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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d’années, les plantes trouvées dans la nature, ont été utilisées pour
traiter et soigner diverses maladies (Sanago, 2006).

Selon I’ organisation mondiale de la santé (OMS) environ 65 a 80% de la population a
recours a la médicine traditionnelle et aux plantes médicinales pour satisfaire en soins de
santé parce que les plantes ont pu démontrer une réelle efficacité et en raison du manque des
meédicaments essentiels et |es couts élevés de ces dernier expliquent le recours aux pratique de
lamédicine traditionnelle (MA et al., 1997).

Les plantes contiennent des métabolites secondaires essentiels a la vie de la plante, qui
vont faire des interactions avec les protéines, ces derniers faisant intervenir différent types de
liaisons qui dépendent de nombreux facteurs liées au milieu réactionnel et jouent un réle dans
le traitement de certains produits alimentaires (Sar ni-M anchadou et Cheynier, 2006).

Récemment les interactions covalentes entre protéines et |'acide caféique ont été
exploitées pour améliorer la formation du réseau de gel de la gélatine, en leur donnant une
meilleure résistance mécanique et une plus haute stabilité thermique (Strauss et Gibson,
2004).

Dans cette éude on s'intéresse au sérum abumine bovin qui est une protéine posséde
I” habileté a se complexer avec les polyphénols, souvent utilisée comme proténe modéle pour
la complexation du concept d’interaction des protéines avec les polyphénols, elle détire
plusieurs fonctions biologiques (transport de molécules bioactives et permet le maintien de la
pression oncotique), sa conformation globulaire possedent une ségquence tres similaire au
sérum abumine humaine (HSA) ce qui larend une proténe de choix (Carvalho et al, 2004).

Une attention particuliere a été donnée ces dernieres années a |I’'utilisation des
polyphénols pour leur fixation sur des macromolécules, essentiellement les protéines, qui
peuvent amener a la formation des complexes solubles et insolubles, ces composés
phénoliques jouent un rdle important dans la croissance et la reproduction, fournissant une
protection contre les agents pathogenes et |es prédateurs, ils sont répartis presque dans tous les
aliments d'origine végétale, dans les fruits, légumes et les boissons (Hertog et al., 1993 ;
Bravo, 1998 ; Papadoupoulo et Frazier, 2004). De ce fait, quelles sont les mécanismes
régissant I’ étude de I’ interaction avec les parametres qui I’ influence ?

Dans ce contexte, I’ objectif de cette étude est d' étudier les interactions entre laBSA et les
composes phénoliques de Fraxinus angustifolia. Le travail est reparti en trois chapitres initiés

par une recherche bibliographique ou nous rapportant une description botanique de la plante

Y
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étudie, son habitat, sa taxonomie, les composants phytochimiques, leurs propriétés, leur
intérét pharmacologique, composition, propriétés physicochimique du sérum albumine bovin,
sa structure, interactions polyphénols protéines, nature d'interaction et les différents
parametres influencant cette derniere.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres; le premier est consacré au matériel et
méthodes qui comprennent une analyse quantitative des composés phénoliques incluant le
dosage des polyphénals, flavonoides et les tannins. Ainsi une étude des différents facteurs qui
ont un effet sur I'interaction. Le deuxiéme est consacré aux résultats et discussions qui
illustrent les résultats obtenus ainsi que leurs interprétations alalumiére de lalittérature.

Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents résultats

obtenus.

)



Chapitre I Synthése bibliographiques

|.1. Description botanique de la plante Fraxinus angustifolia

Fraxinus angustifolia est un arbre qui peut atteint les 20 metre de hauteur et peut vivre
jusqu’a 200 ans a écorce de couleur grise et lisse présentent des fissurés longitudinales
(Figure01) (Rameau et Dumé, 1989 ; Gerard, 2006).

Par contre les rameaux et les feuilles sont opposés et chacune des feuilles est en forme
caduque comportant 5 a 13 folioles qui sont dentées en forme de scie. Les bourgeons sont
brunétres et les inflorescences sont en grappes allongées de 5 a 7 cm, les fruits sont des
samares a aile allongée ; contenant une seule graine ovale (Rameau et Dumé, 1989).

Fraxinus est une espece héliophile et thermophile du méme nom fréne oxyphylle, son
domaine d’ adaptation est en zone humide. Elle apprécie mieux les sols basiques répondant

aun pH basique a neutre. (Rameau €t al ., 1989).

Figure 01 : Photographie originale de I’ arbre de Fraxinus angustifolia.
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[.1.2. Habitat

Les frénes oxyphylles sont des plantes ligneuses des régions tempérées et tropicales;
qui sont présentent en région meéditerranéenne, dans le sud de I’Europe, le nord de
I’ Afrique (Nord de I’ Algérie et du Maroc) et dans I’ouest de I’Asie (jusqu'a I’ ouest de
Iran). On les retrouves au bord des rivieres, la vallée de loire, du Rhone et de ses affluents
(Rameau et al., 1989 ; Kostova et L ossifova, 2007 ; Wallander, 2008).

1.1.3. Noms vernaculaires

Les noms vernaculaires de Fraxinus angustifolia sont énumérés dans e tableau I.

Tableau | : Noms vernaculaires de Fraxinus angustifolia (Rameau et Dumé, 1989).

Le nom vernaculaire kabyle Asdlen, Thaslent.

Le nom vernaculaire arabe Derdar

Le nom vernaculaire anglais Narrow leaved ash, Southem ash.

le nom vernaculaire francais Fréne oxyphylle, Fréne afeuille éroites
appellation scientifique Fraxinus angustifolia.

|.1.4.Taxonomie de Fraxinus
On compte plus de 65 especes de genre Fraxinus dans le monde (Wallander, 2008)
dont Fraxinus angustifolia a é&é placée dans la position taxonomique suivante :
Regne : Végéta
Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre: Olédes
Famille : Oléacées
Genre : Fraxinus
Espéce : Fraxinus angustifolia
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|.1.5. L es composants phytochimiques

Le genre de Fraxinus est caractérise par la présence des composes phénoliques
biologiquement actifs. Parmi eux, on trouve: les coumarines, lignans, flavonoides et
phénol simple (tableau I1).

Tableau Il : Principales classes des composés phénoliques (kostova et Lossifova, 2007).

Classe Structure Exemple

Esculine

Coumarines
Esculetin

Fraxitine

Pinoresinole
Lignans
8 Pinoresinol O-B-D

v ' OMe
HE_} Ry Gl u00pyran05i de

Rutine
Flavonoides

guercétine

"OH O

Phénols simples

OI H Catéchol

|.1.6.Propriétés et Intérét pharmacologique

Les composés phénoliques, les acaloides et |es terpénes présents dans la plante ont un
intérét multiple dans différents domaines; a savoir I’aimentation, cosmétologique,
dermopharmaceutique. Ces composes phénoliques, contiennent des métabolites primaires
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(possédent un rdle trés important dans la croissance et le développement de la plante) et
des métabolites secondaires (sont indispensables a |’ adaptation de la plante avec son
environnement) (Sar ni-manchdo, 2006).

Depuis longtemps, les frénes sont utilisées pour le traitement de la fievre, le
rhumatisme, la goutte, I’ edeme, les calculs, la constipation ainsi le traitement des ulcéres
et des plaies; elles sont caractérisées par une croissance rapide avec un bois dur, ceux qui
les considerent d’ une grande valeur (Gruenwald et al., 2007).

Des études scientifiques ont révél € que les composeés phénoliques sont utilisées aussi en
médecine moderne comme antioxydant, anti-inflammatoire et diurétique (Atmani et al .,
2009 ; GIFA, 2012). De nombreuses propriétés pharmacol ogigques ont été démontrées par
plusieurs auteurs; que les frénes sont également laxatives; sudorifiques et toniques et
jouent également un rdle dans la protection de certaines maladies chez I homme telles que

le cancer et les maladies cardiovasculaires (Baba-aissa, 2011).

1.2. Généralités sur les protéinesglobulaires

L’ abumine dont le nom provient du latin albus qui signifie blanc ; est |a protéine la
plus abondante dans le plasma de I’homme et d autre mammifere tels que la BSA et
I"albumine de rat. Elle est synthétisée dans le foie et contrélée par le systeme endocrinien
essentiellement par I’insuline et par le cortisol et les hormones thyroidiennes (Hiyarama et
al., 1990).

|.2.1. Compositions et propriétés physico-chimiques de Sérum Albumine
Bovine

La BSA est une glycoprotéine qui possede un poids moléculaire trés important
d environ 66 Kda. Elle est tres abondante dans le plasma bovin et possede une structure
presque sphérique, sa masse volumique (p) dépend trés peu du pH. A pH 2;
p=1,406g /cms et dans les solutions aqueuses neutres ; p=1,36g/cm3 (Gekko et Kamiyana,
2003).

-
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La composition atomique de la BSA est représentée dans le tableau 111, sa constitution
en acides aminés a été publiée pour la premiéere fois par Brown en 1975 ; qui atrouve que
la BSA possede 582 acide aminés et en 1990 ; Hirayama et al ont trouvé que cette
derniére possede 607 acide aminés (Tableau V).

Tableau 111 : Composition Atomique de la BSA.

879 39

2926 779

3030 841 974 40

Tableau 1V : Composition en acides aminés delaBSA (Hiyaramaet al., 1990 ; Brown,

1975).

Acide aminé Nombre derésidus
Acides aspartique 41 41
Arginine 23 26
Asparagine 13 14
Acide glutamique 59 58
Glutamine 20 21
Histidine 17 16
Lysine 59 58
Sérine 28 32

Thréonine 34 34

Alanine 46 48

Isoleucine 14 15
Méthionine 04 05
Phénylalanine 27 30

Tryptophane 02 03
Tyrosine 19 36
Valine 36 38
Cystéine 35 35
Glycine 16 17
Proline 28 28

Total 582 604
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LaBSA aune forte solubilité et faible viscosité dans I’ eau ceci d0 a son caractere acide
et a sa charge totale élevée; qui est d environ 185 ions par molécules a pH 7. Elle forme
des complexes insolubles avec les polyphénols essentiellement avec les tanins et les
flavonoides (Freitas et al., 2003).

La BSA est souvent utilisée comme une protéine modéle dans nombreux domaine de
recherche a savoir; la médecing, la biologie moléculaire, I'environnement et
I’ agroalimentaire.

Le pourcentage de similitude entre le BSA et la HSA est de 76%. Les chercheures
supposent que les deux protéines possedent une structure tridimensionnelle tres proche .A
ce sujet ; des études récentes indiquent que la principal e différence entre eux réside dans le
fait que la HSA a un seul résidu tryptophane dans la position 214, alors que la BSA
posséde deux |’une se trouve dans la position 134 du premier domaine et |’ autre dans la
position 212 du deuxieme domaine (Huang et al., 2004 ).
|.2.2. Structuredela BSA

La molécule de BSA est constituée de trois domaines pratiquement homologues (I, 11,
[11) ; chague domaine est consécutivement le produit de deux sous-domaines (1A, IB ....),
divisé en neuf boucle (L1-L9) et liés par dix-sept liaisons disulfure ; les boucles de chaque
domaine se compose d un ordre de série: grand-petit-grand ; formant un triplet (Figure
02) (Papadopoulou, 2005).

L’analyse de la structure cristalline de la BSA indique que |’ attache spécifique des
ligands par la protéine provient de la présence des accepteurs sélectifs de ligand nommeés :
sitel et 1l situé dansles subdemain 1A et [1IA (Chuang, 2006 ).

Figure 02 : Représentation de la structure du BSA indiquant |es domaines et |es accepteurs
(Patraet al., 2012).
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|.3. Interactions polyphénols protéines

Les polyphénols peuvent interagir entre eux et avec d autre types de molécules telles
gue les protéines, cela dépend des caractéristiques physico-chimiques et structurelles, selon
deux mécanismes : monodenté et multidenté (Figure 03). Ces caractéristiques lui conférent
des intéréts trés importants dans I'industrie pharmaceutique et agroalimentaire (Haslam,

1989).

" e ~ Ah)

y 4

Figure 03 : Mécanismes monodenté et multidenté proposes par Halsam, (1989).

1.3.1. Principe de complexation et de précipitation

e Les premiéres recherches réalisées sur les interactions protéines- polyphénols sont
fondées sur la connaissance des types d'association lors de la précipitation des
protéines par les polyphénols qui ont un intérét biologique multiple.

e Les polyphénols sont dotés d'un caractere interactionnel avec quelques protéines
comme le cas des flavonoides qui possedent une affinité de liaison importante et
qui engendre la formation d'un complexe insoluble qui s effectue selon un
processus de reconnaissance et qui se traduit par le phénomeéne de précipitation

(Figure 04) (Haslam, 1998).
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Figure 04 : Modéle de précipitation des proténes par les composés phénoliques (Simon ,2003).

|.3.2. Nature del’interaction

Les principaux mécanismes d'interaction entre les polyphénols et les protéines sont en

nombre de trois ; sont représentés dans lafigure 05.

Les interactions hydrophobes: les deux molécules protéines et polyphénols
S orientent |’une par rapport a |’ autre gréce aux liaisons hydrophobes qui peuvent
se produire entre le noyau aromatique des polyphénols et les acide aminés ; ce qui
expliquerait la dépendance de la capacité et de flexibilité conformationnelle des
polyphénols (Jobstl et al., 2004).

Les liaisons hydrogenes: se forment entre les groupements phénoliques
(hydroxyles) et les groupements polaires de la protéine (azote /oxygene) (Prigent,
2005).

Les liaisons ioniques: peuvent ére forme entre les ions phénolates et les cations
protéiques, elles ont un intéré moins importants par rapport aux autres liaisons
(Simon, 2003).

.
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Figure 05 : Les différents types de liaisons impliquées dans I’ interaction polyphénol s-protéines
(LeBourvellec et Renard, 2012).

1.3.3. Les paramétres influencant I’interaction entre les polyphénols et
proténes
L’ affinité des polyphénols avec | es protéines pour former des complexes est influencée
par plusieurs facteurs qu’ on peut les classéson :

1. Les critéres intrinseques : liés a la nature de la protéine et polyphénols (Freitas,
2001).

2. Les criteres extrinseques: liés aux conditions réactionnelles (PH, force ionique,
solvant...) (Freitas, 2001 ; Simon, 2003).
1.3.3.1. Les Parametresintrinséques
L’ association des protéines aux polyphénols peut étre influencée par :
e Lataille: une protéine trop longue peut se replier masquant les sites de fixation
et limiter la reconnaissance de quelques sites d’interaction, et d’augmenter le

nombre des sites potentiels tous dépend de la concentration (Ribureau Gayon,
1968).

e Laconformation.

)
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e Lacomposition en acides aminés.

e L’affinité des composés phénoliques pour les protéines augmente avec le degré de
polymérisation des polyphénols (Freitas et Mateus, 2001).

e Plus les polyphénols sont liés fortement a la protéine; plus I'interaction est
importante.

e La probabilité de présence de nombre important de sites de liaison est liée ala
taille des polymeres; donc elle devient élevée pour une taille plus importante
(Hager man, 1998).

e L’importance de la taille est limitée par la solubilité des polyphénols (Freitas et

Nuvo, 2001).

1.3.3.2. Les paramétres extrinseques

> Effet du poids moléculaires et du rapport molaire polyphénols- proténes

L’augmentation du degré de polymérisation c'est-a-dire la taille des polyphénols
entraine la formation d’un complexe avec les protéines ; ce qui engendre une precipitation
rapide de laprotéine (Freitas et Mateus, 2001 ; Papadopoulou et Frazier, 2004).

Plusieurs études ont démontré que les protéines et les polyphénols possedent
respectivement un certain nombre d’ extrémités qui leurs permet la liaison entre eux. En
effet, la quantité et la taille des complexes sont influencées par les concentrations des
protéines et des polyphénols et par le rapport entre les deux (Freitaset al., 2003 ; Siebert,
2006 ).

En présence de faibles concentrations en protéines ; les polyphénols se complexant et
forment une monocouche a la surface de la protéine a un seul site moins hydrophile par
rapport ala protéine elle-méme. A des fortes concentrations en protéine ; les polyphénols
se complexant avec les protéines et forment des liaisons intermoléculaires tout en
augmentant |” hydrophobie du complexe qui sera précipité (camille, 2001).

> Effet du pH

Le pH est I'un des paramétres les plus importants lors de |’ étude d' interaction entre les
polyphénols et les protéines. En 2003 ; Freitaset al, suggérent que les meilleurs
interactions se retrouvent aux environs du pH isoélectrique ou les forces de répulsion
électrostatiques sont minimisées et par conséguent, une meilleure précipitation.

En1996; Naczk et al, ont confirme gquele pH, va provoquer une précipitation qui
dépend alafois du type de protéines présent dans le mélange réactionnel et la disponibilité

des groupements phénoliques non ionises.

s
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» Effet delatempérature

L’augmentation de la température peut causer |’augmentation des interactions
hydrophobes et la diminution des liaisons hydrogenes (Siebert, 2006).

> Effet du carbohydrate

Plusieurs études ont démontré que les polysaccharides sont capables d' interférer d’une
maniere compétitive avec les protéines lors de I’ interaction avec les polyphénols (Simon,
2003 ; Mateuset al., 2004).

Les polysaccharides ont la capacité d entrer en compeétition avec les polyphénols gréce
a des liaisons hydrogénes ou hydrophobes (Freitas et Mateus, 2001 ; Mateus €t al .,
2004).

Certains polysaccharides caractérisés par leurs capacités a développer une structure
secondaire en solution agueuse, Cela permet d’ encapsuler les polyphénols grace a des
cavités hydrophobes. Ils améliorent la solubilité des complexes polyphénols-protéines et
diminuant la quantité d’ agrégats insolubles (Figure 06) (Haslam et al., 1998).

< D
= . An 2 p a Complex
/ < ‘ﬁ g protein/taninn

i) Qe lﬂdpnﬁ\ Ternary complex

“Q -G’ protein/tannin/carbohydrate
i | Nt - B - (ﬁ'(b(ﬂ(ﬁ
' v\ 3\ 3

Protein Tannin/carbohydrate

Figure 06 : Effet des carbohydrates sur I’ interaction tanins protéine (M ateurs et al., 2004).

> Effet delaforceionique

La force ionique du milieu réactionnel est I’un des facteurs influencant I’interaction
polyphénols-protéines.

D’une part ; la présence de sels dans le milieu réactionnel provoque la diminution de
taux d'agrégats ainsi formés, d autre part, I’augmentation de la concentration des sels
permet d'augmenter le taux des ions inorganiques et la réduction des répulsions
électrostatiques (Simon, 2003).

Les facteurs influencant I’interaction polyphénols-protéines sont multiples, on peut

encore citer :
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e L’adjonction du solvant qui favorise la solubilité du complexe (Oh et al ., 1980).

e Laprésence desions organiques et non organiques qui favorise la précipitation du
complexe. (Simon, 2003).

e La nature des sels en solution aqueuse a une influence sur la quantité de BSA
adsorbée (Poleunis et al., 2002).
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[1.1. Appareillage et produits chimiques

Plusieurs matériel et produits chimiques ont été utilisés durant

d’ expérimentation, ils sont répertoriés dans le tableau V.

Tableau V: Listes des produits chimiques et |es appareils utilisés.

produit chimiques Appareils et matérielsdivers

-Carbonate de sodium (NaCo3)
-Chlorure ferrique (FeCl3)

-Folin Ciocalteu

-Méthanol

-Acide acétiques

-Acide gallique

-Acide tannique

-Ethanal

-Quercitrine

-catéchine

-Sérum albumine bovine (BSA)
-Trichlorure d’ @uminium (AICI3)
-Triéthanolamine (TEA)
-Chlorure de sodium (NaCl)
-Hydrogéno phosphate de sodium
(Na2HPo4)

-Sodium Dodecy! Sulfate (SDS)
-Chlorure d’ hydrogéene (HCI)
-Hydroxyle de sodium(NaOH)
-Chlorure de sodium (NaCl)
-Di-hydrogéno phosphate de sodium
(NaH2Po4)

-Glucose

Biochem, Prolab

Sigma

-Les solvants et les acides sont de marque

-Lesréactifs sont majoritairement de marque

-Vortex

-plagues magnétiques agitatrice
-Balance analytique de précision
(RADWAG)
-Centrifugeuse(SIGMA)

-pH metre (HANNA)
-Spectrophotometre automatisé
(SPECORD 50, Analytikiema)
-Agitateur é ectromagnétique(VELP)
-Etuve

-Sonicateur de marque (VELP)
-Réfrigérateur 4c°

-Bain marie (MAMMERT)
-Micropipettes

-tubes a S

-Erlenmayer

-Spatule

-Bécher

-Cuve

-Barreau magnétique
-entonnoir

-gants

la période
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[1.2. Matériel végétal
11.2.1. Récolte

Les feuilles de Fraxinus angustifolia utilisée dans cette étude ont été récoltées dans la
forét d’ Akfadou, région de Chemini située 70 km a |’ouest de la ville de Bgjaia, en juillet
2016, dans un endroit naturel loin de toute forme de perturbation.

Les feuilles de cet arbre sont montrées dans lafigure 07.

Figure 07 : Photographie originale des feuilles de Fraxinus angustifolia.

I1.2.2. Préparation des extraitsa partir desfeuilles de Fraxinus angustifolia
Les feuilles ont été séchées a une température ambiante dans un endroit aéré et ombragé

(Figure 08), puis broyée par un broyeur éectrique. Le broyat obtenu a été tamisé

électriquement pour obtenir une poudre fine et homogene de diametre inférieur a 63um. Cette

poudre a été conservée al’abri de lalumiére et de I’ humidité.

&
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Figure 08 : Photographies originale de feuilles seches et de poudre de F. angustifolia
11.2.3. Extraction éhanolique
Dans ce travail I’ extraction éthanolique a été réalisée par épuisement selon la procédure
décrite par Atmani et al., (2009). Elle consiste en une macération de la poudre fine obtenue
dans |’ éthanol avec un rapport de 1:4 (m:v) a température ambiante, a |’ abri de la lumiére et
sous agitation pendant 24 h.

Aprés une décantation pendant 12h, le surnageant a été récupéré et une deuxiéme
extraction identique sur le culot a été réalisée par une procédure d’ extraction par épuisement.
L es surnageants obtenus ont été homogénéisés et centrifugés pendant 10 min.

Le solvant a été éiminé de la solution extraite par évaporation sous pression réduite dans
un rota vapeur, permettant ainsi d’ obtenir |’ extrait éthanolique sec. L’ extrait a été stocké a
4°C jusgu’ a son utilisation.

=
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11.3. Analyse quantitative des composés phénoliques

11.3.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage a é&é effectuée en utilisant la méthode de Djeridane et al, 2005, a I’aide
d’ un spectrophotometre UV/Visible.

» Principe

Les composes phénoliques totaux ont été estimés selon la méthode colorimétrique
basée sur le réactif de Folin- Ciocalteu (Figure 09), ce réactif consiste en une solution
de couleur jaune qui est congtitué d'un méange dacide phosphotungstique
(HsPW1,040) et I'acide phosphomolybdique (HsPW01,040). Lors de I’oxydation des
polyphénols ; il est réduit en un mélange de I’ oxydes bleus de tungsténe et molybdene
(Ribéreau-Gayon €t al., 1982).

La réaction d' oxydation se traduit par la formation d’ un complexe de couleur bleu qui
absorbe a une longueur d’ onde de 760 nm ; dont I’intensité est proportionnelle ala quantité
des polyphénols présents dans |’ extrait végétale.

L’ enchainement du processus opératoire est e suivant :

( )

100uL de I’extrait de la plante (1mg/ml)

(. J

A 4
e N

500uL (1/10) du réactif Folin Ciocalteu

v
1000uL d’eau distillée

y

Incubation a température ambiante pendant 1min

A

1500uL de carbonate de sodium (Na,Cos) a 20%

A

Incubation pendant 2H a température ambiante

A 4
Mesure de |’ absorbance a 760nm

Figure 09 : Etape de dosage des phénols totaux (Djeridane et al, 2005).
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Le taux des polyphénols des extraits de Fraxinus angustifolia est exprimé en
milligramme (mg) équivalent d’ acide gallique par gramme d’ extrait (mg EAG/g d’ extrait) ;
il aété calculé apartir d’ une courbe d’ étalonnage linéaire (y= ax+b).

11.3.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été réalisée par une méhode adaptée par
Maksimovich et al, (2005).

> Principe

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode du trichlorure d’aluminium
(Figure 10). Elle est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-aluminium qui
donne une coloration jaunétre mesurable a une longueur d’onde de 430 nm. Ceci est di
probablement au fait que le métal (Al) perd deux éectrons pour S unir a deux oxygenes de
lamolécule phénolique et qui agit comme donneur d’ éectrons (Ribéreau-Gayon, 1968).

Le protocole suivi pour le dosage des flavonoides est le suivant :

[ 1mL del’ extrait de laplante (Img/ml) }

A

[ 0,5mL deréactif chlorure d’ aluminium (Al Cl3)

—

,?@tati on

[ Incubation pendant 10min a température ambiante al’ obscurité }

A

[ Lecture de |’ absorbance a 430 nm }

Figure 10 : Etape de dosage des flavonoides (M aksimovich et al., 2005).

La teneur en flavonoides dans notre échantillon est exprimée en milligramme (mg)
équivalent quercetine par gramme d'extrait (mg EQ/g d' extrait). Elle est calculée par
référence a une courbe d’ éalonnage linéaire.

11.3.3. Dosage des tannins
Le dosage des tannins a été estimé selon la méthode développée par Hagerman et

Butler (1978), ce dosage a été effectué en se basant sur deux propriétés:
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- Les tannins sont connus par leur pouvoir; qui est la précipitation des protéines en
fonction des facteurs présents dans le milieu réactionnel (Paris et Hurabeille, 1981).
- La BSA a été utilisee dans le dosage des tannins en milieu acide pour un objectif
principa ; qui est la séparation des tannins des autres polyphénols présents dans |’ extrait
(Pariset Butler, 1981).

» Principe

En milieu alcalin (SDS/TEA) ; les tannins réagissent avec le Chlorure ferrique (FeCl3)
pour former des chélates de couleur violette (Paris et Hurabellle, 1981).
L’ estimation quantitative des tannins a été réaisée suivant le protocole décrit dans la

figurell :

0,5mL del’ extrait de plante (1mg/ml)

A

1mL delaBSA

v

Incubation a4°C pendant 24H

v

Centrifugation a 3000 Tr/min pendant 15 min

A

2mL de SDS/TEA

A 4

0,5mL de chlorure ferrique (FeClI3)

A
Incubation al’ obscurité pendant 15 min

A
Lecture de |’ absorbance a510 nm

Figure 11 : Etape de dosage des tannins (Hager man et butler, 1978).

Les concentrations des tannins sont exprimées en milligramme (mg) équivalent d’ acide
tannique par gramme d’ extrait (mg EAT/g d extrait) ; elle est déterminée en se référant a
une courbe d’ étalonnage.

I1.4. Etude del’interaction polyphénols - protéines (BSA)
L’ association entre les polyphénols et les protéines se traduit par la formation d’ un

complexe polyphénols-protéines et ce grace a I'affinité de liaisons des polyphénols

)
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(Naczck, 2006). Selon Freitas et al, (2001), les interactions polyphénols-protéines sont
visualisables par I'aspect turbide de la solution. La densité optique de la solution est
mesurée par le spectrophotométre.

Pour étudier ce phénomene, une proténe modele BSA a été utilisée comme référence.
Le mécanisme réactionnel polyphénols-protéines dépend de plusieurs facteurs; a savoir
I’ effet de la concentration d’ extrait de plante, I’ effet de la concentration de BSA, I’ effet de
laforceionique, I'effet du sucre et I’ effet de pH. Ces différents facteurs sont testés pour
évaluer cette présente étude.
I1.4.1. Effet dela concentration del’extrait dela plante

La méthode décrite par Naczk et al, (1996) a été utilisée avec quelques modifications,
pour étudier I'influence de la concentration de I’extrait de plante sur la formation du
complexe polyphénols-protéines (Figure 12). Cette méthode repose sur la mesure de la
turbidité d’ une solution contenant laBSA et I extrait de Fraxinus angustifolia.

Iml deBSA (0,5mg/ml)
& J/
4 v 2\

1ml de |’ extrait de plante a différentes concentrations (mg/ml)

A4
AN

01 | 0,075 | 0,05 | 0,025 | 0,01 | 0,0075| 0,005 |0,001

A 4
N
[ Incubation a 37 °c pendant 1heur
J/
A 4 N
[ LecturedelaDO a280 nm
J

Figure 12: Protocole expé&rimenta de I'effet de la concentration des extraits e plante sur
I"interaction extrait de plante -BSA.

11.4.2. Effet delaforceionique
Le protocole de Freitas et al, (2003) modifié ; a été utilisé pour étudier |’ effet du NaCl
sur laformation du complexe extrait de plante- protéines (BSA). Pour ce faire, nous avons

suivi les étapes énumeérées dans lafigure ci-apres:

1y
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Iml deBSA (0,5mg/ml)
4 " N\
1 ml del’extrait de plante 20,2 mg/ml
4 V N\
Iml delasolution de NaCl adifférentes concentration (mg/ml)
01 0,08 0,06 0,02 0,004
4 A 7\
Incubation a 37 °c pendant 1heure
\ 4
[ LecturedelaDO a280 nm ]

Figure 13 : Protocole expérimenta de |’ effet de concentration de NaCl.

11.4.3. Effet de concentration du sucre
Le protocole expérimental utilisé pour éudier I'influence de la concentration du sucre
sur I'interaction extrait du plante protéines est celui décrit par Freitas et al, (2003) avec

quelque modification. Lafigure 14 décrit les étapes suivies pour cette étude.

( )

Iml deBSA (0,5mg/ml)

(. J

\ 4

( )

1ml del’ extrait de plante (0,2mg/ml)

A 4
1ml de solution de glucose adifférentes concentrations (mg/ml)

1 0,8 0,6 0,4 0,2 0,008

A 4
Incubation & 37 °c pendant 1heur

\ 4
Lecturedela DO a280 nm

Figure 14 : Protocole expérimental de I’ effet de concentration du glucose.

-
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11.4.4. Effet de pH

A find évaluer I’ effet de pH sur la formation de complexe extrait de plante-protéine, la
méthode de Freitas et al, (2001) ; a été utilisée avec quelque modification (Figure 15). La
rutine est utilisée comme une molécule de référence pour I'étude réalisée sur les
parametres précédents (effet de la concentration de larutine, laforceionique et le pH).

L e protocole de cette étude est résumé dans lafigure ci-apres

4 7\

1Iml de BSA (0,5mg/ml)

|\ J

A 4

4 N\

1ml de |’ extrait de plante (0,2mg/ml)

!

1ml de solution de pH du tampon de phosphate

1 2 3 4 5 6 7 8

A 4
Incubation a 37 °c pendant 1heur

A\ 4
LecturedelaDO 2280 nm

Figure 15 : Protocole expérimental del’ effet de pH.

[11.1.4. Analyse statistique

Les résultats de dosages ont été exprimés en moyenne + moyenne d erreur standard.
Les données expérimentales ont été analysées a I’aide du logiciel Graph pad prism 5.3.
L’ analyse des variances, ANOVA one way affirme que la teneur en composés phénoliques
différe d'un composé a un autre.

L’ analyse statistique des résultats représentés sur I’ histogramme ci-dessus présente une
différence trés hautement significative (***p<0,05) entre les flavonoides et les tannins, une
différence tres significative (#<0,05) entre les polyphénols et les tannins, ces résultats
sont ainsi considérés tres significative (#p<0,05) comparativement aux flavonoides et les

tannins.

&
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[11.1. Etude phytochimique

L’analyse phytochimique réaliseée a permis de mettre en évidence quantitativement la
présence de quelques types de métabolites secondaires au niveau des feuilles de
F.angustifolia.

La quantité des phénols totaux, flavonoides et tannins ont é&é déterminées graphiguement
par des méthodes colorimétriques et exprimees par référence aux molécules standards, acide
galique, quercetine et I’ acide tannique. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure
16.

2501 )
E& phénols totaux

= flavonoides
BE= tannins

2004

150+

100+

Teneur mg/g d'extrait

& e
Q & @Q\ N
& ©

Figure 16 : Lateneur en phénols totaux, flavonoides et tannins dans I’ extrait éthanolique des
feuilles de F.angustifolia.

[11.1.1. Dosage des phénolstotaux

Les phénols totaux dosés dans notre échantillon par la méthode de Djeridane et al, (2006),
montre gu’en plus de sa faisabilité et sa sensibilité, cette méthode satisfait aux critéres de
reproductibilités, |’ absorbance est étroitement corrélé a la concentration de I'acide gallique
(annexe 1).

La détermination qualitative des phénols totaux, en se référant a la courbe d’ étalonnage
est de 120,1 £ 4,48 mg EAG/g d’ extrait (figure 16).

g
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[11.1.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides constitue le groupe le plus hétérogene des composés phénolique, dont
certaines classes sont soluble dans des solvant polaire tandis que d autres sont solubles dans
les solvant apolaire (Makris et al., 2005).

Grace a la courbe d éaonnage réalisée par la quercetine (annexe 2), la quantité des
flavonoides dosés dans |’ extrait des feuilles de F.angustifolia par le chlorure d aluminium a
été estimée a 16,6 + 0,42 mg EQ/g d’ extrait (figure 16).

En plus, le genre Fraxinus est connu pour étre une source riche en quercetine qui est
dérivée de flavonols (Jostova et L ossifova, 2007).

[11.1.3. Dosage destannins

La quantité des tannins contenue dans |’ extrait de la plante est déduire a partir de la
courbe standard (annexe 3), elle est de I’ ordre 200,26 + 25,34 mg EAT/g d’ extrait (figure 16).

Cette estimation en teneur de tannins a permet de déduire que les composes contenus dans
I’extrait éthanolique de F.angustifolia ont une caractéristique de précipitation des protéines,
dans cette étude, il s agit du sérum albumine bovin.

Une autre éude menée par Berboucha et al, (2009) sur la méme plante présente une
|égere similitude dans le taux des composés phénoliques en les comparant avec les résultats
obtenus actuellement, essentiellement les flavonoides, aors que pour les teneurs en phénols
totaux et tannins, elles sont bien supérieures par rapport ala leur, ces différences peuvent étre
dues au reflet des facteurs climatiques, les périodes et les régions de la récolte.

Plusieurs auteurs rapportent que la teneur en polyphénols varie avec la variation de
plusieurs parametres tels que :

|a méthode d’ extraction

la situation géographigque

la granulométrie

e latempérature d’ extraction.
De plus la concentration en polyphénols dépend de la nature du solvant et la méthode
d’extraction utilisée qui n’est pas la méme. Cependant, il n'y a pas une procédure d’ extraction
completement satisfaisante qui extrait tous les composés phénoliques ou une classe specifique

de ces substances a partir des extraits de plantes (Naczk et Shahidi, 2004).

&
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[11.2. Interaction polyphénols-BSA
[11.2.1. Effet dela concentration del’ extrait

A I'issu de la mise en contact de différentes concentrations d’ extraits de plantes, avec la
BSA, il y aeu formation d’ un trouble dans les solutions.
Apres la mesure de la densité optique par un spectrophotometre, les résultats des

absorbances correspondent a chague dilution sont illustrés dans lafigure 17.

1,2 4
1 .
0,8 A
= 0,6 -
S =¢==extrait de plante
N
®) 0,4 - === |a rutine
(@]
0,2
0 T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
concentration (mg/ ml)

Figure 17 : Variation de laDO en fonction des concentrations de |’ extrait de Fraxinus angustifolia.

D’apres lafigure 17, le suivi des interactions BSA-polyphénols est réalisé par mesure de
la turbidité des solutions de mélange BSA et |’ extrait de plante, cette turbidité s accroit avec
I’augmentation de la concentration de I’ extrait. Les concentrations ainsi obtenues ne sont pas
assez suffisantes pour atteindre un paier de saturation (Carvalho et al.,, 2004 ;
Papadopoulou et Frazier, 2004).

Les résultats obtenus montrent une évolution de I’ absorbance qui dépend fortement de la
concentration de I’ extrait. Simon, 2003 interprétes le phénomene par le fait que les protéines
sont caractérisées par la présence des sites de fixation pour les polyphénols, ou ces dernies a
faible poids moléculaires vont se fixer sur les proténes induisant un changement de
conformation de ces derniéres. La modification dans la structure fait apparaitre d’ autres sites

de fixation pour les polyphénols de haut poids moléculaire.
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Les résultats de cette étude sont en accord avec les résultats entrepris par Bennick, (2002)
et Seibert, (2006); qui ont montré que la densité optique des extraits évolue avec
I’augmentation de leurs concentrations. Cette évolution se traduit par la formation des
complexes polyphénol s-protéines.

D’ apres les résultats illustrés dans la figure 17, il est clair que |’ évolution de la DO est
proportionnelle a la concentration de la rutine, on constate que; plus la concertation
augmente, plus la turbidité s accroit, qui peut étre en parti due a la présence de la rutine dans
notre extrait.

[11.2.2. Effet delaforceionique sur I'interaction polyphénols-protéines

L’ influence de la force ionique est effectuée par la mesure de la turbidité des solutions de
NaCl contenant le mélange BSA e [I'extrait de Fraxinus angustifolia par un
spectrophotométre.

Les résultats de I'effet de la force ionique sur la formation du complexe polyphénols-

protéines sont représentés dans lafigure ci-dessous:

1 -
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£ 07 -
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0,5
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concentration NaCl (mg/ ml)

Figure 18 : Variation de la densité optique en fonction de la force ionique de I’ extrait de Fraxinus
angustifolia.

La figure 18 montre que la concentration de NaCl dans les solutions étudiées, influencent

sur I’interaction polyphénols-protéines. L’ absorbance du complexe polyphénols-protéines
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augmente avec |’augmentation de la concentration des ions NaCl dans I’'intervalle alant de
0,01 40,08 mg/ml et a partir de 0,08 mg/ml, I’ absorbance diminue.

Les résultats obtenus (Figure 18) sont en accord a ceux montrés par, Freitas et al, (2003) ;
gui ont démontrés que a des faibles concentrations de NaCl ; la densité optique est tres faible
ce qui implique que la force ionigque ne présente presque pas un effet sur le complexe
polyphénols-BSA et a des fortes concentrations de NaCl la charge globale de la proténe
S éléve par les ions qui provoquent I’augmentation des répulsions électrostatiques entre les
protéines ce qui, par voie de conséguence diminue la turbidité du complexe.

Ces résultats peuvent étre expliqués par la solubilisation de la BSA dans le mélange.
D’une part Hagerman et al, (1998), ont conclu que I’interaction entre les polyphénols des
extraits de Fraxinus angustifolia et la BSA dépend fortement des critéres ioniques du milieu
réactionnel.

D’ autres études réalisées par Freitas et al, (2003), ont démontré que ces ions peuvent se
fixer directement sur la surface du complexe polyphénols-BSA formant une monocouche
ionique et favorisent les interactions de type hydrophile, conduisant aussi a la solubilisation
du complexe, ce qui expligue ladiminution de la densité optique. 1l reste difficile de savoir si
I’effet de la force ionique est lié a des modifications de conformation des protéines ou des
polyphénoals, voire a une modification des propriétés du solvant et tous ces mécanismes ont
été misen cause.

La Do augmente avec |I’augmentation de la concentration de NaCl dans les solutions qui
contient larutine et ceci pour les quatre premieres concentrations testées (0,01; 0,02; 0,04 ;
0,06 mg/ml), puis stabilise a partir de 0,06 mg/ml jusgu’a 0,08 mg/ml, puis elle diminue a
partir de 0,08 mg/ml. Ces résultats peuvent étre expliqués par la présence des flavonoides et

plus particulierement larutine.

[11.2.3. Effet de concentration du sucre sur |'interaction polyphénols —
protéines

L’'influence du glucose sur la formation du complexe polyphénols-protéines est

représentée dans lafigure ci apres:

)



Chapitre 111 Résultats et discussion

DO 280 nm
o
a

o
o
N
o
™~
o
(o))
o
(o]
[E=Y

1,2

concentration du glucose (mg/ ml)

Figure 19: Variation de densité optique en fonction de la concentration du sucre dans I’ extrait de
Fraxinus angustifolia.

D’ apres les résultats illustrés dans la figure 19, la concentration de carbohydrate (glucose)
dans les solutions étudiées influence sur I’interaction des polyphénols présents dans I’ extrait
de Fraxinus angustifolia et la proténe (BSA).

L’ absorbance du complexe polyphénols-protéines augmente avec |’augmentation de la
concentration du sucre dans I'intervalle alant de 0,008 & 0,6 mg/ml ; qui atteint une valeur
maximale comprise entre 0,6 et 0,8 mg/ml. Au-dela de ces concentrations, la turbidité
diminue pendant que la quantité des complexes polyphénol -proté nes diminue.

Selon Freitas et al, (2003) ; Mateus et al, (2004), ont expliqués ce phénomene par le fait
que les hydrates de carbone ont la capacité de perturbé I’ interaction polyphénols-protéines.

De plus; la caractéristique structurelle du glucose est a I’ origine de son affinité pour lier
les polyphénols et qu elle est capable d encapsuler ces derniersce qui provoque leur
complication avec les proténes; empéchant de ce fait leur interaction avec la BSA et de ce
fait, le glucose réduis la liaison entre les polyphénols et la BSA. Ces résultats peuvent étre
expliqués par la solubilisation de laBSA.

[11.2.4. Effet de pH

Le pH de la solution est I'un des paramétres les plus importants. Il contréle le degré

d’ionisation des groupements carboxyliques des résidus polysaccharidiques, mais aussi celui

des groupements des chaines | atéral es des protéines.
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Les variations d absorption du complexe extrait de plante-BSA en fonction de pH sont

représentées dans lafigure 20 :
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Figure 20 : Variation de I’ absorbance du complexe extrait de plante-BSA dans un tampon phosphate
adifférents pH.

Ces résultats montrent que les interactions entre |’ extrait de plante et la BSA sont
dépendante avec le pH.

D’ apres la figure 20, I’ absorbance de ce complexe formé, progresse avec |’ augmentation
du pH dans I'intervalle alant de 2 a 5 et elle présente une stabilité d absorbance entre pH
variant entre 2 et 3. A pH= 5 I’interaction de ce dernier est maximale et a partir de ce pH
I”augmentation pourrait étre expliguée par I’augmentation de I’ absorbance de la BSA et qui
pourrait étre aussi attribuée a laformation des complexes.

A partir du pH= 5 a pH= 8 | absorbance des complexes d’ extrait de plante-BSA diminue.
A pH alantde2a5; le mécanisme qui se produit pourrait étre expliqué par :

e L’augmentation de la turbidité gréce a la condensation directe des protéines par des

liaisons covalentes.

e Lesliaisonsimpliquées dans!’interaction dépendraient de la charge des polyphénols et

des protéines.
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Ces résultats sont en accord a ceux déterminés par Hager man et al, (1981), qui suggerent
gue la BSA ; est une protéine globulaire qui se précipite a un pH allant de 3 a5 et d'une
maniere générale les protéines présentent une solubilité minimum au pH isoéectrique
provoqueraient la perte des charges des protéines résultant de la diminution de la répulsion
électrostatique.

Les expériences effectuées par Sakayima et al, avec la BSA en solution tampon, indiquent
gue laBSA est adsorbée beaucoup plus favorablement aux pH acides qu’ aux pH alcalins.

La DO de la rutine progresse avec I’ augmentation du pH a partir de pH=2 jusqu’ a pH=5,
puis elle commence a diminue.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenues avec |’extrait de plante, de ce fait, on peut
dire que larutine présente dans notre extrait qui a contribué alaformation des complexes.

=




Conclusion et perspective

Conclusion

Fraxinus angustifolia est I’ une des plantes médicinales les plus utilisés a travers |le monde.

Les extraits des feuilles de cette plante sont largement utilisés dans la médecine traditionnelle.

Ce travail a été rédisé dans le but d éudier I'interaction entre I’ extrait des feuilles de
Fraxinus angustifolia avec le sérum abumine bovin et de doser les composés phénoliques.
D’apres les résultats on peut suggérer que cette espéce peut constituer une source trés
importante des composes naturels a usage biologique, thérapeutique et pharmacol ogiques,
intéressenet pour soulager différentes maladies, pour cela, la réalisation d autres études
complémentaires seraient nécessaires d’ étre développés et approfondies en faisant appel a des
méthodes quantitatives et qualitatives de ces métabolites bioactifs.

Les tests phytochimiques effectués sur |'extrait ont révélé la présence en quantités
relativement importantes de métabolites secondaires d’intérét biologiques et thérapeutiques :
phénols totaux, flavonoides et tannins qui sont respectivement de 120,1 mg EAG/g d’ extrait.
16,66 mg EQ/g d'extrait, 200,26mg EAT/g d extrait, la détermination quantitative de ces
différentes classes phénoliques est en partie confirmée, par une étude spectrale UV-Visible.

La plante posséde une grande affinité de liaison pour la protéine (sérum albumine bovine),
élucidée par le phénomeéne de précipitation dans e test de turbidité.

L’ éude portée sur I'interaction polyphénols-BSA arévélé I’influence de la concentration
del’extrait, laforceionique, le PH et du sucre sur la densité optique.

La caractérisation de |” aspect thermodynamique des complexes polyphénols-proténes, de
la nature des interactions ainsi que des types des liaisons impliquées dans ces interactions sont
des investigations qui permettent une meilleure compréhension de ce phénomene.

L’ éude interactionnelle permet de déterminer le site ou les sites de liaisons BSA-
polyphénols et de mieux comprendre le mode d’ action des composés phénoligues, sa mise en
évidence par les méthodes RMN, spectroscopie infrarouge et fluorescence serait une approche
complémentaire. 1l est intéressent aussi de tester d autre paramétres (la température, rapport

molaire, acidité) et d' autres protéines (salivaire, alimentaires).
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Annexe 4 : Spectre de balayage de la solution BSA et |’ extrait de Fraxinus angustifolia, NaCl,
glucose et du pH respectivement.

Tampon A Le tampon A est préparé par une solution de 0,2M d’ acide acétique
avec 0,17M de NaCl, gqustéapH 4,9.

BSA Une solution de BSA a été préparée dans le tampon A a une
concentration de 1Img/ml.

SDSTEA 5% (v/v) de Triéthanolamine avec 1% (p/v) SDS (50ml

Triéthanolamine, 10g de SDS gusté a 1L d’ eau distillée.

FeCl3 Elle est préparée par la dissolution de 1,62g de FeCl3 dans le HCI a
0,01M. puislasolution est filtrée.

Annexe 05 : Préparation des solutions.



Résumé

Fraxinus angustifolia est une plante médicinale appartenant ala famille des Oléacées, elle est
tres répandue dans le bassin méditerranéen et largement utilisée comme anti-inflammatoire et
antioxydant. Notre travail repose sur le dosage des composés phénoliques des extraits
éthanoliques des feuilles de F. angustifolia et de tester leur interaction avec la  sérum
albumine bovine (BSA), L’ anayse phytochimique a révélé la présence d’ une teneur élevée en
tannins et en phénols totaux, qui atteint 200,26 + 25,34 mg EAT/g d’ extrait et 120,1 + 4,48
mg EAG/g d' extrait et une teneur moindre en flavonoides, elle est de I’ ordre 16,6 + 0,42 mg
EQ/g d extrait, la formation du complexe polyphénols-BSA est fortement influencée par la
concentration en extrait de plante (atteint 0,1 mg /g), ainsi que par la concentration en NaCl (
elle est de I’ordre 0,08 mg/g), mais aussi par la concentration du sucre et du pH(la Do
maximum est a pH=5) .

Mots clés: Fraxinus angustifolia, BSA, dosage des polyphénols, étude d'interaction,
Ol éacées.

Abstract

Fraxinus angustifolia is a medicinal plant belonging to the family of Oleaceae, it is
widespread in the Mediterranean basin and widely used as anti-inflammatory and antioxidant.
Our work is based on the determination of the phenolic compounds of the ethanolic extract of
the leaves of F. angustifolia, as well as the interaction study between the plant extract with
BSA, al depends on the parameters exist ifluen the reaction medium. Phytochemical analysis
revealed the presence of hight tannin and total phenol that reached 200,26 + 25,34 mg EAT/g
of extract and 120,1 + 4,48 mg EAG/g of extract and a lower level of flavonoides, she is
around16,6 + 0,42 mg EQ/g of extract, the formation of the polyphenol-BSA complex is
strongly influenced by the concentration of plant extract(reaches 0,1 mg/ml), as well as by the
concentration of NaCl (it is of the order 0,08 mg/g), but aso by the concentration of sugar and
pH (the maximum optical density is a pH=5).

Keyswords: Fraxinus angustifolia, BSA, phenolic compound, interaction study, Oleaceae.
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