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Résumeé

Dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, nous nous sommes intéressés a
une espéce de la famille des Ranunculaceae, espece qui se trouve en Algérie, région de Souk
Ahras : Clematis cirrhosa L. Le choix de cette plante a été basé sur son utilisation en
médecine traditionnelle comme  un agent diurétique, pour soulager les douleurs
rhumatismales pour soigner et pour traiter le nerf sciatique.

Les résultats de I’enquéte ethnobotanique nous ont mene a travaillé sur les parties
aériennes a savoir les deux extraits (méthanolique et hydrométhanolique) et sur 1’huile
essentielle. Dans la premiére partie nous avons fait un criblage phytochimique des parties
aériennes, qui a révélé plusieurs métabolites secondaires, notamment les flavonoides, les
tanins, les saponosides et les phénols totaux. Les teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides totaux des extraits méthanoliques et hydrométhanoliques (7/3) ont été eévaluées a
l'aide de méthodes colorimétriques. Cette analyse quantitative révele que I'extrait
méthanolique est le plus riche en polyphénols et flavonoides totaux (84.05 + 0.8 mg EAG/(Q)
(114.60 £ 2.42 mg EQ/qg) respectivement.

La deuxiéme partie de ce travail a été consacré a une étude chromatographique a savoir
la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC/DAD) et la chromatographie
en phase gazeuse (GC/MS) des extraits des parties aériennes et des huiles essentielles
respectivement.

L'analyse (HPLC/DAD) a révélé que les extraits étudiés étaient riches en (9) acide
benzoique, (5) acide hydroxybenzoique, (2) catéchine, (4) acide caféique et (6) épicatéchine.
Alors que lI'analyse (CG/MS) de I'huile essentielle a révélé la présence de 12 composés dont
les trois composés prédominants sont (21) phytol (30.1%), (22) acide palmitique (29%), (17)
juniper camphor (14.5%).

Une étude biologique a été réalisée dans la troisieme partie du travail, pour les extraits
méthanolique et hydrométhanolique et pour I’huile essentielle a savoir I’activité antioxydante
qui a été évaluée par plusieurs méethodes (TAC, DPPH', ABTS™*, FRAP et CUPRAC), tandis
que Dactivité inhibitrice d’enzymes des quatre enzymes (a-amylase, a-glucosidase,
cholinestérase, tyrosinase) n’a été évaluée que pour les deux extraits (méthanolique et
hydrométhanolique).

Les résultats de 1’étude biologique ont montré que l'extrait méthanolique avait la
capacite antioxydante la plus élevée et que les deux extraits avaient un activité inhibitrice
d'enzyme notable.

Mots clés: Clematis, Renonculacées, Polyphénols, Huile essentielle, Antioxydant,
Inhibition enzymatique, HPLC / DAD.




Abstract

As part of the enhancement of the Algerian flora, we were interested in a species of the
Ranunculaceae family, a species found in Algeria, Souk Ahras region: Clematis cirrhosa L..
The choice of this plant was based on its use in traditional medicine as a diuretic agent, to

relieve rheumatic pain to heal and to treat the sciatic nerve.

The results of the ethnobotanical investigation led us to work on the aerial parts, namely
the two extracts (methanolic and hydromethanolic) and on the essential oil. In the first part we
did a phytochemical screening of the aerial parts, which revealed several secondary
metabolites, including flavonoids, tannins, saponins and total phenols. The contents of total
polyphenols and total flavonoids in the methanolic and hydromethanolic extracts (7/3) were
evaluated using colorimetric methods. This quantitative analysis reveals that the methanolic
extract is the richest in total polyphenols and flavonoids (84.05 + 0.8 mg GAE / g) (114.60 £
2.42 mg QE / g) respectively.

The second part of this work was devoted to a chromatographic study namely high
performance liquid chromatography (HPLC/DAD) and gas chromatography (GC/MS) of

extracts of aerial parts and essential oils respectively.

Analysis (HPLC/DAD) revealed that the extracts studied were rich in (9) benzoic acid,
(5) hydroxybenzoic acid, (2) catechin, (4) caffeic acid and (6) epicatechin. While, the analysis
(GC/MS) of the essential oil revealed the presence of 12 compounds of which, the three
predominant compounds are (21) phytol (30.1%), (22) palmitic acid (29%) and (17) juniper
camphor (14.5%).

A biological study was carried out in the third part of the work, for the methanolic and
hydromethanolic extracts and for the essential oil, namely the antioxidant activity which was
evaluated by several methods (TAC, DPPH *, ABTS"", FRAP and CUPRAC), while the
enzyme inhibitory activity of the four enzymes (a-amylase, a-glucosidase, cholinesterase,

tyrosinase) was only evaluated for the two extracts (methanolic and hydromethanolic).

The results of the biological study showed that the methanolic extract had the highest

antioxidant capacity and that both extracts had a notable enzyme inhibitor activity.

Keywords: Clematis, Ranunculaceae, Polyphenols, Essential oil, Antioxidant,
Enzymatic inhibition, HPLC/DAD.
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Liste des abréviations

ABTS™
ACh
AChE
ADCO
ADMO
ADN
ADS
ATPase
BAS
BHT
BHA
BChE
BTCL
CAT
CHI
CHS
CUPRAC
C4H
4CL
DA
DMAPP
DOPA
DPPH
DXR
DXS
DTNB
EAA
EAG
EQ
ERA
ERO
FDS

Liste des abréviations

2,2'-azinobis (acide 3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonique)
Acétylcholine

Enzyme acétylcholinestérase

Enzyme amorpha-4,11-diéne C-12 oxydase
Enzyme amorpha-4,11-diéne mono-oxygénase
Acide désoxyribonucléique

Enzyme Amorpha-4,11-diene synthase

Enzyme adénosine-triphosphate

Beta-amyrin synthése
2,6-di-tert-butyl-4-méthoxyphénol
Hydroxyanisole butylé

Enzyme butyrylcholinestérase

butyrylthiocholine

Enzyme catalase

Enzyme la chalcone isomérase

Enzyme chalcone synthase

pouvoir antioxydant réducteur des ions cuivriques
Enzyme acide cinnamique-4-hydroxylase

la 4-coumarate /CoA ligase

dopamine

diphosphate diméthylallyl
3,4-dihydroxy-phénylalanine
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

Enzyme 1-deoxy-D-xylose-5-phosphate reducto-isomérase
Enzyme 1-deoxy-D-xylose-5-phosphate synthase
5,5’dithio-bis 2-nitrobenzoate

Equivalents d'acide Ascorbique

Equivalent d'acide Gallique

Equivalent quercétine

Espéces réactives des azotes

Espéces réactives de l'oxygene

Enzyme farnesyl diphosphate synthase




Liste des abréviations

FLS Enzyme flavonol synthase

FRAP Pouvoir antioxydant réducteur ferrique

FT Flavonoides totaux

F3H Enzyme flavanone 3-hydroxylase

F3'H Enzyme flavonoide 3'-hydroxylase

F3'5'H Enzyme flavonoide 3'5'-hydroxylase

GPx Enzyme La glutathion peroxydase

GC/IMS chromatographie en phase gazeuse couplée a un

spectrophotometre de masse

HD I'nydrodistillation

HE Huile essentielle

HMGR Enzyme hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A réductase
HPLC/DAD chromatographie liquide a haute performance couplée a un

détecteur a barrette de diodes

IATC lodure d'acétylthiocholine

IPP Enzyme diphosphate d'isopentényle

IPP Isomérase  Enzyme Isopentyl diphosphate isomérase

ir Indice de rétention

LVis Lumiére visible

MA Maladie d'Alzheimer

MP Maladie de Parkinson

NAD(P)H Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
ORAC Capacité d'absorption des radicaux oxygene
PAL Enzyme phénylalanine-ammonium-lyase
PT Polyphénols totaux

SET Transfert d'un seul électron

TAH Transfert d’atome d’hydrogéne

SQC Enzyme sesquiterpene cyclase

SQS Enzyme squalene synthase

SOD Enzyme superoxyde dismutase

TEAC Capacité antioxydante équivalente du trolox
TNB Thio-2-N-nitro-Benzoate

TPTZ Tripyridyltriazine




Liste des abréviations

TRAP Parametre antioxydant de piégeage des radicaux totaux
TRP-1 Protéine 1 liée a la tyrosinase
TRP-2 Protéine 2 liée a la tyrosinase
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PARTIE 01

CHAPITRE |

Etude Botanique et Ethnobotanique



Chapitre | Etude Botanique et Ethnobotanique

I-1 Etude botanique

I-1.1 La Famille Ranunculaceae
I-1.1.1 Position systématique

La famille des plantes Ranunculaceae (eudicot Ranunculales), compte environ 60
genres et 2200 espéces, composées principalement d'herbes dont certaines sont de petits
arbustes ou des vignes ligneuses [1]. Tamura (1993) a divisé les renonculacées en cing sous-
familles (Hydrastidoideae, Thalictroideae, Isopyroideae, Ranunculoideae et Helleboroideae),

principalement basé sur les caractéristiques chromosomiques et florales [2, 3].
I-1.1.2 Caractéristiques botaniques

Les Ranunculaceae sont des herbes ou des sous-arbrisseaux sarmenteux ; leurs racines
sont le plus souvent composées de fibres epaisses ou de tubercules disposés en faisceau ; leurs
feuilles sont alternés ou opposées, toujours simples et dépourvues de stipules, tant6t entieres
et découpées, fréeqguemment élargies a leur base en forme de gaine [4]. Leurs fleurs
hermaphrodites, réguliéres ou irrégulieres, solitaires ou disposees en grappe ou en panicule.
Calice a 3-15 sépales, le plus souvent 5, libres, quelquefois colorés. Corolle a 3-15 pétales,
ordinairement 5, parfois en forme de cornet ou en tube. Les étamines sont nombreuses, libre, a
antheres tournées en dehors (anthéres extrorses), ou tournées dedans (anthéres introrses).Les
étamines sont nombreuses, disposées en spirale. Les staminodes sont absents (sauf dans
Aquilegia et Clematis). Le pistil est composé de carpelles presque toujours libres, souvent

nombreux [5].

Les fruits sont ou de petits akenes comprimés disposés en capitules; ou bien des
capsules agrégées, distinctes ou soudées, quelques fois solitaires, uniloculaires, polyspermes,
s’ouvrant par leur bord ou face interne. Les graines ont leur embryon renfermé dans la base

d’un endosperme charnu ou corné [6].
I-1.1.3 Distribution géographique

La famille Ranunculaceae est répartie dans les régions plus froides et tempérées du
monde, en particulier a haute altitude dans les montagnes. Les plantes de cette famille sont

abondantes dans les zones tempérées du nord et ne sont pas rares dans les régions tempérées

-
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du sud des globes. Plusieurs genres ont egalement été trouves dans les régions tropicales et
subtropicales du monde. Quelques membres de la famille se trouvent également dans les
régions arctiques et alpines. En Inde, des membres de la famille se trouvent dans les plaines,
les régions sous-cutanées et a des altitudes plus élevées dans I'Himalaya Oriental et Nord-

Ouest et les collines du Nilgiri [7].
I-1.2 Le genre Clematis
I-1.2.1 Position systématique

Clematis est l'un des trois genres de Ranunculaceae les plus répandus (les deux autres
étant Anemone et Ranunculus), avec environ 300 espéces. La taxonomie de la clématite a
attiré beaucoup d‘attention, en raison de sa grande valeur horticole [8]. La Clématite est
classée dans la subdivision Angiospermae, classe des Dicotylédones de l'ordre des

Ranunculales, famille des Ranunculaceae [9].
I-1.2.2 Caractéristiques botaniques

Ce sont des plantes grimpantes ligneuses, ou des plantes herbacees a feuilles pétiolées a
sessiles, opposées a la tige et principalement composées pennées ou bipennées avec trois a
cing folioles. Les tiges sont des ficelles comme une vrille (vrille pétiolée) et sont chargées de

soutenir la plante [10].

Les fleurs sont actinomorphes, solitaires ou en panicules de quelques a nombreuses
fleurs, peu visibles a voyantes, avec quatre a cing sépales ressemblant a des pétales (pas de
vrais pétales), séparés a legerement joints a la base, minces a coriaces, blanches ou de
différentes couleurs, pétaloides, valvées en bouton, s'étalant en forme de coupe [11]. Les
étamines sont nombreuses, les staminodiales externes ou toutes modifiées en staminodes chez
les fleurs pistillées des especes dioiques. Les pistils sont nombreux, mdrissant en akenes, les

styles sont persistants, souvent longs et pubescents a plumeux ou parfois presque nus [12].
I-1.2.3 Distribution géographique

Les espéces de clématites indigénes peuvent étre trouvées dans le monde entier, des

Amériques, de I'Australie, de I'Afrique, de I'Inde et de I'Europe, a la Chine, au Japon, a la

-
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Sibérie et a la Mongolie, également aux pays méditerranéens et a l'est de la Syrie. C'est

vraiment une plante internationale [13].
1-1.3 L’espéce Clematis cirrhosa L.
I1-1.3.1 Description botanique

L’espéce Clematis cirrhosa L. (Figure I-1) est un arbuste grimpant atteignant 2-3
meétres de hauteur, a feuilles fasciculées, simples, trifides ou tripartites a bords entiers, lobés
ou incisés dentés. Elle posséde des fleurs blanches pendantes en cloche, assez grandes (2, 5-3
cm), solitaires ou ternées sur un calice régulier formé de 4-5 sépales pétaloides, les pétales
sont petits ou nuls. Les étamines sont nombreuses, les Carpelles en téte et le Style accrescent

et terminé par une aréte plumeuse [14, 15].

Figure I-1: Espece Clematis cirrhosa L.

Noms vernaculaires utilisés:

Synonyms:
Clematis balearica Rich., 1779 [16]
Clematis laeta Salisb., 1796 [17]

Atragene cirrhosa (L.) Pers., 1806 [18]
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Noms communs :

En Anglais : Virgin's bower [19]

En Francais : La Clématite a vrilles [20]
En Espagnol : Plumajes andaluces [21]
En Italien : Clematide cirrosa. [22]

En Algérie : elle est connue par les noms vernaculaires « Zenzou », « Cheham el Atrous »
[15] et Néar barda [23].

I-1.3.2 Classification botanique

Classification botanique de Clematis cirrhosa L. selon Cronquist (1981): [24]
Régne: Plantae

Sous-regne:  Tracheobionta

Division : Magnoliophyta (Angiospermes)

Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)

Sous-classe :  Magnoliidae

Ordre : Ranunculales
Famille : Ranunculaceae
Genre : Clematis

Espeéce : Clematis cirrhosa L.

I-1.3.2 Distribution géographique

L’espéce Clematis cirrhosa L. est originaire du Sud de I'Europe et du Nord de I'Afrique
[1], elle se trouve tres largement dans toute la zone bien arrosée du littoral méditerranéenne

dans les Broussailles et les foréts [15].

Dans I’ Algérie elle pousse dans toutes les zones cotiéres et humides (Béjaia, Jijel, El
Kala, Souk Ahras) [25, 26].
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Figure 1-2 : Distribution géographique de Clematis cirrhosa L.

I-2 Etude ethnobotanique

1-2.1 Utilisation des Ranunculaceae en médecine traditionnelle

Les renonculacées sont une famille économigquement moyennement importante. Les
espéces disponibles dans le commerce sont presque toutes ornementales. Certains genres sont
importants comme plantes veénéneuses. Les propriétés toxiques de [I'Aconitum et du
Delphinium sont bien connus, en particulier pour ceux qui sont impliqués dans le bétail

beaucoup, peut-étre la plupart, d'autres genres contiennent des especes venéneuses [27].

En phytothérapie chinoise, les tubercules et les racines des plantes du genre Aconitum
sont généralement préférés pour le traitement de diverses maladies, telles que I'effondrement,
la syncope, le rhumatisme articulaire aigu, les articulations douloureuses, la gastro-entérite, la
diarrhée, l'eedéme, l'asthme bronchique, diverses tumeurs et certains troubles endocriniens

comme les menstruations irréguliéres [28].

Les indiens Cherokees avaient découvert les vertus médicinales de la plante Hydrastis
canadensis, qu’ils utilisaient comme antiseptique pour traiter les blessures de fleche. Ils en

machaient la racine pour soulager les Iésions buccales [29].

Les graines de Nigella sativa L. ou nigelle cultivée, sont largement utilisées en
médecine traditionnelle pour le traitement et la prévention de nombreuses maladies. En
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Algérie, la nigelle cultivée est employée en cas de fievre, d'algies dentaires, de maux de téte,
de rhumes de cerveau, comme diurétique et emménagogue. En infusion, elle est indiquée dans
les nausées, les gastralgies, les vomissements et les coliques. Ecrasées dans I'huile, les graines
sont employées comme liniment contre les rhumatismes, écrasées et prises dans I'eau, elles

seraient efficaces contre la constipation et les céphalées [30].

Les parties aériennes du Clematis terniflora DC. sont utilisées depuis longtemps dans la
medecine populaire Chinoise pour le traitement des symptémes inflammatoires des systémes
respiratoire et urinaire, particulierement les maladies de pharyngite chronique et de prostatite.
En outre, elle est utilisée au Japon comme plante de substitution pour Radix clematidis, qui a

pour efficacité de soulager la douleur de la polyarthrite rhumatoide [31].
I-2.2 Utilisation du genre Clematis en médecine traditionnelle

Les plantes du genre Clematis font 1’objet de multiples usages thérapeutiques
traditionnels. Les parties aériennes de diverses especes de Clematis, sont particulierement
utilisées en Europe et en Asie de I'Est comme diurétique, antipaludéen, antidote dans les
morsures de serpents, l'antidysenterie et pour le traitement des rhumatismes, fiévre, infections
oculaires, symptémes gonorrhéiques, maladies osseuses, troubles cutanés chroniques, goutte
et varicosité [32, 33].

En Inde, les feuilles de Clematis montana sont utilisées pour traiter les maladies de la
peau et les graines ont des propriétés purgatives [34], et la pate de feuilles de Clematis

gouriana Roxb. ex DC. est utilisée pour soigner les brdlures cutanées [35].

Clematis armandii et Clematis montana, sont utilisés comme un agent diurétique en
médecine traditionnelle chinoise. Dans la province du Hunan, la médecine traditionnelle
chinoise prescrivent ’espéce Clematis armandii comme agent diurétique dans toutes les
cliniques hospitalieres [36]. Elles sont également utilisées pour réduire la fiévre, induire la

miction, stimuler les pertes menstruelles et favoriser la lactation [37].

Dans la médecine Coréenne traditionnelle Clematis manshurica est utilisée pour traiter
la goutte, l'arthrite et le tétanos. Clematis apiifolia, Clematis florida Thunb. et Clematis
heracleifolia DC. ont été utilisées comme analgésiques, diurétiques, antitumoraux et anti-

inflammatoires [33].

.
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Clematis glycinoidesa est utilisée par des guérisseurs, autochtones, australiens dans le
traitement de conditions inflammatoires telles que la douleur, les rhumatismes et les
infections. L’inhalation des vapeurs émises par les feuilles fraichement broyées de cette

espéce a été utilisée pour guérir le rhume et les maux de téte [38].

En Europe Clematis erecta L. est utilisée en médecine homéopathique pour les ulceres
cancéreux et nauséabonds. Elle est utilisée par voie orale pour soulager les douleurs
rhumatismales, les varices, la goutte et comme diurétique [39], et localement et
intérieurement, pour traiter les maladies vénériennes tels que les ulcéres syphilitiques [40].

Cette espéce est utilisée aussi, comme un remede de diverses maladies telles que,
I’insomnie, les céphalées les névralgiques et les troubles de la mémoire [41], et comme un

complément pour la gonorrhée [42].

Clematis vitalba L. a été utilisé comme antimycotique et antibactérien [43, 44], et ses
jeunes tissus sont consommes en toute sécurité en tant qu'aliments en Italie, aprés avoir éte

brievement bouillis [45].

Les feuilles Clematis brachiata Thunb. sont utilisées en Afrique du Sud contre la toux,
les douleurs thoraciques et les troubles abdominaux. La décoction des feuilles, des tiges et des
racines est également utilisée séparément pour soulager le rhume, le paludisme, les infections

des sinus et I’asthme [46-48].

Les parties aériennes ou les feuilles de Clematis flammula sont employées pour fournir
le soulagement provisoire des douleurs communes, ces parties sont appliquées a 1’état frais et
moulues sur I’inflammation pendant environ 15-30 minutes [49]. La médecine traditionnelle
marocaine fait encore appel a cette plante pour soigner le buzelum (une sorte de sciatique) par
application de cataplasmes, pour traiter des affections du foie et de la rate, elle est aussi

utilisée dans le traitement des ulceres phagédéniques [50].

En médecine traditionnelle Algeérienne ; les tradipraticiens ont utilisé I’infusion de

Clematis flammula comme un traitement de l'arthrite et des brllures mineures [51].

0
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I-2.3 Utilisation de I’espéce Clematis cirrhosa L. en médecine traditionnelle

La plante Clematis cirrhosa L. fait I’objet de multiples usages thérapeutiques
traditionnels en Algérie; les feuilles en décoction sont utilisées pour soulager les douleurs
rhumatismales [52], tandis que I’infusion est utilisée comme un agent diurétique [53]. Les
racines, en cataplasme, sont vulnéraires et utilisées pour soigner les brilures. La plante fraiche
est utilisée pour traiter la maladie dite blazelum. Elle est également indiquée dans les
refroidissements, les maladies du foie et de la rate [54, 55].
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Metabolites secondaires des plantes



Chapitre 11 Métabolites Secondaires des Plantes

I1-1 Généralité

De trés nombreuses plantes médicinales, tinctoriales ou aromatiques produisent un large
éventail de substances chimiques de structures variées. Parmi elles, on distingue

classiquement les métabolites primaires et les métabolites secondaires.

Les métabolites primaires proviennent du métabolisme primaire qui représente tous les
processus de bases, comme la croissance ou la respiration, qui sont vitaux pour la plante. Les
métabolites primaires proviennent de ces réactions et sont les composés essentiels de la
machinerie moléculaire de Ila cellule (acides nucléiques, protéines, lipides et des
carbohydrates) [1].

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires ne sont pas
produits directement lors de la photosynthese mais sont synthétisés a partir des métabolites
primaires et résultent de réactions chimiques ultérieures. Les metabolites secondaires ne sont
pas nécessaires a la vie de la plante, mais jouent un réle dans l'interaction de la plante avec

son environnement, assurant la pérennité de la plante dans ses écosystemes.

La formation de métabolites secondaires est generalement spécifique aux organes, tissus
et cellules et ce sont des composés de faible poids moléculaire. Ces composés different
souvent entre les individus d'une méme population de plantes en ce qui concerne leur quantité
et leur type. lls protegent les plantes contre les stress, a la fois biotiques (bactéries,
champignons, nématodes, insectes ou paturage par les animaux) et abiotiques (température et
humidité plus élevées, ombrage, blessures ou présence de métaux lourds) [2]. Il a été
démontré que les métabolites secondaires ont divers effets biologiques, qui fournissent la base
scientifique de [l'utilisation des herbes en médecine traditionnelle dans de nombreuses
communautés anciennes. lls ont été décrits comme des antibiotiques, des antifongiques et des

antiviraux et sont donc en mesure de protéger les plantes contre les agents pathogénes.

De plus, ce sont dimportants composés absorbant les UV, évitant ainsi de graves
dommages aux feuilles dus a la lumiere. 1l a été noté que certaines herbes telles que les herbes
fourrageres comme le tréfle ou la luzerne peuvent exprimer des propriétés cestrogéniques et

interagir avec la fertilité animale [3].

Ces métabolites secondaires constituent, aujourd’hui, un des leviers d’une possible
intensification écologique de I’agriculture, en substituant notamment 1'usage d’intrants

chimiques par des mécanismes de défense naturelle des plantes. D’un point de vue
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pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus active des
composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui qu’environ un tiers
des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle substance

végetale [4].
1.2 Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des plantes sont un groupe trés large de composés
chimiques, qui sont généralement classés selon leurs voies de biosynthése. Trois grandes
familles de molécules sont généralement considérées : les composes polyphénoliques, les

terpenes et les stéroides et les composés azotés ou alcaloides [5, 6].

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent

une tres large gamme d'activités en biologie humaine [7].
11.2.1 Les composés phénoliques
11.2.1.1 Définition des composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent 1’'une des plus grandes familles de molécules

largement répandues dans le regne végétal, ils sont présents dans toutes les parties de la plante

[8].

Ces composés ont un élément structural fondamental (Figure 11-1), qui les caractérise
est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins a un

groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside [7].

OH

Figure 11-1: Structure de base du Phénol

<
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11-2.1.2 Classification des composés phénoliques

Il existe a ce jour plus de 8 000 composés polyphénoliques différents. C'est pourquoi la
terminologie et la classification des polyphénols sont complexes et déroutantes. Bien que tous
les polyphénols aient des structures chimiques similaires [9]. Les composés phénoliques
végétaux peuvent étre classés en grandes catégories en fonction du nombre d'atomes de
carbone et de l'arrangement des squelettes carbonés dans leur structure. lls peuvent étre

classés en [10]:

Phénols simples

Acides phénoliques.
Tanins.

Coumarines.
Flavonoides.

Chromones et xanthones.

Stilbénes.

YV V.V V V V V

» Lignanes.
11-2.1.2.1 Les phénols simples

Les phénols simples englobent toutes, les molécules hydroxylées diversement
substituées de noyau du phénol. Selon cette définition plusieurs phénols appartiennent a ce
groupe, par exemple : catéchol, phloroglucinol, Hydroquinone Hydroquinone, ils sont plutdt
rares dans la nature a I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles

(Ericaceae, Rosaceae) [11].

OH
OH OH

HO OH

OH

Catéchol Phloroglucinol Hydroquinone

<
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X

OH
OMe

OH
Thymol Eugenol

Figure 11-2 : Structure de quelques phénols simples

11-2.1.2.2 Les acides phénoliques

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant

au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique.

En phytochimie, ’emploi de cette dénomination est réserveé aux seuls dérivés des acides
benzoiques et cinnamiques (composes en Cs-C1) tels que l'acide gallique, 1’élément constitutif
des tanins hydrolysables ou de l'acide cinnamique (composés en Ce-C3) comme l'acide

caféique qui sont souvent estérifiés.
11-2.1.2.2.1 Les acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénoliques en Cg-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide
gallique et son dimére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des
tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline,

sont tres utilisés dans le secteur pharmaceutique [7].

COOH COOH
COOH
HO HO OH
OH OH
Acide benzoique Acide protocatéchique Acide gallique
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COOH
COOH
HO
H;CO OCH,
OH
Acide salycilique Acides syringique

Figure 11-3 : Structures de quelques acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique
11-2.1.2.2.2 Les acides phénoliques dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phenoliques en Cs-Cs3 (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) (Figure 11-4) ont une distribution trés large ; les autres (acides o-coumarique, o-
ferulique) sont peu fréquents [7]. Les acides cinnamiques et cafeiques sont des représentants
communs du groupe de dérivés phénylpropaniques qui différe par son degré d’hydroxylation

et de méthoxylation [11].

o 0
\ OH \ OH
HO OH
Acide p-coumarique Acide o-coumarique
(o] (o]
HO H,;CO
\ OH \ OH
HO HO
Acide caféique Acide férulique
o
H;CO N

OH

OCH;
Acide sinapique

Figure 11-4 : Structures de quelques Acide phénoliques dérivés de I’acide cinnamique
[12]
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11-2.1.2.3 Les tanins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, les tanins ont la propriété de précipiter les alcaloides, la
gélatine et d’autres protéines [11, 13]. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente
et sont trouvés dans toutes les parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et

les racines [14].

Les tanins se trouvent couramment dans les gymnospermes et les angiospermes. Ils ont
été signalés dans 180 familles de dicotylédones et 44 familles de monocotylédones. Les
familles les plus connues de toutes les espéces testées contenant des tanins sont: les
Aceracées, les Actinidiacées, les Anacardiacées, Les Bixacées, les Burserarcées, Les
Combertacees, les Dipterocarpacées, les Ericacées, les Grossulariacées, les Myricacées pour
les dicotylédones et les Najadaceées et les Typhacées pour les monocotylédones [15].

Les tanins constituent un groupe chimique hétérogene, avec des structures moléculaires
variées. Du point de vue structural, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction
du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité

chimique de la molécule [16].
11-2.1.2.3.1 Les tannins hydrolysables

Sont des hétéropolymeéres formés a partir de plusieurs molécules d'acides phénoliques
tels que I’acides gallique et 1’acides ellagique, qui sont unis par des liaisons esters a une
molécule centrale de glucose. Les deux principaux types de tanins hydrolysables sont les
gallotanins et les ellagitanins, qui sont, respectivement, composés d'acide gallique et d'unités
d'acide ellagique [17]. Comme leur nom I’indique, ces substances s’hydrolysent facilement en
milieux acides et alcalins ou sous I’action d’enzymes (tels que la tannase), pour donner des

glucides et des acides phénoliques [18].

.
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Unité d'acide gallique }ﬂ

1,2,3,4,6-pentagallyol-O-D-glucose

Figure 11-5 : Structure de tanin hydrolysable

11-2.1.2.3.2 Les tanins condensés

Les tanins condensés, ou proanthocyanidines, sont des oligomeres ou polymeéres dont
les structures sont basées sur des précurseurs de flavonoides, les flavan-3-ols liées entre elles
par des liaisons carbone-carbone du type Cs-Cs ou Cs-Cs Vvarient dans le type de liaisons entre
les unités de flavonoides; modeles d'hydroxylation; stéréochimie des carbones 2, 3 et 4 du

cycle pyrannique et présence de substituants supplémentaires [19].

Les tanins condensés sont appelés proanthocyanidines parce que leur oxydation en
milieu alcool-acide entraine la formation de pigments anthocyaniques tels que les cyanidines
(2 partir de procyanidines) et les delphinidines (a partir de prodelphinidines). Les
anthocyanidines sont responsables de la coloration variée des fleurs, des feuilles et des fruits
en rose, rouge, mauve, violet et bleu. Leur présence dans les plantes est, de ce fait, détectable
a I’ceil nu [19, 20]

11-2.1.2.4. Les coumarines

Les coumarines sont des dérivés de la benzo-o-pyrone, la lactone de l'acide O-
hydroxycinnamique (Figure 11-6). La coumarine a été isolée pour la premiére fois a partir de
Coumarouna odorata par Vogel en 1820, aujourd’hui, prés de 1000 composés coumariniques
sont isolés dans plus de 800 espéces de plantes et de micro-organismes [21]. Dans les plantes,
elles sont rencontrées dans les Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Rosaceae, Rubiaceae,

Rutaceae et Solanaceae [22].

-



Chapitre 11 Métabolites Secondaires des Plantes

Figure 11-6 : Structure de base de la coumarine

Les coumarines sont structurellement diverses et peuvent étre classées en cing grands
groupes. Les coumarines simples sont celles qui ont des substituants dans le cycle benzénique.
Ils peuvent étre des dérivés hydroxylés, alkylés et alcoxylés du composé parent. Un exemple
d'une simple coumarine est la 7-hydroxycoumarine. Le deuxieme groupe est constitué par les
furocoumarines, qui contiennent un cycle furanique a cinq chainons attaché a la structure
coumarinique avec l'oxygene furanique en position 7, comme représenté par lI'impératorine
(Figure 11-7). Les furocoumarines peuvent étre linéaires ou angulaires, en fonction de la

position de la fixation de I'anneau de furane sur la structure de la coumarine.

Un autre major groupe de coumarines est les pyranocoumarines qui ont un
hétérocyclisme d'oxygene a six chainons et peuvent exister sous des formes linéaires ou
angulaires. Un exemple de pyranocoumarine est la séséline, dans laquelle l'oxygene en
position 7 fait partie d'un systéeme de cycle hétérocyclique a six chainons fusionnés. Un autre
groupe constitue par les coumarines qui sont substituées dans les positions 3 ou 4 de la
pyronéringine, comme la 4-méthylcoumarine. Le dernier groupe est celui des dimeres de

coumarine, qui consistent généralement en deux unités de coumarine reliées entre elles [23].

CH,
Z CH,
m
o
HO o o 0. 0 0
S /
La 7-hydroxycoumarine L'impératorine La séséline
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CH;
X
o o

la 4-méthylcoumarine Le Dicoumarol

Figure 11-7 : Structures de quelques coumarines
11-2.1.2.5 Les flavonoides

Le terme flavonoide vient du latin (flavus), signifiant « Jaune » ; les flavonoides
donnent le pigment jaune orange et bleu aux fleurs [24]. Les flavonoides font partie d’une
classe des composes naturels largement répandue chez les vegétaux. Ils sont tres présents dans
les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs de plantes [25]. Les flavonoides constituent une
classe trés large des composés polyphenoliques, ont en commun la structure du diphényl
propane C6-C3-C6 (Figure 11-8); les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux
benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C. L’existence des
différentes classes structurales des flavonoides serait fonction des modifications de
I’hétérocycle C [26].

Figure 11-8 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides sont caractérisés par la présence de 15 atomes de carbone dans leur
squelette de base, disposés sous la forme C6-C3-C6, ce qui correspond a deux cycles
aromatiques A et B liés par une unité de trois atomes de carbone, pouvant ou non donner lieu
a un troisieme anneau [27, 28]. Différentes classes de flavonoides existent selon la structure,
le degré d’oxydation et d’instauration du cycle C, ainsi que par la nature de ses connexions

avec les cycles A et B. Ce qui permet de distinguer neuf classes: chalcones, aurones, flavones,

N1
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isoflavones, flavonols, flavanones, flavane-3-ols flavane-3,4-diols et anthocyanes. Au sein de
chacune classe, les variations autour de la structure de base (flavane) portant principalement
sur le nombre et la position des hydroxyles aromatiques, le degré de méthoxylation, et le
niveau, les sites et la nature des glycosylations [1].

Dans les plantes, ils sont trés souvent liés avec des sucres, on parle alors d’hétérosides
constitués d’une partie phénolique aglycone ou génine associée a un sucre. D’une maniére
générale, I’ose est li¢ aux flavonoides par I’intermédiaire d’une liaison O-glycosidique. Dans
quelques cas plus rares, la liaison est du type C-glycosidique. La nature de sucre se liant aux
flavonoides est variée, allant de la plupart des oses (glucose, galactose, arabinose rhamnose) a
des diholosides ou des formes plus complexes [29].

11-2.1.2.5.1 Les flavones

Les flavones sont I'un des groupes importants de flavonoides. lls ont une double liaison
entre les positions 2 et 3 et une cétone en position 4 du cycle C. La plupart des flavones
isolées de légumes et de fruits ont un groupe hydroxyle en position 5 du cycle A, tandis que
I'nydroxylation dans d'autres positions, pour la plupart en position 7 du cycle A ou 3'et 4' du
cycle B [30].

Ri1= R2=H : Apéginine
R:=0H, R,=H : Lutéoline

R:= R,= OCHs: Tricine

Figure 11-9 : Structure d’Apéginine, Lutéoline, Tricine
11-2.1.2.5.2 Les isoflavones

Les isoflavones sont une sous-classe des flavonoides les plus omniprésents, ils se

distinguent des autres classes de flavonoides par leur plus grande variabilité structurelle, leur

S
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présence fréquente dans les plantes sous leur forme libre, plutdt qu'en tant que glycoside, et
par la plus grande fréquence de substitution isoprénoide. Ils sont divisés en sous-classes en
fonction du niveau d'oxydation du cycle pyrannique central. Les isoflavones constituent une
branche spécifique du métabolisme des flavonoides, se différenciant des autres flavonoides

par la position de lI'anneau phénolique B [31].
11-2.1.2.5.3 Les flavonols

Les flavonols sont des flavonoides avec un groupe cétone. Ce sont des éléments
constitutifs des proanthocyanines. Les flavonols sont présents en abondance dans une variété
de fruits et légumes. Les flavonols les plus étudiés sont le kaempférol, la quercétine, la
myricétine et la fisétine. Par rapport aux flavones, les flavonols ont un groupe hydroxyle en
position 3 du cycle C, qui peut également étre glycosylé. Comme les flavones, les flavonols
sont également tres divers dans les modéles de méthylation et d'hydroxylation et, compte tenu
des différents modéles de glycosylation, ils sont peut-étre le sous-groupe le plus courant et le
plus important de flavonoides dans les fruits et légumes [32].Exemple: Kampférol,

Quercitine, Isorhamnétine, Myrécétine

Ri= R;=H : Kampférol

R:=0OH, R,=H : Quercitine

Ri= OCHs, Rz = H: Isorhamnétine
Ri1= R;= OH : Myrécétine

Figure 11-10 : Structure de quelques flavonols

11-2.1.2.5.4 Les flavanones

Sont également appelés dihydroflavones, ont le cycle C saturé; par conséquent,
contrairement aux flavones, la double liaison entre les positions 2 et 3 est saturée et c'est la
seule différence structurelle entre les deux sous-groupes de flavonoide. Les flavanones sont

une autre classe importante qui est généralement présente dans tous les agrumes tels que les

-
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oranges, les citrons et les raisins. L’hespéritine, la naringénine et I'ériodictyol sont des

exemples de cette classe de flavonoides [32]. Exemple ; Narénginine, Eriodictryl.

R=H : Narénginine
R= OH: Eriodictryl

Figure 11-11 : Structure de quelques flavanones

11-2.1.2.5.5 Les flavan-3-ols

Les flavanols, également appelés dihydroflavonols ou catéchines, sont les dérives 3-
hydroxy des flavanones. Il s'agit d'un sous-groupe trés diversifié et multisubstitué. Les
flavanols sont également appelés flavan-3-ols car le groupe hydroxyle est toujours lié a la
position 3 du cycle C. Contrairement a de nombreux flavonoides, il n'y a pas de double liaison
entre les positions 2 et 3. Les flavanols se trouvent en abondance dans les bananes, les

pommes, les bleuets, les péches et les poires [30]. Exemple: Taxifoline, Ampéloptol.

R:= OH, R,=H : Taxifoline
Ri;= OH, R,= OH : Ampéloptol

Figure 11-12 : Structure de quelques flavan-3ols

11-2.1.2.5.6 Les flavan-3,4-diols

Les flavan-3,4-diols sont des composés qui sont dépourvus du groupe céto en Cs et

possédent le fragment Cs saturé, en les faisant "flavans” au lieu de flavones, ils sont

<
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optiqguement actifs (l'activité due a la nature asymétrique de C, et Cs). Exemple:

Leucorobinétinidine.

Figure 11-13 : Structure de Leucopélargonidine
11-2.1.2.5.7 Les chalcones

Les chalcones ou 1,3-diaryl-2-propéne-1-ones ; sont des flavonoides a chaine ouverte
dans lesquels les deux noyaux aromatiques sont joints par un systeme carbonyle a trois
carbones a, B-insaturé. Le squelette de la chalcone et le systeme de numérotation montré sur
(Figure 11-14) [33]. Les principaux exemples de chalcones comprennent la phloridzine,
l'arbutine, la phlorétine et la chalconaringénine. Les chalcones se trouvent en quantités
importantes dans les tomates, les poires, les fraises, la busserole et certains produits du blé.
Les chalcones et leurs dérivés ont recu une attention considérable en raison de nombreux

avantages nutritionnels et biologiques [34, 35].

Figure 11-14 : Structure de base des chalcones

Exemple de quelques chalcones : Butéine, Cardamomin
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R1=R3=R4=Rs ZOH, Ro=H: Butéine
Ri=R3= OH, R,= OCH3, Rs=Rs=H: Cardamomin

Figure 11-15 : Structure de quelques chalcones
11-2.1.2.5.8 Les aurones

Les aurones [2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-ones] sont les métabolites secondaires des
composes naturels appartenant a la famille des flavonoides, et structurellement sont les
isomeres des flavones. Les aurones possédent un anneau de furane au lieu de I'anneau de
pyranne des autres flavonoides, ils sont largement présents dans les fruits et les fleurs ou ils
jouent un réle important dans la pigmentation de la partie de la plante dans laquelle ils se
produisent [36]. Les aglycones connus sont principalement confinés aux familles avancées

comme les Cyperacees et les Astéracées, et le composeé le plus répandu est l'aureusidine [37].

Ri1= R;=H : Sulphorétine
R:=0H, R,=H: Aureusidine
Ri1= H, Ry= OCH3;: Leptosidine

Figure 11-16 : Structure de quelques aurones
11-2.1.2.5.9 Les anthocyanes

Ce sont des pigments rouges en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin ; ils sont

trés répandus dans les fleurs et les fruits. Les anthocyanes sont des dérivés du cation 2-

S
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phényl-1-benzopyrylium (flavylium) porteur de 3 cycles aromatiques conjugués d’ou

I’absorption de lumicre visible. Dans la nature, ces pigments n’existent pas sous forme
aglycone, mais sous forme d’hétérosides. Les sucres sont liés au chromophore en position 3,

mais aussi en position 5 et plus rarement en position 7 [38]. Exemples de quelques

anthocyanes.
Ri= R,=H : Pélargonidine Ri1= R,= OH : Délphinidine
Ri;= OH, R,=H : Cyanidine R:= OH, R,= OCHjs: Prétunidine
Ri1= OCHgs, R.=H : Péonidine Ri1= R,= OCH3: Malvidine

Figure 11-17 : Structure de quelques anthocyanes
11-2.1.2.6 Les xanthones

Les xanthones sont des métabolites secondaires qui se produisent couramment dans les
familles de plantes supérieures, les champignons et les lichens [39]. lls ont un squelette
carboné Ce-C1-Cs, qui se compose de deux cycles aromatiques liés a un O-hétérocyclique,
leurs structures sont liées a celle des flavonoides et leurs comportements chromatographiques

sont également similaires.

Les flavonoides sont fréqguemment rencontrés dans la nature, tandis que les xanthones se
trouvent dans un nombre limité de familles. Les xanthones sont toujours présentes dans les
familles Gentianaceae, Guttiferae, Moraceae, Clusiaceae et Polygalaceae. Les xanthones sont
parfois trouvées comme composés polyhydroxylés parents mais la plupart sont des éthers

mono- ou polyméthyliques ou se trouvent sous forme de glycosides [40].

-
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Figure 11-18 : Structure de base des xanthones

Les xanthones sont généralement classées selon la substitution sur le squelette de base
de la xanthone pour donner 6 groupes principaux: les xanthones simples, les glycosides de
xanthone, les xanthones prénylées, les xanthonolignoides, les bis-xanthones et les
miscellaneous. Ces groupes principaux peuvent étre subdivisés en fonction du degré

d'oxygénation en xanthones non, mono, di, tri, tétra, penta, hexa et hepta-oxygénés [41].
11-2.1.2.6.1 Les xanthones oxygénées simples

Les xanthones oxygénees simples sont subdivisées selon le degré d'oxygénation en
substance non, mono, di, tri, tétra, penta et hex-aoxygénées [41,42].Dans ces xanthones, les

substituants sont de simples groupes hydroxy, méthoxy ou méthyle.

OCH;
(0]

909 Y

409

OH
(0]

0
2-méthoxyxanthone 3-hydroxy-2,4-diméthoxyxanthone

Figure 11-19 : Structure de quelques xanthones oxygénées simples

11-2.1.2.6.2 Les xanthone glycosylées

Les xanthones glycosylées naturelles ont été examinés et une distinction entre les C-
glycosides et les O-glycosides a également été établie. Dans les C-glycosides, la liaison C-C
relie la partie sucre au noyau xanthone est résistante a I'nydrolyse acide et enzymatique tandis

que les O-glycosides ont une liaison glycosidique typique [40].

S
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HO o OH HO o o
OH
0
HO o
HO OH HO
o OH

OH

o O

Mangiférine Patuloside A

Figure 11-20 : Structure de xanthone glycosylées

11-2.1.2.6.3 Les xanthones prénylées

La présence de xanthones prénylées est limitée aux especes végétales de la famille des
Guttiferes.

Prényl
Prényl
__ CH,
Prényl O Prenyl
CH,
Mangostine Ugaxanthone

Figure 11-21 : Structure de quelques xanthones prénylées

11-2.1.2.6.4 Les xanthonolignoides

Les xanthonolignoides d'origine naturelle sont rares, dont seuls cinqg composés sont
connus [43]. Ces composés sont constitués d’une association du noyau xanthone et d’une
partie lignoide. Un xanthonolignoide Kielcorine a été obtenu a partir des especes Hypericum
[44]. La Kielcorine a également été isolée de Vismia guaramirangae [45], Kielmeyera
variabilis L. [46] et Hypericum canariensis [47], tandis que la cadensine D a été isolée de

Vismia guaramirangae et Hypericum canariensis [48].

<
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OCH, OCH,
HO OH HO oH
(0] 0o OCH;,
I o 0 l 0 l 0
l OCH; OCH,
e} (0]
Kielcorine Cadensine D

Figure 11-22 : Structure de quelques xanthonolignoides
11-2.1.2.6.5 Les bisxanthones

Un total de douze bisxanthones, cing de plantes supérieures, un de lichen et six de
champignons, ont été signalés a ce jour. Il s'agit notamment des jacarelhyperols A et B isolés
des parties aériennes d'Hypericum japonicum [49], et du xanthone dimérique, globulixanthone

E isolés des racines de Symphonia globulifera [50].

Jacarelhyperol A Jacarelhyperol B
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Globulixanthone E

Figure 11-23 : Structure de quelques bisxanthones
11-2.1.2.6.6 Les miscellaneous

Ce groupe rassemble les xanthones clorées ou sulfonees isolées de différentes sources

vegeétales (y compris les lichens).

11-2.1.2.7 Les stilbénes

Plus de 30 stilbénes et glycosides de stilbénes sont présents naturellement dans le régne
vegétal. La structure chimique de base des stilbénes est composée de deux cycles aromatiques
joints par un pont méthylene. Le resvératrol, le composé le plus connu, contient trois groupes
hydroxyle dans la structure de base et est appelé 3,4, 5 trinydroxystilbéne. Chez les plantes, le
piceid, le glucoside du resvératrol, est le principal dérivé du resvératrol. Les stilbenes sont
présents dans les plantes sous forme d'isomeres cis ou trans. Les formes trans peuvent étre
isoméries en formes cis par le rayonnement UV. Les deux formes isomeres des stilbenes (Cis

et Trans) ont des propriétés chimiques et biologiques différentes [51].

9 (J
(J g

Stilbéne Z (Trans) Stilbéne E (Cis)

Figure 11-24 : Structure de base des stilbenes (E, 2)
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Les stilbénes sont caractérisés structurellement par la présence d'un noyau de 1,2-
diphényléthylene, ils peuvent étre divises en deux catégories: les stiloénes monoméres et
oligomeres. Les stilbénoides monoméres sont en outre divisés en quatre sous-classes: les
stilbénes, bibenzyles, bisbibenzyles et les phénanthrénoide, alors que les stilbenes oligoméres

sont produits par couplage entre des stilbénes monomeres homogenes et hétérogénes [52].

OH
HO ‘
O \

OH

Trans-g-Viniférine Trans-resvératrol

Figure 11-25 : Structure de quelques stilbénes

11-2.1.2.8 Les lignanes

Les lignanes sont dérivées de la dimérisation oxydative de deux unités
phénylpropanoides ou plus. Les lignanes ont été trouvées dans plus de 70 familles de plantes
ils ont une gamme de localités étendue au sein des plantes, des racines aux feuilles, aux

graines et aux fleurs [53].

Figure 11-26 : Structure de base des lignanes

Les lignanes résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques. Ils sont divisés en
huit groupes. Dans chaque sous-groupe, l'oxydation du cycle aromatique et des fragments de
chaine latérale propyle conduit a une large variété structurelle. Quelgues lignanes de furane le

dibenzylbutane et le dibenzocyclooctadiéne n'ont pas d'oxygene en Co. Alors que certains

<
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lignanes ont des groupes hydroxyle supplémentaire en C7 ou Cg, des 4-hydroxyphényles et
3,4-dihydroxyphényl lignanes ont également été identifiés [52].

)
A

Bibenzylbutanes Dibenzocyclooctanes

0 O

Butyrolactones

Arylnaphtalénes Lignanes furanofuraniques

° %

Lignanes monofuraniques

Figure 11-27 : Structure de différentes classes des lignanes
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11-2.1.3 Biosynthése des polyphénols

Les précurseurs des polyphénols émanent du métabolisme des glucides. La biosynthése
des polyphénols a été étudiée en détail [1], [54-59] et peut étre divisée en trois partitions:

» Partition de I'acide shikimique: synthese des acides aminés phénylalanines, tyrosine
et tryptophane.

» Partition phénylpropanoide: synthése des acides hydroxycinnamiques et des
précurseurs des flavonoides et des lignines.

> Partition flavonoide: synthése des flavonoides.

Partition d'acide shikimique

La biosynthése shikimique des polyphénols est représentée par la Figure 11-28, l'acide
shikimique est formé de phosphoénol pyruvate et d'eérythrose-4-phosphate. L'enzyme
phénylalanine-ammonium-lyase (PAL) catalyse la formation d'acide trans-cinnamique a partir
de la phénylalanine. L'ammoniac libéré lors de la conversion des deux acides aminés est

probablement lié a la glutamine synthétase et ramené dans le cycle [137,60, 61].

4 )

Acide shikimmique \\OH

Phosphoenlpyruvate \
+ —»= —»HOOC 1IIOH —— Phénylalanine
Erythrophosphate

lPAL
OH COOH
OH
HOOC
—
Acide x@ ©/
cinnamique Acide salycilique

Acide Hydroxybenzoique

¢

l

Figure 11-28 : Biosynthese des flavonoides partition d'acide shikimique

Partition phénylpropanoide

La biosynthése des phénylpropanes émane de l'acide trans-cinnamique est donc une
réaction ultérieure de la partition de l'acide shikimique. L'enzyme acide cinnamique-4-
hydroxylase (C4H, une monooxygénase Paso) hydroxylise la structure benzénique en position
para, ce qui conduit a l'acide p-coumarique. Une hydroxylation et une méthylation

supplémentaires conduisent aux acides hydroxycinnamiques, l'acide caféique, l'acide férulique

.
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et l'acide sinapique. La S-adénosylméthionine agit comme donneur de méthyle. L'élimination
d'un fragment C2 conduit a la formation des acides benzoiques, tels que l'acide salicylique. Le
4-Coumaroyl-CoA est produit a partir d'acide p-coumarique par la 4-coumarate /CoA ligase
(4CL) [62].

Flavonoides
Acide salycilique Isoflavonoides
Anthocyanine

5 ) . Stilbénes
Acide cinnamique
o |

HO. 0 CoAS (0]
P —
4CL
-« | | - __» p-Hydroxyphenyl lignine
OH

OH

Acide p-coumarique p-coumaroyl CoA

HO O CoAS.__O
— g
OH OH
OH OH
Acide caffeique Caffeoyl CoA

Hg 0} CoAS 0}

_— _—
...... —» Guaiacyl lignine
OMe OMe

OH OH

HO. o) CoAS 0}
— —
|
HO OMe HO OMe
i
OH OH
Acide 5-hydroxyférulique 5-Hydroxy feruloyl CoA *

Syringyl lignine

HO.
_—
MeO' OMe

OH
Acide sinapique

Figure 11-29 : Biosynthese des flavonoides partition dephénylpropanoide [63]
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Partition Flavonoide

La biosynthése des flavonoides part de la chalcone, cette derniere est formée de trois
molécules malonyl-CoA et d'une molécule p-coumaroyl-CoA. L'enzyme chalcone synthase
(CHS) catalyse la réaction, ce qui conduit initialement a la formation de tétrahydroxy
chalcone et a I'élimination simultanée du CO,. Cette voie est également appelée voie

malonate.

Le squelette C6 — C3 — C6 du la tétrahydroxy chalcone est la base structurelle de tous
les flavonoides. Apres la fermeture du cycle, catalysée par la chalcone isomérase (CHI), la
naringénine se forme. Ce dernier est transformé en dihydrokaempférol par I'enzyme flavanone
3-hydroxylase (F3H). L'enzyme flavonol synthase (FLS) catalyse la formation d'une double
liaison entre le C; et le Cs, ce qui conduit a la formation de kaempferol (un flavonol).

D'autres dihydroflavonols peuvent étre formés a partir du dihydrokaempférol par les
activités du flavonoide 3'-hydroxylase (F3'H) et du flavonoide 3'5’-hydroxylase (F3'5'H),
conduisant respectivement a la dihydroquercéetine et a la dihydromyricétine [58]. Les
dihydroflavonols résultants sont ensuite transformés en quercétine et myricétine au moyen du

flavonol synthase (FLS) et ensuite glycosylés.

Les flavan-3,4-diols (également appelés leucoanthocyanidines) sont considérés comme
des précurseurs transitoires des anthocyanes, des flavan-3-ols et des proanthocyanidines, ces
derniéres étant des flavan-3-ols polymérisés. La synthése compléte de ce composé n'est pas
encore complétement révélée. L'interaction de plusieurs enzymes est probable et ces
composeés pourraient méme étre convertis a partir d'anthocyanidines par l'anthocyanidine
réductase [54, 55, 64].

.
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CoAS o
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Figure 11-30: Biosynthése des flavonoides partition du flavonoide

11-2.1.4 Effets biologiques des polyphénols

Les composes phénoliques ont un rdle efficace, largement démontré dans la protection
contre certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes
et de leurs propriétés antioxydantes [1], par conséquent, de nombreuses recherches récentes
sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en particulier sont trés avancées

pour expliquer leurs diverses propriétés physiologiques telles que les activités antiallergiques,

o
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anti-arthérogenes, anti-inflammatoires, hépatoprotectrices, antimicrobiennes, antivirales,
antibactériennes, anticarcinogenes, anti-thrombotiques, cardioprotectrices et
vasodilatateur[65, 66]. Les polyphénols ont également un effet biochimique qui inhibe
certaines enzymes telles que l'aldose réductase, la xanthine oxydase, la phosphodiestérase,
I'ATPase, la lipoxygénase, la cyclooxygénase, etc., elles ont également un réle régulateur sur

différentes hormones comme les cestrogénes, les androgenes et 'hormone thyroidienne [67].

Tableau 11-1 : Effets biologiques des polyphénols

Polyphénols Effets Biologiques Sources
» 2-(3, 4 dihydroxy - phenyl)-3, 5, L . Trianthema
) Activité antibactérienne
7 — trihydroxy- chromen-4one decandra L. [68]
> Luteolin-3-O-methyl-quercétine .y Achyrocline
. Activité anticancéreuse o
» Quercétine satureioides [69]

Activité antibactérienne,

» Gliricidin-7-O-hexoside ) Asplenium nidus
) o anti-oxydante,
» Quercetin-7-Orutinoside _ ) [70]
anticancéreuse
» Kurarinone, Activité antimicrobienne,
> Kuraridin, L .
] Activité anti-inflammatoire,
» Kaurarinol, Sophora
» Norkurarinone, Activité antioxydante, flavescens Ait
> Isokurarinone, o [71]
AcCtiVité anticancéreuse,
» Kushenol A,
» Kushenol B Activité antidiabetique
» 8",9"-dihydrowelwitschin H,
» Uvarins B, o _
) L ) Uvaria siamensis
» Uvarins C; Activité antispasmodique [(72]
» Welwitschin E,
» Dependensin.(Chalcone)
; Activité cytotoxique Litsea rubescens
> Litseaone A q

et Litsea

<
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> Litseaone B

pedunculata [73]

> Catéchol

Activité antimicrobienne

Diospyros kaki
Thunb. [74]

> 3-(8'(2), 11'(Z)-pentadecadienyl)
catéchol (SA-3C).

Activité anticancéreuse

Semecarpus

anacardium [75]

» Thymol

> Carvacrol

Anti-inflammatoire

Thymus vulgaris
L. [76]

» Acide p-Coumarique

Activité inhibitrice de la

tyrosinase

Panax ginseng
[77]

» Epicatéchine

Activité antimicrobienne

Camellia sinensis
[78]

» Acide cinnamique

Activité antimicrobienne

Scrophularia
frutescens et
Scrophularia

sambucifolia [79]

» Pyranocycloartobiloxanthone A

Activité antioxydante
Activité antimicrobienne

Activité inhibitrice de la

tyrosinase

Artocarpus
obtusus F.M.
Jarrett [80]

» Pallidol,
» Kobophénol A

Activité antioxydante

Carex folliculate
[81]

o o o ) Theobroma
» Ellagitannin Activité antimicrobienne
cacao[82]
) Activité Antiallérgique Hydrangeae
» Warfarine

Activité antimicrobienne

dulcis folium [83]
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11-2.2 Les terpénes

11-2.2.1 Définitions des terpenes

Les terpenes sont une classe de produits naturels trés répandus, principalement dans les
plantes en tant que constituants des huiles essentielles. Leur élément constitutif est I'isopréne
hydrocarboné. Les hydrocarbures terpéniques ont donc la formule moléculaire (CsHg) n et ils
sont classés en fonction du nombre d'unités isoprene [84].

La plupart des terpénes ont des structures multicycliques qui different les unes des
autres par leurs groupes fonctionnels et leurs squelettes de carbone de base. Ces types de
lipides naturels se retrouvent dans toutes les classes d'étres vivants et sont donc considérés
comme le plus grand groupe de produits naturels [85]. De nombreux terpénoides sont
commercialement intéressants en raison de leur utilisation comme ardmes et parfums dans les
aliments et les cosmétiques, par exemple le menthol et le sclaréol, ou parce qu'ils sont
importants pour la qualité des produits agricoles, tels que la saveur des fruits et le parfum des

fleurs comme le linalool [86].

Isoprene

Figure 11-31 : Structure de la molécule d’isopréne
11-2.2.2 Classification des terpénes

Les terpénes font partie des groupes de produits naturels les plus répandus et les plus
divers chimiquement. Heureusement, malgré leur diversité structurelle, ils ont une
caractéristique unificatrice simple par laquelle ils sont définis et par lesquels ils peuvent étre
facilement classés. Les terpénes sont un groupe unique de produits naturels a base
d'hydrocarbures dont la structure peut étre dérivée de l'isoprene, donnant naissance a des
structures qui peuvent étre divisées en unités isopentane (2-méthylbutane). Les terpenes sont

ainsi classés par le nombre d'unités a 5 carbones qu'ils contiennent en : Hémiterpenes (Cs),

.
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Monoterpéne (Cio), Sesquiterpéne (Cis), Diterpene (Czo), Sesterterpéne (Cas) trés rare,
Triterpéne (Cao), Tétraterpenes (Cao) [86].

11-2.2.2.1 Les hémiterpene

Compose d'une seule unité d'isoprene. Le seul hémiterpéne est l'isopréne lui-méme,
mais les dérivés contenants de I'oxygéne de l'isoprene tel que l'acide isovalérique et le prénol
l'alcool isoamylique, 1'isovaléraldéhyde, l'acide tiglique, 1'acide angélique et l'acide B-furoique
sont classés comme hémi terpénoides. Certains hémiterpenes végétaux communs sont illustrés
par la Figure 11-32 [87].

)\/\ >\)(‘)\
\ OH OH

Prénol Acide isovalérique
Figure 11-32 : Structure de quelques hémiterpenes [88]
11-2.2.2.2 Les monoterpenes

Les monoterpénoides sont le composant principal de nombreuses huiles essentielles et,
en tant que tels, ont une importance économique en tant qu'arémes et parfums. Les exemples
aliphatiques courants incluent le myrcene, le géraniol et le linalool. Les structures a chaine
ouverte comprennent de nombreux composés bien connus, notamment le menthol, le
camphre, le pinene et le limonéne [89]. Quelques monoterpenes communs sont présentés dans
la Figure 11-33.

Myrcene Limonéne

Figure 11-33 : Structure de quelques monoterpenes [90]

.
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11-2.2.2.3 Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes Cis Sont des dérivés de trois unités d'isopréne, ils existent sous une
grande variété de formes, y compris des cadres linéaires, bicycliques et tricycliques. Comme
les monoterpenes, la plupart des sesquiterpenes sont considérés comme des huiles essentielles
[91].

Viridiane p-Eudesmol

Figure 11-34 : Structure de quelques sesquiterpenes [90]

11-2.2.2.4 Les diterpénes

Les diterpenes sont un groupe tres varié de composeés tous avec un squelette de carbone
C20 basé sur quatre unités d'isopréne, dont la plupart sont de distribution limitée dans le régne
vegétal [91]. En raison de leurs points d'ébullition plus élevés, elles ne sont pas considérées
comme des huiles essentielles. Au lieu de cela, ils sont classiquement considérés comme des

résines [89].

Kahwéol

Figure 11-35 : Structure d’un diterpéne isolé du café
11-2.2.2.5 Les sesterterpénes

Sont des terpenes ayant 25 atomes de carbone et cing unités d'isopréne sont rares par

rapport aux autres sous-classes (le préfixe sester signifie la moitié a trois). Un exemple de
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sesterterpénoide est le géranyl farnesol isolé a partir d'huile de graine de Camellia sasanqua
(sasanqua) et Camellia japonica (camellia), famille des Theaceae [92].

OH

a-Santalol

Figure 11-36 : Strucrure d’a-Santalol (Sesterterpéne)
11-2.2.2.6 Les triterpénes

Les triterpénes sont des composés avec un squelette carboné basé sur six unités
d'isopréne. Ils ont des structures cycliques relativement complexes. La plupart étaient soit des
alcools, des aldéhydes ou des acides carboxyliques. Les triterpenes peuvent étre divisés en au
moins quatre groupes de composes: les vrais triterpénes, les stéroides, les saponines et les

glycosides cardiaques [91].

Ces composés sont des précurseurs de stéroides dans les plantes et les animaux. Les
triterpénes et les stéroides sont libres, sous forme de glycosides ou sous d'autres formes
combinées. Les structures des triterpénes et des stéroides peuvent étre subdivisées en environ
40 types principaux [93]. Ce sont souvent des solides incolores a point de fusion élevé et

largement répandus parmi la résine vegétale, le liege et la cutine [89].

Oleanane Squalene

Figure 11-37 : Strucrure des triterpenes [88]

-
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11-2.2.2.7 Les tétraterpénes

Il contient huit unités d'isopréne qui peuvent étre acycliques comme le lycopene,
monocycliques comme le gamma-carotene et bicycliques comme les alpha et les béta-
caroténes [12].

Lycopéne

Figure 11-38 : Structure de quelques tétraterpenoides
11-2.2.3 Biosynthese des terpénes

Les terpenes sont synthétisés a partir de métabolites primaires par au moins deux voies
différentes: la voie mévalonate (joignant trois molécules d'acétyl-CoA) et la voie non
mévalonate, qui produisent toutes les deux du diphosphate d'isopentényle (IPP) et du
diphosphate diméthylallyl (DMAPP), respectivement, ces derniers étant les unités de base
dans la synthese des terpenes (Figure 11-39). La source de base des terpenes et autres
métabolites secondaires est directement liée au métabolisme primaire des plantes. Dans ce
cas, la présence d'acétyl-CoA sur la voie de I'IPP et du pyruvate plus le glycéraldéhyde 3-
phosphate, dans la voie du DMAPP, est essentielle pour la synthése des terpénoides dans les
plantes [94].

-
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Figure 11-39: Biosynthése des terpénes

HMGR: HMG-CoA reductase, DXS: 1-deoxy-D-xylose-5-phosphate synthase,DXR: 1-deoxy-D-xylose-5-phosphate
reductoisomérase, IPPIsomérase : Isopentyl diphosphate isomérase, FDS : Farnesyl diphosphate synthase, ADS : Amorpha-
4,11-diene synthase, ADMO : Amorpha-4,11-diene monooxygenase, ADCO : Amorpha-4,11-diéne C-12 oxydase, SQC :
Sesquiterpéne cyclase, SQS : Squalene synthese, BAS : Beta-amyrin synthese.
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11-2.2.4 Effets biologiques des terpenes

Une large gamme des propriétés biologiques des terpénes est décrite, y compris les
effets chimio-préventifs du cancer, les activités antimicrobiennes, antifongiques, antivirales,
anti hyperglycémiques, anti-inflammatoires et antiparasitaires. Les terpenes sont également
considérés comme des agents améliorant la pénétration cutanée et des agents impliqués dans

la prévention et le traitement de plusieurs maladies inflammatoires [95].

En raison de leur comportement antioxydant, les terpénes peuvent offrir une protection
appropriée dans des conditions de stress oxydatif dans différentes maladies, notamment les
maladies hépatiques, rénales, neurodégénératives et cardiovasculaires, le cancer, le diabéte et
le vieillissement [96].

Tableau 11-2 : Effets biologiques des terpénes

Terpénes Effets Biologiques Sources

» Amarantholidols A,
: Amaranthus retroflexus
> Amarantholidols B, Activité antioxydante
» Amarantholidols C, L. [97]
» Amarantholidols D
» Trans-Sabinene hydrate méthyl
ether,

> Cis-Sabinene hydrate méthyl ether, Activité antioxydante Nigella sativa L. [98]
> 1,2-Epoxy-menth-4-éne,
> 1,2-Epoxy-menth-4(8)-éne

. Mayodendron igneum
> Acide 3B-Hydroxyolean-12-en-28- A ivité cytotoxique

Kurz [99]

oique

> (4E, 82)-3,3a,6,7-tetrahydro-3,9-  Activié Antioxydante
dimethyl-5-(6-methylheptan-2-yl)

Rhizophora mucronata

C . [100]
cycloocta[b]furan-2(9aH)-one, Activié anti-inflammatoire

» (35E)-1,2,3,5,6,6-icosahydro-
4,4,8h,10,14,17,20,20-

.
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octamethylpicen-3-yl-34,35-
dimethyloct-31-enoate

> Artémisoide Anti-inflammatoire Artemisia asiatica [101]

» Huperzine A Traiter la maladie d'Alzheimer  Huperzia serrata [102]

Artabotrys unicinatus

» Endoperoxide yingzhaosu A Activité antimalariale
[103]
Diuretique,
> a-Onocerin Activié antiseptique, Ononis spinosa L.[104]

Activié antimicrobienne

11-2.3 Les alcaloides
11-2.3.1 Définitions des alcaloides

Les alcaloides sont un grand groupe avec plus de 15 000 substances, trouvées dans
environ 20% des especes vasculaires. Ces composés sont géenéeralement caractérises par la
présence d'un atome d'azote a I'état oxydant dans un cycle hétérocyclique [94]. Les alcaloides
sont des composes de faible poids moléculaire et, ils sont généralement alcalins en raison de

la présence d'un cycle hétérocyclique contenant un atome d'azote [105].

Les alcaloides sont produits par une grande variété d'organismes, tels que les bactéries,
les champignons et les animaux, mais surtout par les plantes comme métabolites secondaires.
La plupart sont toxiques pour d'autres organismes et peuvent étre extraits par une base acide.
La distinction entre les alcaloides et d'autres composés naturels contenant de I'azote n'est pas
tracée [106].

Les composés comme les acides amineés, les protéines, les peptides, les nucléotides, les
acides nucléiques et les amines ne sont généralement pas appelés alcaloides. Par rapport a la
plupart des autres classes de métabolites secondaires, les alcaloides se caractérisent par une

grande diversité structurale et n‘'ont pas de classification uniforme [107].

-
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11-2.3.2 Classification des alcaloides

Les alcaloides sont généralement classés en fonction de leurs précurseurs moléculaires
communs dans la biosynthese, ainsi les alcaloides sont répartis selon leurs formes et leur
origine en trois principaux types d'alcaloides: les alcaloides vrais, les proto-alcaloides et les
pseudo-alcaloides. Les vrais alcaloides et proto-alcaloides sont dérivés des acides aminés,
tandis que les pseudo-alcaloides ne sont pas dérivés de ces composes [108].

11-2.3.2.1 Les vrais alcaloides

Les vrais alcaloides sont bio synthétiqguement dérivés des acides aminés et ils partagent
un cycle hétérocyclique avec l'azote. Ces alcaloides sont des substances hautement réactives
avec une activité biologique méme a faibles doses. Tous les vrais alcaloides ont un goGt amer
et apparaissent comme un solide blanc, a I'exception de la nicotine qui est un liquide brun. Les
vrais alcaloides peuvent apparaitre dans les plantes a I'état libre, sous forme de sels et sous
forme de N-oxydes [108].

11-2.3.2.2 Les protoalcaloides

Les protoalcaloides sont des composés dans lesquels I'atome N dérivé d'un acide aminé
ne fait pas partie de I'nétérocycle. Ces types d'alcaloides comprennent des composés derives

de la I-tyrosine et du I-tryptophane [109].
11-2.3.2.3 Les pseudoalcaloides

Les pseudoalcaloides sont des composés alcaloidiques qui ne dérivent pas d’acides

aminés. Il s’agit généralement d’isoprénoides, et des drivées de ’acétate [109].
11-2.3.3 Biosynthese des alcaloides

Biosynthétiquement, les alcaloides proviennent de la réaction du produit de la
décarboxylation de 1’acide aminé (phényl éthylamine, tyramine) ou de I’un de ses homologues
(dopamine) avec une autre molécule qui est, le plus souvent, une (molécule d’acide aminé
sous sa forme désaminé (aldéhyde ou équivalent, c'est-a-dire un a-céto-acide) plus rarement,
une unité isoprénique peut intervenir dans le processus biosynthétique : c’est en particulier les

cas chez les Rubiaceae [109].

.
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11-2.3.4 Effets biologiques des alcaloides

Les alcaloides exercent généralement une activité pharmacologique particulierement
chez I'nomme. Aujourd'hui, plusieurs médicaments sont des alcaloides naturels alors que des
nouveaux médicaments alcaloides sont toujours en cours de développement pour une

utilisation clinique, par exemple taxol de Taxus baccata [110].

La plupart des alcaloides ayant une activité biologique chez I'homme affectent le
systeme nerveux, en particulier l'action des transmetteurs chimiques, par exemple
acétylcholine, apinéphrine, norépinéphrine, gama aminobutyrioacide, dopamine et sérotonine.
Les activités antibiotiques sont courantes pour les alcaloides ainsi certains sont méme utilisés

comme antiseptiques en médecine [111].

Tableau 11-4 : Effets biologiques des alcaloides

Alcaloides Effets Biologiques Sources
> vinblastine, . . )
o Activité anticancéreuse Vinca rosea [112]
» vincristine

Activité antitumorale,

» Lycorine Activité antiviral, Espéces du genre Lycoris
Activité antimalariale [113]
Activité anti-inflammatoire
» Tomatidine . ) Solanum aculeastrum
) Activité anticancéreuse
> solasodine [114]

Activité anti-inflammatoire,
Activité anticancéreuse,
> Berbérine Rhizoma Coptidisn [115]

Activité antibactérienne,

Activité antidiabétique,

<
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Activité anti-ulcéreuse

Protection des lésions d'ischémie-reperfusion
myocardique,

Expansion des vaisseaux sanguins,
Inhibition de l'agrégation plaquettaire,

Effet hépatoprotecteur et neuroprotecteur

> Evodiamine

Activité anti-anxiétique,
Activité anti-nociceptive,
Activité anti-inflammatoire,
Evodia rutaecarpa [116]
Activité antiallergique,

Activité anticancéreuse,

Activité anti-obesité

> Matrine

Activité antibactérienne,
Activité antivirale,

Activité anti-inflammatoire,
Activité antiasthmatique,

Activité antiarythmique, Sophora flavescens Ait L.

Activité anti-obésité, [117]
Activité anticancéreuse,
Agent diurétique et cholérétique,

Activité hépatoprotecteur,

Agent néphroprotecteur et cardioprotecteur
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» Piperine

Activité antioxydante,
Activité anti-inflammatoire,
Activité anticonvulsante,
Activité antimutagénique,

Hypolipidemique,

Piper nigrum et Piper
longum [116], [118]

Activité antitumorale et favorise a sécrétion de la

bile

» Sanguinarine

Activité antibactérienne,
Activité antifongique,
Activité antischistosomale,
Activité antiplaquettaire

Activité anti inflammatoire

Sanguinaria canadensis
L. et Chelidonium majus
L. [116], [119-121]

> Tetrandrine

Activité immunomodulatrice,
Activité anti-inflammatoire,
Activité antiarythmique et portale
Activité anticancéreuse

Activité neuroprotectrice

Racine de Stephania
tetrandra [116]
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I11-1 Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Clematis

Differents types de métabolites, notamment des saponines, des flavonoides, des
alcaloides, des coumarines et des anthocyanes, ont été signalés chez des plantes du genre
Clematis [1].

La clématite contient également des lignanes, des stéroides, des composés
macrocycliques, des glycosides phénoliques et des huiles volatiles [2, 3]. Les aglycones
communes appartiennent au triterpene pentacyclique comme l'acide oléanolique,
I'nédéragénine et I'épihédéragenine [1].

I11-1.1 Les saponines

Les saponines triterpénoides des espéces de clématites sont principalement de type
oléanolique et de type hédéragénine, dont la plupart sont des saponines bidesmosidiques,
substituées par des chaines d'oligosaccharides en Cs et Cag, et certaines sont remplacées dans
les chaines d'oligosaccharides par les groupements : acétyle, caffeoyl, isoféruloyl, p-méthoxy

cinnamyle et les groupes 3,4-diméthoxy cinnamyle [2].

L’étude phytochimique portant sur 1’extrait n-Butanol des racines de Clematis
argentilucida a conduit a I'isolement de trois triterpénoides. 35-O-[5-D-ribopyranosyl-(1—3)-
a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl] hederagenin-11,13-diéne-28-oique acide
2, 3p-0O-{s-D-ribopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[5-D-glucopyranosyl-
(1—4)]-p-D-xylopyranosyl} acid oleanolique (2) et le cussonside B (3) [4].

2

<
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Neuf saponines triterpéniques ont été isolées des racines et des rhizomes de Clematis
mandshurica [5]. Il s’agit de : mandshunoside (F-1) (4-7), clematochinenoside E (8) ,
clematochinenoside F (9) , clematomandshurica saponine C (10), clematernoside B (11) ,
and clematernoside D (12).

=)

Rha OH H

HO O
Gle OH - 0 o0 OH
HO 0 OH H
H
4) Ri= CH20H, R2=H

(5) R1= CHs, R2= OH

@
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Rha OH On

)
Gle OH Rib I:)O H
cle /OR o O o OH
3 0 ~
HO HO oHl OH
R,0 !
OR,
(Q) R1= CH20H, R>= H, R3= H, Rs=H, Rs=H Rha
S-1= HO O H
(Z) Ri= CHs, R2= H, R3= H, Rs=H, Rs=H HO" OH
0 Gle
Rha 00)
(8) Ri= CH:OH, Re= H, Re= H, Ri=IF, Rs=S-1  §-2= HOW&{M‘%
Hoo o HO L
(9) Ri1= CHs, R2= H, R3= H, R4=IF, Rs=S-1
- o
(10) Ri= CHs, Rz= H, Rs= H, Rs=H, Rs=5-1 IF= \
MeO

(ﬂ) R1= CH:0H, R2= H, Rs= IF, R4=H, R5=S-1 on
(12) Ri1= CHs, R2= IF, R3=S-2, Rs=H, R5=S-1

Une étude, effectuée sur les racines de 1’espéce Clematis grata [6], a permis

I’identification d’une saponoside triterpénique le clematoside- S (13).

(13)

Une étude phytochimique des parties aériennes de Clematis akebioides (Maximowicz)

Veitch a conduit & l'isolement de quinze saponines triterpénoides (14-28) [7]. 1l s’agit de : la
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saponine PK (14) , 3-O-{s-D-xylopyranosyl-(1 — 2)-[f-D-glucopyranosyl-(1 — 4)]-a-L-
arabinopyranosyl} hederagenin  28-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 4)-5-D-glucopyranosyl-
(1 — 6)-B-D-glucopyranoside (15), Tanguticoside A (16), Leontoside (17), Cauloside F (18),
Kizutasaponin Ki2 (19), cauloside D (20), ciwujianoside A (21), saponine PJz (22),
Cussonoside A (23), calcoside D (24), a-hederin (25), Vitalboside B (26), hederagenine 3-O-
a-L-arabinopyranoside (27), 3-O-[p-D-glucopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl]-
hederagenine (28) .

Ry
14 6 1 4 1
a9 R,= —glg—lglc » R,= OH, R;= —glc—glc—rha
@) 1 4 1

6
R= —arél\—lxyl » R,= OH, R3= —gle—glc—rha
4
1glc

(16) R = —glc, R)= OH, Ry= —glé—gIE—¥ha

@) R,=—ard_bic, R,= OH, Ry= —glé—glé—rha
18)  Rr,=_ard bic, R,= OH, Ry= —glé—glé—tha
19  R,=—ard ‘ha, R,= OH, R;= —glé—g1étha
(20) R,=—ara, R,= OH, R;= —gfc—lgfc—lrha

(21) R= —arél—lglc, R,=H, R;= —glc(s—élc“—llha
(22) R,= —aré—}ha, R,=H, R;= —glg—tgch}ha
(23 R,-H,R,~OH,R;= gl gId Tha

2
(29 R,= —ara—%lc, R,= OH, Ri=H
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6
(22)  R,=—ard tha, R,= OH, Ry= —glé—1éFha

(26) R;=—glc, R,=OH,R;=H

(27) R,=—ara,R,=O0H,R;=H

(28)  R,=—g1d 'slc, R,= OH, Ry=H

I11-1.2 Les flavonoides

Les flavonoides des especes de clématites sont principalement des flavonols, des
flavones, des isoflavones, des flavanones, des xanthones et leurs glucosides (les fragments de
sucre sont liés a I'aglycone par I'oxygéne ou les atomes de carbone), dont les aglycones sont

principalement I'apigénine, le kaempférol, la lutéoline et la quercétine [8].

Une étude sur D’extrait méthanolique de la plante Clematis armandii a permis

I’isolement d’une flavanone glycoside la clematine (29) [9].

29
Un flavonoide glycoside a été isolé des parties aériennes de Clematis tangutica [10]. Il
s’agit de : Apigenin-7-O-4-D-(-6"-p-coumaroyl) glucopyranoside (APG) (30).

(o]

(30)

L’espéce Clematis hexapetala s’est révélée riche en flavonoides. En effet,

I’investigation chimique sur les racines et les rhizomes de 1’espéce citée, a permis d’en isoler
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15[11]: Linarin (31), Kaempferol-3-O-glucoside (32), 3,4,6,7,8,3",4'-heptamethoxyflavone
(33), Nobiletin (34), Tangeritin (35), Hesperetin (36), Liquiritigenin (37), Liquiritigenin-7-O-
S-D-glucopyranoside (38), Naringenin (39), Daidzein (40), Formononetin (41), Genistein
(42), 6-hydroxybiochain A (43), Tectoridin (44), Puerarin (45).

Le compose (39) a été isolé aussi a partir de I’espéce Clematis trichotoma [12].

(31)  Ri=H, R2= Rha(1—6)-Glc, Rs= H, Rs= CHs, Rs= H, Re= Me, Ry= H

(32) Ri=H, R=H, Rs= H, Re= OH, Rs= H, Re= H, R7= O-Glc

(33) Ri= OMe, R2= OMe, R3= OMe, Rs= OMe, Rs= OMe , Rs= Me, R7= OMe
(34) Ri1= OMe, R2= OMeg, R3= OMe, Rs= OMe, Rs= Mg, Re= OMe, Ri=H
(35) Ri1i=OMe, R2= OMe, Rs= OMe , Rs= OMe, Rs= H, Re= Me, Ri=H
(36) Ri= H, R2= H, R3= H, Rs= OH, Rs= OH, Reé= Me, R7=H

(37) Ri=H, R=H, Rs= H, Rei= H, Rs= H, Re= H, R7= H

(38) Ri=H, R2=Glc, Rs= H, Re= H, Rs= Glc, Re= H, R7= H

(39) Ri=H, R:=H, Rs=H, Re= OH, Rs=H, Re=H, R7=H

(400 Ri=H,R2=H,R3=H,Rs=H,Rs=H

(41) Ri=H,R2=H,Rs=H, Rs=H, Rs=Me

(42) Ri1i=OH,R2=H,R3=H,Rs=H, Rs=H

43) R1i= OH, R2= OMe, R3= Glc, Rs= H, Rs= Me
(44) Ri1= H, R2= H, R3=Glc, Rs=H, Rs= H
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(45) Ri=H, R>=H, R3= H, Rs=Glc, Rs=H

Deux flavonoides, la quercétrine (46) et 1’isoquercétine (47) ont été isolés a partir de

Clematis purpurea [13], la quercétrine a été isolé aussi de la plante Clematis intricata [2].

(46) Ri=H,R.=H

(47) Ri=Glc, R=H

(48) Ri1= p-D-glucopyranosyl, R.=H
(49) Ri=Rha(l—6)-Glc, R.=H

Une étude, effectuée sur I’espéce Clematis stans [14], a permis I’identification de trois
flavonoides : Isoquercétine (47), 3-O-B-D-glucopyranosyl quercetine (48), Rutine (49). Leurs

structures ont été déterminées par les méthodes chimiques et spectroscopiques d’analyse.

Le composé 3-O-f-D-glucopyranosyl quercetine (48), 1'isovitexine 6"”-O-E-p-coumarate
(50) et (51) ont été aussi isolés a partir d'un extrait d'éthanol des parties aériennes de Clematis
rehderiana [15].

(50) Ri1=H, R2= E-p-coumaryol

HO

(51)  Ri=OH, R=H




Chapitre 111 Etude Phytochimiques Antérieures

Cing flavonols glycosidés : terniflonoside A (52), kaempférol-3-O-glucoside (53),
kaempférol-3-O-rutinoside (54), kaempférol-3,7-O-dirhamnoside (55), et rutine (49) ont été

isolés de la plante entiere de Clematis terniflora [16].

(53) Ri1=Glc, R.=0OH, R3=H,Rs=H
(54) Ri1=Rha(1—6)-Glc, R2=OH, Rs=H, Rs=H
(55) Ri1=Rha, R2= OH, Rs=Rha, R&=H

Deux autres flavonoides ont été isolés de ’espece Clematis terniflora [17]. 1l s’agit du
5,7,3',5' tétrahydroxy dihydroflavone (56), et du 3,5,7,3'tétrahydroxy flavone (57).

(26)

Une étude phytochimique menée sur 1’espece Clematis viornae a permis d’isolés les
flavonoides suivants [18]: luteoline (58), lutéoline-6-C-glucoside (59), lutéoline-7-O-
glucoside (60), lutéoline-7-O-4-D-glucuronide (61), 3'-O-methyllutéoline (62).
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(58) Ri=H,R2=H, Rs=H

(59) Ri=Glc, Ro=H, Re= H
(60) Ri=H, R2=Glc, Rs=H
(61) Ri=H, R2=Glu, R3=H
(62) Ri= H, R2= H, R3= Me

I11-1.3 Les alcaloides

Deux alcaloides, corytuberine (63) et S-magnoflorine (64) ; ont été isolés a partir des

racines de 1’espéce Clematis recta L. [19].

S-magnoflorine (64) a été aussi isolé des parties aériennes de Clematis parviloba associé a un

autre ; a-magnoflorine (65) [20].

Des racines de Clematis manshurica Rupr. [21], quatre alcaloides ont été isolés: methyl
7-methoxyl 3-indolecarbonate (66), methyl 7-ethoxy-3-indolecarbonate (67), methyl 7-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl 3-indolecarbonate (68), a-L-rhamnopyranosyl-
(1—6)-p-D-glucopyranosyl 3-indolecarbonate (69).
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4 1tooR,
5 8 5
/[ j: 1 j|2
R N X

(66) Ri= OCHs, R2= CHs

(67) Ri= OCH2CHs, R2= CHs

(68) Ri=a-L-Rha (1—6)--D-Glu-O, R2= CH3s
(69) Ri=H, Rz=a-L-Rha (1—6)--D-Glu-O

Deux alcaloides ont été isolés de 1’espece Clematis purpurea [13], il s’agit de la
Clemaine (70) et la Choline (71).

(70) (71)

Une étude phytochimique réalisee sur les racines de la plante Clematis florida
var.plena. [22]. a permis de mettre en évidence quatre alcaloides. Un nouvel alcaloide de type
indole, a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-4-D- glucopyranosyl 6-méthoxy-3-indolécarbonate (72),
et trois alcaloides connus (66), (68) et (69).

o) o_o0

OH OH O

I11-1.4 Les coumarines

Des coumarines, la 4,7-diméthoxy-5-méthylcoumarine (73), 4,6,7-triméthoxy-5-
métthylcoumarine (74) et la 7-hydroxy-4,6-diméthoxy-5-méthylcoumarine (75), ont été

isolées des parties aériennes de Clematis delavayi var.spinescens [23].
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(73) Ri=H, R2= OCH3s
(74) Ri1=OCHps, R2= OCHs
(75 Ri1=OCHs3s, R2= OH

La sidérine (76) a été isolée d’espéce Clematis ligusticifolia [37], et la scopolétine (77)

a été isolée d’espece Clematis intricata [25].

I11-1.5 Les lignanes

Les lignanes du genre Clematis sont principalement des lignanes d'eupomaténe, des

cyclo-lignanes, des monoépoxylignanes, des bisépoxylignanes et des lignanolides [2].

les études phytochimiques portant sur I’espéce Clematis armandii [26], ont abouti a
I’isolement de neuf lignanes: armandiside (78), (+) lariciresinol-4-O-f-D-glucopyranoside
(79), (+) lariciresinol-4'-O-4-D-glucopyranoside (80), (+) lariciresinol-4',4-O-bis-f-D-
glucopyranoside (81), salvadoraside (82), liriodendrine (83), (+) pinoresionol-4'-O-p-D-
glucopyranoside (84), (+) pinoresinol-4,4'-O-f-bis-D-glucopyranoside (85), (+)syringaresinol-
4'-0-p-D-glucopyranoside (86).
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MeO
5
R,07 4
(79) Ri=Glc, R2=H, R3=H, Rs=H (83) Ri= OMe, R2= OGlc, R3= OMe, R4=

OMe, Rs= OGlc, Re= OMe
(80) Ri=H, R=H, Rs=Glc, Rs=H

(84) Ri= OMe, R2= OH, R3= H, Rs4=
(ﬂ) Ri= GlC, R2>=H, R3= GlC, Rs=H OMe, Rs= OG'C, Re= H

(82) Ri= Glc, Re= OMe, Rs= Glc, Ri=  (g5) R;= OMe, R:= OGlc, Rs= H, Rs=
OMe OMe, Rs= OGlc, Re= H

(86) Ri= OMe, R2= OH, R3= OMe, R4=
OMe, Rs= OGlc, Re= OMe

Les composes (79), (80), (81), (84), (85), (86) ont été isolés aussi a partir des tiges de la
plante Clematis parviloba avec d’autres composés [27]: (-) syringaresinol (87), (-)
episyringaresinol (88), (+) medioresinol-4'-O-f-D-glucopyranoside (89), (+) pinoresionol
(90).
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OH
OMe

OMe

(88)

(87)

o )

Hlne il H

R .
1 \\\\\\ 0

R;

(89) Ri= OMe, R2= OH, R3= H, Rs= OMe, Rs= OH, Re= H
(90) R1i= OMe, R2= OH, R3= H, Rs= OMe, Rs= OGlc, Re= H
stigmastérol

I11-1.6 Les stéroides
Cinq stéroides ont été isolées a partir d’espéce Clematis armandii [2]:
(91), 5-a-stigmastane-3-4-6-a-diol (92), stigmastérol-3-O-p-D-glucopyranoside (93), 3-p-

hydroxy-stigmast-5,22 diéne-7-one (94), daucostérol (95).

7, 2

j:lllu..
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(91) Ri=H, Ra=H
(92) Ri=H, R2= OH

(93) R1= p-D-glucopyranoside, R2= H

e}
=

HO OH
HO\II

(94) (95)

Le Daucostérol a été isolé (95) aussi a partir des especes Clematis hexapetala [11],

Clematis delavayi var. spinescens [23], Clematis chinensis [28].

Le S-Amyrine et le a-Amyrine ont été isolés d’espece Clematis purpurea [64].

(96) @7)

I11-2 Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Clematis cirrhosa L.

Sur la base des informations obtenues gréace a des recherches documentaires exhaustives
réalisées, nous avons constaté que I’espéce Clmeatis cirrhosa L. n’a fait ’objet d’aucune
étude chimique ou biologique. Ce manque d'étude sur cette plante, chimiquement et
biologiquement, ne signifie pas que cette derniére n'a pas beaucoup d'importance dans ce
domaine, mais a notre avis cela semble étre quelque peu lié a la rareté et 1’existence de cette

espece dans des zones peu fréquentées. Face a cette observation, il nous a paru motivant
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d'apporter notre contribution a I'étude chimique et a quelques tests biologiques de cette plante,
sachant que le genre Clematis contient des composés chimiques de grand intérét, comme les
saponosides et les flavonoides dits majoritaires constituants du genre et de la famille des

Ranunculaceae.
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IV-1 Activité antioxydante

Actuellement, plusieurs études mettent en évidence le réle tragique du processus
oxydatif incontrdlable induit par les radicaux libres. Les radicaux libres, a la fois les espéces
réactives de I'oxygene (ERO) et les especes réactives des azotes (ERA), sont la cause directe
de diverses conditions pathologies chroniques associées au vieillissement telles que le cancer,
les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénérescence du systeme
immunitaire. Quoi qu'il soit, le risque est aggravé par l'accumulation de ces molécules dans
l'organisme, conduisant a une chaine de réaction radicalaire qui dégrade les molécules

biologiques vitales, a savoir 'ADN, les lipides, les protéines et les glucides [1].
IV-1.1 Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule chimiquement réactive qui a un électron non apparié.
Ils sont produits dans les systéemes vivants a la suite d'activités métaboliques normales. Telles

que l'auto-oxydation, I'oxydation enzymatique ou la respiration [2].

Lorsqu'une liaison covalente entre deux atomes ou molécules est rompue, les atomes
nouvellement formés restent avec un électron non apparié, ce qui en fait des radicaux libres.
Les radicaux libres transforment une molécule environnante en un nouveau radical libre en
captant un electron. Ensuite, ce radical nouvellement formé tente de revenir a son état
fondamental en captant des électrons aux structures ou molécules cellulaires. Cela conduit a

des réactions en chaine des radicaux libres [3].

Les radicaux libres sont des substances chimiques trés instables, de durée de vie trés
courte (10 et 10%s) et trés réactives par rapport a leur électron célibataire qui va chercher a

se reapparaitre. [4].

Dans les phénomenes de stress oxydatif prenant place dans les milieux biologiques, les
radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci leur confére la dénomination d’especes

réactives de ’oxygene (ERO) ou de I’azote (ERA) [5].

L’existence des radicaux libres en biologie est intimement liée a I’oxygeéne moléculaire
(02), molécule indispensable a la respiration cellulaire et a toute vie aérobique. L’oxygéne
moléculaire, ou dioxygéne, est un diradical car il est formé par deux atomes d’oxygéne qui
ont mis en commun leur électron celibataire. Bien que ce soit un di-radical, 1’oxygéne

moléculaire est une molécule stable, puisque les électrons sont tous appariées sous forme de
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doublet au sein de sa structure. C’est un composé peu réactif par lui-méme, mais qui peut en
revanche facilement modifier sa conformation électronique. L’oxygeéne peut en effet
facilement capter un électron et générer a partir de cette réduction tout un ensemble de
radicaux libres regroupés sous le terme d’espéces réactives de I'oxygene (ERO). L’oxygeéne
peut également subir un gain d’énergie et produire de I’oxygeéne singulet, qui n’est pas
véritablement un radical libre, mais que 1’on apparente néanmoins aux ERO. En parall¢le,
I’oxygéne moléculaire participe également, mais de maniére plus indirecte, a la formation

d’une autre catégorie de radicaux libres : les especes réactives de I’azote (ERA) [6].
IV-1.1.1 Les espéces réactives de I’oxygene
IV-1.1.1.1 Le radical superoxyde (O2")

L’anion superoxyde (O27) est un ERO primaire, résultant de 1’apport d’un électron
supplémentaire a la structure initiale de ’oxygéne, Il a une faible réactivité parmi les radicaux
libres du stress oxydatif. Cependant, la toxicité du superoxyde est principalement attribuée a
la formation d'autres métabolites réactifs, tels que le peroxyde d'hydrogene, le radical
hydroxyle ou l'oxygéne singulet. Le superoxyde est considéré comme le declencheur de
réactions toxiques de I'oxygene. Il peut réagir avec certains autres radicaux, par exemple avec

le NO*, Conduisant a la formation d'une molécule plus toxigque le peroxynitrite (ONOQO) [7].

La charge électrique de I’anion superoxyde le rend incapable de diffuser a travers les
membranes biologiques, mais Il est cependant hautement réactif avec certains métaux de
transition comme le cuivre, le fer et le manganése qui sont de puissants agents oxydants
capables d’endommager, par voie oxydative, les biomolécules ou peuvent oxyder la

dopamine, I'adrénaline ou l'ascorbate, conduisant a la formation de peroxyde d'hydrogéne [8].
IV-1.1.1.2 Peroxyde d'hydrogéne (H202)

Le peroxyde d’hydrogéne est produit par la dismutation spontanée ou induite de

’anion superoxyde, ou par la réduction bivalente de I’oxygéne selon les réactions suivantes:

[9]

20,” +2H? H,0, + 0,

02 + 2e” + 2H+ —>H202

-
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Le peroxyde d’hydrogeéne (H202) n’est pas un radical libre a proprement parler puisqu’il
ne posséde pas d’électron célibataire. Cependant il est considéré comme un dérivé activé de
I’oxygeéne, de par sa position essentielle au sein des réactions radicalaires. Par ailleurs, le
peroxyde d’hydrogeéne a la propriété de traverser les membranes biologiques propriété que ne
posséde pas I’anion superoxyde. Le peroxyde d’hydrogéne posséde un fort pouvoir oxydant,
participant indirectement a la toxicité de l’oxygéne. Ainsi, en présence de métaux de
transition, il est capable de générer le radical hydroxyle, ’oxydant le plus puissant produit par

les organismes vivants [9].
IV-1.1.1.3 Radical hydroxyle (OH")

Il est génére dans les cellules soit : par clivage réducteur du peroxyde d’hydrogene (1),
une coupure homolytique du peroxyde d’hydrogeéne, sous I’influence de rayons ionisants (2),
et décomposition du peroxyde d’hydrogeéne, catalysée par des métaux, en particulier le fer ou

le cuivre (Réaction de Fenton) (3) [7].
H,0, + H* + e~ — H,0 + OH" (1)
H,0, —— OH'+ OH* (2)
H,0, + Fe?* —— OH* + Fe3* + OH~ (3) Réaction de Fenton

Le radical hydroxyle posséde une tres grande réactivité dans les milieux biologiques, il
est capable de réagir avec presque tous les composants cellulaires, par échange d’électrons,
addition sur les doubles liaisons ou arrachement d’un atome d’hydrogeéne. Le radical
hydroxyle est donc un oxydant trés puissant, constituant certainement le radical libre le plus
toxique en biologie, et serait a I’origine de la production des radicaux libres secondaires, suite

a sa réaction avec différents composés cellulaires [9].
IV-1.1.14 L’oxygene singulet

L’oxygene singulet issu non pas d’une réduction de I’oxygene, mais de I’excitation de
Ioxygene. Un gain d’énergie de type chaleur, rayonnement ultraviolet ou rayonnement
gamma, va exciter la molécule d’oxygeéne qui va modifier sa conformation électronique et
former 1’oxygéne singulet. Ce n’est pas un radical libre proprement parler mais il est
apparenté aux ERO par son origine, sa duré de vie tres courte et sa grande réactivité vis-a-vis

des structures qu’il rencontre et en particulier les lipides, les protéines et ’ADN [6].

.
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L’oxygene peut également intervenir dans des réactions radicalaires. Ainsi, le gain d’un

électron entraine la formation du radical superoxyde (O2") [9].
IV-1.1.1.5 Autres formes radicalaires

D’autres formes radicalaires dites secondaires peuvent étre retrouvées dans les milieux
biologiques. Il s’agit en particulier des radicaux alkyle (R*), alkoxyle (RO-) et alkoperxyle
(ROO-), générés a la suite de l’action oxydante de radicaux libres oxygénés primaires
(superoxyde, hydroxyle) sur les chaines d’acides gras polyinsaturés, les glucides, les protéines
ou acides aminés. Ces radicaux secondaires sont moins réactifs mais plus sélectifs que les
radicaux hydroxyles. Ils sont a I’origine des processus de réactions radicalaires en chaine et,

en particulier, les réactions participant a la lipoperoxydation des membranes cellulaires [10].
IV-1.1.2 Les especes réactives de I’azote

En parallele des ERO et de I'oxygéne singulet, 1’organisme produit, a partir d’enzyme
intracellulaire présente dans la majorité des cellules, une catégorie de radicaux libres
regroupée sous le terme d’espéces réactives d’azote (ERA). Il s’agit du monoxyde d’azote
(NO) et du peroxynitrite (ONOO") [6]. Le monoxyde d’azote ou (NO") est produit de maniere
endogene lors du métabolisme de I’arginine par les oxyde nitrique synthases (NOS), enzymes

possédant un large éventail d'activités physiologiques et physiopathologiques [11].

Le monoxyde d’azote est une molécule radicalaire non chargée, dont 1’électron libre est
porté par ’azote. De par ses propriétes lipophiles et hydrophiles et sa demi-vie relativement
longue, le (NO) est capable de se diffuser dans I’environnement cellulaire. Le (NO®) peut
interagir rapidement avec 1’anion superoxyde et produire du peroxynitrite (ONOO) beaucoup
plus réactif et délétere que ses précurseurs [12], ce dernier peut ensuite se protoner en acide
peroxynitreux, composé tres instable qui se décompose, soit pour former des nitrites par
réarrangement intramoléculaire, soit se décomposer en radical hydroxyle et en dioxyde

d’azote par fission homolytique [9].

.
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NO——» ONOO ——» ONOOH ——— NO3

o
Fe NO,
o e e o o e
(o)) SH* H20O, H* »OH T H.O
HOO’ SOD 0,
N
H>0; OH’ »ROO’ » ROO

RO’

Figure 1V-1: Schema de production des radicaux libres
IV-1.2 Sources des espéces réactives de ’oxygéne
IV-1.2.1 Sources endogenes des especes reactives de ’oxygene

La production des ERO dans les cellules est essentiellement d’origine enzymatique et
découle de plusieurs sources possibles. Il s’agit principalement de la NAD(P)H oxydase
membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire, mais
d’autres sources, cytosoliques ou présentes au sein de différents organites cellulaires peuvent
également jouer un réle dans la modulation de la signalisation intracellulaire: xanthine
oxydase, enzymes de la voie de I’acide arachidonique (lipo-oxygénases, cyclo-oxygéenases),
enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome Paso) et peroxysomes. Les NOS sont
a l’origine de la synthése du radical NO® mais qui peuvent aussi étre produire des O2"dans

certaines conditions (faible concentration en L-arginine) [13].
IV-1.2.2 Sources exogénes des especes réactives de I’oxygéne

Les sources exogenes sont majoritairement des pro-oxydants environnementaux tels que
les pesticides, les métaux lourds, la fumée de cigarettes, les polluants, la poussiere, la prise de
certains médicaments, par le rayonnement électromagnétique (radiation ionisante, lumiére

ultraviolette), ou lors d'exposition prolongée au soleil [14].

.
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1VV-1.2.3 Action des radicaux libres

Les radicaux libres d'oxygéne ou, plus généralement, les espéces réactives d'oxygene
(ERO), ainsi que les especes réactives de l'azote (ERA), sont bien connues pour jouer un
double réle en tant qu'espéces déléteres et bénéfiques, car elles peuvent étre nocives ou
bénéfiques pour les systémes vivants [15]. Les effets bénéfiques des ERO se produisent a des
concentrations faibles/modérées et impliquent des rbles physiologiques. Ils jouent des
messagers secondaires capables, notamment, de participer dans la défense antibactérienne au
cours des réactions de cytotoxicité face aux agents pathogenes, la destruction par apoptose des
cellules tumorales, la transduction de signaux cellulaires, la régulation des genes par un
phénoméne appelé controle redox des génes, la modulation du métabolisme cellulaire par
interaction ligand-récepteur [16]. Ils modulent encore l'expression de genes de structure

codant pour les enzymes antioxydantes [17].

L'effet nocif des radicaux libres, causant des dommages biologiques potentiels, est
appelé stress oxydatif [18-20]. Cela se produit dans les systemes biologiques lorsqu'il y a une
surproduction de ERO/ERA d'un c6té et une efficacité des antioxydants enzymatigques et non

enzymatiques de l'autre [15].

En excés dans ’organisme, les radicaux libres vont étre capables, d’une part d’oxyder
les molécules biologiques qu’ils rencontrent (lipides, protéines, ADN, glucides) et, d’autre
part, de générer au sein de ces molécules des Iésions oxydatives qui pourront étre a I’origine
d’altérations cellulaires plus ou moins importantes pouvant évoluer vers la mort des cellules.
En parall¢le, 'oxydation de certaines molécules par les radicaux libres peut engendrer la
formation de métabolites anormaux dont certains sont cytotoxiques, mutagenes, cancérigenes,
athérogénes ou encore capables de stimuler la production d’anticorps a 1’origine du processus
d’auto-immunité. Enfin les radicaux libres en excés dans I’organisme sont également capables
de dérégler toutes les fonctions biologiqgues REDOX-dépendantes, c'est-a-dire nécessitant de

faibles doses des radicaux libres pour étre fonctionnelles [16].
IV-1.3 Le stress oxydatif

Les radicaux libres sont présents dans la cellule a des doses raisonnables : leur
concentration est régulée par I’équilibre entre leur taux de production et leur taux
d’élimination par les systémes antioxydants [21]. Ainsi, a 1’état quiescent, on dit que la

balance antioxydants/pro-oxydants (balance rédox) est en équilibre. Cependant cette

.
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homéostasie rédox peut étre rompue, soit par une production excessive des radicaux libres
(comme dans le vieillissement ou I’athérosclérose), soit par une diminution des capacités
antioxydantes (comme chez les personnes souffrant d’obésité et les fumeurs).On parle alors
de stress oxydatif. Un tel déséquilibre peut étre provoqué de fagon régulée par ’activation de
systemes de production des radicaux libres. La réponse antioxydante est alors efficace pour
compenser cette production et le déséquilibre est transitoire. En revanche, dans certaines
situations pathologiques, la production des radicaux libres est plus importante et prolongée, et
la réponse antioxydante est insuffisante, le désequilibre est durable. Cette rupture de
I’homéostasie rédox peut avoir plusieurs origines : stress d’origine exogene (agents
environnementaux pro-oxydants), intoxication aux métaux lourds, irradiations, carence en

antioxydant qui s’apporte par 1’alimentation ou anomalies génétiques [22].
IV-1.4. Principales cibles des radicaux libres
IV-1.4.1 Oxydation des composes lipidiques

Les lipides et principalement les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides
membranaires sont les cibles privilégiees des attaques oxydatives. Les membranes sont plus
particulierement visées par le radical hydroxyle [6]. Le radical hydroxyle est capable
d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons des acides gras
polyinsaturés (AGPI) pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette
réaction de peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical peroxyle formé
se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un nouveau radical
diéne conjugué (Figure 1V-2). Il en resulte une altération de la fluidité membranaire qui
conduit inévitablement a la mort cellulaire. Les peroxydes générés peuvent continuer a
s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) et en alcanes

dont les activités pro-athérogénes sont bien connues [16].

Initiation :
- — COOH - Q COOH
+ R* » \/A + RH
L]
Radical libre Radical lipidique

Propagation :

.
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Initiation secondaire :
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Figure 1V-2 : Oxydation des composés lipidiques

IV-1.4.2 Oxydation des composés protéiques

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des radicaux libres.
Les plus réactifs les acides aminés soufrés (cystéine, méthionine) et aromatiques (trypsine,
histidine) a cause de leur sensibilit¢é a ces attaques due a I’abondance de groupements
sulfhydryles (SH) dans leurs structures. Toute attaque radicalaire d’un acide aminé

provoquera l’oxydation de certains résidus avec, pour conséquences, l’apparition de
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groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et
inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des
modifications fonctionnelles importantes telles que : une non-reconnaissance d’un récepteur

par un ligand, une perte d’activité enzymatique, une perturbation métabolique [16].
IV-1.4.3 Oxydation de PTADN

Les acides nucléiques sont particulierement sensibles a I’action des radicaux libres. Les
sites radicalaires créés au sein de la molécule de I’ADN peuvent entrainer des ruptures de ce
brin et des mutations ponctuelles, qui peuvent avoir de graves conséquences sur la synthese
des protéines [9]. Une des altérations fréquentes de I’ADN est observée au hiveau de
I’oxydation de La guanine, qui peut réagir avec OH® pour former la 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera a
I’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et conduisant a des altérations du

message genétiques impliquees dans le déclenchement du cancer et du vieillissement [15].
IV-1.4.4 Oxydation des glucides

S'il y a beaucoup moins d'études chimiques sur l'attaque des radicaux libres des
polysaccharides par rapport a d'autres macromolécules, alors le fait demeure que I'ERO
attaque les mucopolysaccharides, en particulier les protéoglycanes du cartilage. De plus, le
glucose peut étre oxydé dans des conditions physiologiques en présence de traces de métaux,
libérant du cétoaldehyde, H.O, et OH", ce qui provoquera un clivage ou une glycation des
proteines a travers le cétoaldéhyde fixe pour former des produits de glycation avancée. Ce
phénomene d'oxydation du sucre est trés important chez les patients diabétiques et conduit a

la fragilité des parois vasculaires et de la rétine [14].
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Figure 1V-3 : Effets des radicaux libres sur les tissus ciblés

Dommages cellulaires

IV-1.5 Maladies liées au stress oxydatif

Le stress oxydatif peut entrainer des changements importants dans la structure des
acides nucléiques, des protéines et des lipides, altérant leurs fonctions avec un impact
conséquent sur le métabolisme cellulaire. Ces changements créent des conditions favorables a

I'apparition de différentes maladies.

La modification permanente du matériel génétique résultant d'incidents de dommages
oxydatifs représente la premiere étape impliquée dans la mutagenése, la cancérogenese et le

vieillissement. La mutation de I'ADN est une étape critique de la cancérogenese et des

.
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niveaux élevés de Iésions oxydantes de I'ADN a été notée dans diverses tumeurs, impliquant
fortement de tels dommages dans I'étiologie du cancer [17].

Le stress oxydatif induit par les ERO joue un role dans I’oxydation des lipides et celle
de ’ADN sont impliquées dans le développement de maladies cardiovasculaires diverses
telles que lathérosclérose, les cardiopathies ischémiques, I'hypertension, les
cardiomyopathies, I'hypertrophie cardiaque et I'insuffisance cardiaque congestive [23]. Le role
du stress oxydatif dans la relation syndrome métabolique « diabéte de type Il » maladies
cardiovasculaires est de plus en plus établi [24].

En outre, les dommages dus aux radicaux libres ont également été impliqués dans
différents types de désordres neurologiques. Ce phénoméne pourrait s’expliquer par une
grande susceptibilité du systeme nerveux central au stress oxydatif, du fait de certaines
caractéristiques biochimiques, physiologiques et anatomiques. Ainsi, la maladie Parkinson, la
maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique ainsi que d’autres maladies

neurodégénératives ont été associées a un phénomeéne oxydatif [9].

Le stress oxydatif est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies
plurifactorielles tels que I’ Arthrose, la polyarthrite rhumatoide, le vieillissement accéléré [25],

et I’inflammation [26].
IV-1.6 Les antioxydants

L'exposition aux radicaux libres de diverses sources a conduit les organismes a
développer un puissant systeme de défense, comprenant des systémes enzymatiques,
essentiellement intracellulaires, et des systéemes non enzymatiques [27]. Les molécules
contrdlant ces systemes de défense sont désignées par le terme d’antioxydants et désignent
toutes substances qui, présentes a faible concentration par rapport a celle du substrat

oxydable, retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce substrat [28, 29].

In vivo un composé est considéré comme un antioxydant efficace lorsqu'il répond aux

exigences suivantes:

> il doit réagir avec des métabolites réactifs biologiquement efficaces.

> le produit résultant de la réaction pro-oxydant et I’antioxydant ne doit pas étre plus
toxique pour l'organisme que le pro-oxydant élimingé.

» l'antioxydant potentiel doit étre présent dans l'organisme a une concentration

suffisante.
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> la demi-vie de l'antioxydant doit étre suffisamment longue pour réagir avec I'oxydant
[28].

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation d’ions des métaux de transition ce qui a pour effet de
ralentir les réactions de Fenton [30].

IV-1.6.1 Les systemes de défense antioxydants enzymatiques

Il'y a plusieurs systémes d'enzymes qui catalysent des réactions pour neutraliser des
radicaux libres et des especes réactives de I'oxygéne. Ces enzymes comprennent :

IV-1.6.1.1 La superoxyde dismutase (SOD)

Constitue le premier maillon de la chaine de défense enzymatique. Elle assure en effet
la transformation de 1’anion superoxyde (O2") en H2O par une réaction de dismutation. Elle
permette ainsi 1’élimination d’O>™ dés sa formation, et évite son accumulation ou sa réaction
avec le NO produit en parallele dans les cellules. Les SOD sont métalloprotéines dont
’activité est catalysée par un métal situé au cceur de I’enzyme. La nature de métal permet de
distinguer les SOD a fer et a manganése (Fe, MnSOD), localisées dans les mitochondries et
les SOD a cuivre et zinc (Cu, ZnSOD), localisées dans le cytosol cellulaire et dans le plasma.
Le mode d’action des ces métalloprotéines est identique. En effet, le métal du site actif est
oxydé ou réduit en fonction de sa rencontre avec 102", Il oscille, pour le manganese et le fer,
de I’état bivalent a I’état trivalent, et pour le cuivre, de I’état monovalent a 1’état bivalent [6,
31].

SOoD
2HY + 203 H,0, + O,

L'activité antioxydante de la SOD doit étre complétée par I'action d'autres enzymes dont
le réle est de détruire le H2O2 qui est I'un des processus du radical OH. Les principales
enzymes qui peuvent neutraliser le H2O. sont la catalase et la glutathion peroxydase, qui

peuvent convertir le H.O> en un produit inerte, l'eau.
IV-1.6.1.2 La catalase (CAT)

La catalase est une enzyme héminique capable de réduire le peroxyde d'hydrogene

H202 en libérant I’eau et I’oxygéene. Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes et
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dans les érythrocytes. La CAT humaine est formée de quatre sous-unités, chaque sous-unité
comporte un groupement ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un atome de fer a 1’état

Fe®* [13].
Catalase — Fe3* + H,0, —— Composé1 + H,0

Composé1+ H,0, ———— Catalase — Fe3* + H,0 + O,

2H202 _— ZHzo + 02
IV-1.6.1.3 La glutathion peroxydase (GPx)

Les enzymes de cette famille sont Sélénium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPx) est présente dans le cytoplasme ou elle joue un réle majeur dans la régulation de 1’état
redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires. Elle posséde une forte affinité
pour le peroxyde d'hydrogéne et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidiques et par
conséquent, elle catalyse I'¢limination de H.O> méme présent a de tres faibles concentrations

en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’hydrogéne [32].

2GSH + H,0, ———— GSSG + 2H,0
GSSG + NADPH ——— 2GSH + NADP*
IV-1.6.2 Les systemes de défense antioxydants non-enzymatiques

Divers piégeurs des radicaux libres non enzymatiques, peuvent prendre en charge la
détoxication d’un grand nombre de radicaux libres et interrompre la chaine de réaction

radicalaire [33].
IV-1.6.2.1 Antioxydants endogénes

Parmi les Antioxydants endogénes non enzymatiques essentiels, il faut citer :
IV-1.6.2.1.1 Le glutathion

Le tripeptide glutathion (GSH) (acide glutamique-cystéine-glycine). Avec son
groupement sulfhydrile joue un réle important dans la protection de l'organisme contre les
dommages oxydatifs; il est un cofacteur de certaines enzymes participant aux mécanismes de

détoxification du stress oxydatif comme la glutathion peroxydase, il joue le role d’un piégeur
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direct du radical OH" et de 1’0", et il détoxifie le H20- et les lipoperoxydes lors de l'action
catalytique de la glutathion peroxydase [34].

Le glutathion joue un réle important en tant qu'antioxydant dans l'espace
intracellulaire et affecte indirectement le statut antioxydant également dans I'espace
extracellulaire et les membranes ou, en coopération avec I'a-tocophérol, il peut inhiber la

lipoperoxydation [7].

GSH + OH® —— GS° + H,0

2GS GSSG
IV-1.6.2.1.2 L’acide urique

C’est un puissant piégeur de radicaux HO’, ROO" et NOO’, I’ion urate (UrH2") réagit
avec ces radicaux en produisant le radical d’urate (UrH™), qui est relativement stable en

raison de la délocalisation des électrons dans le noyau purine [9].

(0]

(0] H
H N
N
HN j HN \
A\ (o 3 J\ (0}
N
(6] N o N
N N
Acide urique Ion urate

Figure IV-4 : Oxydation d’acide urique
UrH, + 'OH —— > UrH'~ + OH + H*
UrH,” + ROO® ——  UrH*~ + ROO™ + H*
UrH, + NOO° ——  UrH'~ + NOO™ + H*?
IV-1.6.2.2 Systemes antioxydants exogenes

Les antioxydants chimigques exogénes comprennent majoritairement les vitamines C et

E, les caroténoides et des composés phénoliques [35].
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IV-1.6.2.2.1 La vitamine C (I'acide ascorbique)

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est présent le plus couramment sous forme
d’ascorbate, il est considéré comme le plus important antioxydant dans les fluides
extracellulaires. 11 est hydrosoluble et agit comme un donneur d'électrons et/ou donneur
d'atomes d'hydrogene; cette caractéristique en fait un puissant antioxydant, il réduit
rapidement les radicaux superoxydes et nitro-oxydes et élimine les radicaux hydroxyles,
alcoxyles et peroxyles, il réagit également avec I'oxygene singulet et le produit formé étant le
radical ascorbyle. En piégeant les radicaux peroxyles dans la phase aqueuse avant qu’ils
initient la péroxydation lipidique, la vitamine C protege les biomembranes et les
lipoprotéines. Une autre caractéristique intéressante de l'action antioxydante de la vitamine C

est son interaction synergique avec la vitamine E dans l'inhibition de I'oxydation [36].

L-acide ascorbique (AH") radical ascorbyle (A*") L-acide dehydroascorbique (A)

Figure 1V-5: Oxydation d’acide ascorbique [37]
IV-1.6.2.2.2 Vitamine E

La vitamine E est un terme utilisé pour désigner un groupe de composés constitue du
mélange de huit dérivés exercant l'activité de 1'a-tocophérol. Le réle principal de la vitamine E
est sa capacité antioxydante. Elle est capable de rompre les réactions en chaine radicalaires ou
de piéger directement les radicaux oxygéne. Au cours de ces réactions, un radical tocophéryle
(vitamine E") se forme. Ce radical peut étre généré par I'extraction de I'atome d'hydrogéne a
divers endroits du noyau chromane (de la position 5, 7, 9) ou plus souvent du groupe (OH) en
position 6. Le radical tocophéryle peut étre réduit par l'ascorbate, le glutathion en a-

tocophérol actif [7].
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noyau chromane

Tocophérol

Figure 1V-6 : Structure des Tocophérols

IV-1.6.2.2.3 Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments d'origine végétale, ou microbienne. A I'heure
actuelle, environ 600 dérivés de caroténoides sont connus, on les trouve dans les fruits, les
carottes, les légumes rouges et vertes. Tous possedent une forte activité antioxydante,
notamment la B-caroténe [7]. Les caroténoides sont capables de pieger les ERO/ERA et
d'inhiber la formation d'espéces oxydantes, soit par le transfert d'un seul électron, le transfert

d'atomes d'hydrogéne ou I'addition de radicaux [38].
R° + CAR ————— R* + CAR'*
R° + CAR — > RH + (AR’
R° + CAR ——— [R — CAR’]
IV-1.6.2.2.4 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont classés comme antioxydants primaires, qui sont
principalement des piégeurs de radicaux libres qui retardent ou inhibent I'étape d'initiation, ou
interrompent I'étape de propagation de I'oxydation des lipides, diminuant ainsi la formation de
produits de décomposition volatils (par exemple, les aldéhydes et les cétones) qui provoquent

le rancissement [39].

Le potentiel antioxydant des composés phénoliques dépend du nombre et de la position
des groupes hydroxyle, liés au cycle aromatique, du site de liaison et de la position mutuelle

des groupes hydroxyle dans le cycle aromatique et du type de substituant [40].

105



Chapitre 1V Activites Biologiques

Les antioxydants phénoliques (AH) peuvent donner des atomes d'hydrogéne aux
radicaux lipidiques et produire des dérivés lipidiques et des radicaux antioxydants, qui sont
plus stables et moins facilement disponibles pour favoriser l'auto-oxydation. Le radical libre
d’antioxydant peut interférer davantage avec les réactions de propagation en chaine (R® 6 et7)
[41].

R'/RO°/ROO* + AH ——— A" + RH/ROH/ROOH
RO’ /RO0O°/A* —— ROA/ROOA (6)

ROO° + RH —— ROOH + R’ )

IV-1.6.2.3 Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont d'une utilisation potentielle en chimie, dans
I'industrie alimentaire et en médecine, certains de ces composés conservent un groupement
chimique fonctionnel, analogue a celui des antioxydants naturels et introduisent de nouveaux
groupements chimiques, qui améliorent leur gamme d'action cellulaire ou les rendent

disponibles sur des sites cellulaires visés.

Alternativement, certains antioxydants synthétiques ne portent aucun analogue
structurel avec les antioxydants naturels et présentent une réactivité élevée envers les espéces

réactives de I'oxygene et / ou affichent une protection sélective dans certains tissus [36].

La plupart des antioxydants synthétiques sont des composés phénoliques. Parmi les
molécules les plus couramment utilisées, nous pouvons mentionner dans un premier temps
le Trolox® ou acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchromane-2-carboxylique, est un analogue
de la vitamine E dont la structure est représentée en Figure 1V-7. Il posséde un fort potentiel
antioxydant et sert souvent d’antioxydant de référence lors des tests biologiques [42]. Le
2,6-di-tert-butyl-4-méthoxyphénol et I’hydroxyanisole butylé, plus connu sous le nom de
BHT et le BHA (Figure 1V-7) sont des antioxydants utilisés comme conservateurs dans

I’industrie agro-alimentaire [43].
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C(CH;); CH;,

OH OH H;C

H,CO C(CHy); H,C C(CHy), H5C o
CH,

BHA BHT CH;  Trolox OH

Figure IV-7: Structure chimique de Trolox, BHA et BHT
IV-1.7 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Il existe de nombreuses méthodes pour mesurer l'activité antioxydante; ceux-ci
peuvent étre classés selon le mécanisme de désactivation des radicaux en deux catégories : les
tests bases sur la réaction SET et les tests basés sur la réaction TAH. Le résultat final est le
méme, quel que soit le mécanisme, mais la cinétique et le potentiel de réactions secondaires
sont différents [30]. Les méthodes basées sur SET détectent la capacité d'un antioxydant
potentiel a transférer un électron pour réduire l'oxydant, le mécanisme SET est mit en
¢vidence par un changement de couleur indiquant la réduction de I’antioxydant. La capacité
antioxydante équivalente du trolox (TEAC), le pouvoir antioxydant réducteur ferrique
(FRAP),le pouvoir antioxydant réducteur des ions cuivriques Cu?* (CUPRAC), test d'acide
2,2-azinobis 3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique (ABTS™), et le test de 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH) représentent les tests d’évaluation d’activité antioxydants basées sur
le mécanisme SET et détectent la capacité d'un antioxydant a transférer un électron pour

réduire tout composé, y compris les métaux, les groupes carbonyle et les radicaux [44, 30] :
AH + X* —— AH'" + X~
AH'* + H,0 ——— A® + H;30"
X~ + H;0t ——— XH + H,0

AH+ M3+t ——— AH* + M2+

Les méthodes basées sur la HAT mesurent la capacité d'un antioxydant a neutraliser les
radicaux libres par don d'hydrogéne. Les réactions de la TAH sont indépendantes du solvant

et du pH et sont généralement assez rapides, terminées en quelques secondes a quelques
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minutes [45]. Les principales méthodes de mesure de la TAH sont la capacité d'absorption des
radicaux oxygéne (ORAC), le parametre antioxydant de piégeage des radicaux totaux
(TRAP), test d'acide 2,2-azinobis 3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique (ABTS™) et les tests de
blanchiment a la B caroténe [39].

AH + X© — A™ + XH™
IV-2 Activité inhibitrice d’enzymes
IV-2.1 Les enzymes

Les enzymes sont des biocatalyseurs; des molécules synthétiques par des organismes
vivants qui ont pour role d’accélérer la vitesse d’une réaction, sans modifier 1’équilibre final
de la réaction. Ces substances agissent a faible dose et se retrouvent intactes en fin de
réaction, disponibles pour participer a une nouvelle réaction. La nature des enzymes est
essentiellement protéique mais elles peuvent étre associées a d’autres composés non
proteiques (cofacteurs) [46]. Les enzymes se lient a leurs substrats grace a leurs sites de
liaison (sites actifs), ce sont des sites catalytiques qui permettent la transformation du substrat

en produit ainsi, ils contrélent la spécificité de la réaction enzymatique [47].
IV-2.2 Les inhibiteurs d’enzyme

Un inhibiteur d'enzyme est une substance qui se lie a I'enzyme et diminue l'activité
catalytique de lI'enzyme. En se liant sur une enzyme, un inhibiteur peut empécher la fixation
de la substance sur le site actif. Elle peut aussi provoquer une déformation de 1’enzyme qui
rend celle-ci inactive. L’inhibition peut étre définie comme le processus qui diminue l'activité
catalytique de l'enzyme, elle joue un role important dans le contrble des mécanismes

biologiques, donc les inhibiteurs d'enzymes sont un agent pharmaceutique tres important [48].
IV-2.3 Enzymes et santé humaine

De nombreuses maladies humaines telles que celles d'origine cardiovasculaire,
oncologique, inflammatoire, immunologique, neurologique et infectieuse sont causées par la
régulation aberrante des enzymes a l'intérieur des cellules. Les maladies peuvent étre résolues
avec succes en interrompant une voie enzymatique étroitement associée a la physiopathologie

exprimeée [49].
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Les enzymes occupent une place prééminente dans la santé en raison de I'essentialité de
leur activité dans de nombreux processus pathologiques et parce que les déterminants
structurels de la catalyse enzymatique se prétent bien a l'inhibition par des molécules de faible
poids moléculaire, de type médicament. Actuellement les inhibiteurs d'enzymes représentent
pres de la moitié des médicaments utilisés en clinique [50].

Les inhibiteurs d'enzymes médicinales sont souvent intervenus par leur spécificité et son
efficacité qui désignent I'absorption souhaitable pour inhiber I'enzyme. Une grande spécificité
et une grande puissance confirment qu'un médicament aura peu d'effets secondaires et
possédera une faible toxicité. Par conséquent, le développement d'inhibiteurs moins toxiques
offre des produits alternatifs issus des produits naturels [49].

De nombreux produits naturels sont des inhibiteurs d'enzymes; la découverte et le
développement de ces produits considerés comme un domaine dynamique de la
pharmacologie et de la biochimie. Se sont impliqués dans la ligne directrice de la plupart des

procédures métaboliques [51].
IV-2.4 Effet des inhibiteurs naturels sur les maladies issues du stress oxydatif
IV-2.4.1 Les maladies neurodégénératives

La maladie neurodégénérative est un terme appliqué a une variété d'affections resultant
d'une dégradation chronique et d'une détérioration des neurones, en particulier ceux du

systéme nerveux central.

Les deux principales maladies neurodégénératives : La maladie d'Alzheimer (MA) et la
maladie de Parkinson (MP) sont caractérisées par de faibles taux dans le cerveau des

neurotransmetteurs acétylcholine (ACh) et dopamine (DA), respectivement [52].

Par conséquent, l'une des stratégies thérapeutiques potentielles de ces deux affections,
consiste a augmenter les taux cholinergique en inhibant lactivité biologique de
l'acétylcholinestérase (AChE). Les inhibiteurs de I'AChE sont utilisés pour limiter la
dégradation de I'ACh. Les inhibiteurs de I'AChE sont capables d'augmenter la fonction des

cellules neurales en augmentant la concentration d'ACh [53].

L'acétylcholinestérase est une enzyme clé qui assure I’hydrolyse rapide de
I'acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques centrales et périphériques; régulant la

transmission des influx nerveux. Les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase sont utilisés pour le
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traitement symptomatique de plusieurs maladies neurologiques : la démence sénile, I'ataxie, la

myasthénie grave, la maladie de Parkinson et d’ Alzheimer [54].

La butyrylcholinestérase (BChE) est une enzyme cholinestérase similaire a
l'acétylcholinestérase et fonctionne comme un régulateur de la neurotransmission
cholinergique en hydrolysant acétylcholine. Ainsi, l'inhibition de la butyrylcholinestérase peut
offrir un bon effet sur les thérapies cholinergiques, en particulier les tentatives de

caractérisation des maladies d'Alzheimer [55].

L'abondance de plantes dans la nature constitue une source potentielle d'inhibiteurs de
I'AChE et de la BChE, et les produits naturels continuent de fournir des médicaments et des
modeles utiles pour le développement d'autres composes. Plusieurs plantes sont étudiées pour
leurs activités inhibitrices de I'acétylcholinestérase qui peuvent donc étre utilisées pour

soigner des maladies neurodégénératives [56].

L’utilisation d’extrait de plante comme inhibiteurs de cholinestérase est une thématique
de recherche en développement, comme en témoigne le nombre annuel croissant de

publications dans les revus internationales sur ce sujet.
IV-2.4.2 Le diabete de type Il

Il existe principalement deux types de diabete, a savoir le diabéte de type 1 et le diabéte

type 2, ce dernier représente plus de 90% de tous.

Le diabéte sucré ou diabéte de type 2 c’est une maladie chronique cliniquement
marquée par une hyperglycémie postprandiale, causés par une déficience en sécrétion ou en
action de l'insuline endogene. Il est associé a des complications majeures, telles que la

neuropathie diabétique, la rétinopathie et les maladies cardiovasculaires [57].

Plusieurs stratégies sont utilisées pour traiter le diabéte, y compris le processus qui
retarde l'absorption du glucose. Ceci est assuré par l'intervention d'inhibiteurs des enzymes a-

glucosidase et a-amylase, qui jouent un réle important dans 1’hydrolysation des glucides [58].

a-glucosidase et a-amylase, présent dans la petite bordure de la brosse intestinale se
sont des enzymes responsables de la décomposition des oligosaccharides et des disaccharides
en monosaccharides adaptés a l'absorption. Les inhibiteurs de ces enzymes, comme l'acarbose,
retardent la digestion des glucides et prolongent le temps global de digestion des glucides,
provoquant une réduction du taux d'absorption du glucose et par conséquent atténuant

l'augmentation du glucose plasmatique postprandiale [59].
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Ces dernieres années, de nombreux efforts ont été déployés pour identifier les
inhibiteurs efficaces des I'a-glucosidase et I'a-amylase a partir de sources naturelles telles que
les plantes, afin de développer un aliment fonctionnel physiologique ou des composés a
utiliser contre le diabéte. De nombreux inhibiteurs de I'a-glucosidase qui sont des
phytoconstituants, tels que les flavonoides, les alcaloides, les terpénoides, les anthocyanes, les
glycosides, les composés phénoliques [60, 61].

IV-2.4.3 L’hyperpigmentation cutané

Le stress oxydatif est un élément intégral qui influence une variété de réactions

biochimiques, dans tout le corps et est connu pour jouer un r6le notable dans la mélanogenése.

Les déclencheurs exogénes du stress oxydatif, tels que les rayons ultraviolets (UV) et la
lumiere visible (LVis), conduisent a la formation de pigment par des voies quelque peu
différentes, mais les deux partagent un point final commun: le potentiel de générer une

hyperpigmentation cosmétiquement indésirable [62].

Une bonne compréhension des voies impliquées dans la mélanogenése peut aider a

déterminer des mécanismes efficaces pour empécher la formation de pigments.

La mélanogenese, est le processus de synthése de la mélanine dans les mélanocytes, qui
se produit a partir de la tyrosine via une voie complexe impliquant une combinaison de
réactions catalysées enzymatiques et chimiques. Parmi ceux-ci, la tyrosinase, la protéine 1 et
2 liée a la tyrosinase (TRP-1 et TRP-2) qui jouent un r6le majeur dans la transformation de la

tyrosine en mélanine [63].

La tyrosinase, une glycoprotéine contenant du cuivre, est une enzyme clé de la
biosynthése de la mélanine dans les organites spécialisés appelés mélanosomes qui ne sont

produits que par les cellules mélanocytaires [64].

La tyrosinase est une enzyme contenant du cuivre impliquée dans la biosynthese de la
mélanine par la catalyse de deux processus clés; hydroxylation de la tyrosine en 3,4-
dihydroxy-phénylalanine (DOPA) et oxydation de DOPA en DOPA quinine [65]. Ces

composeés réactifs peuvent polymériser spontanément pour former de la mélanine [66].

Une synthése ou une distribution irréguliere de mélanine peut induire une
hyperpigmentation locale ou des taches. Ainsi, Les inhibiteurs de l'activité tyrosinase ont

longtemps été recherchés comme moyen thérapeutique pour traiter les troubles
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hyperpigmentaires cutanés. Il existe de multiples approches potentielles permettant de

contrbler la pigmentation via la régulation de l'activité tyrosinase [64].

Un certain nombre de chercheurs se sont consacrés a l'identification des inhibiteurs des
métabolites végétaux, fongiques et des algues marines et a la détermination de leur relation
structure-activité. Les inhibiteurs de la tyrosinase de sources naturelles attirent généralement
plus d'attention que les composés synthétisés chimiquement en raison de la demande
cosmétique due a d'autres parametres, tels que la cytotoxicité, la solubilité, I'absorption

cutanee efficace [67].
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V-1 Matériels végétales

Clematis cirrhosa L. a été collecté en décembre 2017 pendant la période de floraison
dans la région de Souk Ahras (extréme Nord-Est de I'Algérie). La plante a été identifiée, au
sein du Département de biologie, Université Badji Mokhtar -Annaba- Algérie, par Dr Tarek
HAMEL. Le numéro de voucher de Clematis cirrhosa L. est le ph012_03. Les parties
aériennes de la plante récoltées ont été lavées, découpées en petit morceaux puis séchées a

I’abri de la lumiere a température ambiante puis broyées en poudre fine a 1'aide d'un broyeur.
V-2 Enquéte ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique sur la plante Clematis cirrhosa L. a été réalisée durant
I’année 2018 a 1’aide des fiches questionnaires dans la région de Souk Ahras et Annaba,

justifiant 1’utilisation en médecine traditionnelle par la population de la région.

On a suivis trois méthodes d’enquéte qui sont les plus utilisees : enquéte aupres de la
population rurale, enquéte aupres des herboristes, enquéte aupres des tradipraticiens, ou nous
avons remplis 200 fiches d’enquétes avec les gents qui ont la connaissance sur 1'usage

thérapeutiques de la plante Clematis cirrhosa L..
V-2.1 Fiche questionnaire

L’outil de notre enquéte est un formulaire constitue de deux parties, la premiére est
basée sur la personne enquétée (le sexe, I’dge et le niveau d’étude). La deuxieme partie
collecte des renseignements concernant la plante étudiée, ces informations permettent
d’évaluer la connaissance de la plante, 1’utilisation, la prescription et le mode de préparation

préconisé de chacun des personnes interrogées (Annexe-1).
V-3 Extraction

V-3.1 Extraction de la matiére végétale par ultrason

V-3.1.1 Principe

Une demande progressive vers un processus d'extraction efficace, économique et propre
pour les composés bioactifs des plantes a conduit a explorer un nombre substantiel de
nouvelles techniques d'extraction (extraction verte), qui se concentrent sur une réduction

considérable de cofit et d’énergie, une protection assurée de 1’environnement, une plus grande
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pureté et préservation de la bioactivité des composes séparés. Parmi les techniques
d’extraction vertes les plus récentes, I'extraction assistée par ultrasons. Cette technique a été
intensément exploitée ces jours-ci. C'est une technique efficace et donc largement utilisée
pour extraire une large gamme des phytoconstituants, avec un temps d'extraction plus court,

plus important et a des températures plus basses [1].

L'extraction assistée par ultrason est un processus, qui utilise de I'énergie sonore et des
solvants pour extraire les composés cibles de différentes matrices vegetales. Il s'agit
d'améliorer I'efficacité des solvants d'extraction a I'aide d'ultrasons qui propagent des ondes de
pression ultrasonores et des phénomeénes de cavitation qui en résultent, ou les bulles de
cavitation et la température trés locale s'effondrent. Il brise les parois cellulaires et libére le

contenu cellulaire dans le milieu d'extraction [2].

SN

" .

Figure V-1 : Appareil a ultrason (40MHz)

V-3.1.2 Mise en ceuvre pratique

Procédure de I’extraction : I’extraction se fait avec un gradient de tempeérature croissant
allant de 25°C jusqu’a 60°C. 159 de la poudre de la plante est mise dans deux solvants
différents, méthanol (100%) et le méthanol/H20 (70%), dans un ultrason pendant 10 min a
une température de 25°C, apres un repos de 10 min, cette méme solution est remise pendant
10 min a une température de 40°C, et apres un autre repos de 10 min cette méme solution, est
remise une autre fois pendant 10 min a une température de 60°C. les extraits obtenus sont
filtrés et évaporés sous pression réduite et a une température comprise entre 40 et 60°C pour

obtenir des extraits secs.
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V-3.2 Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

V-3.2.1 Principe

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés volatils, présents dans
une grande variété d'herbes aromatiques et sont trés importantes dans la physiologie et
I'écologie des plantes. lls proviennent du métabolisme secondaire de la plante et sont
responsables de leur ardme caracteéristique [3].

Ils peuvent étre classés en deux groupes principaux: les hydrocarbures et les composés
oxygénés. Les hydrocarbures comprennent les terpénes, les sesquiterpénes et les diterpénes, et
les composés oxygénés comprennent les esters, les aldéhydes, les cétones, les alcools, les
phénols, les oxydes, les acides et les lactones [4].

Les principales techniques d'obtention des huiles essentielles (HE) a partir des herbes
médicinales sont [I'hydrodistillation (HD), entrainement a la vapeur, la macération,
I'expression. Parmi ces techniques, la HD a été la méthode la plus courante pour extraire les
huiles essentielles des plantes [5]. Le plus souvent, elle est réalisee a l'aide d'un appareil en
verre de type Clevenger ou Deryng. Les deux appareils sont des appareils de pharmacopee
recommandés pour déeterminer la teneur en huile essentielle, le premier est décrit par la

Pharmacopée Européenne, et le second par la Pharmacopée Polonaise [6].

Le principe de I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogéne. Le procédé
consiste a immerger la matiere végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a
¢bullition généralement a pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la

libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales.

Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique.
Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical (colonne de
rectification) puis dans la colonne de refroidissement ou aura lieu la condensation, le
distillat est récupéré dans une ampoule a décanter pour la séparation du mélange par
différence de densité. Le temps d’extraction est mesuré a partir de la chute de la premiere
goute dans I’ampoule et La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier,

pouvant atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter [7].

L’huile récupérée est séchée par un dessechant (Na:SOs) pour éliminer toute trace

d’eau, finalement I’huile essentielle extraite est conservée dans des flacons en verre opaque
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fermés hermétiquement au réfrigérateur a une température voisine de 4°C, pour les préserver

de Iair, de la lumiére et des variations de température [8].

V-3.2.2 Mise en ceuvre pratique

Pour I'extraction des huiles essentielles, 600 g de plante en poudre sont soumise a une
distillation en utilisant un appareil Clevenger (Figure V-2) pendant 6 heures. A l'issue de cette
période, I'huile essentielle obtenue est diluée avec de I'hexane. Ensuite, I'échantillon d'huile
essentielle a été séché avec du NaxSO4 anhydre et filtré avec un filtre & seringue en PTFE de
0,45 um. Le rendement en huile essentielle est mesuré a la fin du procédé et les résultats ont
éte exprimés en% (v/m). L’huile essentielle est collecté et conservé a (+4 °C) jusqu'a l'analyse

&

Figure V-2 : Hydrodistillateur de type Clevenger
V-4 Screening phytochimique

Le Screening phytochimique est une série de tests qui détermine la présence ou
I'absence de certaines substances chimiques, présentes dans une plante. La recherche des
groupes de composés chimiques chez les extraits bruts a été effectuée en utilisant des

procédures standards suivant la méthodologie décrites par Dohou et al. [9].
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V-4.1 Analyse qualitative sur Chromatographique sur couche mince (CCM)

Pour la recherche des polyphénols, des flavonoides, des tanins galliques ou catéchiques
et des alcaloides, on a réalisé des chromatogrammes sur couche mince sur des plaques de gel
de silice (Silica gel 60 F2s4). Le systéme d’élution est composé de chloroforme/méthanol/eau
dans les proportions (65 : 35 : 5).

V-4.1.1 Révélation des phénols totaux

La révélation des phénols totaux a été réalisée par une pulvérisation du réactif de Folin-
Ciocalteu sur les plaques (CCM) obtenues et aprés un chauffage de 10 min. L’observation des
spots bleus dans le visible indique la présence des polyphénols.

V-4.1.2 Révélation des flavonoides

La révélation des flavonoides a été réalisée par une pulvérisation d’une solution
éthanolique a 5% de chlorure d’aluminium (AICl3) sur les plagues (CCM) obtenues.
L’observation des spots jaunes dans le visible ou jaune-vert sous UV a 365 nm indique la

présence de flavonoides [10].

V-4.1.3 Révélation des tanins

La révélation des tanins a été réalisée par une pulvérisation d’une solution de chlorure
de fer (FeCls) a 10% sur les plagques (CCM) obtenues. Des spots bleu-noir dans le visible
indiquent la présence des tanins galliques et la coloration vert ou vert foncé montre des tanins

condenses [11].

V-4.1.4 Révélation des alcaloides

La révélation des alcaloides a été réalisée par une pulvérisation du réactif de
Dragendorff sur les plaques (CCM) obtenues. Des spots orangés dans le visible indiquent la

présence des alcaloides.

V-4.1.5 Caractérisation des saponosides

Dans un tube a essai, 10 ml d’extraits ont été agités énergétiquement pendant 15
secondes puis laissées au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante supérieure

a 1 cm indique la présence de saponosides.
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V-4.2 Analyses quantitatives des composes phénoliques

L’analyse quantitative des composés phénoliques, contenus dans les extraits végétaux
est mesurée par des méthodes  colorimétriques  basées sur I’'utilisation du
spectrophotometre UV-visible qui va mesurer 1’absorbance des extraits a une longueur d’onde

donnée.

Dans cette analyse une lumiére monochromatique incidente d’intensité Io, dont Ila
longueur d’onde est définie, va traverser une cuve contenant les extraits étudiés. La lumiére
monochromatique est transmise avec une intensite I; et la valeur affichée par le
spectrophotometre est I’absorbance d’extrait étudiée, et la concentration des composeés

phénoliques est calculée a partir de cette absorbance.
V-4.2.1 Dosage des polyphénols totaux

V-4.2.1.1 Principe

La teneur en polyphénols totaux (PT) des extraits de plante est généralement
déterminée par une méthode colorimétrique utilisant le réactif Folin Ciocalteu. Ce réactif est
un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040) (état de valence du métal +6) qui peut étre réduit par les phénols formant un
complexe phosphotungstique-phosphomolybdique, un chromophore bleu qui a une absorption
maximale dans la région comprise entre 725 et 760 nm. Pour réaliser les courbes de

calibration I’acide gallique et la catéchine sont souvent pris comme références [12, 13].

V-4.2.1.2 Mise en ceuvre pratique

La teneur des phénols totaux contenue dans I’extrait méthonolique et
hydrométhanolique (7/3) de la plante étudiée est évaluée selon la méthode de Slinkard et
Singleton (méthode F-C), en y apportant quelques modifications [14]. Tout dabord, un
mélange de trois solutions a été préparé avec 1,5 ml d'eau distillée, 500 pl de carbonate de
sodium a 7% (Na2COs) et 200 pl de solution d'extrait. Aprés 3 min, on ajoute 1 ml de réactif
F-C. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant D’acide gallique comme contrle positif, 1’étalon est préparé a différentes
concentrations (100, 50, 25, 12,5 pg/ml), toutes les préparations sont laissées a température
ambiante dans l'obscurité. Au bout de 2 heures, ou aprés avoir terminé Il'oxydation des

composés phénoligues, un changement de couleur du jaune au bleu est observé, la lecture des
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absorbances en spectrophotometre est faite @ 760 nm contre un blanc. La concentration des
polyphénols totaux est donnée en équivalent d'acide gallique (mg EAG/g d'extrait).

V-4.2.2 Dosage des flavonoides totaux

V-4.2.2.1 Principe

La quantification des flavonoides est effectuée par une méthode basée sur la formation
d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les flavonoides ce complexe se

caractérise par une absorbance maximale dans le visible a 415 nm.

V-4.2.2.2 Mise en ceuvre pratique

Utilisant la méthode adaptee par d'Arvouet-Grand et al. [15], la teneur en flavonoides
totaux (FT) des extraits est mesurée par spectrophotométrie a 415 nm. De maniére concise, les
solutions d'échantillons sont preparées en mélangeant 1 ml d'extrait de plante et 1 ml de
chlorure d'aluminium a 2% (AICl3z). Une solution de blanc est également préparée avec 1 ml
d'extrait et 1 ml du méthanol. Apres un repos de 10 min a 25 °C, les absorbances des solutions
préparees sont prises contre le blanc a 415 nm et la teneur en flavonoides est rapportée en

équivalent quercétine (mg EQ/ g d'extrait).
V-5 Analyses chromatographiques

V-5.1 Analyse des extraits par chromatographie liquide a haute performance couplée a
un détecteur a barrette de diodes (HPLC/DAD)

V-5.1.1 Principe

La chromatographie liquide a haute performance est la technique la plus utilisée pour la
séparation et la caractérisation des polyphénols. La HPLC est un instrument polyvalent et
adaptable avec divers avantages tels que la haute sélectivité, sensibilité, résolution, précision
et la conservation des échantillons, elle est congue pour séparer les composés des mélanges
complexes en fonction de leurs polarités, de leurs solubilités et de leurs propriétés

granulométriques [12].

Les colonnes en phase inverse peuvent séparer presque tous les composes

polyphénoliques. Des systémes binaires d’¢lution sont préconisés : le solvant A est un milieu
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aqueux acidifié (acide acétique, acide phosphorique ou acide formique) et 1I’¢luant B est un

milieu organique moins polaire (méthanol, acétonitrile), éventuellement acidifié [13].

La combinaison de la chromatographie liquide a haute pression avec un détecteur a
barrette de photodiodes (HPLC/DAD) peut fournir des informations détaillées sur les
structures de polyphénols [16]. Le détecteur de photodiode DAD peut collecter des données
spectrales UV/visible lors de la séparation des composés ainsi, lorsqu'un pic d’un compos¢ est
concordes au temps de rétention et au spectre UV/Vis d'un standard, ce composé peut étre
provisoirement identifié. La détermination quantitative consiste a analyser une série d'étalons
couvrant la plage de concentration d'intérét, et les concentrations des composés séparés sont
quantifiées sur la base des courbes d'étalonnage pour chaque étalon [12].

V-5.1.2 Mise en ceuvre pratique

L’analyse de la composition phénolique des extraits de la plante étudiée, est réalisée
selon la méthode décrite par Capino et al. [17] avec légeres modifications. Les profils
phénoliques des extraits sont déterminés a l'aide d'une HPLC (HP-Agilent 1292 infinity)
équipée d'une colonne Cig (25 cm x 4.6 mm, 5um) et couplée a un détecteur a barrette de
diode (DAD).Les echantillons sont prépareés dans le méthanol a une concentration de 20
mg/ml et les volumes d'injection sont de 20 ul. La phase mobile utilisée est un mélange entre
3% d'acide acétique dans l'eau (A) et le méthanol (B), les volumes d'injection sont de 10 pl et
le gradient d'¢lution est appliqué a un débit de 0,8 ml/min (Tableau V-1). Aprés chaque

cycle, le systéme est reconditionné pendant 15 min avant une nouvelle analyse.

Les éluant sont détectés a 278 nm et les étalons phénoliques utilisés sont l'acide
gallique, la catéchine, l'acide chlorogénique, 1’acide caféine, I’acide hydroxybenzoique,
I’épicatéchine, 1’acide syringique, 1’acide coumarique, I’acide trans-ferrulique, I’acide
sinapique, I’acide benzoique, 1’hespéridine, 1’acide rosmarinique, 1’acide cinnamique et la
quercétine. L'identification des composeés phénoliques contenus dans les extraits, et leurs
analyses quantitatives sont effectuées par la comparaison de leurs spectres et leurs temps de
rétention avec ceux des standards. La quantité de chaque composé est déterminée en utilisant
des courbes d'étalonnage externes, qui sont obtenues pour chaque standard. Les valeurs des

composés phénoliques détectés sont exprimées en (pug/g d’extrait).
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Tableau V-1 : Conditions expérimentales d’HPLC/DAD

Le temps (min) Acide acétique (A%) Méthanol (B%)

0 93 7

20 72 28
28 75 25
35 70 30
45 67 33
47 58 42
55 50 50
58 30 70
60 20 80
65 0 100

V-5.2 Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse couplée a

un spectrophotomeétre de masse (GC/MS)

V-5.2.1 Principe

La chromatographie en phase gazeuse (CPG ou GC) est une technique de séparation
réservée a ’analyse de composés relativement volatiles et thermiquement stables, appelées
analytes. Les molécules a séparer sont volatilisées et mélangées a un gaz inerte dit gaz vecteur
qui constitue la phase mobile, il transporte les analytes a I’intérieur d’une colonne analytique
dont la paroi interne est couverte d’un film chimique (ou phase stationnaire). La séparation
des analytes repose sur la différence d’affinité des analytes pour la phase mobile et pour la
phase stationnaire [18]. Les molécules sont retenues par la colonne puis élues (se détachent)
de la colonne a des moments différents (appelés temps de rétention), ce qui permet au

spectromeétre de masse en aval de capturer, ioniser, accélérer, dévier et détecter les molécules
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ionisées séparément. Le spectromeétre de masse le fait en cassant chaque molécule en

fragments ionisés et en détectant les fragments [19].

L'analyse chimique des huiles essentielles est généralement réalisee par GC (analyse
quantitative) et GC/MS (analyse qualitative) [20]. L'identification des principaux composants
est effectuée par la comparaison des temps de rétention obtenus par GC et les données MS
des échantillons avec ceux des étalons [21].

V-5-2.2 Mise en ceuvre pratique

L’analyse GC/MS est effectuée en utilisant un systeme GC/MS Agilent 7890
(Figure V-3). Une colonne HP-INNOWAX (la longueur 60 m, le diamétre intérieur 0,25 mm
et I'épaisseur de film 0,25 pm) en utilisant Hélium (He) comme le gaz vecteur. La température
est appliquée a la colonne trés lentement et la température initiale est maintenue a 60°C
pendant 10 minutes. On augmente la température de 4°C par minute pour atteindre 220°C, et
apres avoir été maintenue a cette température pendant 10 minutes, elle est augmentée de 1 °C
par minute jusqu’a 240°C. Au dernier cycle, I'analyse est complétée en maintenant a cette
température pendant 30 minutes. Ainsi, la durée totale d'analyse est de 110 minutes. La
température du bloc d'injecteur est reglée a 240°C et les spectres de masse sont enregistrés a
70 eV.

L'identification des composes des HE a été réalisée sur la base de l'indice de rétention
(IR) déterminé par co-injection en référence a une série homologue de n-alcanes (Cs—Cazo),
dans les mémes conditions expérimentales. Une identification plus poussée a été réalisée par
comparaison de leurs spectres de masse avec ceux de Wiley Registry, 8th Edition/NIST 2005
Mass Spectral Library construite a partir de substances pures et de constituants d'huiles
essentielles connues, ainsi que par comparaison de leurs indices de rétention avec les valeurs
de la littérature [22].

Formule d’indice de rétention de Kovats:

ir = 100(n) + 100(m — n) L2

trm-—trn
i : constituant de I'huile essentielle analysée
ir : indice de rétention de « i »
n : nombre de carbones de lI'alcane élué avant « i »

m : nombre de carbones de l'alcane élué apres « i »
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tri : temps de rétention de « i »
trn : temps de rétention de l'alcane élué avant « i »

trm : temps de rétention de l'alcane élué apres « i »

Figure V-3 : Appareil GC/MS Agilent 7890

V-6 Etude biologique in vitro de I’espéce Clematis cirrhosa L.

V-6.1 Activité antioxydante

L’activité antioxydante de I’extrait methanolique (100%) et hydrométhanolique (70%)
est réalisé sur des échantillons préparés en méthanol a une concentration de 2 mg/ml pour les

extraits et en éthanol a une concentration de 5 mg/ml pour I’huile essentielle.
V-6.1.1 Capacité antioxydante totale (CAT)

V-6.1.1.1 Principe

Le dosage de la capacité antioxydante totale est une méthode spectroscopique utilisée
pour la détermination quantitative de la capacité antioxydante. Le dosage est basé sur la
réduction de Mo(VI) en Mo(V) par I'échantillon a analyser et la formation ultérieure d'un

complexe de phosphomolybdéne a pH acide [23].
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V-6.1.1.2 Mise en ceuvre pratique

La capacité antioxydante totale des extraits est évaluée par le dosage du
phosphomolybdéne selon la méthode de Prieto et al. [24]. Tout d'abord, un mélange constitue
de trois solutions est préparé on mélange: le phosphate de sodium (28 mM), molybdate
d'ammonium (4 mM) et acide sulfurique (6 M). Aprés on ajoute 3 ml de ce mélange a 100 pl

d'extrait de la plante.

Une courbe d’étalonnage est établie avec des solutions d’acide ascorbique (vitamine C)
préparées a différentes concentrations (1, 0.5, 0.250, 0.125 mg/ml). Pour le blanc, seulement

300 pl de méthanol ont été utilisés.

Toutes les solutions préparées sont incubée a 95°C pendant 90 min dans l'obscurité,
I'absorbance est lue contre un blanc & 695 nm et les résultats sont exprimées en milligramme

équivalents d'acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA /g d'extrait).
V-6.1.2 Le pouvoir réducteur du fer (Test FRAP)

V-6.1.2.1 Principe

Cette méthode consiste a mesurer le pouvoir antioxydant réducteur d’ion ferrique, qui
utilise un complexe d'ions ferriques de tripyridyltriazine (TPTZ) comme réactifs. Ce test
repose sur la réduction du complexe d’ions ferriques Fe(lll)-TPTZ en complexe d’ions
ferreux Fe (I1)-TPTZ par des antioxydants. Cette réduction est controlée en mesurant la

variation d'absorption a 593 nm [23].

gﬁpmqﬁﬁ
A0 T

(Fe(IIT) (TPTZ),)*" (Fe(III)(TPTZ),)*

Figure V-4 : Réduction du complexe d’ions ferriques Fe(Il1)-TPTZ
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V-6.1.2.2 Mise en ceuvre pratique

Avec de legere modification apportée a la méthode d’Apak et al. [25], la capacité de
réduction des ions ferriques des extraits de plantes sont évaluée. Trois solutions de réactifs
sont préparées: 31,2 mg de 2,4,6-Tris (2-pyridyl) -s-triazine (TPTZ) dissous dans 50 pl
d’acide chlorhydrique (HCI) et 10 ml d'eau distillée (H20), 22 mg de chlorure ferrique (FeCls)
dissous dans 10 ml d'eau distillée, tampon acétate (0.3 M, pH 3.6). Apres, les solutions pré-
préparées sont mélangées avec les proportions suivantes (tampon acétate/TPTZ/FeCls,
10/1/1).

Des solutions standard de Trolox sont préparées dans le méthanol a différentes
concentrations (25, 50, 75, 100, 150, 200 mg / ml). Les absorbances de tous les échantillons

sont mesurées par un spectrophotometre a 593 nm, apres 30 minutes d'incubation a 30°C.
V-6.1.3 Capacité de réduction du cuivre (Test CUPRAC)

V-6.1.3.1 Principe

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est un test de
capacité antioxydante simple et polyvalent, utile pour une grande variété de matrices
contenant a la fois des antioxydants lipophiles et hydrophiles. Ce test est basé sur la réeduction
de Cu?*en Cu* par l'action combinée de tous les antioxydants. Le réactif oxydant chromogéne
utilisé pour le test CUPRAC est le cation bis (néocuproine) cuivre (1) (Cu(ll)-Nc), et le
chromophore issu de la réduction de ce réactif par les antioxydants qui agissent dans ce test
comme un agent transfert d'électron a pH 7. L’absorbance du complexe de Cu(I) formé est

mesurée a 450 nm [26].

Figure V-5 : Réduction du cation bis (néocuproine) cuivre (1)
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V-6.1.3.2 Mise en ceuvre pratique

La capacité des extraits de la plante & réduire les ions cupriques est déterminée en
utilisant la méthode d'Apak et al. [25] avec quelques modifications. Ainsi on prépare trois
solutions : une solution de chlorure de cuivre (11) (102 M), un tampon d’acétate d'ammonium
(PH=7), une solution de néocuproine (7.5 x 102 M). 1 ml de chaque solution préparée est mis
dans un tube a essai, aprés on ajoute 1 ml d’extrait et 1 ml d'eau distillée a chaque tube.

Le contrdle positif est représenté par des solutions d’antioxydants standard (BHA) et
(BHT) préparées a différentes concentrations (250, 125, 62.5, 31.25 mg/ml). Les mesures sont
prises contre un blanc par spectrophotométre a 450 nm aprés 30 min d'incubation a

température ambiante.
V-6.1.4 Capacité de piégeage des radicaux libres ABTS™

V-6.1.4.1 Principe

Le test mesure la capacité des antioxydants a piéger le cation radicalaire stable ABTS™"
(2,2'-azinobis (acide 3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonique)), un chromophore bleu-vert avec
une absorption maximale a 734 nm ; diminue son intensité dans la présence d'antioxydants
[27, 28]. Dans cet essai, les antioxydants peuvent neutraliser le cation radicalaire ABTS™,
généré a partir de 'ABTS, soit par réduction directe via un donneur d'électrons, soit par
désactivation radicalaire via un donneur d'atomes d'hydrogeéne, et I'équilibre de ces deux

mécanismes est généralement déterminé par la structure antioxydante et le pH du milieu [27].

"L - LI < ]@

K28208 N H
CZHS \ 2 5
C

CZHS 2Hs

ABTS ABTS

Figure V-6 : Réduction de radical ABTS™"

V-6.1.4.2 Mise en ceuvre pratique

La capacité des extraits a piéger le radical ABTS "est déterminée selon la méthode de

Re et al. [29]. Tout d'abord, une solution ABTS (7 mM) est préparée et mélangée avec une
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solution de sulfate de potassium (20,45 mM). Le mélange est maintenu pendant 12-16 min
dans l'obscurité a 25°C. Avant de commencer le test, une dilution de la solution ABTS est
affectée pour atteindre une absorbance de 0,700 a 734 nm. 1 ml de ’extrait est ajouté a 2 ml
de la solution ABTS, aprés 30 min d'incubation dans I'obscurité, I'absorbance est mesurée a
734 nm et la capacité de piégeage des radicaux ABTS™" est exprimée en équivalent de Trolox
(TEAC).

V-6.1.5 Capacité de piégeage des radicaux libres DPPH®

V-6.1.5.1 Principe

La méthode de piégeage des radicaux DPPH est un test simple, facile, économique,
rapide et efficace couramment utile pour mesurer l'activité antioxydante et évaluer I'activité de
piégeage des radicaux des antioxydants non enzymatiques. Le test de piégeage DPPH" est la
méthode indirecte la plus fréquente et ancienne pour déterminer le potentiel antioxydant des
composes phénoliques [30].

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est une espece de radical azoté a longue durée
de vie, en raison de son incapacité a subir une dimérisation grace a la delocalisation de
I'électron libre sur la molécule dans son ensemble, de sorte que la molécule ne se dimérise
pas. Ainsi, la delocalisation des electrons donne naissance a la couleur violet foncé,

caractérisée par une bande d'absorption en solution organique centrée a environ 517 nm [23].

Le test est basé sur la neutralisation du radical DPPH", par un donneur d’électron
(antioxydant), s'accompagne d'un changement de couleur mesuré a 517 nm; la décoloration
constitue un indicateur de l'efficacité antioxydante et peut étre rapportée comme Clsg, qui est
définie comme la concentration de l'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration
initiale de DPPH de 50% [31].
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Figure V-7 : Réaction de piégeage de DPPH"
V-6.1.5.2 Mise en ceuvre pratique

Le test DPPH'est réalisé par la méthode décrite par Sarikurkcu et al. avec quelques
modifications [32]. De maniére concise, des solutions d'échantillons sont préparees avec 1 ml
de solution de DPPH (0,4 mM), 1 ml de méthanol et 1 ml de I'extrait. Alors que le contrdle est
préparé de méme manicre sans 1’ajout de solution d'extrait. Toutes les préparations sont mises
dans l'obscurité a température ambiante. Apres 30 min, I'absorbance est lue contre le blanc et

le controle a une longueur d’onde de 517 nm.

L’inhibition des radicaux DPPH (1%) des extraits a été calculé en utilisant la formule

suivante :
1% =100 X (Ao-Ar) / Ao(1)
Ao: Absorbance du controdle.

A1 Absorbance de l'extrait.
V-6.2 Activités enzymatiques
V-6.2.1 Activité inhibitrice de la cholinestérase

V-6.2.1.1 Principe

Une grande variété de méthodes a été développée au cours des derniéres décennies pour
la quantification de l'activité inhibitrice de I'AChE. Le test le plus courant est basé sur la
méthode d'Ellman, utilisant 1’iodure d’acétylcholine (IATC) comme substrat de cet enzyme

dont le produit de la réaction est la thiocholine. L’activité de I’AChE est déterminée suivant la
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méthode colorimétrique d’Ellman basée sur la réaction de la thiocholine avec le 5,5’dithio-bis
2-nitrobenzoate (DTNB) qui donne le Thio-2-N-nitro-Benzoate (TNB) un composé jaune qui
absorbe a 470 nm. L’absorbance du TNB est mesurée a 1’aide du spectrophotométre est

proportionnelle a ’activité enzymatique de 1’ Acétylcholinestérase [33].

V-6.2.1.2 Mise en ceuvre pratique

La capacité des extraits a inhiber I'enzyme cholinestérase (ChE) est testée par la
méthode d'Ellman avec quelques modifications [34]. Un mélange de 50 ul de I’échantillon,
125 ul d'acide 5,5-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique) (DTNB) et 25 ul d'acétylcholinestérase
(AChE) (ou de butyrylcholinestérase (BChE)) dans un tampon Tris-HCI (pH 8.0), est préparé
dans une microplaque a 96 puits. Apres 15 min d'incubation & 25 ° C, la réaction est debutée
avec 25 pl d'iodure d'acétylthiocholine (IATC) ou de chlorure de butyrylthiocholine (BTCL).
Un blanc est préparé sans addition de solution d'enzyme (AChE ou BChE) et le contréle
positif utilisé est le galantamine. L'absorbance de toutes les solutions préparées est prise a
405 nm aprés 10 min d'incubation & 25°C. La capacité inhibitrice du cholinestérase est

calculée selon la formule de calcul d’inhibition :
Activité d'inhibition (%) = (Ao- A1) / Aox 100
Ao: Absorbance du controdle.

A1 Absorbance de l'extrait/standard.
V-6.2.2 Activité Inhibitrice de I'a-amylase

V-6.2.2.1 Principe

Les a-amylases sont des enzymes a action endo qui catalysent I'nydrolyse initiale de
I'amidon en oligosaccharides plus courts par le clivage des liaisons internes a-D-1,4-
glycosidiques, donnant des oligosaccharides de longueur de chaine variable, qui constituent
un mélange de maltose, de maltotriose et d'oligosaccharides ramifiés de six a huit unités de
glucose qui contiennent a la fois des liaisons a-1,4 et a-1,6 [35]. Il existe plusieurs méthodes
qui utilisent différentes techniques pour mesurer l'activité de o-amylase, parmi lesquelles la
méthode basée sur la spectroscopie utilisant I'amidon-iode, qui évalue la quantité d'amidon

consommeée dans une réaction en quantifiant I'amidon n'ayant pas réagi dans le milieu d'essai.

La méthode iodométrique est largement utilisée pour déterminer l'activité de 1’a-

amylase [36]. Dans cette méthode, une combinaison de solution d'iode (l.)-iodure de
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potassium (KI) est utilisée pour former le complexe amidon-l> de couleur bleu foncé. La
couleur bleu fonceé résulte de I'inclusion du complexe I et tri-iodure (I3") dans la structure de

I'nélice d'amylose.

Lorsque I'amidon ou l'amylose est soumis a l'action des a-amylases, la taille de la
chaine amylose diminue, ce qui diminue par conséquent la taille du complexe amidon-I, et

I'intensité bleue du complexe [37-36].

La procédure de recherche des concentrations d'inhibitrices de l'a-amylase dépend du
degré d'activité de I'a-amylase résultant du pouvoir de coloration a l'iode en présence/absence
d'un inhibiteur de Il'action enzymatique, sur I'amidon soluble ou en utilisant un brun réactif

alcalin dont les produits de réduction sont déterminés spectrophotométriquement [39].

V-6.2.2.2 Mise en ceuvre pratique

L'activité inhibitrice de l'a-amylase a été determinée selon la méthode Caraway-
Somogyi iode/potassium iodide (IKI) décrite par Savran et al. [40]. Dans une microplaque a
96 puits; 25 pl de solution d'échantillon et 50 ul de solution d'a-amylase dans du tampon
phosphate (pH 6,9 avec 6 mM de chlorure de sodium) sont mélangés. Le mélange est incubé
pendant 10 min a 37 °C. Ensuite, 50 pl de solution d'amidon (0.05%) est ajouté pour démarrer
la réaction. Une solution a blanc est préparée sans addition de solution d'a-amylase et le
controle positif utilisé est ’acarbose. Apreés 10 minutes d'incubation a température ambiante,
la réaction est stoppée avec 25 pl de HCI (1 M), aprés 100 ul de solution d'iodure de
potassium iodide est ajoutée et l'absorbance de toutes les solutions préparées est prise a 630

nm. L'activité inhibitrice de ’a-amylase a été calculée en utilisant la formule :
Activité d'inhibition (%) = (Ao- A1) / Aox 100
Ao: Absorbance du contréle.

A1 Absorbance de I'extrait/standard.
V-6.2.3 Activité inhibitrice de I'a-glucosidase

V-6.2.3.1 Principe

L'a-glucosidase est une enzyme liée a la membrane qui repose sur les cellules
intestinales et catalyse la derniére étape de la digestion des carbohydrates pour libérer du

glucose libre, provoquant une hyperglycemie postprandiale. Les inhibiteurs de I'a-glucosidase
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peuvent étre utilisés pour contrdler ce probleme et pour traiter les patients qui souffrent
d’obésité [41].

L'activité de la a-glucosidase a été mesurée par la libération de p-nitrophénol a partir de
a-PNPG (4-nitrophényl S-D-glucopyranoside) (Figure V-8). Le p-nitrophénol jaune libéré a
été lu a 400 nm dans un spectrophotometre [42].

HO
HO o
HO
NO,
OH
O, HO
a-glucosidase + HO o
- HO
NO, OH
OH OH
PNPG p-nitrophénol D-glucopyranoside

Figure V-8 : Réaction catalysée par I’enzyme a-glucosidase

V-6.2.3.2 Mise en ceuvre pratique

La capacité des extraits a inhiber I'enzyme a-glucosidase est évaluée selon la méthode
décrite par Palanisamya et al. [43]. Dans une microplaque a 96 puits, 50 ul de I’extrait sont
mélangés avec 50 pl de 4-nitrophényl S-D-glucopyranoside (PNPG), 50 ul de solution d'a-
glucosidase préparé dans un tampon phosphate (pH 6,8) et 50 ul de glutathion. Le blanc est
prépare sans ajout d'enzyme. Apres incubation a 37°C pendant 10 min, on termine la réaction
par l'addition de 50 pl de carbonate de sodium. L’acarbose est utilise contrdle positif et
I'absorbance de toutes les solutions préparées est prise a 405 nm. L'activité inhibitrice de I'a-

glucosidase est calculée selon la formule :
Activité d'inhibition (%) = (Ao- A1) / Aox 100
Ao: Absorbance du contrdle.
Az: Absorbance de l'extrait/standard.

V-6.2.4 Activité inhibitrice de la tyrosinase

V-6.2.4.1 Principe

La tyrosinase (polyphénoloxydase, E.C. 1.14.18.1) est une enzyme contenant du

cuivre qui catalyse deux réactions distinctes, impliquant de I'oxygéne moléculaire avec divers
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substrats phénoliques: l'ortho-hydroxylation de la tyrosine (mono-phénol) en L-3,4-
dihydroxyphénylalanine ou L-DOPA (O-diphénol) appelée activité monophénolase et
l'oxydation du L-DOPA en dopaquinone (O-quinones) appelée activité diphénolase. Dans la
biosynthése I'O-dopaquinone qui est spontanément cyclé sous forme de leucodopachrome et
rapidement converti en dopachrome, qui polymérise et forme de la mélanine [44].

En raison du role critique de la tyrosinase dans le processus de mélanogenése et de
brunissement, plusieurs études ont été rapportées pour l'identification de l'inhibiteur de la
tyrosinase a partir de sources naturelles et synthétiques jusqu'a présent. De maniere générale,
les inhibiteurs de la tyrosinase sont examinés en présence d'un substrat monophénolique tel
que la tyrosine ou un substrat diphénolique tel que la L-DOPA, et l'activité est évaluée sur la
base de la formation de dopachrome qui donne un complexe rose détecté en
spectrophotometre a 492 nm [45].

V-6.2.4.2 Mise en ceuvre pratique

La capacité des extraits a inhiber I'enzyme tyrosinase est déterminée selon la méthode

du dopachrome en utilisant la L-DOPA comme substrat avec quelques modifications [34].

Dans une microplaque a 96 puits, 25 pl de I’extrait sont mélangés avec 40 pl de solution
de tyrosinase et 100 pl de tampon phosphate (pH 6,8) sont mélangés. Aprés incubation
pendant 15 min a 25°C. Ensuite, la réaction commence avec l'addition de 40 pl de L-DOPA.
Le blanc est préparé sans addition de solution d'enzyme tyrosinase et 1’acide kojique est
utilise comme contréle positif. Aprés incubation a 25°C pendant 10 min, I'absorbance de
toutes les solutions préparées est prise a 492 nm et l'activité inhibitrice de la tyrosinase est

calculée selon la formule.
Activité d'inhibition (%) = (Ao- A1) / Aox 100
Ao: Absorbance du controdle.

A1 Absorbance de I'extrait/standard.

V-7 Evaluation statistique

Les courbes sont tracées par le logiciel Microsoft Excel 2007. Les résultats des tests
effectués sont exprimés en moyenne + écart-type, n= 3. Les valeurs de Clso (concentration
inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe

(inhibition en fonction de la concentration 1%= f [C].
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Résultats et Discussion

VI-1 Enquéte ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique a été basée sur une séric de questions a 1’aide d’une fiche

d’enquéte (Annexe-1), remplis par interrogation orale soumise aux habitants de deux régions

citées.

L’ensemble des résultats d’enquéte est reportées dans les tableaux (VI-1 et VI-2), selon
le sexe et I’age des personnes interrogées, les pratiques thérapeutiques et la partie utilisée de la

plante.

Tableau VI-1 : Utilisation de la plante Clematis cirrhosa L. par les habitants de Souk Ahras

Région de Souk Ahras

Sexe et age

Utilisation des différents tissus de la plante

Feuille

Fleurs

Racine

Masculin (30-50 ans)

Masculin (50-60 ans)

Masculin (60-85ans)

Féminin (45-60 ans)

Féminin (60-85ans)

Rhumatisme-décoction
Diurétique-infusion
Rhumatisme-décoction
Nerf sciatique-fraiche
Rhumatisme-décoction

Nerf sciatique-fraiche

Diurétique-infusion

Nerf sciatique-fraiche
Rhumatisme-décoction

Diurétique-infusion

Rhumatisme-décoction

Diurétique-infusion
Rhumatisme-décoction
Nerf sciatique-fraiche
Rhumatisme-décoction

Nerf sciatique-fraiche

Diurétique-infusion

Nerf sciatique-fraiche
Rhumatisme-décoction

Diurétique-infusion

Brdlure-cataplasme

Brdlure-cataplasme
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Tableau VI-2 : Utilisation de la plante Clematis cirrhosa L. par les habitants d’Annaba

Région d’ Annaba

Utilisation des differents tissus de la plante

Sexe et age
Feuille Fleurs Racine
Masculin (30-50 ans) / / /
Masculin (50-60 ans) Diurétique-infusion Diurétique-infusion /
Nerf sciatique-fraiche Nerf sciatique-fraiche
Masculin (60-85ans) Rhumatisme-décoction ~ Rhumatisme-décoction /
Diurétique-infusion Diurétique-infusion
Rhumatisme-décoction ~ Rhumatisme-décoction
Féminin (45-60 ans) Nerf sciatique-fraiche Nerf sciatique-fraiche /

Féminin (60-85ans)

Diurétique-infusion
Nerf sciatique-fraiche
Rhumatisme-décoction

Diurétique-infusion

Diurétique-infusion
Nerf sciatique-fraiche
Rhumatisme-décoction

Diurétique-infusion

Brdlure-cataplasme

VI-1.1 Utilisation de Clemtais cirrhosa L. selon le sexe

Dans les deux régions étudiées, 1’utilisation de la Clematis cirrohsa L. varie selon le sexe.

Les réponses aux questionnaires montrent que la majorité des utilisateurs de notre plante sont
des femmes avec un pourcentage de (74%). Alors que pour les hommes le pourcentage
d’utilisation est de 26%, ce qui en accord avec les travaux [1], qui ont montré que les femmes

sont plus détentrices de savoir phytothérapiques traditionnels.




Chapitre VI Résultats et Discussion

m Féminin

= Masculin

Figure VI-1 : Pourcentage d’utilisation de

Clematis cirrhosa L. selon le sexe
VI-1.2 Utilisation de Clemtais cirrhosa L. selon I’age

Les résultats montrent que quelque soit la tranche d’age (40-50 ans, 50-60 ans, 60-85 ans)
la Clematis cirrhosa L. présente ’intérét des habitants des deux régions et elle est beaucoup

plus utilisée par la tranche d’age (60-85 ans) avec un pourcentage (57%).

Dans notre enquéte les habitants des deux régions ayant ’age inferieur a 40 ans n’ont pas
d’informations sur I’utilisation des plantes médicinales en particulier la Clematis cirrhosa L.

Les gents inférieurs a 40 ans ne croient pas aux traitements par les plantes médicinales.

m 40-50 ans
m 50-60 ans
= 60-85 ans

Figure VI-2 : Pourcentage d’utilisation de
Clematis cirrhosa L. selon I’age

VI1-1.3 Utilisation de Clemtais cirrhosa L. le niveau d’étude

Dans les deux régions étudiées la grande majorité (64%) des utilisateurs de Clematis
cirrhosa L. comme plante médicinale sont des analphabétes.

146



Chapitre VI Résultats et Discussion

® Analphabéte
= Non analphabéte

Figure VI1-3 : Pourcentage d’utilisation de Clematis
cirrhosa L. selon le niveau d’étude

VI-1.4 Utilisation de Clemtais cirrhosa L. selon le mode d’utilisation et la maladie traitée

D’aprés les résultats obtenues nous pouvons déduire que (42.52%) de la population de
deux régions utilise la Clematis cirrhosa L. en décoction pour le traitement des maladies
rhumatismales, 34.48% de la population de deux régions utilise la plante Clematis cirrhosa L.
fraiche pour le traitement du nerf sciatique, (19.54%) de la population de deux régions utilise la
Clematis cirrhosa L. en infusion comme un agent diurétique, alors que (3.44%) de la
population de deux régions utilise la Clematis cirrhosa L. en cataplasme pour le traitement des
bralures.

Décoction

! Infusion
(Rhum)atlsme (Diurétique)
19.549%
42.52% 9.54% Cataplasme

(Brulure)
3.44%

m Infusion (Diurétique)

m Cataplasme

(Brulure)
Plante fraiche Plante fraiche (Nerf
(Nerf sciatique)
ciatique) .
34.48% m Decoction

(Rhumatisme)

Figure VI-4 : Pourcentage d’utilisation de Clematis
cirrhosa L. selon le moded’utilisation et la maladie traitée
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VI-1.5 Utilisation de Clemtais cirrhosa L. selon la partie utilisée

D’apres les résultats obtenus (50.57%) utilisent les feuilles de la Clematis cirrhosa L.
pour se soigner alors que (45.97%) utilisent les fleurs de la Clematis cirrhosa L. pour se
soigner. Le pourcentage d’utilisation des racines pour se soigner est (3.44%). On peut conclure
que I'utilisation des feuilles et des fleurs pour se soigner par la population des deux régions est

a peu prés le méme.

Racine
3.44%

m Feuille
m Fleur
Racine

Figure VI-5 : Pourcentage d’utilisation de Clematis
cirrhosa L. selon partie utilisee

L’¢étude ethnobotanique menée aupres de la population des deux régions nous oriente a

travailler sur la partie aérienne entiére de la plante.
VI-2 Résultats de ’extraction

VI-2.1 Extraction de la matiére végétale par I’ultrason

Une pesée de 15 g de la poudre de la plante a été mise, dans deux solvants différents : le
méthanol (100%) et le méthanol/H.O v/v (70%), dans un bain a ultrason. La procedure de
I’extraction a été réalisée en trois étapes intervalles par un repos de 10 min. et la température
allant de 25°C jusqu’a 60°C, les extraits obtenus sont filtrés et évapores sous pression réduite et
a une température comprise entre 40 et 60°C, pour obtenir des extraits secs. Le protocole de

I’extraction par les deux solvants est représente par les Figures (V1-6) et (VI-7).

148



Chapitre VI

Résultats et Discussion

|

Matériel végétal 15 g }

Bain ultrason (25°C) pondant 10min
dans (MeOH 100%)

Extrait méthanolique (1) 1

Repos de 10 min

Extrait méthanolique (1)
apres le repos

Bain ultrason (40°C) pondant 10 min
dans (MeOH 100%)

Extrait méthanolique (2) }

Repos de 10 min

Extrait méthanolique (2)
apres le repos

Bain ultrason (60°C) pondant 10 min
dans (MeOH 100%)

Extrait méthanolique (3) }

Filtration et évaporation a sec

|

Extrait méthanolique sec }

Figure VI-6 : Protocole de ’extraction de la matiére végétale par le solvant : méthanol
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[ Matériel végétal 15 g }

Bain ultrason (25°C) pondant 10 min
dans (MeOH/H20 70%)

[ Extrait hydrométhanolique
1)

Repos de 10 min

Extrait hydrométhanolique
(1) apres le repos

Bain ultrason (40°C) pondant 10 min
dans (MeOH/H;0 70%)

[ Extrait hydrométhanolique
)

Repos de 10 min

Extrait hydrométhanolique
(2) apres le repos

Bain ultrason (60°C) pondant 10 min
dans (MeOH/H,0 70%)

[ Extrait hydrométhanolique
©)

Filtration et évaporation a sec

Extrait hydrométhanolique
sec

Figure V1.7 : Protocole de ’extraction de la matiére végétale par le solvant : méthanol/H20 v/v

(70%)
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VI-2.2 Extraction des huiles essentielles des parties aériennes

Une pese de 600g des parties aériennes de la plante Clematis cirrhosa L. a été mise dans
un hydrodistillateur & donner 97.4 mg d’huile essentielle de couleur jaune et d’odeur piquante

caracteristique Figure VI1-8 dont le rendement est 0.016%

Figure VI-8 : Huile essentielle de

Clematis cirrhosa L.
VI1-3 Screening phytochimique

VI1-3.1 Analyse qualitative par Chromatographique sur couche mince (CCM)

Le screening phytochimique est une analyse qualitative, qui nous permet de mettre en
évidence les différentes classes de métabolites secondaires, que contiennent les extraits
préparés a partir de la partie aérienne de Clematis cirrhosa L. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des tests chromatographiques qui donnent aprés révélation des
couleurs  spécifiques pour chaque groupe de métabolite secondaire. Les résultats sont

récapitulés dans le Thleau VI-3.

Tableau V1.3 : Screening phytochimique de la partie aérienne de la plante Clematis cirrhosaL.

Groupe chimique Alcaloides Tannins Flavonoides Terpenes  Phénols Saponines
et stérols  totaux

Partie aérienne - + + + + -
de plante

- : non détecté, + : présence
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Les résultats du criblage phytochimique montrent une forte présence des phénols totaux,
des tanins, des flavonoides, des terpénes et stérols et notons I’absence totale des alcaloides.
Ce qui est en accords avec les précedentes études phytochimiques effectuées sur les especes du
genre Clematis [2-5], ou le criblage phytochimique préliminaire des extraits en gradient de
feuilles de Clematis longicauda et Clematis burgensis a révélé la présence de saponines et de

flavonoides et I’absence des alcaloides.
VI-3.2 Résultats d’analyses quantitatives des composés phénoliques

VI1-3.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, des deux extraits de la plante étudié, a été évalué par
la méthode Folin-Ciocalteu. Les teneurs en polyphénols totaux ont été calculées a partir de
I’équation de régression de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure VI1-9), et les
valeurs sont exprimées en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec
(mg EAG/g ES).

0.450
»y= 0.0044x - 0.0243

0.400 / R2 = 0.9995
0.350

g 0300 //

S 0.250

§ 0.200 / & Seriesl
—— Linear (Seriesl
< 0.150 ( )
0.100 /
0.050

O-OOO T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration (ug/ml)

Figure VI-9 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les concentrations des polyphénols totaux des extraits étudiés sont rapportées dans le
Tableau VI-4.

V1-3.2.2 Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode au trichlorure

d'aluminium (AICIz) L’addition du trichlorure d'aluminium aux extraits conduit a la formation
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d’un complexe jaune verdatre, I’intensité de cette coloration est en fonction de la concentration
des flavonoides contenues dans les extraits. La quantité de flavonoides est déterminée a l'aide

de I'équation de régression (Figure VI1-10), et les valeurs sont indiquées en microgramme

d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait sec (Lug EQ/g ES).

0.450
p Y= 0.0044x - 0.0243
0.400 / R2 =0.9995
0.350 /
0.300
3 e
& 0.250
E e
2 0.200 & Seriesl
< / —— Linear (Series1)
0.150 /
0.100 /
0.050
7
0.000 T T T T T 1
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Concentration (ug/ml)

Figure VI-10 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

Le tableau VI-4 regroupe les résultats des teneurs en poly phénols totaux et flavonoides

totaux des deux extraits de Clematis cirrhosa L.

Tableau VI-4 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides des deux extraits de Clematis

cirrhosa L.

Extrait PT (mg EAG/g ES) FT (ug EQ/g ES)
Clematis Cirrhosa L. MeOH (100%0) 84.05 +0.80 114.60 £ 2.42
Clematis Cirrhosa L. MeOH/H,0 (70%) 76.20 +1.61 49.67 +£1.44

PT: Polyphénols totaux, FT: Flavonoides totaux, EAG: Equivalent acide gallique

EQ: Equivalent quercétine, ES: Extrait sec

Les résultats révelent que, les deux extraits sont riches en composés phénoliques ou
I'extrait méthanolique donne une teneur élevée de (84.05 + 0.80 mg EAG/g ES) en comparaison

avec I’extrait hydrométhanolique (76.20 £ 1.61 mg EAG/g ES).
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D’aprés ces résultats, on peut constater que le méthanol est le solvant organique
approprié pour extraire les polyphénols des parties aérienne de la plante Clematis cirrhosa L.
ce qui est en bon conformité avec les études apportées par Mostafa et al. [6]; la teneur en
polyphénols totaux de I’espéce Clematis brachiata est de : (135,11 mg/g, 178 mg/g et 64,88
mg/g d'équivalents d'acide gallique par gramme de matic¢re seéche pour I’extrait de I'acétone,
I’extrait méthanolique et l'extrait aqueux respectivement. La teneur en polyphénols totaux la
plus élevée a été enregistrée pour l'extrait methanolique tandis que la teneur la plus faible a été

trouvée pour l'extrait aqueux.

Les extraits bruts des plantes contiennent des mélanges complexes de certaines classes de
phénols, qui sont sélectivement solubles dans les différents solvants. En ce sens, la polarité du
solvant utilisé joue un role clé dans l'augmentation de la solubilité des polyphénols et par
conséquent dans la concentration des polyphénols [7].

L’extraction des poly phénols a partir du matériel végétal est aussi influencée par la durée
de I’extraction, le ratio du solvant a 1I’échantillon, la taille des particules de 1’échantillon et les
conditions de préparation de I’échantillon. Par conséquent, il est trés difficile de développer un
procédé d’extraction approprié pour I’extraction de tous les composés phénoliques de la plante
[8, 9].

Les résultats obtenues montrent que, nos deux extraits contiennent des teneurs variables
en flavonoides, aussi nous avons noté que la teneur la plus elevée des flavonoides est obtenue
avec I’extrait méthanolique (114.60 * 2.42 ug EQ/g ES). Ces résultats sont en conformité avec
ceux obtenus par Morankar et al. [10], qui ont mis en évidence l'efficacité du méthanol dans
I'extraction des flavonoides de la plante Clematis heyneir par rapport a l'acétate d'éthyle, le
chloroforme et I'eau, les flavonoides totaux de 1’extraits méthanolique et I’extrait aqueux ont
montré les valeurs de teneur de 1.371 mg EQ/100 mg, 0.723 mg EQ/100 mg respectivement,
alors que l'extrait de I’acétate d'éthyle et I’extrait de chloroforme n’ont pas de flavonoides

totaux.
VI1-4 Analyses chromatographiques

VI-4.1 ldentification de la composition phénolique par chromatographie liquide a haute

performance couplée a un détecteur a barrette de diodes (HPLC/DAD)

L’analyse qualitative et quantitative des composés phénoliques contenus dans les extraits

de Clematis cirrhosa L. a été réalisée par la chromatographie liquide haute performance
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couplée a un détecteur a barrette de diode (HPLC/DAD). Cette analyse a permis d’identifier
des polyphénols représentant des teneurs différentes et qui correspondent pour la plupart aux
standards injectés. En effet 15 standards phénoliques sont préparés avec quatre concentrations
différentes. Toutes les courbes d'étalonnage sont linéaires avec un facteur de régression r?>
0,8867. L'identification des composés phénoliques présents dans les extraits est obtenue en
comparant leurs spectres ultraviolets et leurs temps de rétentions (Tableau VI-5) avec ceux des

composés correspondants.

Tableau VI-5 : Temps de rétention et structure chimique des standards phénoliques utilisés

Standards Temps de rétention (min) Structure chimique

Acide gallique 5.400

HO OH
OH

Catéchine 12.430
Acide Chlorogenique 15.745
Acide Caféique 18.336
Hydrof(\tc):aiezo'rque 18.917
Epicatéchine 19.165

Acide Syringique 21.250
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AN COOH
Acide Coumarique 26.385 /O/V
HO
) H,CO COOH
- N
Acide Trans 31.265 D/V
Férulique HO
H;CO N\ -CO0H
Acide Sinapique 33.416 HOD/V

OCH,

O, OH
Acide Benzoique 38.571 S/j

HO g(:\) He
Hespéridine 54.719 ngoﬁm o @:\j
HO.
o
P O,
Acide Rosmarinique 59.326 HOD\/\&/ o

OH

AN COOH
Acide Cinnamique 68.506 O/\/
Quercétine 71.045 Ho O
OH

Les concentrations en composés phénoliques des extraits étudiés ont été calculées a partir
des courbes d'étalonnage regroupées dans I’Annexe 2, et exprimées en pg/g d'extrait sec; les

résultats sont résumés dans le Tableau V1-6.
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Tableau VI-6 : Profil, temps de rétention et concentration des composés phénoliques des

extraits de Clematis cirrhosa L.

Composition phénolique

Concentration (ug/g ES)

N° Extrait méthanolique Extrait Hydrométhanolique
(100%) (70%)
(1)  Acide gallique 27.87 53.15
(2)  Catéchine 991.78 1194.77
(3)  Acide Chlorogénique 556.39 23.86
(4)  Acide Caféique 223.34 276.90
(5)  Acide Hydroxybenzoique 1370.05 1348.06
(6) Epicatéchine 164.71 243.88
(7)  Acide Syringique 23.53 43.30
/ Acide Coumarique nd nd
(8)  Acide Trans-Férulique 20.77 nd
/ Acide Sinapique nd nd
(9)  Acide Benzoique 8867.73 8471.75
/ Hespéridine nd nd
/ Acide Rosmarinique nd nd
(10) Acide Cinnamique 12.56 nd
/ Quercétine nd nd

nd : non détecté

Selon les résultats obtenus, on s'apercoit que les deux extraits de Clematis cirrhosa L. ont

la méme composition phénolique, a I’exception de (8) acide trans-férulique et (10) acide
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cinnamique qui ne sont détectés que dans l'extrait méthanolique, nous notons aussi une

différence dans la teneur des composés détectes.

L’analyse de I’extrait méthanolique par HPLC/DAD a permis de mettre en évidence 10
composés phénoliques. Les principaux composeés sont; (9) acide benzoique (8867.73 pg/g ES),
(5) acide hydroxybenzoique (1370.05 ug/g ES), (2) catéchine (991.78 pg/g ES), (3) acide
chlorogénique (556.39 ug/g ES) et (4) acide caféique (223.34 pg/g ES), tandis que (6)
épicatéchine, (1) acide gallique, (7) acide syringique, (8) acide trans-férulique et (10) acide
cinnamique sont présents a faibles concentrations. Nous avons enregistré l'absence des
composés suivants dans cet extrait, I’acide coumarique, ’acide sinapique, I’hespéridine, ’acide

rosmarinique et la quercétine (Tableau V1-6).

Dans I’extrait hydrométhanolique, Nous avons enregistré la présence de 8 composés
phénoliques ou les composées majoritaires sont (9) acide benzoique (8471.75ug/g ES), (5)
acide hydroxybenzoique (1370.05 pg/g ES), (2) catéchine (1194.77 pg/g ES), (4) acide
caféique (276.90 pg/g ES) et (6) épicatéchine (243.88 ug/g ES). Tandis que (1) acide gallique,
(7) acide synergique et (3) acide chlorogénique sont présents a faible concentrations (Tableau
VI1-6).

De plus, on constate que les concentrations élevées en (2) catéchine, (4) acide caféique,
(6) épicatéchine, (7) acide syringique et (1) acide galliqgue sont obtenues a partir I’extrait
hydrométhanolique, et les concentrations élevées en (9) acide benzoique, (5) acide

hydroxybenzoique, acide (3) chlorogénique sont obtenues a partir I’extrait méthanolique.

En conséquence la quantité ainsi que la qualité des polyphénols des extraits dépendent de
la polarité du solvant d'extraction utilise, ces résultats sont confirmes par ceux obtenus par
Karimi et al.[11], dans lesquels l'acide gallique a été obtenu a une quantité élevée dans la
fraction d’hexane de Clematis orientalis (367 pg/g de matiere séche ) ainsi que dans la fraction
acetate d'éthyle (373 pg/g de matiére seche ); et en faible quantité dans les extraits de
chloroforme (144 et 225 pg/g matiére séche) respectivement. Alors que I'acide gallique n'a pas

été détecté dans I'extrait de butanol de cette espéce.

VI-4.2 ldentification des constituants des huiles essentielles par chromatographie en

phase gazeuse couplée a un spectrophotometre de masse (GC/MS)

L’analyse de l'huile essentielle par GC et GC/MS nous a aboutis a identifier 12
composeés : (11) octanol, (12) nonanol, (13) hexahydrofarnesyl acétone, (14) thymol, (15) ester
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méthylique d’acide hexadecanoique (ester méthylique d’acide palmitique), (16) ester éthylique
d’acide hexadecanoique (ester éthylique d’acide palmitique), (17) juniper camphor, (18)
myristicine, (19) ester éthylique d’acide 9,12-octadecadienoique (ester éthylique d’acide
linoléique), (20) ester éthylique d’acide 9,12,15-octadecatrienoique (ester éthylique d’acide
linolénique), (21) phytol et (22) acide n-hexadecanoique (acide palmitique) représentant 96.2%
de cette essence.

Le Tableau VI-7 regroupe les composés identifiés, leurs structures chimiques, leurs
indices de rétention (ir), et leurs abondances relatives en (%).

Tableau VI-7 : Analyse quantitative et qualitative de I’huile essentielle de Clematis cirrhosa
L.

N° Constituants Structure chimique ir (%)
(11) Octanol NN o 1556 26
(12) Nonanol P e U UaUa U 1658 0.5

(o)
(13) Hexahydrofarnesyl acétone )\/\)M}\ 2134 8.1

(14) Thymol 2196 2.7
OH

Ester méthylique d’acide

hexadecanoique (Ester o

= W 2eez 09
19 méthylique d’acide o

palmitique)

Ester éthylique d’acide

hexadecanoique (Ester 0
(16) que ( \/MAWV 2056 1.4

éthylique d’acide 0

palmitique)

17) Juniper Camphor 2260 14.5

OH
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0 Z
Myristicine <
(18) 0 2291 1.8

Ester éthylique d’acide
9,12-octadecadiénoiqge W
(19) NS o 2534 25
(Ester méthylique d’acide
linoléique)

Ester éthylique d’acide

9,12,15-octadecatrienoique
(20) 7 NN o 2605 2.1

(Ester éthylique d’acide

linolénique)
(21) Phytol HOA)\/MV\)\ 2618 30.1
Acide n-hexadecanoique o
(22) i iti /\/\/\/\/\/\/\)L 2912 29.0
(Acide palmitique) OH
Total 96.2

“ Indice de Kovat: (calculé sur la base des n-alcanes)

La composition chimique de notre huile essentielle extraite de la plante de Clematis
cirrhosa L. est caractérisée par la présence de trois composeés majoritaires : (21) phytol 30.1%,
(22) acide palmitique 29%, (17) juniper camphor 14.5%), qui représentent 73.6% de la

composition chimique de cette essence.

Le composé (13) hexahydrofarnesyl acétone a également été déterminé, comme
constituant de I'huile, en quantité appréciable (8.1%.). Les autres composés identifiées sont
présents en teneur faible comme, (14) thymol (2.7%), (11) octanol (2.6%), (19) ester
méthylique d’acide linoléique (2.5%), (20) ester éthylique d’acide linolénique (2.1%), (18)
myristicine (1.8%), (16) ester éthylique d’acide palmitique (1.4%), (15) ester méthylique
d’acide palmitique (0.9%) et (12) nonanol (0.5%).

Au vu de ces résultats, nous constatons que cette essence est constituée de (30.1%) de
diterpénes oxygenés ((21) phytol), (29%) d’acide ((22) acide palmitique ), (22.6%) de
sesquiterpénes oxygénés ((17) juniper camphor, (13) hexahydrofarnesyl acétone), (6.9%)

d’esters ((15) ester méthylique d’acide palmitique, (16) ester éthylique d’acide palmitique, (19)
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ester méthylique d’acide linoléique, (20) ester éthylique d’acide linolénique), (3.1%) d’alcools
((11) octanol, (12) nonanol) suivi par (2.7%) de monoterpenes oxygénés ((14) thymol), et
enfin (1.8%) de phénylpropénes ((18) myristicine) (Figure VI-11).

) ) Esters
Phénylpropénes 6.9%

1.8%

Alcools
Monoterpénes 3-1%
OXYygeneés
2.7%

Figure VI-11 : Distribution des composants de 1’huile essentielle

de Clematis cirrhosa L.

L’étude antéricure menée par Tao et al. a identifié¢ la composition chimique de 1’huile
essentielle de 1’espéce Clematis obscura, et I’analyse GC/SM a mis en évidence la présence de
37 composés, parmi eux les principaux composes sont: l'acide hexadécanoique (I’acide
palmitique), l'ester méthylique d'acide 11,14,17-eicosatriénoique, l'acide tétradécanoique et

I'ester méthylique hexadécanoique (I’ester méthylige d’acide palmitique) [12].

Une étude effectuee sur T'huile essentielle de ’espéce Clematis hexapetala, a démontré
que les principaux composants sont lacide palmitique et le 3-hydroxy-4-méthoxyl
benzaldéhyde [13].

La composition chimique de I’huile essentielle de Clematis apiifolia DC. est dominée par

’acide palmitique, ’acide octadecanoique, phytol [14].

Zeng et al. ont realisés une analyse comparative des composants volatils des especes du genre
Clematis poussant en Chine (C. serratifolia Rehder, C. brevicaudata, C. fusca, C. hexapetala
Pall. et C. Chinensis Osbeck) ; les résultats ont bien montré que les aliphatiques étaient le
principal groupe des constituants dans les cing échantillons d'especes de Clematis allant de 64.9
a 88.4%, qui étaient caractérises par leurs teneurs élevée en acide n-hexadécanoique (acide

palmitique) et (Z,2)-9,12-acide octadécadiénoique, la quantité du premier variait de 26.3 a

161




Chapitre VI Résultats et Discussion

39.5% et la seconde de 34.6 a 55.1%. La presence des monoterpénes étaient relativement
faible, dont la quantité totale variaient de 0.3 a 6.0%, et ils représentaient 0.3 & 5.7% des

monoterpénes oxygenés [15].

A notre connaissance I’extrait volatil de Clematis cirrhosa L. n'a fait lI'objet d'aucune
étude chimique prealable. Selon la littérature, les huiles essentielles des espéces du genre
Clematis possedent une grande variabilité en composition chimique.

Nos résultats s'accordent avec ceux décrits dans les travaux précédemment cités ci-
dessus ; selon lesquels les espéces du genre Clematis renfermeraient en majorité 1’acide
palmitigue comme un composant prédominant a 1’exception du phytol qui a été trouvé en

abondance (30.1%) dans I’huile essentielle de Clematis cirrhosa L.

La différence de composition dans de nombreux travaux est due probablement a diverses
conditions notamment I’environnement, I’origine géographique, la période de récolte, le lieu de

séchage, la température et la durée de séchage et la méthode d’extraction
VI-5 Activités biologiques

L’¢étude des activités biologiques des substances bioactives des plantes médicinales se
trouve a la base des médecines dites alternatives, de nombreux procédés utilisés dans la
conservation des produits alimentaires crus ou cuits, de substances actives exploitées dans les
produits pharmaceutiques. La présente ¢étude, s’intéresse particuliérement a I’activité

antioxydante et I’activité inhibitrice d’enzymes de Clematis cirrhosa L.

VI-5.1 Activité antioxydante

L’activité et le mécanisme d’activité des composés antioxydants présents dans les extraits
végetaux sont influencés par de nombreux facteurs ; précisément par la composition et les
conditions du systeme d'essai. De nombreux auteurs ont souligné la nécessité de réaliser plus
d'un type de mesure de lactivité antioxydante pour prendre en compte les différents
mécanismes d'action antioxydante [16]. Par conséquent, divers tests sont effectués pour
déterminer la capacité antioxydante in vitro des extraits et de I’huile essentielle de la plante

Clematis cirrhosa L.
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VI-5.1.1 Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale d’extrait méthanolique, hydrométhanolique 70%, et de
I’huile essentielle est évaluée par la méthode de phosphomolybdéne. Cette méthode est adoptée
par un grand groupe de chercheurs, pour I'évaluation de la capacité antioxydante et est
considérée comme l'une des méthodes les plus authentiques utilisées pour le TAC [17]. De plus
c’est la méthode la plus simple et la moins codteuse, qui permet dévaluer a la fois les
antioxydants hydro et liposolubles. Dans ce test et a pH acide, le molybdéne Mo(VI) a été
réduit par les antioxydants des extraits, pour donner un complexe vert de phosphate Mo(V)
[18].

La capacité antioxydante de nos échantillons a été déterminee sur la base des valeurs
d'absorbance des solutions en utilisant 1’équation de régression de la courbe d’étalonnage
d’acide ascorbique obtenue a différentes concentrations (50, 100, 200, 300, 400 et 500ug/ml)
(Figure VI-12).
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Figure VI-12 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique en utilisant
le test TAC.

Les valeurs de la capacité antioxydante sont exprimées en mg équivalents acide

ascorbique par g d’extrait sec et les résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau VI-12.

Ces résultats indiquent que la plante étudiée a une bonne capacité antioxydante totale;

dont les valeurs varient entre 138.64 + 1.29 mg EAA/g ES pour l'extrait méthanolique, 75.00 +
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2,57 mg EAA/g ES pour l'extrait hydrométhanolique et 291.36 + 1.82 mg EAA/Q pour I’huile
essentielle.

Il s'apercoit clairement que I'huile essentielle a I’activité la plus élevée, tandis que I'extrait
méthanolique a un effet TAC plus élevé par rapport a I'extrait hydrométhanolique. Nos résultats
different de ceux décrits par Saidi et al. [19], selon lesquels I'extrait des feuilles méthanol/eau
de I’espéce tunisienne Clematis flammula donne une meilleure capacité antioxydante totale
avec une valeur de 642 mg d'a-tocophérol/g d'extrait et I’extraits méthanolique ainsi que
I’extrait d'acétate d'éthyle révelent une activité antioxydante totale comprise entre 175 mg d'a-
tocophérol/g d'extrait de fleur et 239 mg d'a-tocophérol/g d'extrait des feuilles.

Plusieurs études attestent que, le pouvoir antioxydant des plantes médicinales est attribué
a leur contenu a la fois en polyphénols et flavonoides [20-23]. Par conséquent, I'effet TAC
élevé de l'extrait méthanolique de Clematis. cirrhosa L. par rapport a celui de l'extrait
hydrométhanolique est évidemment di a la quantité élevée de composés phénoliques et
flavonoides totaux détectée dans ce dernier. Alors que P’activité des huiles essentielles est
souvent attribuée a I’activité de ses composés majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs.

Toutefois, les composes minoritaires pourraient agir de maniere synergique [24].

Tableau VI-8 : Activité antioxydante des deux extraits et d’huile essenticlle de Clematis.

cirrhosa L.
Echantillons TAC FRAP ABTS DPPH

(mg EAA/gES) (mg ET/gES) (ug ET/mg ES)  1Cs (ug/ml)
Extrait MeOH (100%) 138.64+1.29 212.4242.63 236.26+0.56 1.98+0.08
Extrait MeOH/H,O (70%)  75.00+2.57 205.15+3.22 237.80+0.24 2.32+0.29
Huile essentielle 291.36%1.82 119.71+2.24 128.91+0.40 5.104£0.14mg/ml

EAA: Equivalent d’acide ascorbique.
ET: Equivalent de Trolox.
ES : Extrait sec.

VI-5.1.2 Le pouvoir réducteur du fer (Test FRAP)

Dans ce test, les antioxydants vont réduire le complexe d’ion ferrique (Fe (III))-TPTZ en
complexe d’ion ferreux (Fe (II))-TPTZ, ce complexe a une couleur bleue concentrée et peut

étre controlé a 593 nm [25]. Par conséquent, la capacité des extraits et de I’huile essentielle de
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Clematis. Cirrhosa L., a réduire I'ion ferrique, est déterminée par la mesure de l'absorbance et
les valeurs sont calculées a partir de la courbe d’étalonnage de Trolox obtenue a différentes

concentrations (25, 50, 150, 200 pg/ml), les résultats sont représentés par le Tableau VI-8.
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Figure VI-13 : Courbe de Trolox de I’acide ascorbique en utilisant
le test FRAP.

Les résultats ont révélé que les échantillons exhibent un bon pouvoir réducteur de fer
avec 212.42 £ 2.63 mg ET/g ES pour I’extrait méthanolique, 205.15 = 3.22 mg ET/g ES pour
hydrométhanolique et 119.71 £ 2. 24 mg ET/g ES

Par conséquent, l'activité observée dénote la présence de composés réducteurs dans les
extraits, a savoir les donneurs d'’hydrogene et les donneurs d'électrons [26], donc la différence
d'activité est inévitablement due a la différence en composition chimique. La composition
chimique de I’extrait méthanolique supporte sa capacité élevée a réduire 1’ion ferrique, ceci lié

principalement a sa teneur élevée en PPT et en FT.

Les études de corrélation entre les polyphénols totaux et le FRAP et I'antioxydant total
ont également été menées par Qureshi et al. [27] sur les extraits de Clematis connata, ont révélé
qu'il existait une forte corrélation entre les composés phénoliques et I’antioxydante des extraits,

I'extrait qui contient plus de composés phénoliques a montré une bonne d'activité antioxydante.

Karimi et al. [11] ont testé I’activité antioxydante par la méthode FRAP de différentes
fractions de parties aériennes de Clematis orientalis et Clematis ispahanica la fraction d'acétate

d'éthyle de Clematis orientalis a montré I'activité antioxydante la plus élevée avec une valeur
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de 64.13% suivie des fractions butanol (58.5%), chloroforme (56.62), hexane (54.21) et eau
(50.36). Cependant, le potentiel réducteur des extraits de Clematis ispahanica a une
concentration de 300 pg/ml s'est avéré étre dans l'ordre croissant: chloroforme > hexane>
acétate d'éthyle> butanol> eau, avec des valeurs respectives de 62.5, 59.13, 55.66, 50.11 et
45.36%.

Les resultats sont bien corrélés avec la quantité de constituants phénoliques et
flavonoides qui sont présents dans les extraits respectifs comme suit le chloroforme 11.37 mg
EAG/g et 5,6 mg rutine/g MS suivi par la fraction hexane (9.04 et 4.67 mg/g)> fraction
d'acétate d'éthyle (4.78 et 1.53 mg/g)> fraction de butanol (2.71 et 1.05 mg/g)> fraction d'eau
(1.32 et 0.87 mg/g). Ces résultats sont en bon accord avec ceux trouvés par I’étude de Rana et
al. [28], sur Clematis gouriana dans lesquels I’activité réductrice du fer de trois extraits (hydro-
acetonique, hydrométhanolique, hydroéthanolique) ont été evaluées, dont les valeurs variaient
de 16.87 + 0.27 a 24.48 + 0.13 mg de Trolox/g MS. La valeur TEAC maximale a été trouvée
dans l'extrait hydro-acetonique qui a la plus forte concentration en polyphénols et en

flavonoides comparant aux autres extraits.

Plusieurs études ont montré que les propriétés réductrices des polyphénols et leur
capacité a former des complexes stables avec les métaux de transition, en particulier le fer et le
cuivre, peuvent moduler divers processus d'importance biologique impliquant I'état redox de
I'ion métallique. Les interactions des ions cuivre et fer avec les polyphénols, et plus
particulierement avec les flavonoides, sont souvent proposées comme l'un des mécanismes
d'action antioxydante de ces produits naturels [29-32]. Considérant que l'action antioxydante
des composes phénoliques résulte du piégeage des radicaux libres par le don d'un atome
d'’hydrogéne aux radicaux, les activités antioxydantes de ces composés dépendent grandement

du nombre et de la position des groupes hydroxyles dans le cycle aromatique [33].

En ce qui concerne l'activité d’huile essenticlle de Clematis cirrhosa L., d’apres le
tableau VI-8 I’huile essentielle a une capacité réductrice de fer appréciable (119.71 + 2,24 mg
ET/g ES) ces résultats indiquent que certains composes d'huile essentielle de Clematis cirrhosa
L. sont des donneurs d'électrons et pourraient réagir avec les radicaux libres pour les convertir
en produits plus stables et pour mettre fin aux réactions radicalaires en chaine. Comme nous
I'avons mentionné précédemment que ’activité antioxydante des huiles essentielle est liée a
leurs compositions chimiques telles que les composés majoritaires. Pourtant ce n’est pas
uniquement ces dernieres qui sont responsables de cette activité, mais il peut y avoir aussi

d’autres composés minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste
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pour créer un systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres [24], méme pour ceux présents a de

faibles quantités [34].

Les terpénes oxygénés sont considérés comme plus biologiquement actifs que les non
oxygénés [35]. Dans la présente étude, la majorité des composés sont des terpénes oxygénés

(55.3%), ce qui pourrait expliquer l'activité antioxydante de notre huile essentielle.
VI-5.1.3 Capacité de réduction du cuivre (Test CUPRAC)

La néocuproine de cuivre Cu(ll) est utilisée comme réactif dans ce test. Lorsque
I'antioxydant réduit la néocuproine de cuivre Cu(ll) en néocuproine de cuivre Cu(l), un
complexe jaune orangé est formé qui donne une absorption maximale a 450 nm, la
concentration de ce complexe est proportionnelle a la capacité de I’antioxydant, présent dans
l'extrait qui transférer les électrons vers le cuivre (Cu*?) [36]. La Figure VI-14. montre les
résultats de I’activité CUPRAC du Clematis cirrhosa L.
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Figure V-14 : Courbes représentant I’activité antioxydante des extraits et
de I’huile essentielle de Clematis cirrhosa L., BHA et BHT en utilisant le
test CUPRAC.
D’aprés le graphe ci-dessus, il est évident qu'avec l'augmentation de la concentration des
échantillons il y a une augmentation de l'absorbance, et par conséquent une augmentation de la
capacité réductrice de cuivre, I’examen de ces résultats, montre aussi que les deux extraits de

Clematis cirrhosa L. possédent une capacité de réduction de cuivre significative; dont le
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pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique est l1égerement supérieur au pouvoir réducteur de
I'extrait hydrométhanolique. Il ressort clairement de l'analyse des résultats qu'il existe une
corrélation significative entre le test FRAP et le test CUPRAC, ce qui est en bonne conformité
avec les résultats trouvés par [37]. Alors que I’huile essentielle a montré un faible pouvoir
réducteur cuivrique.

Malgre l'activité réductrice enregistrée par les extraits et I’HE de Clematis cirrhosa L.,

elle reste loin d'étre comparée a celles de BHA et BHT.
VI-5.1.4 Capacité de piégeage des radicaux libres ABTS™

Dans ce test I'ABTS est oxydé, en cation radicalaire coloré ABTS™", par une solution de
persulfate de potassium, puis mélangé avec les extraits a tester. En présence d’antioxydant ou
donneur de H°, le radical libre se réduit en ABTS", ce qui entraine la décoloration de la solution

et la diminution de I’absorbance a 734 nm [37].

Les valeurs enregistrées par les deux extraits et 1’huile essentielle ont été comparées avec
I’équation linéaire du standard Trolox (25-200 pg/ml) et interprétées en terme Trolox

équivalant (mg/g ES). Les résultats obtenus sont représentées par Tableau VI-8.
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Figure VI-15 : Courbe de Trolox utilisé en test ABTS.
Les résultats ont révélé que les échantillons exhibent une bonne activité antiradicalaire
avec 236.26 + 0.56 pg ET/mg ES pour I’extrait méthanolique, 237.80 + 0.24 pug ET/mg ES
pour hydrométhanolique et 128.91 + 0.40 pg ET/mg ES pour I’huile essentielle.
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Mostafa et al. [6] ont étudié I’activité antioxydante de trois extraits de I’espéce Clematis
brachiata les valeurs d’Clsg étaient de130 pg/ml, 60 pg/ml et 170 pg/ml respectivement pour
I'extrait a I’acétone, I’extrait méthanolique et l'extrait aqueux. L’extrait méthanolique a montré
l'activité de piégeage d’ABTS la plus élevée a 60 pg/ml, une activité similaire a celle du
composé de référence, le butyl hydroxytoluene (BHT).

Dans 1I’étude apportée par Rana et al. [28] sur les feuilles de la plante Clematis gouriana,
I'extrait hydroacétonique qui posséde une teneur €levé en polyphénols totaux et en flavonoides
totaux dévoile une activité antiradicalaire plus élevee avec une valeur Clso de 25.35 mg/ml dans
I’ABTS.

Athmouni et al. [38] ont rapporté que, ’extrait méthanolique de 1’espéce Tunisienne
Clematis flammula a donné une activité antioxydante élevé en test ABTS avec une valeur de
13.84 + 2.14 mg ET/g MS. D’apres cette étude, I’activité antiradicalaire de cet extrait est

attribuée a sa teneur en phénols.

L’activité antiradicalaire d’huile essenticlle de Clematis cirrhosa L. par le test ABTS est
estimée de 128.91 + 0.40 pg ET/mg ES, cette valeur est inférieure a celles obtenues par
I’extrait méthanolique et I’extrait hydrométhanolique des parties aériennes de Clematis
cirrhosa L. Néanmoins, elle reste appréciable et la composition d’huile essenticlle, est
caractérisée par I’abondance des sesquiterpénes oxygénés possedant dans leurs structure des
groupes hydroxyle libres (Juniper camphor 14.5%), qui ont été documentés du fait de leurs role
important dans l'augmentation des capacités antioxydantes en raison du don élevé d'atomes
d'’hydrogeéne [39-41].

Par ailleurs, 1l a été démontré dans la littérature que, l'activité d'une huile essentielle
résulte d'une interaction complexe entre ses différents constituants, susceptible de produire des
effets synergiques ou antagonistes, méme pour ceux présents a de faibles concentrations [34],
dans le méme contexte, on peut également lier l'activité antioxydante de notre huile essentielle
a la présence de composents minoritaires, qui ont éte averés efficaces dans Ilactivité

antioxydante, par exemple le phytol et thymol [42, 43].
VI-5.1.5 Capacité de piégeage des radicaux libres DPPH*

Le test DPPH est principalement la méthode spectrophotométrique, la plus simple et la
plus utilisée pour le détermination de la capacité des extraits des plantes a piéger les radicaux

libres de DPPH. Dans ce test la diminution de I'absorbance & 517nm est due a la réduction des
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radicaux libres DPPH’, par les antioxydants présents dans les extraits de plantes, qui agissent
comme donneurs d'hydrogene [44].

Dans ce travail la capacité de piégeage des radicaux libres DPPH" est évaluée par la
détermination de la valeur de la concentration inhibitrice maximale (Clso) de l'extrait alors que,
une Clsq faible fait référence a une capacité antioxydante élevée. Les résultats de la capacité de
piegeage des radicaux libres DPPH’, des extraits et de I’huile essentielle de Clematis cirrhosa

L. sont présentés dans le Tableau VI-8.

Comme le montre le Tableau VI-8, les deux extraits de Clematis cirrhosa L. ont une
capacité de piégeage des radicaux libres DPPH" significative, I'extrait du méthanolique a une
capacité antioxydante plus élevée que I'extrait hydrométhanolique (70/30) avec une Clsp (198 +
0.08 pg/ml). Alors que la valeur d’Clso obtenue par 1’huile essentielle est 5.10 + 0.14 mg/ml ;
cette valeur élevée révele une capacité de piégeage des radicaux libres DPPH" tres faible.

Il est évident d'aprés nos résultats, que l'activité antioxydante des extraits de Clematis
cirrhosa L. est due a leurs quantités élevées en polyphénols et en flavonoides; cela a été
confirmé par les résultats obtenus par Karimi et al. sur les especes Clematis orientalis et

Clematis ispahanica [11].

Des résultats semblables aux nétres ont €té rapportés dans 1I’étude de Mostafa et al. [6]
qui trouvent que Les valeurs de la Clsp se sont révélées étre respectivement de 300.04 pg/ml,
180.45 pg/ml et 480.25 pg/ml pour l'extrait a ’acétone, methanolique et aqueux de la plante
Clematis brachiata Thunb., parmi ces extraits, I’extrait méthanolique a montré l'activité de

piégeage la plus élevee.

Alors que d’autres recherches, réalisées par Kirby et al., Atmani et al. [45, 46] sur les
especes du genre Clematis, ont proclamé que Clematis armandii et Clematis flammula avaient
des valeurs de Clso relativement élevées, ce qui implique une activité de piégeage modéree

contre les radicaux DPPH".

Les résultats ont montré que I'huile essentielle de Clematis cirrhosa L. a présenté une
activité de piégeage des radicaux DPPH' tres faible, cela est d{, selon notre estimation, a leur

faible teneur en composés phénoliques.

Nos résultats different de ceux décrits dans la littérature par Mushtaq et al. [47], selon
lesquels les huiles essentielles des feuilles et des tiges de Clematis graveolens montrent une
bonne activité antiradicalaire avec une valeur de Clso de 31.93 £ 0.01 pg/ml pour les tiges, et

une Clso de 15.83 £ 0.2 pg/ml pour les feuilles.
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VI-5.2 Activités inhibitrice d’enzymes

L'inhibition des enzymes est considérée comme une stratégie thérapeutique clé, pour la
gestion des problémes de santé mondiaux. Cette stratégie pourrait étre valable pour le
traitement de plusieurs maladies, en particulier avec I'utilisation de produits dérivés naturels,
ces derniers sont suggérés a fin d'éviter, les effets secondaires et indésirables des inhibiteurs
synthétiques. Dans ce scénario, des maladies telles que la maladie d'Alzheimer, le diabéte et
l'obésité sont devenues des problémes de santé mondiaux avec une prévalence mondiale [48,
49]. Dans le présent travail, les activités inhibitrices, des extraits méthanolique et
hydrométhanolique (70%) de la plante Clematis cirrhosa L., du cholinestérase (AChE et
BChE), I’a-amylase, 1’a-glucosidase et la tyrosinase ont été etudiées.

VI-5.2.1 Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme clé; qui assure une hydrolyse rapide de
I'acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques centrales et periphériques; qui régule la

transmission des influx nerveux.

Les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase sont utilisés pour un traitement symptomatique
de plusieurs maladies neurologiques, la démence sénile, l'ataxie, la myasthénie grave, la
maladie de Parkinson Alzheimer. La galantamine, un alcaloide présent dans les especes de
Galanthus, est actuellement utilisée pour le traitement de la maladie d'Alzheimer de la légére a

modérée, par inhibition de I'enzyme cholinestérase [50].

Plusieurs plantes sont étudiées pour leurs activités inhibitrices de I'acétylcholinestérase
qui peuvent donc étre utilisées pour soigner les maladies neurodégénératives [51]. C'est
pourguoi nous avons envisage dans cette recherche d'étudier l'activité inhibitrice de I’enzyme

acetylcholinestérase de 1’extrait méthanolique et hydrométhanolique de Clematis cirrhosa L.

L’activité inhibitrice de ’enzyme acétylcholinestérase des deux extraits, de la plante
étudiéee est évaluée par une méthode calorimétrique utilisant la galantamine comme un contréle
positif (Figure VI-16). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition. Les résultats

du test sont présentés dans le Tableau VI-9.
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Figure VI1-16 : Résultats sur microplaque montrant
la coloration en test anticholinestérase.

Tableau VI-9 : Activités inhibitrice d’enzymes des deux extraits de la plante Clematis cirrhosa

L.
. Tyrosinase  a-Amylase o-Glucosidase
[0) [0)
Echantillons AchE (%) BchE (%) (%) (%) (%)
Extrait
MeOH (100%o) 69.03+1.13 47.67+1.86 82.34+0.39  36.63+2.17 14.03+0.91
(2 mg/ml)
Extrait MeOH/H,O
(70%) 78.38+36  34.22+1.25 86.56+0.59  24.70+0.83 40.93+4.50
(2 mg/ml)
Galatamine 97.07:0.28 66.96:0.54 nt nt nt
(5 pg/mi)
Acide Kojique nt nt 82.38+0.41 nt nt
(2 mg/ml)
Acarbose
(2 mg/ml) nt nt nt 73.81+1.55 11.14+2.38

AChE: acétylcholinestérase, BChE: butyrylcholinerstérase, nt: non testé.

L’analyse des résultats indique, que les deux extraits testés ont une bonne activité

inhibitrice de I’ACh, dont I'extrait hydrométhanolique possede une activité plus élevée que
I'extrait méthanolique avec (78.38 = 0.36%) et (69.03 £1.13%). Tandis que le galantamine

donne une activité inhibitrice d’acétylcholinestérase de (97.07 £ 0.28%) a une concentration de

5ug/mi.
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VI1-5.2.2 Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase

La butyrylcholinestérase (BChE) est une enzyme cholinestérase similaire a
I'acétylcholinestérase et fonctionne comme un régulateur de la neurotransmission cholinergique
en hydrolysant acétylcholine. Ainsi, lI'inhibition de la butyrylcholinestérase peut offrir un bon
effet sur les thérapies cholinergiques, en particulier les tentatives de caractérisation des
maladies d'Alzheimer [52].

L’activité inhibitrice de 1’enzyme butyrylcholinestérase des deux extraits, de la plante
étudiée est évaluée par une méthode calorimétrique utilisant la galantamine comme un contrdle
positif. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition. Les résultats du test sont

présentés dans le Tableau VI-9.

Les résultats de ce test ont montré que le taux d'inhibition de la BChE de I'extrait
méthanolique de la plante testéee (47.67 = 1.66%) était supéricur a celui de l'extrait
hydrométhanolique (34.22 + 1.25%). Comparer ces valeurs avec la valeur obtenue par le
contrble positif utilisé la galantamine (66.96 + 0.54%); il apercoit que les deux extraits de
Clematis cirrhosa L.ont une activité modérée contre BChE et I’extrait méthanolique est plus

actif que I’extrait hydrométhanolique.

Nos résultats sont en accordance avec plusieurs études, qui ont montré que l'activité
anticholinestérase est corrélée a la concentration de polyphénols et de flavonoide présents dans

les extraits des plantes [53-55].
VI1-5.2.3 Activité inhibitrice de I'a-glucosidase et I'a-amylase

L'a-glucosidase et 1'a-amylase sont des enzymes clés du systeme digestif qui hydrolysent

les carbohydrates en glucose absorbable.

Chez les patients diabétiques la dégradation de l'amidon alimentaire entraine une
hyperglycémie postprandiale. Par conséquent, l'inhibition de l'a-glucosidase ou de I'a-amylase
peut réduire et controler le pic de glycémie post prandiale, c’est une approche efficace pour
traiter le diabéte de type 2 [56, 57].

Actuellement, certains inhibiteurs de l'a-glucosidase et de l'a-amylase, par exemple
I'acarbose et le voglibose, sont fréguemment utilisés en clinique pour contrdler la glycémie,
retardant I'hydrolyse des glucides et supprimant [I'hyperglycémie postprandiale. Bien
qu'efficaces, des effets secondaires de ces inhibiteurs, tels que I'nypoglycémie, le cancer de la

vessie, la prise de poids, l'ostéoporose et les complications cardiovasculaires et diarrhée, sont
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également rapportés. Etant donné que les effets secondaires des médicaments commercialisés
existent, une approche prometteuse consiste a découvrir de nouveaux inhibiteurs plus efficaces

et plus sdrs a partir de produits naturels [56, 57].

Dans cette étude, I’extrait méthanolique et hydrométhanolique de Clematis cirrhosa L. ont été
testés pour une éventuelle activité inhibitrice des enzymes clés liées au diabéte utilisant
I’acarbose comme un contréle positif, les résultats des tests d’inhibition 1'a-glucosidase et I'a-

amylase sont exprimées en pourcentage d’inhibition est récapitulées dans le Tableau VI-9.

Figure VI-17 : Résultats sur microplaque montrant la

coloration en test d’inhibition d”'a-glucosidase et a-amylase.

Nos résultats montrent que I'extrait méthanolique, possede une activité inhibitrice d'a-
amylase plus élevée (36.63 = 2.17%) par rapport a I'extrait hydrométhanolique (24.70 *
0.83%).

A Tinverse, le taux d'inhibition de l'a-glucosidase de I'extrait hydrométhanolique (40.93 +
4.50%) était significativement plus élevé que celui de I'extrait méthanolique (14.03 £ 0.91%)
les deux valeurs obtenues sont supérieures a celle obtenue par le standard utilisé ; 1’acarbose
qui donne & une concentration de 1 mg/ml une inhibition de (11.14 + 2.38%), ce qui est tres

intéressant dans le cas de notre plante.

Nos résultats corroborent avec ceux rapportées dans réalisé par Morankar et al. [51] sur
I’espece Clematis Cheynei, dans laquelle ils ont trouvé que I’extrait méthanolique a révélé une
présence élevée de phénols et de flavonoides, par conséquent il a montré une activité
antioxydante significative. Cet extrait a révélé également une meilleure activité inhibitrice

enzymatique in vitro d’a-amylase qui intervient dans la régulation et I'absorption des glucides.

Les extraits aqueux d'Ascophyllum nodosum ont un bon potentiel inhibiteur sur les

enzymes métabolisant les glucides, en particulier I'a-glucosidase. Ces activités inhibitrices ont
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augmenté avec le contenu phénolique et le meilleur potentiel inhibiteur a été observe avec
I'extrait aqueux a 80 ° C, qui contenait la plus grande quantité de composés phytochimiques
phénoliques [59].

De méme, des études antérieures menées sur un certain nombre de plantes ont prouvé que
les extraits polyphénoliques étaient des inhibiteurs efficaces de I'a-glucosidase et de I'a-
amylase [60]. En outre les polyphénols se sont avérés étre des inhibiteurs efficaces des
enzymes liées au syndrome métabolique, telles que l'a-glucosidase, I'a-amylase et la lipase
pancréatique. Cette fonction a été attribuée a leur capacité a se lier aux protéines par liaison
hydrogéne [61].

Le potentiel d'inhibition pour les polyphénols et les flavonoides est corrélé par le nombre
de groupements hydroxyles dans leur cycle B. Ces composés inhibent I’a-amylase par la
formation de liaison hydrogenes, entre ses groupements hydroxyles et les résidus du site de
fixation (actif) de cette enzyme. Le plus grand pouvoir inhibiteur pour les flavonoides est

assuré par les flavonols et flavones [62].
VI-5.2.4 Activité inhibitrice de tyrosinase

La tyrosinase appartient au groupe des polyphénols oxydases qui interviennent dans le
métabolisme de la tyrosine et conduit a la formation de dopachrome, un métabolite responsable
de la biosynthese des pigments de la mélanine [63], I’accumulation de la mélanine peut
provoquer des troubles de la pigmentation de la peau tels que les taches de vieillissement et le
mélasma. En raison des effets indésirables des agents anti-tyrosinase synthétiques déja
commercialisés, il est impérieux de rechercher des inhibiteurs de la tyrosinase d'origine
naturelle [64].

Dans notre étude, I’extrait méthanolique et hydrométhanolique de la plante étudiée, ont
également éte criblés pour l'activité anti-tyrosinase, 1’analyse colorimétrique est réalisée en
utilisant I’acide kojique comme test positif. Les valeurs de I’activité inhibitrice de la tyrosinase

sont exprimées en pourcentage d’inhibition et sont présentés par le Tableau V1-9.
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Figure V-18 : Résultats sur microplaque montrant
la coloration en test antitorysinase

D’apres ’analyse des résultats, Il est constaté que les extraits testés montrent une activité
antityrosinase significative, et les résultats obtenus attestent que l'extrait méthanolique et le
standard I’acide kojique ont la méme activité antityrosinase avec un taux de (82%); cette valeur
était légérement inférieure a celle de l'extrait d'hydrométhanolique (86.56%). L'activité
d'inhibition de la tyrosinase des extraits de Clematis cirrhosa L. peut étre liée a leur contenu

phénolique et a leurs activités antioxydantes.

L’inhibition de la tyrosinase d'extraits de plantes médicinales pourrait étre attribuée a la
présence d'acides hydroxycinnamiques et de flavonoides [65].Cela correspond bien a nos
résultats obtenus dans l'analyse HPLC/DAD, qui a montré que ’extrait méthanolique et
I’extrait hydrométhanolique de Clematis cirrhosa L. ont une composition phénolique riche en
acides hydroxycinnamiques tels que, 1’acide gallique, I’acide férulique, I’acide caféique, ’acide
cinnamique et ’acide syringique. Ainsi, cette analyse a déetecté deux flavan-3-ols ; la catéchine

et I’épicatéchine.

Il a été rapporté que l'acide kojique inhibait la tyrosinase en se liant a l'ion cuivre présent

dans I'enzyme et de facon similaire la rutine inhibe également cette enzyme [66].

Dans nos recherches, les analyses de l'activité antioxydante ont prouvé que les extraits
étudieés ont des capacités de réduction d’ions cuivriques élevées, qui leur conferent une activité

a inhiber la tyrosinase.

En outre Shukla et al [67], ont proclamé que les sites actifs de I'enzyme peuvent revenir
inactifs sous l'effet de la liaison hydrogene, formée par ces sites actifs et les groupes hydroxyle
des composés phénoliques. Ces liaisons hydrogéne fournissent des modifications

conformationnelles et un encombrement stérique, ce qui supprime l'activité enzymatique.
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Au cours de la présente étude ayant pour objectif la valorisation d’une plante médicinale
algérienne a intérét thérapeutique, utilisée en médicine traditionnelle Clematis cirrhosa L. de
la famille des Ranunculaceae, choisie sur la base de son utilisation en médecine traditionnelle
locale, qui a été identifiée par 1’étude ethnobotanique, et 1’identification de sa composition

chimique ainsi I’évaluation de ses activités antioxydantes et inhibitrices d’enzymes.

L’espéce Clematis cirrhosa L. n’a fait I’0bjet d’aucune investigation chimique ou
biologique, le genre Clematis étant une source importante de saponines, de flavonoides,

d’alcaloides, de coumarines et d’anthocyanes.

L’espéce Clematis cirrhosa L. a été soumise a deux études une étude qualitative et une
étude quantitative.

L’étude qualitative se résume en un screening phytochimique a fin de mettre en
évidence les déferents phytoconstituants présents au sein de cette plante, ce screening a été
réalisé sur les parties aériennes de la plante Clematis cirrhosa L. qui a permis de mettre en
évidence la richesse de cette espéce en métabolites secondaires tels que les ployphénols,

flavonoides, tannins, terpenes et sterols.

L’extraction assisté a 1’ultrason a été réalisé en utilisant deux systeme de solvant ;
méthanol (100%) et méthanol/eau (70%), alors que I’huile essentielle a été obtenu par

hydrodistillation avec un rendement de 0.016%.

L’étude quantitative se résume a la détermination de la teneur des polyphénols totaux et
en flavonoides des deux extraits, I’ensemble des résultats ont révélé la richesse de ces extraits
en polyphénols et en flavonoides. L’extrait méthanolique posséde la teneur la plus élevée en

polyphénols 84.05 + 0.80 mg EAG/g ES et en flavonoides 114.60 + 2.42 ug EQ/g ES.

La caractérisation par HPLC/DAD des composés phénoliques, contenus dans les deux
extraits de Clematis cirrhosa L., a permis I’identification et la quantification de huit acides
phénoliques ((1) acide gallique, (3) acide chlorogénique, (4) acide caféique, (5) acide
hydroxybenzoique, (7) acide syringique, (8) acide trans-férulique, (9) acide benzoique, (10)
acide cinnamique) et de deux flavonoides ((2) catéchine et (6) épicatéchine)).

Les deux extraits ont la méme composition phénolique, a I’exception de (8) acide

trans-féruligue et de (10) acide cinnamique qui ne sont détectés que dans [I'extrait

méthanolique.
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L’analyse chromatographique de I’huile essentielle des parties aériennes de plante
Clematis cirrhosa L. par GC/MS a montré que cette huile est constituée de: (21) phytol
30.1%, (22) acide palmitique 29%, (17) juniper camphor 14.5%, (13) Hexahydrofarnesyl
acétone 8.1%, (14) thymol 2.7%, (11) octanol 2.6%, (19) ester méthylique d’acide linoléique 2.5%,
(20) Ester éthylique d’acide linolénique 2.1%, (18) myristicine 1.8%, (16) ester éthylique d’acide
palmitique 1.4%, (15) ester méthylique d’acide palmitique 0.9%, (12) nonanol 0.5%

En comparant nos résultats obtenues avec ceux décrits dans la littérature sur les espéces

appartenant au genre Clematis, on peut conclure qu’il ya des ressemblances et des différences.

La différence est due probablement a diverses conditions notamment 1’environnement,
I’origine géographique, la période de récolte, le lieu de séchage, la température et la durée de

séchage et la méthode d’extraction.

L’activité antioxydante des deux extraits et de I’huile essentielle de la plante Clematis
cirrhosa L. a été évaluée par cing méthodes différentes (TAC, DPPH', ABTS*, FRAP et
CUPRAQC). Les resultats obtenus pour les deux extraits etudiés ont montré une bonne activité

antioxydante ou I’extrait méthanolique posséde I’activité antioxydante la plus élevée.

Une bonne corrélation a été établie entre activité antioxydante et la teneur en
polyphénols et en flavonoides, démontrant que I’activité observée est due a I’effet antioxydant
des polyphénols en particulier les flavonoides. Les résultats de I’activité antioxydante de
I’huile essentielle ont montré une bonne activité obtenue par le test TAC (291.36 + 1.82 mg
EAA/g ES) et des activités modérés a faibles par les autres tests utilisés. Ceci est di a la

nature de la composition chimique de cette huile.

De plus nous avons évalué les activités inhibitrices d’enzyme du cholinestérase (AChE
et BChE), de l'o-amylase, de 1’a-glucosidase et de la tyrosinase, pour les extraits
méthanolique et hydrométhanolique de la Clematis cirrhosa L. L'extrait méthanolique donne
des activités inhibitrices élevées pour les enzymes BChE et a-amylase dont les valeurs sont
respectivement (47.67 £ 1.86 % ; 36.63 + 2.17 %), alors que I’extrait hydrométhanolique
donne des activités inhibitrices élevées pour les enzymes : AChE, tyrosinase et a-glucosidase
(78.38 + 3.6 % ; 86.56 + 0.59 ; 40.93 + 4.50 %) respectivement. A I’issue de ces résultats, les

deux extraits montrent des activités inhibitrices d’enzymes trés importantes.

A partir de ces résultats, on peut conclure que I’étude de la composition chimique et de
I’activité biologique des extraits méthanolique et hydrométhanolique ainsi que de I’huile

essentielle de Clematis cirrhosa L. Suggeérent que, cette plante représente une source naturelle
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et prometteuse de molécules chimiques qui posséde des activités biologiques trés importantes,
cette activité est différente d’un extrait a I’autre, selon le solvant d'extraction utilisé qui influe
sur la nature des composés présents dans les deux extraits et leur efficacité sur l'activités

biologiques.
Il convent de dire qu’en perspectives:

Tester les activités biologiques des extraits étudiés in vitro.

Tester d’autres activités biologiques in vivo et in vitro a savoir, ’activité anti bactérienne
antifongique.

Isoler et identifier en utilisant les méthodes spectroscopiques les principes actifs responsables
a ces propriétés pharmacologiques, en particulier les polyphénols et tester in vivo leurs
activités (antioxydante et inhibition enzymatique)

Le présent travail n’est que le commencement d'une longue investigation ; I'é¢tude des plantes
médicinales en Algérie, en 'occurrence la plante étudiée ici devant se poursuivre pour

identifier et caractériser de nouvelles molécules bioactives purs.
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Annexel

Fiche d’enquéte

Partie | :

L0703 10 00T N
Personne interrogée :

Féminin [_] Masculin []

Niveau d’étude :

Analphabéte [ ] Non analphabéte []
Partie 11 :
Nom local de la plante ...

Parties utilisées:

Feuille [ ] Fleur [] Racine []

Maladies traitées:

Nerf sciatique [ _] Rhumatisme [] Diurétique []
Brilure [ ]
AAUL S . .o

Modes de préparations:

Décoction [ | Infusion [ ] Fumigation [] Poudre []
Cataplasme [ | Fraiche [ ] Macération []

AT S & oot e e
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D

Sample Name: C-100

Acq. Operator : ADMIN Seq. Line = 2
Acq. Instrument : UPLC Location : P1-A-02
Injection Date : 5/4/2018 1:38:26 PM Inj : 1

Inj Volume : 20.000 ul

Acq. Method
Last changed

Last changed

> C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\FENOLIK MADDE METOD.M
: 8/1/2017 12:30:25 PM by ADMIN

Analysis Method :
1 4/24/2017 5:31:54 PM by ADMIN

C:\CHEM32\1\METHODS\Y1KAMA .M

Additional Info : Peak(s) manually integrated
DADL1 A, Sig=278,4 Ref=360,100 (20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D)
mAU
400
300
200
: @9‘ DO O™ oer
A Y &~ ™
- g2k g BBE 3 .
07
]
10 20 30 40 50 60
DADL1 B, Sig=254,4 Ref=330,100 (20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D)
10 LM @ N~ [Te] [= ][]
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o EeY 2 o DO
e \—H - O N N oOm
: I l l l l l
10 20 30 40 50 60
DADL1 C, Sig=330,4 Ref=360,100 (20180405 YSG 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D)
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500 |
400
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100 @5 %oﬁ%mﬁg &g@mt & = %
L T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T ‘ ‘ T T T ‘ T ‘ T T
10 20 30 40 50 60 70 80
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
UPLC 5/4/2018 4:27:54 PM ADMIN Page 1 of 5




Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D

Sample Name: C-100

Signal 1: DAD1 A, Sig=278,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area
#  [min] [min] [mAU*s]
] R R | --=-m-mmn | --=-m-mmn | === |
1 5.021 W 0.1532 22.07341
2 5.164 W 0.0805 7.32863
3 5.234 VB 0.0744 6.04781
4 6.669 BV 0.4931  85.38995
5 6.730 W 0.0418 5.60441
6 6.872 VB 0.1451  15.87237
7 7.657 BV 0.2413 429.00476
8 8.292 VB 0.2929 727.97595
9 9.384 BB 0.5137 478.41364
10 10.035 BV 0.2987 132.48776
11 10.629 WV 0.0952 8.74296
12 12.729 BB 0.2293 106.99227
13 14.560 WV 0.1304 13.63401
14 17.388 BV 0.2082 22.00398
15 18.100 VB 0.3181 62.22143
16 18.990 BV 0.3252 120.29437
17 19.424 W 0.1732  60.64375
18 19.518 W 0.0805 23.55404
19 19.584 VB 0.2304  77.51353
20 21.442 VB 0.1595  14.85949
21 22.050 BV 0.2172  31.96843
22 22.394 VB 0.1575 13.68236
23 25.511 BV 0.1896  21.82470
24 25.587 W 0.1285  13.68857
25 38.453 BV 0.3977 147.65421
26 65.689 VB 0.2989 61.71262
27 69.681 W 0.2111  32.96324
28 72.334 BV 0.2049  19.79539
29 74.034 VB 0.1953 51.76085
30 75.644 BV 0.1760 292.08826
31 75.816 W 0.1235 153.19754
32 76.049 W 0.1399 617.88879
33 76.437 VB 0.1472 4649.46387
34 77.520 W 0.1206 108.31599
35 77.727 VB 0.1057 11.97381
36 78.012 BV 0.0942  19.38404
37 78.275 VB 0.1610 19.30400
38 79.014 BB 0.1332  20.39399
39 79.691 BV 0.1521  41.54850
40 79.855 W 0.0935 17.73326
41 80.050 VB 0.1402  44.98811
42 80.380 BB 0.0961 10.10391
43 80.582 BV 0.0969  30.01990
44 80.696 VWV 0.1005 28.75404
45 80.828 VB 0.0975 24.41445
46 81.092 BB 0.1254  18.52296
47 81.839 BB 0.1771  50.83116
48 82.427 BV 0.0999 9.47318
49 82.760 BV 0.1023  33.87055
50 82.979 W 0.1567  82.93630
51 83.827 W 0.3856 873.49408
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D

Sample Name: C-100

Peak RetTime Type Width
#  [min] [min]

e el |---mmme- R |------—- |
0.1809 404.11301
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Totals :
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D
Sample Name: C-100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

Sl et |----]------- |- |- | -------- |
44 78.888 BB 0.1497  15.73748 1.46084 0.0263
45 79.680 W 0.1644 63.67529 5.69853 0.1066
46 79.877 W 0.0738 8.36746 1.63360 0.0140
47 80.106 VB 0.1542 133.87491 13.91966 0.2241
48 80.671 BV 0.2327 113.76212 6.88776 0.1904
49 81.460 BB 0.1075 9.27403 1.32833 0.0155
50 81.804 BB 0.1242 103.60519 12.05903 0.1734
51 82.403 BB 0.1095 82.90217 11.58527 0.1388
52 83.390 BV 0.3294 684.96783 27.23787 1.1467
53 83.697 W 0.1743 454.28506 34.79919 0.7605
54 83.936 VB 0.3272 1085.09692 45.02682 1.8165
55 85.726 BB 0.2766  35.81119 1.57882 0.0599

Totals : 5.97352e4 2570.00980

Signal 3: DAD1 C, Sig=330,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
Sl R |----]------- |- R | -------- |
1 3.754 BB 0.0593 10.05195 2.59015 0.0692
2 4.356 BV 0.1933  77.28065 5.08544  0.5317
3 5.337 W 0.1442 16.88704 1.58618 0.1162
4 6.962 BV 0.2382 31.69538 1.60643 0.2181
5 7.757 BV 0.1680 92.43085 6.91270 0.6360
6 8.967 W 0.4161 854.47375 27.08261 5.8793
7 9.863 VB 0.2506 985.21655 57.87732 6.7789
8 10.470 BB 0.1829 42.05931 2.97515 0.2894
9 11.546 VB 0.2251  30.81072 1.68701 0.2120
10 12.500 W 0.2282 133.97006 7.88606 0.9218
11 12.852 VB 0.1582  43.96396 3.60654 0.3025
12 13.317 BV 0.1699  17.15499 1.26714 0.1180
13 13.562 W 0.1416  13.57332 1.22232 0.0934
14 14.542 W 0.1436 12.72025 1.07885 0.0875
15 15.224 BB 0.2591 197.71690 9.98213 1.3604
16 16.443 W 0.2196  47.70286 2.60520 0.3282
17 16.581 VB 0.1270 21.54488 2.14832 0.1482
18 18.307 VB 0.2651 176.16077 9.29516 1.2121
19 19.160 BV 0.1843  23.82245 1.61311 0.1639
20 20.441 BV 0.1964  33.78613 2.11411  0.2325
21 20.649 W 0.0478 6.08359 1.69614 0.0419
22 21.009 VB 0.3487 144.73640 5.07593 0.9959
23 22.033 BB 0.1724  22.70354 1.78436  0.1562
24 22.399 BB 0.1881 16.65144 1.07839 0.1146
25 23.096 BV 0.2255 28.38038 1.55105 0.1953
26 23.559 VB 0.2571  52.28959 2.50976 0.3598
27 24.778 BV 0.1225 12.12442 1.30428 0.0834
28 29.233 BV 0.3950 151.94791 4.55753 1.0455
29 31.665 W 0.0832 8.49429 1.43158 0.0584
30 31.742 W 0.0902 10.30637 1.53739 0.0709
31 31.888 W 0.2055 25.10266 1.46789 0.1727
32 38.493 W 0.4752 524.26141  13.43546 3.6073
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AB-0201.D
Sample Name: C-100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

L. |----]------- |- R | -------- |
33 65.540 BV 0.1570 48.04441 3.91933 0.3306
34 65.610 VB 0.1606  54.81340 4.19191 0.3772
35 66.448 BV 0.1350 10.86519 1.04718 0.0748
36 69.060 BV 0.0869 6.25225 1.00036 0.0430
37 69.347 W 0.1371  21.47569 1.94001 0.1478
38 69.688 VB 0.2856 136.87459 5.88051 0.9418
39 74.064 VB 0.1827 27.92361 2.13326 0.1921
40 74.757 BV 0.1759 18.73426 1.28627 0.1289
41 75.055 W 0.1287 22.56156 2.33581 0.1552
42 75.816 BB 0.1260 197.56683 24.02123 1.3594
43 76.055 BV 0.1144 564.13611 77.96196 3.8816
44 76.435 VB 0.1731 9260.14160 765.52783 63.7158
45 77.555 BB 0.1178  14.93772 1.67866 0.1028
46 77.936 BV 0.1173  25.12013 2.78264 0.1728
47 78.246 W 0.1474  46.41681 4.12095 0.3194
48 78.548 VB 0.1942  35.81910 2.24378 0.2465
49 79.147 W 0.0627 5.05336 1.11911 0.0348
50 79.242 VB 0.0924 9.66741 1.40223 0.0665
51 81.658 BV 0.0788 7.62373 1.25600 0.0525
52 82.850 BV 0.1784  23.20415 1.62704 0.1597
53 82.947 VB 0.0904 15.37213 2.17707  0.1058
54 83.387 BB 0.1810 25.78701 1.80128 0.1774
55 83.754 BV 0.1110 29.99607 3.53551 0.2064
56 83.950 VB 0.1742  59.02251 4.29722 0.4061

Totals : 1.45335e4 1106.93886

*** End of Report ***
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AA-0101.D
Sample Name: C-70

Acq. Operator : ADMIN Seq. Line : 1
Acq. Instrument : UPLC Location : P1-A-01
Injection Date : 5/4/2018 12:07:24 PM Inj : 1
Inj Volume : 20.000 ul
Acq. Method > C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\FENOLIK MADDE METOD.M
Last changed : 8/1/2017 12:30:25 PM by ADMIN
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\Y1KAMA.M
Last changed 1 4/24/2017 5:31:54 PM by ADMIN

Additional Info : Peak(s) manually integrated
DADL A, Sig=278,4 Ref=360,100 (20180405 YSG 2018-05-04 12-06-35\1AA-0101.D)

L R e S A B e e e I A — — —
10 20 30 40 50 60 70 80 min
DADL1 B, Sig=254,4 Ref=330,100 (20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AA-0101.D)
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DADL1 C, Sig=330,4 Ref=360,100 (20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AA-0101.D)
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Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AA-0101.D

Sample Name: C-70

Signal 1: DAD1 A, Sig=278,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width

#  [min] [min]
1 5.355 BV 0.1152
2 5.503 VB 0.1160
3 6.940 BV 0.6705
4 7.725 W 0.2998
5 8.343 VB 0.3318
6 9.667 BB 0.5157
7 10.118 BB 0.2663
8 11.245 BB 0.2109
9 12.701 BB 0.2380

10 14.487 W 0.1854

11 14.949 W 0.1321

12 15.174 W 0.2655

13 15.636 VB 0.1042

14 18.035 BB 0.3091

15 18.928 BV 0.3071

16 19.714 VB 0.5884

17 20.808 VB 0.1465

18 21.322 BB 0.1993

19 21.945 BB 0.1835

20 25.186 BV 0.1110

21 25.444 VB 0.2481

22 38.253 BV 0.3965

23 65.563 BV 0.2488

24 65.646 VB 0.0876

25 69.595 BB 0.2194

26 73.929 BB 0.1852

27 75.611 BV 0.2988

28 75.781 W 0.1357

29 76.031 W 0.1391

30 76.426 VB 0.1441

31 77.483 BB 0.1223

32 77.939 BV 0.1391

33 78.366 VB 0.1664

34 78.956 BB 0.1548

35 79.649 BV 0.1219

36 79.844 W 0.1031

37 80.030 VB 0.1134

38 80.357 BV 0.1092

39 80.698 VB 0.2273

40 81.074 BB 0.1322

41 81.827 BV 0.2399

42 82.191 VB 0.1079

43 82.732 BV 0.1842

44 83.593 W 0.3356

45 83.936 VB 0.2236

Totals :

UPLC 5/4/2018 4:28:49 PM ADMIN

Area Height
[mAU*s] [mAU]
10.10885 1.12123
10.39441 1.12282
770.52515  13.56977
840.22687 38.62474
1493.72668 61.84639
309.87857 7.38255
101.02906 5.25579
32.83807 1.96598
165.42966 9.02024
20.54792 1.41504
22.94541 2.12220
71.43397 3.23603
8.48034 1.07258
67.84476 2.61123
118.36260 4.55548
250.60622 5.14399
15.88987 1.35823
27.34581 1.82022
31.00489 2.10907
11.06646 1.33102
32.90261 1.62579
143.22453 4.34608
49.41085 2.54143
13.65854 2.10848
18.83389 1.02958
20.18431 1.34374
256.97250 11.23584
97.19749  10.53130
290.12946  31.02250
2018.98010 202.81339
37.52345 4.84962
105.35098 11.27007
25.43163 1.92222
68.04266 6.57089
86.51267  10.74757
25.05242 3.43257
18.91378 2.21904
2462750 3.37211
58.23665 3.18536
23.82500 2.52235
64.11623 3.34136
9.84079 1.22240
123.38741 8.56079
1452.66321  58.11302
482.83826  31.02112
9927.54247 587.63319
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Sample Name: C-70

Signal 2: DAD1 B, Sig=254,4 Ref=330,100
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AA-0101.D
Sample Name: C-70

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
L |----]------- |- |- | ------- |
52 85.772 VB 0.1005  13.69602 1.76590 0.0302

Totals : 4.53421e4 1838.10826

Signal 3: DAD1 C, Sig=330,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

.1178  17.86553
.3183 282.29901 11.83636
.2498 375.84930 20.89922
.0612  27.65836 6.29795
.3836 2798.78394 100.28677 22.
.2615 1038.85144  57.29784
.2026  87.70999 5.36869
.1659  14.09923 1.02865
.1678  23.04053 1.79404
.2291 161.38698 10.28123
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0 0.

0 0.

0 0.

0 1.
16 12.806 VB 0.1646  65.19513 5.18989 0.5269
17 13.227 BV 0.0767 9.60999 1.78782 0.0777
18 13.284 VWV 0.0779 9.92001 1.70537 0.0802
19 13.500 VB 0.1234  15.89895 1.58062 0.1285
20 14.512 BV 0.2516 60.91099 2.89286 0.4923
21 15.173 VB 0.2917 265.78848 11.75904 2.1480
22 16.313 BV 0.2940 108.83108 4.66843 0.8795
23 18.234 BV 0.2529 218.40862 11.96822 1.7651
24 19.107 VB 0.2043 35.27026 2.09639 0.2850
25 19.611 BB 0.1788 21.07231 1.42298 0.1703
26 20.337 BB 0.1968 46.76262 2.92083 0.3779
27 20.939 BB 0.3124 111.38265 4.29704 0.9001
28 21.939 BV 0.1786  33.84410 2.28707 0.2735
29 22.342 VB 0.2012 31.60279 1.94893 0.2554
30 23.001 BV 0.1146  13.42996 1.49770 0.1085
31 23.053 W 0.0712 6.63172 1.30620 0.0536
32 23.495 BB 0.1880 30.93555 2.07421 0.2500
33 24.665 BB 0.1761 20.16798 1.45149 0.1630
34 28.649 BV 0.0882 8.07132 1.23650 0.0652
35 29.046 VB 0.3502 131.04883 4.44204  1.0591
36 37.550 BV 0.1684  32.84668 2.45032 0.2655
37 37.620 W 0.0608 12.29441 2.93978 0.0994
38 38.310 VB 0.4460 500.85083 13.52717 4.0477
39 40.111 BV 0.2045 43.98608 2.61191 0.3555
40 40.206 W 0.2111  43.62587 2.74914 0.3526
41 65.539 W 0.3741 128.05986 4.21970 1.0349
42 69.583 BB 0.3046  74.81826 3.00390 0.6046
43 74.637 BB 0.1986 16.57876 1.00434 0.1340
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\20180405 YSC 2018-05-04 12-06-35\1AA-0101.D
Sample Name: C-70

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

el e |----]------- |- R |-------- |
44 75.779 BV 0.1792 250.61493 20.13627 2.0254
45 76.036 W 0.1264 364.92261 43.25571 2.9491
46 76.425 VB 0.1653 4464.22461 379.37811 36.0778
47 78.263 VB 0.1355 14.69176 1.53781 0.1187
48 83.429 BV 0.1689  33.94096 2.52381 0.2743
49 83.593 W 0.1293 29.83795 3.01870 0.2411
50 83.720 W 0.0666  18.71539 3.72451 0.1512
51 83.889 VB 0.2037 63.61070 3.91209 0.5141

Totals : 1.2373%9e4  792.06490

*** End of Report ***
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de I’acide caféique
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de catéchine
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de ’acide cinnamique
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Figure 5 : Courbe d’étalonnage de 1’acide chlorogénique
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage de ’acide coumarique
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage de 1’épicatéchine
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide syringique
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Figure 16 : Chromatogramme de GC d’huile essentielle de Clematis cirrhosa L.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article History: Clematis cirrhosa L. an Algerian medicinal plant widely distributed in the North of Algeria. It is used in tradi-
Received 29 January 2020 tional medicine for rheumatism pain and as diuretic agent. In this study methanol and hydromethanol
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extracts of Clematis cirrhosa were subjected to several tests in order to determine their phenolic composi-
tions, antioxidant activities, and their enzyme inhibitory activities. The total polyphenols and total flavonoids
contents were evaluated using colorimetric methods. The antioxidant activities were measured by various
methods, namely free radical (DPPH' and ABTS™) scavenging tests, and ion reducing capacity assays (FRAP

éeé/nv;/:tricsls. and CUPRAC). The two extracts were examined for their inhibition activities of «-amylase, a-glucosidase,
Ranunculaceae cholinesterase, tyrosinase enzymes. Also, the phenolic profiles of the studied extracts were determined by
Polyphenols HPLC/DAD. The results showed that methanol extract had the highest antioxidant capacity with a highest
Antioxidant amount of total phenol (84.05+0.8 mg GAE/g) and total flavonoid (114.60 + 2.42 ug QE/g). The two extracts

had noticeable enzyme inhibitory effects towards tyrosinase, AChE, BChE, a-glycosidase and «-amylase.
HPLC/DAD analysis revealed that the studied extracts were rich on benzoic acid, hydroxybenzoic acid, cate-

Enzyme inhibition

chin, caffeic acid, and epicatechin.

© 2020 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Plants therapeutic properties are known since centuries, and the
development of more and more efficient analytical tools over the
past decades has allowed a great advance in the identification of
the secondary metabolites responsible for the observed therapeutic
effects (Aumeeruddy and Mahomoodally, 2019). In these days bio-
substances from plant sources are in great demand because of their
numerous biological activities which have positive effects on health.
These activities include antioxidant, anticancer, antiviral, antibacte-
rial, antifungal, insecticide, antimalarial and enzyme inhibition activi-
ties (Aumeeruddy-Elalfi et al., 2018; Veiga et al., 2018).

Currently, several studies highlight the tragic role of the uncon-
trollable oxidative process induced by reactive oxygen species (ROS).
These oxidants are the direct cause of various pathological conditions
such as aging and cancer and indirect on the peroxidation of lipids in
food. Whatever the case, the risk is compounded with the accumula-
tion of these molecules in the body, leading to a radical reaction chain
which degrades the biological vital molecules, namely DNA, lipids,

* Corresponding author at: Department of Chemistry, University Badji Mokhtar
-Annaba- B.P.12, Annaba, 23000 Algeria.
E-mail address: djawharachohral23@yahoo.com (D. Chohra).

https://doi.org/10.1016/j.sajb.2020.04.026
0254-6299/© 2020 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

proteins and carbohydrates (Phaniendra et al., 2015). By pressing on
this vision, a revival of phytotherapy towards this green wave which
produces a host of antioxidants in order to counter and trap these
oxidants.

Indeed, natural antioxidants are the subject of a lot of research
and a new breath towards the exploitation of secondary metabolites
generally and polyphenols particularly both in health and in industry
food (Salehi et al., 2019). These compounds, which are represented
by the flavonoid family, are widely sought after for their biological
properties: antioxidants, anti-inflammatories, antiallergic and anti
carcinogenic (Karak, 2019; Rengasamy et al., 2019).

Clematis is considered among the most representative genus of
the Ranunculaceae family, this genus is endemic in the temperate
region with approximately 350 species distributed in tropical areas
(Zhang et al., 2014). It was reported that Clematis is a botanical source
of different groups of secondary metabolites including triterpenes,
steroids, lignans, flavonoids, coumarines, phenolic glycoside, macro-
cyclic compounds, volatile oils and fatty acids (Mushtaq et al., 2013;
Yuan et al.,, 2012; Hao et al., 2013; Xiong et al., 2014). This reflects the
biological activities of species belonged to this genus. From the avail-
able literature it is very obvious that Clematis species have biological
effects principally anti-inflammatory, antinociceptive, antitumoral,
andantibacterial and antioxidant (Yesilda and Kiipeli, 2007; Hao
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etal, 2015; Zhang et al., 2015; Zhao et al., 2016). In traditional phyto-
therapy, the aerial parts of several species of Clematis are served to
treat diverse diseases, especially urinary, rheumatic and transmitted
diseases, fever, eye infections and dermatological problems. Also
used as antidote in snake bites and as an antimalarial agent (Chawla
et al., 2012). In Algerian traditional medicine; people used the infu-
sion of Clematis flammula as treatment of arthritis and minor burns
(Atmani et al., 2009), and used leaves of Clematis cirrhosa for rheu-
matism pain (Miara et al, 2019) and as a diuretic agent (Hamel
et al., 2018). Previous ethnobotanical research were conducted on
the uses of Clematis cirrhosa in traditional medicine, However; there
are no reported studies on the phytochemical composition and bio-
logical activities of this plant, therefore this study aimed to evaluate
the antioxidant potentials and the enzyme inhibition effects of
Clematis cirrhosa extracts in vitro, and also determine their phenolic
profiles.

2. Material and method
2.1. Plant material

Clematis cirrhosa was collected in Souk Ahras region (extreme
north east of Algeria) in December 2017 during the flowering period.
The identification of the plant was carried out, within the Depart-
ment of Biology, University Badji Mokhtar -Annaba- Algeria, by Dr.
Tarek HAMEL. Voucher number of C. cirrhosa, in the herbarium of Dr.
Gérard DE BELAIR, is ph012_03.

2.2. Preparation of extracts

The aerial parts of C. cirrhosa were dried in the dark at room tem-
perature, and then ground into powder using commercial blender.
Then 15 g of powder was weighted and extracted by sonication with
two different solvents methanol (100%) and methanol/ddH,0 (70%).
After finishing, the obtained extracts were filtered and evaporated
under a reduced pressure and at a temperature ranged between
40-60 °C to obtain dry extracts.

2.3. Total phenolic content

The content of total phenolic (TPC) contained in the extracts was
assessed according to Folin Ciocalteu Method (F-C method) with
slight modifications (Slinkard and Singleton, 1977). Firstly a mixture
of three solutions was prepared with 1.5 ml of distilled water, 500 ul
of sodium carbonate 7% (Na,COs), and 200 wl of extract solution.
After 3 min, 1 ml of F-C reagent was added. A standard of gallic acid
was prepared at different concentrations (100,50,25,12.5 pg/ml). In
one test tube the phenolic blank was prepared by mixing 1 ml of F-C
reagent, 500 ul of methanol, 3.8 ml of distilled water, and 2 ml of
Na,COs. All preparations were left at room temperature in the obscu-
rity. After 2 h, or after finishing oxidation of phenolic compounds, the
color changing from yellow to blue was observed, which could be
read by a spectrophotometer against a blank sample at 760 nm. TPC
was given as gallic acid equivalents (mg GAE/g extract).

2.4. Total flavonoid content

By the method of Arvouet-Grand et al. (1994), the total flavonoid
content (TFC) of plant extracts was measured spectrophtometrically
at 415 nm. Concisely, sample solutions were prepared by mixing 1 ml
of plant extract and 1 ml of aluminium chloride 2% (AICI3). Also a
solution of 1 ml of extract and 1 ml of methanol was prepared as a
blank solution. Leave for 10 min at 25 °C, and then the absorbance
was reading against the blank at 415 nm. Total flavonoid content was
reported as quercetin equivalents (mg QE/g extract).

2.5. Antioxidant activities

2.5.1. Total antioxidant capacity

The total antioxidant capacities (TAC) of the different extracts
were assessed according to the phosphomolybdenum assay (Prieto
et al,, 1999). Firstly a mixture was prepared by mixing three solu-
tions: sodium phosphate (28 mM), ammonium molybdate (4 mM)
and acid sulfuric (6 M). 3 ml of this mixture were added to 100 ul of
plant extract. The standard of ascorbic acid (ASC) was prepared in
methanol at different concentrations (1,0.5,0.250,0.125 mg/ml). For
the blank sample, only 300 ! of methanol was used. Then incubated
in the dark at 95 °C for min, the absorbance was read at 695 nm
against blank samples. The results were taken in equivalents of ascor-
bic acid (mg AAE/g of extract).

2.5.2. Ferricion reducing antioxidant power (FRAP)

FRAP test allowed to detect the ferric ion reducing power, with a
slight modification brought to (Apak et al., 2006) method; the ferric
ion reducing capacity of plant extracts was evaluated. Three reagent
solutions were made: 31.2 mg of 24,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine
(TPTZ) dissolved in 50 w1 of hydrochloric (HCI) and 10 ml of distilled
water, 22 mg of ferric chloride (FeCls) dissolved in 10 ml of distilled
water, 0.664 g of sodium acetate dissolved in 4.1 ml of acetic acid
(80%) and then adjusted the volume to 250 ml (acetate buffer). After
that the pre-prepared solutions were mixed in following proportions
(acetate buffer/TPTZ/FeCls, 10/1/1). This was used to prepare stan-
dard solutions of Trolox in methanol (25,50,75,100,150,200 mg/ml).
After 30 min incubation at 30 °C, the absorbance was taken by spec-
trophotometer at 593 nm.

2.5.3. Cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC assay)

The CUPRAC test of the extracts was determined using the
method of Apak et al. (2006) with slight modifications. Three
reagents were prepared (ammonium acetate, copper (II) chloride
dihydrade, and neocuproine) and blended with 1 ml of the extract.
Solutions of butylated hydroxyanisole (BHA) and butylated hydroxy-
toluene (BHT) were prepared in different concentrations
(250,125,62.5,31.25 mg/ml). Then after, 1 ml of distilled water was
added to each tube. Measurements were taken by spectrophotometer
at 450 nm after 30 min of incubation, and compared against blank
samples.

2.5.4. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical scavenging activity
(DPPH assay)

The scavenging activity against DPPH free radical was assayed
using the method described by Sarikurkcu. (2011) with some modifi-
cations. Concisely, sample solutions were prepared with 1 ml of
DPPH solution (0.4 mM), 1 ml of methanol and 1 ml of extract solu-
tion. While control was prepared without extract solution, and sam-
ple blank was methanol only. All preparations were put in the
obscurity at room temperature. After 30 min the absorbance was
read against a blank sample and control at 517 nm, the DPPH scav-
enging ratio (I%) of extract samples were calculated using the follow-
ing formula:

1%=100 x (Ao A1)/Ao (1)

Ao: absorbance of the control.

A;: absorbance of the extract.

ICso values which are the inhibition concentrations for 50% of
DPPH radicals were also calculated.

2.5.5. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid free radical
scavenging activity (ABTS assay)

With some modifications, the method of Re et al. (1999) was uti-
lized to assess the scavenging activity against ABTS™. Firstly a 7 mM
ABTS solution was prepared and mixed with a solution of potassium
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sulfate 20.45 mM. The mixture was kept for 12—16 min in the dark at
25 °C. Before starting the test a dilution of ABTS solution was affected
to achieve an absorbance of 0.700 at 734 nm. 1 ml of extract sample
was added to 2 ml of ABTS solution, after 30 min incubation in obscu-
rity, the absorbance was measured at 734 nm. The ABTS™ scavenging
capacity was in equivalents of Trolox (g TE/mg).

2.6. Enzymatic inhibition activities

2.6.1. Cholinesterase inhibitory activity

The capacity of the extracts to inhibit the cholinesterase
enzyme (ChE) was tested by the Ellman’s method (Mocan et al.,
2016) with slight modifications. A blend consists of ©l 50 sample
solution, 125 ul of 5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB),
and 25 ul of acetylcholinesterase (AChE) (or butyrylcholinesterase
(BuChE)) in Tris—HCI buffer (pH 8.0), was prepared In a 96-well
microplate. After 15 min of incubation at 25 °C, the reaction was
initiated with 25 ul of acetylthiocholine iodide (ATCI) or butyr-
ylthiocholine chloride (BTCL). The blank solution was prepared
without the addition of enzyme (AchE or BuChE) solution. The
absorbance of all prepared solutions was taken at 405 nm after
10 min incubation at 25 °C. The cholinesterase inhibitory capacity
was calculated according to the formula (2).

Inhibition activity (%) = (Ao —A;)/Ao x 100 ()

Ao: Absorbance of the control.
Aq: Absorbance of the extract/standard.

2.6.2. a-Amylase inhibition

o-amylase inhibitory activity was determined according to the
Caraway-Somogyi iodine/potassium iodine (IKI) method described
by Savran et al. (2016). In a 96- well microplate; 25 ul of sample
solution and 50 ul of w-amylase solution in phosphate buffer (pH
6.9 with 6 mm sodium chloride) were mixed. The mixture was
incubated for 10 min at 37 °C. Then after 50 ul of starch solution
(0.05%) was added to start the reaction. A blank solution was pre-
pared without the addition of o-amylase solution. After 10 min
incubation at room temperature the reaction was ended with
25 ul of HCI (1 M), after that 100 ul of iodine-potassium iodide
solution were added and the absorbance of all prepared solutions
was taken at 630 nm. The w-amylase inhibitory activity was cal-
culated using the formula (2).

2.6.3. a-Glucosidase inhibition

The capacity of extracts to inhibit the a-glucosidase enzyme was
assessed according to Palanisamya et al. (2011) method. In a 96-well
microplate 50 wl of the sample solution were mixed with 50 w1 of 4-
Nitrophenyl B-p-glucopyranoside (PNPG), 50 ul of a-glucosidase
solution in phosphate buffer (pH 6.8), and 50 wl of glutathione. The
blank solution was prepared without the addition of enzyme. After
incubation at 37 °C for 10 min the reaction was ended with the addi-
tion of 50 uL of sodium carbonate. The absorbance of all prepared
solutions was taken at 405 nm. The a-glucosidase inhibitory activity
was calculated according to the formula (2).

Table 1

2.6.4. Tyrosinase inhibition

The capacity of extracts to inhibit the tyrosinase enzyme was
determined according to dopachrome method using .-DOPA as sub-
strate with some modifications (Mocan et al., 2017). In a 96-well
microplate a 25 ul of the sample solution, 40 ul of tyrosinase solu-
tion, and 100 w1 of phosphate buffer (pH 6.8) were mixed. The mix-
ture was incubated for 15 min at 25 °C. Then after, the reaction was
started with the addition of 40 ul of L-DOPA. Similarly, a blank was
prepared without the addition of enzyme tyrosinase solution. After
incubation at 25 °C for 10 min. The absorbance, of all prepared solu-
tions, was taken at 492 nm and the tyrosinase inhibitory activity was
calculated according to the formula (2).

2.7. Phenolic profile

The phenolic composition analyzes of different extracts were
carried out according to Capino et al. (1999). With slight modifi-
cations, the phenolic profiles were determined using an HP-Agi-
lent 1292 infinity HPLC equipped with a C18 column and coupled
with a diode array detector (DAD) the samples were prepared in
methanol with a concentration of 20 mg/ml and the injection vol-
umes were 20 ul. The mobile phase used was a mixture between
3% acetic acid in water (A) and methanol (B), the injection vol-
umes were 10 ul and the elution gradient is applied at a flow
rate of 0.8 ml/min as follows: 93% of A-7% of B (0.1 min), 72% of
A-28% B (20 min), 75% A-25% B (8 min), 70% A-30% B (7 min) and
the same gradient for 15 min was 67% A-33% B (10 min), 58% A-
42% B (2 min), 50% A-50% B (8 min), 30% A-70% B (3 min), 20% A-
80% B (2 min) and 100% B in 5 min until the end of the run.The
eluates were detected at 278 nm and the phenolic standards used
were gallic acid, catechin, chlorogenic acid, caffeic acid, hydroxy-
benzoic acid, epicatechin, syringic acid, coumaric acid, trans-
ferrulic acid, sinapic acid, benzoic acid, hesperidin, rosmarinic
acid, cinnamic acid, quercetin. The identification of the phenolic
compounds contained in the extracts and their quantitative ana-
lyzes was carried out by a comparison with the standards. The
quantity of each compound was determined using external cali-
bration curves, which were obtained for each standard. The val-
ues were expressed in (mg/g).

3. Results and discussion
3.1. Total phenolic and flavonoid contents

Polyphenolic and flavonoid contents of C. cirrhosa were evaluated
according to colorimetric methods using gallic acid and quercetin as
standards respectively. The concentrations of total polyphenolic
and flavonoid components of the studied extracts are showed in
Table 1. The results revealed that methanol extract of C. cirrhosa
was found to have a higher content of both total polyphenolic com-
pounds (84.05 + 0.80 mg GAE/g) and flavonoid compounds
(114.60 + 242 g QE/g). Findings indicate that methanol is the
appropriate organic solvent for extracting polyphenol and flavonoid
compounds of plants; this was in good correspondence with previous
studies of Yao et al. (2004).

Total phenolics, total flavonoid content, total antioxidant capacities, ABTS radical scavenging capacity and ferric ion reducing

power activity of two extracts obtained from Clematis cirrhosa.

Extract TPC (mg GAE/g)  TFC(ug QE/g)  TAC(mgAAE/g) FRAP(mgTE/g)  ABTS (ug TE/mg)
Methanol (100%) 84.05 + 0.80 11460 +£2.42  138.64+1.29 212.42 +2.63 236.26 + 0.56
Methanol /H,0 (70%)  76.20 + 1.61 49,67 + 1.44 75.00 + 2.57 205.15 + 3.22 237.80 + 0.24

All values are expressed mean=SD. GAE: Gallic acid equivalents, QE: Quercetin aquivalents, AAE: Ascorbic acid equivalents,

TE: Trolox equivalents.
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3.2. Total antioxidant capacity (TAC)

The phosphomolybdenum method is the using methods to esti-
mate the total antioxidant capacity. It is considered as the most sim-
ple and low cost method, furthermore TAC assay permitted to
evaluate both hydro and lipo-soluble antioxidants, in this assay and
at acid pH Mo(VI) was reduced by the antioxidants of the extract to
give green phosphate Mo(V) complex (Dixit and Reddy, 2017).
Results in Table 1 indicate that the plant studied has a good total anti-
oxidant capacity; while the methanolic extract has a higher TAC
effect compared with the hydromethanolic extract with
(138.64 + 1.29 mg AAE/g) and (75.00 + 2.57 mg AAE/g) respectively.
Several reports attest that the antioxidant power of medical herbs
attributed to their content of both polyphenol and flavonoid com-
pounds (Robards et al., 1999; Cai et al., 2004; Manoj and Murugan,
2012; Wang et al., 2017). Consequently the high TAC effect of metha-
nolic extract of C. cirrhosa compared with that of hydromethanol
extract is obviously due to the high amount of total phenolic and fla-
vonoids compounds detected in the methanolic extract.

3.3. Ferric reducing antioxidant power

Ferric reducing antioxidant power or FRAP test; is an assay to
assess the reduction ability which a complex of ferric ion and tripyri-
dyltriazine (TPTZ) is utilized as reagents. In this assay the antioxi-
dants reduced the ferric ion (Fe(Ill))-TPTZ complex to ferrous ion (Fe
(I))-TPTZ complex, this complex has a concentrated blue color and
can be controlled at 593 nm (Berker et al., 2007). Therefore the capac-
ity, of extracts of C. cirrhosa, to reduce ferric ion was determined by
the measurement of the absorbance at 593 nm, the results are repre-
sented by Table 1. Results revealed a slight difference in the ferric ion
reducing antioxidant power of the studied extracts, with
(212.42 + 2.63) and (205.15 + 3.22) mg TE/g of methanol and hydro-
methanol (70/30) extracts of C. cirrhosarespectively. Consequently,
the activity observed denotes the presence of reductive compounds,
namely hydrogen donors and electron donors (Kumaran and Karuna-
karan, 2007). Several studies have shown that the reducing proper-
ties of polyphenols and their ability to form stable complexes with
transition metals, especially iron and copper, can modulate various
processes of biological importance involving the redox state of metal
ion. The interactions of copper and iron ions with polyphenols, and
more particularly with flavonoids, are often proposed as one of the

0.700

0.600

o
w
o
)

0.400

0.300

Absorbance (450 nm)
o
N
=)
<)

0.100

|

167

antioxidant action mechanisms of these natural products (Van Acker
etal, 1996; Heim et al., 2002; Moridani et al., 2003).

3.4. Cupric reducing antioxidant capacity

The copper (II) neocuproine is used as reagent in this assay. When
antioxidant reduces copper (II) neocuproine to copper (I) neocu-
proine, an orange-yellow complex formed with maximum absorption
at 450 nm, the concentration of this complex is proportional to the
ability of antioxidant present in the extract to transfer electrons to
copper (Ozyurek et al., 2011). Depending on the findings of this assay
the two extracts of C. cirrhosa possess a significant cupric reducing
capacity; however the reducing power of the methanolic extract is
slightly higher than the reducing power of hydromethanolic extract
as presented in Fig. 1. Additionally, there is significant correlation
between the FRAP and CUPRAC reducing potent this is in good con-
formity with the results found by Ozturk et al. (2007).

3.5. ABTS free radical scavenging capacity

In the ABTS assay the ABTS is oxidized, to ABTS colored radical
cation ABTS”, by a potassium persulfate solution, and then mixed
with sample extracts. Along with scavenging ABTS™ by antioxidant in
extracts, the absorbance of ABTS* decreased (Ozturk et al., 2007). The
ABTS™ scavenging abilities of C. cirrhosa extracts are calculated from
the decrease of absorbance at 734 nm with Trolox as a standard and
results are expressed as Trolox equivalent in Table 1. The ABTS" scav-
enging capacity of the hydromethanolic extract of C. cirrhosa is
slightly higher than the methanolic extract capacity with
(237.80 & 0.24 pg/mg TE).

3.6. DPPH free radical scavenging capacity

The determination of the antioxidant capacity of plant extracts is
mostly used by the DPPH spectrophotometric method. A reducing in
the absorbance at 517 nm is due to reduction of DPPH free radicals
by the antioxidants present in plant extracts, which act as hydrogen
donor (Perez Gutierrez et al., 2012). The scavenging activity on DPPH'
was evaluated by the determination of the half maximal inhibitory
concentration (ICsg) value of the extract. A low ICsq refers to a high
antioxidant capacity. The results of DPPH free radicals scavenging
ability of the extracts are exposed in Table 2. In the present research
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Fig. 1. Cupric ion reducing power activities of two extracts obtained from Clematis cirrhosa . (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article.)
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Table 2
The results of DPPH free radical scaveng-
ing activities of extracts from Clematis

cirrhosa.
Extract ICs0 (mg/ml)
Methanol (100%) 1.98 +£0.08
Methanol [H>0 (70%) 232 +0.29

All values are expressed mean+SD.

the two extracts of C. cirrhosa have an excellent scavenging capacity
on DPPH free radicals. Methanol extract of C. cirrhosa has a higher
antioxidant capacity compared with the hydromethanolic (70/30)
extract with an ICsg (1.98 + 0.08 mg/ml). It is evident from the find-
ings that the antioxidant activity of C. cirrhosa extracts is due to their
high amounts in polyphenol and flavonoid contents; this was
affirmed by the results obtained by Karimi et al. (2017). Other investi-
gations realized on clematis species by Kirby & Schmidt. (1997) and
Atmani et al. (2009) proclaimed that Clematis armandii and Clematis
flammula had relatively high values of ICso implying a moderate scav-
enging activity against DPPH.

3.7. Enzyme inhibition activities

Acetylcholinesterase is a key enzyme; that ensuring a rapid
hydrolysis of acetylcholine at central and peripheral cholinergic syn-
apses; which regulates the transmission of nerve impulses. Acetyl-
cholinesterase inhibitors are used for a symptomatic treatment of
several neurological diseases, senile dementia, ataxia, myasthenia
Gravis, Parkinson Alzheimer. Several plants are studied for their ace-
tylcholinesterase inhibitory activities which can therefore be used to
cure neurodegenerative diseases (Mukherjee et al., 2007). The results
of acetylcholinesterase inhibition of C. cirrhosa are provided in
Table 3. The two extracts contained a high inhibitory activity against
AChE. However the hydromethanolic extract of C. cirrhosa had a
higher level compared with methanolic extract with (78.38 £ 0.36%)
and (69.03 + 1.13%).

Butyrylcholinesterase a cholinesterase enzyme similar to acetyl-
cholinesterase and works as a regulator of cholinergic neurotrans-
mission by hydrolyzing Ach. Thus the inhibition of
butyrylcholinesterase may offer a good effect on cholinergic thera-
pies, especially those attempts to trait Alzheimer diseases (Mesulam
et al., 2002). Table 3 showed that the BChE inhibition rate of the
methanolic extract, of plant tested (47.67 + 1.66%), was higher than
hydromethanolic extract (34.22 + 1.25%). Comparing these values
with the value obtained by the positive control used Galatamine
(66.96 £+ 0.54%); the two extracts of C. cirrhosa had lower activity
against BChE.

Diabetes mellitus is a chronic ailment clinically marked by high
levels of glucose in blood caused by deficiency of secretion or action
of endogenous insulin. Diabetes is associated with many cardiovascu-
lar complications (Day and Lai, 2012). Several strategies are used to
treat diabetes, including the process that delays the absorption of
glucose. This is assured by the intervention of inhibitors of the
enzymes «-glucosidase and o-amylase inhibitors play important

roles in the decrease of the postprandial hyperglycemia by retarding
the absorption of glucose. This is one of the strategies of treating dia-
betes (Raj Bhandari et al., 2008). As demonstrated in Table 3, the
methanol extract exhibited a higher a-amylase inhibitory activity
(36.63 + 2.17%) compared with the hydromethanol extract
(24.70 £ 0.83%). Conversely, the a-glucosidase inhibition rate of the
hydromethanol extract (40.93 + 4.50%) was significantly higher than
the methanolic extract (14.03% =+ 0.91). Interestingly, the methanolic
extract had the higher rate of phenolic and flavonoids compounds.
Similarly, precedent studies carried out on a number of plants,
proved that polyphenolic extracts were effective inhibitors of «-glu-
cosidase and «-amylase (Mastrui et al., 2001).

Tyrosinase is a copper-containing enzyme that implicated in the
biosynthesis of melanin by the catalyze of two key processes;
hydroxylation of tyrosine to 3,4-dihydroxy-phenylalanine (DOPA)
and oxidation of DOPA to DOPA quinine (Ozer et al., 2007). These
reactive compounds can spontaneously polymerize to form melanin
(Parvez et al., 2006). Irregular synthesis or distribution of melanin
can induce local hyperpigmentation or spots. Thus, tyrosinase inhibi-
tion has immense importance in the cosmeceutical products in the
prevention of hyperpigmentation and skin whitening (Ozer et al.,
2007). Table 3 summarized the inhibitory activity on tyrosinase of
the extracts obtained from C. cirrhosa. The extracts tested demon-
strate a significant antityrosinase activity, and the obtained results
attested that the methanolic extract and the positive control kojic
acid had the same antityrosinase activity with a rate of (82%); this
value was slightly lower than of hydromethanol extract (86%). The
tyrosinase inhibition activity of C. cirrhosa extracts may be related to
their phenolic contents and antioxidant activities. Shukla et al. (2016)
proclaimed that the active sites of enzyme can return inactive by the
effect of hydrogen bond formed by these active sites and hydroxyl
groups of phenolic compounds. These hydrogen bonds provide con-
formational modifications and steric hindrance thereby a suppression
of enzymatic activity.

3.8. HPLC/DAD of phenolic compounds

In this study, we use the high performance liquid chromatography
coupled to a diode array detector to make qualitative and quantita-
tive analysis of the phenolic compounds contained in the methanol
and hydromethanol extracts of C. cirrhosa.15 phenolic standards
were prepared with four different concentrations. All calibration
curves were linear with a regression factor r2>0.8867. The identifica-
tion of the phenolic compounds present in the extracts was obtained
by comparing their ultraviolet spectra of HPLC/DAD and their reten-
tion time with those of corresponding standard compounds Table 4.

The concentrations of phenolic compounds contained in methanol
and hydromethanol extracts of C. cirrhosa were calculated from the
calibration curves and expressed in ug/g of extract; the results are
summarized in Table 4. According to the obtained results, the metha-
nol and hydromethanol (70/30) extracts of C. cirrhosa had the same
composition of phenolic compounds; expect trans-ferulic acid and
cinnamic acid which were detected only in the methanol extract. The
main compounds were; benzoic acid (8867.73 1g/g), hydroxybenzoic
acid (1370.05 ug/g) in methanol extract; and catechin (1194.77 ug/g)

Table 3

Enzyme inhibitory activity of the extracts from Clematis cirrhosa.
Samples AchE (%) BchE (%) Tyrosinase (%)  Amylase (%) Glucosidase
Methanol 100% (2 mg/ml) 69.03+1.13  4767+1.86 82.34+039 36.63+2.17 14.03+091
Methanol [H,0 (70%) (2 mg/ml)  78.38 36 34224125  86.56 +0.59 24704+ 0.83  40.93 +4.50
Galatamine (5 pg/ml) 97.07 £0.28 66.96 £ 0.54 nt nt nt
Kojic acid (1 mg/ml) nt nt 82.38 £ 0.41 nt nt
Acarbose (1 mg/ml) nt nt nt 73.81 £1.55 11.14+2.38

All values are expressed mean+SD. AChE: acetylcholinesterase, BChE: Butyrylcholinrsterase, nt: not tested.
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Table 4

Profile retention time and concentration of phenolic compounds of Clematis cirrhosa.

Phenolic compounds Retention time (min)

Concentration (u1g/g)
Methanol extract (100%)

Hydromethanol extract (70%)

Gallic Acid 5400 27.87 53.15
Catechin 12,430 991.78 1194.77
Chlorogenic acid 15,745 556.39 23.86
Caffeic Acid 18,336 22334 276.90
Hydroxybenzoic acid 18,917 1370.05 1348.06
Epicatechin 19,165 164.71 243.88
Syringic acid 21,250 23.53 43.30
Coumaric acid 26,385 nf nf
Trans-ferulic acid 31,265 20.77 nf
Sinapic acid 33,416 nf nf
Benzoic acid 38,571 8867.73 8471.75
Hesperidin 54,719 nf nf
Rosmarinic acid 59,326 nf nf
Cinnamic acid 68,506 12.56 nf
Quercetin 71,045 nf nf

nf : not found.

in hydromethanol extract. The higher amount of chlorogenic acid
(556.39 uglg) was obtained from the methanol extract, however a
higher amount of gallic acid (53.15 ug/g), caffeic acid (276.90 ug/g),
epicatechin (243.88 1.g/g), syringic acid (43.30 pug/g) was observed in
hydromethanol extract. Accordingly quantity as well as the quality of
the polyphenols extracted depends on the polarity of extraction solvent
used, these results are affirmed by those obtained by Karimi et al.
(2017), In which gallic acid were obtained with a high amount in hex-
ane fraction of Clematis orientalis (367 ug/g DW) as well in ethylacetate
fraction (373 wg/g DW); contrariwise the extracts of chloroform and
water were exhibited a low amount of gallic acid 144 and 225 ug/g DW
respectively. While gallic acid was not detected in butanol extract of
this species.

4. Conclusion

This paper reports the species C. cirrhosa for the first time. This
species is used in Algerian traditional medicine for rheumatism pain
and as diuretic agent. The obtained results indicate that this species
is rich in phenolic and flavonoid compounds. Moreover C. cirrhosa
exhibit strong antioxidant and enzymatic inhibition activities. Futher
studies should be carried out to extract, isolate and identify the bioac-
tive compounds of C. cirrhosa .

Acknowledgements

Declared none.

References

Apak, R,, Guclu, K., Ozyurek, M., Karademir, S.E., Ercag, E., 2006. The cupric ion reducing
antioxidant capacity and polyphenolic content of some herbal teas. Int. J. Food Sci.
Nutr. 57, 292-304.

Arvouet-Grand, A., Vennat, B., Pourrat, A., Legret, P., 1994. Standardisation d’un extrait
de propolis et identification des principaux constituants. J. Pharm. Belg. 49, 462-
468.

Atmani, D., Chaher, N., Berboucha, M., Ayouni, K. Lounis, H. Boudaoud, H.,
Debbache, N., Atmani, D., 2009. Antioxidant capacity and phenol content of
selected Algerian medicinal plants. Food Chem. 112, 303-309.

Aumeeruddy-Elalfi, Z,, Lall, N., Fibrich, B, Blom van Staden, A., Hosenally, M.,
Mahomoodally, M.F., 2018. Selected essential oils inhibit key physiological
enzymes and possess intracellular and extracellular antimelanogenic properties in
vitro. ]. Food Drug Anal. 26, 232-243.

Aumeeruddy, M.Z., Mahomoodally, M.F., 2019. Combating breast cancer using combi-
nation therapy with 3 phytochemicals: piperine, sulforaphane, and thymoquinone.
Cancer 125, 1600-1611.

Berker, K.I., Guclu, K., Tor, L., Apak, R., 2007. Comparative evaluation of Fe(Ill) reducing
power-based antioxidant capacity assays in the presence of phenanthroline,batho-
phenanthroline, tripyridyltriazine (FRAP), and ferricyanide reagents. Talanta 72,
1157-1165.

Capino, F., Alloggio, V., Gomes, T., 1999. Phenolic compounds of virgin olive oil: influ-
ence of paste preparation techniques. Food Chem. 64, 203-209.

Cai, Y.Z., Luo, Q., Sun, M., Corke, H., 2004. Antioxidant activity and phenolic compounds
of 112 Chinese medicinal plants associated with anticancer. Life Sci. 74, 2157-2184.

Chawla, R., Kumar, S., Sharma, A., 2012. The genus Clematis (Ranunculaceae): chemica-
land pharmacological perspectives. J. Ethnopharmacol. 143, 116-150.

Day, R, Lai, S.S., 2012. Supplementation effects of vitamin C and vitamin E on oxidative
stress in post menopausal diabetic women. J. Appl. Res. 12, 108-111.

Dixit, D., Reddy, C.R.K,, 2017. Non targeted secondry metabolites profile study for deci-
phering the cosmetceutical potential of red marine macro alga Jania rubens
—LCMS- based approach. Cosmeticsjournal 4, 1-17.

Parez Gutierrez, RM., Flores Cotera, LB., Gonzalez, AM., 2012. Evaluation of the antioxi-
dant and anti-glication effects of the hexane extract from piper auritum leaves in vitro
and beneficial activity on oxidative stress and advanced glycation end-product medi-
ated renal injury in streptozotocin-treated diabetic rats. Molecules 17, 11897-11919.

Hamel, T., Sadou, S., Seridi, R., Boukhdir, S., Boulemtafes, A., 2018. Pratique tradition-
nelle d’utilisation des plantes médicinales dans la population de la péninsule de
I'edough (nord-est algérien). Ethnopharmacologia 59, 75-81.

Hao, D.C,, GU, X,, Xiao, P., Peng, Y., 2013. Chemical and biological research of clematis
medicinal resources Chinese. Sci. Bull. 58, 1120-1129.

Hao, D.C,, Xiao, P., Ma, H.Y., PENG, Y., He, C.N., 2015. Mining chemodiversity from biodi-
versity: pharmacophylogeny of medicinal plants of Ranunculaceae. Chin. J. Nat.
Med. 13, 507-520.

Heim, KE., Tagliaferro, A.R., Bobilya, D.J., 2002. Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationships. J. Nutr. Biochem. 13, 572-584.
Karak, P., 2019. Biological activities of flavonoids: an overview. Int. J. Pharm. Sci. Res 10,

1567-1574.

Karimi, E., Nohooji, M.G., Habibi, M., Ebrahimi, M., Mehrafarin, A,
Khalighi-Sigaroodi, F., 2017. Antioxidant potential assessment of phenolic and fla-
vonoid rich fractions of Clematis orientalis and Clematis ispahanica (Ranuncula-
ceae). Nat. Prod. Res. Formerly Nat. Prod. Lett. 32, 1991-1995.

Kirby, AJ., Schmidt, R.J., 1997. The antioxidant activity of Chinese herbs for eczema and
of placebo herbs-I. J. Ethnopharmacol. 56, 103-108.

Kumaran, A., Karunakaran, RJ., 2007. In vitro antioxidant activities of methanol
extracts of five Phyllanthus species from India. LWTFood Sci. Technol. 40,
344-352.

Manoj, G.S., Murugan, K., 2012. Phenolic profiles, antimicrobial and antioxidant poten-
tiality of methanolic extract of a liverwort, Plagiochila beddomei Steph. Indian J.
Nat. Prod. Resour. 3, 173-183.

Matsui, T., Ueda, T., Oki, T., Sugita, K., Terahara, N., Matsumoto, K., 2001. a-glucosidase
inhibitory action of natural acylated anthocyanins. 2. A-glucosidase inhibition by
isolated acylated anthocyanins. J. Agric. Food Chem 49, 1952-1956.

Mesulam, M.M., Guillozet, A., Shaw, P., Levey, A, Duysen, E.G., Lockridge, O., 2002. Ace-
tylcholinesterase knockouts establish central cholinergic pathways and can use
butyrylcholinesterase to hydrolyze acetylcholine. Neuroscience 110, 627-639.

Miara, M.D., Bendif, M., Rebbas, K., Rabah, B., Ait Hammou, M., Maggi, F., 2019. Medeci-
nal plants and their uses in the highland region of Bourdj Bou Arreridj (Northeast
Algeria). ]. Herb. Med. 16, 100262.

Mocan, A., Zengin, G., Crisan, G., Mollica, A., 2016. Enzymatic assays and molecular
modeling studies of Schisandra chinensis lignans and phenolics from fruit and leaf
extracts. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 31, 200-210.

Mocan, A., Zengin, G., Simirgiotis, M., Schafberg, M., Mollica, A., Vodnar, D.C,, Crisan, G.,
Rohn, S., 2017. Functional constituents of wild and cultivated Goji (L. barbarum L.)
leaves: phytochemical characterization, biological profile, and computational stud-
ies. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 32, 153-168.

Moridani, M.Y., Pourahmad, J., Bui, H., Siraki, A., O'Brien, P.J., 2003. Dietary flavonoid
iron complexes as cytoprotective superoxide radical scavengers. Free Radical Biol.
Med. 34, 243-253.

Mukherjee, P.K., Kumar, V., Mal, M., Houghtona, P.J., 2007. Acetylcholinesterase inhibi-
tors from plants. Phytomedicine 14, 289-300.


http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0007
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0007
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0028
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0028

170 D. Chohra et al. / South African Journal of Botany 132 (2020) 164—170

Ozturk, M., Aydogmus Ozturk, F., Duru, M.E., Topcud, G., 2007. Antioxidant activity of
stem and root extracts of rhubarb (Rheum ribes): an edible medicinal plant. Food
Chem. 103, 623-630.

Ozyurek, M., Guclu, K., Tutem, E., Sozgen Baskan, K., Ercag, E., Celik, S.E., Baki, S.,
Yildiz, L., Karaman, S., Apak, R., 2011. A comprehensive review of CUPRAC method-
ology. Anal. Methods 3, 2439-2453.

Mushtaq, A., Rasool, N., Riaz, M., Tareen, R.B., Zubair, M., Rashid, U., Akmal Khan, M.,
Taufiqg—Yap, Y.H., 2013. Antioxidant, antimicrobial studies andcharacterisation of essen-
tial oil, fixed oil of clematis graveolens by GC—MS. Oxidation Commun. 36, 1067-1078.

Ozer, 0., Mutlu, B., Kivc, B., 2007. Antityrosinase activity of some plant extracts and for-
mulations containing ellagic acid. Pharm. Biol. 45, 519-524.

Palanisamya, U., Manaharanb, T., Tengb, L.L., Radhakrishnanc, A.K.C., Subramaniamd, T.,
Masilaman, T., 2011. Rambutan rind in the management of hyperglycemia. Food
Res. Int. 44, 2278-2282.

Parvez, S., Kang, M., Chung, H.S., Cho, C,, Hong, M.C,, Shin, M.K., Hyunsu Bae, H., 2006.
Survey and mechanism of skin depigmenting and lightening agents. Phytother.
Res. 20, 921-934.

Phaniendra, A., Jestadi, D.B., Periyasamy, L., 2015. Free radicals: properties, sources, tar-
gets, and their implication in various diseases. Indian J. Clin. Biochem. 30, 11-26.

Prieto, P., Pineda, M., Aguilar, M., 1999. Spectrophotometric quantitation of antioxidant
capacity through the formation of a phosphor molybdenum complex: specific
application to the determination of vitamin E. Anal. Biochem. 269, 337-341.

Raj Bhandari, M., Jong-Anurakkun, N., Hong, G., Kawabata, J., 2008. a-Glucosidase and
a-amylase inhibitory activities of Nepalese medicinal herb Pakhanbhed (Bergenia
ciliata, Haw.). Food Chem. 106, 247-252.

Re, R, Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C., 1999. Antioxi-
dant activity applying an improved abts radical cation decolorization assay. Free
Radical Biol. Med. 26, 1231-1237.

Rengasamy, KRR, Khan, H.,, Gowrishankar, S., Lagoa, RJ.L, Mahomoodally, F.M.,
Khan, Z., Suroowan, S., Tewari, D., Zengin, G., Hassan, S.T.S., Pandian, S.K., 2019.
The role of flavonoids in autoimmune diseases: therapeutic updates. Pharmacol.
Therap. 194, 107-131.

Robards, K., Prenzler, P.D., Tucker, G., Swatsitang, P., Glover, W., 1999. Phenolic com-
pounds and their roles in oxidative process in fruits. Food Chem. 66, 401-436.
Salehi, B., Armstrong, L. Rescigno, A., Yeskaliyeva, B. Seitimova, G., Beyatli, A.,
Sharifi-Rad, J., 2019. Lamium plants—a comprehensive review on health benefits

and biological activities. Molecules 24, 1913.

Sarikurkcu, C.,, 2011. Antioxidant activities of solvent extracts from endemic cyclamen

mirabile hildebr. tubers and leaves. Af. ]. Biotechnol. 10, 831-839.

Savran, A, Zengin, G., Aktumsek, A., Mocan, A., Glamo¢lija, J., Ciri¢, A., Sokovi¢, M., 2016.
Phenolic compounds and biological effects of edible Rumex scutatus and Pseudo-
sempervivum sempervivum: potential sources of natural agents with health bene-
fits. Food Funct. 7, 3252-3262.

Shukla, S., Park, J., Kim, D.H., Hong, S.Y., Lee, ].S., Myunghee Kim, M., 2016. Total pheno-
lic content, antioxidant, tyrosinase and «-glucosidase inhibitory activities of water
soluble extracts of noble starter culture Doenjang, a Korean fermented soybean
sauce variety. Food Control 59, 854-861.

Slinkard, K., Singleton, V.L.,, 1977. Total phenol analyses: automation and comparison
with manual methods. Am. J. Enol. Viticult 28, 49-55.

Van Acker, S.A., Van den Berg, D.J., Tromp, M.N,, Griffioen, D.H., Van Bennekom, W.P.,
Van der Vijgh, W.J., Bast, A., 1996. Structural aspects of antioxidant activity of fla-
vonoids. Free Radicals Biol. Med. 20, 331-342.

Veiga, M., Costa, E.M,, Silva, S., Pintado, M., 2018. Impact of plant extracts upon human
health: a review. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 60, 873-886.

Wang, X., Wang, M., Cao, J., Wy, Y., Xiao, J., Wang, Q., 2017. Analysis of flavonoids and
antioxidants in extracts of ferns from Tianmu Mountain in Zhejiang province
(China). Ind. Crops Prod. 97, 137-145.

Xiong, J., Bui, V.H,, Liu, X.H., Hong, Z.L, Yang, G.X., Hua, J.F,, 2014. Lignans from the
stems of Clematis armandii (“Chuan-Mu-Tong”) and their anti-neuroinflammatory
activities. J. Ethnopharmacol. 153, 737-743.

Yao, L., Jiang, Y., Datta, N., Singanusong, R., Liu, X, Duan, ]., Raymont, K., Lisle, A., Xu, Y.,
2004. HPLC analyses of flavanols and phenolic acids in the fresh young shoots of
tea (Camellia sinensis) grown in Australia. Food Chem. 84, 253-263.

Yesilada, E., Kipeli, E., 2007. Clematis vitalba L. aerial part exhibits potent anti-
inflammatory, antinociceptive and antipyretic effects. ]. Ethnopharmacol. 110,
504-515.

Yuan, L., Huang, W., Ma, Y., Du, Z., 2012. Two new phenolic constituents from clematis
connata DC. Af. J. Pharm. Pharmacol. 6, 1050-1055.

Zhang, Z., Wang, X., Zhao, M., Qian, K., 2014. Optimization of polysaccharides extrac-
tion from clematis huchouensis tamura and its antioxidant activity. Carbohydr.
Polym. 111, 762-767.

Zhang, LJ., Huang, H.T., Huang, S.Y., Lin, Z.H., Shen, C.C,, Tsai, W.J., Kuo, Y.H., 2015. Anti-
oxidant and anti-inflammatory phenolic glycosides fromClematis tashiroi. ]. Nat.
Prod. 78, 1586-1592.

Zhao, M., Da-Wa, Z.M,, Guo, D.L, Fang, D.M., Chen, X.Z., Xu, HX,, Gu, Y.C, Xia, B,
Chen, L., Ding, L.S., Zhou, Y., 2016. Cytotoxic triterpenoid saponins from Clematis
tangutica. Phytochemistry 130, 228-237.


http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0032
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0032
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0033
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0033
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0033
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0034
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0034
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0034
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0036
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0036
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0036
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0037
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0038
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0038
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0038
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0039
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0039
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0039
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0039
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0041
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0041
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0041
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0042
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0042
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0043
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0044
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0046
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0046
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0046
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0047
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0047
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0048
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0049
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0049
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0049
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0051
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0051
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0051
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0051
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0052
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0053
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0053
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0053
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0054
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0254-6299(20)30888-7/sbref0055

	Phenolic profiles, antioxidant activities and enzyme inhibitory effects of an Algerian medicinal plant (Clematis cirrhosa L.)
	1. Introduction
	2. Material and method
	2.1. Plant material
	2.2. Preparation of extracts
	2.3. Total phenolic content
	2.4. Total flavonoid content
	2.5. Antioxidant activities
	2.5.1. Total antioxidant capacity
	2.5.2. Ferric ion reducing antioxidant power (FRAP)
	2.5.3. Cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC assay)
	2.5.4. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical scavenging activity (DPPH assay)
	2.5.5. 2,2&prime;-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid free radical scavenging activity (ABTS assay)

	2.6. Enzymatic inhibition activities
	2.6.1. Cholinesterase inhibitory activity
	2.6.2. α-Amylase inhibition
	2.6.3. α-Glucosidase inhibition
	2.6.4. Tyrosinase inhibition

	2.7. Phenolic profile

	3. Results and discussion
	3.1. Total phenolic and flavonoid contents
	3.2. Total antioxidant capacity (TAC)
	3.3. Ferric reducing antioxidant power
	3.4. Cupric reducing antioxidant capacity
	3.5. ABTS free radical scavenging capacity
	3.6. DPPH free radical scavenging capacity
	3.7. Enzyme inhibition activities
	3.8. HPLC/DAD of phenolic compounds

	4. Conclusion
	Acknowledgements
	References


