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Résumé
Les substances naturelles issues des végétaux présentent des intéréts multiples mis a profit dans la

biotechnologie tant dans I’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Parmi ces composés
on retrouve une grande partie des métabolites secondaires qui se sont illustrés dans beaucoup de
domaines et méme en thérapie. Dans ce contexte, nous avons recherché les effets biologiques de
berberis vulgaris, une plante utilisée dans le monde, en Algérie, et elle est particulierement utilisée

dans la région de Tlemcen pour traiter le diabéte sucré.

L’examen phytochimique qualitatif réalisé sur les écorces de racines de Berberis vulgaris a montreé la
présence des alcaloides, des tanins, des stérols, des triterpénes et des composés réducteurs en quantité
importante, il a en outre révélé des quantités plus faibles de coumarines, de terpénoides, de

saponosides et de mucilages.

La détection de ces familles chimiques est suivie de ’extraction des écorces de racines de Berberis
vulgaris par des solvants de polarité croissante et une extraction des alcaloides totaux. L’extrait des
alcaloides a été analysé par chromatographie sur couche mince, révélant la présence de 6 taches. Une
analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides de I’extrait hydrométhanolique sous reflux est
réalisée, montrant une teneur de 10.48 mg GAE/g en polyphénols totaux et 2.05 mg CEQ/g en

flavonoides.

Afin de pouvoir exploiter une éventuelle activité thérapeutique, des extraits bruts sous reflux et
macérés, ainsi que I’extrait des alcaloides totaux ont été testé pour leur pouvoir antimicrobien vis-a-Vis
de souches de bactéries et de levures de référence, en utilisant la technique de diffusion sur gélose et la
détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI. L’extrait hydrométhanolique macéré a
présenté la meilleure activité antibactérienne avec des diamétres d’inhibition de 12.5 a 21 mm pour
certaines souches. Les extraits de Berberis vulgaris et plus spécifiquement les alcaloides totaux, ont
montré une forte activité antifongique vis-a-vis des levures de Candida albicans avec des zones
d’inhibition de 19 a 29 mm.

L’activité antioxydante des extraits hydrométhanolique sous reflux et alcaloides totaux a éte évaluée
par deux méthodes : la réduction du fer et le piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont
montré une activité élevée de 1’extrait hydrométhanolique par rapport aux alcaloides totaux, avec un

ICso de 1.40 mg/ml et une activité antiradicalaire de 89.3 % a la concentration de 4 mg/ml.

Les résultats obtenus dans cette étude, montre la richesse de Berberis vulgaris en substances
chimiques et qui pourraient représenter une nouvelle source potentielle de molécules bioactives en

thérapeutique.

Mots-clés : Berberis vulgaris, extraits bruts, alcaloides totaux, activité antimicrobienne, activité

antioxydante.
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Abstract
Natural substances from plants have multiple interests exploited in the biotechnology

industries both in food, cosmetic and pharmaceutical. These compounds include a large
proportion of secondary metabolites which are illustrated in many areas and even in therapy.
In this context, we investigated the biological effects of Berberis vulgaris, a plant used in the

world, in Algeria, and it is particularly used in the Tlemcen region to treat diabetes mellitus.

The qualitative phytochemical examination performed on the root bark of Berberis vulgaris
showed the presence of alkaloids, tannins, sterols, triterpenes and reducing compounds in
large quantities, it also revealed lower amounts of coumarins, terpenoids, saponins and

mucilage.

The detection of these chemical classes is followed by extraction of root bark of Berberis
vulgaris using solvents with increasing polarity and extraction of total alkaloids. The alkaloid
extract was analyzed by thin layer chromatography, revealing the presence of six tasks. A
quantitative analysis of polyphenols and flavonoids is performed on hydromethanol extract
under reflux, showing a content of 10.48 mg GAE / g of total polyphenols and 2.05 mg CEQ /

g of flavonoids.

In order to exploit a possible therapeutic activity, crude under reflux and macerated extracts
and total alkaloids were tested for their antimicrobial potency on different reference strains of
bacteria and yeasts, using the agar diffusion technique and the determination of minimum
inhibitory concentration MIC. The hydromethanolic macerated extract had the best
antibacterial activity with inhibition diameters from 12.5 to 21 mm for some strains. Extracts
of Berberis vulgaris and more specifically the total alkaloids showed a strong antifungal

activity on Candida albicans yeasts with zones of inhibition of 19 to 29 mm.

The antioxidant activity of hydromethanolic extracts under reflux and total alkaloids was
evaluated by two methods: reducing power and DPPH free radical scavenging.The results
showed a high activity of methanolic extract than the total alkaloids, with an ICsq 0of 1.40 mg /

ml and antiradical activity of 89.3% at a concentration of 4 mg/ ml.

The results obtained in this study show the richness of Berberis vulgaris with chemical

substances and may represent a new potential source of bioactive compounds in therapy.

Keywords: Berberis vulgaris, crude extracts, total alkaloids, antimicrobial activity,

antioxidant activity.
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Les plantes médicinales ont été utilisées comme une source importante de
médicaments pour des milliers d'années de I'histoire humaine, et méme aujourd'hui, elles
constituent la base des pratiques systématiques de médecine traditionnelle pendant plusieurs

siécles dans le monde entier [Pan et al, 2009].

Les plantes et les autres organismes peuvent étre considérés comme des bibliothéques
de petites molécules de métabolites secondaires des composés organiques avec une diversité
structurale qui, autrement, ne pourraient pas étre disponibles dans un laboratoire chimique de
synthése [Bindseil et al, 2001; Koehn et Carter, 2005].

Le nombre total de produits naturels produits par les plantes a été estimé a plus de
500000. Une centaine de soixante-mille produits naturels ont été identifié, d'une valeur de

plus en plus de 10000 produits par an [Zhang et Demain, 2005].

L’échec des traitements pharmaceutiques conventionnels, surtout dans le cas des
maladies chroniques, la forte incidence des effets indésirables qui leur sont associés, le prix
¢levé des médicaments et I’insuffisance des infrastructures sanitaires dans les pays en voie de
développement font qu’une large tranche de la population mondiale dépend essentiellement

de la médecine naturelle ou complémentaire pour se soigner [Eddouks et al, 2007].

De plus, la recherche de produits naturels est nécessaire en raison de : remarquable
diversité de structures et d'activités, l'utilité en tant que sondes biochimiques, les méthodes
danalyse originales et sensibles, des améliorations dans l'isolement, la purification et la

caractérisation, et de nouvelles méthodes de production [Demain et Zhang, 2005].

L'étude de l'utilisation de ces plantes pour la thérapeutique des populations fait partie
de I’ethnobotanie [Iwu et Jacqueline, 2002]. Aujourd'hui, la découverte de medicaments a
partir des plantes est basée principalement sur 1’isolement des molécules bioactives, et des
groupes de scientifiques d'horizons différents, y compris la recherche botanique, la biochimie,
la pharmacologie, la pharmacie, la pharmacognosie, la chimie medicinale, la chimie
organique et la toxicologie sont importants pour entreprendre cette recherche [Kinghorn,
2001 ; Butler, 2004; Koehn et Carter, 2005; Jones et al, 2006].

C’est ainsi que I’équipe de « Recherche d’activités biologiques de la flore locale » du
laboratoire LAPSAB a engagé depuis plusieurs années une recherche de nouvelles molécules
bioactives présentant des activités biologiques, a partir de plantes locales dont Citrullus

colocynthis, Punica granatum, Berberis vulgaris... Parmi ces activités: [D’activité
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antidiabétique, étudiée chez des rats Wistar in vitro sur des cellules isolées et in vivo chez les
rats normaux et rendus diabétiques par la streptozotocine [Hamza Chérif et Chenini, 2006 ;
Benariba et al, 2009 ; Belkacem et al, 2011]. L’activité antioxydante in vitro [Benariba et al,
2012] et antimicrobienne in vitro sur des souches bactériennes et de levures [Azzi et
Boumellah, 2002 ; Frioui, 2012].

Le travail entrepris dans ce mémoire s’inscrit dans le cadre de la valorisation de
Berberis vulgaris de la famille des Berberidacées, une plante utilisée dans plusieurs régions
du monde, dont la région de Tlemcen — Algérie, ou Berberis vulgaris, nommé localement
Ghriss, est connu dans cette région, pour ces propriétés antidiabétiques [Azzi et al, 2012].
Plusieurs recherches ont été menées sur ses activités biologiques et plus spécifiguement sur
berberine, un alcaloide isoquinoléinique, considéré comme molécule active dans plusieurs
maladies dont les maladies infectieuses, le diabéte sucré, et le cancer [Tan et al, 2006 ;
Kosalec et al, 2009 ; Yin et al, 2012].

Le travail expérimental réalisé dans ce mémoire consiste a faire des extractions a partir
des écorces de racines de Berberis vulgaris et une analyse qualitative et quantitative de

différents composés chimiques susceptibles d’avoir une activité biologique.

Nos travaux ont porté sur I’évaluation de 1’activité antioxydante et antimicrobienne des

extraits bruts et des alcaloides totaux des écorces de racines de Berberis vulgaris.
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I. Plantes médicinales

1. Introduction

Les produits naturels issus des plantes, des microorganismes et des animaux ont eu un
role tres important tout au long des 200 derniéres années dans le traitement et la prévention
des maladies, et continuent a servir comme source importante dans la découverte de nouvelles
molécules bioactives [Kinghorn et Balandrin, 1993 ; Paterson et Anderson, 2005]. Une
proportion considérable des produits naturels utilisés comme drogues dérivent des plantes
terrestres, offrant une ressource inestimable et encore incompletement épuisé a cet effet
[Osbourn et Lanzotti, 2009]. Les plantes médicinales ont été utilisées comme une source
importante de médicaments pour des milliers d'années dans I'histoire humaine, et méme
aujourd’hui, ils constituent une base de la pratique de la médecine traditionnelle systématique

dans plusieurs pays partout dans le monde.

La documentation d'abord enregistrée sur les plantes médicinales remonte a des tablettes
d'argile écrites en caracteres cunéiformes, et se retrouvent en Mésopotamie datant de 2600
avant notre ére, alors que la médecine égyptienne remonte a environ 2900 avant notre ere,
avec le meilleur enregistrement égyptien pharmaceutique connu étant le Papyrus Ebers, datant
de 1500 avant notre ere [Borchardt, 2002 ; Osbourn et Lanzotti, 2009]. La Materia Medica
chinoise a été largement documentée au fil des siécles avec le premier enregistrement
contenant 52 prescriptions, datant d'environ 1100 avant notre ére [Chang et But, 1986 ;
Huang, 1999] bien que les enregistrements de Pent'sao sont réputés pour étre encore plus tot
et le systeme de documentation indienne ayurvédique date a environ 1000 avant notre ere
[Kapoor, 1990 ; Dev, 1999].

Les Grecs ont contribué de maniére substantielle au développement rationnel de
I'utilisation de médicaments a base de plantes. Galien, qui a pratiqué et enseigné la pharmacie
et la médecine a Rome, a publié pas moins de 30 livres sur ces sujets et est bien connu pour
ses prescriptions complexes et formules utilisées dans la préparation des drogues, contenant
parfois des dizaines d'ingrédients "galéniques".

Pendant le Moyen Age (5°™ au 12 *™siécle), ce sont les Arabes qui étaient responsables
de la préservation d'une grande partie de I'expertise gréco-romaine et de I'élargir pour y
inclure l'utilisation de leurs propres ressources. Les Arabes ont été les premiers a établir les

pharmacies privées au 8™ siécle et le pharmacien persan, médecin, philosophe et poéte,
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Avicenne, a beaucoup contribué aux sciences de la pharmacie et de la médecine a travers des

ceuvres telles que Canon Medicinae « Kitab Al Qandn fi Al-Tibb » [Petersen et Amstutz,
2008].

2. Métabolites secondaires

Les composes organiques des plantes sont divisés en deux catégories : la premiere,
représente les composés qui existent dans toute les cellules et jouent un réle centrale dans le
métabolisme et la reproduction des cellules incluant les acides nucléiques, les acides aminés,
les oses, et les lipides et connues sous le nom de métabolites primaires. La deuxieme
catégorie, sont les métabolites secondaires, qui n’exercent pas de fonction directe au niveau

des activités fondamentales de la plante [Guignard, 1996 ; Hanson, 2003].
D’apres leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois classes :
> Phénols et polyphénols ;
> terpénoides et stéroides ;
> alcaloides.
a. Phénols et polyphénols

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules,
divisé en une dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point commun : la présence
dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un

nombre variable de fonctions hydroxyles OH [Hennebelle et al, 2004].

Les polyphénols peuvent étre divisés en différents groupes selon leur nombre de cycle

phénol ainsi que des éléments de structure qui lient leurs anneaux les uns aux autres.
» Acide phénolique

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les aliments et divisés en deux

classes : les dérives de I'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique.

Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques et
comprennent essentiellement 1’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique [Pandey
et Rizvi, 2009].
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Figure 1 : Structure de I’acide caféique [Cowan, 1999]

» Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires [Erlund, 2004]. lls constituent les pigments
responsables des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux
[Havsteen, 2002]. Les flavonoides sont rencontrés dans les fruits et les légumes, le thé et le
café. Les flavonoides sont retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales, des

remedes utilisés en médecine traditionnelle dans le monde [Di Carlo et al, 1999].

Les flavonoides dérivent de ’enchainement benzo-y-pyrone, et c’est la structure de
I’hétérocycle central et son degré d’oxydation qui permet de distinguer les différentes classes

de flavonoides [Macheix et al, 2005] :
+ Flavones et flavonols ;
+ flavonones, flavanols et dihydroflavanols.

Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines (entité dépouvue

de reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques) [Ghedira,
2005].

Les flavonoides présentent plusieurs activités biologiques, dont 1’activité la mieux décrite
est leur activité antioxydante [Bors et al, 1997 ; Montoro et al, 2005] et leur capacité a piéger
les radicaux libres: radicaux hydroxyles OH:, anions superoxydes O, et radicaux

peroxylipidiques, selon la réaction suivante :
Flavonoide (OH) + R* — flavonoide (O") + RH

Les flavonoides ont une action sur les vaissaux sanguins sous forme d’activité vitaminique
« P » [Beretz et Cazenave, 1991]. Cette activité intervient dans le maintien d’une perméabilité
vasculaire normale [Youdim et al, 2002 ; Shih et al, 2004]. lls exercent aussi une activité
antidiabétique, comme la myricétine qui présente des effets hypoglycémiants et
hypotryglycéridémiants chez les animaux diabétiques [Ong et Khoo, 1997 ; Ong et Khoo,
2000].
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» Quinones

Les quinones sont des noyaux aromatiques avec deux substitutions cétones. Ces
composés, étant colorés, sont responsable de la réaction de brunissement dans les fruits et
végétaux coupés ou lésés. En plus de fournir une source de radicaux libres stables, les
quinones sont connus pour se complexer de maniére irréversible avec les nucléophiles des
acides aminés dans les protéines. Par conséquent, les quinones inactivent les protéines et
altérent leur fonction [Arif et al, 2009].

0
Figure 2 : Structure d’une molécule de quinone [Cowan, 1999]

» Tanins

Utilisés depuis I’antiquité par I’homme pour le traitement des peaux d’animaux, les tanins
ont une importance économique et écologique importante et sont responsables de
I’astringence de nombreux fruits et 1égumes et des produits qui en sont dérivés (the, vin ...).
On peut considérer que les tanins sont des formes phénoliques condensées capables de se lier

aux protéines en solution et de les précipiter [Macheix et al, 2005].
IIs sont diviseés en deux groupes :

v' Tanins hydrolysables : Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés
par hydrolyse chimique ou enzymatique. Ils libérent alors une partie non phénolique
(le plus souvent du glucose ou de I’acide quinique) et une partie phénolique qui peut
étre de I’acide gallique [Macheix et al, 2005]. lls ont la propriété de coaguler les

protéines du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux [Guignard, 1996].

v" Tanins condensés : Se sont des oligoméres ou des polymeéres de flavane — 3 — ols
dérivés de la (+) — catéchine ou de ses nombreux isomeéres. A la différence des tanins

hydrolysables, ils ne s’hydrolysent pas sous I’action des acides dilués [Guignard,
1996 ; Macheix et al, 2005].
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» Coumarines

Les coumarines sont des substances phénoliques synthétisées a partir de la fusion des
noyaux benzénes et a- pyrone [O’Kennedy et Thomes, 1997]. Les coumarines libres sont
solubles dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés alors que les
formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’eau [Bruneton, 1999]. Ils ont des

activités antithrombotiques, anti-inflammatoires et vasodilatatrices [Cowan, 1999].

vy

Figure 3 : Structure d’une molécule de coumarine [Cowan, 1999]

b. Terpénoides et stéroides

L'interface entre le métabolisme primaire et secondaire est moins facile a définir dans le
cas des métabolites terpéniques (dérivés isoprénoides), parce que les unités terpéniques sont
également présents dans de nombreux composés associés au métabolisme primaire, comme
les hormones et les vitamines. Les précurseurs de tous les isoprénoides, le pyrophosphate
d'isopentényle (IPP) et son isomeére allylique pyrophosphate diméthylallyl (DMAPP), sont

synthétisés dans les plantes supérieures [Modolo et al, 2009].

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes ou
monoterpenes en Co, les sesquiterpenes en Cis, les diterpenes en Cy, les triterpénes Cso, et

les tétraterpenes Cyo [Guignard, 1996 ; Cowan, 1999].

Les monoterpénoides sont des composants majeurs des ardmes de plantes. Ces produits
naturels volatiles, appelés huiles essentielles, constituent la base de l'industrie de la

parfumerie et des ardbmes [Hanson, 2003].

Les steroides sont derivés de triterpenes tétracycliques et possedent un squelette
cyclopentaperhydrophénanthréne. La disponibilité, la cristallinité et la conformation bien
définie des stéroides signifient qu'ils sont devenus des substrats appropriés pour étudier

I'influence des facteurs stériques sur les taux de réaction et les mécanismes.

Beaucoup de stérols se produisent sous forme de glycosides caractérisés par les saponines
stéroidiens. Ceux-ci sont responsables de la formation de mousse produite par de nombreuses

plantes.
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Un certain nombre de stéroides végétaux possédent une activité pharmacologique
intéressante. Il sagit notamment des glycosides digitaliques (cardénolides) de la digitale

Digitalis lanata. Ceux-ci sont utilisés dans le traitement de I'insuffisance cardiaque.

Les caroténoides sont des pigments rouges ou jaunes que l'on retrouve dans de
nombreuses plantes. Ainsi, le B-caroténe offre la coloration rouge de carottes et le lycopene
est le pigment rouge foncé des tomates. Les caroténoides sont importants en tant que
précurseurs de la vitamine A, qui joue un réle central dans la vision. lls sont de bons

antioxydants et contribuent a des effets bénéfiques a de nombreux aliments [Hanson, 2003].
c. Alcaloides

Parmi les premiers produits naturels isolés de plantes medicinales sont les alcaloides.
Quand ils ont d'abord été obtenus a partir de la matiere végétale durant les premiéres années
du 19éme siecle, il a été constaté qu'ils contiennent des bases azotées qui forment des sels
avec les acides. Le nom d’alcaloide date du pharmacien allemand Meissner. Ils sont
chimiquement des matiéres organiques composés de carbone, d’hydrogene, d’azote et

d’oxygene [Schauenberg et Paris, 2005].

En raison de leur puissante activité biologique, la plupart des alcaloides connus, environ
12.000, ont été exploités en tant que médicaments, des stimulants, des narcotiques, et des
poisons. Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les
nombreuses classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques uniques [Ziegler et Facchini,
2008].

On distingue trois types d’alcaloides :

> Alcaloides vrais : d’aprés certains auteurs, ils sont issus du seul régne végétal. Ils
existent a 1’état de sels et 1’on peut ajouter qu’ils sont biosynthétiquement formés a

partir d’un acide aminé.

> Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides amines.

» Proto-alcaloides : se sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
systeme hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir

d’acides aminés [Bruneton, 1999].
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Tableau 1 : Principales classes d’alcaloides [Hanson, 2003 ; Springob et Kutchan, 2009]

Classe

Dérivés du tropane

HiC—py
8 1

7 2z
4
5 5

3

Dérivés de la pyridine

=

-

N

Dérivés
isoquinoléiniques et

alcaloides associés

Dérivés de purine
NZ N\
P
N
N H

Diterpénes

o

Principaux groupes
Atropines

Substitution en positions
3,60u7

Cocaines

Substitution en positions
2et3

Dérivés simples de la
pyridine

Dérivés polycycliques de
pyridine non condensé

Dérivés de 1 - et 2-

benzyl-izoquinolines
Protoberberines

Morphines

Quinines

Lycoctonine

Examples

Atropine, scopolamine,

hyoscyamine

Cocaine, ecgonine

Trigonelline

Nicotine

Papaverine

Berberine

Morphine, codéine

Quinines, quinidines

Caféine, théobromine

Aconitine

Thése Magister Dounia Mezouar 2012

Page 27



Synthese Bibiographique

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités

pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés :

Au niveau du systéme nerveux central, qu’ils soient antidépresseurs (morphine,

scopolamine) ou stimulants (strychnine, caféine) ;

Au niveau du systeme nerveux autonome : sympathomimétiques (éphédrine) ou

sympatholytiques, parasympathomimétiques, anticholinergiques et ganglioplégiques.

On notera aussi I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux, d’antifibrillants,

d’antitumoraux, et d’antipaludiques [Bruneton, 1999].
3. Roles des plantes médicinales dans le développement des traitements

Les plantes medicinales représentent non seulement une source naturelle de nouvelles
molécules bioactives ; mais aussi une source de produits naturels qui pourraient étre utilisés

comme agents médicamenteux.

La recherche des plantes médicinales se base sur quatre domaines : 1’ethnobotanie, pour
rechercher et répondre aux questions concernant la plante et son utilisation traditionnelle ;
I’ethnopharmacie, pour explorer tous les aspects en rapport avec la préparation de
médicaments a partir d'extraits bruts de plantes ; 1’ethnopharmacologie, pour résoudre les
questions concernant les phénoménes biologique, pharmacologique et thérapeutique ; et
finalement, I’ethnomédecine, pour évaluer toute les données en respectant la maladie et les
traitements [Kinghorn, 2001 ; Butler, 2004 ; Koehn et Carter, 2005 ; Jones et al, 2006 ; Rios,
20111.

Quelques exemples regroupés dans le tableau 2, représentent des composés de plantes qui

jouent un role dans le traitement de plusieurs maladies.
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Tableau 2 : Quelgques exemples des principaux médicaments d'origine végétale de produits

naturels [Bahar et al, 2008].

Composé ou classe Source botanique Ca}tégotie_ o
thérapeutique/utilisation

1. Alcaloides de
Catharanthus (Vinca)

Catharanthus roseus
(L.) G. Don (pervenche

de Madagascar Anticancéreux

R = CH3 Vinblastine
R = CHO Vincristine

2. Alcaloides du

quinquina
“\‘;’?.‘ n 2" ja:) L . - .
e Cinchona spp. (Ecorce antiarythmique cardiaque
Quinidine de quinquina) antipaludique
g
(=)
©
j—":’ Quinine
<- Me COMe
N Erythroxylum coca Lam. -
2 cossine %‘ E/Q (feuilles de coca) anesthésique local
H .
SNy Nicotiana tabacum L Sevrage tabagique gcomme
LJ ' patch transdermique)
4. Nicotine

5. Alcaloides d’opium

RO

Q A, Papaver somniferum L. antitussif

= e N o

) (pavot & opium) analgésique narcotique
HO'
R = Me Codéine
R = H Morphine

Page 29

Thése Magister Dounia Mezouar 2012



Synthese Bibiographique

(%))
c
(3] . .. .
S glycosides digitaliques
v o T
: o
n AL
3 o -E:-}.a,mé_:sf\_,(,z[.”ﬁ
.(7) OH oH OH
8
> R1=H, Digitoxine
D
. R1=0H Digoxine
m
(7]
D
o L
E Artemisinine
)
o
(-
(<B]
'_
. 4 Y
O 0:{/)_ ALS
Y \
‘f \>_\;NH(“ (_‘/‘)/

Paclitaxel

Digitalis purpurea L.,
D. lanata Ehrhart
(digitales)

Artemisia annua L.

Taxus brevifolia Nutt.
(occidentale ou if du
Pacifique)

Glycosides cardiotoniques

Antipaludique

Anticancéreux
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Il.  Stress oxydatif

1. Introduction

L’oxygéne, un élément essenticl a la vie, peut étre également une source pour la
destruction des tissus et / ou de nuire a leur capacité de fonctionner normalement [Kehrer et
al, 1993].

Un radical libre est une espéce capable d'existence indépendante (d'ou le terme libre) qui
contient un ou plusieurs électrons non appariés [Halliwell et Gutteridge, 2006]. Un électron
non apparié est un électron qui occupe une orbitale atomique ou moléculaire par elle-méme.
Le plus simple des radicaux libres est I'nydrogéne atomique. Beaucoup de radicaux libres
existent dans les systémes vivants (certaines mauvaises, certaines bonnes et certaines les

deux), bien que la plupart des molécules in vivo sont non radicales.

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composés biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de l'oxygene par des
réductions a un électron tels l'anion superoxyde O, et le radical hydroxyle OHe, ou de 1'azote
tel le monoxyde d'azote NO- [Yoshikawa et al, 2000]. D'autres especes dérivées de l'oxygéne
dites espéces actives de I'oxygéne, comme l'oxygéne singulet ‘O, le peroxyde d'hydrogéne
(H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi
réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de

leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygéne ERO [Favier, 2003].

Tableau 3 : Principales espéces réactives oxygénées [Sies, 1993]

Espéces réactives oxygénées (ERO)

Radicalaires Non radicalaires
.OH Radical hydroxyle H,0, Peroxyde d’hydrogene
RO. Radical alkoxyl ROOH Peroxyde organique
ROO. Radical peroxyl HOCI Acide hypochloreux
O,. Anion superoxyde 0, Oxygene singulet
NO. Radical oxynitrique ONOO- Peroxynitrite
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La plupart des radicaux libres proviennent de la chaine respiratoire, du NADPH, et de
I’activité de la xanthine oxydase, alors que les especes réactives du monoxyde d’azote NO
sont essentiellement produites par la NO-synthase. La production d’espéces réactives de
I’oxygene et les principaux moyens de neutralisation sont schématisés dans la Fig. 4. La
production de radicaux libres est donc largement physiologique : elle est déterminée, dirigée,
et utile. Parmi les exemples les plus communs, on peut citer la production de superoxyde
pendant la phagocytose, et la libération de NO par 1’endothélium, qui constitue un des
mécanismes de régulation du tonus vasculaire. Les radicaux libres interviennent aussi dans la

signalisation cellulaire.

02
@ ; @ Peroxyde d'H,
H202 Lipoperoxydes

Ani i <
Superoxide oD, LG ¢ vit , GSHPx

Catalase ¥

Protéines oxydées

=

Ferritine ‘24 o d

Transferrine \_gn

5/ GSHPx

i) @ o

02 singulet Radical hydroxyle %‘
@ GSH, vit C
Albumine, ac.urique

Figure 4 : Production et neutralisation des espéces reactives de 1’oxygene [Berger, 2003]

Bien que physiologique, la production de radicaux libres peut étre accidentelle et
potentiellement délétere, comme par exemple la fuite d’électrons de la chaine respiratoire
mitochondriale, ou ceux résultant de 1’auto-oxydation des catécholamines. Cette production
radicalaire est dommageable si elle est prolongée ou incontrélée, dépassant les capacités de
neutralisation de 1’organisme. D’autres productions sont anormales, pathologiques, toujours
dommageables, et sans objectif physiologique, comme par exemple celles résultant de la

fumée de cigarettes, des polluants et de 1’ozone [Berger, 2006].
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2. Stress oxydatif
La perturbation de 1’équilibre endogéne entre radicaux libres et antioxydants de courte ou
longue durée, provoque des effets déléteres dus, soit a une défense antioxydante défaillante,

soit & un état pro-oxydatif accru, nommeé stress oxydant [Biesalski et al, 1997].

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenése, malformation des foetus, dépot de
protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dép6t de lipides oxydés, et

immunosupression [Favier, 2003].

3. Antioxydants

Notre organisme est équipé de tout un systeme complexe de défenses antioxydantes
enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaire.
Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’oxydation d’un
substrat, alors qu’elle présente une concentration trés faible dans le milieu ou elle intervient
[Halliwel et Gutteridge, 1990 ; Sies, 1996].

Les antioxydants agissent de plusieurs manieres. Leur mécanisme d’action peut étre direct
ou indirect, en tant que partie de la structure d’enzymes et/ou cofacteurs d’enzymes
antioxydantes, comme dans le cas des éléments traces. Les mécanismes les plus fréquents sont
I’interruption de la spirale oxydative (vitamines C et E, NADPH, glutathion), la prévention
des dégats par la mise a disposition d’électrons (céruloplasmine, vitamine C, superoxyde
dismutase, GSHPXx), et la réparation des molécules d’ADN (Zn, acide folique, niacine)
[Berger, 2006].

Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en deux catégories :

enzymatiques et non enzymatiques.

Thése Magister Dounia Mezouar 2012 Page 33



Synthese Bibiographique

Tableau 4 : Antioxydants enzymatique et non enzymatique [Flora, 2009]

Antioxydants Exemples
Caroténoides [-caroténe, Lycopene, Lutéine
Enzymes SOD, Catalase, GPx
Glutathion Glutathion
Minéraux Zinc, sélénium, cuivre
Les composés phénoliques Quercétine, catéchine
Vitamines a-tocophérol, acide ascorbique

a. Antioxydants enzymatiques

L'un des systemes de défense antioxydants enzymatiques est constitué de trois enzymes :
le superoxyde dismutase SOD, la glutathion peroxydase GSH-Px et la catalase. Ces enzymes
ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde et du
peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygene moléculaire

[Lehucher-Michel et al, 2001].

Superoxyde dismutase
20, + 2H" » H,0,+0,

Catalase
2H,0, —_— 2H,0 +0,

Glutathion peroxydase
H,O, +2GSH » H,O, +2GSH

Figure 5 : Réactions enzymatiques de piégeage des especes réactives oxygénées ERO
[Halliwell, 2006]

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines, I'néme
oxygenase, le glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les thiorédoxines

peroxydases. La plupart de ces enzymes, de méme que les enzymes de réparation des
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dommages oxydants, vont utiliser un donneur d’équivalent réducteur, le NADPH, qui

constitue avec le glutathion les plaques tournantes de la défense antioxydante [Favier, 2003].

b. Antioxydants non enzymatiques

Ce groupe d’antioxydants est constitué de plusieurs composés capables de réagir
directement ou indirectement avec les ERO. Le mécanisme indirect implique la chélation des
métaux de transition ce qui empéche la production du radical hydroxyle, hautement toxique
[Kohen et Nyska, 2002].

Certains composés antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (acide
ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les aliments, agissent en
piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions
stables. La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régénérée par
un autre systeme. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est elle-méme
régénérée par des enzymes, les ascorbates réductases. Ce type d'antioxydant est appelé
piégeur « scavenger » pour les Anglo-saxons. De trées nombreux composés alimentaires
peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides .... Il existe de plus des
composés endogenes synthétisés par les cellules et jouant le méme role ; le plus important est
le glutathion réduit qui protége non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre
les peroxydes ou le NO- [Favier, 2003, Flora, 2009].
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I1l.  Antimicrobiens

1. Antibiotiques

Il y a deux sources majeures pour la recherche de nouveaux antibiotiques : les produits
naturels et les molécules synthétiques. Les produits naturels ont été la majeure source pour la
découverte de nombreux médicaments nouveaux, et qui pourraient étre développé en tant

gu'agents antibactériens [Newman et al, 2003].

Depuis la découverte de la pénicilline en 1929, dautres agents antimicrobiens plus
efficaces ont été découverts et mis au point par I'élucidation des cibles médicamenteux et par

une modification des molécules médicamenteux [Kohanski et al, 2010].

Les antibiotiques naturels sont connus pour atteindre la plupart des grandes voies
biologiques, mais la majorité d'entre eux transmettent leur effet antibactérien par inhibition de
la paroi cellulaire bactérienne et la synthese des protéines. Seul exception comprend la classe

des rifamycines qui inhibent la synthese de I'ARN [Singh, 2012].

Tableau 5 : Classes d’antibiotiques et leurs cibles [Kohanski et al, 2010]

Type de
médicament

Inhibiteurs de la
synthése d'ADN

Inhibiteurs de la
synthése d'ARN

Inhibiteurs de
synthése des
parois cellulaires

Médicament

Acide Nalidixique,
ciprofloxacine,
levofloxacine et

gemifloxacine

Rifamycines,
rifampicine et
rifapentine

Pénicillines
(pénicilling,
I'ampicilline,
l'oxacilline),
céphalosporines

(céfazoling, la
céfoxitine
ceftriaxone,
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Nature

Fluoroquinolones

Synthétique

Rifamycines

Formes naturelles et
semi-synthétiques
des ansamycines
(dérivée de S.
mediterranei)

B-lactamines

Les formes
naturelles et semi-
synthétiques de
noyau carbonyle
lactame contenant
des molécules
azétidinone (& partir
de P. notatum, C.

Especes cibles

Les espéces
aérobies Gram-
positives et Gram-
négatives, certains
anaérobies a Gram
négatif espéces (C.
perfringes) et M.
tuberculosis

Des espéces Gram-
positives et Gram-
négatives, et M.
tuberculosis

Espéces Gram-
positives aérobies et
anaérobies et
especes Gram-
négatives

Voies Cibles

Topoisomérase 11
(ADN gyrase), la
topoisomérase IV

ADN polymérase
ARN-dépendante

Protéines liant la
pénicilline
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Inhibiteurs de la
synthése de la
paroi cellulaire

Inhibiteurs de la
synthése des
protéines

Inhibiteurs de la
synthése des
protéines

Inhibiteurs de la
synthése des
protéines

Inhibiteurs de la
synthese des
protéines

céfépime) et
carbapénemes
(imipénéme)

acremonium et S.
cattleya)

Glycopeptides et glycolipopeptides

Vancomycine;
teicoplanine

Gentamicine,
tobramycine,
streptomycine et
kanamycine

Tétracycline et
doxycycline

Erythromycine et
azithromycine

Chloramphénicol

Les formes
naturelles et semi-
synthétiques de
sucre amings liées
aux chaines
peptidiques (pour
les glycopeptides)
ou porteurs de
I'acide gras, sucres
aminés liés a des
chaines peptidiques
(pour
glycolipopetides)
provenant des
actinobactéries

Aminoglycosides

Les formes
naturelles et semi-
synthétiques de
sucres aminés

Tetracyclines

Les formes
naturelles et semi-
synthétiques de
quatre cycles
polycétides (a partir
de S. aureofaciens
et S. rimosus)

Macrolides

Les formes
naturelles et semi-
synthétiques de 14 -
et 16-chainons
lactones (a partir de
S. erythraea et S.
ambofaciens)

Phénicols

Les formes
naturelles et semi-
synthétiques de
l'acide
dichloroacétique
avec un noyau
aromatique et une
chaine
aminopropanediol
(a partir de S.
venezuelae)

Especes Gram-
positives

Espéces aérobies
Gram-positives et
Gram-négatives, et

M. tuberculosis

Especes aérobies
Gram-positives et
Gram-négatives

Espéces aérobies et

anaérobies Gram-

positives et Gram-
négatives

Certaines especes
Gram-positives et
Gram-négatives, y
compris B. fragilis,
N. meningitidis, H.
influenzae et S.
pneumoniae

Unités de
peptidoglycane
(dipeptide terminal
D-Ala-D-Ala)

Sous-unité 30S du
ribosome

Sous-unité 30S du
ribosome

Sous-unité 50S du
ribosome

Sous-unité 50S du
ribosome
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Avec I'émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques chémotypes existants
découverts dans | '«dge d'or» de la découverte des antibiotiques, il devient extrémement
difficile de découvrir et de développer de nouveaux antibiotiques ayant des profils
pharmaceutiques meilleurs par modification chimique des molécules existants. Ces conditions
exigent davantage d'investissements pour la découverte de nouveaux chémotypes [Singh,
2012].

L'impact de la biologie moléculaire sur la découverte de medicaments a été
révolutionnaire, et peut-étre a lui seul contribué a la croissance de l'industrie pharmaceutique
dans les années 1980 et 1990. La biologie moléculaire a révolutionné la capacité de
I'identification des cibles de premier plan dans toutes les maladies, y compris des agents

antibactériens.

Le processus a permis la decouverte d'inhibiteurs des enzymes de synthése in vitro
d'un certain nombre de cibles, mais ces inhibiteurs ne pourraient pas étre transformés en
agents antibactériens, en raison d'un manque de pénétration dans la cellule, ce qui ne pourrait
étre évité par des modifications chimiques [Payne et al, 2007]. Les inhibiteurs de 1’ARN-t
synthétase [Payne et al, 2000], et les carbapenamases [Hammond et al, 1999] sont a quelques

exceptions pres.

Un autre procédé utilisé est la biotransformation, qui est une des méthodes tres
efficaces, capables de transformer un produit naturel en de nouveaux analogues de produits
naturels quelle que soit la complexité structurelle. Les micro-organismes sont capables
d'effectuer diverses réactions d'oxydation, qui incluent halogénations, acylations, alkylations,

cyclisations, et autres.

L'oxydation par biotransformation de compactine a la pravastatine est lI'un des exemples
de ce procédé. La pravastatine a éte développé comme un agent clinique pour le traitement de

I'nypercholestérolémie [Singh, 2012].

2. Antifongiques

Au cours des dernieres années, nous avons assisté a un changement dans I'épidémiologie
de l'infection fongique invasive. Cela a coincidé avec une augmentation de la survie d'un
nombre de plus en plus important de patients immunodéprimés [Mc Neil et al, 2001 ; Pappas

et al, 2003] et avec le développement de formes plus graves de I'immunosuppression.
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Les espéces de Candida et Aspergillus demeurent la premiére cause des maladies
infectieuses fongiques [Pfaller et al, 2006]. Candida albicans est impliqué dans environ 50%
des patients atteints de candidose [Pappas et al, 2003 ; Wisplinghoff et al, 2004], mais les
infections causées par d'autres espéces, telles que Candida glabrata, Candida tropicalis,
Candida krusei, Candida parapsilosis et Candida lusitaniae, sont en hausse [Trick et al, 2002
: Hajjeh et al, 2004].

En outre, dautres champignons moins courants comme Cryptococcus, Trichosporon
capitatum, et Geotrichum sont une source de préoccupation croissante due a l'augmentation
du nombre de cas signalés et les options limitées disponibles pour la thérapie [Caston-Osorio
et al, 2008].

Au cours des 2 derniéres décennies, il y a eu une augmentation du nombre de
médicaments antifongiques disponibles pour le traitement des infections fongique invasives
(tableau 6). Ils se divisent en trois classes : les azolés, les polyénes et les échinocandines
[Klepser, 2011].

Tableau 6 : Classes d’antifongiques et leurs cibles [Khan et Mokaddas, 2007 ; Klepser, 2011]

Classes Azolés

Fluconazoles

Itraconazoles
Médicaments
Voriconazoles

Posaconazoles

Inhibition de ’enzyme 14
a-déméthylase impliqué
Voies cibles .
dans la synthése de

I’ergostérol

Fongistatique vis-a-vis
. ) des levures et fongicides
Especes cibles .
vis-a-vis des

champignons

Polyénes

Amphotéricine B

Nystatine

Liaison avec I’ergostérol
dans la membrane
plasmique fongique
aboutissant a une
augmentation de la
peméabilité et la mort

cellulaire

Fongicide vis-a-vis des

levures et champignons

Echinocandines

Caspofungine
Micafungine

Anidulafungine

Inhibition de 1,3-B-D-
glucane synthase, enzyme
responsable de la
production de 1,3-B-D-
glucane, élément
essentiel de la paroi

cellulaire fongique

Fongistatique vis-a-vis
des champignons et
fongicide vis-a-vis de la

plupart des levures
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Les mycoses invasives sont associées a des taux élevés de mortalité et des codts des
soins de santé. Avec l'émergence des infections fongiques, il est essentiel de fournir des

schémas thérapeutiques appropriés.

Les polyénes sont bien connus comme antifongiques a large spectre avec une longue
histoire dutilisation clinique. Leur représentant le plus utilisé en thérapeutique est
I’amphotéricine B, présentant une activité antifongique vis-a-vis une grande variété de levures
et de moisissures. L'amphotéricine B est associé aussi a une néphrotoxicité sévere induisant a
une réduction de sa dose. Pour cela, les formulations lipidiques d'amphotéricine B ont été
développées dans les années 1990, et posseédent un meilleur profil de sécurité: amphotéricine
B en complexe lipidique, I'amphotéricine B liposomale, et I'amphotéricine B en dispersion
colloidale, de plus, ils sont mieux tolérés, ce qui permet d’augmenter les doses pour étre
administres. Ainsi, les polyenes demeurent des agents idéals pour le traitement de nombreuses
infections fongiques potentiellement mortelles chez les sujets immunodéprimés [Klepser,
2011].
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IV.  Berberis vulgaris

1. Classification

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Ranunculales

Famille : Berberidacées

Genre : Berberis

Nom binomial : Berberis vulgaris

Noms communs : Epine-vinette, Barberry, European Barberry, Berberis, Ghriss [Saeed
Arayne et al, 2007 ; Azzi et al, 2012].

2. Description botanique

Berberis vulgaris appelé localement Ghriss, est un arbuste pouvant atteindre 2 a 3 metre
de haut. Les feuilles sont alternées et épineux. Les feuilles secondaires sont en fascicules a
l'aisselle de ces épines et sont simples, ovales, se rétrécissant a la base en un pétiole court. La
tige est ramifiée, lisse et rainurée. Les racines sont caduques et sont de couleur grise ou brune.
La racine est généralement au 1/5 pouce d'épaisseur. L'écorce a un golt amer et une odeur
Iégere. Les fleurs sont petites, jaune pale a la stigmatisation large. Les pétales sont entiers, les
étamines irritables, jaillissant violemment contre la stigmatisation quand on les touche. Les
fleurs sont disposées en grappes pendantes. Le fruit de Berberis (fig. 6) a de longues baies de
couleur écarlate [Drofler et Roselt, 1989]. Les baies sont oblongues, légérement courbés,
environ % pouces de long et comestible. Les baies deviennent rouges a la maturation. La
floraison apparait entre Mai et Juin, et la récolte des fruits se fait en Automne [Chevallier,
2001 ; Saeed Arayne et al, 2007 ; Schauenberg, 2008].
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Figure 6 : Berberis vulgaris [Saeed Arayne et al, 2007]

3. Répartition géographique

La plante est répandue sur les terrains calcaires, et pentes rocailleuses, elle prefére des sols
acides mais peut également croitre dans les sols neutres et basiques (alcalines). Elle peut
pousser dans des zones mi-ombres ou sans ombre, et nécessite un sol sec ou humide [Saeed
Arayne et al, 2007 ; Schawenberg, 2008].

Elle est commune a la plupart des régions d'Europe Centrale et d'Europe du Sud et dans
les régions du Nord-Est des Etats-Unis. Elle est généralement répartie sur la plus grande partie
de I'Europe, I'Afrique du Nord et I'Asie tempérée [Chevallier, 2001 ; Saeed Arayne et al,
2007].

En Algérie, Berberis se trouve sur les hautes montagnes, au-dessus de 1500 m, a
Djurdjura-Babors, Atlas de Blida, Aures, montagnes du Hodna et Atlas saharien [Quezel et
Santa, 1962].

4. Composition chimique

La tige, I'écorce de racine, et les fruits de Berberis vulgaris contiennent des alcaloides
isoquinoléiniques (comme exemple, berberine), qui sont les principaux principes actifs de la
plante [Gorval et Grishkovets, 1999]. Les racines sont riches en berberine (1.424%) par

rapport aux autres parties de la plante [Kosalec et al, 2009].
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Berberine, est I’alcaloide qui a regu le plus de recherche et la plus large renommée comme
le composant actif de Berberis. C’est un alcaloide cristallin jaune et amer. Autres constituants
sont 1’oxyacanthine, et berbamine, un peu de tanin, de cire, de résine, de graisse, de

I'albumine, de la gomme et de I'amidon (Tableau 7).

Les feuilles comprennent une fraction de polysaccharide faible mais variée, ce qui donne
un a-glucane, un B-xylane, et deux acides galacturoniques contenant le glucoxylane. Les

fleurs contiennent du sucre et une huile essentielle tandis que lI'acide malique est présent dans

les baies [Saeed Arayne et al, 2007].

D’autres molécules sont isolées des fruits, dont le lupéol, un terpénoide, I’acide

oléanolique, le stigmastérol, le stigmastérol glucoside [Saied et Begum, 2004], 1’acide

ascorbique, I’acide malique et les tanins [Hanachi et Golkho, 2009].

Tableau 7 : Composition chimique de Berberis vulgaris

Molécules chimiques Type Partie de la Structure Référence
plante
Racine,
. , ecorce, Imanshahidi et
. Alcaloide écorce de la .
Acanthine . S : Hosseinzadeh,
isoquinoléinique racine, 2008
écorce de la
tige
Imanshahidi et
Aesculetine Coumarine Fruits "°m Hosseinzadeh,
Ho 0" 2008
HO Imanshahidi et
. . _ . Ho _~3-9 0 Hosseinzadeh,
Acide ascorbique Vitamine Fruits \/\g 2008 : Hanachi et
HO OH Golkho, 2009
o i Imanshahidi et
acide caféique Phénylpropanoide Fruits :@A\)LOH Hosseinzadeh,
Ho 2008
o OH Imanshahidi et
. . . Hosseinzadeh
OH ]
Acide malique Fruits How 2008 ; Hanachi et
Golkho, 2009
Racine, o Khamidov et al,
. écorce de la O ? 1995 ; Ivanovska
Berberine _ Alcaloide racine, Ny et Philipov, 1996 ;
isoquinoléinique écorce, ° AN Imanshahidi et
écorce de la s O, Hosseinzadeh,
tige, fleurs, 2008 ; Kosalec et
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Berbamine

Berbamunine

Berlambine

B-caroténe

Chrysanthemine

Columbamine

Delphinidine-3-O-$-D-
glucoside

Epicatéchine

a-glucane

Hyperoside

Isocorydine

Isotetrandrine
(bisbenzylisoquinoline)

Alcaloide
isoquinoléinique

Alcaloide

Alcaloide
isoquinoléinique

Caroténoide

Anthocyane

Alcaloide
isoquinoléinique

Flavonoide

Flavonoide

Glucide

Flavonol

Alcaloide

Alcaloide

tige, feuille,
fruit

Ecorce,
racine,
écorce de la
tige

Racines L

Racines

Fruits

Fruits

Racine,
écorce,

écorce de la
tige

Feuilles AT

Fruits oo ]
Feuilles

Feuilles,
fruits

Feuilles

Racines

al, 2009

Khamidov et al,
1995 ; Imanshahidi
et Hosseinzadeh,
2008 ;

Yusupov et al,
1990 ; Khamidov
et al, 1995

Yusupov et al,
1990 ; Imanshahidi
et Hosseinzadeh,
2008

Imanshahidi et
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5. Activités biologiques

Plusieurs chercheurs ont démontré différents effets pharmacologiques et thérapeutiques de
Berberis vulgaris et de ses alcaloides isoquinoléiniques (en particulier berberine). Les études
menées sur la composition chimique de la plante montrent que les constituants les plus
importants de cette plante sont les alcaloides isoquinoléiniques tels que berberine, berbamine
et palmatine, dont, berberine représente un des alcaloides naturels les plus étudiés pour ses
effets vis-a-vis de plusieurs maladies telque le cancer et le diabéte sucré [Imanshahidi et
Hosseinzadeh, 2008 ; Wang et al, 2012 ; Yin et al, 2012].

Tableau 8 : Quelques activités biologiques de Berberis vulgaris

Activités biologiques Partie de la plante Préparation Références
Antiinflammatoire Racines Alcaloides Ivanovska et Philipov,
1996
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Imanshahidi et

Immunomodulatrice Racine séchée Alcaloides Hosseinzadeh, 2008

Antihistaminique Fruits ) Extral_t Khosrokhavar et al, 2010
méthanolique
Activité antagoniste ine séché o
narcotique racine sechee Imanshah|d| et
. Fruits Hosseinzadeh, 2008
Sédatif

Activité anticholinergique Fruits SR Khosrokhavar et al, 2010

méthanolique
activité hypotensive Fruits Extrait aqueux Fatehi et al, 2005
Extrait aqueux

Activité antidiabétique Ecorce de racines . Meliani et al, 2011
Saponosides

S . Racines, Feuilles, Extrait
Activité antimicrobienne brindilles éthanolique 96% Kosalec et al, 2009
Extrait Motalleb et al, 2005 ;
hydroéthanolique Hanachi et al, 2006
Fruits Extrait aqueux,
Antioxydante éthanolique et Hanachi et Golkho, 2009

méthanolique

Feuilles, b_rmdllles et ) Extrait Zovko Concié et al, 2010
racines éthanolique 96%
Cytotoxique Fruits Extrait Hanachi et al, 2006

hydroéthanolique

Les racines de Berberis vulgaris ont été utilisees en médecine traditionnelle
européenne pour traiter les troubles rhumatismaux et les inflammations. Ceci est confirmé par
I’¢tude d’Ivanovska et Philipov en 1996. Les chercheurs ont testés I’extrait éthanolique a 95
% et trois extraits d’alcaloides purifiés a partir de I’extrait éthanolique : Bvl, Bv2 et Bv3.
L’extrait éthanolique a montré la meilleure activité dans un modele d’inflammation chronique
chez des souris méles. En plus, les fractions Bv2, Bv3 et berberine ont supprimé la réaction de
type hypersensibilité retardée.

Plusieurs chercheurs se sont intéressés a 1’activité antioxydante des fruits [Motalleb et
al, 2005 ; Hanachi et al, 2006 ; Hanachi et Golkho, 2009] et des racines, feuilles et brindilles
de Berberis vulgaris [Zovko Kon¢i¢ et al, 2010].

Motalleb et al en 2005, ont utilisé deux techniques : la décoloration de p-caroténe et le
test DPPH pour déterminer le pouvoir antioxydant des extraits aqueux, éthanolique et
méthanolique 80 % des fruits. L’extrait aqueux a montré la meilleure activité dans le piégeage

des radicaux libres avec 82.52 % et un ECs (concentrations effectives pour obtenir 50% de
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réduction des radicaux libres) de 0.64 mg/ml, et dans le test de décoloration de B-caroténe,
I’extrait méthanolique 80 % a montré une activité significative de 60.15 %. Hanachi et
Golkho en 2009, ont obtenu une bonne activité antioxydante avec ’extrait éthanolique 27.26
%, suivi de I’extrait méthanolique 16.80 %, et I’extrait aqueux 6.53 % dans la technique TBA

utilisant ’acide thiobarbiturique.

L’étude de Hanachi et al, 2006 a montré une activité antioxydante de 59.91 % de
I’extrait hydrométhanolique des fruits de Berberis vulgaris avec la technique de decoloration

de B-caroténe. Les auteurs ont obtenus un ICsy de 106 pg/ml au test de DPPH.

Zovko Konci¢ et al en 2010, ont étudiés I’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique
96 % des parties racines, brindilles et feuilles de Berberis vulgaris. Les extraits des feuilles
ont montrés la meilleure activité antioxydante avec un ICs, de 65.09 pg/ml et l'activité
antioxydante totale dans le dosage d'acide B-carotene-linoléique de 89.26 %, suivi des extraits
de brindilles et des racines.

Autre activité étudié de Berberis vulgaris est son effet antimicrobien. Kosalec et al,
2009 ont montré une activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique 96 % des racines vis-a-
vis de Bacillus subtilis NCTC 8236, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherchia coli
ATCC 10535, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Candida albicans ATCC 10231
avec des CMI < 87.5 mg/ml.

Berberis vulgaris présente aussi une activité antidiabétique remarquable [Hajzadeh et al,
2011 ; Meliani et al, 2011]. Les extraits aqueux et saponosides des écorces de racines ont
montré une amélioration de la glycémie ainsi que les parametres lipidiques chez des rats

Wistar rendus diabétiques par la streptozotocine [Meliani, 2003].

6. Utilisation traditionnelle
Dans I'Egypte ancienne, les baies de Berberis vulgaris, macérées avec des graines de
fenouil Foeniculum vulgare, faisaient baisser la fiévre. Dans l'est des Etats-Unis, les

Catawbas utilisent la plante pour soigner les ulcéres d'estomac [Chevallier, 2001].

Toutes les parties de la plante peuvent étre utilisés, et I'écorce de la racine jaune est la
source la plus concentrée en principes actifs. Des extraits obtenus a partir des racines ont été
utilises dans la médecine traditionnelle orientale et bulgare pour traiter les rhumatismes et

autres affections inflammatoires chroniques.
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C'est une excellente herbe utilisée contre la soif, la nausée, les névralgies périodiques, la
fievre, les vomissements de la grossesse, les ulceéres gastriques et duodénaux. Elle est
prescrite pour les calculs rénaux, la congestion abdominale et pelvienne et agit comme un
stimulant gastro-intestinal. Berberis a aussi tendance a dilater les vaisseaux sanguins, ce qui

diminue la pression sanguine.

Un thé fait a partir de I'écorce de Berberis est prise pendant les mois de printemps comme
un purificateur de sang. Une forte décoction est utiliseée comme une application sur les plaies
[Saeed Arayne et al, 2007].

En Algérie, la décoction et I’infusion des racines et feuilles de Berberis vulgaris sont

utilisées pour traiter le diabéte sucré [Meliani et al, 2011 ; Azzi et al, 2012].

7. Travaux antérieurs sur Berberis vulgaris

D’aprés les études ethnobotaniques réalisées par Allali et al et Azzi et al, Berberis
vulgaris, appelé communément Ghriss est utilisé par la population locale de Tlemcen, pour
traiter le diabéte sucré [Allali et al, 2008 ; Azzi et al, 2012].

A D’université Abou Bekr Belkaid — Tlemcen, trois études ont été réalisées sur cette

plante, afin de Vérifier ses effets antidiabétiques.

Meliani en 2003 a testé ’effet des extraits aqueux et de saponosides sur la glycémie, la
cholestérolémie, la triglycéridémie et le poids corporel, chez des rats Wistar normaux et
diabétiques. Les résultats montrent une diminution trés significative de la glycémie chez les
rats diabétiques traités par injection intrapéritonéale des extraits aqueux et saponosides avec
des pourcentages de 78.79 % et 76.03 % respectivement, apres trois semaines du traitement,
et une amélioration des paramétres lipidiques [Meliani, 2003 ; Meliani et al, 2011].

Merah et Boukenadel en 2007, ont recherché les effets antidiabétiques des alcaloides
totaux des écorces de racine de Berberis vulgaris, un extrait riche en berberine d’aprés la
littérature [Kosalec et al, 2009]. L’activité de I’extrait a été testée chez des rats normaux et
diabétiques, soumis a ’hyperglycémie provoquée par voie orale. Les alcaloides injectés par
voie intrapéritonéale a la dose de 60 mg/kg, ont montrés une activité antinyperglycémiante, ou

la glycémie a diminué de 71.12 % 48 h apres I’administration de I’extrait.

Dans une autre étude, I’extrait des saponosides a été testé in vitro, sur des cellules

d’hépatocytes isolées du foie des rats Wistar. Les résultats montrent une amélioration de la
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captation du glucose chez les hépatocytes a la concentration de 2 g/l de glucose avec les

concentrations de 0.2 et 0.3 mg/ml des saponosides [Hamza Chérif et Chenini, 2006].

8. Berberine

Berberine est un alcaloide quaternaire isoquinoléinique (ou un dérivé 5,6 dihydrodibenzo
[a, g] quinolizinium) isolé a partir de nombreux types de plantes médicinales telles que
Hydrastis canadensis, Berberis aristata, Coptis chinensis, Coptis rhizome, Coptis japonica,
Phellondendron amurense, Phellondendron chinense Schneid, Berberis vulgaris et Berberis

croatica Horvat [Imanshahidi et Hosseinzadeh, 2008 ; Kosalec et al, 2009].

Ce constituant phytochimique peut étre trouvé dans la racine, I’écorce de la tige et les

feuilles [Kosalec et al, 2009 ; Vuddanda et al, 2010].

Les propriétés pharmacologiques diverses présentées par la berberine indiquent que
I'alcaloide a un potentiel certain en tant que médicament dans un large éventail d'applications
cliniques. A cet égard, la structure de la berberine (Fig. 7) représente un squelette d’une
importance biologique et un composé naturel attrayant pour l'introduction de diverses
modifications chimiques dans des positions appropriées, a la recherche plus sélective des

indications médicales [Tillhon et al, 2012].

Figure 7 : Structure de berberine [Tillhon et al, 2012]

Berberine affiche un large éventail d'effets pharmacologiques, en étant efficace contre
la gastro-entérite, les douleurs abdominales et la diarrhée, et ayant des propriéetées
antimicrobiennes, anti-diabétique et anti-inflammatoire [Imanshahidi et Hosseinzadeh, 2008 ;
Kulkarni et Dhir, 2010 ; Vuddanda et al, 2010].

Berberine exerce des effets antimicrobiens en étant un substrat NorA capable de
s'accumuler dans les cellules bactériennes et de se lier a la fois a I'ADN simple et double brin,
ce qui conduit a la mort des bactéries par lésions de I'ADN [Boberek et al, 2010]. 1l a une
faible activité contre les bactéries Gram-négatives [Boberek et al, 2010], et une plus forte

activité contre les bactéries Gram-positives, y compris Mycobacterium tuberculosis et le
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SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), par I'inhibition de la pompe MDR
NorA [Samosorn et al, 2009 ; Boberek et al, 2010]. Il présente également une activité
antifongique sur Aspergillus, Penicillium, Candida, et Cryptococcus [Imanshahidi et
Hosseinzadeh, 2008 ; Vuddanda et al, 2010]. Berberine posséde aussi une activité anti-
inflammatoire en inhibant la production des facteurs de nécrose tumorale-a (TNF-a),
I'interleukine-6 (IL-6) et des protéines monocytes chimio-attractif 1 (MCP-1) [Remppis et al,
2010].

Un effet bénéfique de la berberine dans le traitement du diabéte de type Il ont été
rapporté [Yin et al, 2008 ; Hui et al, 2009]. Comme largement décrit chez les rats diabétiques
expérimentalement, cet effet s'est avéré étre médié par I'amélioration de I'hnoméostasie du
glucose, I'expression accrue a l'insuline, la régénération des cellules béta du pancréas et une
diminution de la peroxydation lipidique [Chen et al, 2011 ; Xia et al, 2011]. Des résultats
prometteurs ont été obtenus aprés I'administration de berberine pour les patients atteints du
syndrome métabolique, ou la sensibilité a I'insuline a été améliorée, avec pour conséquence

des effets bénéfiques sur la maladie [Yin et al, 2008 ; Yang et al, 2012].

Berberine a également montré des effets anti-tumoraux et inhibiteurs sur I'hépatome
[Tan et al, 2006], le cancer de 1'cesophage [lizuka et al, 2000], le cancer du cbélon [Wu et al,
2012], le cancer du sein [Kim et al, 2008] et le cancer de la prostate [Meeran et al, 2008] par
blocage du cycle cellulaire, I'inhibition de la synthése d'ADN, l'activation des caspases et
Iinduction de l'apoptose. Il a également été démontré que berberine agit comme un
médicament anti-métastatique dans le cancer du poumon chez I'homme par l'intermédiaire de
la diminution de la production des urokinases activateur de plasminogéne (urokinase-

plasminogen activator) et la matrice métalloprotéinase-2 [Peng et al, 2006].

Berberine a été également utilisé en combinaison avec d'autres médicaments ou des
traitements par radiation. Les traitements combinés avec des agents anticancéreux ou
récepteurs d'oestrogénes antagonistes semblent étre plus efficaces que les thérapies simples,
par exemple, le trioxyde d'arsenic (As203) et le cisplatine, avec l'ajout de berberine,
présentait un effet cytotoxique supérieur rendant les cellules HeLa, SNU-5, le gliome humain
et les cellules de neuroblastome plus sensibles par rapport a la monothérapie [Lin et al, 2008 ;
Youn et al, 2008].
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Berberine a un potentiel certain en tant que médicament dans un large éventail
d'applications cliniques déja définis. Un nombre croissant d'études appuient la notion que
berberine pourrait étre un agent prometteur en thérapeutique. Les travaux futurs permettant

I'élucidation des mécanismes d’action de berberine aideraient a élaborer des stratégies
efficaces avec une utilisation possible en clinique.
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Cette étude expérimentale est réalisée au sein du laboratoire Antibiotiques,
Antifongiques : Physico-Chimie, Synthese et Activités Biologiques, et le laboratoire
Microbiologie appliquée a I’agroalimentaire, au biomédical et a I’environnement. Elle

comporte trois parties :

Partie | : Extraction du matériel végétal a partir des écorces de racines de Berberis vulgaris,

analyse phytochimique qualitative et dosages des polyphénols totaux et des flavonoides ;

partie 1l : Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits bruts et des
alcaloides totaux de Berberis vulgaris vis-a-vis de souches bactériennes et de levures de
référence;

partie 111 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits hydrométhanolique et alcaloides
totaux.

I.  Etude phytochimique

1. Matériel végétal

Berberis vulgaris (Berberidacée), a été obtenu aupres des herboristes de la région de
Maghnia — Tlemcen en Mars 2012.

La partie utilisée dans cette étude est I’écorce des racines du Ghriss qui sont maintenues a

I’abri de la lumicre et a température ambiante.

Figure 8 : Ecorce des racines de Berberis vulgaris
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2. Extraction

Les écorces de racines sont broyées finement le jour méme de I’extraction. La maticre
vegétale 20 g a été mise en contact avec 200 ml du solvant. Les solvants utilisés sont : acétate

d’éthyle, butanol-1, eau/méthanol (30 :70) et eau.

Deux types d’extraction ont été réalisés : 1’extraction sous reflux sous agitation pendant 3
h et I’extraction par macération sous agitation pendant 24 h, et ceci dans le but d’observer

I’effet de la température sur les principes actifs de la plante.

Les extraits obtenus sont filtrés sur papier filtre, et les différents filtrats sont concentrés a
sec par évaporation rotative dans un rotavapeur — Heidolph. Les extraits aqueux sont évaporés

dans une étuve a 35 °C. Les résidus obtenus sont conservés a 4°C.

3. Extraction des alcaloides totaux

L’extraction des alcaloides totaux a été faite selon le protocole de Makkar et al, 2007 avec

quelques modifications.

40 g de la maticre végétale est extraite par 400 ml d’acide acétique a 10 % dans le
méthanol. L’extrait est macéré pendant 72 h avec agitation et a I’abri de la lumiere. Aprés
filtration, 1’extrait est concentré au rotavapeur a % de son volume initial, puis précipité par

I’addition d’hydroxyde d’ammonium concentré.

Les deux phases obtenues sont extraites par le chloroforme jusqu’a leur épuisement total,
et la phase organique est évaporée a sec a 40 °C. Le résidu obtenu des alcaloides totaux est

conserveé au réfrigérateur a +4 °C.

4. Tests phytochimiques
L’étude phytochimque qualitative permet de détecter différentes familles chimiques
présentes dans la plante par des réactions de coloration et de précipitation et des observations

sous lumiére ultra-violette.

L’examen phytochimique est réalisé sur trois extraits : aqueux, méthanolique et étherique,
obtenus par extraction de 10 g de la poudre des écorces de racine de Berberis vulgaris par 100

ml du solvant sous reflux pendant 1h.
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a. Alcaloides

10 ml de P’extrait est évaporé a sec. Le résidu obtenu est repris dans 1.5 ml d’acide
chlorhydrique 2 % sous agitation au bain marie a chaud. Aprés refroidissement et filtration.
Le filtrat est divisé en 2 volumes égaux : le tube 1 est traité par le réactif de Mayer et le tube 2
est traité par quelques gouttes du réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc et

marron respectivement indique la présence des alcaloides [Majob, 2003].
b. Substances polyphénoliques
» Flavonoides : Réaction a la cyanidine

1 ml de I’infusion obtenue est ajouté a 1 ml d’alcool chlorhydrique et 1 ml d’alcool iso-

amylique puis quelques copeaux de magnésium [N’Guessan et al, 2009].
Coloration sur la phase surnageante :

Rose orangé : flavones ;

rose violaceé : flavonones ;

rouge : flavonols, flavanonols.

» Anthocyanines (Leucoanthocyanes)

A 1 ml d’infusion est ajouté 1 ml d’alcool chlorhydrique et 1 ml d’alcool iso-amylique. Le

mélange est chauffé pendant 15 min.
Coloration :
Rouge-cerise violacé : leucoanthocyanes ;
brun-rouge : catéchols.

» Tanins

A 1 ml de I’infusion est ajouté 200 pl de FeClz 1 %. Leur présence est indiquée par une
coloration verdatre ou bleu-noir [Karumi et al, 2004].

c. Coumarines
5 ml de D’extrait est évaporé a sec. Le résidu est dissout dans 1’eau chaude 2 ml. Le

mélange est partagé dans deux tubes. On ajoute a un des tubes 0.5 ml NH,OH 25 %, ensuite,
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une goutte de chaque tubes est prélevée puis déposé sur un papier filtre et observation sous
U.V. a 366 nm [Bruneton, 1999].

Une fluorescence intense est observee pour le tube contenant le NH,OH.

d. Anthraquinones
A 10 ml de D’extrait est ajouté 5 ml de NH,OH 10 %, aprés agitation, leur présence est

indiqué par une coloration violette dans la phase ammoniacale [Oloyede, 2005].

e. Stérols et triterpénes : Lieberman — Burchardt
5 ml de I’extrait est évaporé. Le résidu est dissout dans 1 ml d’anhydride acétique et 0.5

ml d’acide sulfurique concentré.

L’apparition a I’interphase d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert

indique leurs présences [Edeoga et al, 2005].
f. Terpénoides : Test de Slakowski
5 ml de I’extrait est ajouté a 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré.

La formation d’un anneau marron-rouge a I’interphase indique la présence des terpénoides

[Khan et al, 2011].
g. Saponosides
10 ml de I’extrait est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant 15 min.

Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence de saponosides
[N’Guessan et al, 2009].

h. Composés réducteurs
1 ml de la solution est chauffé dans un bain marie, puis 200 pl de réactif de Fehling est

ajouté au résidu. Un test positif est obtenu par la présence d’un précipité rouge brique [Cai et

al, 2011].

i. Mucilages
1 ml de I’extrait est ajouté a 5 ml d’éthanol absolu. L’apparition d’un précipité floconneux

indique la présence des mucilages.
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J.  Glycosides cardiaques : Test Keller- Killani

5 ml de I’extrait est mélangé a 2 ml d’acide acétique glacial contenant une goutte de

FeCls, puis, I’addition de 1 ml d’acide chlorhydrique concentré [Khan et al, 2011].

La formation d’un anneau marron, violet ou vert a I’interphase indique leur présence.

5. Dosage des polyphénols totaux
Le réactif utilise est le réactif de Folin-Ciocalteu, c’est un mélange d’acide

phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040).

Les composés phénoliques totaux sont quantifiés de la maniere suivante : 0.1 ml de
I’extrait hydrométhanolique sous reflux ou acide gallique est mélangé avec 2 ml de la solution
de carbonate de sodium a 2%. Aprés agitation et incubation pendant 5 minutes, 100 ul du
réactif Folin-Ciocalteu 1 N est ajouté. Le mélange obtenu est incubé a la température

ambiante et a I’abri de la lumiere pendant 30 minutes.

L’absorbance est ensuite mesurée au spectrophotométre a 700 nm contre une solution de

méthanol utilisé comme blanc [Vermerius et Nicholson, 2006].

Une courbe étalon est réalisé en parallele dans les mémes conditions opératoires en

utilisant 1’acide gallique comme controle positif a différentes concentrations.

Les résultats sont exprimes en mg équivalent acide gallique par gramme de la matiere

végétale seche mg GAE / g.

6. Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides est réalisé par colorimétrie selon le protocole de Zhishen et al,
1999.

500 pl de I’extrait hydrométhanolique sous reflux ou de catéchine est mélangé avec 2 ml

d’cau distillée, puis 150 ul d’une solution de nitrite de sodium NaNO, 15 % est ajouté.

Apreés 6 minutes d’incubation a température ambiante, 150 pl de chlorure d’aluminium
AICI; 10 % est ajouté. Et, a 6 minutes, 2 ml d’hydroxyde de sodium 4 % est ajouté. Le

volume total est complété a 5 ml d’eau distillée.

Aprés agitation et incubation pendant 15 minutes, [’absorbance est mesurée au

spectrophotomeétre a 510 nm contre un blanc.
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Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent catéchine par gramme de la matiére

végeétale seche mg CEQ / g.

7. Chromatographie sur couches minces CCM

L’analyse sur couches minces est réalisée sur une plaque en verre de gel de silice (5x10
cm).

Le systeme de solvant utilisé pour les alcaloides totaux est : chloroforme/méthanol (9/1).

L’échantillon des alcaloides totaux 15 mg est préparé dans 0.5 ml de chloroforme puis déposé

en petit spot sur la plaque.
L’observation du chromatogramme est effectuée en lumiére visible et sous U.V. a 366 nm.
Ensuite, pour chaque constituant, le rapport frontal est calculé selon la formule suivante :

Rapport frontal RF = Distance parcourue par le constituant/ Distance parcourue par I’éluant.
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Il.  Activité biologique
La richesse de Berberis vulgaris en différents métabolites secondaires peut représenter
une source inestimable pour la recherche de nouvelles molécules bioactives. Pour cela, nous

nous sommes intéressés a évaluer son activité biologique :
- Activité antibactérienne et antifongique des extraits bruts et des alcaloides totaux ;

[l activité antioxydante de I’extrait hydrométhanolique sous reflux et des alcaloides

totaux.

1. Activité antibactérienne

a. Souches utilisées

Les souches bactériennes testées dans notre étude ont été fournies par le laboratoire

Antibiotiques, Antifongiques : Physico-Chimie, Synthese et Activité Biologique :

Tableau 9 : Souches utilisées pour 1’étude de ’activité antibactérienne

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 49452
Bactéries a Gram Positif
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Bacillus cereus ATCC 10876
Escherichia coli ATCC 25912
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Acinetobacter baumanni ATCC 19606
Bactéries a Gram Négatif
Citrobacter freundii ATCC 8090
Proteus mirabilis ATCC 35659
Salmonella typhimurium ATCC 13311

Enterobacter cloacae ATCC 13047
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L’activité antibactérienne de Berberis vulgaris a été évaluée par deux techniques :

4l Technique de diffusion sur gélose (méthode de disques) ;
2 technique de microdilution en milieu liquide (concentration minimale inhibitrice ou
CMI).

b. Technique de diffusion sur gélose

La méthode de disques permet de déterminer la susceptibilité des bactéries aux agents
antibactériens. Cette technique est réalisée selon les recommandations de Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI M02-A10 [CLSI, 2009].

L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h sur milieu gélosé non
sélectif. 3 a 5 colonies bien distinctes sont suspendues dans I’eau physiologique 0.85 %,
ensuite, la suspension est ajustée au standard 0.5 McFarland avec un spectrophotometre a 625
nm qui correspond a une densité optique de 0.08 — 0.1. Donc, la suspension bactérienne

contient approximativement 1 & 2 x 10® UFC/ml.

Des disques en papier filtre Wattman n° 4 de 6 mm de diametre sont stérilises par
autoclavage, puis imprégnés par 10 pl des extraits a tester (solubilisés dans le DMSO pur). La

gentamycine a été utilisée comme antibiotique de référence.
Le milieu de culture recommandé est la gélose Mueller Hinton a pH 7.2 a 7.4.

L’ensemensement se fait par écouvillonage de I’inoculum sur la gélose grace a des stries
serrées tout en tournant la boite a 60° a trois reprises. Ensuite, les disques sont déposes dans

les boites sur la gélose préalablement ensemencée.

Aprés 15 min de I’application des disques, les boites Pétri sont incubées a 35+2°C

pendant 18 a 24 h.

La lecture des résultats se fait par la mesure des diametres des zones d’inhibition

uniformément circulaire (mm).

c. Meéthode de microdilution sur milieu liquide
Dans cette technique, des microplagues a fond rond (96 puits) sont utilisées pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice, qui est la plus faible concentration de

I’agent antimicrobien qui inhibe la croissance des microorganismes.
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Dans chaque ligne de la microplaque, est déposé 100 pl du bouillon Mueller Hinton.
Ensuite, 100 ul de Iextrait & tester est introduite dans le 1¥" puits. Aprés avoir bien mélangé le
2éme

contenu du 1% puits, 100 pl est prélevé, puis déposé dans le puits, et ainsi de suite

jusqu’au 10°™ puits ol 100 pl restantes est éliminé. Par conséquent, nous obtenons une
dilution % entre chaque puits. Les deux derniers puits représentent des témoins négatifs : le
puits n°11 contient le milieu de culture et I’inoculum et le puits n°12 contient uniquement le

bouillon Mueller Hinton.

Enfin, 100 pl de I’inoculum (5x 10° UFC/mI) est ajouté dans chaque puits. Les
microplaques sont scellées et incubées a 35 + 2°C pendant 16 a 20h.

Les extraits aqueux et hydrométhanoliques sous reflux et macérés, sont solubilisés dans

I’eau distillée stérile, et les autres extraits sont solubilisés dans le DMSO dilué au 1/8 eme,

2. Activité antifongique

Les souches utilisées sont des levures de Candida albicans de référence fournies par le

laboratoire Antibiotiques, Antifongiques : Physico-Chimie, Synthése et Activité Biologique :
Candida albicans ATCC 10231 ;

Candida albicans ATCC 26790 ;

Candida albicans IP 444,

L’activité antifongique des différents extraits a ¢té évaluée par deux méthodes :

1w Technique de diffusion sur gélose Mueller Hinton supplémentée ;

| technique de détermination de la concentration minimale inhibitrice.
a. Technique de diffusion sur gélose

Dans cette méthode, le milieu de culture utilisée est la gélose Mueller Hinton
supplémentée de 2 % de glucose et 0.5 pg/ml de bleu de méthyléne a un pH de 7.2 & 7.4, ce

qui permet de produire des zones d’inhibition visibles.

L’inoculum est préparé par suspension de 5 colonies distinctes d’une culture jeune de 24 h
dans 5 ml d’eau physiologique stérile (0.85%). L’inoculum est ajust¢ au standard 0.5
McFarland par un spectrophotomeétre a 530 nm soit une densité optique de 0.12 a 0.15 pour
avoir 1 a 5 x 10° cellules/ml. Aprés 15 minutes de la préparation de la suspension de levures,

la surface de la gélose de Mueller Hinton supplémentée est ensemencé par écouvillonage 3
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fois avec une rotation de la boite de Pétri de 60° pour assurer une bonne distribution de

I’inoculum.

Des disques stériles en papier filtre (6 mm) sont imprégnés par les extraits a tester (20 ul/

disques) et sont déposés sur la gélose.

L’antifongique de référence utilisé est I’amphotéricine B (0.2 mg/ disque). Aprés 15 min
de I’application des disques, les boites sont incubées a 35 + 2°C pendant 20 a 24 h [NCCLS,
2004].

La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition (mm).
b. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

C’est une méthode de microdilution sur milieu liquide utilisant des microplaques a fond

rond (96 puits) pour déterminer les CMI des agents antifongiques.

100 pl du bouillon Sabouraud est transféré dans chaque puits, ensuite 100 pul de 1’extrait
est déposé dans le premier puits, aprés avoir bien mélangé le contenu du puits, 100 pl est
prélevé pour étre ajouté au puits suivant et ainsi de suite jusqu’au 10°™ puits. Enfin, 100 pl de
I’inoculum (1 a 5 x10* cellules/ml) est déposé dans chaque puits. Les deux derniers puits
représentent des témoins négatifs : le puits n°11 contient le milieu de culture et 1’inoculum et

le puits n°12 contient uniquement le bouillon Sabouraud.

Les microplaques sont ensuite, scellées et placées dans 1’étuve a 35 £+ 2°C pendant 24 h.

3. Activité antioxydante
a. Réduction du fer — FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power

Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif & sa capacité de transfert des électrons et

peut servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante.

Dans cette technique, la couleur jaune de la solution change au vert et bleu selon le
pouvoir réducteur de 1’échantillon testé. Et, une absorbance élevée a 700 nm indique un

pouvoir réducteur élevé [Zovko Konci¢ et al, 2010].
La méthode FRAP est réalisée selon le protocole de Yen et Chen, 1995.

Les extraits hydrométhanolique sous reflux et alcaloides totaux (0.025 — 1 mg) sont

dissout dans 1 ml d’eau distillée et mélangés avec 2.5 ml de tampon phosphate 2 M (pH 6.6)
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et 2.5 ml de ferricyanure de potassium 1 %. Le mélange est incubé a 50° C pendant 20 min.
Apreés incubation, 2.5 ml d’acide trichloroacétique 10 % est ajouté pour stopper la réaction.
Ensuite, les solutions sont centrifugées pendant 10 min. 2.5 ml du surnageant est ajouté a 2.5
ml d’eau distillée et 0.5 ml de la solution de chlorure de fer 0.1 %. L’absorbance est mesurée

par un spectrophotomeétre a 700 nm.

L’acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif avec les mémes concentrations et

dans les mémes conditions expérimentales.
b. Piégeage du radical libre DPPH

C’est une méthode largement utilisée dans I’étude de I’activité antioxydante. Le DPPH
(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres

stables.

La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPH par un agent

antioxydant entraine une décoloration de la solution.

L’évaluation de la capacité¢ antioxydante est réalisée comme suit : & 1950 pl d’une
solution méthanolique de DPPH & 6.34 x 10° M, est ajouté 50 pl des extraits
hydrométhanolique et alcaloides totaux a différentes concentrations. Le contrble negatif est
préparé, en paralléle, en mélangeant 50 pl de méthanol avec 1950 ul de la solution
méthanolique de DPPH.

Apres incubation a 1’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min,

I’absorbance est mesuré a 515 nm [Atoui et al, 2005].
Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante :
P1% = Ac - Ae / Ac x 100
Avec : Ac : absorbance du contrble ;
Ag : absorbance de 1’extrait.
L’activité antiradicalaire RSA est calculée selon 1’équation suivante :
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I.  Etude phytochimique
1. Extraction

Deux types d’extraction des écorces de racine de Berberis vulgaris ont été realises :

I’extraction par macération pendant 24 h et I’extraction sous reflux pendant 3 h.

Les solvants utilisés sont : eau distillée, eau / méthanol (30 : 70), butanol-1, et acétate

d’éthyle. Les rendements obtenus sont présentés dans les figures 11 et 12.

Les résultats obtenus montrent que le rendement est meilleur pour les extraits bruts

obtenus par extraction sous reflux.

Concentration
%
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Figure 11 : Rendements des extraits sous reflux de Berberis vulgaris
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Figure 12 : Rendements des extraits macerés de Berberis vulgaris
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Le rendement pour Dextraction sous reflux est meilleur avec [’extrait
hydrométhanolique, ensuite 1’extrait aqueux. Tandis que les extraits butanolique et acétate

d’éthyle ont présentés des rendements plus faibles.
2. Tests phytochimiques

Les tests de caractérisation réalisés sur les trois extraits aqueux, meéthanolique et

étherique, ont donné les résultats reportés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Résultats de 1’examen phytochimique

Extraits
Familles chimiques
Aqueux Méthanolique Etherique
Mayer +++ +++ -
Alcaloides
Wagner +++ +++ -
Flavonoides - - -
Substances .
o Anthocyanines - - -
polyphénoliques
Tanins +++ ++ )
Coumarines + + -
Anthraquinones - - -
Stérols et triterpenes + +++ +++
Terpénoides + - -
Saponosides ++ - -
Composes réducteurs +++ +++ -
Mucilages ++ + -

Glycosides cardiaques - - -
(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test négatif

Les essais phytochimiques effectués sur les extraits des écorces de racines de Berberis
vulgaris ont révélé la présence des coumarines, des terpénoides, de saponosides et de
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mucilages. Les composés les plus abondants sont les alcaloides, les tanins, les stérols et les

triterpenes et les composés réducteurs.

Les tests de recherche des flavonoides, des anthocyanines, des anthraquinones et des

glycosides cardiaques ont été négatifs sur nos extraits.

3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols et des flavonoides sont exprimés
en mg équivalent acide gallique par gramme de matiére seche (mg GAE/g), et mg équivalent
catéchine par gramme de matiére seche (mg CEQ/g) respectivement.

L’extrait hydrométhanolique obtenu par extraction sous reflux, a montré une
concentration de 10.48 mg GAE/g en polyphénols totaux et une teneur plus faible en
flavonoides 2.05 mg CEQ/g, ceci nous laisse a penser que les polyphénols sont représentés

surtout par la famille des tanins qui a donné un test positif pour I’examen phytochimique.

Densité Acide gallique
Optique
17 y = 0,8005x + 0,0728
0,8 4 R2= 0,9537 ®
06 -
04 -
02 -
0 ‘ T T T T T 1
0 0.2 04 06 08 1 1,2

Concentrations (mg/ml)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique
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Figure 14 : Courbe d’étallonage de la catéchine

4. Alcaloides totaux et CCM

L’extraction des alcaloides totaux a partir des écorces de racines de Berberis vulgaris

permet d’obtenir un rendement de 6.7 %, ce qui montre la richesse de la plante en alcaloides.
L’extrait est sous forme de cristaux de couleur marron.

L’analyse chromatographique des alcaloides totaux a été réalis¢ avec le systéme
chloroforme / méthanol (9/1) (v/v) et révele la présence de 6 taches dont trois taches

fluorescentes : jaune, vert et bleu (tableau 11, figure 15).

Tableau 11 : Analyse chromatographique des alcaloides totaux de Berberis vulgaris

Aspect Rendement ceM
physique de
r . % Eluant Proportion Nombre de tache RF
extrait
0.25
0.38
Cristallisé 0.44
6.7 CHCI5/CH;0H 9:1 6
Marron 0.68
0.76
0.94
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Figure 15 : Photos des plagues CCM prises avant et apres réveélation a la lumiére UV a 366

nm

Il.  Activité biologique
1. Activité antibactérienne
a. Evaluation de D’activité des extraits de Berberis vulgaris par la méthode de

diffusion des disques

Les résultats des tests préliminaires de 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des

extraits bruts et des alcaloides totaux de Berberis vulgaris sont présentés dans le tableau 4.

Les résultats montrent une activité antibatérienne variable entre les différents extraits vis-

a-vis des souches bactériennes.

Les extraits aqueux et hydrométhanolique obtenu par macération montre une activité
antibacterienne meilleur par rapport aux autres extraits vis-a-vis de Salmonella typhimurium
ATCC 13311, Enterococcus feecalis ATCC 49452, Bacillus cereus ATCC 10876, Citrobacter
freundii ATCC 8090 et Enterobacter cloacae ATCC 13047.

Les extraits butanolique et acétate d’éthyle sous reflux présentent une activité moyenne
sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 (diameétres d’inhibition 17 et 12 mm
respectivement), et les alcaloides totaux qui étaient actifs sur Escherichia coli ATCC 25912 et
Bacillus cereus ATCC 10876 (diamétres d’inhibition 11.5 et 15 mm respectivement).
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L’activité antibactérienne a été testée pour des extraits obtenus par deux méthodes
d’extraction sous reflux et macération, ou I’effet de la température est évalué¢ pour vérifier son
influence sur I’activité. De ce fait, les meilleurs résultats ont été obtenus pour les extraits
aqueux et hydrométhanolique macérés. Ce qui peut suggérer que les substances bioactives
antibactériennes sont thermolabiles.

Tableau 12 : Zones d’inhibition obtenues pour les extraits de Berberis vulgaris

Souches Zones d’inhibition (mm)
Extraits Ab | STy | Pa | Ec | Ef | Sa | Bc | Kp | Cf | Pmi | Lm | Enc
Agueux
6 10 6 10 10 10 | 135 7 9 7 6 7
2 mg/disque
Hydro-
x sth li
2 methanolique 8 9 7 | 11| 7 6 | 15 7 8 6 6 6
()
1.
2 2 mg/disque
a
(2] .
= Butanolique
§ 7 7 7 10 6 17 10 6 9 6 6 6
w 2 mg/disque
Acétate d’éthyle
6 6 6 6 6 12 6 6 7 7 6 6
1 mg/disque
Agueux
6 12 7 6 15 6 10 6 15 8 6 18
2 mg/disque
Hydro-
8 méthanolique 6 | 95| 8 | 7 | 20| 6 |125| 6 |165| 6 6 | 21
R
é 2 mg/disque
'E Butanolique
= 6 7 9 7.5 7 6 11 6 6 6 6 6
i .
1 mg/disque
Acétate d’éthyle
8 6 6 105 | 8 6 6 6 6 6 6 6
0.92 mg/disque
Alcaloides totaux
6 10 6 115 6 6 15 6 6 6 6 6

2 mg/disque
Gentamycine

14 26.5 25 23 13 33 22 15 32 25 12 23
10 pg/disque

(-) : 0-10 mm aucune activité, (+) : 11-16 mm moyenne activité, (++) : 17-25 mm bonne activité
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Ab : Acinetobacter baumanni ATCC 19606 ; Sty : Salmonella typhimurium ATCC 13311 ; Pa: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ; Ec: Escherchia coli ATCC 25912 ; Ef: Enterococcus fecalis ATCC 49452 ;
Sa : Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; Bc: Bacillus cereus ATCC 10876 ; Kp : Klebsiella pneumoniae

ATCC 700603 ; Cf: Citrobacter freundii ATCC 8090 ; Lm: Listeria monocytogenes ATCC 15313 ; Enc:
Enterobacter cloacae ATCC 13047

Figure 16 : Zones d’inhibition des extraits Figure 17 : Zones d’inhibition des extraits
butanolique (7) macéré et alcaloides (9) vis- butanolique macéré (7) et alcaloides (9) vis-
a-vis Enterobacter cloacae ATCC 13047 a-vis de Bacillus cereus ATCC 10876

Figure 18 : Zones d’inhibition des extraits Figure 19 : Zones d’inhibition de I’extrait
aqueux et hydrométhanoliques macéré et des alcaloides (9) vis-a-vis de Salmonella
sous reflux (1, 2, 5 et 6) et I’extrait typhimurium ATCC 13311

butanolique sous-reflux (3) vis-a-vis de

Bacillus cereus ATCC 10876
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b. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

D’apreés les résultats obtenus pour la technique des disques, hous nous sommes intéresses
a déterminer la concentration minimale inhibitrice des différents extraits actifs sur les sept

souches bactériennes (tableau 13).

Les CMI obtenus pour les extraits aqueux et hydrométhanolique sous reflux sont
comparables a ceux des extraits aqueux et hydrométhanolique macéré. Ce qui n’était pas le

cas pour la technique précédente.

L’extrait butanolique sous reflux a présenté une CMI moyenne 2.5 mg/ml et les extraits
butanolique et acétate d’éthyle ont montrés des CMI plus élevés 20 mg/ml. Cependant,
I’extrait des alcaloides totaux a montré une CMI moyenne de 5 — 10 mg/ml vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25912 et Salmonella
typhimurium ATCC 13311.

La souche bactérienne la plus sensible aux extraits de Berberis vulgaris est Bacillus
cereus ATCC 10876 ou la CMI la plus faible est obtenu pour les extraits hydrométhanoliques

sous reflux et macéré (0.312 mg/ml).

L’extrait acétate d’éthyle sous-reflux semble étre inactif a I’intervalle des concentrations

utilisées.

Tableau 13 : Concentrations minimales inhibitrices CMI mg/ml des extraits de Berberis

vulgaris vis-a-vis des souches bactériennes

Extraits sous reflux Extraits macérés

< . GE’:- “g’_ o @ 9 . %,_ ‘é 5 @ Alcaloides

= S 3 = g = = S 5 = g =

s S c Q vl S S < Q &S =

o > 8 5 o © o > & 5 o

IS m = m

Sa 5 >20 2.5 >20 5 >20 20 20 10
Ef 2.5-5 2.5 >20 >20 1.25 2.5 >20 >20 >20
Ccf 5 5 >20 >20 5 2.5 >20 >20 >20
Ec >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 10
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Enc >20 5 >20 >20 1.25 0.625 >20 >20 >20
Bc 0.625 0.312 2.5 >20 1.25 0.312 2.5 >20 1.25
Sty 2.5 1.25 >20 >20 2.5 5 >20 >20 5

Sa : Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; Ef: Enterococcus faecalis ATCC 49452 ; Cf: Citrobacter freundii
ATCC 8090 ; Ec: Escherchia coli ATCC 25912 ; Enc : Enterobacter cloacae ATCC 13047 ; Bc : Bacillus
cereus ATCC 10876 ; Sty : Salmonella typhimurium ATCC 13311.

2. Activité antifongique

a. Meéthode de diffusion des disques

L’activité antifongique des différents extraits de 1’écorce des racines de Berberis vulgaris
a été évaluée vis-a-vis de 3 souches de levures Candida albicans de référence, dont Candida
albicans ATCC 10231 est une souche multirésistante (tableau 14).

Les résultats obtenus pour Candida albicans ATCC 26790 montrent une activité
significative pour les extraits aqueux, hydrométhanolique sous reflux et les extraits aqueux,
hydrométhanolique et butanolique macérés, dont 1’extrait butanolique macéré a montré la
meilleure activité (diametre d’inhibition 25 mm). L’extrait butanolique, acétate d’éthyle sous

reflux et acétate d’éthyle macérés ont présenté un effet peu significatif contre la levure.

Concernant Candida albicans 4441P, I’extrait hydrométhanolique sous reflux et les
extraits aqueux et hydrométhanolique macéré ont présentés une trés bonne activité (diametres
d’inhibition 18.5, 20.5, et 25 mm respectivement), suivi des extraits aqueux et butanolique
sous reflux et butanolique macéré. Tandis que les extraits acétate d’éthyle sous reflux et

macéré n’ont montré aucun effet sur la souche.

Candida albicans ATCC 10231 est la souche la moins sensible par rapport aux deux
autres levures. Les extraits actifs sont les extraits aqueux et hydrométhanolique sous reflux et
aqueux, hydrométhanolique et butanolique macérés. Aucune activité n’est observée pour les

extraits butanolique et acétate d’éthyle sous reflux et acétate d’éthyle macéré.

L’extrait des alcaloides totaux a présenté une activité plus significative que les extraits
bruts vis-a-vis des trois souches de levure avec des zones d’inhibition de 19 a 29 mm de

diaméetre.

Les extraits de Berberis vulgaris et plus spécifiquement les alcaloides présentent une
activité antifongique remarquable vis-a-vis des levures de Candida albicans. Cependant,
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I’amphotéricine B (diamétres d’inhibition entre 30 et 32 mm) est I’antifongique le plus actif

avec une concentration plus faible 0.2 mg/disque.
Tableau 14 : Zones d’inhibition obtenues pour les extraits de Berberis vulgaris

Zones d’inhibition (mm)

Souches
Candida ) ) )
) Candida Candida albicans
albicans ATCC Ibi 4441P ATCC 10231
i albicans
Extraits 26790
Agueux
20 14 15
2 mg/disque
x Hydro-méthanolique
= 20 185 15
= 2 mg/disque
3
O -
A Butanolique
'3 12.5 13 9
> 2 mg/disque
i
Acétate d’éthyle
13 8 6
1 mg/disque
Agqueux
18.5 20.5 15
2 mg/disque
Hydro-méthanolique
8 19 25 14.5
‘§ 2 mg/disque
S
2 Butanolique
£ 25 16 17
i 1 mg/disque
Acétate d’éthyle
11 8 6
0.92 mg/disque
Alcaloides totaux
29 28 19
2 mg/disque
Amphotéricine B
30 30 32

0.2 mg/disque

(-) : 0-10 mm aucune activité, (+) : 11-16 mm moyenne activité, (++) : 17-25 mm bonne activité
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Figure 20 : Zones d’inhibition des extraits Figure 21 : Zones d’inhibition des extraits
aqueux, hydrométhanolique, sous reflux et butanolique macéré (7) et alcaloides (9) vis-a-vis
macérés (1, 2, 5, 6) et butanolique et acétate de Candida albicans ATCC 26790

d’éthyle sous reflux (3 et 4) vis-a-vis de Candida
albicans ATCC 26790

Figure 22 : Zones d’inhibition des extraits Figure 23 : Zones d’inhibition des extraits
aqueux, hydrométhanolique, sous reflux et butanolique macéré (7) et alcaloides (9) vis-a-vis
macérés (1, 2, 5, 6) et butanolique sous reflux (3) de Candida albicans 444 1P

vis-a-vis de Candida albicans 444 IP
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Figure 24 : Zones d’inhibition des extraits Figure 25 : Zones d’inhibition des extraits
aqueux, hydrométhanolique, sous reflux et butanolique macéré (7) et alcaloides (9) vis-a-vis
macérés (1, 2, 5, 6) et butanolique sous-reflux de Candida albicans ATCC 10231

(3) vis-a-vis de Candida albicans ATCC 10231

b. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Les résultats obtenus précédemment montrent que les extraits de Berberis vulgaris
possédent une activité antifongique tres intéressante. Pour cela, nous nous sommes intéresses

a déterminer leur CMI sur microplaques en milieu liquide (tableau 15).

Les résultats obtenus pour Candida albicans ATCC 26790, montrent des CMI
remarquable pour les extraits hydrométhanolique sous reflus et aqueux et hydrométhanolique
macérés de I’ordre de 0.625 mg/ml, suivi de I’extrait aqueux sous reflux et les alcaloides avec

une CMI de 1.25 mg/ml.

Pour Candida albicans 444IP, I’extrait aqueux macéré présente la plus faible CMI 0.213
mg/ml, et les extraits hydrométhanoliques sous reflux et macéré ont montré une CMI de
I’ordre de 0.625 mg/ml, puis I’extrait aqueux sous reflux et les alcaloides avec une CMI de

1.25 mg/ml.

Candida albicans ATCC 10231 s’est montré résistante par rapport aux deux autres
levures, la CMI la plus faible obtenu pour cette souche est de 1.25 mg/ml pour les extraits

hydrométhanoliques sous reflux et aqueux et hydrométhanolique macérés. Les alcaloides
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totaux ont montré une CMI plus élevé 10 mg/ml par rapport & celle obtenu pour les deux
autres souches.

Les extraits d’acétate d’éthyle sous reflux et macéré, n’ont dévoilé¢ aucune CMI. Sauf,
pour Candida albicans ATCC 10231, ou la CMI est de 10 mg/ml pour 1’extrait acétate
d’éthyle macéré.

D’apres ces résultats, les extraits de Berberis vulgaris exerce une activité antifongique

meilleure que I’activité antibactérienne. De plus, I’extrait le plus actif est les alcaloides totaux

et les extraits hydrométhanolique et aqueux macérés et sous reflux.

Tableau 15 : Concentrations minimales inhibitrices CMI mg/ml des extraits de Berberis

vulgaris vis-a-vis des levures

Extraits sous reflux Extraits macérés Alcaloides
(6] D
=3 S :g G'Z’; g 2 X S é’ 03; g 2
3 5§ 2|% g 2|3 5 2 %8 g 8
o > & S o © S > 8 = S 6
< T = = < < T £ = < =
IS m IS m
Candida 1.25 0.625 20 >20 0.625 0.625 25 >20 1.25
albicans
ATCC
26790
Candida 1.25 0.625 5 >20 0.312 0.625 2.5 >20 1.25
albicans
4441P
Candida 2.5 1.25 20 >20 1.25 1.25 20 10 10
albicans
ATCC
10231
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3. Activité antioxydante
a. Reéduction du fer FRAP

D’apres les graphes de la figure 7, ’extrait hydrométhanolique a présenté le plus
d’activité pour réduire le fer par rapport a I’extrait des alcaloides totaux qui a présenté une

faible activité, avec des valeurs de densité optiques, qui ne dépassent pas 0.2.

Nous remarquons aussi, que 1’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle

avec I’augmentation de la concentration de I’extrait.

L’acide ascorbique, ’antioxydant de référence, a présenté une activité plus élevé par

rapport aux extraits, avec les mémes concentrations utilisées.

Les résultats obtenus dans cette méthode, montrent que les extraits de 1’écorce des racines
de Berberis vulgaris posseédent une activité antioxydante intéressante. Nous pouvons classer
la réduction du fer des échantillons comme suit : acide ascorbique, extrait hydrométhanolique,

alcaloides totaux.

Densité optique
DO
3,000 -

2,500 -
=0=DQO extrait eau/MeOH

2,000 == DO acide ascorbique
1,500 - DO alcaloides

1,000 -

0,500 -

0,000 o T T T T T T T 1
0025 005 01 02 04 06 08 1

Concentrations des extraits (mg/ml)

Figure 26 : Pouvoir réducteur des extraits hydrométhanolique et alcaloides totaux de Berberis
vulgaris testés par la méthode FRAP
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b. Piégeage du radical libre DPPH

Les résultats obten

fonction des concentrat

us sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en

ions des extraits (Figure 27 et 28).

Pourcentage
d'inhibition

%

025 05 1 15 2 25 3 4
Concentration de I'extrait
hydrométhanolique (mg/ml)

Figure 27 : Pourcentages d’inhibition du radical
libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’extrait hydrométhanolique

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Pourcentage
d'inhibition
%

T T T T T T T 1

02 05 1 15 2 25 3 4

Concentration de I'extrait des
alcaloides totaux (mg/ml)

Figure 28 : Pourcentages d’inhibition du radical
libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de ’extrait des alcaloides totaux
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L’extrait hydrométhanolique montre des pourcentages d’inhibition élevés avec de faibles
concentrations. A la différence de D’extrait des alcaloides totaux qui présentent des

pourcentages d’inhibition inférieure.

Une concentration de 4 mg/ml de I’extrait hydrométhanolique produit un pourcentage
d’inhibition de 89.96 %, et a cette méme concentration, les alcaloides totaux produisent un

pourcentage d’inhibition égale a 68.59 %.

Ensuite, nous avons déterminés pour les deux extraits, la concentration nécessaire pour
réduire 50 % du radical libre DPPH ou ICs.

A partir des équations des régressions linéaires des graphes représentés dans les figures
29 et 30, nous avons calculé les I1Csy des extraits de Berberis vulgaris. Les valeurs des ICsg

sont représentées dans le tableau 16.

Tableau 16 : Valeurs des ICs des extraits de Berberis vulgaris

Extrait ) ]
. . Alcaloides totaux Acide ascorbique
hydrométhanolique
ICs exprimée en
1.40 2.80 0.126

mg/ml

Pourcentage
d'inhibition
%
y =24,064x + 16,3
R?=0,9835

wn
o
I T T N R T

0 T T T 1
1 2 3 4

Contration de I'extrait
hydrométhanolique (mg/ml)

o

Figure 29 : Représentations des régressions linéaires des
pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations de I’extrait hydrométhanolique
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Pourcentage
d'inhibition
0,
80 - /o

70 1 y=15538x +6,2291
60 -

50 -
40 -+
30
20 -
10 -
O T T 1

Concentration des
alcaloides totaux (mg/ml)

Figure 30 : Représentations des régressions linéaires des
pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations de I’extrait des alcaloides totaux

D’aprés les valeurs obtenues, 1’extrait hydrométhanolique présente un ICsy inférieur a

celui des alcaloides totaux, et donc une activité meilleure.

L’ICsp obtenu pour 1’acide ascorbique, utiliseé comme molécule de référence, est bien plus
inférieur a ceux des extraits, est donc, 1’acide ascorbique posséde une activité¢ antioxydante

tres élevé.

D’aprés la figure 33, I’acide ascorbique présente une activité antiradicalaire plus élevée
par rapport aux deux extraits. Suivi de 1’extrait hydrométhanolique avec une RSA de 89.3 % a
la concentration de 4 mg/ml (Figure 31). Les alcaloides totaux présentent une activité
antiradicalaire plus faible 68.6 % a la méme concentration (Figure 32). Ceci indique que,
I’extrait hydrométhanolique posséde une activité antioxydante plus élevé par rapport aux
alcaloides totaux. Ceci, pourrait étre expliqué par la présence des polyphénols totaux et
flavonoides quantifiés dans 1’extrait hydrométhanolique, et qui pourraient étre impliqués dans

le pouvoir antioxydant.
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Activité
antiradicalaire
%
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10 4

/

0 T T T T T
0,25 0,5 1 15 2 2,5
Concentrations de I'extrait
hydrométhanolique (mg/ml)

T T 1

3 4

Figure 31 : Activité antiradicalaire de

I’extrait hydrométhanolique

Activité
antiradicalire

%
80 -

70 -
60 -
50 A
40 -
30 -
20 A
10 A

0
0,25 0,5 1 15 2 2,5
Concentrations de I'extrait

des alcaloides (mg/ml)

T T T T T T T

1

3 4

Figure 32 : Activité antiradicalaire de

P’extrait des alcaloides totaux
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Activité
antiradicalaire
%

120 ~
100 -
80
60
40
20

0 T T T T T T T 1
001 002 o004 006 008 01 02 03

1

1

1

1

Concentrations de I'acide
ascorbique (mg/ml)

Figure 33 : Activité antiradicalaire de

I’acide ascorbique
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L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou

comme modéle pour la synthése de nouvelles substances [Houghton, 2000].

Le travail présent, évalue les activités biologiques de Berberis vulgaris, appelé
communément Ghriss, et utilisé traditionnellement par la population de Tlemcen — Algérie,

pour traiter certaines affections dont le diabete sucré [Azzi et al, 2012].

Afin d’évaluer les effets biologiques de Berberis vulgaris, nous avons procédé a des
extractions des écorces de racine de la plante. L’extraction peut affecter la quantité et la
composition en métabolites secondaires d’un extrait, de plus plusieurs facteurs peuvent
influencer I’extraction : le mode et le temps d’extraction, la température, la nature du solvant
et sa concentration ainsi que la polarité qui permet de solubiliser les composés de polarité
similaire au solvant [Green, 2004 ; Ncube et al, 2008].

Nous avons opté pour deux types d’extractions: sous reflux pendant 3 h et la
macération pendant 24 h pour comparer les effets de la température. Les solvants utilisés sont
de polarité croissante : acétate d’éthyle, butanol-1, eau/méthanol (30: 70) et eau. Cette
différence de polarité permet d’extraire plusieurs métabolites secondaires de la plante [Green,

2004].

L’examen phytochimique réalisé sur les écorces de racines de Berberis vulgaris a
révelé la présence des alcaloides, tanins, les composés réducteurs, les stérols et triterpenes en
quantités importantes, et les saponosides, les coumarines, les terpénoides et les mucilages en
quantités moins importante. Cependant, nous observons 1’absence des flavonoides, des

anthocyanines, des anthraquinones et des glycosides cardiaques dans les extraits.

Ces resultats sont proches de ceux obtenus par Meliani et ses collaborateurs, qui ont
détecté la présence des tanins, des alcaloides, des saponosides, des stérols et des

anthraquinones dans les écorces de racines de Berberis vulgaris [Meliani et al, 2011].

Les alcaloides identifiés par certains chercheurs sont représentés par la famille des
isoquinolines : acanthine, bargustanine, berbamine, berberrubine, berlambine, columbamine,
jatrorrhizine, lambertine, magnoflorine, palmatine et berberine [Imanshahidi et Hosseinzadeh,
2008].
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Selon Kosalec et ses collaborateurs en 2009, la quantité de berberine est élevée dans
I’extrait de racines de Berberis vulgaris par rapport aux feuilles et brindilles. Son taux est de
0.805 et 1.424 % dans les racines de Berberis vulgaris des régions de Skrad et Crni Lug

respectivement.

Apres la preparation des extraits bruts, une extraction des alcaloides totaux a été
réalisée pour évaluer leur activité biologique. Leurs chromatogrammes montre la présence de
6 spots, dont trois taches fluorescentes, I’'un des spots est de fluorescence jaune avec un Rf de
0.25, cette tache pourrait représenter berberine, un alcaloide trés abondant qui présente une

fluorescence jaune d’aprés la littérature [Makkar et al, 2007].

L’étude quantitative de I’extrait hydrométhanolique de Berberis vulgaris a pour
objectif de déterminer la teneur en polyphénols totaux qui est de 1’ordre de 10.48 mg GAE/g
et des flavonoides 2.05 mg CEQ/g. Ces valeurs sont proches de ceux obtenues par Zovko
Konci¢ et collaborateurs, qui ont obtenus des concentrations de 7.29 mg GAE/g et 10.34 mg
GAE/g en polyphénols totaux des régions de Skrad et Crni Lug — Croatie [Zovko Konci¢ et
al, 2010].

Ces teneurs restent bien inférieures a la quantité en polyphénols totaux de I’extrait
méthanolique 80 % des fruits de Berberis vulgaris avec une teneur de 280 mg GAE/g
[Motalleb et al, 2005].

Nous remarquons aussi que la concentration des flavonoides est plus faible que celle
des polyphénols totaux, ceci nous permet de penser que les tanins sont la famille la plus

représentatif des polyphénols totaux.

D’apres les résultats obtenus de I’examen phytochimique qualitatif et quantitatif,
Berberis vulgaris est riche en alcaloides représenté par berberine, qui est connu pour ces
différentes activités : antidiabétiques, antiinflammatoire, antitumorale et antimicrobienne
[Ivanovska et Philipov, 1996 ; Tan et al, 2006 ; Kosalec et al, 2009 ; Yin et al, 2012].

De plus, Berberis vulgaris renferme une concentration moyenne en polyphénols totaux
et flavonoides, qui intéressent les chercheurs pour leur pouvoir antioxydant [Hennebelle et al,
2004].

Nous nous sommes, par conséquent intéressés aux effets antioxydants de 1’extrait

hydrométhanolique et I’extrait des alcaloides totaux de Berberis vulgaris.
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L’activité antioxydante a été évaluée par la technique de réduction du fer FRAP, qui
représente un indicateur significatif du pouvoir antioxydant des plantes. Les résultats
montrent que la capacité réductrice de ’extrait hydrométhanolique est plus élevée que les
alcaloides totaux avec des densités optiques de 0.955 et 0.176 respectivement a la

concentration de 1 mg/ml.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Zovko Konci¢ et ses collaborateurs,
montrant une augmentation linéaire du pouvoir réducteur en fonction de la concentration de
Iextrait éthanolique 96 % avec un SRP de 0.082 mg™ et 0.048 mg™ de I’extrait éthanolique
des racines de Berberis vulgaris des régions de Croatie : Crni Lug et Skrad respectivement.

La capacité des extraits a donner un hydrogene a été vérifié en utilisant un radical libre
DPPH : la quantité de I’extrait nécessaire pour diminuer 50 % la concentration initial du
DPPH est un parameétre largement utilisé pour la mesure de 1’activité antioxydante. Un ICsg
faible indique un grand pouvoir antioxydant. Un autre parameétre est étudié qui est le pouvoir
antiradicalaire [Brand-Williams et al, 1995]. Selon les résultats obtenus, 1’extrait
hydrométhanolique posséde un ICs plus faible que celui des alcaloides totaux. De ce fait,
I’extrait hydrométhanolique présente une activité antioxydante et sa capacité a piéger le

radical libre DPPH est élevée que la capacité des alcaloides totaux.

Une étude a été réalis€é par Zovko Konci¢ et ses collaborateurs sur I’activité
antioxydante des extraits éthanoliques des racines, brindilles et feuilles de Berberis vulgaris
des régions Skrad et Crni Lug et Berberis croatica des régions de Kiza et Meduvrhi en

Croatie.

Les auteurs ont obtenus des résultats différents pour le piégeage du radical libre DPPH
et les valeurs d’ICsy varient entre 1895 pg/ml pour I’extrait éthanolique des racines de
Berberis vulgaris de Skrad et 65 ng/ml pour I’extrait des feuilles de Berberis vulgaris de Crni

Lug.

De plus, les extraits de Berberis vulgaris étaient moins actifs que les extraits
correspondants de Berberis croatica. Dans tous les cas, les extraits des racines étaient les

moins actifs, suivis par les extraits de brindilles et des feuilles [Zovko Kon¢i¢ et al, 2010].

L’action réductrice de I’extrait hydrométhanolique peut étre expliquée par la présence
des polyphénols totaux. Ceci est en accord avec les résultats obtenus par Zovko Konci¢ et ses

collaborateurs, qui ont montrés une forte correlation entre le contenu des polyphéenols totaux
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et flavonols des extraits éthanoliques de Berberis vulgaris et I’activité antioxydante. Une autre
¢tude n’a montré aucune correlation entre 1’activité antioxydante et la teneur en polyphénols

totaux de I’extrait des fruits de Berberis vulgaris [Motalleb et al, 2005].

Les plantes médicinales représentent une source naturelle de nouvelles molécules
bioactives. La recherche de nouveaux médicaments contre les microorganismes
multirésistants a augmenter 1’intérét des scientifiques pour isoler et identifier les substances

naturelles antimicrobiennes.

Dans ce travail, nous avons recherché les effets antimicrobiens des extraits bruts et des

alcaloides totaux de 1’écorce des racines de Berberis vulgaris.

Les différents extraits ont été testés in vitro, par la méthode de diffusion des disques
contre plusieurs souches de bactéries et de levures de référence. Les concentrations minimales

inhibitrices ont été déterminées pour les souches sensibles aux extraits.

L’extrait hydrométhanolique macéré est le plus actif vis-a-vis des souches
bactériennes (CMI entre 0.312 et 2.5 mg/ml). De méme, I’extrait aqueux macéré a présenté
une bonne activité antibactérienne (CMI entre 1.25 et 5 mg/ml). Kosalec et ses collaborateurs,
ont étudiés 1’activité antibactérienne des extraits éthanoliques des racines, tiges, et brindilles
de Berberis vulgaris de deux régions (Skrad et Crni Lug). D’aprés leurs résultats, I’extrait des
racines présente une activité antibactérienne significative contre les bactéries a Gram positif :
Bacillus subtilis NCTC 8236 (CMI 43.8 mg/ml) et Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CMI
43.8 et 21.9 mg/ml)

Ces résultats sont similaires pour 1’extrait éthanolique des racines de Berberis croatica
des régions de Meduvrhi et Kiza contre Bacillus subtilis NCTC 8236 (CMI 87.5 et 43.8
mg/ml) et Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CMI 25 mg/ml), ainsi que Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (CMI 25 mg/ml) [Kosalec et al, 2009].

Concernant 1’activité antifongique, les différents extraits ont montrés une activité
significative contre les trois souches de Candida albicans et plus spécifiquement Candida
albicans ATCC 26790.

L’extrait le plus actif est les alcaloides totaux. De méme, les extraits bruts aqueux et
hydrométhanolique ont eux aussi présentés un bon effet antifongique (CMI 0.312-1.25

mg/ml).
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Selon Kosalec et ses collaborateurs, les extraits de Berberis vulgaris et Berberis
croatica n’ont montrés aucune zone d’inhibition contre la levure Candida albicans ATCC
10231, méme si leur CMI a été determine (CMI entre 12.5 et 25 mg/ml) pour les extraits

éthanoliques des racines des deux plantes.

Kosalec et ses collaborateurs, suggerent que berberine, un alcaloide présent dans
Berberis vulgaris et Berberis croatica est responsable de I’effet antifongique [Kosalec et al,
2009]. Ceci est confirmé par 1’étude d’lauk et ses collaborateurs en 2007 qui montrent que la
berberine chloride posséde une bonne activité antifongique vis-a-vis de Candida albicans
ATCC 10231, Candida Krusei ATCC 6258 et Candida parapsilosis ATCC 22019 avec des
CMI inférieurs a 128 pg/ml. Ces auteurs indiquent que berberine présente un tres bon effet en
comparaison avec berbamine et hydrastine, des alcaloides présents dans 1’extrait des racines

de Berberis aetnensis [lauk et al, 2007].

D’autres auteurs ont montrés que la combinaison de I’amphotéricine B et la berberine
peut réduire approximativement de 75 % la dose de I’amphotéricine B dans le traitement des
candidoses chez les souris, impliquant certainement la synergie entre berberine et

I’amphotéricine B vis-a-vis de Candida albicans [Han et Lee, 2005].

L’étude de I’activité bactéricide de berberine montre qu’elle inhibe I’ADN, la synthése

des protéines et I’activité de 1’arylamine-N-acétyltransférase [Wu et al, 2005].

Dans notre étude, nous remarquons que I’activité antimicrobienne est variable, elle
dépend de plusieurs paramétres dont le mode d’extraction : sous reflux et macération, dont la

derniére a donné de bons résultats.

Le choix du solvant est aussi un facteur tres important, puisque les composés

chimiques sont extraits selon leur degré de polarité.

Les résultats montrent que les extraits aqueux et hydrométhanoliques sont les plus
actifs, ceci est confirmé par I’utilisation le plus souvent du méthanol, éthanol et eau pour les
investigations des activités antimicrobiennes [Salie et al, 1996 ; Bisignino et al, 1999 ;
Lourens et al, 2004 ; Parekh et al, 2005 ; Rojas et al, 2006].

L’activité peut dépendre aussi de la souche de microorganisme utilisée ainsi que la

partie de la plante étudié¢e. L’activité antimicrobienne peut étre attribuée a une seule famille
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ou la combinaison de plusieurs familles chimiques détectées lors de 1’étude phytochimique de

Berberis vulgaris.
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Le présent travail a pour objectif, 1’étude phytochimique des écorces de racines de
Berberis vulgaris, ainsi que 1’évaluation de ces activités biologiques : antioxydantes,

antibacteriennes et antifongiques.

Dans un premier temps, I’analyse phytochimique qualitative a mis en évidence la
présence des alcaloides, des tanins, des stérols et des triterpenes et des composés réducteurs
en quantités importantes. Cependant, il y a moins de coumarines, de terpénoides, de

saponosides et de mucilages dans les extraits.

Les rendements obtenus pour les extraits sous reflux sont supérieurs a ceux obtenus
pour les extraits bruts macérés. L’extrait hydrométhanolique a montré le meilleur rendement,
tandis que les extraits butanolique et acétate d’éthyle ont présentés des rendements plus

faibles.

L’analyse chromatographique des alcaloides totaux par chromatographie sur couches
minces nous révele la présence de six taches avec trois taches fluorescentes, dont I’une des
taches de fluorescence jaune pourrait représenter la berberine, un alcaloide isoquinoléinique

trés répandue dans cette plante.

L’analyse quantitative de 1’extrait hydrométhanolique sous reflux, est représentée par
le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides révélant une concentration de 10.48 mg
GAE/g en polyphénols totaux et 2.05 mg CEQ/g en flavonoides.

L’activité antioxydante des écorces de racines de Berberis vulgaris a été évaluée par

deux techniques : réduction du fer FRAP et le piégeage du radical libre DPPH.

L’extrait hydrométhanolique a montré une activité antioxydante meilleure que les
alcaloides totaux, avec un ICsy de 1.40 mg/ml et une activité antiradicalaire de 89.3 % a la

concentration de 4 mg/ml.

La présence non négligeable des polyphénols totaux et flavonoides dans I’extrait

hydrométhanolique peut suggérer la présence de 1’activité antioxydante de la plante.

L’activité antimicrobienne des différents extraits bruts et des alcaloides totaux a été
évaluée vis-a-vis des souches de bactéries et de levures de références, par la méthode de

diffusion sur gélose, et la détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI.

Dans I’activité antibactérienne, 1’extrait hydrométhanolique macéré s’est révélé le plus

actif vis-a-vis des souches Salmonella typhimurium ATCC 13311, Enterococcus faecalis
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ATCC 49452, Citrobacter freundii ATCC 8090, Bacillus cereus ATCC 10876 et
Enterobacter cloacae ATCC 13047, suivi de I’extrait aqueux macéré. Les extraits

butanoliques et acétate d’éthyle sont avérés les extraits les moins actifs.

Les extraits de Berberis vulgaris ont montré une activité antifongique significative par

rapport a I’activité antibactérienne.

Les extraits aqueux et hydrométhanoliques sous reflux et macérés ont présentés une

activité antifongique meilleure que les extraits bruts butanoliques et acétate d’éthyle.

Les alcaloides totaux présentent une activité antifongique significative vis-a-vis des

trois souches de Candida albicans. La berberine pourrait &tre responsable de cette activité.

Les extraits aqueux et hydrométhanoliqgue ont montré la meilleure activité
antimicrobienne par rapport aux autres extraits bruts, ceci pourrait indiquer que les molécules

bioactives responsables de I’activité sont des composés polaires.

Les extraits obtenus par macération exercent un meilleur effet antimicrobien vis-a-vis
des souches testées par rapport aux extraits obtenus par extraction sous reflux. Ceci, nous

permet de déduire que la température pourrait influencer [’activité biologique de la plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans la
recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives. Des études
complémentaires, précises et approfondies restent nécessaires pour pouvoir confirmer les

résultats mis en évidence.

Nos résultats préliminaires montrent que les différents extraits des écorces de racines de

Berberis vulgaris testés, témoignent des activités antimicrobiennes et antioxydantes in vitro.

D’autres études approfondies sont nécessaires et se résument dans les points suivants :

m L’isolement et I’identification des principes actifs responsables des activites
antioxydantes et antimicrobiennes par des techniques chromatographiques et

spectrales.

® En raison du role prépondérant des alcaloides de berberis vulgaris, il serait intéressant

de les isoler et de les caractériser.
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® Evaluation de lactivité antioxydante et antimicrobienne in vitro sur des cultures
cellulaires de cellules isolées de 1’organisme étudié pour confirmer les résultats

obtenus.

® Une étude in vivo des molécules bioactives isolées serait souhaitable pour déterminer
les tissus et organes cibles, et rechercher leurs mécanismes d’action au niveau
tissulaire et moléculaire. Ce qui permettrait alors de mettre en évidence le principe
actif des extraits de Berberis vulgaris et/ou une éventuelle synergie entre les différents

composes chimiques.

[ Evaluation d’autres activités biologiques, dont ’activité antidiabétique, antitumorale

... et autres.
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Annexe 1 : Réactifs et réactions de caractérisation des tests phytochimiques

m Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée dissoudre 2g d’iodure de potassium KI
et 1.27g diiode I,, le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec ’cau distillée.

[ Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g de chlorure de mercure HgCl, dans 60 ml d’eau
distillée puis 5g d’iodure de potassium Kl dans 10 ml d’eau distillée. Mélanger les

deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.

W Alcool chlorhydrique : Mélange a volumes égaux d’alcool a 95° et d’acide

chlorhydrique concentre.

(!

Liqueur de Fehling :

v Fehling A : dissoudre 3.5 g de sulfate de cuivre pentahydraté CuSO4.5H,0 dans 50 ml d’eau
distillée.

v" Fehling B : dissoudre 6.5 g d’ammoniaque NH,OH, 17.3 g de tartrate de sodium et de

potassium dans 35 ml d’eau distillé puis compléter le volume a 50 ml.

Les composés réducteurs donnent avec le réactif de Fehling un précipité rouge brique.
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Annexe 2 : Milieux de culture

= Bouillon Nutritif (BN, Fluka, BioChemika)

Formule en g/l

Extrait de viande 3,0
Peptone 5,0
Chlorure de sodium 50
Eau Distillee gsp 1L

pH= 7,2 (0,2) 4 37°C

Suspendre 13g de la poudre dans un litre d’eau distillée, ensuite stériliser par

autoclavage a 121°C pendant 15 min.

® Gélose Nutritive (GN, Fluka, BioChemika)

Formule en g/l

Extrait de viande de boeuf 1,0
Extrait de levure 2,0
Peptone 50
Chlorure de sodium 5,0
Agar 15,0
Eau Distillée gsp 1L

pH = 7,2 (20,2) 4 37°C

Suspendre 28 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation
jusqu’a ebullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15 min.
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® Gélose Mueller Hinton (Fluka BioChemika)

Formule en g/l

Infusion de viande de boeuf 4,0
Hydrolysat de caseine 17,5
Amidon 1,5
Agar 15,0
Eau Distillée gsp 1L

pH= 7,4 (£0,2) 4 37°C.

Suspendre 38g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation

jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15 min.

® Bouillon Mueller Hinton (Fluka BioChemika)

Formule en g/l

Hydrolysat de caéine 17,5
Infusion de viande de beeuf 2,0
Amidon 1,5
Eau Distillée gsp 1L

pH= 7,4 (0,2) a 37°C.

Suspendre 23 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, ensuite stériliser par

autoclavage a 121°C pendant 15 min.
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® Bouillon Sabouraud

Formule en g/l

Peptone pepsique 10
Glucose 20
Eau Distillée gsp 1L

pH=5,8 (0,2) a 37°C.

Suspendre 30 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, chauffer si c’est nécessaire pour

la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C pendant 15 min.

W Gélose Sabouraud

Formule en g/l

Peptone pepsique 10
Glucose 20
Agar 15
Eau Distilléee gsp 1L

pH=5.8 (+0,2) 4 37°C.

Suspendre 45 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous
agitation jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a
121°C pendant 15 min.
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Annexe 3 : Rendements obtenus avec les différents solvants

Tableau 17 : Rendements obtenus pour les extraits bruts sous reflux de Berberis vulgaris
Extraits Sous reflux
Aqueux = Hydrométhanolique | Butanolique | Acétate d’éthyle
Rendements | 7.69 8.54 1.93 0.85

%

Tableau 18 : Rendements obtenus pour les extraits bruts macérés de Berberis vulgaris
Extraits Macérés
Aqueux = Hydrométhanolique | Butanolique | Acétate d’éthyle
Rendements | 14.91 16.2 2.92 1.24

%
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Annexe 4 : Résultats de I’activité antioxydante

Tableau 19 : Densités optiques obtenues pour 1’extrait hydrométhanolique de Berberis

Concentrations
de I'extrait 0.025

mg/ml
0,121

0,128

Densités
optiques

0,107

Moyenne 0,119

vulgaris testé par la méthode FRAP

0.05

0,242
0,191
0,145

0,193

0.1

0,248
0,228
0,241

0,239

0.2 0.4 0.6 0.8 1

0,339 | 0532 | 0,755 | 0,955 & 1,037
0,392 | 0,585 | 0,799 1,06 | 0,959
0,352 @ 0822 0,865 | 0835 @ 0,87

0,361 | 0,646 | 0,806 0,95 | 0,955

Tableau 20 : Densités optiques obtenues pour les alcaloides totaux de Berberis vulgaris testés
par la méthode FRAP

Concentrations

de I'extrait 0.025

mg/mi

0.05

0.1

0.2 0.4 0.6 0.8 1

0,0327 ' 0,0788 | 0,1065 0,1067 @ 0,0531 | 0,0724 @ 0,1953 @ 0,065

Densités
optiques

Moyenne 0,047

0,046

0,0636 | 0,0634 | 0,0332 | 0,0455 | 0,0685 | 0,0868 | 0,1061 @ 0,461

0,0086 ' 0,0127 @ 0,0017 @ 0,0609 @ 0,0266 0,1298 0,0012

0,050

0,051

0,061 | 0,061 | 0,062 | 0,144 | 0,176
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Tableau 21 : Densités optiques obtenues pour 1’acide ascorbique testé par la méthode FRAP

Concentrations
de I'extrait

mg/ml

Densités
optiques

Moyenne

0.025 0.05 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1

0,5793 | 0,7202 @ 1,0496 | 2,0451 @ 2,5786 | 2,5989 @ 2,849 @ 2,934
0,6152 = 0,75 | 0,9868 @ 2,1169  2,5358 | 2,8608 @ 2,6957 | 2,8233
0,6014 @ 0,7287 | 1,0611 2,2409 2,7651 | 2,7454 2,7781 @ 2,8042

0,599 | 0,733 | 1,033 | 2,134 | 2,627 | 2,735 | 2,774 | 2,854

Tableau 22 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

Concentrations
de I'extrait

mg/mi

Densités
optiques

Moyenne

Pourcentages

d’inhibition %

concentrations de 1’extrait hydrométhanolique

0.25 0.05 1 1.5 2 2.5 3 4

0,487 | 0,437 | 0,354 0,3 0,185 | 0,127 | 0,085 ' 0,064
0,501 | 0,451 | 0,358 0,28 0,186 | 0,151 | 0,088 | 0,071
0,501 0,45 0,374 0,24 0,19 0,199 | 0,096 | 0,063

0,496 & 0,446 & 0362 | 0,273 | 0,187 | 0,159 | 0,090 | 0,066

19,34 | 27,47 | 41,13 55,6 69,59 | 74,14 @ 85,52 @ 89,26
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Tableau 23 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations des alcaloides totaux

Concentrations
de I'extrait 0.25 0.05 1 15 2 25 3 4

mg/ml
0,093 | 0,086 & 0,075 | 0,076 & 0,061 0,04 | 0,046  0,0116

0,098 | 0,093 & 0,096 | 0071 0,063 | 0,08 | 0,051 0,023

Densités
optiques

0,079 0,059 | 0,043 @ 0,064 @ 0,064
Moyenne 0,096 | 0,090 | 0,083 | 0,074 @ 0,061 | 0,056 | 0,054 | 0,033

Pourcentages

- 8,57 14,28 20,95 29,52 41,9 46,66 | 48,57 | 68,57
d’inhibition %

Tableau 24 : Activité antiradicalaire de 1’extrait hydrométhanolique de Berberis vulgaris

Concentrations

de I'extrait 0.25 0.05 1 15 2 25 3 4
mg/ml
Activité
antiradicalaire 194 27,5 412 55,7 69,6 74,2 85,4 89,3
%
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Tableau 25 : Activité antiradicalaire des alcaloides totaux de Berberis vulgaris

Concentrations

de I'extrait 0.25 0.05 1 15 2 25 3 4
mg/ml
Activité
antiradicalaire 8,6 14,3 21 29,6 42 46,7 48,6 68,6
%
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Résumé
Les substances naturelles issues des végétaux présentent des intéréts multiples mis a profit dans la biotechnologie tant dans I’industrie
alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Parmi ces composés on retrouve une grande partie des métabolites secondaires qui se sont
illustrés dans beaucoup de domaines et méme en thérapie. Dans ce contexte, nous avons recherché les effets biologiques de berberis vulgaris,
une plante utilisée dans le monde, en Algérie, et elle est particuliérement utilisée dans la région de Tlemcen pour traiter le diabete sucré.
L’examen phytochimique qualitatif réalisé sur les écorces de racines de Berberis vulgaris a montré la présence des alcaloides, des tanins, des
stérols, des triterpénes et des composés réducteurs en quantité importante, il a en outre révélé des quantités plus faibles de coumarines, de
terpénoides, de saponosides et de mucilages.
La détection de ces familles chimiques est suivie de I’extraction des écorces de racines de Berberis vulgaris par des solvants de polarité
croissante et une extraction des alcaloides totaux. L’extrait des alcaloides a été analysé par chromatographie sur couche mince, révélant la
présence de 6 tdches. Une analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides de 1’extrait hydrométhanolique sous reflux est réalisée,
montrant une teneur de 10.48 mg GAE/g en polyphénols totaux et 2.05 mg CEQ/g en flavonoides.
Afin de pouvoir exploiter une éventuelle activité thérapeutique, des extraits bruts sous reflux et macérés, ainsi que I’extrait des alcaloides
totaux ont été testé pour leur pouvoir antimicrobien vis-a-vis de souches de bactéries et de levures de référence, en utilisant la technique de
diffusion sur gélose et la détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI. L’extrait hydrométhanolique macéré a présenté la
meilleure activité antibactérienne avec des diamétres d’inhibition de 12.5 & 21 mm pour certaines souches. Les extraits de Berberis vulgaris
et plus spécifiqguement les alcaloides totaux, ont montré une forte activité antifongique vis-a-vis des levures de Candida albicans avec des
zones d’inhibition de 19 a 29 mm.
L’activité antioxydante des extraits hydrométhanolique sous reflux et alcaloides totaux a été évaluée par deux méthodes : la réduction du fer
et le piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont montré une activité élevée de 1’extrait hydrométhanolique par rapport aux
alcaloides totaux, avec un I1Cs, de 1.40 mg/ml et une activité antiradicalaire de 89.3 % a la concentration de 4 mg/ml.
Les résultats obtenus dans cette étude, montre la richesse de Berberis vulgaris en substances chimiques et qui pourraient représenter une
nouvelle source potentielle de molécules bioactives en thérapeutique.
Mots-clés : Berberis vulgaris, extraits bruts, alcaloides totaux, activité antimicrobienne, activité antioxydante.

Abstract
Natural substances from plants have multiple interests exploited in the biotechnology industries both in food, cosmetic and pharmaceutical.
These compounds include a large proportion of secondary metabolites which are illustrated in many areas and even in therapy. In this
context, we investigated the biological effects of Berberis vulgaris, a plant used in the world, in Algeria, and it is particularly used in the
Tlemcen region to treat diabetes mellitus.
The qualitative phytochemical examination performed on the root bark of Berberis vulgaris showed the presence of alkaloids, tannins,
sterols, triterpenes and reducing compounds in large quantities, it also revealed lower amounts of coumarins, terpenoids, saponins and
mucilage.
The detection of these chemical classes is followed by extraction of root bark of Berberis vulgaris using solvents with increasing polarity and
extraction of total alkaloids. The alkaloid extract was analyzed by thin layer chromatography, revealing the presence of six tasks. A
quantitative analysis of polyphenols and flavonoids is performed on hydromethanol extract under reflux, showing a content of 10.48 mg
GAE / g of total polyphenols and 2.05 mg CEQ / g of flavonoids.
In order to exploit a possible therapeutic activity, crude under reflux and macerated extracts and total alkaloids were tested for their
antimicrobial potency on different reference strains of bacteria and yeasts, using the agar diffusion technique and the determination of
minimum inhibitory concentration MIC. The hydromethanolic macerated extract had the best antibacterial activity with inhibition diameters
from 12.5 to 21 mm for some strains. Extracts of Berberis vulgaris and more specifically the total alkaloids showed a strong antifungal
activity on Candida albicans yeasts with zones of inhibition of 19 to 29 mm.
The antioxidant activity of hydromethanolic extracts under reflux and total alkaloids was evaluated by two methods: reducing power and
DPPH free radical scavenging.The results showed a high activity of methanolic extract than the total alkaloids, with an ICs of 1.40 mg / ml
and antiradical activity of 89.3% at a concentration of 4 mg / ml.
The results obtained in this study show the richness of Berberis vulgaris with chemical substances and may represent a new potential source
of bioactive compounds in therapy.
Keywords: Berberis vulgaris, crude extracts, total alkaloids, antimicrobial activity, antioxidant activity.



