
Résumé :  Dicerothamnus  rhinocerotis  (Lf)  Koekemoer,  également  connu  sous  le  nom  de  buisson  de  
rhinocéros  et  auparavant  appelé  Elytropappus  rhinocerotis  (Lf)  Less.,  appartient  à  la  famille  des  plantes  
des  Astéracées.  La  plante  est  traditionnellement  utilisée  pour  traiter  l'indigestion,  les  ulcères  d'estomac,  la  
grippe  et  la  diarrhée.  Cette  étude  visait  à  étudier  les  effets  phytochimiques,  anti­glucosidase,  anti­amylase  
et  anti­tyrosinase  de  D.  rhinocerotis,  car  la  recherche  dans  ce  domaine  est  limitée.  Les  matières  végétales  
séchées  à  l'air  ont  été  macérées  dans  80  %  de  méthanol  (MeOH)  et  fractionnées  entre  de  l'hexane,  du  
dichlorométhane  (DCM),  de  l'acétate  d'éthyle  (EtOAc)  et  du  butanol  (BuOH).  Une  Chromatographie  sur  
colonne  de  gel  de  silice  a  été  utilisée  pour  l'isolement  des  composés.  Un  total  de  six  composés  (1  à  6)  ont  
été  isolés  des  fractions,  à  savoir.  acacétine  (1),  acide  15­hydroxy­cis­clérodan­3­ène­18­oïque  (2),  
acacétine­7­glucoside  (3),  pinitol  (4),  apigénine  (5)  et  β­sitostérol­  3­O­glycoside  (6).  Les  composés  2  à  4  et  
6  sont  signalés  pour  la  première  fois  à  partir  de  cette  plante.  Parmi  les  différentes  fractions,  les  fractions  
BuOH  et  EtOAc  avaient  de  fortes  activités  inhibitrices  de  la  tyrosinase  avec  des  valeurs  IC50  de  13,7  ±  1,71  
et  11,6  ±  2,68  µg/mL,  respectivement,  tandis  que  parmi  les  composés  isolés,  l'apigénine  (5)  avait  la  plus  
forte  activité  inhibitrice,  avec  une  IC50  de  14,58  µM,  qui  rivalise  favorablement  avec  l'acide  kojique  (17,26  
µM).  Le  test  anti­glucosidase  a  montré  une  bonne  activité  dans  trois  des  fractions  et  le  composé  5,  tandis  
que  les  tests  anti­amylase  n'ont  pas  montré  d'activité  d'inhibition  significative.
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1.  Introduction

Les  Asteraceae  ou  Compositae  (communément  appelées  famille  des  asters,  des  marguerites,  des  
composites  ou  des  tournesols)  sont  une  famille  très  vaste  et  répandue  de  plantes  à  fleurs  [1,2].  La  famille  
compte  34 510  noms  d’espèces  acceptés  dans  1 729  genres  [3].  Plusieurs  espèces  de  cette  famille  
possèdent  des  propriétés  médicinales  connues.  Par  exemple,  une  activité  anti­tyrosinase  a  été  démontrée  
chez  Bubonium  imbricatum,  Cladanthus  arabicus,  Achyrocline  satureioides,  Artemisia  verlotiorum,  
Flourensia  campestris,  Pterocaulon  alopecuroide  et  Tagetes  minuta  [4],  tandis  que  Bubonium  imbricatum  
et  Cladanthus  arabicus  présentent  tous  deux  une  bonne  activité  antidiabétique  [5 ].

Dicerothamnus  rhinocerotis  (Lf)  Koekemoer,  également  connu  sous  le  nom  de  buisson  de  
rhinocéros  et  renosterbos  et  auparavant  appelé  Elytropappus  rhinocerotis  (Lf)  Less.,  est  une  plante  
médicinale  utilisée  en  médecine  traditionnelle  africaine  [6,7].  La  plante  appartient  à  la  famille  des  
Astéracées  et  est  distribuée  en  Afrique  du  Sud  et  en  Namibie  [6,7].  Le  buisson  de  rhinocéros  est  un  
petit  arbuste  à  tige  unique  mesurant  en  moyenne  2  m  de  hauteur.  Les  vieilles  branches  sont  rugueuses  et  ont
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Les  actions  défavorables  de  la  tyrosinase  sur  le  brunissement  des  fruits  et  légumes  et  l'  hyperpigmentation  
de  la  peau  humaine  ont  incité  les  chercheurs  à  trouver  des  agents  anti­tyrosinase,  également  appelés  
inhibiteurs  de  la  tyrosinase,  notamment  dans  l'industrie  alimentaire  et  cosmétique  [ 24].  Ces  inhibiteurs  
ciblent  les  activités  de  la  tyrosinase,  arrêtant  la  production  de  mélanine  dans  les  mélanocytes.  De  
nombreuses  entreprises  cosmétiques  produisant  des  crèmes  éclaircissantes  pour  la  peau  utilisent  ces  
inhibiteurs  car  ce  sont  les  agents  blanchissants  pour  la  peau  les  plus  disponibles  dans  le  commerce  [26,27].  
Il  a  été  rapporté  que  l'anti­tyrosinase,  l'acide  kojique  et  l'hydroquinone,  couramment  utilisés,  provoquent  
des  dommages  oxydatifs  des  lipides  et  une  perte  permanente  des  mélanocytes  dans  la  peau  après  une  
longue  utilisation  et  ont  donc  été  interdits  dans  de  nombreux  pays ;  par  conséquent,  la  nécessité  de  
disposer  d’inhibiteurs  de  la  tyrosinase  sûrs  ne  peut  être  surestimée  [27].

De  plus,  il  est  utilisé  comme  tonique  amer  pour  stimuler  la  perte  d’appétit  et  le  traitement  des  coliques,  de  
la  grippe,  de  la  diarrhée  et  des  convulsions  chez  les  enfants  [11].  En  outre,  il  existe  des  rapports  concernant  
l'utilisation  traditionnelle  de  la  plante  pour  traiter  le  diabète  de  type  2  et  réduire  l'hypertension  artérielle  
[9,10].  Le  diabète  sucré  est  une  maladie  associée  à  un  taux  de  sucre  dans  le  sang  élevé,  une  condition  
dans  laquelle  le  corps  est  incapable  de  contrôler  efficacement  le  métabolisme  du  glucose,  qui  est  la  
principale  source  d'énergie.  Cette  glycémie  élevée  présente  comme  symptômes  une  miction  persistante,  
une  soif  accrue  et  une  faim.  Les  patients  diabétiques  courent  un  risque  accru  de  développer  d’autres  
problèmes  de  santé  graves  potentiellement  mortels,  entraînant  des  coûts  de  soins  médicaux  plus  élevés,  
une  qualité  de  vie  réduite  et  une  mortalité  accrue  [12,13].

On  dit  également  qu'il  est  impliqué  dans  le  développement  et  le  mécanisme  de  défense  des  insectes  en  termes  
de  production  de  mélanine,  de  sclérotisation,  d'encapsulation  des  parasites  et  de  cicatrisation  des  plaies  [24,25].

Des  données  récentes  de  la  Fédération  internationale  du  diabète  (FID)  estiment  que  7  %  des  Sud­  Africains  
âgés  de  21  à  79  ans  souffrent  de  diabète  [14],  les  facteurs  contributifs  étant  le  vieillissement  de  la  population,  la  
transition  économique  et  l'urbanisation  associée  à  la  transition  nutritionnelle  et  l'obésité  [15,16].  On  estime  que  
le  diabète  est  à  l’origine  d’environ  8  000  nouveaux  cas  de  cécité  et  2  000  nouveaux  cas  d’amputations  par  an  
en  Afrique  du  Sud  [17].  Le  diabète  sucré  de  type  2  (DT2)  commence  par  une  résistance  à  l'insuline,  une  
condition  dans  laquelle  les  cellules  du  corps  ne  répondent  pas  bien  à  l'insuline  [18].  Le  traitement  courant  du  
diabète  comprend  l'insuline,  le  pramlintide  et  la  metformine.  Ces  médicaments  ont  des  effets  secondaires,  
notamment  des  flatulences,  de  la  fatigue,  des  nausées,  une  prise  de  poids,  une  hypoglycémie  et  des  infections  
génito­urinaires  [19].  Malgré  la  disponibilité  de  remèdes  modernes,  les  patients  ont  encore  recours  à  la  médecine  
alternative  (herbes),  seule  ou  en  association  avec  la  médecine  conventionnelle,  car  il  existe  un  intérêt  croissant  
pour  la  médecine  complémentaire  et  alternative,  notamment  dans  le  traitement  de  maladies  chroniques  comme  
le  diabète  [20,  21].  Il  a  été  rapporté  que  Dicerothamus  rhinocerotis  était  utilisé  traditionnellement  dans  le  
traitement  du  diabète  de  type  2  [9,10],  ce  qui  a  constitué  la  base  de  cette  recherche,  c'est­à­dire  pour  déterminer  
l'activité  de  cette  plante  et  identifier  les  métabolites  actifs  qui  inhibent  l'alpha­amylase  et  l'alpha­  enzymes  
glucosidases.

Comme  indiqué  précédemment,  plusieurs  membres  de  la  famille  des  Asteraceae  présenteraient  des  
activités  anti­tyrosinase,  mais  les  rapports  sur  Dicerothamus  rhinocerotis  sont  limités.  La  tyrosinase  est  
une  enzyme  multi­cuivre  présente  dans  les  tissus  végétaux  et  animaux  et  provoque  le  brunissement  des  
aliments  et  la  production  de  cellules  de  mélanine  chez  les  animaux.  Il  agit  dans  le  cycle  catalytique  soit  en  
hydroxylant  les  monophénols  en  o­diphénols,  soit  en  oxydant  les  o­diphénols  en  o­quinones,  qui  forment  
finalement  la  mélanine  [22,23].  Cette  enzyme  est  responsable  du  brunissement  des  champignons,  des  
tissus  végétaux  endommagés  et  des  fruits  endommagés  lors  de  la  manipulation  et  du  traitement  après  la  récolte.

écorces  même  grisâtres.  Les  feuilles  contiennent  des  poils  blancs  plumeux,  ce  qui  donne  à  la  plante  un  
aspect  général  grisâtre  [8].  En  médecine  traditionnelle,  les  jeunes  pointes  des  branches  sont  utilisées  
pour  traiter  l'indigestion,  les  ulcères  d'estomac,  la  dyspepsie,  le  cancer  de  l'estomac  et  la  fièvre  [9,10].
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Concernant  la  phytochimie  de  la  plante,  des  glycosides  cardiaques,  des  tanins,  des  saponines  et  
des  sucres  réducteurs  ont  été  rapportés  [7].  Les  résines  lipophiles  représenteraient  20  %  de  sa  masse  
sèche,  tandis  que  80  %  de  l'extrait  brut  de  matières  végétales  séchées  comprenait  des  flavones  
méthoxylées,  de  la  cirsimaritine,  de  l'hispiduline,  de  l'eupafolin  et  de  la  quercétine  [7].  L'acide  benzoïque  
et  ses  dérivés  (acide  protocatéchique,  acide  vératrique  et  acide  p­hydrobenzoïque),  ainsi  que  les  dérivés  
de  l'acide  cinnamique  (acide  sinapic,  acide  p­coumarique  et  acide  férulique),  ont  également  été  identifiés  
[28,29].  Dans  une  étude  plus  récente,  la  6,7­diméthoxycoumarine,  la  4′  ,5,7­trihydroxyflavone,  la  5,7­dihydroxy­4′  ­
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2.2.  Équipement  et  réactifs  chimiques  Les  

spectres  RMN  (1D  et  2D)  ont  été  enregistrés  sur  le  spectromètre  RMN  Avance  400  MHz  (Bruker,  
Rheinstetten,  Allemagne)  à  400  MHz  et  100  MHz  pour  le  proton  (1H)  et  le  carbone  ( 13C),  
respectivement.  Les  déplacements  chimiques  (δ)  ont  été  rapportés  en  parties  par  million  (ppm)  et  les  
constantes  de  couplage  (J)  en  Hz.  Les  valeurs  RMN  1H  et  13C  étaient  relatives  à  l'  étalon  interne  
tétraméthylsilane  (TMS)  et  ont  été  acquises  dans  des  solvants  deutérés  (chloroforme,  eau  ou  DMSO).  
La  chromatographie  sur  colonne  (CC)  a  été  réalisée  en  utilisant  du  gel  de  silice  en  phase  normale ,  
tandis  que  la  chromatographie  en  couche  mince  (CCM)  a  été  réalisée  sur  des  feuilles  d'aluminium  au  
gel  de  silice  (gel  de  silice  60  F254,  Merck,  Rahway,  NJ,  USA).  La  visualisation  des  taches  sur  les  
feuilles  CCM  a  été  réalisée  à  l'aide  d'un  réactif  à  l'acide  sulfurique  vanilline  et  d'un  pistolet  thermique.

L'extrait  de  BuOH  (59  g)  a  été  pré­adsorbé  sur  du  gel  de  silice  et  fractionné  en  utilisant  CC  par  élution  en  
gradient  initiée  avec  100%  de  DCM  et  en  augmentant  progressivement  la  polarité  avec  MeOH  pour  terminer  
l'élution,  ce  qui  a  donné  88  fractions.  Les  composés  3  ( jaune  pâle)  et  4  (blanc  cassé)  précipitent  directement  à  
partir  des  fractions  F23­F24  et  F43­F46  de  la  colonne  principale.

2.  Matériels  et  méthodes

2.1.  Matériel  végétal

Cette  étude  vise  à  étudier  les  composés  phytochimiques  de  D.  rhinocerotis  et  à  évaluer  leurs  activités  
antidiabétiques  et  anti­tyrosinase  pour  étayer  les  allégations  ethnopharmacologiques.

méthoxyflavone,  5,7­dihydroxy­4′  ,6­diméthoxyflavone,  kaempférol,  3­méthyléther,  acide  (+)­13­  épilabdanolique,  
acide  (+)­ent­labdanolique,  (+)­méthyl  13­épilabdanolate,  et  Le  (+)­(8R,13R)  ­labdan­8,15­diol  ont  été  isolés  [30].  
En  outre,  l'isolement  de  l'acide  (+)­13­épilabdanolique,  de  l'acide  (+)­ent­labdanolique  et  de  l'acide  ent­labd­13­
en­8­β­hydroxy­15­oïque  à  partir  des  tiges  feuillues  de  la  plante  a  été  rapporté  [31].  Il  a  été  observé  que  les  
flavonoïdes  isolés  de  cette  plante  sont  méthoxylés  [30],  tandis  que  l'acide  rhinotérotinoïque  présente  une  activité  
anti­inflammatoire  [9­11].

2.3.  Extraction  et  fractionnement  du  matériel  végétal  

Dicerothamnus  rhinocerotis  en  poudre  (1,065  kg)  a  été  macéré  dans  du  méthanol  à  80  %  (6,0  L  ×  2)  à  
température  ambiante  pendant  24  h,  et  le  mélange  a  été  filtré  et  évaporé  sous  pression  pour  donner  354,69  g  (~  
33  % ,  poids  sec).  Le  rendement  consistait  en  une  masse  collante  (240  g)  qui  collait  au  ballon  à  fond  rond  pendant  
l'évaporation  (extrait  brut  de  MeOH)  et  en  extrait  brut  lyophilisé  (144,69  g).  L'extrait  brut  séché  (144,69  g)  a  été  
mis  en  suspension  dans  l'eau  et  extrait  successivement  avec  de  l'hexane,  du  dichlorométhane  (DCM),  de  l'acétate  
d'éthyle  (EtOAc)  et  du  butanol  (BuOH).

L'extrait  d'EtOAc  (13  g)  a  été  pré­adsorbé  sur  du  gel  de  silice  et  fractionné  en  utilisant  CC  par  élution  en  
gradient  initiée  avec  100  %  d'hexane  et  en  augmentant  progressivement  la  polarité  avec  EtOAc  jusqu'à  ce  que  
100  %  d'EtOAc  soient  atteints.  Ensuite,  MeOH  a  été  introduit  pour  compléter  l’  élution.  La  collecte  des  éluats  a  
abouti  à  171  fractions,  qui  ont  été  regroupées  en  fonction  de  leurs  profils  CCM,  les  séparant  ainsi  en  9  fractions.  
Le  composé  1  a  de  nouveau  été  obtenu  à  partir  des  fractions  F30  à  F42,  tandis  que  le  composé  5  a  été  isolé  à  
partir  des  fractions  F66  à  F73.

Les  feuilles  de  Dicerothamnus  rhinocerotis  ont  été  collectées  le  20  mai  2019  dans  les  jardins  botaniques  
nationaux  de  Kirstenbosch,  au  Cap,  en  Afrique  du  Sud,  où  elles  ont  été  identifiées  par  un  taxonomiste  (numéro  
de  bon :  OW­2019­01).  Il  a  été  séché  à  l’air  à  température  ambiante  pendant  10  jours  et  réduit  en  poudre.  Le  
matériel  végétal  obtenu  a  été  pesé.
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L'extrait  de  DCM  (6  g)  a  été  fractionné  en  le  pré­adsorbant  sur  du  gel  de  silice  et  en  utilisant  CC  par  
élution  en  gradient,  en  commençant  par  100  %  d'hexane,  et  en  augmentant  progressivement  la  polarité  
avec  EtOAc  jusqu'à  100  %.  EtOAc  a  été  utilisé ;  ensuite,  MeOH  a  été  introduit  pour  compléter  l'élution.  
Un  total  de  74  fractions  collectées  dans  le  CC  ont  été  regroupées  en  fonction  de  leurs  profils  CCM  pour  
donner  trois  fractions  (F1 ;  F2  et  F3).  La  fraction  F2  (2,01  g)  a  ensuite  été  fractionnée  en  utilisant  CC,  ce  
qui  a  donné  deux  composés :  le  composé  1,  qui  apparaissait  sous  la  forme  d'un  cristal  jaune  en  forme  
d'aiguille ,  et  le  composé  2,  qui  apparaissait  sous  la  forme  de  cristaux  blancs.
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(1)

où
CE :  absorbance  du  contrôle  avec  des  enzymes.

S :  absorbance  de  l'échantillon  à  tester  sans  enzyme.

Inhibition  (%)  = 1
100

L'extrait  brut  de  méthanol  (120  g)  a  été  pré­adsorbé  sur  du  gel  de  silice  et  fractionné  en  utilisant  
CC  par  élution  en  gradient  (hexane :  EtOAc,  100 : 0  →  0 : 100  %).  Ceci  a  abouti  à  l'isolement  du  
composé  6  sous  la  forme  d'un  précipité  blanc.  Les  composés  1,  2  et  4  ont  également  été  réisolés.

2.5.  Test  d'inhibition  de  l'alpha­glucosidase

C :  absorbance  du  contrôle  sans  enzymes.

Les  valeurs  IC50  des  échantillons  présentant  de  bonnes  inhibitions  ont  été  déterminées  comme  décrit  précédemment.

SE :  absorbance  de  l'échantillon  à  tester  avec  les  enzymes.

2.4.  Test  d'inhibition  de  la  tyrosinase  
du  champignon  L'inhibition  de  la  tyrosinase  du  champignon  des  fractions  et  des  composés  

isolés  a  été  déterminée  par  une  procédure  similaire  à  celle  décrite  par  Yalo  et  al.  [32].  Pour  les  
fractions,  une  concentration  de  10  mg/mL  a  été  préparée  pour  chaque  échantillon  en  dissolvant  
10  mg  des  échantillons  dans  1  ml  de  DMSO,  tandis  que  pour  les  composés  isolés  et  le  contrôle  
positif  (acide  kojique),  une  solution  mère  0,02  M  a  été  préparée.  Les  solutions  mères  ont  été  
diluées  à  100  µg/mL  et  200  µM  pour  les  fractions  et  les  composés,  respectivement.  Dans  une  
plaque  à  96  puits,  70  µL  de  l’échantillon  test  ont  été  introduits,  après  quoi  30  µL  de  L­tyrosinase  
(1  000  unités/mL)  ont  été  ajoutés.  La  solution  a  été  incubée  à  température  ambiante  (25  °C)  
pendant  20  min.  Après  la  première  incubation,  100  µL  de  substrat  (2  mM  de  L­tyrosine)  ont  été  
ajoutés  et  incubés  pendant  30  min  à  la  même  température.  L'absorbance  a  été  lue  à  490  nm  
après  l'incubation .  Pour  le  contrôle  sans  enzymes,  un  solvant  de  fond  (20  µL  de  DMSO  dans  1  
980  µL  d’eau  distillée)  a  été  utilisé  à  la  place  des  échantillons  à  tester,  et  un  tampon  phosphate  
(50  mM,  6,5  pH)  a  été  utilisé  à  la  place  de  l’enzyme.  L'acide  kojique  a  été  utilisé  comme  contrôle  
positif  à  différentes  concentrations  et  toutes  les  expériences  ont  été  menées  en  triple.  Pour  
déterminer  la  CI50,  différentes  concentrations  ont  été  utilisées  pour  chaque  échantillon  testé,  
après  quoi  les  résultats  ont  été  tracés  sur  GraphPad  Prism  8.  Le  pourcentage  (%)  d'inhibition  a  
été  calculé  à  l'aide  de  l'équation  (1).

L'activité  inhibitrice  des  extraits  de  plantes  et  des  composés  isolés  contre  l'α­glucosidase  
de  Saccharomyces  cerevisiae  a  été  déterminée  en  modifiant  légèrement  la  méthode  rapportée  
par  Yamaki  et  Mori  (33).  Le  mélange  réactionnel  composé  de  50  µL  de  tampon  phosphate  (50  
Mm,  pH  de  6,8),  d'un  échantillon  (10  µL,  200  µg/mL)  et  de  50  µL  de  solution  d'alpha­glucosidase  
(1  U/mL)  a  été  incubé  à  37  °C  pendant  15  min  dans  une  plaque  96  puits.  Après  l'  incubation  
initiale ,  20  µL  de  substrat  5  mM,  c'est­à­dire  du  p­nitrophényl­α­D­glucopyranoside  (p­NPG),  ont  
été  ajoutés  aux  mélanges  réactionnels  dans  les  plaques  à  96  puits  et  incubés  à  37  °  C  pendant  
20  min. ;  Ensuite,  la  réaction  enzymatique  a  été  terminée  en  ajoutant  une  solution  de  carbonate  
de  sodium  (Na2CO3)  0,1  M  (50  µL).  L'hydrolyse  enzymatique  du  substrat  a  été  contrôlée  par  la  
quantité  de  p­nitrophénol  libérée  dans  le  mélange  réactionnel  à  405  nm  à  l'aide  d'un  
spectrophotomètre  AccuReader  M965  Metertech  (V1.11).  Le  contrôle  sans  enzymes  (C)  a  été  
préparé  en  remplaçant  l'enzyme  par  le  tampon  phosphate,  tandis  que  dans  le  contrôle  avec  
l'enzyme  (CE),  c'est­à­dire  le  DMSO,  qui  a  été  dilué  à  la  même  concentration  que  les  échantillons,  
a  été  utilisé  à  la  place  du  test.  des  échantillons.  L'acarbose  à  différentes  concentrations  a  été  
utilisé  comme  contrôle  positif.  Toutes  les  expériences  ont  été  réalisées  en  triple  et  le  pourcentage  
d'activité  inhibitrice  des  échantillons  sur  l'α­glucosidase  a  été  calculé  à  l'aide  de  l'équation  (1).

Les  rendements  totaux  des  composés  isolés  étaient  les  suivants :  composé  1  (171,1  
mg),  composé  2  (3,13  g),  composé  3  (3,4  mg),  composé  4  (176,8  mg),  composé  5  (24,5  
mg)  et  composé  6  ( 53,6  g).
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×(CE  −  C)  −  (SE  −  S)
(CE  ­  C)
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Six  composés  (Figure  1)  ont  été  isolés  du  DCM,  de  l'EtOAc,  du  BuOH  et  des  extraits  bruts.  
Six  composés  ( Figure  1)  ont  été  isolés  du  DCM,  de  l'EtOAc,  du  BuOH  et  des  extraits  lipophiles  bruts  de  Dicerothamnus  rhinocerotis  en  utilisant  CC  (Figure  1).  Les  structures  étaient  des  extraits  

lipophiles  de  Dicerothamnus  rhinocerotis  utilisant  CC  (Figure  1).  Les  structures  ont  été  déterminées  en  comparant  les  données  spectroscopiques  1D  (1H,  13C  et  DEPT­135)  et  2D  (HSQC)  et  
déterminées  en  comparant  les  données  spectroscopiques  1D  (1H,  13C  et  DEPT­135)  et  2D  (HSQC  et  HMBC)  à  celles  de  la  littérature  [34­39].  Composés  2,  3,  4  et  6  HMBC)  à  celles  de  la  littérature  
[34­39].  Les  composés  2,  3,  4  et  6  sont  signalés  pour  la  première  fois  dans  cette  plante.  sont  signalées  pour  la  première  fois  dans  cette  
plante.

3.1.  Élucidation  structurale  des  composés  isolés  3.1.  
Élucidation  structurale  des  composés  isolés  La  comparaison  des  données  spectroscopiques  RMN  à  celles  publiées  précédemment  a  aidé  La  

comparaison  des  données  spectroscopiques  RMN  à  celles  publiées  précédemment  a  aidé  à  élucider  la  structure  des  composés  isolés  comme  l'acacétine  (1)  [34],  15­hydroxy­  élucider  la  
structure  des  composés  isolés  comme  l'acacétine  (1)  [34],  l'acide  15­hydroxy­cis­cler  ­cis­clérodan­3­ène­18­oïque  (2)  [35],  l'acacétine­7­glucoside  ( 3)  [36],  pinitol  (4)  [37],  apigénine  (5)  [38]  

et  bêta­sitostérol­3­O­glycoside  (6)  [39]  (Tableau  S1).  acide  odan­3­ène­18­oïque  (2)  [35],  acacétine­7­glucoside  (3)  [36],  pinitol  (4)  [37],  apigénine  (5)  [38]  et  bêta­sitostérol  ­3­
O­glycoside  (6)  [39].

3.  Résultats  et  discussion

2.6.  Test  d'inhibition  de  l'alpha­
amylase  2.6.  Test  d'inhibition  de  l'alpha­amylase  Dans  une  plaque  à  96  puits,  50  µL  de  tampon  phosphate  (0,01  M,  pH  6,9),  

20  µL  de  solution  d'alpha­amylase  pancréatique  porcine  (2  U/mL)  et  les  échantillons  de  test  (20  µL )  ont  été  ajoutés  et  dans  une  plaque  de  96  puits,  50  µL  de  tampon  phosphate  (0,01  M,  pH  
6,9),  20  µL  de  porcin  incubés  à  température  ambiante  pendant  20  min.  Ensuite,  20  µL  d'amidon  soluble  à  1  %  étaient  une  solution  d'alpha­amylase  pancréatique  (2  U/mL),  et  les  échantillons  de  
test  (20  µL)  ont  été  ajoutés  aux  plaques  à  puits  et  incubés  davantage  pendant  30  min  à  température  ambiante,  après  quoi  et  incubés  à  température  ambiante  pendant  20  min.  Ensuite,  avec  20  µL  
d'amidon  soluble  à  1  %,  la  réaction  a  été  arrêtée  par  l'ajout  de  90  µL  d'acide  3,  5­dinitro  salicylique  (DNS).  Le  mélange  réactionnel  a  été  ajouté  aux  plaques  à  puits  et  incubé  davantage  pendant  30  
minutes  à  température  ambiante,  après  que  le  mélange  réactionnel  ait  été  placé  dans  un  bain­marie  bouillant  pendant  10  minutes,  et  l'absorbance  était  telle  que  la  réaction  a  été  arrêtée  par  
l'ajout  de  90  µL  de  3,  5  ­acide  dinitro  salicylique  (DNS).  lire  à  540  nm.  Différentes  concentrations  d'acarbose  ont  été  utilisées  comme  étalons,  et  chaque  ex.  Le  mélange  réactionnel  a  été  placé  dans  

un  bain­marie  bouillant  pendant  10  min  et  l'absorbance  a  été  lue  à  540  nm.  Différentes  concentrations  d'acarbose  ont  été  utilisées  comme  étalons  et  chaque  expérience  a  été  réalisée  en  triple.  Le  
pourcentage  d'activité  inhibitrice  de  l'α­amylase  a  été  calculé  à  l'aide  de  l'équation  (1).  l’expérience  a  été  menée  en  triple.  Le  

pourcentage  d'activité  inhibitrice  de  l'  α­amylase  a  été  calculé  à  l'aide  de  l'équation  (1).

3.2.  Activités  inhibitrices  de  la  tyrosinase  des  fractions  et  des  composés  
isolés  3.2.  Activités  d'inhibition  de  la  tyrosinase  des  fractions  et  des  composés  isolés  Les  activités  d'inhibition  de  la  tyrosinase  moyennes  des  fractions  et  des  

composés  isolés  ont  été  déterminées  à  100  µg/mL  et  200  µM,  respectivement  (Tableau  1).  DRE  Les  activités  inhibitrices  moyennes  de  la  tyrosinase  des  fractions  et  des  composés  isolés  
(fraction  EtOAc)  et  du  composé  5  présentaient  de  fortes  valeurs  d'inhibition  de  67,87  %  et  67,51  %,  ont  été  déterminées  à  100  µg/mL  et  200  µM,  respectivement  (Tableau  1).  DRE  (fraction  EtOAc)  
respectivement.  Les  autres  fractions,  ainsi  que  le  composé  6,  présentaient  une  inhibition  modérée  et  le  composé  5  présentait  de  fortes  valeurs  d'inhibition  de  67,87  %  et  67,51  %,  respectivement.  
Les  valeurs,  allant  de  30,24  %  à  50,11  %,  tandis  que  le  composé  2  avait  une  faible  inhibition  des  autres  fractions,  ainsi  que  le  composé  6,  avait  des  valeurs  d'inhibition  modérées,  allant  de  12,72  
%.  Le  composé  1  présentait  une  inhibition  négligeable  (0,02  %)  contre  la  tyrosinase  du  champignon,  de  30,24  %  à  50,11  %,  tandis  que  le  composé  2  présentait  une  faible  inhibition  de  12,72  %.  Le  
composé  1  avait,  bien  qu'il  ait  une  structure  similaire  au  composé  5 ;  cela  pourrait  être  attribué  à  l'  inhibition  négligeable  (0,02  %)  de  la  tyrosinase  du  champignon  malgré  une  activité  similaire  du  
groupe  hydroxyle  dans  le  cycle  B  du  composé  5  par  rapport  à  la  structure  méthoxy  du  composé  5 ;  cela  pourrait  être  attribué  à  l'activité  du  groupe  hydroxyle  du  groupe  du  composé  1.  DRE,  la  fraction  
la  plus  active,  présentait  un  cycle  B  similaire  au  composé  5  par  rapport  au  groupe  méthoxy  du  composé  1.  DRE,  le  pourcentage  de  fracturation  inhibition  en  tant  que  composé  5,  ce  qui  peut  
potentiellement  être  dû  au  fait  que  le  composé  5  ayant  le  plus  d'activité,  présentait  un  pourcentage  d'inhibition  similaire  à  celui  du  composé  5,  a  été  isolé  de  la  fraction  DRE.  Tous  les  échantillons  ont  
été  étudiés  plus  en  détail,  ce  qui  peut  potentiellement  être  dû  au  fait  que  le  composé  5  a  été  isolé  de  la  fraction  DRE.  Tous  déterminent  leurs  valeurs  IC50 .  Composé  5,  DRB  (fraction  BuOH)  et  
DRE  avec  IC50

3.  Résultats  et  discussion
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Figure  1.  Structure  chimique  des  composés  isolés  de  Dicerothamnus  rhinocerotis.
Figure  1.  Structure  chimique  des  composés  isolés  de  Dicerothamnus  rhinocerotis.
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CI50

201,8  ±  2,12

DRM  (MeOH  brut)  1 57  ±  2,48

995,6

Tableau  1.  Dépistage  de  l'activité  anti­tyrosinase

DRB  (BuOH)

­

%  d'inhibition

30.42

3.44

Extraits/Composés

RDC  (Brut) ­

37.24

200,1

­53,50

DRH  (Hexane)

l'acide  kojique

4
14h58

1011

Alpha­glucosidase

DRM  (MeOH  brut)

199,8  ±  2,57

sd

%  d'inhibition

30.24

sd

43,41  
36,26  
40,36  
67,87  
44,04  
50,11  

ème

100

35.1

41.49

­

­

DRD  (DCM)

5

CI50  (µg/mL)  ±  ET

­

­

DRH  (Hexane)

(µg/mL)

6

DRE  (EtOAc)

Alpha­Amylase

sd

42.2

67.51
273

1552

­

sd

44h45
­

2

µM

­

DRD  (DCM)

­

11.6

­12.72

DRB  (BuOH)

sd

CI50  (µg/mL)  ±  ET

­

17.26

­

6.13

Extraits/Composés

583.3

RDC  (Brut)

­

3

%  d'inhibition

5.59

13.7

*  et  valeurs  IC50  des  échantillons  de  D.  rhinocerotis.

DRE  (EtOAc)

­

9.33
198,4  ±  2,48

nd :  non  déterminé  en  raison  de  valeurs  négatives  ou  non  réplicables.  Les  données  sont  présentées  sous  forme  de  moyennes  ±  SD  (standard

observée  était  de  1011  µM.

DRH,  DRB  et  les  composés  1,  4  et  6  présentaient  de  faibles  inhibitions.  L'activité  inhibitrice  de

3.3.  Dosage  de  l'alpha­glucosidase

avait  des  valeurs  IC50  comparables  à  celles  de  l'acide  kojique,  un  puissant  inhibiteur  connu  de  la  tyrosinase  avec

Notre  valeur  pour  l'acarbose  est  similaire  à  celle  rapportée  par  Le  Nguyen  et  al.  [47].

les  composés  isolés  de  D.  rhinocerotis  variaient  de  3,74 %  à  94,17 %  pour  les  composés

la  littérature,  soit  17,3  µM  [40]  et  38,5  µM  [41].  Le  composé  1  aurait
une  valeur  IC50  supérieure  à  2000  [42]  et  700  µM  [43],  tandis  que  l'  IC50  expérimentale

contre  l'alpha­glucosidase  à  200  µg/mL.  Le  composé  5  avait  le  pourcentage  le  plus  élevé

une  valeur  IC50  de  17,26  µM.  Le  composé  5  avait  une  activité  similaire  à  celles  rapportées  dans

valeurs  de  14,58  µM,  13,7  ±  1,71  µg/mL  et  11,66  ±  2,68  µg/mL,  respectivement,  et

Leurs  valeurs  négatives  indiquent  qu'ils  n'ont  pas  inhibé  l'alpha­glucosidase  à  cette  concentration .  Les  
fractions  DRD,  DRE  et  DRM  avaient  des  valeurs  d'inhibition  modérées,  tandis  que

les  valeurs  d'inhibition  les  plus  élevées  ont  été  analysées  plus  en  détail  pour  déterminer  leurs  valeurs  
IC50 .  Le  composé  5  avait  une  CI50  plus  élevée  (83,01  ±  2,16  µg/mL)  que  l'acarbose  (130,2  ±  1,84  µg/mL).
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écarts).  *  Le  criblage  a  été  réalisé  à  100  µg/mL  pour  les  fractions  et  200  µM  pour  les  composés.

(94,17%),  tandis  que  l'inhibition  du  DRC  et  du  composé  3  n'a  pas  été  déterminée.

L'activité  du  composé  3  par  rapport  au  composé  1  peut  être  due  à  sa  glycosylation  en  position  7.  
Ces  activités  basées  sur  des  différences  structurelles  sont  en  accord  avec  celles  rapportées  dans  [44].
Bien  qu’il  ait  été  rapporté  que  le  composé  4  réduisait  la  glycémie  en  augmentant  la  sécrétion  
d’insuline  chez  la  souris,  cette  recherche  ne  soutient  pas  cette  affirmation  [45,46].  Des  échantillons  avec

Le  tableau  2  montre  l'inhibition  des  fractions  et  des  composés  isolés  de  D.  rhinocerotis

Tableau  2.  Activités  inhibitrices  des  échantillons  de  D.  rhinocerotis  sur  l'alpha­glucosidase  et  l'alpha­amylase.

activité  que  le  composé  1,  avec  une  substitution  de  groupe  méthoxy  sur  son  cycle  B.  Le  plus  bas
2  et  5,  respectivement.  Le  composé  5,  en  raison  de  l'hydroxylation  sur  les  cycles  A  et  B,  avait  une
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4.  Conclusions

3.4.  Test  d'inhibition  de  l'alpha­amylase

présentait  une  faible  activité.

avait  une  activité  inhibitrice  plus  forte  que  l'acarbose,  ce  qui  soutient  le  caractère  ethno­médicamenteux
Les  fractions  DRD,  DRE  et  DRM  présentaient  de  bonnes  activités  alpha­glucosidase.  Le  composé  5  également

et  édition,  MY,  RS,  MM,  AAH  et  WTM  Tous  les  auteurs  ont  lu  et  accepté  le  texte  publié

ont  été  signalés  pour  la  première  fois  dans  l'usine.  Fractions  EtOAc  et  BuOH  et  le  brut

traditionnellement  pour  traiter  le  diabète  [10],  un  dépistage  préalable  des  fractions,  ainsi  que  six

Supervision,  AAH  et  WTM ;  Rédaction :  brouillon  original,  OIW,  MY  et  RS ;  Rédaction  –  révision

numéros  116101,  139209  et  106055  et  l'APC  a  été  financé  par  l'Université  du  Cap­Occidental

les  composés  isolés  ne  soutiennent  pas  cette  affirmation ;  par  conséquent,  aucun  autre  test  n’a  été  effectué.

Six  composés  connus  ont  été  isolés  de  Dicerothamnus  rhinocerotis,  dont  quatre

le  groupe  méthoxy  dans  le  composé  1  [44].  L'acarbose,  utilisé  comme  contrôle  positif,

%  d'inhibition

13.88

sd
3,74

0,67

­ ­

­

20,25  ±  1,23

CI50  (µg/mL)  ±  ET

6

sd­

­
­

Alpha­glucosidase

3

94.17

sd

7.04

130,2  ±  1,84

­

(UWC)  et  Université  de  technologie  de  la  péninsule  du  Cap  (CPUT).

1

version  du  manuscrit.

Extraits/Composés

Acarbose

sd

­

­

Alpha­Amylase

5

63,94

83,0  ±  2,16

CI50  (µg/mL)  ±  ET

4

28.563,86
88,86

­
­

Tableau  2.  Suite

2

7.05

%  d'inhibition

Contributions  des  auteurs :  Conceptualisation,  OIW  et  WTM ;  Analyse  formelle,  OIW,  MY  et

552

//www.mdpi.com/article/10.3390/chemistry6040032/s1,  Tableau  S1 :  Comparaison  des  données  expérimentales  de  RMN  13C  
avec  la  littérature  à  100  MHz.

nd :  non  déterminé  en  raison  de  valeurs  négatives  ou  non  réplicables.  SD :  écart  type.
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l'industrie  cosmétique  car  il  s'agit  de  la  première  recherche  faisant  état  de  son  potentiel  anti­tyrosinase.  Le

extrait  présentant  des  activités  de  3,44  et  5,593  %,  respectivement,  à  une  concentration  de  100  µg/mL,

Ces  fortes  activités  suggèrent  que  cette  plante  pourrait  faire  l'objet  d'études  plus  approfondies  pour  son  utilisation  dans  le

7,040%.  Cela  conforte  l'affirmation  selon  laquelle  le  composé  6  est  un  antihyperglycémiant  qui  agit
le  plus  actif,  avec  une  inhibition  de  28,563  %,  suivi  du  composé  5,  avec  une  activité  de

en  libérant  de  l'insuline  pour  réguler  la  glycémie  [48].  Les  composés  1  et  5,  malgré  le  fait  qu'ils

avait  une  activité  inhibitrice  de  88,86  %.  Bien  que  D.  rhinocerotis  ait  été  utilisé

activité  contre  l’enzyme.  L'activité  inhibitrice  des  six  composés  isolés  de
D.  rhinocerotis  contre  l'alpha­amylase  a  été  étudié  à  200  µM.  Le  composé  6  était  le

qui  a  été  utilisé  pour  la  sélection  préliminaire.  Les  autres  fractions  n'ont  montré  aucun

variait  de  0%  à  5,59%,  avec  uniquement  la  fraction  acétate  d'éthyle  et  le  brut  lipophile

L'extrait  de  MeOH  a  montré  des  activités  anti­tyrosinase  plus  fortes  que  les  autres  fractions.  De  la

utilisation  de  la  plante  pour  traiter  le  diabète.  Bien  que  la  plante  ait  montré  une  bonne  activité  en

des  structures  similaires,  ont  des  activités  inhibitrices  significativement  différentes,  qui  peuvent  être  dues  à

composés  isolés,  le  composé  5  a  montré  la  plus  forte  inhibition  contre  la  L­tyrosine.

MM;  Enquête,  OIW,  MY,  RS  et  MM ;  Méthodologie,  OIW,  AAH  et  WTM ;

Documents  supplémentaires :  Les  informations  complémentaires  suivantes  peuvent  être  téléchargées  sur :  https :

Financement :  Cette  recherche  a  été  financée  par  la  subvention  de  la  National  Research  Foundation  of  South  Africa

Comme  le  montre  le  tableau  2,  les  activités  inhibitrices  de  toutes  les  fractions  contre  l'alpha­amylase

inhibant  l'alpha­glucosidase,  ce  n'était  pas  le  cas  de  l'alpha­amylase  car  tous  les  échantillons
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