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Liste des abréviations

OMS : Organisation mondiale de santé.

ROS : Les espéces réactives oxygénées.

RNS : Les especes réactives azotées.

H>0O:> : Peroxyde d’hydrogene.

Oze- : Anion superoxyde.

HO-e: Radical hydroxyle.

NO: Monoxyde d'azote.

ONOO- : Peroxynitrite.

NOx : Nicotinamide adénine dinucléotide oxydase.

NAD : Nicotinamide adénine dinucléotides

SOD2 : Superoxyde dismutase.

GSH : Glutathion.

DPPH?* : 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.

DPPH, H : 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine.

Fe3* : Fer ferrique.

Fe®* : Fer ferreux.

ABTS : (acide 2,2'-azinobis (3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)).
BHA: Hydroxyanisol butylé.

BHT: Hydroxytoluene butylé.

ICs0: Concentration inhibitrice a 50%.

ECso: Concentration efficace médiane.

mg EAG/gE: Milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait.
mg EQC/gE: Milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait.

SEM : Erreur standard de la moyenne.
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Résumé

La recherche actuelle porte essentiellement sur la valorisation des plantes médicinales

comme une source de substances bioactives d’intéréts thérapeutique.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressées a I’analyse phytochimique qualitative et
au dosage quantitatif des composés phénoliques des extraits bruts aqueux et
hydroéthanoliques (30:70, v/v) des racines, des pédoncules et des graines de Prunus cerasus,
préparés par une décoction sous reflux pendant 1h. Ainsi, I’évaluation de leurs activités
antioxydante par la méthode de piégeage du radical DPPH* et le test de réduction du fer. De

plus, nous avons évalué leurs effets inhibiteurs sur I'a-amylase.

Les tests phytochimiques ont révélé la richesse des extraits bruts aqueux et
hydroéthanoliques des racines et des pédoncules en tanins condensés, en flavonoides, en
quinones libres et en terpénoides. L’extrait brut hydroéthanolique des pédoncules contient une
teneur élevée en polyphénols totaux estimée a 345,17 + 9,24 mg EAG/QE ainsi qu’en tanins
condensés avec une teneur de 36,16 + 4,64 mg EQC/gE. Par ailleurs, I’extrait brut aqueux des

pédoncules présente la teneur la plus élevée en flavonoides (475,39 +1,66 mg EQC/gE).

Les résultats de piégeage de radical DPPH® par les extraits bruts aqueux des racines et
des pédoncules sont trés intéressants avec des ICso de 0,81 mg/ml et 1,38 mg/ml,
respectivement. Le pouvoir réducteur du fer le plus élevé est présenté par I’extrait brut aqueux
des graines et des pédoncules avec des ECsqo presque égales (0,17 mg/ml et 0,18 mg/ml,

respectivement).

Tous les extraits bruts de P. cerasus ont montré un effet inhibiteur sur 1’a-amylase avec
des 1Csp qui varient entre 2 mg/ml et 9 mg/ml, dont la meilleure inhibition a été enregistrée

par I’extrait brut aqueux des graines avec une ICsp de 2,40 mg/ml.

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits bruts de P. cerasus pourraient
étre considéré comme une source naturelle d'antioxydants et étre plus largement utilisé dans la
prévention et le traitement du diabéte, en particulier pour réduire I'hyperglycémie

postprandiale.

Mots clés : Prunus cerasus, composés phénoliques, activité antioxydante, inhibition de

l'a-amylase



Abstract

The current research focuses on the valorization of medicinal plants as a source of

bioactive substances of therapeutic interest.

In this study, we were interested in the qualitative phytochemical analysis and
quantitative determination of phenolic compounds of aqueous and hydroethanolic crude
extracts (30:70, v/v) of roots, fruit stalks and seeds of Prunus cerasus, which have been
prepared by decoction under reflux for 1h, as well as, The evaluation of their antioxidant
activity by DPPH* free radical scavenging method and iron reduction test. In addition, we

evaluated their inhibitory effects on a-amylase.

Phytochemical tests were revealed the richness of the aqueous and hydroethanolic crude
extracts of roots and fruit stalks in condensed tannins, flavonoids, free quinones and
terpenoids. The hydroethanolic crude extract of the fruit stalks contains a high content of total
polyphenols estimated at 345.17 + 9.24 mg GAE/gE and condensed tannins with a content of
36.16 = 4.64 mg CQE/gE. Furthermore, the aqueous crude extract of the peduncles exhibits
the highest content of flavonoids (475.39 £ 1.66 mg CE/QE).

The DPPH?* radical scavenging results of the aqueous extracts of the roots and fruit stalks
are very interesting, with an I1Cso of 0.81 mg/ml and 1.38 mg/ml, respectively. The highest
iron reducing power is presented by the aqueous crude extract of seeds and fruit stalks with

almost equal ECsp (0.17 mg/ml and 0.18 mg/ml, respectively).

All crude extracts of P.cerasus showed a moderate inhibitory effect on a-amylase with an
ICso that varied between 2 mg/ml and 9 mg/ml, which the best inhibition was recorded by the

aqueous seed extract with an 1Cso of 2.40 mg/ml.

The results obtained indicate that the various crude extracts of P.cerasus could be
considered as a natural source of antioxidants and be more widely used in the prevention and

treatment of diabetes, in particular to reduce postprandial hyperglycemia.

Keywords: Prunus cerasus, phenolic compound, antioxidant activity, a-amylase

inhibition



Introduction




Introduction

Le stress oxydatif survient lorsqu’il existe un déséquilibre entre les espéces pro-
oxydantes et les especes anti-oxydantes. Par conséquent, I’attaque soutenue des espéces
réactives oxygénées/azotées endogenes et exogenes entraine des altérations conformationnelle
et oxydatifs des biomolécules clés : peroxydation des lipides, carbonylation des protéines et
altération d’ADN. Cette série d’événements conduire a des pathologies dégénératives tels que
le cancer, les maladies cardiovasculaires, I’ Alzheimer, le Parkinson ainsi que le diabéte sucré
(Pisoschi et al., 2021).

Le diabete sucré est parmi les principales pathologies qui sévissent dans le monde. Il est
classé en deux types majeurs, le diabéte de type 1 et de type 2. Ce dernier est lié a une

hyperglycémie postprandiale (Agarwal & Gupta, 2016).

Le stress oxydatif est étroitement associé au diabéte sucré, car une hyperglycémie de
diabéte 2 inhibe I’activité antioxydante tout en favorisant la production excessive des radicaux
libres. De plus, les especes réactives oxygénées peuvent endommager des cellules béta
pancréatiques, entrainant une sécrétion d’insuline réduite ou absente, ainsi qu'une résistance a

la signalisation de l'insuline (Aouacheri et al., 2015 ; Pisoschi et al., 2021 ).

Cependant, I’utilisation des substances chimiques de synthése, antioxydantes et
antidiabétiques s’accompagne souvent d’effets secondaires importants et inévitables et un
cout ¢élevé. C’est pourquoi la recherche des composés naturels a base de plantes médicinales
possédant des propriétés similaires devient importante, offrant une alternative thérapeutique
plus sur et potentiellement plus efficace a moindre cout (Salehi et al., 2019 ; Sindhi et al.,
2013).

En Algérie, grace aux conditions climatiques variées, allant du climat méditerranéen a la
température plus fraiche dans les zones montagneuse et a la désertification du Sahara, cette
région abrite de nombreux types d'habitats ou une vaste gamme de flore médicinale peut
s'épanouir. Les peuples de cette région ont utilisé ces précieuses ressources depuis 1’antiquité

en phytothérapie pour la guérison et la prévention des maladies (Bouasla & Bouasla, 2017).

Prunus cerasus également connu sous le nom de cerisier acide, est une plante fruitiere
appartenant a la famille des Rosacées, largement cultivée dans les régions de haute altitude
d'Algérie telles que Tlemcen, Média, haute de Kabylie, Miliana et Blida. De plus, cette plante
possede des propriétés médicinales bien connues en phytothérapie. Elle est appréciée pour sa

richesse en molécules bioactives qui conférent a la plante des propriétés thérapeutiques telles
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que l’activité diurétique, anti-inflammatoire, antipyrétique, antioxydante et antidiabétique
(Chebouti et al., 2006 ;Shamsi et al., 2017 ).

Dans ce contexte, I'objectif global de notre étude est d’effectuer une analyse biologique in
vitro, en particulier I’activité antioxydante des extraits bruts des racines, des pédoncules et des
graines de P.cerasus par le test de piégeage du radicale DPPH® (2 ,2-diphényle-1-
picrylnydrazyl) et le test du pouvoir réduction du fer (FRAP), ainsi que Dactivité
antidiabétique par 1’étude de I’effet inhibiteur sur 1’a-amylase.

La premiere partie de I'étude est une synthese bibliographique composée de trois
chapitres. Le premier représente le stress oxydatif (ses origines et ses dommages), ainsi que la
défense antioxydante. Le deuxiéme chapitre aborde une généralité sur le diabéte sucré et ’a-
amylase ainsi que les inhibiteurs de I’a-amylase d’origine végétale, dans le troisieme chapitre,
nous rappelons la description botanique et systématique de P. cerasus, sa répartition

géographique et ses diverses propriétés thérapeutiques et utilisation traditionnelle.

La deuxiéme partie est la partie expérimentale, regroupe le matériel et les méthodes
utilisés dans cette étude. La derniére partie est consacrée sur I’interprétation des résultats
obtenus, suivie d’une discussion, puis une conclusion finale qui abordera les différentes

perspectives de recherche basées sur les résultats obtenus.
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1. Stresse oxydatif

1.1. Définition

La perturbation de I'équilibre pro-/antioxydant entraine I'état dysfonctionnel des
cellules connu sous le nom de stress oxydatif. Le maintien de la quantité de facteurs oxydatifs
a une valeur non destructive pour la cellule nécessite cet équilibre dynamique, qui est une
composante nécessaire de tous les organismes aérobies. Trois situations impliquent des
altérations qui déplacent I'équilibre pro-/antioxydant vers des processus oxydatifs séveres
résultant soit d’une augmentation de la concentration de ROS et/ou de RNS (Fig. n°1. 1l1), ou
affaiblissement de la barriere antioxydante (Fig. n°1. 1V), ou bien les deux (Fig. n°1.V)
(Moniczewski et al., 2015).
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Figure n°1 : Les étapes de déséquilibre pro-/antioxydante résultant de la
relation entre la somme de niveau de ROS et RNS et la capacité de la barriére

antioxydante (Moniczewski et al., 2015)

1.2. Les pro-oxydants (radicaux libres)

Les pro-oxydants sont des espéces chimiques (atomes ou molécules), possedent un
électron non apparié dans leur orbitale externe, qui provoque I’instabilité de ses espéces.
Ainsi, ils sont caractérisés par leur interaction rapide avec la molécule stable la plus proche, a
fin d’arracher 1’électron nécessaire pour acquérir leur stabilité. La molécule ciblée se
transforme alors en molécule instable (Sarma et al., 2010).

Les radicaux libres peuvent étre classés en deux especes chimiquement réactives,

especes réactives de lI'oxygene (ROS) et espéces réactives de l'azote (RNS) (Goshtasbi et
al., 2022).
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Les (ROS) et les (RNS) les plus répondu sont le peroxyde d'hydrogéne (H202), le
superoxyde (O2e-), le hydroxyle (OH"), le monoxyde d'azote (NOe¢) et le peroxynitrite
(ONOO") (Prasad et al., 2019). Les principales ROS et RNS et leurs interrelations

biochimiques sont illustrées a la Fig. n°2.

/'—\ !
ZINol———— NO'
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N RNS//
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Figure n°2 : Les principaux ROS et RNS cellulaire et leurs interrelations

biochimiques (Moniczewski et al., 2015)

1.3. Sources des pro-oxydants

Dans des conditions physiologiques normales et a des doses raisonnables, les radicaux
libres sont des intermédiaires importants pour les cellules, impliquant dans des nombreux
processus naturels, y a compris la cytotoxicité (la destruction des cellules tumorales par
apoptose), le contrdle du tonus vasculaire, la signalisation, la production d’énergie, la
maturation des ovocytes, la défense contre les agents étrangers tels que les virus et les
bactéries et a la régulation de certains neurones et le contréle redox des genes (Hussain et al.,
2016 ; Lenaz, 2012).

En tant que sources de ROS / RNS, les sources endogenes et exogénes doivent étre

considérés (Sies, 2018).
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1.3.1. Sources endogenes

o Le systeme immunitaire : Monoxyde d'azote (NOe), un puissant
antioxydant, est utilisé par les cellules du systeme immunitaire pour neutraliser les agents
pathogenes (cellules tumorales, les parasites, les champignons, les protozoaires, les
helminthes et les mycobactéries). Les radicaux libres sont également produits par ce processus
d’oxydation (Cenesiz, 2020 ; Sarma et al., 2010).

o La production d’énergie : La plupart des ROS sont produites dans la
chaine respiratoire lors des phases de conversion énergétique, nécessaires au maintien de la
vie. La réaction globale est représentée par la réduction de I'oxygene pour former de I'eau,
mais des réactions secondaires indésirables générent des ROS (Fig. n°3). Les donneurs
d'électrons sont principalement des composeés d'origine alimentaire. La réduction partielle
d'O2 entraine la production d'anion superoxyde (Oz¢-), peroxyde d'hydrogéne (H20-) et radical
hydroxyle (HOe¢). Ces especes intermédiaires sont dangereuses, car douées d'une forte
réactivité, difficiles a contréler (comme HO-, un oxydant agressif), ouils deviennent des
précurseurs d'autres especes réactives et incontrolables comme le Oze- et le NO- (Cheignon et
al., 2018).

a
o0 0o o0 oo oo oo [ X ) [ X ]
0=0 0=0° H-O=0-H *O-H H-O-H
o0 oo o0 oo oo oo (X ] o0
Molecular Superoxide Hydrogen Peroxide Hydroxyl Radical Water
Oxygen (0,)  Anion Radical (0,*") (H,0,) (OH*) (H,0)
b
¢ e+ 2H* e+H* H,0 €tH
0, >0, > H,0, > OH* \->_> H,0 Aerobic respiration
-0.16 V +0.94V +0.38 V +2.33V

Figure n° 3 : Réduction de O, en H>O et de ses intermédiaires ROS, (A)
Structures de Lewis, (B) la réduction par étapes de O, en H,O pendant la

respiration aérobie (Mailloux, 2015)
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o Le systéeme enzymatique cellulaire : La paroi vasculaire contient des
enzymes appelées les nicotinamides adenines dinucléotides oxydases (NOX), qui utilisent le
NADH ou le NADPH comme substrat pour produire de I'O2¢". Ainsi, la xanthine oxydase
(XOD) génere les (ROS) endothéliales, en particulier le O2- et le H20>. La myéloperoxydase
(MPO) catalyse la conversion du H2O2 en espéces réactives oxygénées ou azotées, y compris
OH?*, ONOO-, acide hypochloreux (HCLO) et NO, (Schroder et al., 2017;Ho et al., 2013).
Les différents enzymes oxydatives qui entrainent I'apparition de ROS, sont représentés dans la
Fig. n°4.

2 Arginine 2 Citrulline Ipoxanthine Hanthine
3 MNADPH INADPY HH™ WO -
.\NOS ____/,7! O+ — O H O,
40, ZNO=3 4AFHLO H,O /,—
XNanthine Uricacid
NADPH NADPY HI+
NOoX 2 MPO
s Oa=— H O, + C17 H2O + HCIO

Figure n°4 : Enzymes oxydatives entrainant I'apparition de ROS, NO synthétase;

NADPH oxydase; xanthine oxydase; myéloperoxydase (Marrocco et al., 2017)

1.3.2. Sources exogenes

Les sources exogenes des (ROS) sont les rayons UV, X, gamma et les micro-
ondes. En plus, le mode de vie et les conditions physiologiques difficiles comme I'exercice, la
grossesse et la vieillesse, le tabagisme, la consommation de I’alcool et I’alimentation riche en
graisses polyinsaturées et facilement peroxydables (Cenesiz, 2020).

Le choc oxydatif peut aussi étre cause et aggravé par des facteurs
environnementaux tels que les produits chimiques (produits de nettoyage, colles, peintures,
Parfums, Pesticides). Ainsi que, d'autres polluants atmosphériques comme le toluéne,
I'amiante, le benzene, le monoxyde de carbone, le chlore, le formaldéhyde, et le chloroforme
sont tous des puissants générateurs de radicaux libres (Kalyanaraman, 2013 ; Karabulut &
Gllay, 2016).

De nombreux médicaments (antibiotiques, anticancéreux, etc.) et xénobiotiques
(toxines, pesticides, herbicides, etc.) peuvent contribuer a la formation des radicaux libres, qui

sont des sous-produits de leur métabolisme (Valko et al., 2007).
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1.4. Les dommages oxydatifs

Les radicaux libres attaquent trois composants cellulaires principaux. Les premiers
sont les lipides, la peroxydation des lipides dans les membranes cellulaires peut les
endommager en perturbant leur fluidité et leur perméabilité. Ainsi, les protéines liées a la
membrane, telles que les enzymes et les récepteurs, pourraient étre affectées négativement par
la peroxydation lipidique. Les dommages directs aux protéines peuvent aussi étre causes par
les radicaux libres. Cela peut modifier leur configuration, entrainant une perte de leurs
fonctionnalités biochimiques. Les oxydants peuvent attaquer I’ADN, qui va provoquer
l'activation de I'enzyme poly (ADP-ribose) polymérase. Celle-ci scinde le NAD™ pour faciliter
la réparation de I'ADN. Cependant, si les dommages sont importants, les niveaux de NAD*
peuvent s'épuiser au point que la cellule ne peut plus fonctionner et entraine la mort cellulaire,

par nécrose ou apoptose.

Les altérations irréversibles des lipides, des protéines et des acides nucléiques, ainsi
que les dommages induits des fonctions cellulaires, ont été identifiés comme cause de

plusieurs problemes pathologiques (Fig. n°5) (Cenesiz, 2020 ; Sarma et al., 2010).
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Figure n°5 : Ensemble des dommages oxydatifs
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2. Défense antioxydante

Toutes les cellules aérobies maintiennent un systeme élaboré de défense anti radicalaire,
également connu sous le nom de systeme antioxydant. Le terme antioxydant fait référence a
une substance capable d'empécher ou de retarder I'oxydation d’une cible biologique, agissant
a une concentration plus faible a celle de la cible protégée (Dangles, 2020 ; Pisoschi & Pop,
2015 ; Sarmaet al., 2010).

2.1. Actions des antioxydants

L'oxydation est souvent une chaine de réactions liee (initiation, prolongation et
terminaison) et les antioxydants peuvent soit prévenir 1’oxydation (bloquent I’initiation) ou

piéger les radicaux libres (stoppent la propagation et la terminaison) (Yin et al., 2011).

Les antioxydants peuvent empécher I’initiation des processus oxydatifs (Fig. n°6), en
chélatant les ions métalliques peroxydant (les ions de feret de cuivre) qui accélérent la
formation ROS, réagissant avec I'oxygene ou absorbant les rayons UV (Pisoschi & Pop,
2015).

02
lumiére hV —— antioxydant *-» Réactions

— d’initiation

catalyseurs : métaux

Figure n°6 : Blocage de I'initiation par les antioxydants (Marc et al., 2004)

Ainsi, les antioxydants rompent les réactions de propagation par le piégeage des
radicaux libres, convertissant en radicaux plus stables ou en espéces non radicalaires (Fig.
n°7). La capacité de piégeage est exercée par les antioxydants qui peuvent céder leurs
électrons ou leurs protons. Cette catégorie comprend les antioxydants hydrophiles (acide
ascorbique, glutathion, acide urique), ainsi que lipophiles (a-tocophérol et ubiquinol) en plus
de composées phénoliques qui possédent un groupement hydroxyles qui sont capables de
donner leur électron et un noyau aromatique qui stabilise la molécule par le phénoméne de

résonance (Pisoschi et al., 2021).

ROO~- - A -H = A- + ROOH
RO~ + A -H > A— + ROH

A - H: antioxydant, donneurde H™

Figure n°7 : Piégeage des radicaux libres (Marc et al., 2004)
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D’autres antioxydants tels que les flavonoides, ont la capacité d’inhiber les enzymes
oxydoréductases qui font intervenir des especes radicalaires au cours de leurs cycles
catalytiques (lipoxygénase, xanthine oxydase, protéine kinase, monoxygénase, etc.) (Olivier
Dangles & Dufour, 2009).

2.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

2.2.1.  Méthodes in vitro

Ce sont des methodes utilisées pour la mesure directe de piégeage des radicaux
libres par des antioxydants potentiels dans des systemes expérimentaux simplifiés (Sindhi et
al., 2013).

a. Test de piégeage de radical 2,2-diphényl-1- picrylhydrazyle (DPPH?®)

La méthode de piégeage de DPPH® est l'une des méthodes les plus
fréeqguemment utilisees pour évaluer l'activité antioxydante. Cette méthode est basée sur le
transfert d'atomes d'hydrogéne d'un antioxydant au DPPH®* afin de le réduire en DPPH, H
(Fig. n°8). Cette réaction s'accompagne d'un changement de couleur, allant du bleu-violet

(forme oxydée) au jaune (forme réduite) (Topcu et al., 2007).

o - O
OZN{ N" N +A-H ) OZNQ— :— N +A"
NO, NO,

2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine

2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH?) =517 nm (DPPH, H)

Figure n°8 : Réduction du DPPH*® en DPPH, H par un antioxydant
(Bibi Sadeer et al., 2020).

b. Test de réducteur de fer (FRAP) : Ferric Reducing Antioxidant Power

Cette méthode mesure la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique
(Fe**) en fer ferreux (Fe?*) par le transfert d’un électron (Fig. n°9). Il est basé sur la réduction
de ferricyanure en ferrocyanure, qui lie le Fe®* libre dans la solution et forme le bleu de
Prusse (Topcu et al., 2007).
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Figure n°9 : Réduction du Fe®** en Fe?* par un antioxydant

(Bibi Sadeer et al., 2020)

c. Test de décoloration radicalaire des cations ABTS

Le test mesure la capacité des antioxydants a piéger le cation radicalaire stable
ABTS"" (acide 2,2'-azinobis (3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), un chromophore bleu-
vert avec une absorption maximale a 734 nm qui diminue en intensité en présence
d'antioxydants. L'ABTS«+ peut étre généré a partir de 'ABTS en présence d'agents oxydants
puissants comme le persulfate d'ammonium (NH,),S,0g). Les antioxydants peuvent
neutraliser le radical ABTSe+ soit par le transfert d’un ¢€lectron ou de proton (Fig. n° 10).
L'équilibre de ces deux mécanismes est généralement déterminé par la structure antioxydante
et le pH du milieu (Prior et al., 2005).

N/—’ 5 SO:H
/@: >=N—N=< U +  (NHy),; 8505
HO,4S s 'JN

Pale blue
ARTS

~ N e o N
N . s ¥ \ f >=N_ N =<
Hoas/@ s>: jru D/ Hoas/@ s /j”:cr

Pale blue Blue-green
Re-generated ABTS ABTS"

A=734 nm

Figure n°10 : Réduction de PABTSe++ en ABTS par un antioxydant
(Bibi Sadeer et al., 2020)
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d. Test de blanchiement du p-caroténe

C’est une méthode couramment utilisées pour estimer l'activité antioxydante
dans une émulsion huile/eau. Dans cette méthode, I'état oxydant d'une émulsion composée de
B-caroténe, d'acide linoléique et d'eau, est mesuré par spectrophotométrie en I'absence et en
présence de l'antioxydant. Les radicaux libres générés par I'oxydation de l'acide linoléique
dans I'émulsion entrainent une décoloration (blanchiement) du B-caroténe, qui peut étre
mesurée a 470 nm (Fig. n°11). La présence d'antioxydants peut réduire la décoloration du -
caroténe lors de l'oxydation couplée de l'acide linoléique et du B-caroténe (Dawidowicz &
Olszowy, 2010).

Orange-yellow
B-carotene

Colourless
Resonance-stabilized carbon-centred radical

Figure n°11 : Réaction du B-caroténe avec les radicaux peroxyles

(Bibi Sadeer et al., 2020).

2.2.2. Méthodes in vivo

a. Dosage de la catalase

La méthode spectrophotométrique utilisée pour doser la catalase repose sur la
mesure de I'absorbance du peroxyde d'hydrogene (H20-) a une longueur d'onde de 240 nm. La
catalase décompose le H-O> en eau et en oxygene, entrainant ainsi une diminution
proportionnelle de l'absorbance de la solution, qui est directement liée a la quantité de H.0-
décomposée (Aebi, 1984).

b. Dosage du glutathion (GSH)

C’est une méthode spectrophotométrique, basée sur la réaction d’oxydation du
GSH par I’acide 5, 5’-Dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB) libérant 1’acide thionitrobenzoique
(TNB) absorbant a 412 nm (Fig. n°12) (Alam et al., 2013).

11
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Figure n°12 : Principe de dosage du glutathion

2.3. Les antioxydants naturels et synthétiques

Les antioxydants naturels sont une alternative prometteuse aux antioxydants

synthétiques dans les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques en raison de

leur faible colt, de leur compatibilité avec la consommation alimentaire et de l'absence
d'effets nocifs sur 1’organisme. (Pisoschi et al., 2021 ; Sindhi et al., 2013). Le tableau n°1

regroupe 1’ensemble des antioxydants naturels et synthétiques.

Tableau n°1 : Les antioxydants naturels et synthétiques

Antioxydant

Description

Référence

La vitamine C

(Acide ascorbique)

Les tocophérols

Antioxydants naturelles

Est une vitamine hydrosoluble représentant un
excellent donneur d'électrons, qui piégeait les
especes réactives oxygenées et azotées, y compris
I'anion radical superoxyde, le radical hydroxyle, le
radical alcoxyle, le peroxyde d'hydrogéne et
I'oxygene singulet. Elle peut réduire a la fois les
radicaux tocophéryl quinone et tocophérol par sa
forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl).

Sont des antioxydants liposolubles, connue sous le
nom de vitamine E protégeant les lipides

membranaires. L'o-tocophérol a été confirmé

(Pehlivan, 2017)

(Pisoschi et al., 2021)
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Les caroténoides

Les composeées

Phénoliques

Les acides

phénoliques

Flavonoides

comme un inhibiteur efficace de la peroxydation
lipidique induite par le peroxynitrite.
Essentiellement le B-caroténe, sont des terpénoides
liposolubles. L'activité antioxydante des carotenoides
comprend : le piégeage de l'oxygeéne singulet, des
radicaux peroxyles, des radicaux sulfonyles, thiyle et
NO., conférant une protection contre I'hydroxyle et
I’attaque radicalaire superoxyde.
Les composées Phénoliques - flavonoides
(flavones, flavonols, flavanols, flavanones,
isoflavones, anthocyanes) et non flavonoides
(acides phénoliques, dérivés du stilbene,
lignanes) ont une forte capacité confirmée a

réduire les effets des radicaux libres.

Essentiellement, les acides 3,4-
dihydroxycinnamique (caféique), 3,4-
dihydroxybenzoique (protocatéchuique) et 2,3-
dihydroxybenzoique (o-pyrocatéchuique), se sont
révélés avoir un pouvoir antioxydant et
antiradicalaire important qu’est étroitement liée au
nombre et a la position des groupes-OH présents sur
le cycle aromatique.

Tels que la quercétine, la silibine, peuvent inhiber la
xanthine oxydase. De plus les anthocyanes, les
proanthocyanidineset les procyanidines peuvent
conférer une protection aux lymphocytes sanguins
humains, contre le stress oxydatif induit par les
rayonnements ionisants, responsable de la
génération de radicaux hydroxyles et de radicaux

anions superoxyde.

(Rahman, 2007)

(Trinidad et al.,
2019)

(Pisoschi et al., 2021)

(Hussain et al., 2016)
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Zinc

Sélénium

Hydroxyanisole
butylé (BHA)

Hydroxytoluene
butylé (BHT)

Le zinc est un oligo-élément qui entre en
compétition avec le fer et le cuivre dans la
membrane cellulaire contribuant a l'inhibition de la
NADPH oxydase, réduisant ainsi la production
d'anions radicaux superoxyde et de peroxyde
d'hydrogeéne.
Le selénium est un minéral, qui joue un réle d’un
cofacteur des enzymes antioxydants tels que la
glutathion peroxydase.

Antioxydants synthétiques
Un antioxydant synthétique, empéchant le
rancissement oxydatif des graisses et des huiles et la
perte de D’activité des vitamines solubles dans les
huiles.
Un antioxydant de synthese, qui sert a retarder ou

empécher 1’oxydation des lipides

(Prasad, 2014)

(Leskovec et al.,
2019)

(Felter et al., 2021)

(Yildiz & Cabuk,
2022)
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Chapitre 02 : Diabéte sucre et a-amylase

1. Diabete sucré

Le diabete sucré est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
chronique, caus¢ soit par une altération de l'action d’insuline, une absence de production
d'insuline ou bien les deux. C'est I'une des maladies les plus répandues dans le monde et selon
I'OMS, la prévalence mondiale du diabete était estimée a 463 millions en 2019 et devrait
atteindre 700 millions en 2045 (Kaur et al., 2021).

Un groupe d’affections caractéris€ 1’hyperglycémie, telle que la polyurie (miction
fréquente), la polydipsie (soif excessive), la polyphagie (faim excessive), une faiblesse, un
amaigrissement ou une obésité et une cicatrisation lente des plaies (Koevi et al., 2015).

1.1. La classification de diabéte

1.1.1. Diabeéte de type 1 (diabéte insulinodépendant ou juvénile)

C’est une destruction auto-immune des cellules béta pancréatiques productrices
de I’insuline. La carence en insuline qui en résulte oblige les patients a recevoir un traitement
a vie (insuline exogéne) pour maintenir leur glycémie dans I'énorme. Il est fréquemment
diagnostiqué chez les enfants et les jeunes adultes (Agarwal & Gupta, 2016 ; Atkinson et
al., 2014).

1.1.2. Diabéte de type 2 (diabéte non insulinodépendant)

Le diabete 2 est un trouble métabolique chronique de systéme endocranien, due
a une diminution de la production de I’insuline (insulinopénie) par les cellules béta et/ou & une
résistance accrue des cellules périphériques a I’insuline (insulinorésistance).C’est la forme de
diabete la plus fréquente (95 % de la population des diabétiques), causée par nombreux
facteurs génétiques ou environnementaux, tels que I'obésité, la sénilité, le vieillissement et les

antécédents familiaux (Kahn et al., 2014).

1.2. Hyperglycémie postprandiale

Hyperglycémie postprandiale est un sous-groupe de diabéte de type 2, caractérisée par
une augmentation de glycémie sanguine qui survient apreés 2 h d’un repas et qui résulte d’une
sécrétion anormale de I’insuline ou une absorption défectueuse de glucose par les tissus
périphériques. Selon I’OMS, hyperglycémie postprandiale est un symptome courant de
diabete 11 si elle dépasse 140 mg/ml (7,8 mmol/ml) (Agarwal & Gupta, 2016).
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L'hyperglycémie postprandiale prolongée peut entrainer des complications a long
terme pour la santé. Tout d'abord, elle peut altérer la fonction endothéliale, augmentant le
risque de maladies cardiovasculaires telles que I'athérosclérose, I'insuffisance cardiaque et
I'nypertension artérielle. De plus, elle peut perturber la capacité de coagulation du sang et
provoquer de caillots sanguins et d'accidents vasculaires cérébraux. En outre, une HGPP peut
également déclencher une inflammation systémique, ce qui peut entrainer des dommages aux
tissus et des maladies chroniques telles que l'arthrite, I'asthme, la maladie inflammatoire de
I'intestin et méme le cancer (Rebolledo & Actis Dato, 2005).

Chez I'hnomme, plusieurs enzymes digestives sont impliquées dans le développement
de I'hyperglyceémie postprandiale. Parmi elles, I'a-amylase qui catalyse le clivage des grosses
molécules d'amidon en plusieurs petits fragments, que ce soit dans la bouche (amylase
salivaire) ou dans l'intestin (amylase pancréatique). L'a-glucosidase, d'autre part, catalyse
I'étape finale de la dégradation des glucides pour libérer les monosaccharides finaux qui
peuvent traverser la barriére hémato-encéphalique. Une conversion excessive de I'amidon en
sucre peut augmenter la glycémie (Agarwal & Gupta, 2016 ; Tabak et al., 2012). La

localisation est le role de 1’a-amylase et 1’a-glucosidase sont illustrés dans la Figure n°13.
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Figure n° 13 : La localisation est le rdle de I’a-amylase et I’a-glucosidase

(Papoutsis et al., 2021)
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2. Alpha-amylase

2.1. Definition

L’o-amylase (EC 3.2.1.1, a-1,4-glucan-4-glucanohydrolase) est une glycoside
hydrolase qui catalyse I’hydrolyse des liaisons a-1,4-glucosidiques dans 1’amidon et les a-
glucanes apparentés, en sucre plus simple comme le glucose, le maltose et la dextrine. C’est
I’'un des glycosidases les plus couramment utilisées, avec des applications dans les industries

alimentaires, pharmaceutiques et chimiques (Janecek et al., 2014).

2.2. Origine

L'a-amylase peut étre produite par différentes espéces de micro-organismes,
principalement les champignons du genre Aspergillus, tels que Aspergillus oryzae et
Aspergillus niger et les bactéries du genre Bacillus, tels que Bacillus licheniformis, Bacillus
stearothermophilus et Bacillus amyloliquefaciens, qui sont de bons producteurs d'a-amylase
thermostable utilisée pour leur rentabilité, leur cohérence et leur facilité de modification. Les
plantes oléagineuses constituent la principale source d'a-amylase d'origine végétale. Chez les
mammiféres, l'a-amylase est principalement produite par les glandes salivaires et

pancréatiques (Tiwari et al., 2015)..

2.3. Structure

L’a-amylase est une métalloenzyme calcique qui posséde trois domaines et deux sites
différents. Le domaine A est le domaine catalytique qui se trouve a I’extrémité N-terminale de
I’enzyme, correspondant a un pli en barillet 8(B/a). C'est dans ce domaine que la triade
catalytique (Asp, Asp, Glu) est présente et joue un role important dans la catalyse. Le
domaine B est le domaine de liaison au substrat. Le domaine C se replie en un tonneau 3
antiparallele a I’extrémité C-terminale. De plus, le premier site de 1’a-amylase est le site actif
(liaison au substrat) situe dans une longue fente entre les domaines A et B, et le deuxiéme site
est le site de liaison avec le calcium (Ca?*), ce dernier peut agir en stabilisant la structure de
I’enzyme et en tant qu’activateur allostérique (Sales et al., 2012). La structure

tridimensionnelle est représentée dans la figure n°14.
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Domain A

Figure n°14 : Structure tridimensionnelle de la a-amylase origine :
Aspergillus oryzae (Zhang et al., 2017)

3. Inhibition de I’a-amylase

L'a-amylase pancréatique est une enzyme qui catalyse I'étape clé de I'hydrolyse de
I'amidon en maltose, finalement, en glucose. Le glucose issu de la digestion est absorbé par
les cellules intestinales via des GLUTZ2, entrainant une hyperglycémie postprandiale.
L’inhibition de I’a-amylase est une cible thérapeutique bien connue pour le traitement et le
maintien des élévations postprandiales de la glycémie et le développement de nouveaux
médicaments. Actuellement, les inhibiteurs d'a-amylase les plus utilisés sont l'acarbose et le
miglitol (Mahmood, 2016 ; Kaur et al., 2021).

3.1. Acarbose

L'acarbose est un composé pseudotétrasaccharide d'origine microbienne (Fig. n°15). I
fonctionne comme un médicament antidiabétique orale par 1’inhibition compétitive, en se
liant de maniere réversible a l'a-amylase dans lintestin (Agarwal &Gupta, 2016 ;
Mahmood, 2016).
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Figure n°15 : Structure chimique de I’acarbose (Sales et al., 2012)

3.2. Miglitol

Le miglitol est un médicament de synthese chimique, appartient a la classe des

inhibiteurs de I’a-amylase (Fig. n°16). C’est un dérivé de la 1-désoxynojirimycine, il inhibe

fortement les activités du saccharose, de la glucoamylase et de Il'isomaltase (Agarwal &

Gupta, 2016).
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Figure n°16 : Structure chimique de miglitol (Sales et al., 2012)

4. Plantes médicinales et inhibition de I’a-amylase

Le tableau ci-dessous recapitule les plantes médicinales ayant un effet inhibiteur de I'a-

amylase, ainsi que leur concentration inhibitrice a 50% (ICxso).

Tableau n°2 : Plantes médicinales a effets inhibiteurs de I’a-amylase

Plante Extraits I1Cso Référence

Punica granatum Extrait hydro-alcoolique 3,65 g/I (Belkacem et al., 2010)

Prunus persica  Extrait Aqueux 59,95 mg/mli (Prakash & Sagar,
Extrait acétonique 50,00 mg/ml 2019)

Citrus Extrait hydro-alcoolique ~ 0,375mg/ml (Seker Karatoprak et

aurantifolia al., 2021)

Murraya Extrait chloroforme 56,64 mg/ml (Bhat et al., 2011)

Koenigii

Phyllanthus Extrait éthanolique 17,78 pg/ml (Thengyai et al., 2020)

amarus

Senna siamea Extrait éthanolique 14,12 pg/ml (Thengyai et al., 2020)
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Chapitre 3 : Présentation de la plante Prunus cerasus

1. Nom vernaculaire
Prunus cerasus communément appelé « cerisier acide », « cerisier aigre », « griottier

acide » et « cerisier acidulé» (Turcati, 2020).

2. Description botanique

P. cerasus est une petite plante portant des drageons racinaires, appartient a la famille de
Rosacée et du genre prunus. L’arbre atteint généralement une hauteur de 4 a 10 métres, avec
une couronne étalée ou arrondie (Fig. n°17). Les fruits de cerisier sont des drupes (Fruit a
noyau) globuleuse attachées aux branches (pédoncules), de couleur rouge pale a presque noir
de 0.6-1.25 cm de diameétre et de saveur acidulée (Fig. n°18) (Shamsi et al., 2017 ; Tarhan et
al., 2006 ).

Figure n°17 : Arbre de P.cerasus Figure n°18 : Fruit de P.cerasus

3. Classification Systématique
D’aprés Hummer et Janick (2009), la classification taxonomique de P.cerasus est la

suivante :
Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta (plante a fleurs)
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
Ordre: Rosales

Famille : Rosaceae

Sous-famille : Amygdaloideae

Genre : Prunus
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4. Origine et Répartition géographique

P.cerasus est une espéce fascinante d’arbre fruitier originaire d'Europe centrale et dans
les régions entourant la mer Caspienne et la mer Noir, et il est répandu a travers I’Europe
continentale, le Nord Amérique et dans les régions d’Asie occidentale (Wojdylo et al., 2014 ;
Wunsch & Hormaza, 2002).

En Algérie, Selon deuxiéme le rapport national sur 1’état des ressources phylogénétiques
(2006), les cerisiers acides sont également cultivés dans les zones de hautes altitudes :

Tlemcen, média, haute de Kabylie, Miliana et Blida.

5. Propriétés thérapeutiques et utilisation traditionnelle
P.cerasus est une plante médicinale cultivée en tant que culture fruitiere, et elle a été
utilisée en particulier les fruits, graines et pédoncules depuis I’antiquité pour ses vertus

thérapeutiques (Shamsi et al., 2017 ).

Les cerises aigres sont utilisées surtout pour le traitement des infections comme les
infections urinaires, la néphrolithiase (les calculs rénaux), la cysto-lithiase (les calculs dans la
vessie) et la dysurie (miction douloureuse et génante). En plus, Les fruits frais avec les
noyaux étaient traditionnellement utilisés pour préparer le sirop de cerises qui était utilisée
pour traiter la fievre et les maladies de foie (jaunisse). Les cerises acides avec son action
analgésique, ils ont les capacités de soulager les douleurs musculaires ou les réduire apres une
activité sportive (Laurent, 2017 ; Shamsi et al., 2017 ; Steinmetz, 1954 ).

Les bienfaits physiologiques des cerises sur I'nomme se sont concentrés principalement
sur la nutrition sportive pour la récupération musculaire, les effets antigoutteux, fonctions
vasculaires (Blando & Dave Oomah ,2019).

L’infusion ou le décocté des pédoncules de P.cerasus sont largement utilisés a des fins
médicinales telles que diurétiques, dépuratifs et anti-inflammatoires et destiné au traitement
de la bronchite et la diarrhée. Son action diurétique (anti-aldostérone) rendre le traitement par
les pédoncules trés intéressant contre la rétention d’eau lors d’un manque progestérone

(Djerroumi & Nacef, 2013 ; Hooman et al., 2009).

Les graines de griotte sont trés utilisées en médecine douce pour plusieurs vertus
curatives y compris 1’amélioration de la qualité de sommeil, car elles contiennent de la

mélatonine (hormone de sommeil). Les graines ont des propriétés gastroprotecteurs (contre le
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gastrique ulcére), anti-inflammatoires et anti-nociceptives (Howatson et al., 2012 ; Raafat et
al., 2020).

6. Activites biologiques

P. cerasus est une plante médicinale a fort potentiel en métabolites primaires, secondaires
et en activités biologiques. A ce jour, la recherche de nouvelles activités se poursuit. Le
tableau suivant montre les travaux antérieurs dans le cadre des activités biologiques de cette
plante.

Tableau n°3: travaux antéerieurs consacrés a |'étude des activités biologiques de P.cerasus

Activite biologique

extraits ou molécules

bioactives isolés

Références

Hypoglycémiante (aigus et
subchroniques)
Anti-obésité et

antidiabétiques
Effet sur la pression
diastolique
Antimicrobienne

Effet insecticide

Effet sur la production de
prostaglandine E2 (PGE2)

Anticancéreuse

anti-arythmique

Antioxydante

Extraits d'acétate d'éthyle des
graines
Cyanidine-3-O-rutinoside
Malvidine-3,5-diglucoside
Cyanidine-3-O-glucoside
Poly phénols et anthocyanes
des fruits de (P.cersus)
Extrait brut aqueux des
feuilles

Extrait d'éther de pétrole
Graines de Prunus cerasus
Extrait de I’anthocyanine

pure

Les composeés phénoliques

Extrait de graine

Acide chlorogénique
Tétrahydroxyflavonol-3-
rhamnoside trihydroxyflavonol
3-rutinoside

Mélatonine (N-acétyl-

5-méthoxytryptamine)

(Saleh, 2017)

(Homoki et al., 2016)

(Han et al., 2020)

(Berroukche et al.,
2018)
(Slemm et al., 2021)

(Phuong Nguyen et
al., 2018)

(Khoo et al., 2012)
(Kalantari et al.,
2015)

(Ferretti etal., 2010 ;
Kirakosyan et al.,
2009)
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La partie expérimentale de notre étude a été effectuée au niveau de laboratoire de
recherche « Antibiotique, Antifongique : Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique »
(LAPSAB).

1. Matériel Végétal
Le matériel végétal sur lequel portait notre étude est Prunus cerasus, composé de racines,

de pédoncules et de graines (Fig. n°19, 20, 21).

Figure n°19: Racines de P. cerasus  Figure n°20: Pédoncules de P. cerasus  Figure n°21: Graines de P. cerasus

1.1. Préparation du matériel végétal

Les racines, les pédoncules et les graines de P. cerasus ont été nettoyés par 1’eau de
robinet afin de débarrasser toutes impuretés puis séchées a température ambiante et a I’abri de
la lumiére pour la conservation des substances bioactives. Les échantillons ont été finement
broyés a l'aide d'un mortier et la poudre obtenue a été conservée jusqu'a son utilisation (Fig.
n°26, 27, 28).

Figure 22 : Poudre des racines  Figure 23 : Poudre des pédoncules  Figure 24 : Poudre des graines

23



Matériel et méthodes

1.2. Extraction du matériel vegétal

Les différents extraits étudiés dans la partie expérimentale, ont été préparés par une

décoction sous reflux pendant 1 h (Fig. n°25).

e Les extraits aqueux
10 g de poudre végétale de tous les échantillons (racines, pédoncules et graines)
ont été mis en contact avec 300 ml d’cau distillée. Les mélanges ont été portes sous reflux
pendant 1h. Apreés filtration, les différents extraits bruts aqueux obtenus ont été évaporés
a sec dans I’étuve a 37°C.
e Les extraits hydroéthanoliques
10 g de poudre végétale de tous les échantillons (racines, pédoncules et graines)
ont été mis en contact avec 300 ml d’un solvant eau/éthanol (30 : 70, v : v). Les mélanges
ont été portés sous reflux pendant 1h. Apres filtration, 1’éthanol a été éliminé du filtrat
par évaporation & 50°C a I’aide d’un rotavapeur. Les différents extraits bruts obtenus ont
été séchés dans 1’étuve a 37°C.
Les différents extraits étudiés dans ce travail sont :
e Extrait brut aqueux des racines (EAR)
e Extrait brut hydroéthanolique des racines (EéthR)
e Extrait brut agueux des pédoncules (EAP)
e Extrait brut hydroéthanolique des pedoncules (EéthP)
e Extrait brut aqueux des graines (EAG)
e Extrait brut hydroéthanolique de graines (EéthG)

1.3. Rendement

Le rendement de différents extraits a été déterminé par apport a 10 g de matériel

vegeétal sec selon la formule suivante :

. N
" R(%) = (M /M) x100
\\ ,
R% : rendement en pourcentage

m : masse en gramme de 1’extrait brut sec

M : masse en gramme de matiére végétal séche
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l Poudre végétal (10g) l
1300 ml Eay disilée ) ,:30'0(;1515?&%31161 N
e N @,

Sous refhux (1h)
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Extraits bruts

aqueux

Analyse Analyse
phytochimique biologique
Tests phytochimques Activite antioxydante
Dosage des composés Effet inhibiteur de I'alpha
phénoliques amylase

Figure n°25 : Protocole général de la partie expérimentale
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2. Analyse phytochimique

Les extraits préparés ont été soumis a des tests de coloration et de précipitation en tubes,

a fin de détecter la présence ou I’absence des groupes de familles chimiques tel que :

e Lestanins
Pour caractériser les tanins, 1 ml de chaque extrait a ét¢ mélangé avec 0,25 ml d’une
solution aqueuse de FeCls (1 %), le mélange a été incubé a température ambiante pendant 15
min. L’apparition d’une couleur bleu-noirdtre ou verdatre indique la présence des tanins
(Karumi, 2004).

e Les Flavonoides
Les flavonoides ont été recherchés en ajoutant pour chaque volume d’extrait 1 ml
d’acide chlorhydrique concentré (HCL) puis quelques copeaux de magnésium. L’apparition

d’une couleur rouge, orange ou rose indique la présence des flavonoides (Karumi, 2004).

e Les quinones libres
Dans un tube a essai, 0,1 ml hydroxyde de sodium (NaOH a 1 %) a été ajouté a 1 ml
de chaque extrait a analysé. L’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libre (Oloyede, 2005).
e Lesanthraquinones

Les anthraquinones ont été mises en évidence en ajoutant 1 ml de NH4OH (10 %).

Aprées agitation, I’apparition d’une couleur violette, indiquée la présence des anthraquinones

(Oloyede, 2005).

e Les terpénoides
Les terpénoides ont été recherchés a I'aide du test de Slakowski en ajoutant 0,4 ml de
chloroforme et 0,6 ml d'acide sulfurique concentré a 1 ml d'extrait. L'apparition de deux
phases et une couleur marron a l'interface indiquent la présence de terpénoides (Khan et al.,
2011).

e Lessaponosides
Les saponosides ont été recherchés par le test de mouse, apres agitation de 10 ml de
chaque extrait, une mouse supérieur a 1cm et qui persiste entre 10 et 20 min confirme la

présence des saponosides (N’Guessan et al., 2009).
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e Lesalcaloides
Les tests ont été réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Mayer et
Wagner. Dans deux tubes contenant 0,5 ml d’extrait, 0,5ml de réactif de Mayer était ajouté
dans le premier tube et 0,5 ml de réactif de Wagner dans le deuxiéme. L’apparition d’un

précipité blanc et marron indique la présence des alcaloides (Majob et al., 2003).

e Les composeés réducteurs
Leur détection consiste a introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai, puis 2 ml de
liqgueur de Fehling (1 ml de réactif A et 1 ml de réactif B). Ensuite, I'ensemble était porté au
bain-marie bouillant durant 10 min. L’apparition d’un précipité rouge brique indique la

présence des composeés réducteurs (Edeoga et al. ,2005).

3. Dosage des composeés phénoliques

3.1. Dosage des polyphénols totaux

3.1.1 Principe

La détermination des polyphénols totaux a été effectuée selon la méthode
de Folin-Ciocalteu, ce réactif est constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungstique
Hs [P (W3040)4] et d’acide phosphomolybdique (Hs PMo12 O4) de couleur jaune. Cette
méthode est basée sur I’oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu,
qui entraine la formation de complexe molybdéne-tungstene de couleur bleue qui absorbe a
700 nm (Vermerris & Nicholson, 2007).

3.1.2 Mode opératoire

100 pl de chaque extrait brut a été mélangé avec 2 ml d’une solution de
carbonate de sodium a 2 %, le mélange a été incubé durant 5 min. 100 ul de réactif de Folin-
Ciocalteu (1IN) a été ajouté au mélange, une deuxieme incubation a température ambiante
pendant 5 min a éte effectuée.

La densité optique a été mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a 700 nm
contre un blanc.

Dans les mémes conditions opératoires, la gamme d’étalonnage de 1’acide

gallique a été préparée a différentes concentrations (0,05;0,1;0,2;0,4;0,6 ;0,8 ;1 mg/ml).
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3.2. Dosage des flavonoides

3.2.1. Principe

C'est une méthode spectrophotométrique utilisant le trichlorure d'aluminium
(AIC13) qui forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude (NaOH) qui forme un
complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm (Ardestani & Yazdanparast,
2007).

3.2.2. Mode opératoire

Dans des tubes, 2 ml d'eau distillée ont eté ajoutés a 500 ul de chaque extrait
puis, 150 ul d'une solution de nitrite de sodium (NaNO-) a 15 % ont été additionnés. Ensuite,
les tubes ont été incubés pendant 6 min a température ambiante. Aprés le temps d’incubation,
150 ul de trichlorure d'aluminium (AICI3) a 10 % sont ajoutés. Une seconde incubation de 6
min a une température ambiante a été effectuée, suivie de I'ajout de 2 ml d'’hydroxyde de
sodium (NaOH) a 4 %. Le volume total est ajusté a 5 ml avec l'eau distillée.

La densité optique a été mesurée par apport a un blanc a une longueur d’onde
de 510 nm par spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage de la catéchine a été effectuée en parallele dans les
mémes conditions opératoires a différentes concentrations (0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
mg /ml).

3.3. Dosage des tanins condensés

3.3.1. Principe

La quantité de tanins condensés a été estimée par la méthode de la vanilline.
En milieu acide, les tanins condensés se dépolymérisent et en réagissant avec la vanilline se
transforment en anthocyanidols de couleur rouge mesurable par spectrophotometre a 550
nm (Sun et al., 1998)

3.3.2. Mode opératoire

50 uL de chaque extrait a analyser ont été ajoutés a 1500 ul d’une solution
méthanolique de la vanilline (4%). Aprés agitation, un volume de 750 uL d’HCI concentré a
été additionné. Le mélange était ensuite laissé réagir a température ambiante pendant 20 min.

Une gamme d’étalonnage de la catéchine a été réalis¢ a différentes
concentrations (0,05;0,1;0,2;0,4;0,6; 0,8; 1 mg/ml).

La densité optique a été mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a 550 nm

contre un blanc.
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3.4. Expression des résultats
Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tannins condensés ont été calculées

selon la formule suivante :

___________________

T : Teneur

a : Concentration a partir de la courbe d’étalonnage respective
f : Facteur de dilution

b : Concentration initiale de I’extrait

4. Evaluation de ’activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits aqueux et eau/éthanol de P.cerasus a été effectuée en
utilisant le test de piégeage du radical 2,2’-diphényle-1-picrylhydrazyle (DPPH?®) et le test de
réduction du fer (FRAP).
4.1. Piégeage du radical libre DPPHe

4.1.1. Principe

La présence de ce radical donne & la solution une couleur violacée qui absorbe
aux environ de 515 nm. La réduction des radicaux DPPHe par un agent antioxydant entraine
une décoloration de la solution en virant au jaune et par conséquent une diminution de
I’absorbance (Atoui et al., 2005).

4.1.2. Mode opératoire

1950 pl d’une solution méthanolique de DPPHe (0,025 mg/ml) ont été
mélangés avec 50 ul de différentes concentrations des extraits. En parallele, des tubes blancs
sont préparés en mélangeant 50 pl de chaque concentration d’extrait et 1950 ul de méthanol.
Le témoin négatif a été préparé par 1’addition de 50 ul de méthanol a 1950 ul DPPHe.

Les séries des tubes ont été conservés a 1’abri de la lumiére a la température
ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance a ét¢ mesurée a 515 nm contre les tubes blancs a
I’aide d’un spectrophotometre.

L’acide ascorbique, le BHA et le BHT ont été également préparés comme
controles positifs dans les mémes conditions expérimentales. Les concentrations utilisés pour
le BHA et le BHT était (0,05; 0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5mg/ml), et (0,01; 0,03; 0,04 ; 0,05;

0,1; 0,2 mg/ml) pour I’acide ascorbique.
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4.2. La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

4.2.1. Principe

Cette méthode est basée sur la détermination de la capacité des extraits a
réduire ’ion ferrique (Fe®") en ion ferreux (Fe?"). Cette réduction se traduit par I’apparition
d’une couleur verte qui absorbe a 700nm dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir
réducteur (Topgu et al., 2007).

4.2.2. Mode opératoire

Dans des tubes a essai contenant 2,5 ml d’extrait a différentes concentrations,
2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M : pH 6,6) puis 2,5 ml de ferricyanure de potassium a 10
%, ont été ajoutés. Le mélange obtenu a été incubé pendant 20 min a 50°C. Un volume de 2,5
ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 10% a été additionné. Apres la centrifugation pendant
10 min a 3000 rpm, un aliquote de 2,5 ml du surnageant a été melangé avec 2,5 d’eau distillée
et 0,5 ml d’une solution de FeClsa 0,1 %.

La lecture des absorbances du milieu réactionnel a été faite a 700 nm contre un
blanc & I’aide d’un spectrophotométre.

L’acide ascorbique, le BHA et le BHT sont utilisés comme contrdles positifs
dans les mémes conditions expérimentales a différentes concentrations (0,1 ; 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ;
0,8 et 1 mg/ml).

5. Evaluation de ’activité inhibitrice de I’a-amylase
L’activité inhibitrice de I’a-amylase a été évaluée selon la méthode de dosage des
sucres réducteurs de Bernfeld 1955. Dans un milieu alcalin et a chaud, 1’oxydation des
groupements aldéhydes et cétones libres des sucres réducteurs, provoque simultanément la
réduction de I’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino
S-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm. L’intensité de la coloration
est proportionnelle a la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel.
5.1. Preparation des réactifs
o Réactif 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)
Solubilisation de 1g de DNSA dans 40 ml d’eau distillée ;
Addition de 30 g de tartrate double (sodium, potassium) sous agitation ;
Obtention d’une solution de couleur jaune opaque ;
L’addition de 20 ml d’une solution de NaOH (2N) rend le réactif

limpide d’une couleur orange ;
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Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée ;
Conservation de reactif obtenue a +4°C.
. Solution de I' a-amylase
L'enzyme utilisé est I' a-amylase d’Aspergillus oryzae (E.C.3.2.1.1) sous forme
lyophilisée (Sigma), son poids moléculaire est de 51000 Da avec une activité spécifique de 26
Ul/mg, conservée a +4°C.
La solubilisation de 0,015g d’a-amylase dans 1 ml de solution tampon
phosphate (0,02 M, pH 6), la solution a une activité de 390UI /ml.
L’activité enzymatique finale de 1’a-amylase dans le milieu
réactionnelle est 1,3 Ul/ml.
L’optimum de D’activité amylasique d’Aspergillus oryzae est a pH 6
pour une température de 25°C.
o Solution de substrat (amidon)
L’amidon soluble (Biochem "Chemopharma™) est préparé dans la solution
tampon phosphate (0,02 M, pH 6) a 1%.

° Solution d’extraits
Différentes concentrations des extraits ont été préparées dans la solution
tampon phosphate (0,02 M, pH 6) afin d'évaluer leur effet sur l'activité enzymatique de 1'a-
amylase.
. Solution d’acarbose
L’acarbose (Corect acarbose 50 mg) est le contrdle positif qui a été utilisé a

différentes concentrations préparées a partir d’une solution mére de 2 mg /ml.

5.2. Mode opératoire
Cette méthode a été réalisée selon le protocole de Thalapaneni et al, (2008) :

o Réaction enzymatique en absence d’inhibiteur

& Contréle négatif : 0,5 ml de tampon + 0,5 ml d’amidon + 0,5 ml d’o-
amylase
@ Blanc : 1 ml de tampon +0,5 ml d’amidon

. Réaction enzymatique en présence d’inhibiteur (Acarbose)
< Contrdle positif : 0,5 ml d’acarbose + 0,5 d’amidon + 0,5 d’a-amylase

< Blanc : 0,5 ml d’acarbose + 0,5 ml d’amidon + 0,5 ml de tampon
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o Réaction enzymatique en présence des extraits a différentes

concentrations

< Tube expérimentale : 0,5 ml d’extrait +0,5 ml d’amidon + 0,5 ml d’a-
amylase
< Blanc : 5 ml d’extrait +0,5 ml d’amidon + 0,5 ml tampon

Aprés ces différentes expériences, chaque tube a été agité et incubé a 25°C pendant
10 min. Apres I’addition de 1 ml de DNSA au mélange, les tubes ont été placés dans un bain
mari bouillant pendant 8 min, suivie par un choc thermique dans un bain d’eau glacée afin de
stopper la réaction entre le maltose et le réactif DNSA et a la fin, 2 ml de ’eau distillée ont
éteé ajoutés.

Les densités optiques sont lues par rapport a un blanc a 1’aide d’un

spectrophotometre a 540 nm.

6. Expression des résultats
Les absorbances mesurés ont permis de calculer les pourcentages d’inhibitions du radical

DPPH?® et de I’inhibition de 1’a-amylase, en utilisant la formule suivante :

________________________________

% |: Pourcentage d’inhibition.
AC : Absorbance de contrdle négatif
AE : Absorbance de I’échantillon

L’ICso (concentration inhibitrice a 50 %) a été calculée graphiquement pour chaque
échantillon testé par 1’équation des régressions logarithmiques ou linéaires des pourcentages
d’inhibitions en fonction des différentes concentrations [Pourcentages d’inhibitions=f
(concentrations)].

L’ECso (Concentration efficace a réduire 50% du fer) a été également calculée
graphiquement pour chaque échantillon testé par 1I’équation des régressions logarithmiques ou
linéaires des absorbances en fonction des différentes concentrations [Absorbances =f

(concentrations)].
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7. Analyse statistique des données
Toutes les expériences ont été répétées trois fois. Les résultats ont été exprimés par le
calcul de la moyenne + ESM (erreur standard de la moyenne) a l'aide du logiciel Excel, tandis

que les courbes ont été tracées a l'aide du logiciel SigmaPlot (12.0).

> Moyenne: X = 12?:1Xi

n

» Ecarttype:ow= \/%Z(Xl—X‘)Z

9

> Erreur standard : ES = W=
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1. Rendement d’extraction

Les résultats du tableau n°4 représentent le rendement, 1’aspect, la couleur et le solvant de

solubilisation des extraits bruts agueux et hydroéthanoliques des racines, des pédoncules et

des graines de P. cerasus.

Tableau n°4 : Caractéristiques des extraits bruts de P. cerasus

Extraits Extraits des racines Extraits des pédoncules Extraits des graines
bruts
Aqueux Hydro- Aqueux Hydro- Aqueux Hydro-
éthanolique éthanolique éthanolique
Rendement 16,15 % 13,45 % 28,00 % 4,57 % 5,50% 6,15%
Poudre Poudre A Poudre Poudre A
Aspect o o Pate o o Pate
cristallisée cristallisée cristallisée cristallisée
Couleur Marron foncé | Marron clair | Marron foncé | Marron foncé | Jaune pale Jaune péle
Solubilité Eau /éthanol | Eau /éthanol | Eau /éthanol | Eau /éthanol | Eau/éthanol | eau /éthanol

Les résultats obtenus montrent que le rendement varie considérablement entre les
différents extraits bruts de différentes parties de P. cerasus. Le rendement le plus élevé a été
obtenu par ’extrait brut aqueux des pédoncules (28 %), suivie de I’extrait brut aqueux des
racines (16,15 %), tandis que les rendements les plus faibles ont été obtenus par I’extrait brut
hydroéthanolique des pédoncules (4,57%) et I’extrait aqueux et hydroéthanolique des graines
(5,5% et 6,15%, respectivement).

En ce qui concerne 1’aspect, les extraits bruts présentent un aspect de poudre cristallisee,
a l'exception de I'extrait brut aqueux des pédoncules et I'extrait brut hydroéthanolique des
graines qui ont un aspect de pate. Les couleurs des extraits sont également tres variées, allant
de marron foncé pour les deux extraits bruts des pédoncules ainsi que pour I’extrait brut
aqueux des racines, au jaune pale pour les deux extraits bruts des graines.

Il est également intéressant de noter que tous les extraits bruts sont solubles dans le

mélange eau/éthanol.
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2. Analyse phytochimique

L’ensemble des tests de précipitation et de coloration permet de détecter la présence ou
I’absence de différents composants phytochimiques dans les extraits de la plante. Le tableau
ci-dessous résume les résultats de 1’analyse phytochimique des différents extraits bruts de P.

cerasus.

Tableau n°5 : Résultats de I’analyse phytochimique des extraits bruts de P. cerasus

Extraits des racines Extraits des pédoncules Extraits des graines
Extraits bruts
Aqueux Hydro- Aqueux Hydro- Agueux Hydro-
éthanolique éthanolique Ethanolique
Tanins ++ + +++ ++ _ _
Flavonoides ++ ++ +++ +++ _ _
Quinones libres + + ++ +++ _ _
Anthraquinones _ _ + + _ _
Terpénoides + ++ +++ ++ _ ++
Saponosides _ + _ _ _ _
(Mayer) - + _ _ _ +
Alcaloides
(Wagner) - + _ _ _ +
Composés _ _ _ _ _ _
réducteurs

(+++) : Forte présence ; (++) : Moyenne présence ; (+) Faible présence ; (-) Absence

D’aprés les résultats obtenus, les extraits bruts aqueux et hydroéthanoliques des racines et
des pédoncules ont montrés une présence forte a moyenne des tanins condensés, des
flavonoides et des quinones libers, tandis que ces composés étaient absents dans les deux
extraits bruts des graines.

Les anthraquinones sont faiblement présentes dans [I’extrait bruts aqueux et

hydroéthanolique des pédoncules et absents dans les autres extraits bruts.

A l'exception de I'extrait brut aqueux des graines, les terpénoides ont été retrouvés dans
tous les extraits étudies. Par ailleurs, les saponosides ont été réveles uniquement dans I’extrait

hydroéthanolique des racines.
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On peut également noter que les alcaloides ont été faiblement détectés dans les extraits
bruts hydroéthanoliques des racines et des graines et absents dans les autres extraits, et que les

composes réducteurs sont absents dans tous les extraits bruts.

3. Dosage des composés phénoliques

Les différents extraits bruts étudiés ont été soumis a un dosage quantitatif par méthodes
spectrophotométriques, a fin de déterminer les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides
et en tanins condenses.

Les teneurs en composés précédents ont été calculées en se référent a des courbes
d’étalonnages, de I’acide gallique (Fig. n°26) pour les polyphénols totaux et de la catéchine

(Fig. n°27, 28) pour les flavonoides et les tanins condensés, respectivement.

Les teneurs en composés phénoliques sont exprimées en milligramme équivalent acide
gallique par gramme d’extrait (mg EAG/gE) pour les polyphénols totaux et en milligramme
équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg EQC/gE) pour les flavonoides et les tanins

condensés. Les résultats sont représentés dans le tableau n°6.

28 2% Ty= 0,0246x + 0,054
y=0,0497x - 0,0737 R’= 0,999
R*= 0,996 *

2,0 q
£ £
c c
o o
S 151 B
2 2
£ 101 £
2 2
Qo Qo
< <

0,54

0,0 T T T T 0,0 T T T T

0 10 20 30 40 50 0 20 40 60 80 100
Concentrations de I'acide gallique (ug/ml) Concentrations de la catéchine (ug/ml)
Figure n°26 : Courbe d’étalonnage de Figure n°27 : Courbe d’étalonnage de
I’acide gallique (Dosage des polyphénols la catéchine (Dosage des flavonoides)
totaux) (n=3) (n=3)
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Figure n°28 : Courbe d’étalonnage de la
catéchine (Dosage des tanins condensés)

(n=3)

Tableau n°6 : Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés dans
les différents extraits bruts de P. cerasus

Extrait brut

Extraits des racines

Extraits des pédoncules

Extraits des graines

Agueux Hydro- Aqueux Hydro- Aqueux Hydro-

éthanolique éthanolique éthanolique
Polyphénols 190,00 £10,01 | 117,48 +16,85 | 278,49 + 8,36 34517 + 9,24 94,08 £2,14 | 100,01 +4,42
(mgEAGI/QE)
Flavonoides 485 +4,99 18,70 +4,99 475,39 £1,66 | 104,07 £5,77 2,44 40,001 4,47 +2,87
(mgEQC/QE)

Tanins 27,05 +4,54 8,81 +2,068 28,48 £2,27 36,16 +4,64 ND ND

(mg EQCI/gE)

Chaque valeur représente la Moyenne +ESM (n=3)

Les résultats du dosage montrent que les extraits bruts étudiés contiennent des quantités

variables de polyphénols totaux. Les extraits bruts, hydroéthanoliques et aqueux des
pédoncules présentent les teneurs les plus élevées (345,17 £9,24 mg EAG/QE et 278,49 + 8,36

mg EAG/QE, respectivement), suivie de 1’extrait brut aqueux des racines (190 £10,01 mg

EAG/gE). Tandis que, I’extrait brut aqueux des graines présent la plus faible teneur en
polyphénols totaux (94,08 +2,14 mg EAG/QE).

En ce qui concerne les flavonoides, 1’extrait aqueux des pédoncules est le plus riche en

flavonoides (475,39 1,66 mg EQC/gE), suivie de I’extrait hydroéthanolique des pédoncules

(104,07 £ 5,77 mg EQC/gE), et de I’extrait aqueux des racines (48,5 4,99 mg EQC/gE).
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Il convient de noter que la plus faible teneur en flavonoides a été déterminée par I’extrait
brut hydroéthanolique et aqueux des graines (4,47 +2,87 mg EQC/gE et 2,44+0,001 mg
EQC/gE, respectivement).

Par ailleurs, nous avons observés que les extraits bruts aqueux des pédoncules et des
racines présentent des teneurs en tanins condensés presque égales (28,48 +2,27 mg EAG/gE
27,05 +454 mg EAGI/QE, respectivement). Cependant, les extraits bruts aqueux et

hydroéthanoliques des graines ne révelent aucune présence de tanins condensés.

4. Activité antioxydante des extraits de P. cerasus

Deux méthodes ont été utilisées dans cette étude pour évaluer l'activité antioxydante des
extraits bruts de P. cerasus : la méthode DPPHe et la méthode FRAP. Dans ces deux
méthodes, les extraits bruts ont été comparés a des molécules de références qui sont l'acide
ascorbique, le BHA et le BHT.

4.1. Piégeage du radical DPPHe
4.1.1. Piégeage du radical DPPHe par les extraits des racines de P. cerasus
Les pourcentages d'inhibition des extraits bruts aqueux et hydroéthanoliques des
racines de P. cerasus sont représentés graphiquement dans les figures n°29 et 30,
respectivement.
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Figure n°29 : Pourcentage d’inhibition du Figure n°30 : Pourcentage d’inhibition du
radical DPPHe en fonction des différentes radical DPPHe en fonction des différentes
concentrations de I’extrait aqueux des concentrations de I’extrait hydroéthanolique
racines de P. cerasus (n= 3) des racines de P. cerasus (n= 3)
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Selon la figure n°29, les différentes concentrations de I'extrait brut aqueux des racines
présentent des pourcentages d'inhibition importants, avec une regression linéaire bien corrélée
(R?=0,948). A 0,32 mg/ml, le pourcentage d'inhibition atteigne 19,83 %. Cependant, a la
concentration de 1 mg/ml, on observe une augmentation considérable de I'activité
antioxydante, avec un pourcentage d'inhibition de 58,62 %. La concentration la plus élevée
(1,96 mg/ml), donne un pourcentage d'inhibition de 96,55 %, ce qui indique que I'extrait a une
tres forte activité antioxydante a cette concentration.

La figure n°30, montre que le pourcentage d'inhibition du radical DPPHe augmente en
fonction des différentes concentrations de I'extrait brut hydroéthanolique des racines, avec une
régression linéaire fortement corrélée (R?=0,982). A une concentration de 4,5 mg/ml, le
pourcentage d'inhibition est relativement faible, atteignant 12,06%, mais il augmente
réguliérement avec l'augmentation de la concentration de I'extrait. A une concentration de
18,12 mg/ml, le pourcentage d'inhibition est de 82,75%, ce qui suggere une activité
antioxydante considérable de I'extrait a cette concentration.

En comparaison entre les deux extraits des racines, on note que 1’extrait aqueux présent

des pourcentages d’inhibition plus importants que I’extrait hydroéthanolique.

4.1.2. Piégeage du radical DPPH-. par les extraits des pédoncules de P.

cerasus
Les régressions linéaires représentées sur la figure n°31 et 32, representent les
variations des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations des extraits bruts

aqueux et hydroéthanoliques des pédoncules de P. cerasus, respectivement.
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Figure n°31 : Pourcentage d’inhibition du Figure n°32 : Pourcentage d’inhibition du
radical DPPHeen fonction des différentes radical DPPHeen fonction des différentes
concentrations de I’extrait aqueux des concentrations de I’extrait hydroéthanolique
pédoncules de P. cerasus (n=3) des pédoncules de P. cerasus (n=3)
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Selon la figure n°31, on remarque qu’il a une augmentation des pourcentages
d’inhibitions proportionnelle aux concentrations de I’extrait brut aqueux des pédoncules. A
faible concentration (0,55 mg/ml), le pourcentage d'inhibition est de 6,41%, mais il augmente
significativement pour atteindre 26,92% a 0,73 mg/ml, 44,23% a 1,37 mg/ml, et 92,30% a
2,2 mg/ml.

D’aprés la figure n°32, la régression linéaire établie entre les pourcentages d'inhibitions
de DPPH- et les concentrations de I'extrait hydroéthanolique des pédoncules, donne une
corrélation trés forte (R?=0,993). En comparaison avec la figure précédente, cette figure
montre également une augmentation des pourcentages d'inhibitions proportionnelle aux
concentrations, mais avec des pourcentages d'inhibition plus faible. Les pourcentages
d'inhibitions sont de 30% a 1,26 mg/ml, 51,28% a 2,52 mg/ml et 89,74% & 5,04 mg/ml.

4.1.3. Piégeage du radical DPPHe par les extraits bruts des graines de
P. cerasus
Les variations des pourcentages d’inhibition des extraits aqueux et hydroéthanolique
des graines de P. cerasus sont représentées sur par les régressions linéaires des figures n°33 et
34, respectivement.
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Figure n°33 : Pourcentages d’inhibition du Figure n°34 : Pourcentages d’inhibition du radical
radical DPPHe" en fonction des différentes DPPH?e en fonction des différentes concentrations
concentrations de I’extrait aqueux des graines de Pextrait hydroéthanolique des graines de P.
de P. cerasus (n=3) cerasus (n=3)

D'aprés les résultats représentés sur la figure n°33, on peut constater que la faible
concentration de I'extrait aqueux des graines (1,28 mg/ml) inhibe 20,13% de DPPHe, ce qui

indique une activité antioxydante modérée. Néanmoins, les pourcentages d'inhibition ont
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significativement augmentés, atteignant 32,03% et 39,62%, respectivement a des

concentrations plus élevées de 3,56 mg/ml et 7,3 mg/ml.

Selon les données de la figure n°34, I'extrait hydroéthanolique des graines de P. cerasus a
montré un faible pourcentage d'inhibition (1,69%) a une concentration de 2,12 mg/ml et il a
augmenté considérablement a des concentrations croissantes, atteignant 10,17% a 2,65 mg /
ml, 20,34% a 5,3 mg / ml et 57,06% a 10, 6 mg / ml.

4.1.4. Piégeage du radical libre DPPHe par les molécules de références
Trois composeés de référence, l'acide ascorbique, le BHA et le BHT, ont été testés pour
leur capacité a piéger le radical libre DPPHe. Les résultats, représentés sur les figures n°35, 36
et 37, montrent des pourcentages d'inhibition corréles de maniere significative a des

concentrations croissantes de ces cCOmposés.
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Figure n°35 : Pourcentages d’inhibition du radical
DPPH- en fonction des différentes concentrations de
I'acide ascorbique (n=3)
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Figure n°36 : Pourcentages d’inhibition du Figure n°37 : Pourcentages d’inhibition du
radical DPPHe en fonction des différentes radical DPPHe en fonction des différentes
concentrations de BHA (n=3) concentrations de BHT (n=3)
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Les résultats obtenus indiquent que, a une concentration de 0,2 mg/ml, l'acide
ascorbique a présenté le pourcentage d'inhibition le plus élevé parmi les trois molécules de
référence testées, avec un pourcentage d’inhibition de 89,02%. En revanche, pour le BHA et
le BHT,

respectivement 79,33% et 45% a une concentration de 0,5 mg/ml.

le pourcentage d'inhibition était significativement plus faible, atteignant

D'aprés les trois figures, on peut observer que l'acide ascorbique présent l'activité

antioxydante la plus élevée, suivie du BHA, et enfin du BHT.

4.15. Calcul des ICso
Le tableau n°7 représente les ICso des différents extraits bruts et des molécules de

référence.

Tableau n°7 : Valeurs des ICsg des différents extraits et des molécules de référence

Extraits des racines Extraits des pédoncules Extraits des graines

Molécules de référence

Aqueux Hydro- Aqgueux Hydro- Aqgueux Hydro- Acide BHA | BHT
éthanolique éthanolique éthanolique | ascorbique
1Cso 0,81 9,39 1,38 2,46 10,08 9,60 0,099 0,17 | 0,54
mg/ml

D'apres les résultats présentés dans le tableau ci-dessus, il est observé que l'acide
ascorbique présente la plus forte activité antioxydante avec une ICso de 0,099 mg/ml, suivie
de pres par le BHA avec une valeur de 0,17 mg/ml, et le BHT avec une ICsq de 0,54 mg/ml.

Pour les différents extraits bruts de P. cerasus, les extraits bruts agueux des racines et des
pédoncules ont montré les valeurs les plus faibles d'ICso (0,81 mg/ml et 1,38 mg/ml,
respectivement), suivie de ’extrait brut hydroéthanolique des pédoncules avec une ICso de
2,46 mg/ml, indiquant une forte activité antioxydante, bien que toujours inférieure aux
molécules de référence. Les autres extraits ont également montré une activité antioxydante

considérable avec des ICso comprises entre 9 et 10 mg/ml.
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4.2. Pouvoir réducteur du fer (méthode de FRAP)
4.2.1. Réduction du fer par les extraits bruts des racines de P. cerasus
Les figures n°38 et 39 montrent I'évolution de la densité optique du milieu réactionnel
en fonction des différentes concentrations des extraits bruts aqueux et hydroéthanoliques des

racines de P. cerasus, respectivement.
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Figure n° 38 : Pouvoir réducteur du fer par Figure n° 39 : Pouvoir réducteur du fer par
I’extrait aqueux des racines de P. cerasus Iextrait hydroéthanolique des racines de P.
(n=3) cerasus (n=3)

Les résultats de la réduction du fer par I'extrait aqueux des racines de P. cerasus montrent
que les valeurs des absorbances ont augmenté de 0,269 a 0,672 a mesure que la concentration
d'extrait augmentait de 0,14 mg/ml a 0,58 mg/ml. En outre, la concentration la plus élevée
(1,16 mg/ml) a produit 1’absorbance la plus élevée de 1,38.

D'aprés les données représentées sur la figure n°39, il est possible de constater une
augmentation significative de 1’absorbance, passant de 0,37 a 1,37 lorsque les concentrations

de I'extrait hydroéthanolique des racines augmentent de 0,12 mg/ml a 0,96 mg/ml.

4.2.2. Réduction du fer par les extraits bruts des pédoncules de P.

cerasus
Les figures n°40 et 41 présentent respectivement les résultats de I'évolution de la
densité optique du milieu réactionnel en fonction des différentes concentrations des extraits

bruts aqueux et hydroéthanoliques des pédoncules de P. cerasus.
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(n=3) P. cerasus (n=3)

En examinant les résultats de la figure n°40, on peut constater que pour une
concentration de 0,27 mg/ml, I’absorbance donnée est de 0,71, tandis que pour une
concentration de 0,55 mg/ml, I’absorbance atteint 1,14 a la fin de I'expérience. Ces résultats
suggerent une forte réduction du fer.

D'apres les données représentées sur la figure n°41, il est possible de constater que
I'extrait hydroéthanolique des pédoncules présente une faible absorbance de 0,65 a la plus
forte concentration de 1,26 mg/ml.

4.2.3. Réduction du fer par les extraits bruts des graines de P. cerasus
Les résultats de réduction du fer par I'extrait aqueux et I'extrait hydroéthanolique des

graines de P. cerasus sont représentés dans les figures n°42 et 43, respectivement.
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Figure n° 42 : Pouvoir réducteur du fer de Figure n° 43 : Pouvoir réducteur du fer de
I’extrait aqueux des graines de P. cerasus Pextrait hydroéthanolique des graines de P.
(n=3) cerasus (n=3)
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Les résultats de la figure n°42, démontent une augmentation significative de 1’absorbance
avec I’augmentation de la concentration de I’extrait brut aqueux des graines. L’absorbance est

de 0,49 pour une concentration de 0,26 mg/ml et atteint son maximum (0,95) pour une
concentration de 1,31 mg/ml.

D’apreés les résultats de la figure n°43, nous remarquons que les absorbances obtenues par
I'extrait hydroéthanolique des graines sont relativement faibles et ne dépassent pas 1. En effet,

pour des concentrations allant de 0,14 mg/ml a 1,75 mg/ml, les absorbances augmentent de
0,17 a0,68.

4.2.4. Réduction du fer par les molécules de référence

Les résultats, de trois molécules de référence (acide ascorbique, BHA et BHT) sont
représentés, respectivement sur les figures n°44, 45 et 46.
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Figure n° 44 : Pouvoir réducteur du fer par Figure n° 45 : Pouvoir réducteur du fer par
I’acide ascorbique (n=3) le BHA (n=3)
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Les résultats indiquent que pour la concentration la plus élevée (Img/ml) d'acide
ascorbique, de BHA et de BHT, les absorbances enregistrées sont respectivement, 0,99 ; 2,11
et 1,06, ce qui indique que le BHA a le pouvoir réducteur du fer le plus élevés suivis de BHT

et acide ascorbique.

4.2.5. Calcul des ECso
ECso ou Les concentrations efficaces pour atteindre une absorbance de 0,5 sont
représentées dans le tableau n°8.
Tableau n°8 : Valeurs des EC so des différents extraits et des molécules de références

pour la réduction du fer

Extraits des racines Extraits des pédoncules Extraits des graines Molécules de référence

Aqueux Hydro- Agueux Hydro- Agueux Hydro- Acide BHA BHT
éthanolique éthanolique éthanolique | ascorbique
ECso 0,37 0,20 0,18 0,73 0,17 1,16 0,52 0,05 0,21
mg/ml

On peut remarquer a partir du tableau précédent que, parmi les molécules de
références, le BHA présente la plus faible valeur d'ECso, qui est de 0,05 mg/ml, ce qui indique
qu'il posséde le pouvoir réducteur le plus élevé par rapport au BHT (ECs0=0,21 mg/ml) et

I'acide ascorbique (ECs0=0,52 mg/ml).

En outre, il convient de noter que les valeurs d'ECso de I’extrait aqueux des graines et
des pédoncules ainsi de I’extrait hydroéthanolique des racines sont presque identiques (0,17
mg/ml, 0,18 mg/ml et 0,20 mg/ml, respectivement) et que ces extraits ont montré un pouvoir
réducteur plus élevé que le BHT et l'acide ascorbique, bien qu'ils restent inférieurs au BHA.
Les extraits hydroéthanoliques des pédoncules et des graines représentent le pouvoir réducteur

le plus faibles avec des ECso de 0,73 mg/ml et 1,16 mg/ml, respectivement.

4.3. Comparaison entre les deux méthodes d’évaluation de Pactivité
antioxydante

Les extraits bruts de P. cerasus ainsi que les molécules de référence ont été classés en

fonction de leur capacité a piéger le radical DPPH® et leur pouvoir réducteur du fer, en ordre

croissant de puissance (Fig. n°47, 48).
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e Pour la méthode de piégeage du radical DPPH*
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Figure n°47 : Classement des ICs des différents extraits bruts de P. cerasus et
des molécules de références. ASc : acide ascorbique ; EAR : extrait aqueux des
racines ; EethR : extrait hydroéthanolique des racines ; EAP : extrait aqueux
des pédoncules ; EethP : extrait hydroéthanolique des pédoncules ; EAG :
extrait aqueux des graines ; EethG : extrait hydroéthanolique des graines

e Pour la méthode de réduction du fer FRAP
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Figure n°48 : Classement des ECso des différents extraits bruts de P. cerasus et
des molécules de références. ASc : acide ascorbique ; EAR : extrait aqueux des
racines ; EethR : extrait hydroéthanolique des racines ; EAP : extrait aqueux
des pédoncules ; EethP : extrait hydroéthanolique des pédoncules ; EAG :
extrait aqueux des graines ; EethG : extrait hydroéthanolique des graines

Selon les classements des ICsg et ECso, On peut constater que la capacité antioxydante
des différents extraits bruts de P. cerasus varie en fonction des deux méthodes utilisées, en

raison d'un mécanisme de réaction différent.
5. Effet inhibiteur de I’a-amylase

L'activité inhibitrice de I'a-amylase des différents extraits et de I'acarbose a été évaluée a

I'aide de la méthode de dosage des sucres réducteurs (Bernfeld, 1955).
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5.1. Effet inhibiteur des extraits bruts des racines de P. cerasus
L’effet inhibiteur de I’extrait brut aqueux et hydroéthanolique des racines sur 1’o-

amylase, est représentée par les figures n°49 et 50, respectivement.
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Figure n° 49 : Pourcentage d’inhibition de Figure n° 50 : Pourcentage d’inhibition de
I’a-amylase par P’extrait aqueux des ’a-amylase par Pextrait hydroéthanolique
racines (n=3) des racines (n=3)

L'évaluation de l'effet inhibiteur de l'extrait aqueux des racines sur ’activité de l'a-
amylase a permis d'observer une augmentation progressive des pourcentages d'inhibition en
fonction de la concentration de l'extrait. Les résultats ont révélé des taux d'inhibition de
11,13% pour une concentration de 0,6 mg/ml, 33,21% pour une concentration de 4 mg/ml, et

une forte inhibition de 66,79% a une concentration de 13 mg/ml.

D'apres les résultats de la figure n°50, on peut remarquer que l'extrait brut
hydroéthanolique des racines de P.cerasus a montré un pourcentage d'inhibition relativement
élevé de 27,62% a une faible concentration de 0,8 mg/ml. Ce pourcentage d'inhibition a
augmenté significativement avec I'augmentation des concentrations atteignant respectivement
43,41% et 73,13% a 4 mg/ml et 10 mg/ml.

5.2. Effet inhibiteur des extraits bruts des pédoncules

L’effet inhibiteur de I’extrait brut aqueux et hydroéthanolique des pédoncules sur

’activité de I’a- amylase, est représenté sur les figures n°51 et 52, respectivement.
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Figure n° 51 : Pourcentage d’inhibition de
I’a-amylase par Dextrait aqueux des
pédoncules (n=3)

Figure n° 52 : Pourcentage d’inhibition de I’a-

Les resultats obtenus ont demontre que

I'extrait brut aqueux et

amylase par I’extrait hydroéthanolique des
pédoncules (n=3)

I'extrait brut

hydroéthanolique des pédoncules de P. cerasus ont tous deux présenté un effet inhibiteur
significatif sur I'a-amylase. A une concentration de 10 mg/ml, le pourcentage d'inhibition de
I'extrait brut aqueux a atteint 75,78%, tandis que celui de I'extrait brut hydroéthanolique a

atteint 72,24%, montrant ainsi un effet inhibiteur presque similaire.

5.3. Effet inhibiteur des extraits bruts des graines

Les figures n°53 et n°54, présentent I'évaluation de I'effet inhibiteur de I'extrait brut

aqueux et hydroéthanolique des gaines de P. cerasus sur l'activité de I'a-amylase.
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Figure n° 53 : Pourcentage d’inhibition de
I’a-amylase par I’extrait aqueux des graines

(n=3)

Figure n® 54 :
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L'extrait aqueux des graines représente un effet inhibiteur important. La concentration de
0,8 mg/ml inhibe 30,67% et augmente jusqu'a 81,50% a 8 mg/ml.

Les résultats de la figure n°54, montrent que 1’extrait hydroethanolique des graines a un

effet inhibiteur relativement faible (54,55%) a la plus forte concentration (10 mg/ml).

5.4 Effet inhibiteur de I’acarbose
Les pourcentages d’inhibition de 1’activité de 1’a-amylase en fonction de différentes

concentrations de 1’acarbose sont représentés par une régression logarithmique (figure n°55).
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Figure n° 55 : Pourcentage d’inhibition
de ’a-amylase par I’acarbose (n=3)

Les résultats ont montré que I'effet inhibiteur de I'acarbose sur I'a-amylase a augmenté
de maniére significative avec l'augmentation de la concentration. A une concentration de 0,05
mg/ml, le pourcentage d'inhibition était de 3,37%, mais il a augmenté considérablement a
39,49% a une concentration de 0,1 mg/ml. A une concentration de 1 mg/ml, le pourcentage
d'inhibition atteint 72,74%, et a continué a augmenter jusqua 82,02% et 90,44%
respectivement a des concentrations de 1,5 et 2 mg/ml.

5.5. Calculs des ICs

Les concentrations inhibitrices a 50% (1Cso) sont résumées dans le tableau n°9.
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Tableau n°9 : Valeurs d es I1Cs des différents extraits et la molécule de référence

Extraits des racines Extraits des pédoncules Extraits des graines Molécule de
référence
Agueux Hydro- Agueux Hydro- Aqueux Hydro- Acarbose
éthanolique éthanolique éthanolique
I1Cso 8,73 5,20 5,17 5,46 2,40 9,06 0,28
mg/ml

Les résultats du tableau n°9 indiquent que l'extrait aqueux des graines présente 1’ICsp la
plus base (2,40 mg/ml), ce qui suggére qu'il a une forte capacité d'inhibition de I'a-amylase
par rapport aux autres extraits testés mais qu’elle reste toujours inferieurs a celle du controle
positif qui présente une ICso de 0,28 mg/ml.  Au contraire, 1’extrait hydroéthanolique des
graines présente 1’ICso la plus éleve (9,05mg/ml), indiquant une capacité d'inhibition plus
faible. Ainsi, les deux extraits (aqueux et hydroéthanolique) des pédoncules et I’extrait
hydroethanolque des racines, présentent des ICso presque similaires (5,17 mg/ml, 5,46 mg/ml

et 5,20 mg/ml, respectivement).

5.6. Classement des extraits par ordre d’efficacité
Les extraits bruts de P. cerasus ainsi que I’acarbose ont été classés en fonction de leurs

effets inhibiteurs de 1’a-amylase, en ordre croissants (Fig. n°56).
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Figure n°56 : Classement des ICs des différents extraits bruts de P.
cerasus et de I’acarbose. EAR : extrait aqueux des racines ; EethR :
extrait hydroéthanolique des racines ; EAP : extrait aqueux des
pédoncules ; EethP : extrait hydroéthanolique des pédoncules ;
EAG : extrait aqueux des graines ; EethG : extrait
hydroéthanolique des graines
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D’aprés le classement des ICso, I’acarbose présente la plus faible valeur, ce qui

signifie I’activité inhibitrice la plus forte par rapport a celle des extraits bruts.

En comparant les différents extraits bruts, on peut constater que I'extrait aqueux des
graines (EAG) présente la meilleure inhibition, suivi de I'extrait aqueux des pédoncules
(EAP). En revanche, I’extrait hydroéthanoliques des graines (EethG) présente I’1Cso la plus

élevée, indiquant la plus faible inhibition de 1'a-amylase.

6. Recherche de relation entre les teneurs en composés phénoliques et les activités
biologiques étudiees
Les figures suivantes présentent les teneurs en composés phénoliques (Fig. n°57) et les
concentrations inhibitrices obtenues dans cette étude (Fig. n°58) afin de déduire s’il y a

une relation Teneur-Activité ou non.
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Figure n°57 : Teneurs en composés phénoliques des différents extraits bruts de P.
cerasus. EAR : extrait aqueux des racines ; EethR : extrait hydroéthanolique des
racines ; EAP : extrait aqueux des pédoncules ; EethP : extrait hydroéthanolique des
pédoncules ; EAG : extrait aqueux des graines ; EethG : extrait hydroéthanolique des
graines
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Figure n°58 : 1Csoet ECso des différents extraits bruts de P. cerasus. EAR : extrait

aqueux des racines ; EethR : extrait hydroéthanolique des racines ; EAP : extrait

aqueux des pédoncules ; EethP : extrait hydroéthanolique des pédoncules ; EAG :
extrait aqueux des graines ; EethG : extrait hydroéthanolique des graines

En examinant la figure n°57 et la figure n°58, on constate que I'extrait brut aqueux des
pédoncules (EAP) présente la plus forte teneur en flavonoides. Cependant, son activité vis-a-
vis du DPPH®, et de l'oa-amylase n'est pas en premiére position. De plus, I'extrait
hydroéthanolique des pédoncules (EethP) qui renferme la teneur la plus élevée en polyphénols
totaux et en tanins condensés, sa capacité pour les deux activités testées est modérée par

rapport aux autres extraits bruts.

Concernant les extraits aqueux et hydroéthanoliques des graines (EAG, EethG), les
deux présentent des teneurs relativement faible en polyphénols totaux et enflavonoides et qui
sont presque égale, ainsi que les tanins ont été non déterminées dans les deux extrais bruts,
cependant, I’extrait aqueux des graines (EAG) présente la meilleur activité vis-a-vis de fer et
l'a-amylase, par contre 1’extrait hydroéthanoliques des graines (EethG) présente une faible

capacité dans les trois tests ( DPPH®, FRAP et a-amylase).

Aussi I’extrait aqueux des racines (EAR), qui renferme des quantités moyennes en

composés phénoliques, présente une activité antioxydante tres importante.

Ces différents résultats indiquent qu'il n'y a pas de corrélation entre la teneur en
composes phénoliques et les activités biologiques étudiées (I'activité antioxydante et I’effet

I'inhibiteur de 1'a-amylase).

53



Discussion




Discussion

Pendant des milliers d'années, les plantes médicinales ont été utilisées pour prévenir et
traiter une variété de maladies et d'affections médicales. Avant le développement de la
médecine moderne, les plantes étaient souvent la seule option de traitement disponible. De
nos jours, les plantes médicinales sont encore utilisées en médecine alternative de différentes
maniéres, notamment en infusion, en décoction, en macération, en teinture, en poudre ou

également sous forme d'huiles essentielles (Miraldi & Baini, 2019).

Dans la région méditerranéenne, le genre Prunus est largement répandu et cultivé en
raison de ses propriétés médicinales et de sa richesse en molécules bioactives variées, parmi
ces especes on trouve P. avium, P. domestica, P. dulcis, P. granatum et P. cerasus
(Gonzalez-Tejero et al., 2008).

Notre objectif est de réaliser une étude phytochimique et biologique sur les extraits bruts
aqueux et hydroéthanoliques de différentes parties du P. cerasus, notamment les racines, les
pédoncules et les graines. Cette étude permettra d'évaluer la richesse en composes
phénoliques tels que les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins condensés, ainsi que

les propriétés antioxydants et antidiabétiques des différents extraits bruts de P. cerasus.

Les tests phytochimiques qualitatifs révélent la présence des flavonoides, des tanins,
des quinones libres et des terpénoides dans les extraits bruts aqueux et hydroéthanoliques des
racines et des pédoncules. Cependant, I'extrait aqueux des graines ne montre aucune présence
de ces composés. Du méme, Joseph et al. (2016), ont trouvés les mémes composés cités
auparavant dans I’extrait brut aqueux et méthanolique des feuilles de P. cerasoides en plus
des glycosides et des protéines. Ali et al. (2011), ont révélé la présence des flavonoides et des
anthocyanines dans 1’extrait aqueux et I’extrait méthanolique des fruits, des feuilles, des

racines, des graines et des écorces de P. cerasus.

Les résultats du dosage indiquent que les teneurs en composes phénoliques (polyphénols
totaux, flavonoides et tanins condensés) varient significativement selon le solvant utilisé. La
meilleure teneur en polyphenols totaux et en tanins condensés a été obtenue par I’extrait
hydroéthanoliques des pédoncules : 345,17 + 9,24 mg EAG/gE et 36,16 +4,64 mg EQC/gE,
respectivement. Contrairement a 1’extrait aqueux des graines, qui montre la teneur la plus
faible en polyphénols totaux (94,08 £2,14 mg EAG/gE), ainsi que les tanins condensés ont été
non déterminés dans cet extrait. Ce qui concerne les flavonoides, 1’extrait aqueux des
pédoncules est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 475,39 + 1,66 mg EQC/gE. Par

ailleurs, I'étude de Prvulovic et al. (2011), sur I’extrait hydroacétonique des pédoncules de
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différentes variétés de cerisier doux a également révélé la présence de polyphénols (12,96 a
31,85 mg EAG/gE), de tanins (6,31 a 9,77 EAG/QE) et de flavonoides (0,44 a 1,94 EQC/gE).

Cependant, ces teneurs sont relativement faibles par rapport a nos résultats.

L’extraction des composés phénoliques peut étre influencée par le solvant d’extraction.
L'utilisation des solvants mixtes présentent Il'avantage de favoriser I'enrichissement des
extraits en polyphénols totaux, Tandis que la solubilité des flavonoides augmente dans I’eau
(Mohammedi & Atik, 2011; Plaza et al., 2014).

D'autres facteurs peuvent influencer les teneurs en composes phénoliques, telles que les
facteurs extrinséques (changements climatiques, période de récolte, parties de la plante
cultivee et conditions de stockage), les facteurs intrinseques (génétiques), ainsi que la
méthode, la température et le temps d'extraction (Bourgou et al., 2016 ; Falleh et al., 2008 ;
Kumar et al., 2017).

La recherche sur les métabolites secondaires, essentiellement les composés phénoliques,
a suscité un intérét accru ces dernieres années en raison de leurs excellentes propriétés

antioxydantes.

Dance cette étude, les résultats de 1’activité antioxydante montrent que les différentes

parties du cerisier présentent une capacité antioxydante non négligeable.

Dans la méthode de « FRAP », I’extrait aqueux des graines et des pédoncules ainsi que
I’extrait hydroéthanolique des racines montrent un fort pouvoir réducteur du fer avec des ECso
presque égale (0,17 mg/ml, 0,18 mg/ml et 0,20 mg/ml, respectivement). D’autre part, tous les
extraits bruts de P. cerasus ont démontré une capacité variable a piéger le radical DPPH®, et
I'extrait aqueux des racines s'est révélé étre le plus efficace avec une I1Csq de 0,81 mg/ml,

suivie de I'extrait aqueux des pédoncules avec une 1Cso de 1,38 mg/ml.

Des études précédentes de Ozgelik et al. (2012), montrent que les extraits méthanoliques des
pédoncules et des graines de P. Mehalab ont un fort pourcentage d’inhibition de radical
DPPH®* (73,07% et 76,34%, respectivement). Ce qui suggére que les composés phénoliques
présents dans les extraits polaires soient responsables de la capacité antioxydante des extraits.

Il a été démontré que les polyphénols dans les extraits de plantes ont une activité
antioxydante importante, qui est liée a leur capacité a agir en tant que donneurs des atomes

d'hydrogene ou d'électrons, ainsi qu'a leur capacité a chélater les métaux (Shon, 2003).
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Dans la prise en charge du diabéte de type 2, une approche thérapeutique consiste a
diminué les niveaux de glucose postprandiaux par I’inhibition de I’enzyme de 1’a-amylase
pancréatique. Cela pourrait étre fait en retardant 1’absorption du glucose par I’inhibition de
I’hydrolyse des glucides (Sales et al., 2012). La recherche des composés naturels qui inhibent

I'u-amylase avec moins ou sans d'effets secondaires devient de plus en plus recherchés.

Selon les résultats obtenus sur I’effet inhibiteur de 1’a-amylase des différents extraits
bruts de P. cerasus, nous avons remarqué que tous les extraits ont la capacité d'inhiber cette
enzyme, avec des ICsp variables. L'extrait brut aqueux des grains montre le pouvoir inhibiteur
le plus élevé, avec une ICso de 2,40 mg/ml, mais il reste inférieur au témoin positif
« acarbose » avec une 1Cso = 0,28 mg/ml. Les deux extraits (aqueux et hydroéthanolique) des
pédoncules et I’extrait hydroéthanolique des racines, présentent une activité presque similaire
avec des ICso de 5,17 mg/ml, 5,46 mg/ml et 5,20 mg/ml, respectivement. Cependant, I'extrait
hydroéthanolique des grains montre la plus faible activité inhibitrice avec une ICso de 9,06
mg/ml. Une étude menée par Shishehbor et al. (2016), a montré que I'extrait
hydroéthanolique (80%) des fruits de P. cerasus présente un faible effet inhibiteur sur
I'activité de I'a-amylase, avec une 1Cso de 11,71 mg/ml. Une étude postulée par Aqil et al.
(2023), sur les fruits de différentes variétés de P. avium indiquant leurs forts pourcentages
d’inhibition allant de 68,01% a 88,57%.

Cependant, la rareté des études précédentes sur l'activité inhibitrice de I'a-amylase de

Prunus cerasus, rend difficile la discussion approfondie de nos résultats.
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A Tissue de nos études, on peut conclure que les différentes parties de P. cerasus
(racines, pédoncules et graines) ont un potentiel antioxydant et inhibiteur de I’a-amylase dd a

sa richesse en molécules bioactives.

Les testes phytochimiques qualitatifs ont réveélées la richesse des extraits bruts aqueux et
hydroéthanoliques des racines et des pédoncules en tanins condensés, en flavonoides, en
quinones libres et en terpénoides. Tandis que, ces molécules sont absentes dans 1’extrait

aqueux des graines.

Le dosage quantitatif montre que I’extrait hydroéthanolique des pédoncules présente la
teneur la plus élevée en polyphénols et en tanins condensés (345,17 + 9,24 mg EAG/QE et
36,16 +4,64 mg EQC/gE, respectivement), et que I’extrait aqueux des pédoncules est I’extrait
le plus riche en flavonoides avec une teneur de 475,39 +1,66 mg EQC/gE.

Concernant 1’analyse biologique in vitro, I’extrait aqueux des racines présente une forte
activité antioxydante vis-a-vis de radical DPPH*® avec une ICso de 0,81 mg/ml, ainsi que,
I’extrait aqueux des graines vis-a-vis du fer avec une ECsg de 0,17 mg/ml. Ce dernier montre
I’effet inhibiteur le plus puissant sur I’a-amylase par apport aux d’autre extraits bruts avec une
ICso de 2,40 mg/ml.

Les résultats de notre étude sont trés encourageants tant au niveau de Dactivité
antioxydante et antidiabétique, qui pourrait conduire a des nouvelles substances bioactives.
Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour la continuité de cette étude avec

plus d’efficacité :

» Utilisation d’une méthode d’extraction innovante (EXtraction assistée par
ultrasons, par micro-ondes ou par fluide supercritique) et le changement du
solvant d’extraction.

» Isolement et [I’identification des principes actifs responsables de ces
propriétés thérapeutiques par des techniques spectrales et chromatographique
comme HPLC.

» La recherche de mécanisme d’action au niveau tissulaire et moléculaire par
des études in vivo.

> FEvaluations d’autres activités biologiques telles que, Dactivité anti-
inflammatoire, antibactérienne, anticancéreuses ainsi que leurs effets

inhibiteurs sur d’autres enzymes digestives comme 1’a-glucosidase.
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