2006)
0,53 Hyperoside (Tibor 2006)
0,51 Quercétine (Males, et al. 1998)
0,49 Quercetin-3-O-a-L-arabinopyranoside (Males, et al. 1998)
0,44 Myricitrin (Males, et al. 1998)
0,44 Myricitrin-3-O-a-L-arabinopyranoside (Males, et al. 1998)
0,41 Myricitrin-3-O-B-D-glucopyranoside (Males, et al. 1998)
0,41 Myricitrin-3-O-p-D-galactopyranoside (Males, et al. 1998)
0,41 Acide phénolique (Tibor 2006)
0,37 Myricitrin-3-O-B-D-(6”-O-galloyl)-glucopyranoside (Males, et al. 1998)
0,36 Chlorogenic acid (Tibor 2006)
0,38 Chlorogenic acid (Males et al. 2001)
0,31 Rutin (Tibor 2006)
0,14 Flavonoide (Tibor 2006)
0,14 Flavonoide (dérivé de la quercétine) (Males et al. 2001)
0,56 Theaflavin (Yoko, et al. 2012)
0,51 Acide phénolique (Males et al. 2001)
0,48 Acide phénolique (Males et al. 2001)
0,42 Flavonoide (dérivé de la kaempferol) (Males et al. 2001)
0,35 Flavonoide (dérivé de la quercétine) (Males et al. 2001)
0,33 Acide phénolique (Males et al. 2001)
0,30 Flavonoide (dérivé de la quercétine) (Males et al. 2001)
0,25 Acide phénolique (Males et al. 2001)
0,18 Flavonoide (dérivé de la quercétine) (Males et al. 2001)
0,06 Flavonoide (dérivé de la quercétine) (Males et al. 2001)
0,02 Flavonoide (dérivé de la quercétine) (Males et al. 2001)

Meémoire de Magister

51



| Chapitre I Phytochimie des Plantes étudiées

Références Bibliographiques

Convolvulus supinus il s2uS3U solaell Lullesl] 5 g g8l g il ar¥) il 54l 12,2011 . Abbas Benmerache
ofmale 3 Sae iAlaind (5 ) 5t daals Kral & .C0SS

ABBASSEN Razika. 2015. Mémoire de Magister: Diversité du peuplement entomologique de Juniperus
communis ssp. Hemisphaerica & Juniperus oxycedrus ssp. Rufescens de la foréét de
Tigounatine (Tikjda, Djurdjura, sud). T1ZI-OUZOU: UNIVERSITE MOULOUD MAMMERI
DE TIZI-OUZOU.

Abdollahi, A., Karimpour, H., Monsef-Esfehani H. (2003). Antinociceptive effects of Teucrium polium
L. total extract and essential oil in mouse writhing test. Pharmacol. Res. 48:31-35.

Amessis-Ouchemoukh, Nadia, Ibrahim M. Abu-Reidah, Rosa Quirantes-Piné, Celia Rodriguez-Pérez,
Khodir Madani, Alberto Fernandez-Gutiérrez , et Antonio Segura-Carretero. 2014. «Tentative
Characterisation of Iridoids, Phenylethanoid Glycosides and Flavonoid Derivatives from
Globularia alypum L.(Globulariaceae) Leaves by LC-ESI-QTOF-MS.»

Ardestani, Amin, et Razieh Yazdanparast. 2007. «Inhibitory effects of ethyl acetate extract of Teucrium
polium on in vitro protein glycoxidation.» Food and Chemical Toxicology 2402-2411.

Association Tela Botanica. 2014. Le reseau de la botanique francophone. Available at: http://www.tela-
botanica.org/. (Accessed: 31 January 2014).

Autore, G., Capasso, F., De Fusco, R., Fasulo, M.P., Lembo, M. ,Mascolo N., Menghini A. (1984).
Antipyretic and antibacterial actions of Teucrium polium (L.) Pharmacal.l Res. Commun. 1:16.

BECHIRI-ABBES Asma. 2016. Thése de Doctorat: Contribution a 1’étude de I’effet de plantes
médicinales sur I’hyperglycémie postprandiale chez le rat Wistar. TLEMCEN: UNIVERSITE
ABOUBEKR BELKAID -TLEMCEN-

Baghiani, Abderrahmane, sabah Boumerfeg, Moufida Adjadj, Djamila Ameni, Meriem Djermouni,
Fatima Khelifi-touhami, Noureddine Charef, Seddik Khennouf, et Lekhmici Arrar. 2011.
«Antioxidants, Free Radicals Scavenging and Xanthine Oxidase Inhibitory Potentials of Ajuga
iva L. Extracts.» Free Radicals and Antioxidants 21-30.

Bellakhdar, Jamal , Renée Claisseb, Jacques Fleurentin, et Chafique Younos. 1991. «Repertory of
standard herbal drugs in the Moroccan pharmacopoea.» Journal of Ethnopharmacology 35:
123-143.

Bello, R., Moreno, L., Primo-Yfera, E., & Esplugues, J. (2002). Globularia alypum L. extracts
reduced histamine and serotonin contraction in vitro. Phytotherapy Research, 16(4), 389-392.

BELMEKKI Nacéra TEBICHEK. 2009. Mémoire de Magister: Etude phytochimique, activités
antimicrobiennes et antioxydantes de Saccocalyx satureioides, Salvia verbenaca et
Teucriumpolium de la région Ouest d'Algérie. TLEMCEN: UNIVERSITE ABOU BAKR
BELKAID — TLEMCEN.

Benarous, Khedidja. 2010. Mémoire de Magister: Evaluation de I’activité antioxydante et étude des
effets inhibiteurs des extraits phénoliques, saponines et alcaloides sur la lipase de Candida
rugosa. LAGHOUAT: UNIVERSITE AMAR TELIDJI - LAGHOUAT.

Benarous, Khedidja.2014. Thése de Doctorat: Etude de [’activité antioxydante et de [’activité inhibitrice
des extraits de Peganum harmala, Inonotus hispidus, Marrubium vulgare, Ziziphus lotus et
Achillea santolina sur la lipase de Candida rugosa. ALGER: L’ECOLE NORMALE
SUPERIEURE DE KOUBA.

Mémoire de Magister 52



| Chapitre I Phytochimie des Plantes étudiées

BENCHEIKH Salah Eddine, Mohamed Bilal GOUDJIL, Souad ZIGHMI et Segni LADJEL. (2015).
Effet du séchage sur le rendement des huiles essentielles de la plante Teucrium polium ssp.
aurasianum Labiatae. Annales des Sciences et Technologie. 7(1).

Bendif, Hamdi. 2017. Thése de Doctorat: Caractérisation phytochimique et détermination des activités
biologiques in vitro des extraits actifs de quelques Lamiaceae: Ajuga iva (L.) Schreb., Teucrium
polium L., Thymus munbyanus subsp. coloratus (Boiss. & Reut.) Greuter & Burdet. L’ECOLE
NORMALE SUPERIEURE DE KOUBA-ALGER.

Benguerba, Adlen. 2008. Etude phytochimique et de la phase butanolique de I'espece Inula crithmoides
L. UNIVERSITE MENTOURI CONSTANTINE: Mémoire de magister.

Boudjelal, Amel. 2013. Thése de Doctorat:. Extraction, identification et détermination des activités
biologiques de quelques extraits actifs de plantes spontanées (Ajuga iva, Artemisia herba alba
et Marrubium vulgare) de la région de M'Sila, Algérie.: Université d’Oum-El-Bouaghi.

Boussoualim, Naouel. 2014. Thése: Activités biologiques de plantes médicinales: Anchusa azurea Mill.
et Globularia alypum L. Université Ferhat Abbas Sétif.

Boutiti, A, A Benguerba, R Kitouni, M Bouhroum, S Benayache, et F Benayache. 2008.
«SECONDARY METABOLITES FROM Globularia alypum.» Chemistry of Natural
Compounds 44: 543 - 544,

Bouyahya, Abdelhakim, Jamal Abrini, Aicha El-Baabou, Youssef Bakri, et Nadia Dakka. 2016.
«Determination of Phenol Content and Antibacterial Activity of Five Medicinal Plants
Ethanolic Extracts from North-West of Morocco.» Plant Pathology & Microbiology 4.

BOUYAHYAOUI AHMED. 2017. These de Doctorat: Contribution a la valorisation des substances
naturelles :Etude des huiles essentielles des cupressacées de la région de 1I’Atlas algérien.
MOSTAGANEM: UNIVERSITE ABDELHAMID IBN BADIS DE MOSTAGANEM

Traganum o/ seall Ciluil wl&d) 5l il yalRial 53,8 solaal] 5 L jpiSill 5oliaal] Lulledll o 13,2007 .Brahim Abed
A5 7L e gaal dadla 48 5 nudatum

Brahmi, Fatiha, Didier Hauchard, Naima Guendouze, Khodir Madani, Martin Kiendrebeogo, Léocadie
Kamagaju, Caroline Stévigny, et Mohamed Chibane. 2015. «Phenolic composition, in vitro
antioxidant effects and tyrosinaseinhibitory activity of three Algerian Mentha species: M.
spicata (L.), M. pulegium (L.) and M. rotundifolia (L.) Huds (Lamiaceae).» Industrial Crops
and Products 722-730.

Caldes, G., Prescott, B., & King, J. R. (1975). A potential antileukemic substance present in
Globularia alypum. Planta medica, 27(01), 72-76

Chappuis, E. 2014. «Globularia alypum. The IUCN Red List of Threatened Species 2014.» Acceés le
may 12, 2017.

Chogran, Hnia, Leila Riahi, Yosr Zaouali, et Mohamed Boussaid. 2012. «Polyphenols, flavonoids,
antioxidant activity in leaves and flowers of Tunisian Globularia alypum L. (Globulariaceae).»
Afr. J. Ecol 343-347.

Dehghani, F., Khozani, T.T., Panjehshahin, M.R., Karbalaedoost, S. (2005). Effect of Teucrium polium
on histology and histochemistry in rat stomach. Indian J Gastroenterol. 24:126-127.

Djabou N. 2012.Caractérisation et variabilité des plantes a parfum aromatiques et médicinales de Corse
et de I'Ouest algérien. Chimie organique. Université Pascal Paoli; Université de Tlemcen.

Mémoire de Magister 53



| Chapitre I Phytochimie des Plantes étudiées

Djeridane, A., M. Yousfi, B. Nadjemi, N. Vidal, JF. Lesgards, et P. Stocker. 2006. «Screening of some
Algerian medicinal plants for the phenolic compounds and their antioxidant activity.» Eur Food
Res Technol 801-8009.

Elbetieha, A., Oran, S. A., Alkofahi, A., Darmani, H., & Raies, A. M. (2000). Fetotoxic potentials of
Globularia arabica and Globularia alypum (Globulariaceae) in rats. Journal of
ethnopharmacology, 72(1), 215-219.

Ankivd - (g st daals Abhind Hleel Adhie UL (and (5 6 o giliall &30 93 4 52,2009 . El-taouil Ahmed

El Yahyaoui, Ouafae, Nabil AIT Quaaziz, llias Guinda, Amal Sammama, Saloua Kerrouri, Bahia
Bouabid, Mohamed EI Bakkall, Ali Quyou, Aicha Lrhorfi, et Rachid Bengueddour. 2017.
«Phytochemical screening and thin layer chromatography of two medicinal plants: Adansonia
digitata (Bombacaceae) and Acacia raddiana (Fabaceae).» Journal of Pharmacognosy and
Phytochemistry 6: 10-15.

Esmaeili, M.A., Yazdanparast, R. (2004). Hypoglycaemic effect of Teucrium polium: studies with rat
pancreatic islets. J Ethnopharmacol. 95:27-30.

Esmaeili, Mohammad Ali, Fereshteh Zohari, et Heibatollah Sadeghi. 2009. «Antioxidant and Protective
Effects of Major Flavonoids from Teucrium polium on B-Cell Destruction in a Model of
Streptozotocin-Induced Diabetes.» Planta Med 1418-1420.

ES-SAFI, Nour-Eddine, Samira KHLIFI, Albert KOLLMANN, Lucien KERHOAS, Ahmed EL
ABBOUYI, et Paul-Henri DUCROT. 2006. «lridoid Glucosides from the Aerial Parts of
Globularia alypum L. (Globulariaceae).» Chem. Pharm. Bull 85-88.

Fehri, B., Tebbett, I. R., Freiburger, B., & Karlix, J. (1996). The immunosuppressive effects of
Globularia alypum extracts. Phytotherapy Research, 10(6), 539-540.

Hassler M. (2017). World Plants: Synonymic Checklists of the Vascular Plants of the World (version
May 2017). In: Roskov Y., Abucay L., Orrell T., Nicolson D., Bailly N., Kirk P.M., Bourgoin
T., DeWalt R.E., Decock W., De Wever A., Nieukerken E. van, Zarucchi J., Penev L., eds.
(2017). Species 2000 & ITIS Catalogue of Life, 30th June 2017. Digital resource at
www.catalogueoflife.org/col. Species2000:Naturalis, Leiden, the Netherlands. ISSN 2405-
8858.

Innocenti, Marzia, Marco Michelozzi, Catia Giaccherini, Francesca leri, Franco Francesco Vincieri, et
Nadia Mulinacci. 2007. «Flavonoids and Biflavonoids in Tuscan Berries of Juniperus communis
L.: Detection and Quantitation by HPLC/DAD/ESI/MS.» J. Agric. Food Chem 6596-6602.

IUCN. 2005. A Guide to Medicinal Plants. Malaga, Spain: IUCN Centre for Mediterranean Cooperation.

Jacqueline, M. Wade. 1984. «The Isolation and Identification of Flavonoids in ZYGOCACTUS.»
Retrospective Theses and.

Kaileh, M., Berghe, W.V., Boone, E., Essawi, T., Haegeman, G. (2007). Screening of indigenous
Palestinian medicinal plants for potential anti-inflammatory and cytotoxic activity. J.
Ethnopharmacol. 113:510-516.

Keskes, Henda, Kais Mnafgui, Khaled Hamden, Mohamed Damak, Abdelfattah El Feki, et Noureddine
Allouche. 2014. «In vitro anti-diabetic, anti-obesity and antioxidant proprieties of Juniperus
phoenicea L. leaves from Tunisia.» Asian Pac J Trop Biomed S649-S655.

KERBOUCHE LAMIA. 2010. Mémoire de Magister: Composition chimique et activité biologique des
huiles essentiellles de quelques plantes des familes de de labiacées et de cupressacées .EL-

Meémoire de Magister 54



| Chapitre I Phytochimie des Plantes étudiées

HARRACH - ALGER: ECOLE NATIONALE SUPERIEURE AGRONOMIQUE- EL-
HARRACH - ALGER.

Khlifi, Daycem, Moktar Hamdi, Akrem EIl Hayouni, Sylvie Cazaux, Jean Pierre Souchard, Frangois
Couderc, et Jalloul Bouajila. 2011. «Global Chemical Composition and Antioxidant and Anti-
Tuberculosis Activities of Various Extracts of Globularia alypum L. (Globulariaceae) Leaves.»
Molecules (Molecules).

Khoddami, A, M.A. Wilkes, et T.H. Roberts. 2013. «Techniques for Analysis of Plant Phenolic
Compounds.» Molecules 2328-2375.

Khoddami, Ali, Meredith A. Wilkes, et Thomas H. Roberts. 2013. «Techniques for Analysis of Plant
Phenolic Compounds.» Molecules 2328-2375.

Krache, Imane. 2009. Memoire de Magiser: Evaluation des effets toxiques des extraits methanoliques
de tamus communis I. et teucrium polium 1. sur des rats blancs albino wistar. UNIVERSITE
DE FARHAT ABBAS SETIF.

LHUILLIER Amélie. 2007. Thése de Doctorat: Contribution a I’étude phytochimique de quatre plantes
malgaches : agauria salicifolia hook.f ex oliver, agauria polyphylla baker (ericaceae),
tambourissa trichophylla baker (monimiaceae) et embelia concinna baker (myrsinaceae).
Toulouse: Faculté de Pharmacie.

Makni, Mohamed, Anissa Haddar, Walid Kriaa, et Najiba Zeghal. 2013. «Antioxidant, Free Radical
Scavenging, and Antimicrobial Activities of Ajuga iva Leaf Extracts.» International Journal of
Food Properties 756—765.

Males, Zeljan, et Marica Medié-Sarié¢. 2001. «Optimization of TLC analysis of flavonoids and phenolic
acids of Helleborus atrorubens Waldst. et Kit.» Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis 24: 353-359.

Males, Zeljan, Marica Medié-Sari¢, et Franz Bucarc. 1998. «Flavonoids of Guiera senegalensis J. F.
GMEL. -Thin-layer Chromatography and Numerical Methods.» Croatica chemica acta 71: 69-
79.

Mamyrbékova-Békro, Janat Akhanovna, Koffi Marcel Konan, Békro Yves-Alain, Djié Bi Marc Gabin.,
Zomi Bi Tra Jérdme, Mambo Véronique, et Boua Boua Benson. 2008. «Phytocompounds of the
Extracts of Four Medicinal Plants of Céte D'ivoire and Assessment of their Potential
Antioxidant by Thin Layer Chromatography.» European Journal of Scientific Research 24:
219-228.

Marin, Laura, Elisa M. Miguélez, Claudio J. Villar, et Felipe Lomb6. 2015. «Bioavailability of Dietary
Polyphenols and Gut Microbiota Metabolism: Antimicrobial Properties.» BioMed Research
International 18.

Miceli, N., A. Trovato, A. Marino, V. Bellinghieri, A. Melchini, P. Dugo, F. Cacciola, et al. 2011.
«Phenolic composition and biological activities of Juniperus drupacea Labill. berries from
Turkey.» Food and Chemical Toxicology 2600—-2608.

MNHN : Muséum national d’Histoire naturelle [Ed]. 2003-2017. Inventaire National du Patrimoine
Naturel, Site web : https://inpn.mnhn.fr. Le 26 octobre 2017

Mohammed Jamleddine. 2010. Mémoire de Master; EXTRACTION ET CARACTERISATION DE LA
COMPOSITION DES HUILES ESSENTIELLES DE Juniperus phoenicea & Juniperus
oxycedrus Du Moyen Atlas. LAGHOUAT: UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN
ABDELLAH - LAGHOUAT.

Meémoire de Magister 55



| Chapitre I Phytochimie des Plantes étudiées

Naczk, M, et F Shahidi. 2004. «Extraction and analysis of phenolics in food.» journal of
chromatography 95-111.

Oran, S. A., & Raies, A. (1999). Micropropagation of two endangered species of Globularia L. In 6.
International Conference on the Development of Dry Lands, Cairo (Egypt), 22-27 Aug 1999.
ICARDA.

Pustahija, Fatima, Mirel Subasic¢, et Nedad Basi¢. 2014. «Phenolic content in the needles of Cryptomeria
japonica (Thunb. ex L. f.) D. Don, Cupressocyparis x leylandii (A.B. Jacks. & Dallim.) Dallim.
“Castlewellan Gold“ and Sequoiadendron giganteum (Lindl.) J. Buchholz.» Works of the
Faculty of Forestry University of Sarajevo 41-51.

Quezel P. , Santa S. 1963. Nouvelle flore de I'algérie et des régions désertique méridionales. Vol. 2.
Paris: editions du centre national de la recherche scientifique.

Rached Wahiba. 2009. Mémoire de Magister: Evaluation du potentiel antioxydant de plantes
médicinales et analyse phytochimique. ORAN: UNIVERSITE D’ORAN ES-SENIA — ORAN.

Rahmouni, Naima. 2013. Memoire de Magister: Investigation phytochimique de [’extrait n-butanol du
Globularia alypum L ( Globulariaceae ). UNIVERSITE CONSTANTINE 1.

Robbins, Rebecca J. 2003. «Phenolic Acids in Foods: An Overview of Analytical Methodology.» J.
Agric. Food Chem. 2866-2887.

Roskov Y., Abucay L., Orrell T., Nicolson D., Bailly N., Kirk P.M., Bourgoin T., DeWalt R.E., Decock
W., De Wever A., Nieukerken E. van, Zarucchi J., Penev L., eds. (2017). Species 2000 & ITIS
Catalogue of Life, 2017 Annual Checklist. Digital resource at www.catalogueoflife.org/annual-
checklist/2017. Species2000:Naturalis, Leiden, the Netherlands. ISSN 2405-884X.

Sajewicz, Mieczyslaw, Dorota Staszek, Monika Waksmundzka-Hajnos, et Teresa Kowalska. 2012.
«COMPARISON OF TLC AND HPLC FINGERPRINTS OF PHENOLIC ACIDS AND
FLAVONOIDSFRACTIONS DERIVED FROM SELECTED SAGE (SALVIA) SPECIES.»
Journal of Liquid Chromatography &Related Technologies 1388-1403.

Shahraki, M.R., Arab, M.R., Mirimokaddam, E., Palan, M.J. (2007).The effect of Teucrium polium
(Calpoureh) on liver function, serum lipids and glucose in diabetic male rats. Iranian Biomedical
Journal. 11(1): 65-68.

SIBOUKEUR HADJI-Warda. 2013. Mémoire de Magister: Valorisation des huiles essentielles : Cas de
Iutilisation de I’huile de cade dans les eaux.OUARGLA: UNIVERSITE KASDI MERBAH—
OUARGLA.

Stankovic, Milan S., Neda Niciforovic, Vladimir Mihailovic, Marina Topuzovic, et Slavica Solujic.
2012. «Antioxidant activity, total phenolic content and flavonoid concentrations of different
plant parts of Teucrium polium L. subsp. polium.» Acta Societatis Botanicorum Poloniae 117-
122.

Suleiman, M. S., Abdul-Ghani, A.S., Al-khalil, S., AMIN, R. (1988). Effect of Teucrium polium boiled
leaf extract intestinal motility and blood pressure. Journal of Ethnophwmacology, 22: 111-116.

Tibor, Cserhati. 2006. Liquid Chromatography of Natural Pigments and Synthetic Dyes. Edité par
Elsevier. Vol. 71. Journal of Chromatography Library.

Vermerris, wilfred, et Ralph Nicholson. 2006. Phenolic compound biochemistry. Netherlands: Springer.

Waksmundzka-Hajnos, Monika, Joseph Sherma, et Teresa Kowalska. 2008. Thin Layer
Chromatography in Phytochemistry. London: CRC Press.

Mémoire de Magister 56



| Chapitre I Phytochimie des Plantes étudiées

Williams, C. A., et R. J. Grayer. 2004. «Anthocyanins and other flavonoids.» Nat. Prod. Rep. 539-573.

Yoko , Oshima-Franco, Luana de Jesus Reis Rosa, Gleidy Ana Araujo Silva, Jorge Amaral Filho, Magali
Glauzer Silva, Patricia Santos Lopes, José Carlos Cogo, Adélia Cristina Oliveira Cintra, et
Maria Alice da Cruz-Hofling. 2012. «Antibothropic Action of Camellia sinensis Extract Against
the Neuromuscular Blockade by Bothrops jararacussu Snake Venom and Its Main Toxin
Bothropstoxin-1.» Pharmacology.

Zennaki, S, D Krouf, D Taleb-Senouci, et M Bouchenak. 2009. «Globularia alypum L. Lyophilized
Methanolic extract decreases Hyperglycemia and improves antioxidant status in various tissues
of Streptozotocin-Induced diabetic rats.» Journal of Complementary and Integrative Medicine
6 (1): 34.

Meémoire de Magister 57



Chapitre 11
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de la lipase de Candida rugosa
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Rappels Bibliographiques
1. L'obésité

L'obésité est I'une des maladies les plus graves ces derniéres années (Jung, et al. 2012). Le
nombre de personnes en surpoids est estimé a 1,9 milliard d'adultes, selon les statistiques
réalisées en 2014, dont plus de 600 millions sont obéses (WHO 2016). Elle est associée a de
nombreuses maladies chroniques, ainsi qu'a des problémes psychologiques et sociaux, d’ou sa

gravité (Jung, et al. 2012).

Percent of Adult Population
[0 Nodata [ <10% M 11-30% W 31-50% W =51%

Figure 24. La répartition de I'obésité dans le monde (Pearce et Witten 2010)

L'incidence de l'obésité est estimée a 80% des patients diabétiques de type 2, 70% des

maladies cardiovasculaires, 42% du cancer du sein et du colon (Debasis et Harry 2007).

En médecine, 1I’obésité est définie comme une accumulation anormale de la graisse dans le
tissu adipeux. Il existe de nombreux facteurs qui conduisent a l'obésité, tels que la
prédisposition génétique et les facteurs environnementaux et psychologiques (Boris et Robert
1997). Cependant, leur cause principale est le déséquilibre entre I'apport énergétique sous forme
de nourriture et de capacité corporelle pour briler de graisses, car le corps conserve l'excés

d'énergie sous forme de graisse (IOM 2012). L'obésité est diagnostiquée par I''MC.

2. Indice de Masse Corporelle (IMC) :

Il est également connu sous le nom de l'indice Quetelet, par rapport a son créateur belge

Adolphe Quetelet, datant du milieu du 19eme siécle (Kathleen 2008). Une norme reconnue
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internationalement comme le meilleur outil pour diagnostiquer les différents cas d'obésité et
déterminer le poids idéal et exprime est le rapport du poids (en kg) sur la taille (en métre) élevée
au carré, selon I'équation suivante :

_ Poids(Kg)

IMC = —————~
¢ Taille(m?)

L'Organisation de la santé a évalué les différents cas d'IMC selon la gravité de chaque cas
(tableau 17).

Tableau 17. les différents cas d'IMC selon la gravité de chaque cas ((. WHO 2000)

Classification IMC en Kg/m2

Insuffisance pondérale <185

Normale poids 18.5a24.9

Exces de poids > 25.00
avant 1’obésité 25.00 a 29.99
Obésité I (modérée) 30.00 a 34.99
Obésité I (sévere) 35.00 a 39.99
Obésité 111 (majeure) >40.00

Les médicaments pour traiter 1’obésité et les hypotheses proposées pour ¢a fonctionnent
selon 03 méthodes : tout d'abord, en réduisant la consommation d'aliments par la manipulation
(réduction) de I'appétit de l'individu envers ces aliments, dans ce cas, les médicaments
fonctionnent au niveau du systéme nerveux en inhibant les récepteurs Catécholamines Alpha 1
et Beta 2, le médicament le plus important utilisé dans ce cas est la sibutramine. Deuxiemement,
en inversant I'équilibre des calories stockées et consommeées dans le corps en arrétant et en
réduisant la digestion et I'absorption de la graisse au niveau de l'intestin en utilisant des
inhibiteurs de la lipase tels que l'orlistat. Troisiemement, grace a l'augmentation de I'exercice

de combustion des graisses (Karl, Ulrich et Olivier 2005).

3. Oirlistat

Un composé dérivé de I'extrait de lipstatine du champignon Streptomyces toxytricini, sa
formule chimique C29Hs3NOs (figure 25).
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Figure 25. La structure chimique de [’orlistat

C'est le seul inhibiteur de I'enzyme lipase utilisé dans le traitement de l'obésité. Il réduit la
dégradation et I'absorption des triglycérides dans l'intestin de 30%. La prise de ce médicament
avec un régime alimentaire et une activité physique réduit le poids de 10%. Il a comme effets
indésirables et secondaires : apparition des verrues, ballonnements, incontinence fécale, lésions
hépatiques, insuffisance hépatique subaigué (Karl, Ulrich et Olivier 2005) (Sellami, et al. 2016).
Les chercheurs cherchent a trouver et a développer un traitement pour prévenir I'obésité et a la
traiter sans effets secondaires et sans danger pour une utilisation prolongeée, car la recherche se
concentre recemment sur la recherche dans les extraits végétaux de produits chimiques naturels
pour lutter contre I'obésité. Cette recherche a été renforcée par des rapports publiés récemment
qui ont démontré avec succes l'efficacité des extraits végétaux dans la réduction du gain de
poids (Jung, et al. 2012).

4. Lipases

Enzymes qui dégradent les triglycérides (EC 3.1.1.3) qui stimulent la dégradation des
triglycérides en acides gras et en glycérol. lls sont largement répandus dans les plantes, les
animaux et les microorganismes (Cygler et D. Schrag 1997). Elles dissocient la liaison ester du
bi, tri ou monoglycéride (Cygler et D. Schrag 1997) (Derewenda 1994) (Leticia, et al. 2012).

Le corps humain contient quatre types de lipases: lipase gastro-intestinale, lipase
pancréatique, lipase ester-carboxylique et phospholipase A2. La décomposition de la graisse
dans I'estomac commence par la stimulation de la lipase gastro-intestinale, qui est active dans
le milieu acide, en désintégrant 10 a 20% de la graisse, puis la dissolution du reste au niveau du
duodénum est complétée a I'aide de lipases pancréatiques (figure 26). Les autres types de lipases
jouent un role faible dans la décomposition des triglycérides et remplacent la lipase

pancréatique en cas de disparition ou d'inhibition (Karl, Ulrich et Olivier 2005).
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Figure 26. La dégradation des triglycéride dans le tube gastrique (de la Garza, et al. 2011)

TG : triglycérides, HGL : lipase gastrique humaine, PL : lipase pancréatique
La lipase pancréatique se compose de 449 acides aminés, qui partagent avec le reste de
I'espece lipase dans une structure uniforme (figure 27), qui se caractérise par un trou de

I’oxyanion (oxyanion hole) et un site catalytique.

» e trou de I’oxyanion : la premiere partie de ce site est proche de I'extrémité amine entre
I’hélice a et la structure béta, et sa séquence varie selon l'organisme dont nous 1'avons
trouvé GGGX dans les lipases de Candida rugosa, la deuxieme partie est présentée
aprées le B5 et elle est appelée X2, qui partage avec le site catalytique par succession
GX1SX2G (Leticia, et al. 2012).

= |a triade catalytique : est constitué d'acide aminé "sérine" aprés la structure B5, et
I'aspartate / glutamate apres B7 et I'histidine prés de I'extrémité carboxylique,

représentée par des cercles sur la figure.
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Figure 27. La structure de la lipase (Leticia, et al. 2012)

L’hydrolyse d’un ester carboxylique par la triade catalytique peut se décomposer en six
grandes étapes (Figure 28). Tout d’abord, le carbone de la fonction carboxylique du substrat
subit une attaque nucléophile du groupement hydroxyle de la sérine dont le caractere
nucléophile est augmenté par le résidu histidine suite a la formation d’une liaison hydrogéne.
L’anneau imidazole de I’histidine devient alors protoné et chargé positivement. Cette charge
positive est stabilisée par une charge d’un résidu acide (Asp ou Glu) (1). Il en résulte la
formation d’un premier intermédiaire tétraédrique, stabilisé par deux liaisons hydrogénes avec
des résidus du trou de I’oxyanion (2). Par la suite, il y a libération d’'une molécule d’alcool,
formation de I’acyl-enzyme (3) et attaque nucléophile de I’acylenzyme par une molécule d’eau
(4). Cette seconde attaque nucléophile aboutit a la formation d’un second intermédiaire
tétraédrique, stabilisé par le trou de 1’oxyanion (5). Finalement, il y a libération de I’acide gras
et retour de I’enzyme dans sa conformation initiale (6) (Jaeger et al., 1994 ; Wrinkler et al.,
1994 ; Beer et al., 1996, in : Benarous 2014).
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Figure 28. Représentation schématique de I’hydrolyse d’une liaison ester
(Beer et al., 1996, in : Benarous 2014). (1) complexe de Michaelis non-covalent; (2) intermédiaire
tétraédrique 1, (3) acylenzyme et libération de [’alcool; (4) attaque nucléophyle de la molécule d’eau;
(5) intermédiaire tétraédrique 2; (6) libération de I’acide gras.
La lipase pancréatique est excrétée du pancréas sous une forme inactive qui doit étre activée
par la présence de colipase et de sels biliaires. La liaison de la lipase pancréatique a la co-lipase
modifie la structure tridimensionnelle de la lipase en facilitant son association avec le substrat

de réaction (Karl, Ulrich et Olivier 2005). Alors que la lipase CRL ne nécessite pas d'assistance.

Le trou de I’oxyanion des lipases de Candida rugosa est représenté par les acides amines :
Gly 123, Gly124 et Ala 210.
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Les inhibiteurs de la lipase sont utilisés pour élaborer des médicaments pour traiter I'obésité
et les problémes d'acné. En général, les inhibiteurs d'enzymes sont classés comme réversible ou
irreversible dans leur actions (Leticia, et al. 2012). La plupart des inhibiteurs approuvés sont
réversibles car elles présentent moins d'effets secondaires que les inhibiteurs irréversibles. Les
inhibiteurs réversibles sont classés comme compétitifs, non concurrentiels, non compétitifs par
rapport a leur liaison a I'enzyme et a leur effet sur I'affinité de I'enzyme pour la substance de

réaction et I'interaction (Cygler et D. Schrag 1997).

5. Huiles essentielles
5.1. Usages médicaux

De nombreux composés naturels dérivés de plantes ont montré leur activité biologique
(Neffati, et al. 2009). Les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques ont une attention
particuliére (Neffati, et al. 2009), car elles ont été utilisées dans la médecine traditionnelle

comme agents antimicrobiens depuis l'antiquité (Pinto, et al. 2009).

L'huile de Menthe extrait des feuilles de menthe est considérée comme la plus productif et
la plus consommeée, généralement utilisée localement comme désinfectant et antiseptique. Elle
sert a traiter les démangeaisons, les douleurs nerveuses et musculaires, les maux de téte et les

migraines et elle est utilisée comme agent antimicrobien (Iscan, et al. 2002).

En raison de I'ardme de I'huile de cannelle forte et fine, il a été utilisé a des causes médicales
et nutritionnelles, car il s'agit d'une substance efficace dans la prévention des maladies (Wang,
Wang et Yang 2009).

L'eugénol est le composé principal dans I'huile essentiel du giroflier, ou il est utilisé comme
antiseptique, antibactérien et antalgique en médecine traditionnelle. De nombreuses études ont
montrées l'efficacité antivirale comme : I'herpés virus HSV et le virus de I'hépatite C (Dwivedi,
et al. 1989), utilisé dans les pays asiatiques pour traiter les douleurs dentaires, des maux de téte
et des troubles respiratoires, et constaté qu'il a des propriétés antimicrobiennes et antioxydant
efficace, anti-cancer, anti-inflammatoire et insecticide, elle est utilisée aussi comme

antiseptique et anesthésique, il est largement utilisé en médecine dentaire (Pinto, et al. 2009).
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Matériel et Méthodes

Nous avons ¢étudié dans cette partie I’effet inhibiteurs des extraits obtenus du chapitre précédent,
en plus, nous avons choisi quelques molécules synthétisées et 3 huiles essentielles.

1.1. Extraits des plantes

Les extraits obtenus a partir de I’hexane et I’acétate d’éthyle ont une concentration 10 mg/ml.
La solution standard a été utilisée pour réaliser une chromatographie sur couche mince (CCM).
Des dilutions de 1’acétate d’éthyle d’une concentration entre 0,5 et 2 mg/ml ont été préparées

pour étre utilisées dans I'expérience d'inhibition de la lipase.

1.2. Huiles essentielles

Trois huiles essentielles obtenues a partir d'un magasin local ont été utilisées : 1’huile de
menthe, I’huile de cannelle et I’huile de giroflier. Ce choix est du a leur utilisation commune et
I’existence des rapports précédents sur leur effet contre 1’obésité traditionnellement ou
expérimentalement. Les extraits de ces trois plantes ont été essayés in vitro et in vivo sur la
lipase pancréatique (I’étre humain et les souris) mais 1’effet de leurs huiles essentielles n’a
jamais été éetudié.

1.3. Médicaments

Deux types de médicaments utilisés dans le traitement des maladies liées a I'obésité ont été
utilisés : I'acide folique consommé par les femmes enceintes pour éviter les cas d'anomalies
congénitales dans le systeme nerveux des embryons (NTD). Febuxostat et colchicine utilisés
dans le traitement de la goutte. Leurs structures chimiques sont représentées dans la figure 29.

Ces deux cas sont lies a l'obésité, les femmes ayant un BMI > 30 sont deux fois plus
susceptibles d'obtenir des distorsions NTD pendant la grossesse que les femmes ayant un poids

normal.

La goutte est souvent associée a 1’obésité, le risque de la maladie augmente avec
I'augmentation de l'indice de masse. L’effet de ces médicaments sur 1’obésité et I’inhibition de

la lipase n’a jamais été étudié directement.
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Figure 29. Les structures chimiques des médicaments
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1.4. Acides organiques

Pour étudier I'effet de la toxicité de certains acides sur la lipase LCR. L’effet de certains

acides dont leurs structures sont représentées dans la figure 30 sur l'activité de la lipase a été

étudié.
HO 0
OH
——
o OH
O : OH
OH
Acide ascorbique Acide benzoique
0
0 OH HO
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HO OH HO
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0
HO
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Figure 30. Les structures chimiques des acides étudiés
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2. Le principe de I'activité enzymatique de la lipase

Le p-NPL (p-nitrophényllaurate) est un substrat de la lipase. La lipase hydrolyse de la liaison
ester formée entre le groupe alcool (OH) du p-NP (p-nitrophénol) et le groupe carboxyle
(COOH) de l'acide laurique en libérant ces deux molécules suivant le schéma réactionnel

présenté dans la figure 31.

Para Nitrophenyl laurate

<
Lipase de
Candida rugosa

OH

Acide laurique 4-nitrophenol

Figure 31. Hydrolyse de p-NPL par lipase Candida rugosa (Benarous 2014)

Le produit (p-NP) a une couleur jaune, qui nous aide a suivre la réaction a ’aide de la

spectrophotométrie UV-Visible.

3. Etapes expérimentales
3.1. Courbe d’étalonnage de p-NP

Des dilutions différentes de la solution de p-NP ont été préparées a partir d'une solution mere
d’une concentration 1 mM. On a ajouté 20 ul de LCR dissous dans tampon avec un pH =7 a
20 pl d'éthanol et 180 puL de p-NP de différentes concentrations. L'absorption a ensuite été lue
a une longueur d'onde de 405 dans un lecteur de microplaques de type BiotekELX 800 UV a

96 puits. Les résultats permettent de tracer la courbe d’étalonnage.
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3.2. L activité d'inhibition enzymatique de la lipase Candida rugosa

La méthode de Benarous, 2014 a été adoptée avec quelques modifications dans la détection
de I'activité inhibitrice de la lipase par des extraits de plantes, des molécules pures et des huiles
essentielles. L'activité d'inhibition a été exprimée dans la valeur d’1Cso pour chaque échantillon,
ICso représente la concentration nécessaire pour inhiber 50% de I'activité enzymatique. Plus la

valeur de I’ICsp est faible, plus la capacité inhibitrice de I'inhibiteur est forte et plus efficace.

Le milieu réactif contient 20 ul d'échantillons (inhibiteurs) a différentes concentrations pour
¢étudier leur effet inhibiteur et 20 uLL de LCR avec une concentration de 0,5 mg/ml, on incube
le milieu dans 1’étuve a 37 °C pendant 15 minutes. Ensuite, nous ajoutons 180 pL de substrat
p-NPL avec une concentration de 0,1 mM, puis, nous I’incubons dans I’étuve a 37 °C pendant
15 minutes. Apres, la lecture est effectuée dans le lecteur de microplaques de type BiotekELX
800 UV a une longueur d'onde de 405 nm.

Les valeurs ICso ont été calculées a partir des graphes | % = f (C). 1% est le pourcentage de

I’inhibition a été calculé a partir de I’équation :
A .
19% =1 (72244 )« 100
Acontrol

1% : le pourcentage de I’inhabitation.
Aexirait : Absorbance nette en présence de l'extrait ou de la molécule inhibitrice.
Acontrol : Absorbance du témoin en absence de I'extrait ou de la molécule inhibitrice.

Ou
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Resultats et discussion
1- La courbe d’étalonnage de p-NP

La courbe d’étalonnage de pNP qui est montré dans la figure 32, représente la variation

d’absorbance en fonction des concentrations de p-NP, réalisée a 1’aide du logiciel Excel 2016.

< g4 - p-NP
03 | R*=0,9979
0,2 -
01 -
0 . . . . .
0 0,02 0,04 0,06 0,08 01

C (mgfml)

Figure 32. La courbe d’étalonnage de p-NP

2- L’activité d'inhibition enzymatique de la lipase Candida rugosa

Nous avons tracé des courbes (figures 33 et 34) qui représentent les variations des
proportions d’inhibition de I’enzyme 1% en fonction de concentrations des extraits des plantes,
des huiles essentielles, des médicaments, et des acides organiques. Par la suite, nous avons

identifié I’ICso pour chaque échantillon, indiqué dans le tableau 19.
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Tableau 18. Valeurs IC50 pour divers extraits et molécules étudiées sur la lipase LCR

Les extraits/ Les molécules 1Cs0 (Mg/ml)
Globularia alypum 2,29 +0,29
5 Teucrium polium 2,44 + 0,20
2 Ajuga iva -
2. Juniperus oxycedrus 2,50+0,01
” Juniperus phoenicea 1,33+0,10
o — Huile essentielle de menthe 1,09 £0,25
é g Huile essentielle de cannelle 1,78 +0,57
% % Huile essentielle de giroflier 1,13+0,19
La molécule isolée 0,71+ 0,07
3 - Acide folique 0,64 £ 0,00
383 Febuxostat 0,66 + 0,00
Acid citrique 4,59 + 0,33
o Acide ascorbique 3,51+£0,17
§ g Acide benzoique 3,11 + 0,05
gz Acide oxalique 3,63+ 1,47
3 & Acide gallique 1,06 £ 0,04
Acide caféique -
Orlistat 0,06 + 0,004
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I'extrait d'Ac-0-Et de

I'extrait d'Ac-O-Ft de

#
2 20 T. polium = e - G. alypum
= 1_
40 R7=0,9914 40 { R?=0,9996
30 30 A
20 20 A
10 10 A
0 ; ; ; . 0 - - - -
o 0,5 1 1,5 2 0 0.5 1 15 2
C (mg/ml) C (mg/ml)
I'extrait d"Ac-0-Et de .
. I'extrait d'Ac-O-Et de
70 1. phoenicea 18
4 = ao - J. oxycedrus
60 R*=0,998
50 30 4 R*=0,9973
40
30 20
20 10 A
10
(4] T T T | 4] T T T 1
] 0,5 1 1,5 2 0 0,5 1 1.5 2
C (mg/ml) C (mg/ml)
Huile essentielle de girofle Huile essentielle de menthe
£ 100 - (Syzygium aromaticum) 2 (Mentha piperita )
100
80 1 R*=0,9%01 80 R?=0,9973
60 -
40 A
20 A
0 T T T , 2
0 0,5 1 1,5 2
C (mg/ml) C (mg,/ml)
Huile essentielle de cannelle la molécule isolée (J3)
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60 - R?=0,9923
50 R==10,9874 g0 A
40 40 -
30
20 20 A
10
U . . . ) D T T T T 1
0,5 1 15 2 o 0,2 0.4 0,6 0,8 1
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Figure 33. Représentations graphiques de !’inhibition des extraits de la lipase de Candida rugosa
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1%
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Figure 34. Représentations graphiques de l’inhibition des molécules de la lipase de Candida rugosa
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Les médicaments contre I'obésité utilisés actuellement réagissent de trois maniéres
différentes, peuvent stimuler le métabolisme des lipides, réduise la consommation d'aliments
par la manipulation (réduction) de l'appétit de l'individu envers ces aliments, ou limiter
I'absorption des lipides au niveau des intestins (Hasani-Ranjbar et al. 2009). Dans notre étude,
nous nous concentrons sur la réduction de I'absorption des lipides au niveau des intestins en
évaluant l'activité inhibitrice des extraits végétaux, des huiles essentielles et de certaines

molécules chimiques sur I'enzyme lipase.

Nous notons a partir des résultats que la plupart des échantillons étudiés ont une activité
inhibitrice sur la lipase LCR, a I'exception de l'extrait de Al, nous n'avons détecté aucune

activité inhibitrice, de méme pour l'acide caféique.

L'orlistat a été utilisé comme test pour comparer le taux d'inhibition de tous les échantillons
étudiés avec son taux d'inhibition, étant donné que c’est le médicament le plus fiable et efficace

dans le traitement de I'obésité.

Les résultats indiqués dans le tableau 19 ont montré que I'extrait de Juniperus phoenicea a
donne le meilleur effet inhibiteur avec un ICso de 1,33 mg/ml, suivi par des extraits de
Globularia alypum, de Teucrium polium et de Juniperus oxycedrus avec des valeurs de ICso de
2,29, 2,44 et 2,50 mg/ml, respectivement, par contre, nous n’avons détecté aucune activité

inhibitrice pour les extraits d’Ajuga iva.

En comparant les résultats obtenus de I'étude avec les résultats des références et des études
antérieures qui sont regroupés dans le tableau 20, nous constatons qu'ils sont compatibles. Selon
Chenni et al. 2006, Il n'y a eu aucun changement dans le poids des rats traités avec les extraits
d’Ajuga iva 10,5% mélangé dans un repas riche en matiéres grasses 10%, Il y a également eu
une légére augmentation du poids du foie et du tissu gras. Shahriari et al. 2017 ont remarqué
une diminution de I'efficacité de I'enzyme lipase aprés 1'addition d'huile essentielle d’Teucrium
polium, et une diminution de la quantité des triglycérides dans le sang. In vivo, le poids des
souris n'a pas changé apres un traitement avec des extraits d’acétate d’éthyle de la plante
Teucrium polium et un repas sucré de 10% de saccharose sans graisse. Cela prouve que nos
résultats concernant I'effet des extraits de Teucrium polium sur la lipase et la réduction de

I'absorption des acides gras sont conformes avec ceux cités ci-dessus.

L'effet inhibiteur de I'extrait de Globularia alypum sur la lipase n'a pas été étudié in vitro et
in vivo pour tester son effet sur I'absorption des lipides, mais Merghache et al. 2013 ont étudié
I'effet de I'injection de I'extrait de Globularia alypum chez les souris atteintes de diabéte a
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différentes doses pour étudier son effet toxique sur I'organisme et les taux de triglycérides dans
le sang et ses organes de stockage (Foie et muscles). Il a été observé qu'il n'y a aucun effet
toxique pour toutes les concentrations injectées dans l'organisme et il a été observé une
diminution des taux de glycérides et de cholestérol aprés injection des molécules isolées de
Globularia alypum. Ces résultats et nos résultats prouvent que Globularia alypum a un effet
double et multiple contre I'obésité, le premier consiste a réduire I'absorption de lipides au niveau
intestinal avec une inhibition de la lipase, et le deuxiéme en influencant le métabolisme des

graisses.

L'effet inhibiteur élevé de la plante de Juniperus phoenicea obtenu dans cette étude est
conforme aux conclusions de Keskes, et al. 2014. 11 a noté que 1'extrait de I’hexane, I'extrait de
’acétate d’éthyle et I'huile essentielle de Juniperus phoenicea récolté des montagnes de Tunisie
avaient une activité inhibitrice élevée de la Lipase pancréatique avec ICso estimées
respectivement a 68,74, 60,22 et 66,15 ug/ml. Une forte activité inhibitrice de 1'extrait éthanol
de la plante Juniperus rigida de la méme famille (Cupressaceae) a été observée avec un ICso de
8,63 ng/ml par Lee et al. 2010. Kim et al. 2005 ont trouvé des extraits d'écorces et de feuilles
de la plante qui ont une activité d’inhibitrice avec ICso égale a 20,4, 219 pg / ml, respectivement.
Des études in vivo comprennent une plante appartenant a la méme famille, ou Kim et al. 2008
ont constaté que le traitement par des extraits d'eau bouillie de Juniperus hinensis conduit a une
réduction de poids de 10%. Alors que I'extrait de Juniperus oxycedrus est faible, bien qu'il soit
fréquent dans le traitement de I'obésité par rapport au Juniperus phoenicea, l'effet inhibiteur du

Juniperus oxycedrus sur la lipase ou sur 1’obésité n'a jamais été étudié.

D'autre part, Sharma et al. 2005 ont constaté que les concentrations de 0,2 mg / ml de trois
plantes Eriochloa villosa (Thunb.) Kunth, Orixa japonicaThunb et Setaria italica (L.) Palib ont
une activité inhibitrice élevée de plus que 80%, avec des pourcentages respectivement : 83%,
81,3% et 80,3%, sachons que ces trois plantes appartiennent a la méme famille Poaceae. Mais
les extraits de plantes ayant l'activité inhibitrice la plus élevée sont les extraits aqueux de la
plante Ginkgo biloba de la famille (Ginkgoaceae), Adisakwattana et al. 2012 ont estimé 1’1Csg
de 0,05 + 0,01 pg/ml.

Les huiles essentielles montrent que I'huile de menthe a le meilleur effet inhibiteur, avec la
valeur de 1Cso égale a 1,09 mg/ml suivi par I'huile de Giroflier (EOZ) et de I'huile de Cannelle
avec les valeurs de ICso égale respectivement a 1,13 mg/ml et 1,78 mg/ml. L'effet inhibiteur de
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I'nuile de menthe (EOM) est meilleur que I'effet inhibiteur de I'huile essentielle d'Origanum
syriacum de la méme famille (Lamiaceae), estimée par (Afifi, et al. 2017).

Les huiles essentielles de ces trois plantes (menthe, Cannelle et Giroflier) n'ont pas éte testées
auparavant, mais dans des études antérieures d'autres chercheurs, I'effet inhibiteur de leurs
extraits sur la lipase pancréatique a été etudie. (Sellami, et al. 2016) ont constaté que les extraits
aqueux de Cannelle et de menthe avaient un effet inhibiteur élevé avec un ICso égale a 45 £ 2
et 62 + 3,5 ug/ml, respectivement, et la valeur de I'lCso pour I’extrait aqueux de Giroflier était
de 87 + 3 pg/ml. Ces résultats sont proches de ceux de (Moss-Pierce, Tu et Jiang 2013), ils ont
trouvé un effet inhibiteur de I'éthanol:H2O de Cannelle avec une valeur de 1Cso egale a 47,8
ug/ml. Les extraits d'éthanol ont donné un taux d'inhibition de 51,10%, 21,64% et 20,27%,
respectivement pour chacun des Girofliers, des menthes et de la cannelle. L’ICso de I’extrait
d’hexane de giroflier a été estimé de 46,22%, cependant, les extraits d’hexane de menthe et de
cannelle n'ont aucune activité inhibitrice. (Slanc, et al. 2009) ont trouvé un effet inhibiteur de
40 a 70% pour le Giroflier par rapport a l'orlistat de concentration 25 pg/ml. Ces résultats sont
plus éleves que les résultats obtenus dans notre étude, bien que, nous avons utilisé la lipase

LCR, qui n'a jamais été testé sur des extraits de ces plantes.

Dans les expériences in vivo, (Said, et al. 2011) ont observé une perte de poids d'environ 1
kg par semaine pendant toute la période d'étude sur un groupe de 66 volontaires, ou il les a
traités avec des extraits de feuilles de menthe, des olives, d’Alchemilla mollis, et des graines de
cumin pendant 3 mois. Une perte de poids progressive a été observé pendant la durée de I'étude
chez les personnes traitées, cette diminution est de 90,5 + 1,2 a 78,5 £ 1,4 kg apres trois mois.
Dans une autre étude réalisée par (Soliman, et al. 2012), ils ont remarqué une diminution du
poids des souris de laboratoire lorsqu'elles étaient traitées avec des extraits aqueux de cannelle
d’une concentration 200 mg/kg par jour prise par voie orale pendant deux mois. D'autre part,
(Khan, et al. 2003) ont noté que 1’augmentation de la dose de 1, 3 ou 6 g de cannelle par jour
pendant 40 jours réduit le glucose dans le plasma sanguin, les triglycérides, le cholestérol des
lipoprotéines de basse densité et le cholestérol total dans le sang, chez les personnes atteintes
de diabéte de type 2, de 18 a 29%, de 29 a 30%, de 7 a 27% et de 12 a 26%, respectivement.

Tous ces résultats démontrent que la consommation sire de menthe, de cannelle et de
giroflier en forme brute ou comme un thé et I’application topique d'huiles essentielles peut étre
un moyen utile et sécurisé de traiter les maladies liées a la lipase telles que I'obésité et la

candidose.
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Les molécules chimiques ont donné des faibles valeurs des I1Cso par rapport a la molécule
isolée, son effet inhibiteur est plus élevé par rapport aux acides organiques étudiés mais moins
que les huiles essentielles. La comparaison de l'activité inhibitrice de cette molécule avec
l'activité inhibitrice de 1'orlistat obtenu au cours de cette étude montre qu’elle est inférieure de
10%. C'est un effet important et bon, étant donné que l'orlistat est le médicament le plus efficace
pour inhiber la lipase.

(Zheng, et al. 2010) ont étudié I'effet de certaines molécules d'origine végétale, ils ont trouvé
une bonne inhibition de quercétine et lutéoline, ou le taux d'inhibition était de 27,4% et de
17,3% a une concentration de 25 pg/ml comparativement a 87,1% pour I’orlistat a une méme
concentration, ce qui indique que l'inhibition de la quercétine est 7 fois inférieure a I'effet de
I'orlistat et I'effet de la lutéoline est 10 fois inférieur a I'effet de l'orlistat, qui est la proportion

de la molécule dans notre étude.

L'acide folique et febuxostat ont une grande capacité a inhiber la lipase, nous avons observé
que leurs ICso étaient estimé a 0,7 et 0,6 mg/ml, respectivement. Il n'y a jamais eu de test
préalable pour I'efficacité de ces composés dans le traitement de I'obésité ou d'une maladie liée
a la lipase, mais ils sont utilisés dans le traitement des maladies liées a I'obésité, ce qui nous fait
croire que leur consommation peut avoir un effet multiple, le premier, c’est la réduction des
causes de la maladie d'origine et le deuxieme, c’est traité de I'obésité, qui est un facteur cle,

augmentant le risque de la maladie d'origine.

En revanche, nous avons remarqué que l'activité inhibitrice la plus faible est enregistrée dans
les acides organiques avec des valeurs des I1Cso élevées par rapport aux molécules extraites de
plantes telles que 1I’apéginine, lutéoline, quercétine, et les médicaments tels que I'acide folique
et le febuxostat, a I’exception de I’acide gallique qui a une activité d’inhibitrice plus élevé avec

une valeur de ICso =1,06 mg/ml.

Tous ces résultats ont été démontrés par étude in silico (chapitre V), ou les résultats étaient
conformes avec celles obtenus in vitro, nous avons montré comment chaque molécule interagit
avec la lipase, ce qui donne une idée sur la composition chimique des meilleurs inhibiteurs de

la lipase, et donne plus de crédibilité aux résultats obtenus lors du processus de Docking.
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Tableau 19. Les valeurs de 1C50 de quelques extraits selon la littérature

1C50 (mg/ml) *

Famille Plante L’extrait Référence
pg/mi
Lamiaceae Marrubium vulgare MeOH/Ac/Eau 1,46 Benguechoua, et al. 2014
Thymus serpyllum Ac/Eau 1,60 Benguechoua, et al. 2014
Juniperus phoenicea Hexane 68,74" (Keskes, et al. 2014)
MeOH 60,22" (Keskes, et al. 2014)
Huile essentielle 66,15" (Keskes, et al. 2014)
Cupressaceae Juniperus communis N .
Eau ch 20,4 Kim, et al. 2005
(écorces)
(Feuilles) Eau ch 219" Kim, et al. 2005
Juniperus rigida EtOH 8,63 Lee, et al. 2010
Caesalpinia sappan MeOH 0,15 Batubara, et al. 2009
Fabaceae . .
Intsia palembanica MeOH 0,004 Batubara , et al. 2009
Achillea santolina BuOH 2,32 Benaous, et al. 2013
Asteraceae Ac-O-Et 0,37 Benaous, etal. 2013
Pulicaria crispa MeOH/Eau 1,41 Nia, et al. 2014
Ziziphus lotus Ac-O-Et 0,45 Benaous , et al. 2013
Rhamnaceae
BuOH 0,06 Benaous, et al. 2013
Zygophyllaceae Peganum harmala Chloroforme 1,74 Benaous , et al. 2015
Rosaceae Pyrus pyrifolia bark EtOH/Eau 447 Kim , et al. 2005
Cruciferae Oudnaya africana MeOH/Eau 1,65 Nia, etal. 2014
. Bergenia. crassifolia .
Saxifragaceae . Ac-O-Et 3,6 lvanov, et al. 2010
(racines)
Ginkgoaceae Ginkgo biloba EtOH 0,05 Adisakwattana, et al. 2012
Hymenochaetaceae Inonotus hispidus Ac-O-Et 1,79 Benaous, et al. 2015
(+)-Catechin 3,5-di-O-gallate / 0,42 Ivanov, et al. 2010
Orlistat / 0,75 Kim, et al. 2005
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Rappels Bibliographiques

1. Importance biologique de I’outil bioinformatique

Le terme bioinformatique a été forgé en 1979 par Paulien Hogeweg de l'université d'Utrecht,
Pays-Bas, conjointement avec Ben Hesper. La définition qu'ils lui ont donnée est la suivante :
I'étude des procédes informatiques dans les systémes biotiques. Cela va de I'analyse du génome
a la modélisation de I'évolution d'une population animale dans un environnement donné, en
passant par la modélisation moléculaire, lI'analyse d'image, l'assemblage de génome et la
reconstruction d'arbres phylogénétiques (phylogénie). Cette discipline constitue la «biologie in
silico», par analogie avec in vitro ou in vivo (Claverie et al., 2013 in Benarous 2014).

2. Docking moléculaire

Dans la conception de médicaments basée sur la structure, I'interaction entre la drogue et
la protéine cible peut guider la découverte de nouveaux médicaments. Une fois que les groupes
d'acides aminés liés a l'inhibiteur sont identifiés, le pharmacophore de Il'inhibiteur peut étre
construit & partir de leur interaction (Graham, 2005 in Jinghui, 2006).

Expérimentalement, il faut beaucoup de temps pour identifier les interactions de liaison
qui maintiennent un ligand dans le site de liaison. L'ancrage moléculaire permet de simuler le
mode de liaison de différents ligands in silico et peut étre réalisé en peu de temps (Graham,
2005 : in Jinghui, 2006).

Pour I'évaluation d'amarrage, I'objectif devrait étre la reproduction de la conformation
entrante d'un ligand dans sa macromolécule cible. En utilisant I'évaluation énergétique basée
sur la grille, comme la combinaison avec l'optimisation de Monte Carlo, la recherche de
flexibilité conformationnelle et I'énergie libre heuristique, le programme Autodock est devenu
le programme d'amarrage le plus populaire et le plus précis dans la conception de médicaments
(Morris, et al. 1998 : in Jinghui, 2006)

3. Les liaisons non-covalentes

La liaison non-covalente entre molécules, telles que enzymes / substrats, ligands /
récepteurs, ou protéines / acides nucléiques, est un élément important de la biochimie et de
I'information dans les cellules. La spécificité est nécessaire pour préserver I'exactitude des voies
biochimiques et l'intégrité de I’information. L'affinité et la spécificité de liaison sont souvent

fournies par des interactions non covalentes entre groupes chimiques voisins, par des liaisons
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hydrogénes, des ponts salins, un compactage de surfaces moléculaires complémentaires et des
forces hydrophobes médiées par des solvants, bien que les interactions électrostatiques a longue
portée jouent également un role dans la formation de complexes des ligands/macromolécules
(Lodish, 2000).
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Matériel et Méthodes
1. Choix des structures des lipases

Nous avons choisi les structures des lipases avec les entrées PDB ID : 1CRL et PDB ID : 1LPA

pour le docking moléculaire selon ces criteres (Benarous 2014) :

v"une résolution élevée (2,06 et 3,04 A°) ;
v" une conformation active de I’enzyme (open conformation)

v"un faible nombre de ligands.

2. Choix des structures des ligands
Nous avons choisi les ligands comme suit :

e [’orlistat, un médicament antiobésité ;

e Les médicaments : acide folique, febuxostat, colchicine.

e Les composants majoritaires d’huile essentielle de menthe : Menthol

e Le composant majoritaire d’huile essentielle de giroflier : Eugénol

e Le composant majoritaire d’huile essentielle de cannelle : Cinnamaldéhyde

e Les acides organiques : acide ascorbique, acide benzoique, acide citrique, acide gallique
et I’acide oxalique.

3. Docking moléculaire

Toutes les molécules proviennent de base de données pubchem, ils ont été assemblés avec
Discovery Studio visualizer v4.0. La structure 3D de la lipase de C. rugosa (PDB ID : 1CRL)
et la lipase pancreatique humaine (PDB ID : 1LPA) ont été pris a partir de la base de données
des protéines (PDB). Pour étudier le docking, initialement il faut préparer la protéine en
¢liminant toutes les molécules d’eau, hétéroatomes, n’importe quel ligands et solvant Co-
cristallisé. Il est bien connu que les fichiers pdb sont dépourvus des atomes d’hydrogene. Par
consequent, les hydrogeénes polaires et les charges partielles ont été ajoutés a la structure a I’aide
de logiciel Autodock tools (ADT) (version 1.5.4). Le docking moléculaire était performé par le
programme AutoDock Vina dans une station de 12 CPU. Puisque ce logiciel utilise des boites
rectangulaires pour le site de liaison, le centre de la boite a été défini et la zone d’accueil est
affichée a I’aide d’ADT.

Le docking était aveugle « blind docking » avec une grille de boite de 68 * 68 * 68 avec

points de grille séparés de 1 A a été positionné au milieu de la protéine (x = 72,33 ; y = 55,391
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; 2 =-20,425) pour 1CRL. Pour 1LPA, une grille de boite de 32 * 32* 50 avec points de grille
séparés de 1 A a été positionné au milieu de la protéine (x = 1,228 ; y = 34,072 ; z = 39,437).

Les parametres par defaut ont été utilisés, sauf que le nombre des conformations de sortie
a été réglé a 40. Le nombre de tour de docking s’est fixé sur 50 tours. Le nombre des solutions
obtenues est égal a 1000 conformations. Toutes ces solutions sont trés bien traitées. Le «
random seed » est aléatoire. Les conformations privilégiées étaient celles de plus faible énergie
de liaison au sein du site actif. Enfin, les résultats de docking générés étaient directement

chargés dans Discovery Studio visualizer v 4.0.
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Résultats et discussion
Nous pouvons prédire le type d'inhibition a partir du type d'interaction entre I'inhibiteur

et les acides aminés du site actif, Ser209 et His 449 pour 1CRL et Ser152 et His263 pour 1LPA.
D'autres acides aminés ne sont pas inclus directement dans la réaction, mais jouent un réle
important dans la stabilité du complexe ligand-enzyme a savoir : Gly123 et Gly124 forment le
trou d’oxyanion et Phe344 qui est le premier acide aminé de la cavité tunnel de la lipase de
Candida rugosa, ces acides aminés avec ceux des sites actifs des deux lipases sont présentés

dans la figure 41.
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a) lipase de Candida rugosa (PDB ID: 1CRL) b) lipase humaine pancréatique (PDB ID: 1LPA)

Figure 35. Les acides aminés du site actif de la lipase de Candida rugosa (PDB ID: 1CRL) et de la
lipase humaine pancréatique (PDB ID: 1LPA)

Dans le but de prédire le type d’inhibition de chaque molécule et d’étudier les interactions
entre les molécules et les enzymes, nous avons suggéré 1’étude in silico en utilisant le Docking
moléculaire. Nous avons déterminé les nombres de répétition des solutions qui ont I’interaction
entre les acides aminés de site catalytique de I’enzyme et I’inhibiteur, les résultats sont présentés
dans les tableaux 21 et 22. Toutes les 1000 solutions présentent les conformations de complexe

inhibiteur-enzyme les plus stables avec 1’énergie la plus faible -8 Kcal a -4 Kcal.

D’aprés le docking moléculaire, nous pouvons dire qu’un inhibiteur est compétitif s’il
interagit avec deux acides aminés catalytiques du site actif, avec les deux interactions
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hydrogene et hydrophobe. Un inhibiteur dit non-compétitif, s’il interagit avec un ou deux acides
aminés catalytiques du site actif mais I’interaction est avec une des deux types d’interaction.
Alors que pour I’inhibiteur incompétitif, s’il interagit avec un seul acide aminé catalytique du
site actif et un seul type d’interaction (soit hydrogéne ou hydrophobe), ce qui nous avons

confirmé a travers cette analyse.

Le traitement des 1000 résultats pour toutes les 18 molécules se fait a 1’aide de Discovery
studio v4.0, nous avons sélectionné la meilleure solution pour chaque inhibiteur en fonction du
nombre de répétitions et du type d'interaction existant dans cette solution a partir de 1000
solutions obtenues, les résultats sont présents dans les images « c, d et e » des figures 42-65.
Nous avons utilisé le logiciel LigPlot pour mesurer les distances interatomiques entre les acides
aminées de I’enzyme et I’inhibiteur, les résultats sont affichés dans les images « f » des Figures
42-65. Le logiciel PyMol est utilisé pour afficher comment I’inhibiteur se fixe dans le site actif
de I’enzyme, les images sont enregistrées et présentées dans les photos « a et b » des figures
42-65.

Dépendant du nombre de solutions obtenues, nous montrons que les molécules : orlistat,
acide folique, febuxostat, colchicine, menthol, carvacrol, Cinnamaldéhyde, Eugénol, B-
phellandrene, a-pinéne, apéginine, luteoline et quercétine ont enregistrées une bonne activité
inhibitrice de la LCR, ce qui confirme les résultats expérimentaux obtenus (1’étude in vitro) des

médicaments et des huiles essentielles.

L’acide gallique a un nombre de répétition faible mais le complexe acide gallique-LCR
est plus stable que les autres acides étudiés avec AG = -6 Kcal. Les acides ont une faible activité
inhibitrice de la LCR. Ce qui est conforme aux résultats expérimentaux obtenus (I’étude in

vitro).

Les résultats du docking montrent que la colchicine n'a pas d’activité d'inhibition sur la

lipase pancréatique.
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Tableau 20. Les résultats du docking et le nombre des répétitions (C. rugosa lipase)

Type d’interaction Type d’inhibition
Molecule Ns% Liaisons hydrogénes Liaisons
hydrogénes
Ser209  His449 Gly123 Gly124 His449 Phe344
Acide foligue  33,70% 9,49% 11,27% - 35,07% 38,85% 22,30% Compétitive
Febuxostat 22,80% 1,75% 3,50% - 8,33% 26,04%  40,36% Noncompétitive
Colchicine 33,00% - - - 0,90% 0,74% 16,83% Incompétitive
Menthol 38,4%* 4,91% 7,37% - 0,98% 60,42% 97,66% Compétitive
Carvacrol 40,4% 7,37% 6,63% 0,25% 0,49% 92,08% 100% Compétitive
Cinnamaldéhyde 40,7% 1,72% - 0,25% 14% 0,98% 51,60% Incompétitive
Eugénol 27,8% 2,46% 4,42% - 15,23% 44,24% 88,49% Compétitive
Apéginine 48.8% 6.15% 4.92% - 1.23% 3.28% 6,97% Compétitive
Lutéoline 24,8% 9,68% 8,06% - 4,03% 3,23% 3,23% Compétitive
Quercétine 18,4% 13,04%  4,89% - 2,72%  4,89% 3,26% Compétitive
asg‘;'boi':ue 16,00% 23,75%  625% - 4438% - 25%  Noncompétitive
beﬁ;é?gue 27,7% 2,89% 7,58% - 27,80% 23,10% 57,76% Compétitive
Acid citrique 8,7% 9,20%  16,09% - 21,84% - -- Noncompétitive
g';‘fi'gje 133%  827% 10,53% - 42,62% 7820%  0,75% Compétitive
oan(ili(;?Je 57%  3684% 877% - 3509% - . Noncompétitive
Orlistat 84,1% 4,16% - - 58,86% - 23,42% -

% nombre des solutions contenant les interactions dans toutes les solutions obtenues
Ns % le nombre des solutions totales acceptées obtenus a partir de 50 tours.
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Tableau 21. Les résultats du docking et les nombre des répétitions pour la lipase pancréatique

humaine

Type d’interaction

Inhibition type

Liaisons hydrogénes Interactions

Ns% hydrophobes
Molecule . .
Ser152 His263 Phe77 His263 Phe77
Acide folique  23,30% 24,89%  30,47% - 23,60% Compétitive
Febuxostat 16,70%  35,32% - - 52,09% Non compétitive

Colchicine 0,60% - - - -

Eugénol 348%  1954%  9,20% 5,46% 78,45% 58,62%

Compétitive

Quercétine 255%  49,21%  21,43% 21,03% 42,86% 84,13%

Compétitive

Acide

. 24,4%  10,25%  10,25% 32,79% - -
ascorbique

Non compétitive

Acid citrique  18,2% 45% 25,27% 63,74% - -

Non compétitive

Acide galliqgue  39,2%  88,49% 50% 64,29% 20,92% 27,04%

Compétitive

Acide oxalique ~ 34% 30,29%  2529% 40% - -

Non compétitive

% nombre des solutions contenant les interactions dans toutes les solutions obtenues
Ns % le nombre des solutions totales acceptées obtenus a partir de 50 tours.
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Nous avons observé que I'acide foligue interagit avec Ser209 de la triade catalytique de
LCR et Ser152 de la triade catalytique de LPA par des liaisons hydrogénes avec des valeurs de
9,42% et 24,89%, respectivement, et avec His449 de triade catalytique de LCR et His263 de la
triade catalytique de LPA par deux types d’interactions ; des liaisons hydrogénes avec des
valeurs de 11,27% et 30,47%, et des interactions hydrophobes avec des valeurs de 38,85% et
23,60%. A partir de ces résultats, nous proposons que cette molécule soit un inhibiteur
compétitif pour les deux lipases en interagissant avec "Ser, His" de la triade catalytique par
deux types d'interactions. L'acide folique interagit avec Phe344 de LCR par une interaction
hydrophobe avec des valeurs de 22,30%. En LCR, L'acide folique forme une interaction
hydrophobe de type « n-n T-shaped » avec His449 avec une valeur de 38,85%, « n-r staked »
et « - T-shaped » avec Phe344 avec des valeurs de 15,47% et 6,83%. Dans LPA, l'acide
foliqgue forme une interaction hydrophobe de type « n-n T-shaped » avec His263 avec une
valeur de 23,60%.

Dans la LCR, trois distances sont mesurées par LigPlot la premiére est 2,75A entre
I’atome d’oxygéne numéro 1 de I’acide folique et 1’hydrogene de groupement hydroxyle OH
de ’acide aminé Ser348, la deuxiéme est 2,85A entre 1’atome d'oxygéne numéro 17 de 1’acide
folique et ’atome d'hydrogéne du radical OH de Ser450. La troisiéme est 3,32 A entre l'acide
folique et I’acide aminé Gly122 (Figure 42 « f »). Les distances des interactions hydrophobes
sont 3,85 A entre les cycles de Phe344 et troisiéme cycle de I'acide folique, 4,33, 4,45 et 5,19
A entre le radical CH-(CHs)2 de Leu297 et les trois cycles de I'acide folique.

Dans la LPA, une seule distance est mesurée par LigPlot, c’est 3,08A entre I’atome
d’hydrogéne de I’acide folique et le nitrogéne de 1’acide aminé His263 (Figure 43 « f »). la
distance des interactions hydrophobes sont 4,24 et 4,68 A entre les cycles de Phe215 et Phe77,
respectivement, et le troisiéme cycle de I'acide folique. Les valeurs 4,36, 4,80, 4.87 et 5.50 A
se trouvent entre les radicaux des acides aminés 11e209, Pro180 et Val210 et le premier et

deuxiéme cycle de I'acide folique.
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Figure 36. Représentation des interactions 2D et 3D entre l’acide folique et les acides aminés de
lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery studio (les images c,
d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 37. Représentation des interactions 2D et 3D entre ['acide folique et les acides aminés du site
catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et ) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons noté que le febuxostat a une faible interaction avec Ser209 de la triade
catalytique de LCR, il forme une liaison hydrogéne avec une valeur de 1,75%, mais interagit
fortement avec His449 de la triade catalytique de LCR, avec deux types d'interactions : liaison
hydrogene avec une valeur de 3,50% et des interactions hydrophobes avec une valeur de
26,04%. Nous avons observé que le febuxostat interagit avec Ser152 de la triade catalytique du
LPA par une liaison hydrogéne avec une valeur de 35,32%, et avec His263 de la triade
catalytique du LPA par des interactions hydrophobes avec une valeur de 52,09%. A partir de
ces résultats, nous proposons que cette molécule soit un inhibiteur non compétitif pour les deux
lipases en interagissant avec un acide aminé "Ser209 ou His449" pour LCR, et "Serl152 ou
His263" pour LPA, avec deux types d'interactions. Le febuxostat interagit avec Phe344 de LCR
par une interaction hydrophobe avec des valeurs de 40,36%. Il forme des interactions
hydrophobes de type « « alkyle » et « - T-shaped » avec His449 avec une valeur de 25,26%
et 0,78%, « m alkyle », « n-w staked », « w sigma » et « n-m T-shaped » avec Phe344 avec des
valeurs de 22,40%, 9,64%, 5,47% et 2,86%. Le febuxostat forme également une interaction
hydrophobe de type « m alkyle » et « n-n T-shaped » avec His263 avec des valeurs de 42,51%

et 9,58%, respectivement.

Pour la LCR, deux distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 3,25A entre
I’atome d’hydrogéne du groupement carboxylique de febuxostat et I'atome de nitrogene de
’acide aminé His449, la deuxiéme est 3,17A entre 1’atome d'oxygéne du groupement
carboxylique de febuxostat et I’atome d'hydrogéne de NH de I'acide aminé Gly124 (Figure 44
« f»). Les distances des interactions hydrophobes sont 4,39, 5,45 et 581A entre le cycle
hexagonal du febuxostat et le radical (CH(CHs)2) de Leu297, le cycle de Phe344, et le cycle de
Phe296 et de Phe344 et le troisiéme cycle de febuxostat. Les valeurs 4,18 et 5A entre le
groupement CHs de febuxostat et le radical CH-(CHs3)2 de Leu297 et le cycle de Phe344.

Pour la LPA, une seule distance a été mesurée par LigPlot, c'est 3,10A entre I’atome
d’hydrogeéne du groupement carboxylique de febuxostat et 1'atome de nitrogene de ’acide
aminé His263 (Figure 45 « f »). Les interactions hydrophobes sont plusieurs, les distances sont
a partir de 3,98 a 5,12A entre les cycles et les groupement CHs de febuxostat et les cycles des
Phe77, Tyrl14, Pro180 et Phe215.
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L'acide folique et le febuxostat ont un groupe hydroxyle et un atome d'oxygene, qui
peuvent agir comme accepteurs ou donneurs de protons formant ainsi des liaisons hydrogénes
avec les acides aminés du site actif de LCR "Ser209, His449, Gly123, Gly124" et LPA "Ser152,
His263 ™. De plus, il contient un cycle aromatique capable de faire des interactions hydrophobes
de type : « -7 staked », « m-  T-shaped », « - 7 alkyle et m sigma » avec les acides aminés
hydrophobes : "His 449, Phe344" de LCR et "His263" de LPA. La colchicine ne peut pas former
des liaisons hydrogéne avec les acides aminés de la LCR et de la LPA, car elle ne possede pas

un groupe hydroxyle.

Nous proposons que la colchicine soit un inhibiteur incompétitif de la LCR car son
interaction avec la triade catalytique est faible, elle forme une interaction hydrophobe avec
His449 avec une valeur de 0,74% et ne fait aucune interaction avec Ser209 l'autre acide aminé
du site actif. Mais nous observons une interaction hydrophobe avec Phe344 avec une valeur de
16,83%, ce qui confirme qu'il peut inhiber la LCR. En outre, la colchicine forme une interaction
hydrophobe de type « n-n T-shaped » avec His449 avec une valeur de 0,78%, «x alkyle, «
sigma et n-m T-shaped » avec Phe344 avec des valeurs de 12,62%, 2,72% et 1,49%,
respectivement. Dans I’image de LigPlot, aucune distance n’est enregistrée entre la colchicine
et les acides aminés de la LCR. Alors que la distance de l'interaction hydrophobe est 4,24 A
entre le deuxieme cycle de colchicine et le cycle de I'acide aminé Phe344 (figure 46 « d »). La
colchicine possede une structure cyclique complexe, ces cycles lui permettent d’interagir pour

former les interactions hydrophobes avec les acides aminés de site catalytique de la LCR.

Mémoire de Magister 97



| Chapitre 111 Docking Moléculaire In silico

Hydrophobicity

300
2,00
1,00
0,00
-1,00
-2,00
-3,00

Interactions

D van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

D Pi-Sulfur

[ PiPiTshaped
Alkyl
% S €.His449

N

Figure 38. Représentation des interactions 2D et 3D entre le Febuxostat et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery

studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 39. Représentation des interactions 2D et 3D entre le Febuxostat et les acides aminés du site
catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 40. Représentation des interactions 2D et 3D entre la colchicine et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery
studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons observé que menthol, interagit avec Ser209 de la triade catalytique de la LCR

par des liaisons hydrogénes avec une valeur de 4,91% et avec His449 de la triade catalytique
de la LCR par deux types d’interactions : des liaisons hydrogénes avec une valeur de 7,37% et
des interactions hydrophobes avec une valeur de 60,42%. A partir de ces résultats, nous
proposons que cette molécule soit un inhibiteur compétitif pour la LCR (parce qu’il interagit
avec "Ser209, His449" par les deux types d'interactions). Le menthol interagit avec Phe344 de
LCR par une interaction hydrophobe avec une valeur de 97,66%. 1l forme aussi une interaction
hydrophobe de type & alkyl avec His449 avec une valeur de 60,42%, ©t alkyl et ® sigma avec
Phe344 avec des valeurs de 79,95% et 17,71%, respectivement. Deux distances des liaisons
hydrogeénes sont mesurées par LigPlot, la premiére est de 3,04A entre 1’atome d’hydrogéne de
groupement hydroxyle OH du menthol et I'atome d'oxygéne du radical de Ser209, la deuxiéme
est de 3,25A entre 1’atome d’oxygéne du groupement hydroxyle OH numéro 3 du menthol et
I’hydrogéne de NH de Gly124 (Figure 47 «f »). Le groupement CHs numéro 7 de menthol
interagit avec les acides aminés Phe296, Leu297, Phe344 et Phe345 par des interactions
hydrophobes, les distances de ces interactions sont 5,13, 5,15, 4,5 et 4,16A, respectivement. La
distance de l'interaction entre les deux cycles du menthol et du Phe296 est 5,09A. Le menthol
est constitué d’un groupement hydroxylique OH et d’un cycle, ces fonctions sont responsables
de la formation de différentes interactions avec les acides aminés de site actif de de I’enzyme
LCR.

Nous avons observé que le carvacrol, interagit avec Ser209 de la triade catalytique de la
LCR par une liaison hydrogene avec une valeur de 7,37%, avec His449 de la triade catalytique
de la LCR par deux types d’interactions ; des liaisons hydrogénes avec une valeur de 6,63% et
des interactions hydrophobes avec une valeur de 92,08%. A partir de ces résultats, nous
proposons que cette molécule soit un inhibiteur compétitif pour la LCR. Il interagit aussi avec
Phe344 de LCR par une interaction hydrophobe avec une valeur de 100%. Le carvacrol forme
des interactions hydrophobes de type n alkyl et n-n T-shaped avec His449 avec des valeurs de
83,66% et 8,42%, m alkyl, n sigma, n-n T-shaped et n-n staked avec Phe344 avec des valeurs
de 79,21%, 34,16%, 22,52% et 21,04%, respectivement. Deux distances des liaisons
hydrogeénes sont mesurées par LigPlot, la premiére est 3,33A entre I’atome d’hydrogéne du
groupement hydroxyle OH numéro 2 de carvacrol et I'atome d'oxygene du radical de Ser209,
la deuxiéme est 3,35A entre 1’atome d'hydrogéne du groupement hydroxyle OH numéro 2 du
carvacrol et I'atome de nitrogéne de His449 (Figure 48 « f »). Les groupement CHs numéro 7,
9 et 10 de carvacrol interagit avec les acides aminés Phe296, Leu297, Phe344, Phe345 et His449
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par des interactions hydrophobes, les distances de ces interactions sont de 3,98 & 5,26A. Le
carvacrol est constitué d’un groupement hydroxyle OH et un cycle, ces fonctions sont
responsables de la formation des différentes interactions avec les acides aminés du site actif de

I’enzyme et les autres acides aminés.
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Figure 41 Représentation des interactions 2D et 3D entre Menthol et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery
studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 42. Représentation des interactions 2D et 3D entre Carvacrol et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery
studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons noté que l'eugénol interagit avec Ser209 de la triade catalytique de la LCR et
Ser152 de la triade catalytique de la LPA par des liaisons hydrogénes avec des valeurs de 2,46%
et 19,54%, respectivement, et avec His449 de la triade catalytique de la LCR et His263 de la
triade catalytique de la LPA par deux types d’interactions ; des liaisons hydrogénes avec des
valeurs de 4,42% et 9,20% et des interactions hydrophobes avec des valeurs de 44,24% et
78,45%, respectivement. A partir de ces résultats, nous proposons que cette molécule soit un
inhibiteur compétitif pour les deux lipases. L'eugénol interagit avec Phe344 de la LCR par une
interaction hydrophobe avec une valeur de 88,49%, et avec Phe77 de la LPA par deux types
d’interaction ; des liaisons hydrogenes avec une valeur de 5,46% et des interactions
hydrophobes avec des valeurs de 58,62%. L'eugénol forme aussi une interaction hydrophobe
de type n-nt T-shaped et 7 alkyl avec His449 avec des valeurs de 31,65% et 12,59%. En addition,
des interactions de type & alkyl, n- & staked, n-n T-shaped et 7 sigma sont enregistrées avec
Phe344 avec des valeurs 59,71%, 16,91%, 9,35% et 2,52%. Deux distances sont mesurées par
discovery studio, la premiére est 2,13A entre I’atome d’hydrogéne de groupement hydroxyle
OH numéro 2 d'eugénol et I'atome d'oxygéne du radical de Ser209, la deuxiéme est 2,43A entre
I’atome d'oxygene de groupement hydroxyle OH numéro 2 d'eugénol et 'atome d'hydrogéne de
NH de Gly124 (Figure 49 « f »). Le groupement CH2 numéro 9 de I'eugénol interagit avec les
acides aminés Leu297 et Phe344 par des interactions hydrophobes, les distances de ces
interactions sont 4,15 et 4,40A. Alors que la distance de I'interaction hydrophobe entre le cycle
d'eugénol et le cycle de His449 est 4,83A. Pour la LPA, trois distances sont mesurées par
LigPlot, la premiére est 3,32A entre I’atome d'hydrogéne de 1'eugénol et I’atome de nitrogéne
de I’acide aminé His263, la deuxiéme est 2,85A entre I’atome d’hydrogéne de groupement
hydroxyle OH de I'eugénol et I’oxygéne du radical OH de Ser152. la troisiéme est 3,24A entre
I'eugénol et I’acide aminé Phe215. (figure 50 « f »).

Nous avons proposé que le cinnamaldéhyde soit un inhibiteur incompetitif de la LCR car

il interagit faiblement avec la triade catalytique, il forme des liaisons hydrogénes avec Ser 209
avec une valeur de 1,72% et il ne forme aucune interaction avec les autres acides aminés du site
catalytique comme His449, Gly123 et Glyl24. Mais nous avons observé des interactions
hydrophobes avec Phe344 avec une valeur de 51,60%. Ce qui confirme qu'il peut inhiber la
LCR. En outre, le cinnamaldéhyde forme une interaction hydrophobe de type n- © staked et n-
n T-shaped avec Phe344 avec des valeurs 50,12% et 1,47%, respectivement. Une seule distance
est mesurée par LigPlot avec une valeur de 2,95A entre 1’atome d’oxygéne du groupement

hydroxyle OH numéro 9 de cinnamaldéhyde et I'atome d'hydrogéne de NH de Gly124 (Figure
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51 « f »). La distance de l'interaction hydrophobe entre le cycle de cinnamaldehyde et le cycle
de Phe344 est de 3,88A.
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Figure 43. Représentation des interactions 2D et 3D entre Eugénol et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery
studio (les images c, d et e).
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Figure 44. Représentation des interactions 2D et 3D entre Eugénol et les acides aminés du site
catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 45. Représentation des interactions 2D et 3D entre Cinnamaldéhyde et les acides aminés du
site catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery
studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons observé que I'apéginine (qui est un flavonol, constitué de trois groupements
hydroxyles OH, une fonction cétone et trois cycles) interagit avec Ser209 de la triade
catalytique de la LCR par des liaisons hydrogénes avec une valeur de 6,15%, et avec His449 de
la triade catalytique de la LCR par deux types d’interactions ; des liaisons hydrogenes avec une
valeur de 4,92% et des interactions hydrophobes avec une valeur de 3,28%. A partir de ces
résultats, nous proposons que cette molécule soit un inhibiteur compétitif pour la LCR en
interagissant avec "Ser209, His449" par deux types d'interactions. L’apéginine interagit aussi
avec Gly124 de la LCR par liaison hydrogene avec une valeur de 1,23% et avec Phe344 de
LCR par une interaction hydrophobe avec des valeurs de 6,97%. Il forme une interaction
hydrophobe de type n-n T-shaped avec His449 avec une valeur de 3,28%, n-r staked et n-t T-
shaped avec Phe344 avec des valeurs de 3,89% et 3,07%, respectivement. Deux distances sont
mesurées par LigPlot, la premiére est 3,21A, cette liaison hydrogéne s’établit entre I’atome
d’hydrogéne numéro 5 de l'apéginine et ’oxygene de radical de I’acide aminé Ser209. La
deuxiéme est 3,26A entre ’atome d’hydrogéne numéro 5 de l'apéginine et le nitrogéne de
I’acide aminé His449 (figure 52 « f »). Alors que les distances des interactions hydrophobes

sont 4,66A et 5,40A entre les cycles d’Ile453 et Phe133 et le troisieme cycle de I'apéginine.

Nous avons noté que la lutéoline (est un flavonol, constitué de quatre groupements
hydroxyles OH, une fonction cétone et trois cycles) interagit avec Ser209 de la triade
catalytique de la LCR par des liaisons hydrogénes avec une valeur de 9,68%, et avec His449 de
la triade catalytique de la LCR par deux types d’interactions ; une liaison hydrogene avec une
valeur de 8,06% et des interactions hydrophobes avec une valeur de 3,23%. A partir de ces
résultats, nous proposons que cette molécule soit un inhibiteur compétitif pour la LCR en
interagissant avec "Ser209, His449" par deux types d'interactions. Elle interagit aussi avec
Gly124 de LCR par liaison hydrogene avec une valeur de 4,03% et avec Phe344 de LCR par
une interaction hydrophobe avec une valeur de 3,23%. Elle forme une interaction hydrophobe
de type n-n T-shaped avec His449 avec une valeur de 3,23%, n-n T-shaped avec Phe344 avec
une valeur de 3,23%. Deux distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 3,38A entre
I’atome d’hydrogeéne numéro 5 de lutéoline et I’oxygeéne du radical de I’acide aminé Ser209.
La deuxiéme est 3,37A entre I’atome d’hydrogéne numéro 5 de I'apéginine et le nitrogéne de
I’acide aminé His449 (figure 53 « f »). La distance des interactions hydrophobes sont 4,68A et
5,40A entre les cycles d’11e453 et Phe133 et le troisiéme cycle de lutéoline.

Nous avons enregistré que la quercétine (qui est constitué de cing groupements

hydroxyles OH, une fonction cétone et trois cycles) interagit avec Ser209 de la triade
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catalytique de la LCR et Ser152 de la triade catalytique de la LPA, par des liaisons hydrogénes
avec des valeurs de 13,04% et 49,21%, respectivement, avec His449 de la triade catalytique de
la LCR et His263 de la triade catalytique de la LPA par deux types d’interactions ; des liaisons
hydrogenes avec des valeurs de 4,89% et 21,43%, et des interactions hydrophobes avec des
valeurs de 4,89% et 42,86%. A partir de ces résultats, nous proposons que cette molécule soit
un inhibiteur competitif pour les deux lipases. Elle interagit aussi avec Gly124 de la LCR par
liaison hydrogéne avec une valeur de 2,72%, avec Phe344 de la LCR par une interaction
hydrophobe avec une valeur de 3,26%. En plus, elle interagit avec Phe77 de la LPA par deux
types d’interactions, une liaison hydrogéne avec une valeur de 2,03% et des interactions
hydrophobes avec une valeur de 84,13%. Dans la LCR, la quercétine forme une interaction
hydrophobe de type n-n T-shaped avec His449 avec une valeur de 4,89%, n-n T-shaped avec
Phe344 avec une valeur de 3,26%. Alors que dans la LPA, elle forme une interaction
hydrophobe de type n-n T-shaped avec His263 avec une valeur de 42,86% et avec Phe77 de
type - T-shaped et w sigma avec des valeurs de 81,75% et 2,38%.

Pour la LCR, quatre distances des liaisons hydrogénes sont mesurées par LigPlot, la premiere
est 3,05A entre I’atome d’hydrogéne numéro 7 de quercétine et I’oxygéne de I’acide aminé
His449, la deuxiéme est 2,93A entre I’atome d'hydrogéne de groupement hydroxyle numéro 5'
de quercétine et ’atome d'oxygéne du radical OH de Ther132. La troisiéme est 2,97A entre
I’atome d’hydrogéne numéro 7 de quercétine et I’oxygene de 1’acide aminé Ser450. Tandis que
la quatrieme est 3,33A entre l'atome d'oxygéne de groupement hydroxyle numéro 5' de
quercétine et I’atome d'hydrogéne de NH de 1’acide aminé Gly129 (figure 54 « f »). La distance
de l'interaction hydrophobe est 5,20A entre les cycles de Phe344 et premier cycle de quercétine,

avec 5,24 A entre le radical CH-(CHs)2 de Val127 et le troisiéme cycle de quercétine.

Pour la LPA, Une seule distance a été mesurée par LigPlot dont sa valeur vaut 3,58A
entre I’atome d’hydrogéne de groupement hydroxyle numéro 5 de quercétine et ’atome de
nitrogéne de 1’acide aminé His263 (Figure 55 « f »). La distance des interactions hydrophobes

sont 4,75 et 4,77 A entre le cycle de Phe77 et les deux cycles de quercétine.
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Figure 46. Représentation des interactions 2D et 3D entre Apéginine et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery studio
(les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).

Mémoire de Magister 110



| Chapitre 111 Docking Moléculaire In silico

Hydrophobicity

3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00
-2,00
-3,00

GLU
GlY ey A208
Al24 Al
ALA
A:210
e.
Interactions
van der Waals Pi-Pi Stacked

= | Tyrsst
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

D Pi-Donor Hydrogen Bond

Figure 47 Représentation des interactions 2D et 3D entre Lutéoline et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery studio
(les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 48 Représentation des interactions 2D et 3D entre Quercétine et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery studio
(les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 49 Représentation des interactions 2D et 3D entre Quercétine et les acides aminés du site
catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons noté que l'acide ascorbique (constitué quatre groupements hydroxyliques OH,

une fonction cétone et un cycle) interagit avec Ser209 de la triade catalytique de la LCR, il
forme des liaisons hydrogénes avec une valeur de 23,75%, et interagit avec His449 de la triade
catalytique de LCR par liaisons hydrogene avec une valeur de 6,25%. Nous avons observé que
I'acide ascorbique interagit avec Serl52 de la triade catalytique du LPA par une liaison
hydrogéne avec une valeur de 10,25%, et avec His263 de la triade catalytique du LPA par
liaisons hydrogénes avec une valeur de 10,25%%. A partir de ces résultats, nous proposons que
cette molécule soit un inhibiteur non compétitif pour les deux lipases en interagissant avec un
acide aminé "Ser209 ou His449" pour LCR, et "Serl52 ou His263" pour LPA. L’acide
ascorbique interagit avec Gly124 par liaison hydrogéne avec une valeur de 44,38% et avec
Phe344 de LCR par une interaction hydrophobe de type 7 sigma avec des valeurs de 2,5%. Il

interagit avec Phe77 de LPA par une liaison hydrogéne avec des valeurs de 32,79%.

Pour la LCR, Une seule distance a été mesurée par LigPlot dont sa valeur vaut 2,92 A
entre l'atome d'hydrogene de Ser450 et I’atome d’oxygéne du cinquiéme groupement

hydroxylique OH de 1’acide ascorbique (Figure 56 « f »).

Pour la LPA, aucune distance n’est enregistrée entre 1’acide ascorbique et les acides

aminés de la LPA (Figure 57 « f »).
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Figure 50 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide ascorbique et les acides aminés du
site catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery
studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 51 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide ascorbique et les acides aminés du
site catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons observé que l'acide benzoique (constitué d’un groupement carboxylique

COOH et un cycle) interagit avec Ser209 de la triade catalytique de la LCR par une liaison
hydrogene avec une valeur de 2,89%, et avec His449 de la triade catalytique de la LCR par
deux types d’interactions ; des liaisons hydrogénes avec une valeur de 7,58% et des interactions
hydrophobes avec une valeur de 23,10%. A partir de ces résultats, nous proposons que cette
molécule soit un inhibiteur compétitif pour la lipase de LCR en interagissant avec "Ser209,
His449" par deux types d'interactions. Il interagit avec Gly124 de LCR par liaison hydrogene
avec une valeur de 27,80% et avec Phe344 de LCR par une interaction hydrophobe avec une
valeur de 57,76%. Il forme aussi une interaction hydrophobe de type n-n T-shaped et & sigma
avec His449 avec des valeurs de 5,42% et 17,69%, n-n staked et n-n T-shaped avec Phe344
avec des valeurs de 30,69% et 27,08%, respectivement. Avec LigPlot, deux distances sont
mesurées, la premiére est 3.05 A entre I’atome d'oxygeéne numéro 7 de ’acide benzoique et
I’atome d'hydrogéne de NH de 1’acide aminé Gly 124. la deuxieme est 3,24A entre I’atome
d’hydrogéne du groupement hydroxyle OH numéro 7 de I’acide benzoique et I’atome de
nitrogene de His449 (Figure 58 « f »).

Nous avons noté que l'acide citrique (contient trois fonctions carboxyliques) interagit

avec Ser209 de la triade catalytique de la LCR formant des liaisons hydrogénes avec une valeur
de 9,20%, avec His449 formant des liaisons hydrogenes avec une valeur de 16,09%. Nous avons
observé que l'acide citrique interagit avec Serl152 de la triade catalytique du LPA par liaison
hydrogéne avec une valeur de 45,60%, avec His263 de la triade catalytique du LPA par des
interactions hydrophobes avec une valeur de 25,27%. Il forme avec Gly124 de LCR une liaison
hydrogéne avec une valeur de 21,84%. A partir de ces résultats, nous proposons que cette
molécule soit un inhibiteur non compétitif pour les deux lipases en interagissant avec un acide
aminé "Ser209 ou His449" pour LCR, et "Ser152 ou His263" pour LPA.

Pour la LCR, quatre distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 2,89A entre
I’atome d’oxygene du groupement hydroxyle OH numeéro 6 de I’acide citrique et I’hydrogene
de groupement hydroxyle de 1’acide aminé Ser450, la deuxiéme est 2,76A entre I’atome
d'hydrogene de groupement hydroxyle OH numéro 1 de I’acide citrique et I’atome d'oxygéne
du radical OH de Ser209, la troisiéme est 3,19A entre le groupement hydroxyle OH numéro 6
de I’acide citrique et I’acide aminé His449. La derniére vaut 3,23A entre groupement hydroxyle

OH numéro 1 de I’acide citrique et ’acide aminé His449 (Figure 59 « f »).
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Pour la LPA, six distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 3,04A entre I’atome
d’oxygéne du groupement hydroxyle OH numéro 1 de I’acide citrique et I’hydrogéne de NH de
’acide aminé His263, la deuxiéme est 3,25A entre I’atome d’hydrogéne de NH de I’acide aminé
Arg256 et I’atome d'oxygéne du cinquieéme groupement hydroxyle OH de I’acide citrique. la
troisiéme est 2,98 A entre 1’acide citrique et I’acide aminé Phe77. La quatriéme est 3A entre
I’acide citrique et ’acide aminé Ser152. La cinquiéme est 3,44A entre I’acide citrique et I’acide
aminé Phe77. La derniére vaut 3,7A entre ’acide aminé Asp79 et I’acide citrique (Figure 60
« f»).
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Figure 52 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide benzoique et les acides aminés du
site catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery
studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 53 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide citrique et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery studio
(les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 54 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide citrique et les acides aminés du site
catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons observé que I'acide gallique (contient trois groupements hydroxyliques OH,

une fonction carboxylique et un cycle aromatique) interagit avec Ser209 de la triade catalytique
de la LCR et Serl52 de la triade catalytique de LPA par des liaisons hydrogénes avec des
valeurs de 8,27% et 88,49%, respectivement, avec His449 de la triade catalytique de LCR et
His263 de la triade catalytique de LPA par deux types d’interactions a savoir des liaisons
hydrogénes avec des valeurs de 10,53% et 50% et des interactions hydrophobes de type n-nt T-
shaped avec des valeurs de 78,20% et 20,92%, respectivement. L’Acide gallique interagit avec
Gly124 de LCR par liaison hydrogéne avec une valeur de 42,62% et avec Phe344 de LCR par
une interaction hydrophobe de type n-n T-shaped avec une valeur de 0,75%. Il interagit aussi
avec Phe77 de LPA par deux type d’interactions, des liaisons hydrogéne avec une valeur de
64,29% et des interactions hydrophobes avec une valeur de 27,04%. 1l forme une interaction
hydrophobe de type n-n T-shaped et 7 sigma avec Phe77 de LPA avec des valeurs de 23,47%
et 3,57%, respectivement. A partir de ces résultats, nous proposons que cette molécule soit un
inhibiteur compétitif pour les deux lipases en interagissant avec "Ser209, His449" par deux

types d'interactions.

Pour la LCR, deux distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 2,05 A entre
I’atome d’oxygene de groupement hydroxyle OH numéro 3 de 1’acide gallique et I’hydrogene
de NH de I’acide aminé Glyl124, la deuxiéme est 2,94 A entre ’atome d'hydrogéne de
groupement hydroxyle OH numéro 4 de I’acide gallique et I’atome d'oxygéne du radical OH de
Ser209. La distance de I'interaction hydrophobe de type T-shaped entre le cycle de His449 et le
cycle de I’acide gallique est 4,82A (Figure 61 « f »).

Pour la LPA, trois distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 3,07A entre
I’atome d’hydrogéne de groupement hydroxyle OH numéro 7 de I’acide gallique et I’oxygéne
du radical OH de I’acide aminé Ser152, la deuxiéme est 3,15A entre I’atome d’hydrogéne de
NH de I’acide aminé His263 et I’atome d'oxygéne du septiéme groupement hydroxyle OH de
I’acide gallique. La derniére vaut 3,79A entre I’acide gallique et I’acide aminé Phe77 (Figure
62 «f»). Les distances des interactions hydrophobes entre le cycle de I'acide gallique et les
cycles des acides aminés His263, Phe215, Phe77 et le groupement CHz de Ala260 sont: 4,48,
5,03, 5,32 et 5,19, respectivement.
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Figure 55 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide gallique et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery studio
(les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 56 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide gallique et les acides aminés du site
catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Nous avons noté que l'acide oxalique a une faible interaction avec LCR, il forme des
liaisons hydrogeénes avec Ser209 et His449 de la triade catalytique de LCR avec une valeur de
36,84% et 8,77%, respectivement. Nous avons observé que l'acide oxalique interagit avec
Ser152 de la triade catalytique du LPA par une liaison hydrogene avec une valeur de 30,29%,
et avec His263 de la triade catalytique du LPA par des interactions hydrophobes avec une valeur
de 25,29%. A partir de ces résultats, nous proposons que cette molécule soit un inhibiteur non
compétitif pour les deux lipases en interagissant avec un acide aminé "Ser209 ou His449" pour

LCR, et "Ser152 ou His263" pour LPA, avec un ou deux types d'interactions.

Pour la LCR, deux distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 2,87 A entre un
atome d'hydrogene du groupement hydroxyle OH numéro 1 de I’acide oxalique et un atome du
radical de 1’acide aminé Ser209, la deuxiéme est 2,88 A entre I’atome d'hydrogéne de
groupement hydroxyle OH numéro 2 de I’acide oxalique et I’atome d’hydrogéne de SH de
Ser209 (Figure 63 « f »).

Pour la LPA, cing distances sont mesurées par LigPlot, la premiére est 3,07A entre
I’atome d’hydrogene du groupement hydroxyle OH numéro 1 de I’acide oxalique et I’oxygéne
de I’acide aminé Phe77, la deuxiéme est 2,91A entre ’acide aminé Asp79 et ’acide oxalique.
La troisiéme est 3,11A entre ’acide aminé Ser152 et I’acide oxalique. La quatriéme est 3,31A
entre 1’acide aminé Gly76 et I’acide oxalique. La derniére est 3,33A entre I’atome d’hydrogéne
de NH de I’acide aminé His151 et I’atome d'oxygene du deuxieme groupement hydroxyle OH

de I’acide oxalique (Figure 64 « f »).

On conclue de ce chapitre que les molécules inhibitrices étudiées ont un potentiel pouvoir
d'inhibition de la lipase, ainsi, leurs effets ont été étudiés dans ce travail pour la premiére fois.
La capacité a inhiber la lipase est due principalement aux cycles et aux atomes d'oxygene dans
ces médicaments et molécules testées, qui peuvent former des interactions hydrophobes et des
liaisons hydrogenes avec les acides aminés du site catalytique Ser et His, et d'autres acides
aminés du trou de I’oxyanion. Nos résultats de docking ont été confirmés par une étude
expérimentale, ceux-ci garantit que le docking moléculaire est un outil puissant pour la
découverte de nouveaux médicaments a partir de bases de données différentes, il peut prédire
la structure du complexe ligand-récepteur et prédire le potentiel du ligand a inhiber les enzymes,
et les types d'inhibition a partir d'étude des interactions formees entre I'enzyme et les ligands.

Mais le docking ne peut jamais remplacer les études expérimentales in vitro ou in vivo, son but
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principal est de gagner du temps en scannant les médicaments pour déterminer leur potentiel

dans le traitement de nombreuses maladies.
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Figure 57 Représentation des interactions 2D et 3D entre I'acide oxalique et les acides aminés du site
catalytiques de lipase de C. rugosa obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b), Discovery studio
(les images c, d et e) et Ligplot (I'image f).
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Figure 58 : Représentation des interactions 2D et 3D entre |'acide oxalique et les acides aminés du site
catalytiques de la lipase pancréatique humaine obtenue par les logiciel PyMol (les images a et b),
Discovery studio (les images c, d et e) et Ligplot (I'image f)
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Les plantes médicinales ont une grande importance dans la prévention et le traitement des
maladies. On estime le nombre de la variété des especes médicinales a environ 250 000 a travers
le monde. Les humains ont seulement pu utiliser 70 000 especes médicinales répertoriées par
I'Organisation mondiale de la santé (OMS) (Pourmazaheri 2012). La croissance et les
composantes des plantes sont adaptées en fonction de leurs biotopes au sein d'un écosysteme.
De ce point de vue, nous avons choisi cing plantes médicinales locales utilisées localement,
nous avons essayé d’évaluer la quantité des phénols totaux en adoptant la méthode de Singleton
et Ross (1965), les résultats montrent que les plantes étudiées sont relativement riches en ces
composés dont les teneurs varient de 0,52 + 0,04 mg/g a 1,87 0,07 mg/g dans les fractions
d’acétate d’éthyle en équivalent d'acide gallique. De méme nous avons évalué la quantité des
flavonoides par la méthode de Lamaison et Carnat (1991), les résultats montrent que les
flavonoides dans les extraits phénoliques sont relativement élevés avec des teneurs varient de
de 0,40 £ 0,06 mg/g a 1,40 0,01 mg/g dans les fractions d’acétate d’éthyle en équivalent de la

quercétine.

Dans le deuxiéme chapitre, nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’effet inhibiteur de
nos extraits et certaines molécules sur la lipase microbienne, nous avons trouvé que la plupart
de ces extraits des plantes et molécules montrent des activités inhibitrices a 1’exception de
I’extrait de la plante Ajuga iva et I’acide caféique. Les valeurs des 1Cso ont montré que 1’extrait
de Juniperus phoenicea possede la meilleure activité inhibitrice avec une valeur de 1Cso égale
1,331£0,1 mg/ml. Les autres extraits, les valeurs des 1Cso varient de 2,29+0,29 a 2,50+0,01

mg/ml.

Suivant les résultats obtenus dans le deuxieéme chapitre, nous avons essay¢ d’isoler une
molécule active a partir de I’extrait de Juniperus phoenicea par la chromatographie sur couche
mince préparative et ’identifier en utilisant les techniques spectroscopiques (IR et RMN-1H).
Ainsi, nous avons testé 1’inhibition de cette molécule isolée et elle a prouvé sa capacité
inhibitrice de la lipase de Candida rugosa, mais elle est inférieure a celle de 1’orlistat avec un
IC50=0,7mg/ml. Aprés la caractérisation et I’identification structurale et en se basant sur
plusieurs recherches effectuées, nous pouvons dire que nous avons pu isoler une nouvelle
structure appartenant a la classe des eudesmanes (sesquiterpenes), ot nous n’avons enregistrés

aucune ¢étude préalable pour la molécule et I’extrait de I’acétate d’éthyle de la plante.
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Dans le quatriéme et le dernier chapitre, nous avons réalisé le docking moléculaire avec
I’autodock vina, ses résultats nous permettent de proposer que les molécules : acide folique,
menthol, carvacrol, eugénol, apéginine, lutéoline, quercétine, acide benzoique et acide gallique
sont des inhibiteurs compétitifs de la lipase, alors que febuxostat, acide ascorbique, acide
citrique et acide oxalique sont des inhibiteurs non compétitifs. Les autres molécules : colchicine
et cinnamaldéhyde sont des inhibiteurs incompétitifs.

A travers ces résultats obtenus, nous avons effectué une docking moléculaire afin de tester
les inhibiteurs de la lipase de Candida rugosa sur la lipase pancréatique humaine, et prédire le
type d'inhibition pour chaque inhibiteur. Nous avons trouvé une différence importante dans les

affinités des inhibiteurs vis-a-vis les deux enzymes.

L’ensemble de ce travail a permis donc de mieux connaitre 1’intérét de 1’étude des
plantes médicinales de la région de Djelfa et les caractéristiques chimiques de certaines de
leurs substances d’intérét bioactif. De méme, la modélisation par amarrage moléculaire
présente une actualité importante vis-a-vis sa rapidité en la comparant avec les tests in vitro

ou in vivo.

Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagees. Les molécules isolées
inhibitrices de la lipase nécessitent leurs tests in vivo afin d’étudier leurs potentialités comme

des futures médicaments.

L’application des médicaments qui sont connus pour traiter certaines maladies dans
d’autres activités biologiques a savoir I’inhibition de la lipase, a montré une utilité et une
efficacité certaine, ce qui nous amene a profiter de leurs études cliniques et la détermination de

leurs effets secondaires, pour les proposer comme médicament pour 1’obésité.

Ces extraits ont montré une richesse potentielle en métabolites secondaires, qui n’ont été
jamais exploré, ainsi, nous proposons d’autres techniques spectroscopiques pour s’assurer de la
nouvelle structure obtenue a travers cette étude, et compléter 1’isolement d’autres molécules
bioactives de ces extraits. Le docking moléculaire de la molécule isolée est nécessaire apres la
détermination de son énantiomere afin de comprendre son mécanisme d’inhibition, ainsi les

différentes interactions impliquées.
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